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贝前列素钠对急性重症胰腺炎大鼠c-JNK信号通路的影响

王 珣, 王明林, 鲁新耀, 张 鹏, 于红刚, 胡义奎

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(severe acute pan-
creatitis, SAP)死
亡率高、治疗效
果差. 目前SAP药
物研究的热点集
中在抗炎症介质. 
贝前列素钠具有
扩张血管、抑制
炎症反应等作用. 
其在糖尿病外周
血管病的治疗中
取得良好疗效. 研
究表明, SAP和糖
尿病周围神经病
的发病机制均和
炎症介质相关. 贝
前列素钠对SAP 
是否具有治疗作
用以及通过什么
样的机制起作用
值得研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of beraprost so-
dium (BS) on the c-Jun N-terminal kinase (c-JNK) 
signal pathway in rats with severe acute pancre-
atitis (SAP). 

METHODS: Forty-eight SD rats were random-

ly divided into a sham operation group (nor-
mal control), an SAP group and a BS group. 
SAP was induced by retrograde injection of 
5% sodium tauroeholate. BS was given at a 
dose of 20 µg/kg at the time of pancreatitis 
induction in the BS group. At 1, 3, 6, and 12 h 
after SAP was successfully induced, the ani-
mals were killed. Levels of tumor necrosis fac-
tor α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in pan-
creatic tissue were detected by ELISA, c-JNK 
mRNA expression was detected by RT-PCR, 
and c-JNK and phosporylated c-JNK (p-c-JNK) 
protein in pancreatic tissue was examined by 
Western blot. 

RESULTS: Compared with the normal con-
trol group, the levels of TNF-α, IL-6, c-JNK 
mRNA, c-JNK protein and p-c-JNK protein in 
pancreatic tissues were significantly enhanced 
in the SAP group (TNF-α: 458.7 pg/mL ± 36.9 
pg/mL vs 197.1 pg/mL ± 5.3 pg/mL; IL-6: 
525.6 pg/mL ± 12.6 pg/mL vs 211.4 pg/mL ± 
3.5 pg/mL; c-JNK mRNA: 2.60 ± 0.09 vs 0.91 ± 
0.59; c-JNK protein: 1.52 ± 0.41 vs 0.98 ± 0.11; 
p-c-JNK protein: 1.53 ± 0.45 vs 0.98 ± 0.08, P < 
0.05 for all). Compared with the SAP group, 
the levels of TNF-α, IL-6, c-JNK mRNA, c-JNK 
protein and p-c-JNK protein were significantly 
decreased in the BS group (TNF-α: 211.7 pg/
mL ± 3.4 pg/mL vs 458.7 pg/m L ± 36.9 pg/
mL; IL-6: 468.7 pg/mL ± 34.9 pg/mL vs 525.6  
pg/mL± 12.6 pg/mL; c-JNK mRNA: 1.93 ± 0.14 
vs 2.60 ± 0.09; c-JNK protein: 1.32 ± 0.35 vs 1.52 
± 0.41; p-c-JNK protein: 1.22 ± 0.37 vs 1.53 ± 
0.45, P < 0.05 for all). 

CONCLUSION: BS can alleviate the inflamma-
tory response in SAP rats by down-regulating 
c-JNK signaling. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
贝前列素钠为前
列环素(prostacy-
clin, PGI2)的衍生
物, 治疗糖尿病周
围神经病的机制
可能系通过c-Jun
氨基末端激酶(c-
Jun  N- te rmina l 
kinase, c-JNK)这
一炎症相关通路
实现. 目前SAP病
情进展和治疗效
果极差和胰腺细
胞凋亡密切相关; 
而c-JNK是凋亡系
统的主要通路. 贝
前列素钠极有可
能通过影响c-JNK
通路对SAP起到
治疗作用.

rats with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(35): 5486-5491  URL: http://www.
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摘要
目的: 观察贝前列素钠(beraprost sodium)对急
性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
大鼠c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-te rmina l 
kinase, c-JNK)信号通路的影响. 

