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Abstract
AIM: To investigate the role of JAK/STAT 
signaling pathway in secretion of interleukin-18 
(IL-18) by Kupffer cells in experimental acute 
pancreatitis with liver injury.

METHODS: Hepatic Kupffer cells extracted 
through enzymatic digestion and density gra-
dient centrifugation were divided into four 

groups. Group A (normal saline group) served 
as control group; Group B was lipopolysaccha-
ride (LPS) treatment group; Group C was LPS 
plus pancreatic elastase treatment group; Group 
D was AG490 treatment group. The concentra-
tions (IL-18) in Kupffer cell supernatant were de-
termined by ELISA, and the expression of JAK2 
protein was determined by immunofluorescence 
and Western blot. 

RESULTS: The concentrations of IL-18 in the 
supernatant and JAK2 protein in group B had 
increased significantly compared with those in 
group A (IL-18: 312.23 ± 20.5 ng/L vs 13.50 ± 2.18 
ng/L, P < 0.01). The same result was seen when 
group C was compared with group B (P < 0.01). 
The concentrations of IL-18 and JAK2 protein in 
group D decreased significantly compared with 
those in group C (317.31 ± 25.24 ng/L vs 438.86 
± 21.32 ng/L, P < 0.01), but just only slightly in-
creased compared with those in group B. 

CONCLUSION: Inhibition of JAK/STAT signal-
ing pathway activation may reduce pancreatic 
elastase-induced expression of proinflammatory 
cytokines IL-18 in rat Kupffer cells, which may 
help alleviate liver injury induced by acute pan-
creatitis. 
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摘要
目的: 探讨JAK/STAT信号通路在胰弹性蛋白
酶(elastase)诱导Kupffer细胞分泌IL-18中的作
用机制. 

方法: 采用酶消化法及密度梯度离心法将提
取的肝脏Kupffer细胞分为4组, A组: 生理盐水
组(正常对照组); B组: 脂多糖(LPS)处理组; C

www.wjgnet.com

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是临床常见急腹
症之一, 其特点是
起病急 ,  进展快 , 
并 发 症 多 ,  住 院
患者死亡率高达
25%. AP并发胰腺
外器官损伤时死
亡率极高 .  因此 , 
对于早期控制AP
症状和并发症对
其预后至关重要, 
JAK/STAT信号通
路作为一条重要
的炎症反应性通
路, 参与多种炎症
介质介导的信号
转 到 过 程 ,  他 在
AP发生、发展过
程中起到重要调
节作用. 

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科 

   



组: LPS和elastase处理组; D组: AG490预处理
组. 采用酶免疫吸附(ELISA)法检测Kupffer细
胞上清液中IL-18含量; 细胞免疫荧光染色技
术和Western blot法检测细胞总蛋白中JAK2的
表达.  

结果:  与A组比较 ,  B组在给予L P S刺激后 , 
JAK2蛋白的表达以及上清液中IL-18含量均
明显增加(IL-18: 312.23±20.5 ng/L vs  13.50
±2.18 ng/L, P <0.01); C组在同时给予LPS和
elastase刺激后, JAK2的表达显著升高, 上清液
中IL-18含量与B组比较也显著增加(P <0.01); 
而D组在预先给予AG490处理后, JAK2表达
明显下降, 上清液中IL-18含量也有不同程度
降低, 与C组比较差异有统计学意义(317.31±
25.24 ng/L vs  438.86±21.32 ng/L, P <0.01), 但
与B组比较, 各值仅有轻微变化, 差异无统计
学意义. 

结论:  抑制J A K/S TAT通路的活化可下调
e la s t a se诱导Kupffe r细胞分泌促炎症因子
IL-18的表达, 这可能有助于减轻急性胰腺炎
时炎症反应和肝损伤. 

关键词: 急性胰腺炎; JAK/STAT信号通路; 白介素

-18; 枯否细胞; 肝损伤
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0  引言

关于急性胰腺炎(acute pancreati t is, AP)发病

机制以及合并胰腺外器官损伤的研究, 国内外

取得了不少进展, 近年来, 炎症细胞过度激活

学说更成为一大研究热点. AP时, 炎症胰腺组

织释放大量的炎症介质, 并通过一序列生物学

级联放大效应 ,  进一步释放大量促炎症因子 , 
其中包括近年新发现的一种重要的炎症因子

IL-18, 这些炎症介质在AP发生、发展过程中

起重要调节作用, 是导致AP病情加重的关键因

素[1]. 肝脏拥有全身最大的巨噬细胞群, 即枯否

细胞(kupffer cell, KC), 他具有强大的分泌各

种细胞因子的功能, 对AP的病情严重程度及胰

腺外器官损伤起重要作用[2]. Janus激活/信号转

导和转录激活子(janus kinase/signal transducer 
and activator of transcription, JAK/STAT)信号

