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ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４在重症急性胰腺炎大鼠胰腺组织中的表达

及乌司他丁的干预效应
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　　摘　要：目的　探讨 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４在重症急性胰腺炎大鼠胰腺组织中的作用机制以及乌司他丁的干预效应。方法　将５４

只ＳＤ大鼠分为对照组、ＳＡＰ组和乌司他丁治疗组，３组又分为６、１２ｈ和２４ｈ３个小组（每小组狀＝６）。对照组开腹后仅翻动胰腺

组织，ＳＡＰ组用５％的牛磺胆酸钠制备ＳＡＰ模型，治疗组在ＳＡＰ造模成功后经尾静脉注射乌司他丁。观察３组大鼠胰腺组织的

病理学改变；ＥＰＳＧ７法检测血清中的淀粉酶；ＥＬＩＳＡ法检测血清及胰腺组织中的 ＨＭＧＢ１；Ｅｎｖｉｓｉｏｎ两步免疫法检测胰腺组织中

的 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４的表达水平。结果　ＳＡＰ组、治疗组各时间点的淀粉酶与对照组比较明显升高，病理学改变明显，差异均有统

计学意义（犘＜０．０５），示ＳＡＰ造模成功；ＳＡＰ组在胰腺组织及血清中的 ＨＭＧＢ１表达在６ｈ开始升高，于１２ｈ快速上升，至２４ｈ

保持上升趋势，与对照组大鼠相同时间点比较明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），治疗组与ＳＡＰ组相同时间点的 ＨＭＧＢ１

比较明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＳＡＰ组胰腺组织中的ＴＬＲ４表达在６ｈ开始升高，１２ｈ达高峰，２４ｈ开始下降，与

对照组大鼠相同时间点比较明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。治疗组与ＳＡＰ组相同时间点的ＴＬＲ４比较明显降低，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＨＭＧＢ１在ＳＡＰ大鼠胰腺中的致炎作用可能是部分结合其受体ＴＬＲ４并通过 ＭｙＤ８８依赖性

途径而实现的，而乌司他丁可能是通过中断ＳＡＰ大鼠胰腺组织中的 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４信号通路发挥保护作用。
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　　重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）来势猛，

病死率可高达２０％～３０％。ＳＡＰ确切发病机制尚未完全阐

明，近年来有研究提示作为炎性反应启动闸门的Ｔｏｌｌ样受体

（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）
［１］及作为晚期炎性介质的高迁移

率族蛋白１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）
［２］可

能通过某些传导通路共同参与了ＳＡＰ的发生、发展，而乌司他

丁则可通过抑制炎性介质和细胞因子的释放，从而减轻ＳＡＰ

全身炎性反应并降低病死率。本研究试图通过ＳＡＰ大鼠模型

及采用乌司他丁干预，探讨 ＨＭＧＢＩ、ＴＬＲ４在ＳＡＰ大鼠胰腺

组织中的表达及其作用机制以及乌司他丁对胰腺组织中的

ＨＭＧＢＩ、ＴＬＲ４的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂　健康ＳＤ大鼠２４只（雄性，清洁

级，体质量２００～２５０ｇ）购自简阳达硕动物科技有限公司；牛磺

胆酸钠（美国Ｓｉｇｍａ公司）；乌司他丁（广东天普生物化学制药

有限公司）；大鼠 ＨＭＧＢ１ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海生工）；大鼠
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ＴＬＲ４多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；大鼠

