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!!"摘要#!目的!观察柴黄清胰活血颗粒对重症急性胰腺炎"=DT%大鼠胰腺组织细胞自噬的影响&
方法!将=>大鼠随机分为假手术组"=W组%'=DT组和柴黄清胰活血颗粒治疗组"_?组%!应用'&;[牛磺胆
酸钠建立=DT模型!_?组予以柴黄清胰活血颗粒灌胃!=W组和=DT组予以生理盐水灌胃!$1'102分批处死
大鼠&苏木素.伊红"?@%染色对胰腺组织进行病理学评价$b8+38:,H5"3检测自噬效应蛋白"̂875#,.$%'微管相
关蛋白$轻链'.%"a_'.%%'微管相关蛋白$轻链'.'"a_'.'%'可溶(不可溶自噬底物募集蛋白"="59H58(S,.
+"59H584)1%'溶酶体相关膜蛋白1"aDAT1%相对表达水平$免疫荧光双染色法检测a_'表达!并进行a_'和

S,+95#,共定位分析&结果!$1'102时!与=W组比较!=DT组和_? 组病理学评分明显升高!a_'.'(a_'.
%'̂875#,.$'aDAT1'4)1"S,+"59H58%相对表达水平明显升高!4)1"="59H58%相对表达水平明显降低!a_'免疫
荧光强度升高!差异有统计学意义"!$%&%;%&$1'102时!与=DT组比较!_? 组a_'.'(a_'.%'aDAT1'

4)1"S,+"59H58%相对表达水平降低!a_'免疫荧光强度降低!差异有统计学意义"!$%&%;%$4)1"="59H58%相对
表达水平无差异"!%%&%;%&蛋白共定位分析结果显示!=DT组a_'和胰岛素"S,+95#,%在胰岛细胞的细胞质
区域'分泌颗粒区域中均有分布!=W组及_?组未见明显共定位表现&结论!柴黄清胰活血颗粒可抑制=DT
大鼠胰腺组织 8̂75#,.$'a_'.'(a_'.%'4)1"S,+"59H58%'aDAT1相对表达水平!从而抑制=DT中异常活跃自
噬!提高自噬通量!发挥对胰腺细胞的保护作用&
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"Ga_'B,!S,+95#,MB+B,B5IZ8!&9"$,'($!_"L4B:8!M#32328=WX:"94%3284B32"5"K#7B5+7":8+"G328=DT
K:"94B,!328_?K:"94M8:8+#K,#G#7B,35I#,7:8B+8!%3288F4:8++#",+"Ga_'.'"a_'.%%̂875#,.$%aDAT1%

4)1#S,+"59H58$M8:8+#K,#G#7B,35I#,7:8B+8!%3288F4:8++#","G4)1#="59H58$MB++#K,#G#7B,35I!87:8B+8!%B,!
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4B:8!M#32328=DTK:"94%3288F4:8++#","Ga_'.'"a_'.%%aDAT1%4)1#S,+"59H58$MB+!"M,.:8K95B38!#,
328_?K:"94%B,!328#LL9,"G59":8+78,78#,38,+#3I"Ga_'!87:8B+8!#!$%&%;$&E28:8MB+,"!#GG8:8,78#,
3288F4:8++#","G4)1#="59H58$#!%%&%;$&E28:8+953+"G4:"38#,7".5"7B5#ZB3#",B,B5I+#++2"M8!32B3a_'
B,!S,+95#,M8:8!#+3:#H938!#,3287I3"45B+LB,!+87:83":IK:B,958+"G#+5837855+#,328=DTK:"94%H93,""H.
J#"9+7".5"7B5#ZB3#",MB+G"9,!#,328=WK:"94B,!328_?K:"94&:*.5',$%*.!_2B#29B,Kf#,KI#?9"F98
X:B,9587B,#,2#H#33288F4:8++#","Ĝ 875#,.$%a_'.'"a_'.%%4)1#S,+"59H58$B,!aDAT1#,4B,7:8B3#77855+
"G=DT:B3+%328:8HI#,2#H#3#,KBH,":LB5B73#J8B93"42BKI#,=DT%#,7:8B+#,KB93"42BKIG59F%B,!45BI#,KB
:"58#,4B,7:8B3#77855+&
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!!重症急性胰腺炎#+8J8:8B79384B,7:8B3#3#+%=DT$
是由多种病因引起胰酶异常活化的化学性炎症%是急
性胰腺炎中病情最凶险的一种%其临床死亡率高达

