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Abstract
AIM: To analyze the role of Toll-like receptor 
4 (TLR4), soluble CD14 (sCD14) on monocyte-
macrophage cell surface, and nuclear factor 
kB (NF-kB) in immune mechanisms involved 
in the therapeutic effect of peritoneal lavage 
against L-arginine-induced severe acute pan-
creatitis in rats.

METHODS: Severe acute pancreatitis was in-
duced in rats by intraperitoneal injection of 
L-arginine (3.5 g/100 g) at a concentration of 

70 g/L. Forty-eight rats were randomly divided 
into three groups: severe acute pancreatitis 
group (for testing at 12, 24, and 36 h, 6 rats per 
subgroup), control group (12, 24, and 36 h, 4 rats 
per subgroup), and lavage group (12, 24, and 36 
h, 6 rats per subgroup). Rats of the severe acute 
pancreatitis group were killed at 12, 24 and 36 h 
after modeling. Rats of the control group were 
also killed at the above point of time after intra-
peritoneal injection of normal saline. Rats of the 
lavage group were catheterized in the upper and 
lower abdomen for peritoneal lavage at 1 h after 
modeling (100 mL, once per 6 h, lavage speed at 
60 drops/min; 12 h subgroup, twice; 24 h sub-
group, four times; 36 h subgroup, six times). Af-
ter the lavage was finished, the rats were killed. 
The contents of serum amylase and lipase and 
the concentrations of TLR4 and sCD14 in the 
blood were determined, and histopathological 
changes and expression levels of NF-kB in the 
pancreatic tissue were observed.

RESULTS: The rat model of severe acute pan-
creatitis was successfully replicated by intraperi-
toneal injection of L-arginine. The contents of se-
rum amylase and lipase in the lavage group were 
significantly lower than those in the severe acute 
pancreatitis group (12 h: 1 253.3 ± 195.2 vs 1 953.3 
± 316.9, 20.0 ± 6.5 vs 86.3 ± 36.8; 24 h: 2 299.2 ± 
416.4 vs 4 047.7 ± 589.3, 33.7 ± 15.5 vs 238.2 ± 73.2; 
36 h: 1 581.3 ± 391.6 vs 2 327.8 ± 354.6, 22.0 ± 9.3 vs 
158.3 ± 38.5, all P < 0.05), but showed no signifi-
cant difference compared to the control group (all 
P > 0.05). Pathological changes in the pancreatic 
tissue in the lavage group were significantly im-
proved compared to the severe acute pancreatitis 
group and control group (both P < 0.05). The 
concentrations of TLR4 and sCD14 in the blood 
were significantly lower in the lavage group than 
in the severe acute pancreatitis group (P < 0.05), 
but showed no statistically significant difference 
compared with the control group at various time 
points. Expression of NF-kB in the pancreatic 
tissue was lower in the lavage group than in the 
severe acute pancreatitis group, but was almost 
undetectable in the control group.

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)是病死率较
高的疾病, 其发病
机制尚未完全阐
明, 近年来发现促
抗炎失衡与其发
病密切相关, 该过
程中免疫因子的
研究已成为热点. 
作为血液净化治
疗的手段之一, 腹
腔灌洗可非选择
性清除过度释放
的促抗炎因子, 调
节免疫及恢复机
体内稳态, 取得了
较好的治疗效果. 
本文采用腹腔灌
洗治疗早期SAP, 
并对重要免疫因
子进行初步研究, 
结合下一步的临
床实验, 希望为探
索SAP的新疗法
提供一些帮助.
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CONCLUSION: Short-term intermittent perito-
neal lavage has a remarkable inhibitory effect on 
immune function in rats with early severe acute 
pancreatitis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 建立L -精氨酸诱导的重症急性胰腺炎
大鼠模型, 研究腹膜透析液腹腔灌洗治疗下
Toll样受体4(Toll like receptor 4, TLR4)、单
核-巨噬细胞表面可溶性抗原(soluble CD14, 
sCD14)、核因子κB(nuclear factor κB, NF-κB)
在其免疫机制中的作用. 