ＨＭＧＢ１多克隆抗体（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。

１．２　动物分组及造模　５４只ＳＤ大鼠分为对照组、ＳＡＰ组和

治疗组，３组又分为６、１２ｈ和２４ｈ３个小组（每小组狀＝６）。

术前１２ｈ及术后禁食不禁饮。（１）对照组：常规备皮、消毒、铺

巾后，予１％戊巴比妥钠（４ｍＬ／ｋｇ）行腹腔注射麻醉后，经正中

线入腹，开腹后仅翻动胰腺组织；（２）ＳＡＰ组：参照Ｚｈａｎｇ等
［３］

方法用５％的牛磺胆酸钠（４ｍＬ／ｋｇ）胰腺被膜下注射方法复制

ＳＡＰ模型；（３）治疗组：在ＳＡＰ造模制备成功后，经尾静脉注射

由生理盐水配制的乌司他丁（５万Ｕ／ｋｇ）进行干预。

１．３　获取血清及胰腺组织　于术后６、１２ｈ和２４ｈ分别处死

各组大鼠，剖腹经大鼠腹腔下腔静脉穿刺取血并分离血清，部

分血清置于－２０℃冰箱冻存用于淀粉酶及ＥＬＩＳＡ检测；提取

胰腺组织，一份胰腺组织置于１０％中性甲醛中固定用于病理

学检查；一份置于－８０℃冰箱冻存用于ＥＬＩＳＡ检测。

１．４　胰腺病理观察　将标本固定、包埋、切片，行 ＨＥ染色，按

Ｓｃｈｉｍｉｄｔ法
［４］进行评分。

１．５　血清ＥＰＳＧ７、ＨＭＧＢ１及胰腺 ＨＭＧＢ１的检测　ＥＰＳ

Ｇ７法检测血清中的淀粉酶，操作严格按照试剂说明书进行，由

德国西门子全自动生化分析仪测定。ＥＬＩＳＡ法检测血清及胰

腺中的 ＨＭＧＢ１，操作严格按照试剂说明书进行，３０ｍｉｎ内用

酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸光度（犗犇）值，根据样品犗犇值算出

相应 ＨＭＧＢ１含量。

１．６　胰腺组织ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４的蛋白浓度检测　免疫组织化

学Ｅｎｖｉｓｉｏｎ两步免疫法检测胰腺组织中的 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４蛋

白浓度，免疫组织化学结果判定在放大４００倍的条件下。以细

胞膜或细胞质内呈现棕黄色颗粒者为阳性，随机观察１０个具

有代表性的高倍视野，并根据 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４阳性细胞占总

细胞数的比例记０～４分：小于５％记０分，５％～２５％记１分，

２６％～５０％记２分，５１％～７５％记３分，＞７５％记４分。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　病理改变　对照组大鼠胰腺大体及镜下无明显变化；

ＳＡＰ组大体可见胰腺出血、坏死及皂化斑，大量血性腹腔积

液，镜下可见ＳＡＰ组明显小叶间水肿，大量炎性细胞浸润，片

状出血，胰腺小叶结构破坏，腺泡细胞坏死明显。ＳＡＰ组、治

疗组Ｓｃｈｉｍｉｄｔ评分明显低于对照组且差异有统计学意义（犘＜

０．０５），说明ＳＡＰ建模成功；治疗组大体及镜下较ＳＡＰ组显著

改善。ＳＡＰ组及治疗组病理改变随时间延长进行性加重，２４ｈ

均重于１２ｈ，１２ｈ均重于６ｈ，且各组相应时间点比较差异有

统计学意义（犘＜０．０５），各组大鼠胰腺病理评分见表１。

表１　　各组大鼠胰腺Ｓｃｈｉｍｉｄｔ评分比较（狓±狊，分，狀＝６）

组别 术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

对照组 １．３３±０．２４ １．４１±０．２０ １．５２±０．２６

ＳＡＰ组 １０．２３±０．５６ａ １２．３６±０．７２ａ １４．３５±０．７８ａ

治疗组 ６．３２±０．２１ａｂ ８．４９±０．６７ａｂ １１．１２±０．８６ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＡＰ组比较。

２．２　血清淀粉酶测定　ＳＡＰ组、治疗组血清淀粉酶水平明显

高于对照组且差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明ＳＡＰ建模成

功；治疗组数值明显低于ＳＡＰ组且高于对照组，且差异均有统

计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测血清及胰腺中的 ＨＭＧＢ１　ＳＡＰ组、治疗

组的 ＨＭＧＢ１水平在６ｈ开始升高，１２ｈ明显升高，至２４ｈ继

续上升，各时间点与对照组比较升高，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５），治疗组各时间点与ＳＡＰ组比较降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见表３。

表２　　各组大鼠血清淀粉酶变化（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

对照组 １０４１±９６　 １０５５±８７　 １１２１±９１　

ＳＡＰ组 １８６７±１８１ａ ２３６３±２３ａ　 ２６６２±２５１ａ

治疗组 １５６１±１４３ａｂ ２０２１±１９８ａｂ ２３０１±２２１ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＡＰ组比较。

２．４　免疫组织化学检测胰腺组织中的ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４表达　

ＨＭＧＢ１在对照组仅少量腺泡细胞质可见表达，ＳＡＰ组胰腺腺

泡细胞核和细胞质可见ＨＭＧＢ１强表达，表达由强到弱依次为

ＳＡＰ组＞治疗组＞对照组，从６ｈ开始表达加强，至２４ｈ持续

上升。ＴＬＲ４在对照组胰腺泡细胞质有少量表达，ＳＡＰ组

ＴＬＲ４达阳性率显著高于其他各组，表达由强到弱依次为ＳＡＰ

组＞治疗组＞对照组，从６ｈ开始表达加强，至１２ｈ达高峰，２４

ｈ开始降低，见表４。

表３　　ＥＬＩＳＡ中各组不同时间点血清、胰腺中 ＨＭＧＢ１的蛋白浓度（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ，狀＝６）

