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■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是一种发生在胰
腺的急性炎症性
疾 病 ,  常 累 及 胰
腺周围组织, 其发
病急, 病情发展迅
猛, 多器官功能不
全综合征(MODS)
发 生 率 高 .  由 于
胰腺和肝脏在解
剖位置、生理功
能和血流动力学
方面的联系, SAP
时往往胰外首先
累及肝脏, 引起肝
损 伤 ,  其 损 伤 使
Kupffer细胞激活, 
肝脏释放大量的
炎性介质, 又可加
重SAP的病情, 形
成 恶 性 循 环 ,  使
MODS进一步加
重, 导致SAP的高
死亡率.
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Abstract 
AIM: To investigate the protective effect of Jin-
huangyidan Granules on liver injury in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP) and to explore 
the possible mechanisms involved.

METHODS: Fifty-four male Sprague-Dawley 
(SD) rats were randomly divided into three 
groups: sham operation group, SAP group and 
Jinhuangyidan Granules group. Each group was 

further divided into three subgroups for testing 
at different time points after treatment (2, 6 and 
12 h). SAP was induced by retrograde injection 
of 5% sodium taurocholate into the biliary pan-
creatic duct. Serum amylase (AMY), ALT, AST 
and the liver coefficient were measured. The lev-
els of TNF-α, IL-6 and ET-1 were examined by 
ELISA, and the expression of NF-κB in the liver 
was evaluated by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to the sham operation 
group, the levels of AMY, ALT, AST, TNF-α, 
IL-6, ET-1 and NF-κB increased significantly in 
the SAP group. The liver coefficient also differed 
significantly between the sham operation group 
and SAP group at 6 and 12 h (both P < 0.05). 
Compared to the SAP group at 6 and 12 h, the 
levels of AMY, ALT, AST, TNF-α, IL-6, ET-1 and 
NF-κB decreased significantly in the Jinhuangy-
idan Granules group (all P < 0.05). At 6 h, the ex-
pression of liver NF-κB was significantly higher 
in the SAP group than in the sham operation 
group at 6 and 12 h (6 h: 5.32 ± 0.24 vs 49.89 ± 3.53; 
12 h: 6.38 ± 0.24 vs 54.73 ± 1.68, both P < 0.05), 
but was significantly lower in the Jinhuangy-
idan Granules group than in the SAP group (6 h: 
19.18 ± 1.51 vs 49.89 ± 3.53; 54.73 ± 1.68 vs 31.15 ± 
2.25, both P < 0.05). Compared to the SAP group, 
the levels of edema and inflammatory mediators 
ameliorated significantly in the Jinhuangyidan 
Granules group. 

CONCLUSION: Jinhuangyidan Granules amelio-
rates liver injury and improve microcirculation 
in SAP rats possibly by inhibiting NF-κB activity 
and down-regulating inflammatory mediators.

Key Words: Jinhuangyidan Granules; Pancreatitis; 
Liver injury; Nuclear factor-kappa B; Inflammatory 
mediators
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摘要
目的:  探讨金黄益胆颗粒(j i n h u a n g y i d a n 
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■研发前沿
目前急性胰腺炎
的发病机制还不
是 很 清 楚 ,  死 亡
原 因 主 要 是 发
展到SAP时导致
肝、肺、肾脏等
器 官 受 损 ,  合 并
了MODS, 死亡率
在20%左右. 研究
发现NF-κB的活
性表达参与SAP
的发生、发展过
程, 其在SAP合并
肝损伤时的变化
情况是目前研究
的热点.

granules)对大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保
护作用和可能机制.

方法: 54只♂SD大鼠随机分为假手术组(sham 
operat ion group, SO)、重症急性胰腺炎组
(severe acute pancreatitis, SAP)和金黄益胆颗
粒治疗组(jinhuangyidan granules treatment, 
JHT), 每组分为2、6、12 h三个时间点组, 每
个时间点组6只.5%的牛黄胆酸钠逆行胰胆管
注射制备SAP模型. 各组于造模后2、6、12 
h处死大鼠, 检测血清淀粉酶(serum amylase, 
A M Y)、谷丙转氨酶 (A LT)、谷草转氨酶
(AST), 计算肝脏系数, HE染色观察胰腺、肝
脏组织病理, 酶联免疫吸附试验(ELISA)方法
检测TNF-α、IL-6、ET-1水平.免疫组化检测
肝脏组织中核转录因子-κB的活性.

