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Abstract
AIM: To investigate the variation of NF-κB 
and its effect on immune response in rats with 
obstructive jaundice (OJ).

METHODS: Sixty male Wistar rats were ran-
domized into 3 groups, that is, sham operation 
group, common bile duct ligation (CBDL) group, 
and CBDL+PDCT group. Liver histopathology, 
levels of serum TB, ALT and LPS, liver IL-1β, 
IL-6, IL-10 and NF-κB were detected at 7 d and 
14 d after operation respectively in each group (n 
= 10).

RESULTS: In CBDL group, all rats were injured 
with the liver histological damage, in which the 
level of serum TB, ALT, LPS were all increased 
as compared with those in SHAM group 7 d and 
14 d post-operation (7 d: 140.14 ± 10.17 vs 7.309 

± 1.04, 134.479 ± 10.20 vs 35.79 ± 3.76, 189.33 
± 11.05 vs 2.816 ± 0.58; 14 d: 194.608 ± 12.73 vs 
36.142 ± 3.51, 217.797 ± 12.37 vs 7.321 ± 1.03, 
292.816 ± 14.53 vs 2.664 ± 0.53, all P < 0.01), be-
sides, expressions of IL-1β, IL-6, IL-10 and NF-
κB in liver were increased at day 7 (P < 0.01) and 
even more significant at day 14 (P < 0.01). After 
PDTC administration, compared with those in 
CBDL group, the level of serum TB, ALT as well 
as the expressions of IL-1β, IL-6 and NF-κB in 
liver were all significantly decreased at 7 d (P < 
0.01), while at 14 d there was no significant dif-
ference. However, after PDTC administration, 
compared with those in CBDL group, there was 
no significant difference for the level of LPS and 
IL-10 at both 7 d or 14 d.

CONCLUSION: In the early days (7 d), PDTC 
does play a protective role in OJ by down-
regulating the activation of NF-κB and down-
regulating IL-1β and IL-6, so as to alleviate the 
injuries of liver tissues. While in the late days (14 
d), PDTC has no significant effect, which may be 
caused by LPS, IL-10 and other functional chan-
nels.
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摘要
目的: 探讨梗阻性黄疸(obstructive jaundice, 
OJ)时NF-κB的变化及其对免疫应答的影响. 

方法: 60只Wistar♂大鼠随机分成3组: 假手术
组(SHAM组)、梗阻性黄疸组(CBDL组)和梗
阻性黄疸+NF-κB抑制剂脯氨酸二硫化氨基
甲酸酯(PDTC)组(PDTC组). 每组术后7、14 d
分批(n  = 10)检测光镜下肝脏病理组织学, 血
清总胆红素(TB), 谷丙转氨酶(ALT), 内毒素
(LPS)水平, 肝组织促炎因子IL-1β、IL-6, 抑炎
因子IL-10以及NF-κB蛋白表达. 

®

■背景资料
梗阻性黄疸 (OJ )
是外科常见的临
床 表 现 ,  围 手 术
期发生的感染、

肝衰竭、多器官
功能不全综合征
(MODS)等并发症
和高死亡率与术
前机体的免疫功
能受抑有密切关
系. NF-κB是一种
广泛存在于体内
细胞的核转录因
子, 通过对多种免
疫相关因子的调
节, 调控机体正常
免疫功能, 可导致
梗阻性黄疸时肝
脏炎性损伤以及
继发的机体免疫
功能改变.

■同行评议者
崔云甫, 教授, 哈
尔滨医科大学第
二附属医院普外
一科
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结果: CBDL组7、14 d大鼠均出现肝组织病理
损伤, CBDL组较SHAM组血清TB、ALT、LPS
增高(7 d: 140.14±10.17 vs  7.309±1.04, 134.479
±10.20 vs  35.79±3.76, 189.33±11.05 vs  2.816
±0.58; 14 d: 194.608±12.73 vs  36.142±3.51, 
217.797±12.37 vs  7.321±1.03, 292.816±14.53 
vs  2.664±0.53, 均P<0.01), 肝组织IL-1β, IL-6, 
IL-10和NF-κB表达增强(均P<0.01), 且14 d较7 d
变化更为显著. PDTC组大鼠血清TB、ALT和
肝组织IL-1β、IL-6、NF-κB表达在7 d时相点
时比CBDL组显著下降(P<0.01), 而到14 d时相
点时比较CBDL组无明显变化; LPS和IL-10表
达与CBDL组各时相点相比无明显差异.