方法: 48只♂SD大鼠, 随机分为假手术组(正
常对照组, NC组)、SAP组(S组)和贝前列腺
素钠组(BS组). S组和BS组大鼠腹腔注射盐
酸氯胺酮麻醉下逆行胰胆管内加压注射5%
牛磺胆酸钠建立SAP模型. S组大鼠给予腹腔
注射生理盐水, BS组大鼠腹腔注射贝前列素
钠20 µg/kg干预组. 最终纳入实验各组分别
为13、12及11只. 在实验进行的第1、3、6、
12 h时间点分别处死相应大鼠并采集胰腺标
本, 运用酶联免疫吸附实验(ELISA)法测定
胰腺组织的肿瘤坏死因子α(tumor necrosis 
factor α, TNF-α)、白介素-6(interleukin-6, 
IL-6)的含量; 反转录聚合酶链式反应(reverse 
transcription-polymerase chain reaction, RT-
PCR)法检测胰腺组织中c-JNK mRNA的变
化; 免疫印迹(Western blot)法检测各组大鼠
胰腺组织中c-JNK蛋白及磷酸化c-JNK(p-c-
JNK)蛋白活性. 采用定量资料3×4析因设计
的方差分析, 运用SPSS17.0统计软件包进行
统计分析. 

结果: 与NC组比较, S组胰腺组织TNF-α(458.7 
pg/mL±36.9 pg/mL vs  197.1 pg/mL±5.3 
pg/mL)、IL-6(525.6 pg/mL±12.6 pg/mL 
v s  211 .4  p g/m L±3.5  p g/m L)、c-J N K 
mRNA(2.60±0.09 vs  0.91±0.59)水平增高; 
c-JNK蛋白(1.52±0.41 vs  0.98±0.11)及p-c-
JNK蛋白(1.53±0.45 vs  0.98±0.08)活性增
强. 与S组相比, BS组TNF-α(211.7 pg/mL±
3.4 pg/mL vs  458.7 pg/mL±36.9 pg/mL)、
IL-6(468.7 pg/mL±34.9 pg/mL vs  525.6  
pg/mL±12.6 pg/mL)、c-JNK mRNA(1.93±
0.14 vs  2.60±0.09)、c-JNK蛋白(1.32±0.35 
vs  1.52±0.41)及p-c-JNK蛋白(1.22±0.37 vs  
1.53±0.45)水平下降, 差异均有统计学意义
(P <0.05). 

结论: c-JNK通路在SAP大鼠胰腺组织损伤中
起一定作用; 贝前列腺素钠治疗SAP可能是通
过c-JNK通路实现的, 为贝前列腺素钠用于治
疗SAP提供一定的理论依据. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 重症急性胰腺炎(severe acute pan-
creatit is, SAP)死亡率高、治疗效果差. 贝前列
素钠具有抑制炎症反应等作用. 其在糖尿病外
周血管病的治疗中取得良好疗效. 他对SAP是否
具有治疗作用以及通过什么样的机制起作用值

得研究. 我们发现贝前列腺素钠通过抑制c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase)信号通
路的激活, 抑制胰腺组织炎症因子的生成, 从而
阻断SAP的发展.
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
死亡率高达20%-25%, 目前有效的治疗药物较

少. SAP的发生、发展与多种炎症介质如肿瘤

坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)、
白介素6(interleukin-6, IL-6)等相关. 目前SAP
药物研究的热点集中在抗炎症介质. 贝前列素

钠(beraprost sodium)为前列环素(prostacyclin, 
PGI2)的衍生物, 具有扩张血管、抑制炎症反应

等作用. 其在糖尿病外周血管病的治疗中取得

良好疗效, 治疗机制可能系通过c-Jun氨基末端

激酶(c-Jun N-terminal kinase, c-JNK)这一炎症

相关通路实现[1]. 研究[2]表明, SAP和糖尿病周

围神经病的发病机制均和炎症介质相关. 本研

究旨在初步探讨贝前列素钠对SAP大鼠的治疗

作用及可能机制, 为临床治疗SAP的药物应用

提供一定理论基础. 