结果: 各时间带点SAP组与SO组比较, AMY、

ALT、AST、TNF-α、IL-6、ET-1均升高, 
肝脏系数在6  h、12  h差异有统计学意义
(P <0.05); 在6 h、12 h JHT组与SAP组比较, 
AMY、肝脏系数、ALT、AST、TNF-α、
IL-6、ET-1指标均明显升高(P <0.05). 6 h时间
点SO组、SAP组和JHT组NF-κB表达分别为
(5.32±0.24 vs  49.89±3.53 vs  19.18±1.51), 三
组之间差异有统计学意义(P <0.05); 12 h时间
点各组之间NF-κB表达分别为(6.38±0.24 vs  
54.73±1.68 vs  31.15±2.25), 三组之间差异有
统计学意义(P <0.05). 胰腺和肝脏的病理镜下
观察水肿和炎性介质表达JHT组较SAP组明
显改善.

结论: 金黄益胆颗粒可以一定程度的改善大
鼠重症胰腺炎肝脏的损伤, 改善微循环, 其对
大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保护作用机制
可能与抑制NF-κB的活性进而下调TNF-α、
IL-6的表达有关.

关键词: 金黄益胆颗粒; 胰腺炎; 肝损伤; 核转录因

子-κB; 炎症介质
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0 引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
起病急、发展快、病情重, 是一种累及多系统

多器官的外科急腹症之一, 常常并发全身炎症

反映综合征(systemic inflammatory response syn-综合征(systemic inflammatory response syn-(systemic inflammatory response syn-

drome, SIRS)和多器官功能障碍能综合征(mul-综合征(mul-(mul-
tiple organ dysfunction syndrome, MODS), 死亡

率达20%, 严重威胁着患者的生命. 近年来有学

者研究发现SAP并发肝损伤的发生率达89%[1],
肝损伤时其调节微循环及清除炎性物质及毒素

的能力下降, 加重了炎症反映对全身其他脏器

的损害, 从而影响了疾病的临床治疗效果和病

情预后[2]. 因此, 防治SAP时的肝损伤对疾病的

治疗很重要. 关于SAP导致肝损伤的机制还不清

楚, 本实验通过建立大鼠重症急性胰腺炎模型, 
应用金黄益胆颗粒观察对大鼠SAP肝损伤的保

护作用, 并探讨其可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD(Sprague-Dawley)大鼠

54只, 饲养8 wk, 室温维持在23 ℃±1 ℃, 定
期紫外线消毒 ,  体质量为180-310 g, 购于北

京华阜康生物科技股份有限公司[许可证号 : 
SCXK(京)2009-0004]. 金黄益胆颗粒(冀药制字

Z20051588)购自开滦总医院药剂科, 由唐山太

阳石药业有限责任公司生产; 牛黄胆酸钠购自

Sigma公司; NF-κB p65单克隆抗体、SP免疫组

织化学试剂盒购自北京博奥森生物技术有限公

司; TNF-α、IL-6和ET-1 ELISA试剂盒均购自北

京博奥森生物技术有限公司; WZS-50F6型微量

泵购自浙大医疗有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 实验分组: 适应性饲养1 wk后, 大鼠按完全

随机法分SO组、SAP组和JHT组, 每组分为2、
6、12 h 三个时间点组, 每个时间点组6只.
1.2.2 模型的制备和标本的检测: 采用改良式的 
Aho法[3], 拉细硬膜外导管经十二指肠乳头逆行