$;["'%['$()目前%=DT的发病机制主要集中在胰
腺腺泡细胞内胰酶的异常激活'1()研究证实%胰酶异
常激活导致细胞损害与自噬受损有较大关系''.0()而
评价自噬受损的一个重要指标就是自噬通量%它不仅
仅是检测自噬小体数量%还需动态追踪自噬底物的行
程变化%即证实底物是否到达溶酶体%并观察自噬底
物降解率的变化%以此综合评价自噬水平的高低';()
课题组前期研究表明').((%柴黄清胰活血颗粒能明显
改善患者临床症状和体征%减轻炎症反应%改善肠道
微循环%保护肝肺肾等重要脏器功能%但其具体作用
机制尚不明确)本实验拟探讨柴黄清胰活血颗粒对

=DT大鼠自噬通量的调控%从而初步揭示其治疗=DT
的部分机制)

>!材料与方法

>&>!实验动物

!!=TP级雄性=>大鼠0/只%体重1%%"1'%K%/
周龄%许可证号=_UV#川$1%$/.$-%购自西南医科大
学实验动物中心)=TP级动物房恒温适应性喂养$
周%自由饮食)

>&?!试剂与仪器

!!柴黄清胰活血颗粒#西南医科大学附属中医医
院%批号1%11%0$)$&牛磺胆酸钠#美国=#KLB公司%货
号E(%'0$&微管相关蛋白$轻链'#a_'$兔多克隆抗
体#江苏亲科生物研究中心有限公司%货号>P-01$$%
自噬效应蛋白#̂875#,.$$抗体#江苏亲科生物研究中
心有限公司%货号 DP;$1/$%溶酶体相关膜蛋白1
#aDAT1$抗体#江苏亲科生物研究中心有限公司%货
号>P)-$($%=f=EA$"4)1抗体#英国 DH7BL公司%
货号DP;'/0$%胰岛素兔多克隆抗体#S,+95#,<BHH#3

4DH%武汉爱博泰克生物科技有限公司%货号D1%(%$)
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗#武汉爱博泰克生
物科技有限公司%货号 D=%$0$&全自动生化分析仪
#日本W5IL49+公司$%光学显微镜#福建麦克奥迪实
业集团有限公司$%激光共聚焦显微镜#德国a8#7B公
司$%电热恒温培养箱#上海博迅实业有限公司$)

>&@!方法

>&@&>!造模及分组

!!本实验通过西南医科大学实验动物伦理委员会
批准#1%11%$1%.%%'$)采用随机数字表法将0/只=>
大鼠随机分成假手术组#=W组$*=DT组和柴黄清胰
活血颗粒治疗组#_?组$%每组$)只)造模前大鼠禁
食$12%不禁饮)=DT组和_?组分别在十二指肠逆
行胰胆管内注入'&;[的牛磺酸胆酸钠'$%(构建=DT
大鼠模型)前期实验证实柴黄清胰活血颗粒的作用
呈剂量依赖性%%&1K"$%%K剂量疗效最佳'$$()_?
组采用柴黄清胰活血颗粒#%&1K"$%%K%生理盐水$
La"%&1K稀释$灌胃%=W组和=DT组采用生理盐水
#$La"$%%K$灌胃)各组均每0小时灌胃$次%$1*

102分批处死大鼠%死前02停止灌胃)除生理盐水
及药物灌胃外%所有大鼠持续禁食%但不禁饮)

>&@&?!苏木素.伊红"?@%染色

!!胰腺组织用$%[多聚甲醛浸泡102后%全自动
脱水仪进行脱水%石蜡包埋切片%?@染色%显微镜下
观察并拍照%参照文献'$1(的评分标准进行病理学
评价)

>&@&@!b8+38:,H5"3检测大鼠胰腺组织细胞自噬通
量相关蛋白表达水平

!!一抗浓度!a_'#$\$%%%$*̂875#,.$#$\;%%$*

4)1#$\$%%%$*aDAT1#$\$%%%$%以$.B73#,#$\
$%%%$为内参%按照 b8+38:,H5"3检测步骤进行实验%
采用SLBK8c软件对 8̂75#,.$*a_'.%*a_'.'*4)1
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#S,+"59H58*="59H58$*aDAT1和$.B73#,的表达条带
进行了灰度值检测%结果以目的蛋白"内参的比值表
示%统计并绘制成柱形图)

>&@&A!免疫荧光双染色法检测细胞自噬情况

!!采用免疫荧光双染色法处理胰腺组织%a_'兔多
克隆一抗及S,+95#,兔多克隆一抗稀释比为$\;%%%
羊抗兔荧光二抗稀释比为$\(%%%激光共聚焦显微镜
下拍照%SLBKc软件分析免疫荧光强度及共定位
情况)

>&A!统计学处理

!!采用=T==11&%软件进行统计学分析)符合正态
分布的计量资料以I];表示%多组间比较采用单因

素方差分析#W,8.bBID̀ WYD法$%不符合正态分
布的计量资料采用非参数检验中的 V.b 检验%组内
或组间两两比较采用独立样本2检验)以!$%&%;
为差异有统计学意义)