通路是细胞因子信号转导的重要途径 ,  但A P
时, JAK/STAT通路介导肝脏分泌IL-18作用的
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研究目前尚无报道. 本研究旨在通过培养原代

大鼠KC, 观察AP时KC中JAK2蛋白表达情况及

IL-18含量, 明确JAK/STAT通路在AP时KC分泌

IL-18的作用机制, 以探讨减少AP引起急性炎

症反应的有效途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 Percol l分离液购自Pharmacia公司; 
AG490购自Biosource公司; Hepes、PMSF均购自

Amresco公司; RPMI 1640干粉培养液购自Gibco
公司; 胰弹性蛋白酶购自Chemicon公司; IL-18
试剂盒购自ADL公司; 辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠JAK2-IgG购自Cell Signal公司; 兔抗大鼠

β-actin购自博士德公司; 细胞裂解液购自碧云天

公司; 其他常用试剂均为国产分析纯试剂. PVDF
膜为美国Millipore公司产品; 酶标仪、PAGE凝
胶电泳仪、垂直电泳槽、电泳凝胶图像分析系

统均购自Bio-Rad公司. 
1.2 方法 
1.2.1 枯否细胞的分离、纯化和培养: 健康♂SD
大鼠24只(200-250 g), 购自中国人民解放军南

京军区南京总医院实验动物中心. 按文献[3]的
改进方法采用酶消化法、密度梯度离心以及选

择贴壁法提取KC. 将提取的KC接种于6孔板中

(1×109/L), 1 h后去除培养基, 用温PBS清洗2遍, 
去除未贴壁细胞, 贴壁细胞即为实验所需的高

纯度KC. 细胞活性测定采用苔盼蓝拒染实验, 细
胞性质测定采用吞噬墨汁实验.  
1.2.2 枯否细胞分组和处理: 本实验参照Murr 
e t a l [4-5]的方法, 并根据本实验要求作一定改

进 .  将上述获得的K C用含100 m L/L F C S的
RPMI-1640培养基培养24 h后分成4组(n  = 6). A
组(正常对照组): 在培养基上清液中加入生理盐

水(30 mL/L); B组: 上清液中加入脂多糖(LPS, 
50 μg/L); C组: 上清液中加入LPS(50 μg/L)和胰

弹性蛋白酶(elastase, 1 U/mL); D组: 上清液中

加入AG490(30 μmol/L)预先刺激0.5 h后, 再用

LPS(50 μg/L)和elastase(l U/mL)处理.  
1.2.3 细胞上清液收集: KC在加入刺激因子作用

后12 h收集培养基, 4℃, 10 000 g离心10 min, 取
上清液并立即置于-70℃保存. 
1.2.4 细胞上清液中IL-18含量测定: ELISA法检

测细胞上清液中IL-18的含量, 具体步骤严格按

试剂盒使用说明书进行操作, 通过绘制标准曲

线得出样品中相应细胞因子含量. 该方法检测

IL-18的灵敏度为1 ng/L.  
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■相关报道
研究发现 ,  AP肝
损伤进展、严重
程度与炎症因子
作用有关, 但有关
AP肝损伤机制中
具体作用途径还
不清楚. 

■研发前沿
AP合并肝损伤作
为评价AP疗效和
预后的重要指标, 
其复杂的致病机
制是目前AP一大
研究热点及难点. 
随着分子生物学
的发展 ,  有关AP
发病以及并发胰
腺外器官损伤各
机制中, 炎症细胞
过度激活学说成
为一大研究热点. 
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1.2.5 细胞免疫荧光染色: 各实验组KC经爬片

后用100 g/L多聚甲醛固定30 min, PBS冲洗15 
min, 0.1% Triton X-100通透10 min, PBS震荡冲

洗15 min, 10% BSA-PBST封闭30 min; 各加一抗

(JAK2单克隆抗体1∶50稀释)4℃孵育过夜, PBS
冲洗5 min×3, 二抗(1∶100稀释), 37℃暗盒孵

育1.5 h, PBS洗5 min×3, 抗荧光焠灭封片液封

片. JAK2阳性主要定位于细胞质, 细胞质发荧光

为阳性细胞. 阴性对照不加一抗, 其余步骤相同. 
Olympus荧光显微镜观察并摄片.   
1.2.6 细胞总蛋白中JAK2表达的检测: 各实验

组分别在添加刺激因子继续培养12 h后收集细

胞, 同期收集对照组细胞, 用RIPA细胞裂解液

裂解细胞, 提取总蛋白. 所提取的蛋白均采用

Bradford法行总蛋白定量, 各取100 μg/孔, 行100 
mL/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离(2 h). 待
电泳结束后, 将蛋白(低温条件下湿转3 h)转至