经电子微量泵注入5%牛磺胆酸钠(1 mL/kg, 0.1 
mL/min)制作SAP模型, 经空场上段营养管注入

生理盐水(10 mL/kg), 此后1次/6 h; JHT组在SAP
造模成功后由空肠营养管注入25%金黄益胆颗

粒溶液(10 mL/kg), 此后1次/6 h; SO组大鼠打开

腹腔找到胰腺组织后翻动数次后关腹. 各组大

鼠试验中均禁食水, 皮下注射生理盐水20 mL/
kg, 1次/6 h. 各组对应的时间点处死大鼠, 收集腹

水, 腹主动脉取血4 mL, 检测AMY、ALT和AST, 
ELISA 法进行TNF-α和IL-6、ET-1的测定. 实验

中由同一人剪取各组相同部位的胰腺和肝脏组

织1 cm×1 cm×0.5 cm大小, 生理盐水冲洗表面

残余血迹, 清洁滤纸吸干水分后, 电子天平称量

肝脏湿质量, 计算肝脏系数(W/G×100%), 4%的质量, 计算肝脏系数(W/G×100%), 4%的, 计算肝脏系数(W/G×100%), 4%的
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■相关报道
Rakonczay等认
为 ,  过 度 活 化 的
NF-κB可促使炎
性细胞释放大量
炎 性 因 子 ,  从 而
导致组织的炎性
损伤; 阻止NF-κB 
活 化 ,  可 明 显 减
轻胰腺的炎症反
应. Geisler等发现
AP伴发的胰酶血
症也参与了全身
性炎症反应, 其中
胰腺弹性蛋白酶
随血流到胰外的
肝 脏 ,  可 激 活 肝
Kupffer细胞NF-
κB信号途径 ,  增
加炎性细胞因子
的产生, 进而引起
肝脏损伤. 刘石龙
等研究发现N -乙
酰半胱氨酸可以
抑制NF-κB活性
表达, 对SAP肝损
伤有一定的保护
作用.

多聚甲醛溶液固定组织, 修剪、石蜡包埋、切

片, HE染色和免疫组化. 由实验室专业病理人员

观察胰腺和肝脏的病理改变, 按照Schmid标准[4]

进行病理评分.
1.2.3 SP免疫组织化学检测NF-κB的表达: 常规

免疫组化法(immunohistochemical, IHC)检测肝

脏的NF-κB活性. 组织生理盐水清洗后, 4%多聚

甲醛固定常规脱水、石蜡包埋、制备3 μm的单

层切片, SP法免疫染色, 一抗浓度为1∶300, 操
作步骤完全按照试剂盒的说明来完成. 参照文

献[5]方法, 用PBS代替一抗做空白对照. 结果判

定: 阳性细胞为细胞核和(或)胞质呈棕黄色染

色. 在高倍视野(10×40)下随机选取5个视野, 计
算每个阳性细胞数取其均数代表该样本的阳

性表达数N1, 总细胞数为N, 阳性率 = N1/N×

100%.
统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 

计数资料采用χ2检验, 应用SPSS13.0统计学软件

包进行方差分析. 同时段组间比较采用t检验, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 死亡情况 实验造模成功后, SO组2、6、12 h
三个时间点无一例死亡, 死亡率为0; SAP组12 h

内死亡6只, 死亡率为33.33%(6/18), JHT组12 h内
死亡2只, 死亡率为11.11%(2/18), 明显低于SAP
组, 两组之间的χ2检验显示, 差异无统计学意义.   
2.2肝脏和胰腺的病理学改变 光镜下观察SO组

各时间点肝脏和胰腺形态学结构没有明显变化. 
SAP组各时间点肝脏可见不同程度水肿及肝窦

扩张, 肝细胞排列紊乱, 炎性细胞浸润, 部分肝

实质可见点状或斑块状出血坏死; 胰腺组织可

见不同程度的腺叶局限性水肿、出血, 部分结

构坏死区, 组织间隙大量炎性细胞浸润. JHT组
肝脏和胰腺组织的水肿、出血、坏死与炎细胞

浸润程度较SAP组病变为轻(图1). 
2.3 肝脏的系数比较 6、12 h同时间点SAP组和

SO组比较, 肝脏系数有所升高, 差异有统计学意升高, 差异有统计学意, 差异有统计学意

义; JHT组和SAP比较肝脏的系数降低, 差异有

统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.4 腹水、AMY、ALT、AST的变化情况 在2、
6、12 h同时间点, SAP组和JHT组腹水、AMY、