?!结!!果

?&>!各组大鼠胰腺组织病理学评分比较

!!$1*102时=W 组胰腺组织病理学评分分别为
#%&$1;]%&';0$分*#%&$1;]%&';0$分%=DT组分别
为#(&)1;]$&%)$$分*#$%&1;%]%&//)$分%_? 组分
别为#/&1;%]%&-%-$分*#-&$1;]%&/';$分)不同时
间点=DT组和_?组病理学评分均高于=W组%=DT
组高于_?组%差异有统计学意义#!$%&%;$%见图$)

!!D!?@染色#$%%j$&̂!病理学评分&B!!$%&%;%与=W组比较&H!!$%&%;%与=DT组比较)

图$!!各组大鼠胰腺组织 ?@染色及病理学评分

?&?!各组大鼠胰腺组织细胞自噬通量相关蛋白表达
水平比较

!!$1*102时=W组大鼠胰腺组织中a_'.'"a_'.

%*̂875#,.$*aDAT1*4)1#S,+"59H58$相对表达水平均
低于=DT组和_?组%4)1#="59H58$相对表达水平均
高于 =DT 组和 _? 组%差异有统计学意义#! $
%&%;$)$1*102时=DT组大鼠胰腺组织中a_'.'"

a_'.%*aDAT1*4)1#S,+"59H58$相对表达水平明显高于

_?组%102时=DT组 8̂75#,.$相对表达水平高于_?
组%差异有统计学意义#!$%&%;$)=DT组$1*102时

4)1#="59H58$相对表达水平及$12时 8̂75#,.$相对表达
水平与_?组比较无差异#!%%&%;$%见图1)

?&@!各组大鼠胰腺组织a_'表达水平及与S,+95#,

共定位情况

!!$1*102时=W组大鼠胰腺组织a_'免疫荧光强
度分别为#'%&$/]0&)-$*#0(&-0](&00$%a_'主要
表达于胰腺腺泡细胞&=DT组免疫荧光强度分别为
#/;&(%]$0&;-$*#$%1&/%]$/&-$$%a_'主要分布于
胰腺腺泡细胞%少量分布于胰岛细胞&_?组免疫荧光
强度分别为#)/&01]$1&$/$*#-0&)$](&1'$%a_'主
要分布于胰腺腺泡细胞%极少量分布于胰岛细胞)

=DT*_?组a_'阳性表达率明显高于=W 组#!$
%&%;$%_?组明显低于=DT组#!$%&%;$%见图'"
))$1*102时=DT组a_'和S,+95#,在胰岛细胞的
细胞质区域*分泌颗粒区域中均有分布%=W组*_?组

a_'及S,+95#,未见明显共定位%见图-*/)
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!!D!b8+38:,H5"3&̂!各组相关蛋白表达水平&B!!$%&%;%̀=!!%%&%;)

图1!!各组大鼠胰腺组织aDAT1'4)1$="59H58'S,+"59H58&'a_'.'(a_'.%'̂875#,.$相对表达水平比较

图'!!各组大鼠胰腺组织免疫荧光双染图$$%%j&
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图0!!各组大鼠$12免疫荧光双染a_'表达情况$$%%j&

图;!!各组大鼠102免疫荧光双染a_'表达情况$$%%j&
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!!B!!$%&%;)

图)!!各组大鼠$1'102a_'免疫荧光强度比较

图-!!各组大鼠胰岛细胞团a_''S,+95#,截面分布$0%%j&

图/!!各组大鼠胰腺细胞a_'和S,+95#,共定位分析
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@!讨!!!论

!!=DT是由于胰酶异常活化导致胰腺充血水肿坏
死%常合并多器官功能障碍和全身炎症性反应综合征
的临床急危重症)中医学理论认为%=DT主要病机是
湿热壅滞*血瘀互结*气滞痰凝%治疗当以通腑泄热%
化湿解毒%散淤止痛为法)柴黄清胰活血颗粒是遵从
上述治则%长期广泛运用于临床且疗效确切的院内制
剂)方中生大黄*柴胡共为君药%以除少阳阳明之邪&
黄芩*桅子*延胡索*赤芍*丹参*桃仁共为臣药%行气
止痛%清热凉血活血%入营入血%透邪于外&枳实*厚
朴*黄芪*白芍共为佐使%通腑泄热%补气升阳%敛阴养
血%柔肝止痛&诸药合用%共奏通腑泄热*清热解毒*行
气止痛*活血化瘀之功效)

本研究采用牛磺胆酸钠建立=DT模型%=DT组*

_?组胰腺组织 ?@染色及病理学评分达到诊断标
准%提示造模成功)予以柴黄清胰活血颗粒干预后%
胰腺组织坏死面积及病理学评分明显降低%从组织学
水平上证实了柴黄清胰活血颗粒对=DT有确切的改
善作用)

