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Abstract
AIM: To study the effect of hepatic NF-κB on ICAM-1 ex-
pression in rats with acute pancreatitis.

METHODS: Seventy-two Wistar rats were randomly di-
vided into three groups: acute pancreatitis group (AP),
acute pancreatitis treated with pyrrolidine dithiocarbamate
(PDTC) group (APP) and sham operation group (SO). Hepatic
NF-κB activities were determined with EMSA. The expression
of hepatic ICAM-1 was detected with immunohistochemistry.
Hepatic myeloperoxidase (MPO) and serum alanine ami-
notransferase (ALT) were measured.

RESULTS: Activities of NF-κB were significantly higher in
AP and APP groups than that in SO group from 3 to 6
hours. The expressions of ICAM-1 were stronger in AP
and APP groups than in SO group. The levels of hepatic
MPO and serum ALT were also significantly higher in these
two groups than in SO group. However, compared with
AP group, the activities of  NF-κB, the expression of ICAM-1
and the level of hepatic MPO and ALT significantly decreased
in APP group.

CONCLUSION: Activation of hepatic NF-κB is involved in
the liver injury by regulating ICAM-1 expression during
pancreatitis.
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摘要

目的: 观察急性胰腺炎大鼠肝脏NF-κB对ICAM-1表达的

调控及其在急性胰腺炎肝损伤中的作用.

方法: Wistar 大鼠 72 只随机分为急性胰腺炎组(AP 组) 急

性胰腺PDTC处理组(APP组)以及对照组(SO组). 分别在术

后 3 h 6 h 12 h 及24 h 检测肝组织NF-κB 活性 ICAM-

1表达, 肝组织髓过氧化物酶(MPO)活性以及血浆丙氨酸氨

基转移酶(ALT)水平.

结果: AP 及 APP 组 NF-κB 活性在术后 3-6 h 显著高于 SO

组; ICAM-1 表达在术后 3-24 h 显著高于 SO 组; MPO 及

ALT在术后6-24 h也显著高于SO组. 然而 在运用了NF-

κB 抑制剂的 APP 组 NF-κB 活性 ICAM-1 表达 MPO

以及血浆 ALT 均显著低于 AP 组.

结论: 急性胰腺炎发生时 肝脏中活化的 NF-κB 促进了

ICAM-1 的表达 并由此参与了肝损伤的发生.
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0   引言

急性胰腺炎常伴有多脏器功能不全[1] 而肝脏是最常

受累的器官之一[2]. 核因子 kB(NF-κB)是一类主要参与

炎性分子表达调控的转录因子[3-5] 同参与其他原因引

起的组织损伤过程一样 他参与了急性胰腺炎肝损伤

的发生[7-10]. 细胞间黏附分子 1(ICAM-1)主要介导多形

核粒细胞(PMN)同血管内皮细胞之间的黏附 他同样参

与了不同原因引起的组织损伤过程[11, 12]. 由于ICAM-1的

启动子上存在着 κB 结合位点[13] 为了了解 NF-κB 参

与急性胰腺炎肝损伤的机制 我们观察了大鼠急性胰

腺炎发生时 肝脏 NF-κB 对 ICAM-1 表达的调节作用.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 72 只 雌雄不限 体质量 200-

250 g 随机分为 3 组: (1)急性胰腺炎组(AP 组 24 只):

用 3 g/L 戊巴比妥钠 ip 麻醉(10 mL/kg) 上腹部正中切

口入腹 经十二指肠穿刺胆管成功后 以无创血管夹阻

断肝门部胆管 向胰管内逆行注入 50 g/L 牛磺胆酸钠
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(1 mL/kg) 注射完毕后松开血管夹 关腹 皮下注

射生理盐水 2 mL 以补充术中丢失水分; (2)急性胰腺

炎 PDTC 处理组(APP 组 24 只): 诱导胰腺炎前 1 h 经

腹腔注入 NF-κB 抑制剂 PDTC (10 mg/kg); (3)假手术组

(SO 组 24 只): 操作方法同 1 但不向胰管内注入牛

磺胆酸钠. 各组分别在术后 3 h 6 h 12 h 24 h 再

次开腹 经下腔静脉采血约 5 mL 置于肝素钠抗凝瓶

中 离心(2 000 r/min 1 min) 取上清冻存; 并取大

小约 0.5 cm3 肝中叶组织三块 置于液氮中保存.

1.2 方法  (1)肝组织 NF-κB 活性  参照文献介绍的方法

对肝组织进行核蛋白提取 并用考马斯亮蓝测定蛋白

浓度 调蛋白浓度为 0.5 µg/L 后置于 -70 保存. 以 -
32P 在 T4 激酶的作用下标记 NF-κB 探针 探针序列为

5 -AGTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3 . 将标记的探

针同肝组织核蛋白进行结合后 置于非变性聚丙稀酰

胺凝胶中电泳并进行放射自显影 用凝胶扫描分析仪

对显影结果进行分析 以积分辉度值表示 NF-κB 的活

性变化. (2)肝组织 ICAM-1 蛋白表达 以免疫组化 SP 法

进行检测 用 Tiger 电子计算机图像分析系统计算阳性

细胞染色的积分光密度. (3)肝组织髓过氧化物酶(MPO)

参照文献介绍的方法进行检测. (4)血浆丙氨酸氨基转移

酶(ALT) 用自动生化分析仪(Bckman CX7)进行检测.

      统计学处理  结果以 sx ± 表示 组间行 t 检验

P <0.05为差异有显著意义; P <0.01为差异有极显著意义.