方法: 腹腔注射70 g/L的L -精氨酸(3.5 g/100 g)
制成重症急性胰腺炎大鼠模型. 48只大鼠, 随
机分成3组: SAP模型组(12、24、36 h, 每组6
只); 对照组(12、24、36 h, 每组4只); 灌洗组
(12、24、36 h, 每组6只). 模型组和对照组分
别腹腔注射70 g/L的L -精氨酸(3.5 g/100 g, 分
3次注射, 1次/h)和等量0.9%生理盐水(分3次
注射, 1次/h)后12、24、36 h麻醉处死. 灌洗
组在造模后1 h于腹部上、下方置管行腹膜透
析液腹腔灌洗(1次/6 h, 100 mL/次, 灌洗速度
60滴/min左右; 12 h组灌洗2次, 24 h组灌洗4次, 
36 h组灌洗6次), 完成灌洗后即刻处死大鼠. 
测定血清淀粉酶、脂肪酶含量及血TLR4、
sCD14浓度, 观察胰腺组织病理学改变和胰腺
组织NF-κB表达水平. 

结果: L -精氨酸诱导重症急性胰腺炎大鼠模
型成功. 灌洗组血清淀粉酶、脂肪酶含量较
模型组降低(12 h: 1 253.3±195.2 vs  1 953.3±
316.9, 20.0 ±6.5 vs  86.3 ±36.8; 24 h: 2 299.2
±416.4 vs  4 047.7±589.3, 33.7±15.5 vs  238.2
±73.2; 36 h: 1 581.3±391.6 vs  2 327.8±
354.6, 22.0±9.3 vs  158.3±38.5, 均P <0.05), 较
对照组无明显统计学意义(P >0.05). 灌洗组胰
腺组织病理学评分较模型组和对照组均有统
计学意义(P <0.05). 灌洗组血TLR4、sCD14浓
度在各时点较模型组降低(P <0.05), 较对照组
无明显统计学意义(P >0.05). 灌洗组胰腺组织

NF-κB表达水平较模型组下降, 对照组NF-κB
表达较少或基本无表达. 

结论: 短期间歇性闭合式腹腔灌洗对早期重
症急性胰腺炎大鼠有较好的免疫抑制作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0   引言

尽管重症监护水平得到加强, 但重症急性胰腺

炎(severe acute pancreatic, SAP)的死亡率仍很高, 
达10%-25%[1]. 随着对SAP发病机制的深入探索, 
对其治疗策略逐渐由首选手术治疗转变为首选

综合治疗[2]. 近年来发现促抗炎机制紊乱与其发

病密切相关, 研究证实多种细胞因子如肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白

介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、IL-6等活化在

急性胰腺炎的发生进展中起着重要作用[3], 而
Toll样受体4(Toll like receptor 4, TLR4)、核因

子κB(nuclear factor κB, NF-κB)与这些细胞因

子的活化关系紧密. 可溶性抗原(soluble CD14, 
sCD14)介导脂多醣(lipopolysaccharide, LPS)性
细胞反应, 能诱导产生IL-1、IL-6等细胞因子[4], 
以及细胞不良反应, 干预免疫. 本实验通过腹膜

透析液腹腔灌洗治疗L -精氨酸诱导的重症急性

胰腺炎大鼠模型, 研究TLR4、NF-κB、sCD14
在其免疫机制中的作用, 为进一步分析奠定理

论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠(清洁级)48只. 2-3 mo, 
体质量250 g±20 g, 由昆明医科大学动物科提