结论: 梗阻性黄疸大鼠早期(7 d)通过PDTC抑
制NF-κB活化表达, 可下调促炎因子的表达, 减
轻肝损. 后期(14 d)作用不明显, 其机制可能是
通过LPS、IL-10等其他途径所致.

关键词: 梗阻性黄疸; 核因子κB; 脯氨酸二硫化氨

基甲酸酯; 血清总胆红素; 谷丙转氨酶; 内毒素
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0  引言

梗阻性黄疸(obstructive jaundice, OJ)是外科常见

的临床表现, 围手术期发生的感染、肝衰竭、多

器官功能不全综合征(multiple organ dyfunction 
syndrome, MODS)等并发症和高死亡率与术前

机体的免疫功能受抑有密切关系[1]. N F-κB是

一种广泛存在于体内细胞的核转录因子, 通过

对多种免疫相关因子的调节 ,  调控机体正常

免疫功能 ,  可导致梗阻性黄疸时肝脏炎性损

伤以及继发的机体免疫功能改变[2]. 本实验检

测O J时肝脏病理组织学, 血清总胆红素(to ta l 
b i l i rub in, TB)、谷丙转氨酶(ALT)和内毒素

(lipopolysaccharides, LPS)的水平, 肝组织促炎

细胞因子IL-1β、IL-6, 抗炎细胞因子IL-10和
NF-κB蛋白的表达, 同时应用PDTC抑制NF-κB
的活化后, 再次检测上述指标的变化, 来探讨

NF-κB在OJ大鼠不同时期对机体免疫应答、肝

损伤的影响机制, 为进一步研究干预治疗早期

梗阻性黄疸时机体的免疫力降低、肝损伤提供

新的理论依据和实践经验. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级,♂, Wis tar大鼠60只, 体

质量220 -230  g ,  购于中科院上海实验动物

中心. 吡咯烷二硫代氨基甲酸盐(pyr ro l i d ine 
dithiocarbamate, PDTC)购于Sigma公司. IL-1β, 
IL-6, IL-10细胞因子ELISA试剂盒购于美国R&B
公司. 蛋白抽提试剂盒购于Active Motiff公司, 
BCA蛋白定量试剂盒和EMSA(电泳迁移率变迁

检测)试剂盒购于Pierce公司. Olympus AU7200
全自动生化仪, 北京金山川公司MB-80内毒素定

量测定系统.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 大鼠随机分成3组, 假手术

组(SHAM组), 梗阻性黄疸组(CBDL组), 梗阻

性黄疸+PDTC组(PDTC组), 每组10只大鼠. 氯
胺酮(50 mg/kg)麻醉, SHAM组取上腹正中切

口约2-3 mm, 解剖肝蒂, 仅游离胆总管, 不予结

扎. CBDL、PDTC组在距肝门5 mm处用4-0丝
线双道结扎胆总管, 逐层关腹, 操作严格无菌. 
PDTC组在术前24 h ip 100 g/L PDTC (75 mg/kg, 
S igma), 术后每天给予100 g/L P D T C i p(50  
mg/kg), 直至处死. SHAM组和CBDL组则同期ip
等量生理盐水. 各组分别于术后7、14 d分批(n  = 
10)下腔静脉采血, 制备血清, 取出肝组织, 部分