1  材料和方法 

1.1 材料 48只♂SD大鼠, 体质量200-250 g, 由武

汉大学动物实验中心提供. 按参考文献介绍的

方法造SAP模型[2]. 动物实验前12 h禁食, 不禁饮. 
SD大鼠腹腔注射盐酸氯胺酮麻醉下逆行胰胆管

内加压注射5%牛磺胆酸钠(淀粉酶试剂盒, 南京

建成生物工程有限公司, 0.1 mL/100 g)建立SAP
模型. 贝前列素钠: 德纳, 20 µg/片, 安斯泰来制

药公司馈赠. 
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1.2 方法
1.2.1 实验分组: 随机分为3组, 分别为NC组、S
组和BS组, 每组16只. NC组是正常SD大鼠(正常

对照组即假手术组), 仅翻动十二指肠、胰腺后

关闭腹腔, 并腹腔注射生理盐水; S组为SAP造模

后SD大鼠, 腹腔注射生理盐水干预组; BS组为

造模后大鼠, 腹腔注射贝前列素钠 20 µg/kg干预

组. 最终NC组13只, S组12只, BS组11只. 3组SD
大鼠均于术后第1、3、6、12 h分两批麻醉后予

腹主动脉放血法处死, 分别取各个时间段SD大

鼠的胰腺病理标本. 
1.2.2 胰腺病理学检查: 取大鼠胰腺组织置于40 
g/L中性甲醛固定24 h, 常规石蜡包埋、切片及

HE染色、显微镜下观察. 
1.2.3 TNF-α、IL-6含量测定: 取不法胰腺组织

制成5%匀浆液, -20 ℃保存. ELISA法测定匀浆

液的TNF-α、IL-6含量, 严格按照试剂盒(美国

Santa公司)说明书操作. 
1.2.4 c-JNK mRNA检测: 采用RT-PCR方法进

行检测. 具体步骤: 以TRIzol试剂盒(北京中杉

生物公司)提取胰腺组织总RNA, 分光光度计

检测总RNA的纯度及浓度. 运用逆转录试剂盒

(北京中杉生物公司)逆转录合成cDNA. c-JNK
上游引物 :  5 ' -AT T T G G A G G A G C G A A C-
TAAG-3'; 下游引物: 5'-ATTGACAGACG-
G C G A A G A-3 ' ,  扩增片段为112 b p ;  内参

β-actin上游引物: 5'-TCGTGCGTGACATTA-
AAGAG-3', 下游引物: 5'-ATTGCCGATAGT-
GATGACCT-3', 扩增片段为134 bp. 以上引物

由上海Invitrogen公司合成. 在PCR仪上进行扩

增反应. PCR反应条件为: 95 ℃ 10 s, 95 ℃ 5 s, 
60 ℃ 34 s, 35个循环; 溶解曲线分析: 95 ℃ 15 s, 
60 ℃ 60 s, 95 ℃ 15 s. 
1.2.5 c-JNK和磷酸化(p-c-JNK)蛋白检测: 采用