供, 随机分成3组: SAP模型组(n  = 18, SAP 12 h, 
SAP 24 h, SAP 36 h, 每组6只); 对照组(n  = 12, 生
理盐水12 h, 生理盐水24 h, 生理盐水36 h, 每组4
只); 灌洗组(n  = 18, 灌洗12 h, 灌洗24 h, 灌洗36 h, 
每组6只). 
1.2 方法

1.2.1 造模: 模型组参照尚宏清等[5]方法经改良[6]

■研发前沿
目前, 腹腔灌洗引
流还存在很大争
议 ,  临 床 治 疗 发
现: 腹腔镜腹腔灌
洗引流可以有效
控制炎症反应, 对
免疫起到抑制作
用. 但其确切机制
尚 不 明 确 ,  其 对
SAP病程中炎性
反应干预机制还
有待研究.
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大剂量L -精氨酸(浓度70 g/L, 3.5 g/100 g)ip制备

大鼠AP模型. 对照组腹腔注射等量0.9%生理盐

水. 灌洗组在造模后1 h于腹部上、下方置管行

腹膜透析液腹腔灌洗. 1次/6 h, 100 mL/次, 灌洗

速度60滴/min左右; 12 h组灌洗2次, 24 h组灌洗4
次, 36 h组灌洗6次. 所有大鼠实验前禁食12 h, 自
由饮水. 
1.2.2 标本采集和保存: (1)血样采集: 经腹主动

脉采血10 mL, 分离上清液(1 500 r/min, 5 min)至
4 ℃冷藏送检, 剩余血浆-20 ℃保存; (2)胰腺组

织取样: 取下胰腺组织置于40 g/L甲酫溶液保存. 
1.2.3 观察指标和检测: 血清淀粉酶、脂肪酶活

性测定, 采用全自动生化检测仪检测, 单位U/L. 
血TLR4、sCD14浓度测定, 采用双抗夹心ELI-
SA法(试剂盒购自美国RD公司). 病理学检查, 取
胰腺组织置于40 g/L甲酫溶液固定24 h后, 石蜡

包埋切片5 μm, HE染色后以Olympus显微镜观

察, 并参考Kusske等[7]标准进行组织病理学评分. 
对大鼠胰腺组织在光镜下的表现按水肿、炎细

胞浸润、坏死3方面的轻重程度评分. 胰腺组织

NF-κB表达水平检测, 采用免疫组织化学染色

DAB法(试剂盒购自上海劲马实验设备有限公

司), 切片处理同前, DAB染色后以Olympus显微

镜观察并照相. 
统计学处理 所有计量资料以mean±SD表

示, 应用SPSS17.0统计软件分析, 组与组间均数

比较采用方差分析和q检验, 3组间病理评分应

用秩和检验, SigmaPlot12.0版科学绘图软件进行

相关作图. 

2  结果

2.1 血清淀粉酶、脂肪酶水平 灌洗组血清淀粉

酶、脂肪酶含量较模型组降低(P <0.05), 较对照

组无明显统计学意义(P >0.05); 模型组血清淀粉

酶、脂肪酶含量在各时点均较对照组高, 在24 h
达高峰, 其脂肪酶水平升高, 提示胰腺组织有坏

死(表1). 
2.2 血TLR4浓度 灌洗组血TLR4浓度在各时点

较模型组降低(P <0.05), 较对照组无明显统计学

意义(P >0.05). 黑线为对照组血TLR4浓度趋势

线, 基本随时点无变化(图1). 
2.3 血sCD14浓度 灌洗组血sCD14浓度较模型组

明显降低(P <0.05), 12、24 h较对照组无明显统

计学意义, 36 h较明显(P >0.05). 红线为对照组血

sCD14浓度趋势线, 基本随时点无变化(图2). 
2.4 胰腺组织NF-κB表达水平 灌洗组胰腺组织

NF-κB表达水平较模型组下降, 对照组NF-κB表

■相关报道
血液净化治疗临
床不同人群(老年
人、儿童、孕妇
及并发症患者)都
取得了较好的临
床疗效, 具有广泛
的治疗前景. 但报
道多为临床回顾
分析, 缺少基础研
究支持.
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表  1  大鼠血清淀粉酶、脂肪酶检测结果

