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目的
!

探讨过氧化物酶体增殖物激活受体
)
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$激动剂罗格列酮对急性胰腺炎小鼠肝损伤的影响并对其机制

进行初步研究%方法
!

-1

只健康雄性昆明小鼠分为
'

组!急性胰腺炎组"

<7

组$'罗格列酮预处理组"

<7.;̂ 8

组$和生理盐水组

"
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组$!每组
10

只%分别于建模后
)A

'

$1A

和
10A

处死小鼠!全自动生化分析仪检测血清淀粉酶'丙氨酸氨基转移酶"

<5=

$和

天门冬氨酸氨基转移酶"

<8=

$水平%运用
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方法检测肝脏组织
_T.
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4

和
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)
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表达!应用
a9+B9@,N>"B

技术检

测肝脏组织
77<;

)

和
_T.

,

4

C

)3

蛋白表达%结果
!

小鼠血清淀粉酶'

<5=

和
<8=

水平在相对应的各时间点
<7

组比
_8

组明

显升高"

E

%

%&%$
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<7.;̂ 8

组较
<7

组明显降低"

E

%

%&%$

$%

<7

组肝脏组织
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和蛋白表达在造模后
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和
$1A

均

低于
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组"
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<7.;̂ 8

组
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和蛋白表达在各时间点均明显高于
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组和
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组"
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<7

组肝脏组

织
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和
_T.
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蛋白表达水平在各时间点与
<7.;̂ 8

组和
_8

组相比较均升高"
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$%结论
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_T.
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4

与小鼠急

性胰腺炎肝损伤有明显关系!

77<;

)

在肝损伤中的表达受到抑制#罗格列酮在
<7

早期能增强
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表达!抑制
_T.
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4

的表达%

"关键词#
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核因子
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#急性胰腺炎#肝损伤#雨蛙肽#过氧化物酶体增殖物激活受体
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急性胰腺炎$
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C
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#

<7

&是临床上的一种常见

病#近年来发病率逐渐上升'

$

(

)

<7

患者的严重程度不一#

/%P

的患者为轻型胰腺炎#

1%P

的患者发展为重型急性胰腺炎

$

+9K9@9?GEB9

C

?,G@9?B#B#+

#

8<7

&#病死率可高达
1(&/P

#其中

肺*肝*肾等多器官功能衰竭是导致死亡的主要原因#尤以肝衰

竭的病死率最高#可达到
/'P

'

1.3

(

)研究表明核因子
.

,

4

$

_T.

,

4

&是一种具有多向转录调节作用的蛋白质#能促进促炎因子

基因的表达#在炎症反应中起着重要的调控作用'

).-
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)过氧化

物酶体增殖物激活受体
)

$

77<;

)

&是一类依赖配体活化的转

录因子#许多研究表明
77<;

)

通过抑制
_T.

,

4

的活化来发挥

抗炎作用'

/.$%

(

)本实验通过建立雨蛙肽诱导的小鼠急性胰腺

炎模型#观察
_T.

,

4

和
77<;

)

在
<7

和药物干预后肝脏中的

表达情况#探讨
<7

肝功能损伤机制及新的治疗途径)
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材料与方法
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实验材料
!

雨蛙肽购自美国
8#

F

D?

公司#罗格列酮购自

2<eU<_2bSUO2<52̂ U7̂ _e

#

=@#H">

试剂盒购自
O,.

'-0$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期

"

基金项目!山东省科技发展计划$

1%%)II11%1%1$

&%山东省自然科学基金$

e1%%321(

&)

!

作者简介&马增翼$

$(-(W

&#主治医师#主要从

事消化内科工作)

!

$

!

通讯作者#
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!

B#?,\9>#

"

+!E&9!E&G,

)



K#B@"

F

9,

公司#
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逆转录试剂盒购自
T9@D9,B?+

公司#鼠

抗
_T.

,

4

C

)3

和
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单克隆抗体和兔抗
%

.?GB#,

单克隆抗体

均购自
8?,B?2@EH

公司#辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠
O

F

I

和山羊抗兔
O

F

I

均购自金思特科技有限公司#

7O7<

裂解液和

42<

蛋白定量试剂盒均购自盖宁生物科技$北京&有限公司)

>&?

!

方法

>&?&>

!

实验动物模型与分组
!

健康雄性昆明小鼠
-1

只#体质

量$

'%[1

&

F

#购自山东大学实验动物中心)将
-1

只健康雄性

昆明小鼠分为
'

组#即急性胰腺炎组$

<7

组&*罗格列酮预处

理组$

<7.;̂ 8

组&和生理盐水组$

_8

组&#每组各
10

只)实验

前小鼠禁食
$1A

#自由饮水)

<7

组小鼠腹腔注射雨蛙肽$

3%

!

F

"

\

F

&#

$A

注射
$

次#共注射
-

次)

<7.;̂ 8

组在建立
<7

模

型前
'%D#,

腹腔内按
$%D

F

"

\

F

体质量注入罗格列酮)

_8

组

用与
<7

组相同容积的生理盐水腹腔内注射)

>&?&?

