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中度低温对急性胰腺炎大鼠核转录因子一．cB表达的影响 

王学敏 江伟 周明 赵刚 杭燕南 

【摘要】 目的 观察急性出血坏死性胰腺炎(AHNP)后不同时间点胰腺和肺组织中核转录因子一 B 

(NF一．cB)的 DNA结合活性动态变化，以及胰腺炎后应用中度低温对 NF一 B活性的影响。方法 第一部分 

实验采用牛磺胆酸钠逆行注射造成大鼠AHNP模型。大鼠随机分为正常对照组以及 AHNP常温2、5和 12 h 

组 ，用电泳迁移率改变法(EMSA)测定各组大鼠胰腺和肺组织中 NF一 B的活性 。第二部分实验将大鼠随机 

分为假手术组、AHNP常温组和低温组 ，诱导 AHNP后 2 h和 5 h测定各组胰腺和肺组织中NF一 B的活性。 

结果 急性胰腺炎后大鼠胰腺和肺组织 NF一 B活性均持续增强，且各时间点胰腺组织 NF一，cB活性显著强 

于肺组织(P均<0．01)。与 AHNP常温组相比，低温组 AHNP后 2 h和 5 h肺组织 NF一．cB活性均显著降低 

(P均<O．01)，而胰腺组织 NF一 B活性与常温组差异不明显。结论 急性胰腺炎伴有胰腺和肺组织 NF一．cB 

活性的显著增强。中度低温对急性胰腺炎后肺组织NF一，cB的激活有抑制作用。 
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[Abstract] Objective To observe the dynamic changes in the DNA binding activity of nuclear factor一 

．cB (NF—xB)in rat pancreatic and lung tissues in acute hemorrhagic necrotizing pancreatitis(AHNP)，and 

investigate the effects of moderate hypothermia on AHNP —induced NF 一．cB binding activity in a time— 

dependent fashion．M ethods A group of 24 rats was randomly divided into control group，2，5 or 1 2 hours 

groups after reproduction of AHNP．NF 一．cB binding activity in pancreas and lung tissues was determined 

using electrophoretic mobility shift assay(EMSA)．In another group of 36 rats were randomized into three 

groups with equal number：sham —operated rats which were kept under 37—37．5 ℃ after laparotomy； 

AHNP rats with normothermia (37—37．5 ℃ )；AHNP rats with moderate hypothermia (32— 33 ℃ )． 

Activity of NF一．cB was assessed at 2 or 5 hours after reproduction of pancreatitis．Results DNA binding 

activity of NF 一．cB in pancreas and lung tissue of AHNP rats gradually increased after the development of 

pancreatitis。and NF 一．cB binding activity was more prominent in pancreas than that in lung tissue at each 

time point(all P< 0．01)．NF一．cB binding activity was inhibited at 2 and 5 hours of moderate hypothermia in 

lung tissue (P< 0．01)， but there was no difference in pancreatic tissue between normothermic and 

hypothermic rats at each time point． Conclusion These data suggest that the expression of NF 一．cB is 

significantly increased after the development of AHNP．M oderate hypothermia could inhibit the expression of 

NF一．cB in lung tissue in acute pancreatitis． 
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核转录因子一 B(NF—KB)是体内最重要的转 

录因子之一，在炎症反应调节方面具有重要的作用。 

急性出血坏死性胰腺炎(AHNP)往往伴剧烈的炎症 

反应及 NF— B活性增加“ ，人们在实验中也尝试 

通过抑制 NF— B的激活来减轻急性胰腺炎的病理 
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损害 一 。以往的实验显示低温可抑制 NF—KB激 

活“ ，并抑制受 NF一．cB调节的相关炎症因子表 

达 。然而 目前关于低温对急性胰腺炎后 NF— B 

活性的影响尚未见报道。本研究拟观察AHNP后胰 

腺和肺组织 NF—KB表达的变化，以及 AHNP后应 

用中度低温对胰腺和肺组织 NF— B表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂：牛磺胆酸钠(Sigma)，丙烯酰胺、双 

丙烯酰胺(Amresco)，[7 32P3ATP(北京福瑞生物 

工程公司)，核内容物提取试剂盒(Active Motif)，电 

泳迁移率改变试验(EMSA)试剂盒(Promega)。高 

速低温离心机(Eppendorf)，紫外及可见光分光光度 
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计 (Spectronic)．乖 赢 电泳槽 cBIO RAD)．凝腔 图 

像分析系统(SynGene) 