     分组 观测时点(h) n  血清淀粉酶(U/L)    脂肪酶(U/L)

模型组       12 6 1 953.3±316.9   86.3±36.8

      24 6 4 047.7±589.3 238.2±73.2

      36 6 2 327.8±354.6 158.3±38.5

对照组       12 4  921.75±208.6   11.0±4.2

      24 4 1 371.2±109.6   16.3±1.5

      36 4 1 209.8±78.6   15.5±4.0

灌洗组       12 6 1 253.3±195.2   20.0±6.5

      24 6 2 299.2±416.4   33.7±15.5

      36 6 1 581.3±391.6   22.0±9.3
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图  2  单核-巨噬细胞表面可溶性抗原变化趋势.
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■创新盘点
腹腔注射大剂量
L -精氨酸诱导急
性胰腺炎模型, 具
有方法简便、成
本低、可重复性
好的优点, 且动物
模型成功率高, 模
拟出的组织改变
较为一致. 采用经
皮穿刺置管的闭
合式腹腔灌洗法, 
避免了开放式操
作充分暴露腹腔
可能引发的感染
等, 并减少了实验
动物的创伤.

达较少或基本无(图3). 
2.5 胰腺组织病理学 胰腺组织病理学见表2和3. 

3  讨论

腹腔注射L -精氨酸诱导急性胰腺炎模型, 方法简

便、成本低、可重复性好、动物损伤小, 病变

程度在不同的胰腺部位比较一致, 克服了侵入

性模型需行剖腹术的缺点, 减少了外源性细菌

污染机会, 与人类ANP的病程及组织学改变相

似, 是目前研究ANP发病机制及防治措施较为

理想、值得推广的动物模型[8]. 由于L -精氨酸诱

导大鼠ANP所使用方法、剂量和浓度在国内外

报道不一[9], 之前有文献报道[10], 使用80 g/L及以

上L -精氨酸浓度注射时大鼠死亡率高, 不利于观

察12 h以后的变化; 当注射浓度降低到6%时胰

腺损伤以水肿为主, 坏死少见, 且须增加ip次数

(3次)才能诱导出满意的ANP模型. 本实验通过

70 g/L ip预实验摸索, 在注射L -精氨酸4 h后得到

理想的重症急性胰腺炎模型. 大鼠重症胰腺炎

目前尚无明确的判定标准及类似于APACHⅡ或

者RANSON评分报道, 主要通过淀粉酶, 脂肪酶

升高及病理组织改变进行确定. 
本次试验中 ,  模型组大鼠全部发生了重

症急性胰腺炎(大鼠正常淀粉酶值从450-2 300 
U/L均有报道[10-12]). 其血清淀粉酶、脂肪酶水

平增高,高峰出现在24 h. 灌洗组大鼠血清淀粉

酶、脂肪酶水平各时点均较模型组下降. 随观

察时点的延长, 模型组大鼠组织病理学改变加

重, 胰腺组织坏死明显、病理评分高. 灌洗组

大鼠组织病理学改变及评分各时点均较模型组

降低. 腹腔灌洗对早期大鼠SAP模型有较好的

免疫抑制作用, 初步研究可能与下列因素有关: 
(1)TLR4: Toll样受体的发现使人们认识到其作

为炎症反应上游始动环节的重要作用[13], 其中

T L R4被认为是最重要的成员之一, 对革兰氏

阴性菌反应起作用, 主要介导内毒素的信号转
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图  3  胰腺组织NF-κB表达水平(10×40倍). A-C: 模型组12、24、36 h胰腺组织NF-κB表达; D-F: 对照组12、24、36 h胰腺

组织NF-κB表达; G-I: 灌洗组12、24、36 h胰腺组织NF-κB表达.