PVDF膜上, 膜按常规封闭. 加入兔抗鼠JAK2单
克隆抗体(1∶1000稀释), 4℃过夜, 用TBST洗膜

5次, 每次6 min, 再加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗(1∶2000稀释), 室温摇床上反应4 h, 
再用TBST洗膜5次, 每次6 min. 洗膜后ECL法化

学发光, X线底片曝光显影, 以β-actin作为内参照. 
用Bio-Rad图像分析系统照相, 用Image-Pro软件

分析, 以相应条带灰度值表示相对蛋白含量. 
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0统计软

件进行分析, 计量资料以mean±SD表示, 多组均

数间比较采用单因素方差分析, 两组均数间比

较采用t检验, P <0.05表明差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 KC分离培养、得率和纯度鉴定 经酶消化

法、Percoll密度梯度离心和选择性贴壁法提取

肝脏KC, 每只大鼠KC获得(2.40±0.16)×107个, 
细胞贴壁率为42.7%, 采用台盼蓝拒染法鉴定细

胞活力为95%以上; 吞噬墨汁实验鉴定细胞纯度

达92%以上. 
2.2 IL-18含量 与A组比较, B组IL-18含量显著增

加(P <0.01); 与B组比较, C组IL-18含量增加更明

显(P <0.01); 与C组比较, D组IL-18含量明显减少

(P <0.01), 但与B组比较仅有轻微变化, 差异无统

计学意义(P >0.05, 表1). 
2.3 JAK2蛋白表达与定位 
2.3.1 细胞免疫荧光: 荧光显微镜下观察细胞发

绿色荧光情况. 未作处理的KC未检测到荧光染

色的细胞(图1A); B组可见JAK2表达微弱(图1B); 
给与LPS和elastase处理后, JAK2表达上调, 与B
组比较差异显著(图1C, P <0.01); D组给与AG490
预处理后, JAK2表达明显下调, 与C组比较明显

减弱差异显著(P <0.01), 但和B组比较无显著性

差异(P >0.05, 图1D). 
2.3.2 细胞中JAK2蛋白表达检测: 各实验组和

对照组KC中均有JAK2表达(图2). 给予LPS刺
激后, KC中JAK2蛋白表达比对照组明显增加

图  1  枯否细胞JAK2表达变化情况(×200). A: 正常对照组; B: LPS组; C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治疗组.

A B

C D

■应用要点
本文主要研究在
KC各条信号通路
中的一条重要信
号通路JAK/STAT
信号通路在AP肝
损伤中表达的变
化情况 ,  可为AP
治疗提供新的思
路. 

■创新盘点
本文用ELISA法
检测枯否细胞上
清液中IL-18含量; 
细胞免疫荧光染
色和Western blot
方法直接检测KC
中JAK2表达量的
变 化 ,  分 析 其 与
AP肝损伤的可能
关系. 
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(P <0.01); 同时给予LPS和elastase刺激后, JAK2
表达进一步增加(P <0.01); 预先给予AG490处理

后在给予LPS和elastase刺激, JAK2表达和C组比

较明显降低(P <0.01), 但与B组比较仅略有增加

(P >0.05, 图3). 

3  讨论

K C是定居于肝窦内的巨噬细胞, 是体内最大

的固定型巨噬细胞群 ,  约占巨噬细胞总数的

80%-90%, 是产生炎症因子的主要效应细胞. AP
时, 由于胰腺腺泡细胞大量坏死和凋亡, 促使胰

酶异常激活并释放入血, 同时炎症胰腺组织释

放大量的炎症介质, 经门静脉到达肝脏. 这些促

炎症因子通过刺激并激活KC内信号转导通路, 
通过一序列生物学反应后引起连锁和放大效应, 
释放大量细胞因子, 如IL-18、TNF-α、IL-6等, 
这些细胞因子均参与AP并发肝损伤的发生和发

展[6-9]. AP时, 肝脏是机体炎症反应最为活跃及免

疫细胞聚集的重要器官, 对AP的严重程度、疾

病进展及预后均有重要监测作用. 
JAK/STAT信号通路是细胞因子信号转导的

重要途径之一, 近年来备受关注, 他代表的是一

条信号从细胞膜到细胞核的信号转导途径, 涉及

免疫、细胞增殖分化、细胞凋亡、炎症等多种

生理和病理反应的调节作用. 目前已发现多种细

胞因子, 主要有IL-18、TNF-α、IL-6、IL-1β等, 
他们均可通过激活JAK/STAT信号转导通路, 在
炎症反应的发生、发展过程中发挥重要作用, 因
此推测针对性阻断JAK/STAT信号通路将可能达

到改善AP并发肝损伤病理过程的目的[10-11]. 