1．2 动物分组：瞎康雄性 SD大鼠(复 嗵大学医学 

院实验动物中心提供)．体重 2 ～350 g 实验分阿 

部分进行 第一部分：大鼠随机舒为正常对照组及 

AHNP后2、j和 I 2 h组．每组 6只．大鼠体佩控制 

在 37．0～37．1 C 第二部分：大鼠随机分为髑手术 

组(术后体温维持在 37．(J～37．5( )；AHNP常温 

组(术后体温维持在 37．0～3 7 5( ：AHNP低温 

组(术后体温难待在32．0～33．0()．每组】2只 每 

组各取半数大鼠分别在术后 2 h和 5 h放血处死取 

标本。 

1．3 AHNP模型制备：大鼠术前 】2 h禁食、不禁 

水．腹腔注射氯胺酮 100 mg／kg麻醉．术中和术后 

躁动时再注射氯胺酮 50 mg．．"kg维持麻醉 采用胰 

胆管内逆行注射质量分敬为 5 的牛磺胆酸钠捌成 

AHNP模型。假手术组不注入牛磺胆酸钠，钳戎和结 

扎后松开结扎线和金属吏．其余操作同模型组 

1．4 体温控制：通过侄大鼠周围放置冰块和吹风米 

降低全身温度，通过放置任大鼠上方的灯泡加热来 

升高体温，在 30 mi11内将大 鼠体温阔节在预 定 

值 。温度探头插入直肠约5 CII1．持续监测肛媪 每 

隔 l h给各组大鼠腹腔内补充生理盐水 l0 ml／kg 

1．5 组织按蛋白提取：AHNP 2 h和5 h分别故 

血处死大鼠后．立即取睫腺、肺组织各 5O mg．组织 

核蛋白提取参照试制盒说明书进行 用Bradford法 

删定核蛋白浓度．70 冻存， 

I-6 EMSA：参照试剂盎说明书进行。在T4多聚 

棱苷酸激酶催化下．用 一 P ATP标记 NF一 H掠 

针 5 末端．乙醇沉淀．20 c、保俘 10 ptg核蛋白与 

NF— B探针结台．经质量分数为4 的非变性聚丙 

烯酰胺凝胶电泳．一70【’放射自显黪 l2 h， 

1．7 统计学分析：实验数据以均敬±标准差( ± ) 

表示．采用方差分忻的I)uncan榆验．：采用SAS统计 

软件完成。P-(0．05为差异育境汁学意义 

2 结 果 

2．1 NF— B条带特异 性涮{图 】)：当未标记的 

NF一 B探针浓度达到标记探针的 ]00倍时．竞争 

结合反应明显，表现为电泳滞后带消失 而加入未标 

记SPl探针时．其对NF一 B结合反应无明显影响。 

2．2 AHNP大鼠睫隙和啼组织 NF—KB活性娈化 

(图2．表 I ：正常对照组火鼠肺组织无明显NF一 B 

融衙；AHNP后2～】2 h NF H活性均 显著升高 

(，j均 <0．0】)．胰 腺炎旨5 h出现峰值 ．12 h NF— B 
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活性无进一步升高．正常对照组大鼠胰腺组织无明 

显NF—KB激活；AHNP后 2～l2 h NF一 B活性均 

显著升高(P均<0．01)．其峰值出现 于胰腺炎后 

l2 l1．同时在AHNP后各时间点胰腺组织 NF一 B 

活性均 显著强于同时 间点肺组织NF一 B活性 

(P均< 【】．。I” 
⋯ 。 

、 ：et． i： 

图 I F—KB来带特异性检测 

I e“ hlr spellficily Ihe F KB hand 

赣豢 

A 暂肺 l—B却胰腺 组翊 ；I为 正常 对蛸组 ； 

2、3、4秆别为AHNP ，5 1 2 h组 

圉2 AItNP大鼠胰腺和肺组耋只NF—K日活性变化 

Yigllre 2 Changes of acttvily of F —KB ln pancreas 

and lung tlssae In AH NP ra|s 

2．3 低温对 AHNP大鼠胰腺和肺组织 NF KB活 

性影响(圈 3．表 2)：低温组 AHNP后 2 h胰腺组织 

NF—KB活性 明 显增 强 (P<0．051，j h进一步 增 强 

(P<O．01) 低温组 2 h和 5 h胰腺组 织 NF一 

结台活性 与常温组比较差异均无显著性，低温组 

AHNP后 2 h肺组织 NF—EB活性 无明显变化．第 
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5[1则 明显 增 强(I t：0．05) 低温 组 AHNP后 2 h 

和 5 h肺组织NF— B结合活性均l啊显低于常温组 

(P 均 < 0．01)。 

表 1 AHNP大 鼠胰腺和 肺组 织 NF—KB 

活性变 化 士5， 一6j 

Table 1 Changes of pancreatic and lung NF KB activation 

In rats after A1tNP induction。X土 ．，r 6) 