ALT、AST水平较SO组有所升高(升高((P <0.05). 三个

时间点JHT组较SAP组比较ALT明显下降, 6、
12 h时间点JHT组较SAP组AMY、AST明显降低

(P<0.05, 表2).
2.5 血清TNF-α、IL-6、ET-1的变化情况 与SO
组比较, SAP和JHT组各时间点血清TNF-α、

IL-6、ET-1水平明显升高, 差异有统计学差异升高, 差异有统计学差异, 差异有统计学差异

(P <0.05); 6、12 h JHT组与SAP组比较, TNF-α、
IL-6、ET-1水平明显降低, 差异有统计学差异

(P <0.05, 表3).
2.6 肝脏组织中NF-κB的变化情况 NF-κB在SO组

少量表达. 在2、6、12 h同时间点, SAP组NF-κB
的活性表达逐渐升高, 均明显高于SO组, 差异有

统计学意义(P<0.05); JHT组NF-κB的活性表达均

较SAP组显著下降, 但仍高于SO组[SO vs SAP vs  
JHT, 2 h: (2.20±0.27 vs  15.96±1.06 vs10.17±0.54); 
6 h: (5.32 ±0.24 vs  49.89±3.53 vs  19.18±1.51) , 
12 h: (6.38±0.24 vs  54.73±1.68 vs  31.15±2.25),  
P<0.05, 图2, 3]. 

     
分组 时间点(h) 肝脏系数(%)

SO组     2 0.04±0.01

    6 0.04±0.01

  12 0.04±0.01

SAP组     2 0.05±0.01

    6 0.07±0.01ac

  12 0.07±0.01ac

JHT组     2 0.04±0.01

    6 0.05±0.01a

  12 0.06±0.00a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

表  1  不同时间点三组之间肝脏系数的比较 (n = 18, mean±SD)

图� �� �������������������  1 胰腺 和肝脏组织镜下病理改变(HE). A: SAP组6 h胰腺组织(×100) ; B: JHT组6 h胰腺组织(×100); C: SAP组12 h肝脏组

织(×200); D: JHT组12 h肝脏组织(×200).

A B C D
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■创新盘�点
以急性胰腺炎的
发病机制及治疗
的基础研究为前
提 ,  根 据 少 阳 之
邪、阳明之实组
方自制中药“金
黄益胆颗粒”对
大鼠SAP合并肝
损伤进行早期实
验研究, 效果较可
靠 ,  研究较新颖 , 
为中西医结合治
疗提供了理论基
础, 有一定的科学
性和创新性.

3  讨论

近年有研究发现SAP的高死亡率与肝损伤有着

密切的联系[6]. 肝脏作为调节物质代谢、参与凝

血因子生成及解毒的主要器官, 在SAP的发生、

发展中起着重要的作用. SAP时由于其特殊复杂

的生理功能变化及电解质紊乱使肝脏成为SAP
时胰外器官病理损害较早的器官之一, 同时也成

为其病理机制研究的重要器官之一. 目前, 众多

学者对SAP的发病机制已经不局限于单一的肺

脏和肾脏研究, SAP合并肝损伤已成为研究的新

方向. 肝损伤的机制探讨取得了一定进展, 炎性

介质起到了不可忽视的作用. 邹树等[7]报道炎性

细胞因子TNF-α和IL-6在SAP的发病过程中起着

重要作用, 与早期肝脏损伤有着密切关系. 因此, 
SAP早期保护肝损伤有着重要的意义.

S A P模型制备成功后会导致大鼠在相应

处死时间点之前死亡.本实验过程中, 12 h内SO
组、SAP组和JHT组死亡率分别为0、33.33%和

为11.11%, 虽然JHT组的死亡率在百分率上低于

SAP组, 但两组之间的进行χ2检验, 差异无统计

学意义. 笔者考虑到样本量较小, 以后应加大样

表  2  各组大鼠检测指标的比较 (n  = 18, mean±SD)

     
分组 时间点   腹水(mL)        AMY(U/L)       ALT(U/L)       AST(U/L)