置于40 g/L多聚甲醛溶液固定, 部分置液氮保存, 
最后将大鼠处死.
1.2.2 肝脏组织病理学检查: 取40 g/L多聚甲醛液

固定的肝组织, 常规脱水, 石蜡包埋, 切片. 切片

HE染色, 观察肝组织病理变化. 
1.2.3 血清生化指标测定: TB和ALT用Olympus 
AU7200全自动生化仪检测; LPS由北京金山川

公司MB-80微生物快速动态检测系统检测, 取下

腔静脉血6 mL, 3000 r/min离心15 min后, 取血浆

进行测定(鲎试剂偶氮基质显色法). 
1.2.4 肝组织匀浆的制备及其IL-1β, IL-6, IL-10
细胞因子含量测定: 取100 mg肝组织, 内切式匀

浆机冰上匀浆后, 以3000 r/min离心30 s, 取上清

液冰上继续裂解20 min, 加入50 µL 10% Nonidet 
P(NP)-40, 震荡30 s, 4℃ 3000 r/min离心10 min, 
取上清液, -80℃冰箱冻存备用. 通过大鼠IL-1β, 
IL-6, IL-10定量ELISA试剂盒测定, 严格参照试

剂盒操作说明进行. 
1.2.5 EMSA法检测NF-κB活化表达: 新鲜肝脏取

材组织称质量匀浆后抽提核蛋白, 步骤按试剂

盒说明书. 以BCA法测定抽得的蛋白蛋白浓度. 
步骤按试剂盒说明书. 本实验中NF-κB探针序

列如下: 5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG 
C-3', 采用3'末端生物素标记[3]. 制备60 g/L聚丙

■研发前沿
梗阻性黄疸内毒
素血症是机体免
疫功能受损的结
果, 内毒素血症刺
激炎症细胞产生
的细胞因子及炎
症介质可能是抑
制细胞免疫的主
要因素.
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烯酰胺凝胶. 按照EMSA试剂盒, 每孔取抽提的

核蛋白6 µg, 与缓冲液及探针混匀, 室温孵育20 
min后, 上样电泳, 100 V, 60 min, 半干电转移(280 
mA 40 min)将蛋白转至带阳性电荷的尼龙膜. 紫
外灯交联后化学发光显色. 显影后采用图像分

析系统对条带灰度进行分析.
统计学处理 结果数据以mean±SD表示, 用

SPSS14.0软件进行统计学分析. 组内前后不同时

点间两两比较采用成组t检验; 组间比较采用单

因素方差分析, P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 光镜下肝脏病理组织学改变 光镜下假手术

组肝组织结构正常, CBDL组7 d可见肝内胆管

扩张, 肝细胞肿胀、水样变性, 空泡变性、有少

量点状或灶状坏死; 汇管区有明显的小胆管、

毛细血管以及结缔组织增生(图1A). 结扎14 d可

见大范围的汇管区周围肝细胞变性、坏死; 胆
管细胞大量增生, 并伸入肝实质内; 纤维结缔组

织增生向肝小叶内扩展, 肝小叶有形态改变(图
1B). PDTC组在胆总管结扎7 d时肝病理改变较

之CBDL组明显减轻(图1C), 可见少量纤维组

织、新生胆管增生, 但仍可见肝细胞肿胀以及

少量灶性坏死; 结扎14 d时与CBDL组相比肝病

理改变差别不显著(图1D).
2.2 血清生化指标变化 血清ALT、TB、LPS水平

在CBDL组各时相均明显高于假手术组(P<0.01), 
且在术后14 d较7 d增高更明显(P<0.01); PDTC组
在术后7 d其血清ALT, TB水平明显低于同时相

的CBDL组(P<0.01), 术后14 d与CBDL组无明显

差异. PDTC组各时相的LPS值与CBDL组无明显

差异(P<0.01, 表1).
2.3 肝组织细胞因子变化 CBDL组肝组织IL-1β, 
IL-6, IL-10各时相点较SHAM组明显增高, 有统

■相关报道
在 体 外 试 验 中 , 
Tabary et al研究发
现IL-10可以通过
抑制IκB激酶复合
体来抑制NF -κB
的活性, 进而抑制
NF -κB对炎症因
子的调控作用.