组别
血清中的 ＨＭＧＢ１

术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

胰腺中的 ＨＭＧＢ１

术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

对照组 １７３．３±１１．２ １８３．４±１０．５ １９０．６±１３．７ ２１０．７±１３．３ ２０８．１±１４．８ ２２３．３±１４．３

ＳＡＰ组 ２３６．２±１４．７ａ ２９２．３±２８．２ａ ３５１．９±３６．５ａ ２３８．５±１５．７ａ ３２７．６±３０．２ａ ３６２．７±４１．３ａ

治疗组 ２１２．１±１３．２ａｂ ２３６．２±２３．６ａｂ ２８８．５±２９．７ａｂ ２１３．７±１１．３ａｂ ２８１．３±２７．３ａｂ ３０７．４±３５．２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组相同时间点组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＡＰ组相同时间点比较。

表４　　免疫组织化学中各组不同时间点胰腺中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４阳性细胞评分（狓±狊，分，狀＝６）

组别
ＨＭＧＢ１

术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

ＴＬＲ４

术后６ｈ 术后１２ｈ 术后２４ｈ

对照组 ０．１０９±０．０２０ ０．１４８±０．０２３ ０．１５１±０．０２７ ０．０９６±０．０１０ ０．１１２±０．０２１ ０．１２９±０．０２１

ＳＡＰ组 ２．６７１±０．４３１ａ ３．５８０±０．５７３ａ ３．８１２±０．６４１ａ ２．８７２±０．５２３ａ ３．６１１±０．７８７ａ ３．４１６±０．７０９ａ

治疗组 ２．１６３±０．３２４ａｂ ２．８８１±０．６８４ａｂ ３．０２１±０．５１２ａｂ ２．１６６±０．６７４ａｂ ２．６１３±０．７４６ａｂ ２．４３１±０．６３５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＡＰ组比较。
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３　讨　　论