洼 ：与 lE常 耵 毗组 比较 ：。P<u-0】；。 本 兀M时 q点胰腺组 织 

囊 

_  - 一  
i)ll ̈I l l l 【 l 

A 为 AHN1’后 2 h一 AHNP岳 h．1为心手 术 _I： 

2 AHNP常i9,组 ．3为 AltNl】1巨温 组 

圉 3 低温 对 AHNP大凰 脯膑和 

肺 组喜只NF—KB活性 影响 

Figure 3 Effects of moderate hypoihermia on activity 

0r NF KB in pancreas nd lung tissut~z In AllNP ri,ts 

表 2 低 温对 AHNP太鼠胰腺和肺组织 NF—KB 

活性影响 (i=s，" 6j 

Table 2 Elfeel of m oderate hypotherm ia on pancreatic 

and lung NF —KB aetivation in rats wilh AHNP( ± 6) 

：与假 手 术虹【比车￡ (II．I】5．‘。r<u 一1，与AHNP常 温纽 

【t转 』 < )0I 

3 讨 论 

炎性介质．尤其是细胞因子． 急性胰腺炎的发 

病过程中起关键怍用 近年来研究旺实，NF一 B是 

调节这些炎性介质表达的重要转录围子．其能与多 

种炎症因子基因的启动子或增强于 B位电特异性 

结合，并启动基因转录 牛磺胆酸钠胆咦管逆行注射 

造成的AHNP模型中．胰腺部分的病理损害，庄往特 

别严重．而其他远端器官如肺脏等的损害刚要相对 

轻得多 固此在实验中我们分别观察胰腺和肺组织 

NF KB的激活情况．研究在 AHNP后不同器官之 

间NF— B表达变化的规律有否不同。 

我们在实验中发现，AHNP舌NF—KB的DNA 

结 台活性 明显增 加 ，其 在 AHNP后 2 h就明 显 出 

现．井持续至睫腺炎后 1 2 b 此外我们还蛙现，在 

AHNP岳不同组织．NF— B活性增加的程度和峰 

值出现 的时间都不一致 AHNP后胰腺组织 中 

NF— B活性持续增加，其峰值出现在 12 h．而肺组 

织 NF—KB激活的高峰在胰腺炎后5 h，且胰腺组织 

NF一 B活性显著强于同时间 肺组织 NF一 B的 

活性 此种现象出现的原因是由胰腺和肺组织本身 

特性不同造成．还是与胰腺和肺组织局部炎症反应 

强弱不同有关．尚不清楚 Vaquero等 ：的研究发 

现．注射牛磺胆酸钠的 AHNP模型中．由于胰腺本 

身头部和尾部病理损害严重程度不一．即使是胰腺 

不同部位 NF B活性和炎症网子 mRNA表达水 

平也育不同。据此推测．这种差异可能与不同部位炎 

症反应的强弱不同有关 

多种细菌和病毒产物、细胞因子、理化刺激等可 

激活 NF一 B 有证据显示各种刺激通过多种信号 

传导帆制．提高细胞内氧代谢反直水平．并可能最终 

影响到b：B激酶(IKK)活性 。 。多项研究证实低 

温可以抑制 NF一 B的融活 ．其机制可能是抑制 

1KK一 表达和 IKK酶活性．从而抑制了 IKB一Ⅱ的 

磷酸化和降解．减少了解离的 NF— B进入细胞核 

的数量 ： 氧自由基可以激活 NF Br⋯．而低温可 

以抑制氧自由基的生成 。 ．这可能也是低温抑制 

NF一 B活性的机制之一。我们在实验中还发现．低 

温组肺组织 NF B活性明显低于常温组，怛胰腺 

组织两纽问无明显差异；而 Roberts等⋯。的研究却 

显示 ．1(、低温 可以促进 血管 内皮细 胞 NF— B的 

激活 低温对 NF一 B的影响复杂．在不同条件下其 

影响也可能不同 体内NF B活性变化是一个多 

因素综合怍 的结果．除了低温对其具有抑制作用 

以外．各种细胞因子、内毒素等还对其激活有促进作 

用。低温对胰腺组织 NF一 B的活性影响不明显，我 

们设想这可能是由于胰腺组织局部损伤严重，炎症 

反应剧烈．使得低温对 NF B有限的抑制作用变 

得不明显 而肺组织局部病变相对较轻．各种炎I生介 

质对肺组织 NF一 B激活作用亦较轻，故低温组肺 

组织 NF一 B活性 表现为降低 
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虽然大多数实验证实抑制 NF— B具有保护作 

用“。。 ，但仍有部分研究显示在抑制了急性胰腺炎所 

致的NF— B激活后，胰腺炎的病变反而加重“ 。造 

成这种差异的原因尚不清楚，可能与炎症类型、所用 

抑制剂及抑制作用是否彻底有关。 。NF— B的靶 

基因中某些有益的，某些有害的，这也是造成其作用 

复杂的原因之一“ 。本实验结果显示，中度低温对 

AHNP后肺组织 NF—KB活性有一定的抑制作用， 

提示其对 AHNP可能具有一定程度的保护作用。 
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