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大黄素对重症急性胰腺炎大鼠小肠水通道
蛋白3表达的调节作用

齐文杰，张淑文，王红，张苗苗，文艳，王宝恩

(首都医科大学附属北京友谊医院感染暨急救医学科，北京100050)

【摘要】 目的 探讨重症急性胰腺炎(SAP)大鼠小肠水通道蛋白3(AQP3)的表达及大黄素的调节作用。

方法将80只SD雄性大鼠随机分成假手术组(n一20)、模型组(挖一30)、大黄素治疗组(，z一30)。采用胰胆管逆

行匀速注入牛磺胆酸钠(1 ml／kg)方法制作SAP模型；假手术组给予等量生理盐水，大黄素组于制模后予大黄

素灌胃(20 mg·kg_1·d～，分两次给予)，模型组及假手术组给予等量生理盐水。各组分别于制模后24、72、

120 h处死大鼠，留取标本，采用苏木紊一伊红(HE)染色、麦芽糖苷法、免疫组化法、蛋白质免疫印迹法(Western

blotting)、实时定量聚合酶链反应(PCR)技术测定胰腺病理评分、血淀粉酶、AQP3蛋白及mRNA表达。结果

模型组大鼠胰腺病理评分及血淀粉酶水平均较假手术组明显升高，差异均有统计学意义(均P<o．05)；大黄素

能明显降低SAP大鼠胰腺病理评分及血淀粉酶水平(均P<0．05)。SAP大鼠回肠黏膜AQP3蛋白及mRNA

表达均较假手术组明显上调，差异均有统计学意义(均P<O．05)，且以24 h时更为显著；大黄素治疗可明显下

调AQP3的蛋白及mRNA表达，蛋白表达于24、72、120 h，tuRNA表达于24 h、72 h与模型组比较差异均有统

计学意义(均P<O．05)。结论AQP3可能参与了SAP的病理生理改变；大黄素治疗可通过下调AQP3的蛋

白及mRNA表达，明显改善SAP病情。
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[Abstract]Objective To investigate the expression of aquaporin 3(AQP3)in small intestine in rats

with severe acute pancreatitis(SAP)and the regulatory effect of emodin on the expression．Methods Eighty

male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into three groups：sham operated(S0，n=20)，SAP

(咒一30)，and emodin-treated(n一30)groups．SAP model was induced by retrograde injection of sodium

taurocholate(1 ml／kg)into the biliopancreatic duct．Rats in the SO group underwent the same surgical

procedure with retrograde infusion of sterile saline．After the procedure，emodin was administrated orally to

rats in the emodin group(20 mg·kg一1·d～，half of the dose was infused once，an together twice)，the same

amount of sterile saline was administrated orally in SAP and SO groups．Twenty—four，72 and 120 hours after

the induction of sodium taurocholate，rats were sacrificed and samples of blood and tissue were obtained．The

pathological lesion scores of pancreas tissue，blood amylase level，the protein and mRNA expressions of AQP3

were analyzed by hematoxylin and eosin(HE)stain，diamylose，immunohistochemistry，Western blotting and

real—time polymerase chain reaction(PCR)methods．Results The pathological lesion scores of pancreas

tissue and the level of blood amylase were increased obviously in the rats with SAP compared with those in S0

group(all P<0．05)．Emodin could reduce the pathological lesion scores of pancreas tissue and the level of

blood amylase significantly(all P<0．05)．The up—regulation of AQP3 protein andmRNA was observed in the

rat ileal mucous membrane with experimental SAP compared with that in the SO group(all P<0．05)，

especially in the time point of 24 hours．Emodin could down-regulate the expressions of AQP3 protein and

tuRNA at all time points。and there were statistical significant differences at 24 hours and 72 hours(all

尸<O．05)．Conclusion Emodin can improve the severity of SAP obviously．AQP3 may be involved in the

pathophysiological process of SAP．Emodin can down-regulate the expressions of AQP3 protein and mRNA

significantly．
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多器官功能不全及感染并发症是重症急性胰腺