表  1  各组大鼠血清生化指标值

     		           ALT (U/L)		                  TB (mol/mL)		                          LPS (ng/L)	

	               7 d	        14 d	                        7 d	                   14 d	                 7 d	            14 d

SHAM组	     35.79±3.76        36.142±3.51           7.309±1.04            7.321±1.03            2.816±0.58           2.664±0.53

CBDL组	 134.479±10.20b   194.608±12.73b      140.14±10.17b     217.797±12.37b       189.33±11.05b    292.816±14.53b

PDTC组	   91.659±7.47bd    182.713±15.38b    103.886±10.96bd    209.107±12.06b     188.624±11.12b    289.533±15.76b 

bP<0.01 vs  SHAM组; dP<0.01 vs  CBDL组.

A B

C D

图  1  光镜下肝脏病理组织学改变. A: CBDL组7 d; B: CBDL组14 d; C: PDTC组7 d; D: PDTC组14 d.
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计学意义(P <0.01), 且14 d时相点较7 d增高明显

(P <0.01); PTDC组7 d时相点肝组织IL-1β, IL-6较
CBDL组降低(P <0.01), 而14 d时相点无明显差异

(P <0.01); CBDL组和PDTC组肝组织IL-10相应

时相点对比均无明显差异(P <0.01, 表2).
2.4 NF-κB活化表达 SHAM组无特异性阻滞条

带; CBDL组可见活化蛋白与探针结合产生的明

显阻滞条带, 14 d时相点阻滞条带的面积与灰

度较7 d强(P <0.05); PDTC组有较少量蛋白活化, 
阻滞条带的面积与灰度各时相点均弱于对应的

CBDL组(P <0.05, 图2).

3  讨论

梗阻性黄疸患者术后较多并发症和高死亡率与

术前机体的免疫功能受抑有密切关系. 细胞因

子是免疫细胞调节细胞生长、分化、发挥免疫

功能的关键信使. 梗阻性黄疽可以启动机体内

细胞因子的分泌, 在梗阻性黄疸的发生、发展

过程中参与其对多器官功能障碍的启动. 而内

毒素是细胞因子产生的主要诱导剂, 诱导细胞

分泌多种炎性因子, 并借助这些炎性因子发挥

免疫调节作用. NF-κB是NF-κB/Rel家族中的最

主要成员之一[4], 是细胞因子释放的开关[5]. 正
常情况下NF-κB以无活性状态存在于细胞质中, 

由多肽链P50与P65两亚基构成的二聚体, 与其

抑制蛋白IκB结合形成非活性的三聚体, 处于不

表达状态. 细胞外的许多刺激物如内毒素、炎

症细胞因子、生长因子、病毒蛋白等均可激活

NF-κB, 首先引起NF-κB诱导激酶的活化, 继而

活化IκB激酶, IκB激酶磷酸化, IκB从NF-κB复
合体上脱落, 活化的NF-κB移向细胞核内, 结合

到靶基因的启动子或增强子的κB结构域, 引起

许多因子的转录, 包括促炎因子IL-1β, IL-6等[6-7]. 
NF-κB蛋白激活引起的多种基因表达的改变将

会导致炎症性疾病和肿瘤的发生. 在阻塞性黄

疸中NF-κB作为一种重要的炎症转录调控子, 对
肝组织的炎性反应、氧化应激以及肝细胞凋亡

和再生发挥着重要作用[8]. 本实验发现梗阻性黄

疸发生后肝组织NF-κB蛋白表达逐渐增多. 与此

同时, 血清中反映肝损伤的指标ALT、TB也明

显上升, 血清LPS也逐渐升高. 肝脏组织的促炎

细胞因子表达逐渐增多, 而抗炎因子IL-10也随

时间OJ延长表达增多. 肝脏组织病理损伤随时

间加重. 
PDTC是一种抗氧化剂, 可通过直接清除

活性氧中间产物(reactive oxygen intermediates, 
ROIs)减少局部自由基产生从而抑制NF-κB激活, 
使致炎细胞因子基因表达受到抑制, 进而减少致

■应用要点
PDTC是一种抗氧
化剂, 可通过直接
清除活性氧中间
产物(ROIs)减少
局部自由基产生
从而抑制NF -κB
激活, 使致炎细胞
因子基因表达受
到抑制, 进而减少
致炎细胞因子的
释放.