SO组     2 0.40±0.65 1536.67±274.01       31±4.89 120.33±21.65

    6 0.42±0.67 1541.50±355.95  50.67±12.50 149.39±3.63

  12 0.38±0.60 1586.17±288.71  69.67±14.00 204.50±30.28

SAP组     2 4.17±0.68a 3490.17±465.41a 107.67±31.74ac 249.33±66.88a

    6 6.85±0.70a 4976.83±142.22ac 151.83±43.65ac 429.13±21.68ac

  12 7.63±0.76ac 5129.00±227.88ac 218.83±20.59ac 527.83±10.40ac

JHT组     2 3.92±1.43a 3401.50±703.16a   71.67±6.77a 211.50±49.32a

    6 5.92±1.36a 4385.00±232.37a 116.67±15.59a 320.63±9.50a

  12 5.35±1.38a 4177.83±284.57a 156.17±26.96a 437.67±13.48a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

表  3  各组大鼠TNF-α、IL-6、ET-1的比较 (n  = 18, mean±SD)

     
分组 时间点 TNF-α(ng/L) IL-6(ng/L) ET-1(ng/L)

SO组   2 31.38±6.81 40.06±2.92  27.55±1.97

  6 34.55±3.88 52.24±5.04  48.11±1.95

12 46.10±5.07 62.18±4.94  56.10±1.54

SAP组   2 54.08±4.35a 66.76±5.08a  85.83±1.71ac

  6 72.88±4.97ac 78.65±6.92ac 124.42±5.35ac

12 97.60±11.38ac 99.78±14.92ac 180.60±5.42ac

JHT组   2 50.82±5.68a 63.21±4.92a  61.71±3.23a

  6 60.36±6.07a 65.4±2.42a 110.81±6.90a

12 82.46±3.44a 83.98±3.79a 136.00 ±9.64a

  

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

图� ����� ����  2 ��� ����肝脏组织NF-κB p65免疫组化表达(×200)��. A: ����SAP组

12 h的表达�����������������   ; B: JHT组12 h的表达.

BA

图� ����� �����  3 ��� �����肝脏组织中NF-κB的表达情况��. 
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本量进一步观察JHT组和SAP组在死亡率方面

的差异性.
本实验采用清洁SD大鼠, 用拉细的硬膜外

导管经十二指肠乳头逆行穿入胰胆管电子微量

泵恒速注射5%牛黄胆酸钠建立SAP模型. SAP
组随着时间的延长肝脏系数逐渐升高, 说明随

着SAP病情的发展, 炎性因子和毒素作用于肝

脏组织, 使肝脏中央静脉及毛细血管扩张, 毛
细血管淤血加剧; 6、12 h时间点, JHT组与SAP
组比较, 肝脏系数有所降低, 且有统计学意义

(P <0.05), 说明金黄益胆颗粒可以降低SAP早期

肝脏系数, 减少组织水肿和渗漏. 在病理形态学

上, JHT组肝脏和胰腺组织的水肿、出血、炎细

胞浸润程度较SAP组病变明显减轻. 许多研究表

明TNF-α、IL-6参与了SAP诸多器官损伤的过

程, 是炎性细胞的代表因子. 各时间点SAP组与

SO组比较, ALT、AST、TNF-α、IL-6均明显升

高, 说明SAP时早期肝脏已受到损伤, 与邹树等

报道一致. 本实验证实, 6 h和12 h 时间点JHT组
与SAP组比较TNF-α、IL-6的水平明显降低, 说
明金黄益胆颗粒在改善SAP早期肝脏损伤起着

一定的保护作用.
内皮素(endothelin, ET)是由内皮素前体原

(prepro ET)水解而成的、由21个氨基酸组成的

多肽. 血液中的ET主要为ET-1. ET-1是强烈的缩

血管物质, 参与了SAP微循环障碍的发生, 其作

用机制包括血管收缩、缺血-再灌注损伤、毛细

血管通透性增加、血液流变学改变、影响白细

胞-内皮细胞相互作用等多个方面, 对微循环起

着重要的作用. 研究发现在急性胰腺炎早期就

存在胰腺血液循环障碍, 缺血缺氧刺激内皮细

胞前ET原基因表达, ET mRNA表达上调从而导

致ET合成增加, 加重组织微循环障碍[8]. 研究表

明, 活血化淤的中药制剂可以改善急性胰腺炎

动物模型血清ET-1浓度, 降低组织的损伤程度[9]. 
本研究表明, SAP组和JHT组ET-1水平在2、6、
12 h较SO组明显为高, JHT组较SAP组显著降低, 
病理镜下可见肝脏和胰腺组织的水肿程度和红