炎(SAP)的主要死亡原因，肠黏膜屏障受损、通透
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性增高与此关系重大[1-]。临床与基础研究均显示

SAP时肠黏膜通透性增高¨]。水通道蛋白3(AQP3)

是近几年来发现的、广泛表达于消化道上皮细胞的

一种与水及甘油等小分子的通透性有关的转化蛋

白，某些病理情况下可引起AQP3表达异常，从而

导致小肠黏膜通透性的改变¨。]。
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大黄中的提纯物蒽醌类衍生物大黄素具有明确

的抑酶、抑菌、导泻、减少SAP时腹水形成、改善

SAP预后等的作用‘8。0|。由于AQP3与肠道黏膜通

透性有关，推测大黄素治疗SAP的机制可能与调节

肠道AQP3表达有关。本研究中观察大黄素干预治

疗对SAP大鼠病情及小肠黏膜AQP3表达的调节

作用，探讨其治疗SAP的可能机制。

1材料与方法

1．1动物分组与模型制备：采用SPF级雄性SD大

鼠，体重(200土50)g，购自解放军军事医学科学院

实验动物中心(批号：SCxK一[军]一2007—004)。将

80只大鼠按随机数字表法分为假手术组(咒一20)、

模型组(咒一30)、大黄素治疗组("一30)。采用胰胆

管逆行匀速注入牛磺胆酸钠(1 ml／kg)的方法制备

大鼠SAP模型[1叼；假手术组给予等量生理盐水。大

黄素组于术后用大黄素(购自昆明风山渐医药研究

有限公司)20 mg·kg_1·d-1灌胃，每Et分两次给

予；模型组及假手术组给予等量生理盐水。

1．2检测指标及方法：各组分别于制模后24、72、

120 h处死6只大鼠，心脏采血，一20℃保存备用；取

回肠、胰腺组织，分别以多聚甲醛水溶液固定及液氮

保存备用。

1．2．1胰腺病理评分：胰腺组织切片行苏木素一伊

红(HE)染色后，光镜下用Rongione评分法[12]对胰

腺组织病理进行双盲评分。

1．2．2血淀粉酶测定：采用麦芽糖苷法测定。

1．2．3免疫组化法检测小肠AQP3蛋白表达：取

回肠组织进行切片，加入兔抗AQP3多克隆抗体

(1：50，购自英国Abcam公司)，按PV6001免疫组

化试剂盒(美国Invitrogen公司)步骤操作，反应结

束后以3，3’一二氨基联苯胺(DAB，美国Invitrogen

公司)显色，棕黄色颗粒为AQP3表达阳性。阴性对

照组将一抗换为磷酸盐缓冲液(PBS)。

1．2．4蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

小肠AQP3蛋白表达：按照二喹啉甲酸(BCA)蛋白

定量试剂盒使用说明书步骤操作，测定570 nm处

的吸光度(A)值，根据标准曲线计算出蛋白浓度。用

LabWorks软件分析图像灰度。兔抗AQP3多克隆

抗体(1：1 ooo)购自英国Abcam公司，p肌动蛋白

(p-actin，1：1 ooo)和辣根过氧化物酶(HRP)标记

的二抗(1 l 3 ooo)购自美国Santa Cruz公司。

1．2．5实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)技术检

测小肠AQP3 mRNA表达：采用TRIzol试剂(美国

Invitrogen公司)提取各组小肠组织总RNA。cDNA

逆转录按逆转录试剂盒(美国ABI公司)说明书步

骤操作。采用荧光染料法行定量PCR检测小肠组织

AQP3 mRNA表达，试剂盒由美国ABI公司提供。

反应体系为20肛1，内参照基因为大鼠三磷酸甘油醛

脱氢酶(GAPDH)。引物设计由北京赛百盛公司合

成(合成引物见表1)。结果分析采用相对定量2一心。

值方法，设定标准对照样品mRNA表达为1。

表1 PCR合成引物序列

基因 引物序列

AQP3 上游5’一ACCTCCATGGGCTTCAATTCT一3
7

下游5’一AGTGAAAAGGCGAGGTCCAA一3
7

GAPDH 上游5r_CTCAACTACATGGTCTACATGTTCCA一3’