IL-18是一种新发现的促炎症因子, 主要由

肝脏枯否细胞以及肝外巨噬细胞产生. IL-18有
许多生物学活性, 他可诱导机体产生大量γ-干扰

素、TNF-α、IL-1β等细胞因子, 并通过这些细

胞因子介导组织、器官的炎症坏死, 同时加强

FasL介导的细胞凋亡途径导致细胞损伤, 最终

导致全身性组织损害[12-13]. 近年来多项研究发现, 
AP时IL-18呈高水平表达, 而当合并局部胰腺坏

死及远处器官功能衰竭等并发症时, IL-18表达

增高更为显著, 他反映了AP的严重程度, 可以作

为AP的病情预测指标[14-15]. AG490是一种人工合

成的苯丙亚甲基丙二腈脂类衍生物, 为JAK2特
异性抑制剂, 可以与受体酪氨酸激酶竞争结合

位点, 阻断其下游激酶活化, 进而抑制细胞因子

介导的生物、病理效应. 研究发现AG490能抑

制IL-18诱导JAK/STAT信号通路的活化[16]. 因此, 
本实验重点通过体外培养KC, 模拟体外AP模
型, 观察在给予AG490处理后KC上清液中IL-18
表达情况和KC中JAK2表达情况, 探讨AP肝损

伤机制中, IL-18和AP肝损伤之间的关系, 以及

IL-18介导JAK/STAT信号通路参与AP发病及发

展的过程. 
本研究发现, 正常KC上清液中IL-18有极少

量表达, 给予LPS刺激后, KC上清液中IL-18表达

显著上调, 同时给予LPS和elastase刺激后, IL-18
表达增加更为显著, 而预先给予AG490处理后

IL-18表达则明显低于AP肝损伤组. 由此可见, 
LPS和elastase通过协同作用, 使KC产生的生物

学效应得以放大, 从而正性上调KC IL-18蛋白的

表达, 而AG490则有效降低了KC上清液中IL-18
的表达. 另外, 我们又通过细胞免疫荧光的方法

和Western blot法检测JAK2蛋白的表达情况, 发
现KC细胞质中JAK2荧光量、荧光强度以及总

蛋白含量变化与IL-18表达在动态变化上基本一

致. 因此推测, KC中可能存在JAK/STAT信号通
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表  1  AP大鼠KC上清液IL-18含量(μg/L, mean±SD, n  = 6)

     
分组                        			         IL-18

正常对照组                   	                13.50±2.18                 

LPS组                  		                312.23±20.5a                  

LPS＋elastase共同处理组                     438.86±21.32ab              

AG490治疗组              　　	               317.31±25.24ad

aP<0.05 vs  正常对照组; bP<0.01 vs  LPS组; dP<0.01 vs  LPS+ 

elastase共同处理组.

图  2  细胞中JAK2蛋白表达检测. A: 正常对照组; B: LPS组; 

C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治疗组.

JAK2

β-actin

126 kDa

42 kDa

A           B           C            D

图  3  各组SD大鼠肝脏JAK2/β-actin的灰度比值. A: 正常

对照组; B: LPS组; C: LPS+elastase共同处理组; D: AG490治

疗组.
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■名词解释
脂多糖(LPS): 革
兰氏阴性细菌细
胞壁上的特有结
构 ,  其 化 学 成 分
主 要 有 O 特 异 性
链、核心多糖和
类 脂 A 3 部 分 组
成. 当机体受到创
伤、烧伤、感染
等外界损伤时, 他
可突破机体黏膜
屏障, 进而导致严
重反应的发生、

发展, 在机体严重
反应过程中有重
要促进作用. 
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路结合位点, AP肝损伤时, elastase刺激KC后激

活JAK2, 通过JAK2/STAT信号通路诱导IL-18的
大量分泌和活化; 但阻断JAK2活化后, 由于抑

制了其下游信号活化, 进而减少了IL-18的分泌. 
这进一步提示AP时, 可能通过激活KC中的JAK/
STAT信号通路, 介导IL-18表达上调, 进而在AP
肝损伤中发挥重要作用. 总之, 上述研究提示在

AP诱发急性炎症反应和并发肝损伤的发生、发

展过程中, JAK/STAT信号通路起到重要调节作

用; 通抑制JAK/STAT信号通路的信号转导途径, 
可有效减轻AP炎症反应, 进而达到减轻肝损伤

的作用. 因此, 在参考基础实验的基础上, 还应

再进行深入完全的临床研究, 以更好地掌握AP
并发肝损伤的发病机制, 寻找出潜在的新的预

防性和治疗方法. 
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■同行评价
本研究选题较为
新颖, 研究方法选
择 适 当 ,  结 果 准
确, 结论可靠, 有
一定的创新性和
临床价值.
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布世界华人消化杂志
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年世界华人消化杂志的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28中期刊的第5位. 2007年世界华人消化杂志的影响因子为0.568, 内科医学类28中期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (编辑: 程剑侠 2009-03-28)