细胞渗漏均减少, 说明金黄益胆颗粒可以减缓

血管收缩, 缓解组织缺氧和代谢障碍, 降低毛细

血管渗漏, 从一定程度上改善了损伤组织的微

循环障碍.
NF-κB是一种具有多向转录调节作用的蛋

白, p50/p65异源二聚体是NF-κB活化的最常见

形式. 当机体受到损伤及病原微生物入侵时, 血
管及免疫系统迅速作出反应, NF-κB被激活, 然

后进入细胞核, 与其靶基因上的启动子或增强

子结合而调节基因转录, 激活与细胞应激相关

的基因和炎症早期反应基因, 产生大量的包括

TNF-α、IL-1等炎症因子.炎症介质在SAP发
生、发展中起重要作用, 因此研究如何抑制NF-
κB的活性, 减少促炎因子的表达, 从而减轻组织

损伤和炎症反应以改善SAP的预后具有重要意

义. 有报道证实, 通过阻断NF-κB的活化, 可以

减轻急性胰腺炎的重型化[10]. 先前研究显示, 用
N-乙酰半胱氨(N-acetylcysteine, NAC)抑制胰腺

NF-κB活性, 能显著减少胰腺炎症细胞浸润, 降
低TNF-α、IL-6等细胞因子基因表达[11]; 同时

研究发现NAC能抑制肝脏NF-κB活性及iNOS 
mRNA 的表达, 降低ALT、AST的水平, 对肝损

伤有一定的保护作用[12], 说明NF-κB在SAP发
生与发展中发挥着及其重要作用. 本研究证实, 
SAP组NF-κB的活性表达高于SO组, JHT组NF-
κB的活性表达较SAP组明显下降, 差异有统计

学意义(P <0.05). 可见金黄益胆颗粒在SAP早期

对肝脏NF-κB的活性表达有一定的抑制作用.
金黄益胆颗粒(原胆胰和胃冲剂)根据肝胆

胰胃十二指肠疾病间的少阳之邪、阳明之实, 
以大柴胡汤为基础, 由柴胡、大黄、黄连、黄

芩、枳壳、香附、木香、郁金、金钱草、陈皮

及元胡11味中药组方组成, 具有疏肝理气、通里

攻下、清热利胆、健脾和胃、活血化瘀等综合

功效[13]. 研究发现金黄益胆颗粒可以增强肠黏膜

对氧自由基的清除能力, 提高肠黏膜的免疫力; 
同时调控炎症介质的释放、降低肺毛细血管通

透性, 对SAP早期小肠黏膜的损伤和肺损伤有

保护作用[14,15]. 本实验显示, SAP时ALT、AST、
TNF-α、IL-6、ET-1、NF-κB的活性表达均明显

高于SO组(P <0.05), 在6、12 h JHT组上述指标均

显著下降(P <0.05). ALT、AST、TNF-α、IL-6表
达水平的下降表明金黄益胆颗粒可以一定程度

改善SAP的肝脏损伤. ET-1在SAP组明显升高与

肝脏损伤导致微循环障碍有关, 肝脏系数及ET-1
降低表明金黄益胆颗粒可能改善了肝脏的微循

环和毛细血管通透性.
总之, 金黄益胆颗粒可以一定程度的改善大

鼠重症胰腺炎肝脏的损伤, 改善微循环, 其对大

鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保护作用机制可能

与抑制NF-κB的活性进而下调TNF-α、IL-6的表

达有关. 而关于金黄益胆颗粒抑制肝损伤的具

体机制还有待于进一步研究.

■应用要�点
目前, 单一的应用
生长抑素等制剂
已不能满足SAP
的治疗及预后, 中
西医结合治疗急
性胰腺炎在临床
上有着一定的应
用前景. 
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