下游5'-CTTCCCATTCTCAGCCTTGACT一3’

1．3统计学处理：用SPSS 11．5软件进行统计学分

析，计量资料采用均数士标准差。土s)表示，组间比

较采用单因素方差分析及q检验，PG0．05为差异

有统计学意义。

2结 果

2．1 大黄素对SAP大鼠胰腺组织病理学的影响

(表2)：假手术组胰腺组织细胞结构均完整清晰，细

胞间隙未见明显水肿及白细胞浸润；模型组胰腺实

质大片坏死，腺泡及导管失去正常形态，出血及脂肪

坏死增多，大量中性粒细胞浸润，有钙化形成，24 h

病变最明显；大黄素组24 h、72 h时胰腺坏死灶和

炎性细胞较模型组明显减少，水肿及空泡变性少，

120 h时未见胰腺坏死灶，间质内少量白细胞浸润，

细胞间隙无明显增宽。模型组大鼠不同时间点胰腺

病理评分明显高于假手术组(均PG0．05)；大黄素

组大鼠制模后24 h、72 h胰腺病理评分均明显低于

模型组(均PG0．05)。

表2各组大鼠制模后不同时间点胰腺病理

评分变化比较(i士s)

组别 动物数
胰腺病理评分(分)

24 h 72 h 120 h

注：与假手术组比较，aP<0．05；与模型组比较，6P<0．05

2．2大黄素对SAP大鼠血淀粉酶的影响(表3)：

模型组制模后24 h、72 h血浆淀粉酶水平较假手术

组明显升高(均PG0．05)，至120 h淀粉酶水平接

近正常；大黄素能明显降低各时间点血浆淀粉酶水

平，24 h和72 h时与模型组比较差异均有统计学意

义(均PG0．05)。
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表3各组大鼠制模后不同时间点血浆

淀粉蕊水平变化比较(；士s)