表  2  各组大鼠肝脏IL-1β, IL-6, IL-10表达的水平变化

     
		             IL-1β		                          IL-6		                                   IL-10	

	              7 d	          14 d	                           7 d	                    14 d	                 7 d	         14 d

SHAM组	      6.88±1.3               6.81±1.06             35.6±6.89        36.56±6.30        50.76±5.2         53.74±6.9

CBDL组	  140.65±12.15b      193.02±15.02b      179.12±9.81b       232.7±16.61b     78.96±8.83b    104.65±10.08b

PDTC组	    90.75± 11.81d     178.15±14.09d      130.41±12.57d     229.8±15.04b     73.19±8.94b    100.53±8.33b 

bP<0.01 vs  SHAM组; dP<0.01 vs  CBDL组.

图  2  NF-κB活化表达. aP<0.05 vs  同组7 d; cP<0.05 vs  CBDL组同时点.
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炎细胞因子的释放[9-12]. PDTC干预OJ大鼠后, 早
期(7 d)较CBDL组NF-κB蛋白表达减少, 肝脏促

炎细胞因子IL-1β, IL-6表达不同程度降低, 肝组

织损伤减轻, 血清ALT、TB降低. 这表明早期抑

制NF-κB的激活对减轻阻塞性黄疸病程早期的

肝脏炎性损伤有积极的作用, IL-1β, IL-6则可能

是NF-κB抑制剂PDTC减轻阻塞性黄疸时肝脏损

伤的机制之一. 后期(14 d)较CBDL组NF-κB蛋白

表达亦降低, 而细胞因子IL-1β, IL-6则无明显降

低, 肝组织损伤, 血清ALT、TB; PDTC组的LPS
和抗炎细胞因子IL-10较CBDL组早晚期均无明

显变化. 梗阻性黄疸内毒素血症是机体免疫功能

受损的结果, 内毒素血症刺激炎症细胞产生的细

胞因子及炎症介质可能是抑制细胞免疫的主要

因素[13]. 在体外试验中, Tabary et al [14]研究发现

IL-10可以通过抑制IκB激酶复合体来抑制NF-κB
的活性, 进而抑制NF-κB对炎症因子的调控作用. 
IL-10主要由T淋巴细胞产生, 可抑制LPS等诱导

的单核巨噬系统的活化及炎性细胞因子的合成, 
抑制创伤、感染等炎症介质介导的炎症反应, 对
抑制早期炎症反应、保护器官功能方面有重要

意义, 但后期介导的细胞免疫抑制是感染性休

克和免疫功能下降的重要原因. OJ后期, LPS和
IL-10在PDTC组同CBDL组均明显升高, 所以本

实验推测, OJ后期通过LPS和IL-10等其他因素对

促炎因子的表达起较主要的作用, 从而提高了机

体感染和多器官功能损伤的风险, 而NF-κB对促

进炎症因子表达的作用相对不明显. 另外其他细

胞因子、细胞凋亡也有可能影响NF-κB的表达

作用, NF-κB的具体机制有待进一步的研究, 使
其对保护机体器官功能产生积极的临床意义.

总之, 梗阻性黄疸时NF-κB的活化上调了细

胞因子的表达,导致肝损伤, 早期通过PDTC可抑

制NF-κB活化而减轻肝损伤, 后期PDTC作用不

明显, 由此推出阻黄机体免疫功能改变是多种

因素调节的结果, LPS和IL-10可能是重要的影响

因素, 我们应尽早改善机体的免疫功能.
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■同行评价
本文探讨梗阻性
黄疸时NF -κB的
变化及其对免疫
应答的影响, 选题
较好, 对以后指导
临床有较大意义.