目前=DT发病机制仍主要集中在胰酶的异常激
活%早期=DT病理学改变以腺泡细胞受损为主)研
究证实%腺泡细胞的损伤*胰酶酶原异常激活均与自
噬损伤密切相关'$'.$0()X<D==W等'$;(的研究表明%
在胰腺炎早期%自噬可以选择性地吞噬胰蛋白酶%从
而保护胰腺细胞)随着病程发展%自噬小体生成速率
与溶酶体降解率之间失衡导致自噬通量降低)

ED̀ X 等'$)(证 明 L#<.1%H.;4 可 通 过 靶 向 作 用

DVE'调节自噬来改善=DT%随后抑制炎症和凋亡%
促进血管生成)_?WS等'$-(研究阐明了番茄红素可

以抑制胰腺腺泡细胞自噬损伤%从而减轻DT的炎症
反应)自噬损伤可能出现在自噬过程中的任何环节%
其中包含了自噬小体形成的异常*自噬小体和溶酶体
的融合受到阻碍*溶酶体的降解功能障碍等)

评价自噬受损的重要指标就是自噬通量%又称自
噬流)自噬通量是指细胞内自噬过程的速率或强度%
可以通过以下指标来描述!#$$a_'包括 a_'.%与

a_'.'%a_'.'被募集到自噬小体膜上%修饰后的

a_'.'只存在于自噬小体上%待自噬小体与溶酶体融
合后%a_'.'被溶酶体水解酶降解)因此%a_'.'增
多反映了自噬小体的形成增多%a_'.'"a_'.%反映
了自噬的活跃度)#1$4)1是一个与a_'相互作用的
蛋白%4)1分为="59H58和S,+"59H58'$/(%当细胞出现自
噬现象的时候%自噬小体所携带的底物会穿过细胞骨
架的微管系统%而4)1#="59H58$会将自噬小体所携带
的底物通过泛素化蛋白 NH#O9#3#,修饰%然后与a_'.

'一起转运到溶酶体中进行分解'$((%故而4)1#="59.

H58$可作为自噬小体的标记蛋白'1%()但当细胞损伤
时内源性的4)1也可能出现不可溶性聚集体#E:#3",
U.$%%$%导致自噬流受阻%因此4)1#S,+"59H58$能侧
面反映自噬底物降解水平)#'$̂875#,.$与(型磷酸
肌醇.'激酶#Y4+'0$发生相互作用%在细胞自噬的关
键环节自噬小体的产生中发挥了重要作用)研究发
现%̂875#,.$.Y4+'0复合物激酶活化可以提高磷脂酰
肌醇'.磷酸的生成%进而提高脂质膜延伸*底物招募
及参与自噬隔离膜的构建%加快自噬小体的成熟'1$(%
因此 8̂75#,.$是激活自噬的重要蛋白)#0$aDAT与
溶酶体功能密切相关%溶酶体降解率受体内酸性水解
酶_B3284+#,+^的影响%aDAT和_B3284+#,+^可协
同作用于溶酶体的降解%可以显示溶酶体功能的变
化'$(()在aDAT1缺陷小鼠中%溶酶体.自噬功能障
碍可导致自发性胰腺炎'11()因此%a_'.'"a_'.%*

8̂75#,.$*aDAT1*4)1#="59H58*S,+"59H58$表达水平
可系统评价自噬流通畅度%较好地反映自噬.溶酶体系
统运行情况)

本研究结果表明%=DT组*_? 组大鼠胰腺组织

8̂75#,.$*a_'.'"a_'.%*aDAT1*4)1#S,+"59H58$相
对表达水平及a_'免疫荧光强度均明显高于=W组%
提示=DT组及_? 组自噬活性明显增强%且存在异
常自噬%这可能是导致胰腺组织出现坏死的重要原因
之一)与 =DT 组 比 较%_? 组 a_'.'"a_'.%*

aDAT1*4)1#S,+"59H58$相对表达水平降低%a_'免
荧光强度降低%周边胰腺腺泡细胞及胰岛细胞a_'占
比减少%提示_? 组自噬溶酶体清除功能初步恢复%
自噬通量部分恢复通畅)通过共定位分析发现a_'
和S,+95#,在胰岛细胞团中的空间位置上存在重叠和
相关性%表明它们可能在胰岛细胞中具有一定的功能
联系%但还需要进行更多的实验和研究来进一步探索
它们之间的相互作用机制和生物学功能关系)

综上所述%柴黄清胰活血颗粒可通过抑制=DT
中异常活跃自噬%提高自噬通量%从而对胰腺细胞起
到一定的保护作用%为进一步挖掘传统中医药治疗

=DT的价值提供依据)
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