免疫印迹(Western blot)法检测. 胰腺组织100 
mg剪碎后研磨, 按照试剂盒(深圳晶美生物公

司)操作说明抽提胞质蛋白, 蛋白定量采用BCA
法. 取50 µg样品常规进行SDS-PAGE电泳后, 转
移至PVDF膜, 5%BSA溶液中室温封闭. 加入一

抗(c-JNK单克隆抗体, p-c-JNK单克隆抗体及内

参β-actin单克隆抗体)4 ℃过夜后加入HRP标记

的二抗(山羊抗小鼠IgG HRPC)孵育. ECL显色, 
X线片曝光、显影、定影、扫描. 并用Quantity 
One分析软件将图片上每个特异条带密度进行

测量. 测得的c-JNK及p-c-JNK阳性条带的密度

与相应的β-actin条带密度的比值作为其蛋白的

相对表达量. 
统计学处理 采用定量资料3×4析因设计的

方差分析, 运用SPSS17.0统计软件包进行统计分

析. P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺病理学改变 假手术组大鼠胰腺组织结

构正常. SAP组6 h时胰腺腺泡间隙明显扩大, 
胰腺内出现片状坏死, 中性粒细胞浸润, 12 h
时胰腺坏死区域进一步扩大. BS组6 h时胰腺

内片状坏死较少, 可见少量的中性粒细胞浸润 
(图1). 
2.2 大鼠胰腺组织中TNF-α、IL-6含量变化 大鼠

胰腺组织中TNF-α及IL-6随时间的延长而增加, 
均在12 h达到高峰(表1). 
2.3 大鼠胰腺组织中c-JNK mRNA、c-JNK、

p-c-JNK蛋白含量的变化 大鼠胰腺组织中c-JNK 
mRNA、c-JNK、p-c-JNK蛋白含量随时间的延

长而增加, 12 h达高峰(表1). 
2.4 贝前列腺素钠干预前后各指标变化 贝前

列腺素钠干预组(BS组)TNF-α、IL-6、c-JNK 
mRNA、c-JNK、p-c-JNK蛋白含量较S组下降, 
12 h下降最明显(表1, 图2). 

3  讨论

S A P的发病机制至今尚未完全明了. R i n d e r-
knecht首先提出SAP发病机制的“白细胞过度

激活学说”, 认为急性胰腺炎早期异常激活的

胰酶在引起胰腺细胞自身损伤的同时, 激活单

核或巨噬细胞、成纤维细胞、内皮细胞、淋

巴细胞及胰腺腺泡细胞等产生、释放多种细

胞因子及其他炎性介质 ,  其中最为重要的是

TNF-α及IL-6, 并通过扳机样作用, 触发炎症介

质瀑布样级联反应, 即信号传导系统, 引起全

身炎症反应综合征而造成组织细胞损伤[2]. 本
实验结果显示SAP大鼠胰腺组织中可见大量中

性粒细胞浸润, 而且TNF-α及IL-6含量增加, 进
一步证实严重介质在SAP大鼠胰腺组织损伤的

重要作用. 
有研究表明: 核因子κB(nuc lea r f ac to r-

κB, NF-κB)和环氧合酶2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)对这些细胞介质有调控作用, 在SAP发
生、发展中发挥重要作用[3-7]. 但是人们应用相

应的拮抗剂治疗SAP时发现只能部分缓解SAP

■创新盘点
JNK信号通路参
与细胞因子、应
激、药物等诱导
的细胞凋亡 .  目
前大多JNK信号
通路研究集中在
神经系统退行性
疾病及糖尿病中. 
JNK信号通路在
SAP中的研究鲜
有报道 ;  贝前列
素钠其在糖尿病
外周血管病的治
疗中取得良好疗
效. 本文从SAP和
JNK通路的关系
入手来探讨贝前
列素钠对SAP的
治疗作用及可能
机制.
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图  1  各组大鼠胰腺形态学变化(HE×200). A: NC组; B: SAP组; C: BS组. NC组: 正常对照组. SAP组: 重症胰腺炎组; BS组: 
贝前列腺素钠组.
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表  1  3组大鼠TNF-α、IL-6、c-JNK mRNA、c-JNK、p-c-JNK蛋白含量变化表 (n  = 4, mean±SD)