!

血清学检测
!

各组动物分别在模型制备后的
)

*

$1

*

10A

#摘眼球取血#静置
)%D#,

#血液凝固后#

'%%%@

"

D#,

离心

$%D#,

#取血清#采用
=̂ 8bO4<.0%T;

全自动生化分析仪测定

血清淀粉酶*

<5=

和
<8=

水平#结果以国际单位$

d

"

5

&表示)

>&?&@

!

组织学检查
!

取血后引颈脱臼处死并解剖小鼠#沿前

正中线剪开胸腹膜#收集小鼠胰腺和肝脏组织#一部分用于组

织病理学检查#另一部分迅速置入冻存管内放入液氮冻存#用

于进行
;=.72;

和
a9+B9@,N>"B

实验)

>&?&A

!

肝脏组织
_T.

,

4

和
77<;

)

D;_<

表达测定
!

肝脏

组织总
;_<

按
=@#H">

试剂盒说明书提取#紫外分光光度计测

定总
;_<

含量及
M

1)%

"

M

1/%

值$

M

1)%

"

M

1/%

在
$&/

$

1&%

&)逆转

录反应按
;9K9@B<#!

=U

T#@+B8B@?,!GQ_<8

J

,BA9+#+

试剂盒

$

O,K#B@"

F

9,

公司&说明书进行#合成
GQ_<

)

72;

反应体系$

3%

!

5

&!双蒸水
'-&3

!

5

#

$%DD">

"

5!_=7$

!

5

#

$%V72;NELL9@

3

!

5

#

13DD">

"

5U

F

2>

1

$加之前要摇匀&

'

!

5

#上下游引物各

$

!

5

#模板
GQ_<$

!

5

)

77<;

)

引物序列为!上游引物
3n.

2I=I<= II< <I< 22< 2=2 I2.'n

#下游引物
3n.<<2

2=I<=II2<==I=I<I<.'n

#扩增产物长度约
0--N

C

%

%

.

?GB#,

引物序列为!上游引物
3n.=II =II I<< =II I=2

<I<.'n

#下游引物
3n.<2II==II22==<III==.'n

#扩

增产物长度约
1$/N

C

%

_T.

,

4

引物序列为!上游引物
3n.I=I

<2< <I22=I =<I22.'n

#下游引物
'n.22< I<= I<<

<222=<I=<<.3n

#扩增产物长度约
/)-N

C

)

72;

反应条

件!

(0Y'%+

#

3)Y03+

#

-1Y$D#,

#共
'3

个循环)

72;

扩

增产物进行
$P

琼脂糖凝胶电泳#利用
<>

C

A?OD?

F

9@11%%

软件

进行扩增条带灰度测定#将
77<;

)

*

_T.

,

4

扩增条带的扫描灰

度值与内参照
%

.?GB#,

的灰度值的比值$即
@?B#"

值&作为该基

因
;_<

的表达指数)

>&?&B

!

a9+B9@,N>"B

检测
77<;

)

和
_T.

,

4

蛋白表达
!

组织

蛋白质按
7O7<

裂解液$盖宁生物科技有限公司&说明书提取#

蛋白质浓度测定按
42<

蛋白定量试剂盒$盖宁生物科技有限

公司&说明书操作)每个标本取
1%

!

F

总蛋白上样#以
$%P

丙

烯酰胺凝胶进行
8Q8.7<IS

电泳分离后#恒流电转移到硝酸

纤维素膜上#

3P

脱脂奶粉室温封闭
$A

)以
$m$%%%

稀释的

小鼠抗
77<;

)

*

_T.

,

4

和兔抗
%

.?GB#,

单克隆抗体室温轻摇杂

交
)A

#以
$m0%%%

稀释的辣根过氧化物酶山羊抗小鼠和山羊

抗兔二抗室温轻摇杂交
1A

#用
S25

发光试剂盒进行化学发

光#显影#定影#最后进行凝胶图像分析#结果以目的蛋白灰度

值与内参蛋白灰度值的比值来表示)

>&@

!

统计学处理
!

所有计量资料均采用
8788$'&%

统计软件

进行分析处理#结果均采用
0[>

表示#采用
8

检验和单因素方

差分析进行分析)

E

%

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

血清淀粉酶变化
!

<7

组和
<7.;̂ 8

组在各时间点的血

清淀粉酶水平均高于
_8

组$

E

%

%&%$

&#其中
$1A

血清淀粉酶

水平最高#

<7.;̂ 8

组各时间点血清淀粉酶水平均显著低于

<7

组$

E

%

%&%$

&#见表
$

)

表
$

!!

各组血清淀粉酶水平比较$

0[>

(

d

)

5

%

组别
# )A $1A 10A

_8

组
10 3'$&%%[3)&11 3'-&13[3-&%1 31(&3%[3(&%/

<7

组
101%1'&$'[11/&'$ 1/1)&%%[10(&0' $3)-&13[$/1&$(

<7.;̂ 8

组
10$3'%&3%[1%1&-1 $(-)&)'[10$&(' (-%&%%[$'(&-$

?&?