ＳＡＰ病情重，病死率高，其确切发病机制尚未完全明了，

因此探讨ＳＡＰ发病机制中的信号传导通路并中断该通路具有

重要意义。ＨＭＧＢ１是真核细胞核内的非ＤＮＡ结合蛋白，分

布于胰、肺、肝、肾、淋巴等组织细胞中。作为晚期炎症介质的

ＨＭＧＢ１可通过多条途径促使炎性反应增强，最终使炎症失控

迁延［５］，Ｍｏｕｒｉ等
［６］从基因水平上初步揭示 ＨＭＧＢ１与其他炎

症介质之间相互加强的分泌效应，并由此形成复杂的分泌调节

网络。当细胞受损或坏死时，核内 ＨＭＧＢ１释放到细胞外，激

活炎性及免疫反应，使单核、巨噬等细胞分泌促炎因子；而促炎

因子反过来又促使ＨＭＧＢ１分泌从而形成正反馈环路，使炎性

反应加重、放大［７］。ＨＭＧＢ１中最重要的受体是ＴＬＲＳ和晚期

糖基化终末产物受体（ＲＡＧＥ），ＮｏｇｕｅｉｒａＭａｃｈａｄｏ等
［８］研究证

实 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ、ＲＡＧＥ三者相互作用构成了一个三足鼎立

的局面，ＨＭＧＢ１介导的损伤和炎症在其中起着核心作用，

Ｐａｒｋ等
［９］发现ＴＬＲ４可作为 ＨＭＧＢ１受体与 ＨＭＧＢ１结合，

通过 ＭｙＤ８８依赖性途径，最终导致 ＮＦκＢ的移位。ＴＬＲｓ发

现于果蝇，是一类天然免疫受体家族，ＴＬＲｓ被认为是炎症瀑

链式反应的闸门［１］。Ｚｈａｎｇ等
［１０］研究证明，ＬＲ４在ＳＡＰ的发

病早期就参与了机体的免疫反应，最终触发炎症级联反应。因

此，以ＴＬＲ４为靶点控制这种瀑链式炎性反应的有序性，可能

是解决类似临床问题的新方向［１］。

在本研究中，ＳＡＰ组、治疗组胰腺组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４

的表达均较对照组明显上调，胰腺组织病理评分（Ｓｃｈｉｍｉｄｔ评

分）也高于对照组，表明ＳＡＰ胰腺损伤与 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４的异

常表达有关，其机制可能是 ＴＬＲ４可作为 ＨＭＧＢ１受体与

ＨＭＧＢ１结合，并可能通过以 ＭｙＤ８８依赖性途径及 ＴＲＩＦ依

赖性途径诱导 ＴＮＦα、ＮＦκＢ等炎症因子的释放
［９］。本研究

发现，ＨＭＧＢ１表达上升比ＴＲＬ４晚：胰腺中和血清及胰腺组

织中的 ＨＭＧＢ１数据都提示，从６ｈ开始表达加强，至２４ｈ持

续上升，进一步证明 ＨＭＧＢ１可能是晚期炎症介质；而用免疫

组织化学检测胰腺中的 ＴＬＲ４，发现从６ｈ开始表达加强，至

１２ｈ达高峰，到２４ｈ开始降低，则进一步证明ＴＬＲ４可能是炎

性反应启动闸门。

乌司他丁是一种单链多肽糖蛋白，对胰蛋白酶、透明质酸

酶等多种酶有抑制作用，还具有稳定溶酶体膜，抑制溶酶体酶

的释放，并通过阻断蛋白酶所介导的中性细胞聚集，清除氧自

由基，抑制炎症介质和细胞因子释放［１１］，减轻ＳＡＰ中ＳＩＲＳ并

预防 ＭＯＤＳ的发生。刘淑霞等
［１２］研究证实 ＨＭＧＢ１在小鼠

狼疮性肾炎中的致炎作用可能部分通过结合其受体ＴＬＲ２，激

活ＮＦκＢ信号途径而实现的；米亚英等
［１３］实验证明类风湿关

节炎患者血清 ＨＭＧＢ１及外周血单核细胞表面ＴＬＲ２、ＴＬＲ４

的表达可能与类风湿关节炎病情发生、发展有关，且具协同作

用；杨野等［１４］实验显示 ＨＭＧＢ１作为晚期炎症介质可能参与

了ＳＡＰ肝损伤的病理生理过程；向珂等
［１５］实验证明ＮＦκＢ及

ＴＬＲ４在ＳＡＰ发病机制中具有重要枢纽作用，乌司他丁腹腔

灌洗能减轻胰腺组织及全身的损害。本研究中，治疗组胰腺组

织中 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４的表达均较ＳＡＰ组明显减轻，血清淀粉

酶、胰腺组织病理评分也明显低于ＳＡＰ组，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），表明乌司他丁能显著改善ＳＡＰ严重程度。

综上所述，ＨＭＧＢ１在ＳＡＰ大鼠胰腺中的致炎作用可能

是部分结合其受体 ＴＬＲ４并通过 ＭｙＤ８８依赖性途径而实现

的，而乌司他丁可能是通过中断 ＳＡＰ大鼠胰腺组织中的

ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４信号通路发挥保护作用。因此，以 ＨＭＧＢ１及

其受体ＴＬＲ４为治疗靶点，通过中断 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４通路，可

望用于治疗ＳＡＰ。
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ＴＬＲａｎｄＲＡＧＥ：ａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｔｒｉｐｏｄｔｈａｔｌｅａｄｓｔｏｄｉａｂｅｔｉｃｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒＴａｒｇｅｔｓ，２０１１，１５（８）：１０２３

１０３５．

［９］ＰａｒｋＪＳ，ＧａｍｂｏｎｉＲｏｂｅｒｔｓｏｎＦ，ＨｅＱ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉ

ｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅＴｏｌｌｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００６，２９０（３）：

９１７９２４．

［１０］ＺｈａｎｇＸ，ＺｈｕＣ，ＷｕＤ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｏｆｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ４ｉｎａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｐａｎｃｒｅａｓ，２０１０，３９（６）：

８１９８２４．

［１１］Ｐａｒｋ ＷＹ，ＧｏｏｄｍａｎＲＢ，ＳｔｅｉｎｂｅｒｇＫＰ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｂａｌａｎｃｅｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００１，

１６４（１０Ｐｔ１）：１８９６１９０３．

［１２］刘淑霞，郝军，郭惠芳．ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ／ＮＦκＢ在狼疮性肾

炎小鼠肾组织中的表达及意义［Ｊ］．中国免疫学杂志，

２００９，５（２５）：４５０４５３．

［１３］米亚英，杨丽丽，孙利平．ＨＭＧＢ１及 ＴＬＲ２，ＴＬＲ４在类

风湿关节炎中的表达及意义［Ｊ］．基础医学与临床，２０１３，

３３（４）：４７６４７９．

［１４］杨野，栾正刚，郭仁宣．重症急性胰腺炎大鼠肝组织

ＨＭＧＢ１表达与肝功能损害的关系［Ｊ］．中国医科大学学

报，２００８，３７（６）：３４３３４５．

［１５］向珂，汤礼军，陈涛，等．ＮＦＢ和 ＴＬＲ４在重症急性胰腺

炎大鼠中的表达及乌司他丁腹腔灌洗的影响［Ｊ］．广东医

学，２０１０，３１（２４）：３１６８３１７０．

（收稿日期：２０１４０７０３　修回日期：２０１４０９１８）
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