分组 时间    TNF-α(pg/mL) IL-6(pg/mL) c-JNK mRNA c-JNK蛋白 p-c-JNK蛋白

NC组 1 h   184.6±18.6 519.7±44.0 0.87±0.25 0.99±0.23 0.89±0.25

3 h   192.9±12.7 517.8±40.2 0.91±0.12 1.01±0.17 0.92±0.16

6 h   187.2±15.6 508.1±13.6 1.11±0.21 1.21±0.22 1.07±0.23

 12 h 197.1±5.3 525.6±12.6 0.91±0.59 0.98±0.11 0.98±0.08

SAP组 1 h 303.2±7.9       302.2±7.6 1.30±0.04 1.89±0.16 1.82±0.18

3 h   326.9±22.6 342.9±22.6 1.90±0.39 1.60±0.67 1.59±0.68

6 h   411.1±11.6 411.1±11.6 2.01±0.15 1.57±0.14 1.62±0.16

 12 h   458.7±36.9 468.7±34.9 2.60±0.09 1.52±0.41 1.53±0.45

BS组 1 h   227.8±10.8 223.8±10.4 1.01±0.02 0.96±0.10 1.01±0.12

3 h 244.9±7.4       254.1±7.8 1.18±0.21 1.55±0.10 1.48±0.17

6 h 230.1±6.3       222.1±7.2 1.38±0.34 1.66±0.29 1.59±0.31

 12 h 211.7±3.4       211.4±3.5 1.93±0.14 1.32±0.35 1.22±0.37

统计学分析结果显示: 贝前列腺素钠干预为主效应, 时间为次要效应, P<0.05. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; IL-6: 白介素-6; c-JNK: 

c-Jun氨基末端激酶; p-c-JNK: 磷酸化c-Jun氨基末端激酶. NC组: 正常对照组. SAP组: 重症胰腺炎组; BS组: 贝前列腺素钠组.
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■应用要点
贝前列腺素钠通
过抑制c-JNK信号
通路的激活, 抑制
胰腺组织炎症因
子的生成, 从而阻
断SAP的发展. 为
贝前列素钠运用
于临床治疗SAP
提供一定的实验
依据.

1                    2                      3   

c-JNK

β-actin

图  2  3组大鼠12 h时c-JNK、p-c-JNK蛋白的Western blot结果. A: c-JNK的表达; B: p-c-JNK的表达. 相对表达数值如
表1. 1: 正常对照组; 2: 重症胰腺炎组; 3: 贝前列腺素钠组. c-JNK: c-Jun氨基末端激酶; p-c-JNK: 磷酸化c-JNK氨基末

端激酶.

p-c-JNK

β-actin
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病理损伤程度, 并不能完全缓解. 这就说明在

SAP发病过程中还存在其他机制[8,9], 需进一步

研究. 
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated pro-

tein kinases, MAPKs)是介导细胞外信号引起细

胞内反应的信号传导系统, 是调节产生细胞介

质(如TNF-α、IL-6等)、趋化因子黏附分子的主

要信号传导通路[10]. 而c-JNK是MAPKs家族的最

重要成员[11], 本研究结果显示SAP大鼠胰腺组织

c-JNK mRNA和蛋白表达增加, p-c-JNK蛋白表

达也增加, 提示在SAP过程中c-JNK信号传导通

路被激活. SAP大鼠胰腺组织中炎症介质的级联

反应可能受c-JNK信号通路的调节. 
糖尿病和SAP一样也一种炎症性疾病[2,12-16], 

炎性因子生成增多参与了整个糖尿病的发病

过程. 贝前列腺素钠可通过抑制炎症介质的生

成而减轻糖尿病周围血管损害. 目前贝前列腺

素钠主要运用于糖尿病周围血管壁的治疗, 其
治疗机制可能系通过c-JNK通路起作用[17-20]. 我
们发现: 贝前列素钠干预后, 降低了急性SAP大
鼠胰腺损害程度指标, 贝前列腺素钠通过抑制

c-JNK信号通路的激活, 抑制胰腺组织炎症因子

的生成, 从而阻断SAP的发展. 为贝前列素钠运

用于临床治疗SAP提供一定实验依据. 
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