2   结果

2.1 肝组织中 NF-κB 活性  除 SO 组外 其余二组在术后

3 h 肝组织中 NF-κB 存在显著活化 6 h 后活化程度下

降 但仍显著高于 SO 组(P <0.01) 术后 12 h NF-κB 活化

程度则明显下降 同 SO 组相比无显著差异(P  >0.05) 至

24 h 活化消失. 其中 AP 组 NF-κB 活化程度在 3-6 h 均

显著高于 APP 组(P <0.01 表 1 图 1).

图 1  NF-κB 电泳结果(3 h, 由左至右为 SO 组 APP 组 AP 组).

2.2 肝组织 ICAM-1 蛋白表达  SO 组未检测到 ICAM-1

蛋白表达 在术后 3-24 h AP APP 组均有 ICAM-1 蛋

白表达 术后 6 h表达最强 各时相点均显著高于 SO组

(P <0.01). 阳性物质主要分布于肝窦内皮细胞及部分肝细

胞膜. APP 表达强度明显低于 AP 组(P <0.05 或 P <0.01

表 1 图 2-4).

表 1  急性胰腺炎大鼠肝组织 NF-κB ICAM-1 MPO 及血浆 ALT

测定结果( sx ± , n =24)

T (术后)/ h
项目    分组

          3 6 12 24

NF-κB      AP 3.13 0.57     1.92 0.26     0.80 0.12     0.68 0.17

(吸光度)    APP 1.85 0.38b     1.36 0.22b     0.73 0.11     0.71 0.13

    SO     0.71 0.10d    0.67 0.11d    0.69 0.11     0.69 0.14

ICAM-1    AP 7.20 0.88    10.77 1.66     6.20 0.93     5.18 0.92

(吸光度)    APP  4.85 0.83b    6.33 0.85b    4.23 0.74b     4.00 0.75a

                 SO 1.88 0.24d     1.45 0.36d     1.57 0.31d     1.45 0.33d

MPO         AP 2.13 0.45     4.51 0.78     6.45 0.93   11.40 1.62

(kat/kg)      APP 2.06 0.50      3.30 0.70a     4.95 0.75a     5.91 1.30b

    SO 1.71 0.41      1.82 0.38d     1.76 0.50d     1.56 0.37d

ALT          AP 1.09 0.19     1.56 0.21     2.37 0.36     3.47 0.73

(kat/L)     APP   0.96 0.14     1.17 0.18b     1.65 0.21b     2.13 0.43a

                 SO 0.68 0.09      0.72 0.11d     0.66 0.09d     0.78 0.14d

aP <0.05, bP <0.01, vs AP 组. dP <0.01, vs AP, APP 组.

SO 组  APP 组  AP 组

图 2  ICAM-1 阴性表达(SO 组, 6 h).

图 3  ICAM-1 弱阳性表达(APP 组, 6 h).

图 4  ICAM-1 强阳性表达(AP 组, 6 h).
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2.3 肝组织 MPO 活性变化  同 SO 组相比 AP APP
组 MPO 活性在术后 6 h 显著增加 至 24 h 均呈持续性
上升趋势(P <0.01). 其中 APP 组 MPO 活性在 6-24 h 均
显著低于 AP 组 (P <0.05 或 P <0.01 表 1).
2.4 血浆 ALT  SO 组 ALT 术后无明显变化. AP 及 APP 组
ALT 在术后 3-24 h 均呈持续性上升 显著高于 SO 组
(P <0.01). 但 6 h 后 APP 组 ALT 明显低于 AP 组(P <0.05
或 P <0.01 表 1).

3   讨论

核因子κB是一类能与某些基因启动子及增强子区的κB序

列结合的蛋白质 他能启动或增强这些基因的转录[14-16].

在静息的细胞中 NF-κB 以无活性的形式存在于细胞

质之中 当受到一定的刺激后 NF-κB 活化 并发

生核易位 同靶基因启动子或增强子上的 κB 位点结

合 从而启动或增强这些基因的转录[17-20] 进而参与

组织的损伤过程[22-24]. 在急性胰腺炎肝损伤发生过程

中 肝脏 NF-κB 的活化同样起着重要的作用[10].

        由于在ICAM-1启动子上存在着NF-κB结合位点[13].

为了进一步阐明 NF-κB 产生作用的机制 我们观察了

NF-κB 对肝组织 ICAM-1 的表达的调控作用以及由此

引起的组织损伤效应. ICAM-1 是细胞黏附分子免疫球

蛋白超家族中的一员 主要介导多形核粒细胞(PMN)与

血管内皮细胞间的黏附 在 PMN 向组织中聚集的过程

中有着重要的作用 而聚积于组织中的 PMN 则可导致

细胞及组织的损伤. 髓过氧化物酶(MPO)存在于 PMN 的

嗜天青颗粒之中 每个 PMN 所含 MPO 的量是恒定的

因此通过测定 MPO 就能够反映 PMN 的浸润程度. 结果

表明 同对照组相比 诱导急性胰腺炎后 3-6 h AP

及 APP 组 NF-κB 出现了显著活化 活化程度在 3 h 较

高. 与此同时 ICAM-1 蛋白表达在 3-24 h 也显著高于

对照组 其表达峰值出现在术后 6 h 较 NF-κB 有所

滞后. 肝组织 MPO 及血浆 ALT 也显著高于对照组. 然

而 同 AP 组相比 在运用了 NF-κB 抑制剂 PDTC 的

APP 组 随着 NF-κB 活化程度的显著下降 ICAM-1

蛋白表达 肝组织 MPO 以及血浆 ALT 在各时相点均

有了显著下降. 这就说明在急性胰腺炎发生时 肝脏

NF-κB 的活化促进了 ICAM-1 的表达 并可由此导致

PMN 在肝组织中聚集 从而引起肝损伤.
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