组别动物效———i亓_———j坠堑堡雩芋莩旦垒b
注t与假手术组比较，。P<0．05I与模型组比较，6P<0．05

2．3大黄素对SAP大鼠小肠AQP3表达的影响

2．3．1大黄素对SAP大鼠小肠AQP3蛋白表达的

影响：免疫组化结果显示(彩色插页图1)，假手术组

大鼠AQP3主要表达于回肠黏膜绒毛尖端上皮细

胞内，表达较弱；模型组AQP3表达明显增多，由绒

毛尖端向隐窝方向延伸；给予大黄素治疗后，72 h

时AQP3表达即明显减少，主要集中于绒毛尖端

部，至120 h时AQP3表达与假手术组无明显差异。

Western blotting分析显示(图2)，SAP大鼠在24、

72、120 h回肠AQP3蛋白表达水平较假手术组明

显增高(均P<0．05)，于24 h达高峰，随着病程延

长，胰腺病理评分下降，AQP3蛋白表达水平下降；

大黄素治疗后AQP3蛋白表达在24、72、120 h均较

模型组显著下降(均P<0．05)，而与假手术组比较

差异无统计学意义(均P>O．05)。

注：与假手术组比较，‘P<O．05；与模型组比较，6P<0．05

圈2 Western blotting分析显示

各组大■回肠组织中AQP3蛋白表达

2．3．2 大黄素对SAP大鼠小肠AQP3 mRNA表

达的影响(图3)：实时定量PCR结果显示，SAP大

鼠24 h、72 h回肠AQP3 mRNA表达较假手术组

明显增高(均P<0．05)，于24 h时达高峰，120 h时

AQP3 mRNA表达与假手术组比较差异无统计学

意义(P=0．069)；大黄素治疗后24 h、72 h AQP3

mRNA表达较模型组明显下降(均P<0．05)，至

120 h时3组表达无明显差异。

注：与假手术组比较，·P<0．05；与模型组比较，6P<0．05

圈3各组大■回肠组织中AQP3 mRNA裹达

3讨论

目前中药大黄被广泛用于急性胰腺炎的治疗，

具有改善病情、降低病死率的作用。大量研究总结大

黄作用的机制认为：大黄可促进胃肠蠕动，促进胃

肠黏膜血液循环，加快胃肠道内细菌和毒素排泄，

杀灭肠道内细菌，促进损伤的胃肠黏膜修复；保持肠

道微生态平衡，并且能降低肠黏膜通透性，抑制肠道

细菌及内毒素移位等[8’13‘1引。焦东海凹]曾采用重用大

黄的中西医结合方法治疗SAP，并与西药治疗相比

较，表明大黄具有减少手术率、降低病死率的作用。

大黄素具有抑制胰酶活性、抑菌、导泻、解除括约肌

痉挛及有效抑制血管活性物质如二十碳烯酸类的异

常代谢而改善微循环等作用[10’17-1。]。本研究发现，大

黄素能明显改善SAP大鼠胰腺病理破坏，降低血淀

粉酶水平，对SAP具有治疗作用。

SAP时肠黏膜屏障受损、肠黏膜通透性增高是

重要的病理生理机制之一，其结果导致肠道细菌、毒

素移位，引起SAP继发感染。Wang等[2∞21]发现，

SAP大鼠病程早期即有小肠、盲肠、胰腺等组织水

肿；体外研究显示，SAP大鼠回肠和结肠小分子标

志物荧光素钠和51Cr一标记的乙二胺四乙酸从小肠

黏膜进入浆膜水平明显升高，提示SAP时肠道黏膜

对水分子等小分子及大分子物质通透均增高。孙家

艳等[Z22研究显示，大黄可以减低肠黏膜通透性。

AQPs在哺乳动物组织内广泛分布，其生理学

特性除特异性转运水外，还参与维持膜的流动性和

完整性及有助于肿瘤血管的生长等功能[2S-Z4]。有报

道，在消化道中，从舌至大肠均有AQP3的表达瞳引。

AQP3定位及表达的异常可引起水渗透性的改变，

如AQP3基因敲除小鼠因为肾集合管对水的渗透

能力下降而表现为明显的多尿[263；小肠大部切除术

后，随着AQP3 mRNA表达的上调，术后引起的腹

泻会逐渐改善，推测AQP3在此机体的适应过程中
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起重要作用[2 7|。

传统中药大黄具有通腑泻下的作用，关于大黄

对AQPs的作用已见报道。张文生等m3研究认为，

大黄总蒽醌在使SD大鼠致泻的同时，可有效下调

近端结肠AQP4蛋白及mRNA的表达；体外研究

证实，大黄酸、大黄素可有效下调LoVo细胞AQP4

蛋白及mRNA的表达，对AQP4的调节可能是大

黄蒽醌衍生物发挥泻下作用的重要机制之一。本研

究发现，SAP时AQP3在回肠黏膜蛋白及mRNA

表达均明显上调，以24 h时为著，说明在SAP病程

早期即有AQP3的异常表达；随着SAP大鼠病程的

延长，胰腺病理评分及血淀粉酶下降，AQP3表达水

平逐渐降低。大黄素治疗可明显下调AQP3的蛋白

及mRNA表达，以24 h、72 h为显著，rnRNA表达

在120 h时3组差异不大，与蛋白表达结果略有不

同，考虑可能与mRNA表达早于蛋白表达有关。

综上所述，本研究结果提示，AQP3参与了

SAP大鼠的病理生理改变，这可能是肠黏膜通透性

增高的机制之一；大黄素可使AQP3表达下降，考

虑可能与大黄素治疗SAP时降低肠黏膜通透性有

关，但其进一步作用机制还需深入探讨。
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