表  2  病理分级标准评分

     指标        分级标准 评分

水肿 无   0

小叶间灶性水肿   1

小叶间弥散性水肿   2

腺体紊乱分离   3

炎症细胞浸润 无   0

局限导管内   1

实质内(＜50%小叶)   2

实质内(＞50%小叶)   3

腺泡坏死 无   0

导管周围坏死(＜5%)   1

灶性坏死(5%-20%)   2

弥散性实质坏死(＞20%)   3
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导[14]. 重症急性胰腺炎时, TLR4表达不仅在胰

腺中存在上调趋势[15], 其他组织如肝、肺、回

肠等表达也明显增加[16]. 研究表明, 内毒素、炎

症因子与发病密切相关, 并对病情发展与转归

起决定性作用[17]. 同时, TLR4经过一系列信号

转导途径激活NF-κB, 随之产生大量细胞因子

(如TNF-α、IL-1)的过度释放[18], 而这些与急性

胰腺炎关系密切的细胞因子, 在基因表达上均

受NF-κB调控. 虽然TLR4缺失并不影响胰腺炎

的严重程度, 但能引起早期前炎症因子的释放

减少和腹部脓毒症时细菌的繁殖增加[19]. 本实

验血TLR4浓度随炎症性反应时点增高而增高, 
但在腹腔灌洗后增高趋势下降明显; (2)NF-κB: 
NF-κB是一类能与多种基因启动子部位的κB
点发生特异性结合促进转录的D N A结合蛋白

总称. 目前认为其是参与胰腺炎合并意外器官

损伤的关键因子[20]. 研究表明, 多种ANP动物模

型的共同机制都与其相关, 他能与多种细胞因

子、黏附分子的基因启动子结合, 增强这些基

因的转录和表达[21]. NF-κB的早期激活可能通过

扳机样作用触发炎症递质的级联放大反应, 使
得炎症不断扩散, 恶化[22], 在急性胰腺炎炎性细

胞的浸润、聚集过程中起着极其重要的介导和

促进作用[23]. 本实验诱导ANP模型后12-36 h观
察到胰腺组织NF-κB表达水平增强, 应用腹腔

灌洗治疗可抑制其表达, 减轻病理损害. 研究发

现, 当NF-κB表达被抑制后, 炎症细胞因子合成

减少, 这对减轻ANP有利[24]; (3)sCD14: CD14作
为脂多糖受体, 在免疫系统中发挥着非常重要

的作用[25]. sCD14是介导内毒素反应应答的功能

性受体, 他与循环中的LPS结合形成sCD14-LPS
复合物, 可提高多种细胞对内毒素的敏感性, 使
内毒素的活性增高数倍, 产生增敏效应, 影响预

后, 针对CD14进行免疫调理成为新的研究途径

之一[26]. 急性胰腺炎早期单核细胞对sCD14表
达和分泌明显增加, 其信号途径的激活也明显

加强[27]. 
在临床工作中, 连续性血液净化治疗重症急

性胰腺炎取得了很好的临床疗效. 不同人群[28-30]

(老年人、儿童、孕妇及并发症患者)临床指标

及症状上均较对照组有明显改善. 
SAP早期, 胰酶活化、炎性介质、细胞因子

和氧自由基的诱生引发的机体超强的炎症反应,
是造成早期病理损害的主要原因. 随后的肠源

性细菌移位导致的严重感染、内毒素血症、细

胞因子诱生及DIC的发生造成了后期病理生理

的恶性循环, 引起严重的多器官功能障碍综合

征, 形成SAP病损变化的第二“高峰”. 
TLR4、NF-κB、sCD14在介导炎症反应中

起重要作用, 他们触发了炎症递质的级联放大

反应, 从而引发恶性循环. 腹腔灌洗能够有效地

降低这些化学因子, 在胰腺炎发病的早期有效

地起到抑制免疫的作用. 
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