!

药物干预对小鼠血清
<5=

和
<8=

的影响
!

与
_8

组相

比#

<7

组和
<7.;̂ 8

组小鼠血清
<5=

和
<8=

水平在各时点

均升高#差异有统计学意义$

E

%

%&%$

&)

<7.;̂ 8

组与
<7

组

相比较#血清
<5=

和
<8=

水平均明显下降$

E

%

%&%3

&#见

表
1

)

?&@

!

药物干预对小鼠肝脏组织
77<;

)

和
_T.

,

4D;_<

表

达的影响
!

<7

组肝脏组织
77<;

)

D;_<

表达水平在制模后

各时点较
_8

组降低#在
)A

和
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&#最终危及生命)肝脏具有物质代谢*分泌*排泄和生

物转化等功能且其血供丰富#因此在
<7

时非常容易合并肝损

伤)肝脏是
<7

时胰外受损的主要器官之一#

/%P

患者有肝功

能损害'

$$

(

)肝脏损害程度与
<7

严重程度密切相关#且影响

其病程和预后)本实验通过建立雨蛙肽诱导的小鼠
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模型#

观察
_T.
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和
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在
<7

和药物干预后肝脏中的表达情

况#探讨
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肝功能损伤机制及新的治疗途径)实验结果表
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组相比#
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和
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发展过

程中发生了肝功能损害%但应用罗格列酮后小鼠血清淀粉酶*
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升高的程度明显低于
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组#说明罗格列酮能有
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小鼠肝损伤的程度)
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异源二聚体最常见#

以无活性的形式存在于体内大多数细胞的细胞质中)当受到

一定刺激后#
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,

4

活化后进入细胞核内#诱导和协调靶基因

表达)许多研究已表明#在炎症反应中可观察到
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,
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的活

性增强#若抑制其活性则可阻止病程的进一步发展#有助于炎

症尽早消退)
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(通过动物实验发现#在
<7

早期的胰

腺提取物中#

_T.
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结合活性明显增强#抑制
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,
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活

性可阻止淀粉酶水平升高#促进炎症恢复)
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胞中的
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,
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活化情况#结果发现
_T.
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在造模后
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就出
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功能衰竭引起死亡的一种有效方法)为了探讨
_T.

,
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是否参

与了实验性小鼠胰腺炎造成的肝损伤)本实验用雨蛙肽复制

小鼠
<7

模型#系统观测了
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组*

<7

组*
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组小鼠肝脏

组织中
_T.
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的
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和
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蛋白表达情况#结果显

示!
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组肝脏组织
_T.

,

4

微弱表达%

<7

组肝脏组织中
_T.

,

4

表达明显升高#以
$1A

升高最为显著#说明
<7

时肝脏组织中

_T.

,

4

被活化%

<7.;̂ 8

组小鼠肝脏
_T.

,

4

的表达则明显低

于
<7

组#表明
;̂ 8

对
<7

小鼠肝脏
_T.

,

4

表达有抑制作用)

近年来一系列实验证实#几种炎症介质$如
O5.)

*

O5./

*

=_T.

#

*

单核细胞趋化蛋白
.$

等&与局部和系统组织损害有关#

_T.

,

4

的活化能增加这些引起体内免疫和炎症反应介质的表

达'

$'.$0

(

)作者推测
_T.

,

4

活性在
<7

时肝脏中被抑制的同

时#也影响其他生物活性物质的进一步表达#从而阻止对其他

脏器组织的损害)

近年研究发现
77<;

)

除参与糖和脂肪代谢*免疫调节*

细胞生长和分化等过程外#还在炎症反应中发挥着重要作用)
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等'

$3

(通过小鼠
<7

模型实验发现#预先用
77<;

)

激动

剂能减轻
<7

的严重程度且呈剂量依赖性关系#认为
77<;

)

在
<7

早期阶段的炎症级联中起着直接作用)
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等'
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(的研究发现雨蛙肽对胰腺上皮
77<;

)

敲除小鼠所致炎

症加重#且罗格列酮在水肿*巨噬细胞浸润和促炎细胞因子的

表达方面的抗炎效应与对照组相比显著减弱#提示胰腺上皮

77<;

)

在抑制炎症过程中发挥重要作用)本试验结果显示#

77<;

)

在
<7

组肝脏中表达明显降低#用罗格列酮干预后#

77<;

)

表达量显著升高#得出结论与国外研究一致)

总之#本研究结果表明#肝脏
_T.

,

4

参与并能加重
<7

时

肝损伤过程#罗格列酮有可能通过激活
77<;

)

的活性*抑制

_T.

,

4

的活化起到减轻肝脏损伤程度的作用#研究结果为
<7

治疗提供新的思路)对于肝脏损伤对
<7

恶化的影响及罗格

列酮对
_T.

,

4

抑制的具体机制值得进一步探讨)
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