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Abstract
AIM: To observe the levels of leukemia inhibitory 
factor (LIF) in the pulmonary tissues in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP), and to investigate 
the role of LIF in the progression of SAP and lung 
injury.

METHODS: Thirty-six male Sprague Dawley 
rats were randomly divided into three groups: 
normal control (n = 6), sham operation (n = 6), 
and SAP (n = 24) group. SAP model was in-
duced by retrograde injection of 50 g/L sodium 
taurocholate into the pancreatobiliary duct. The 
expression of pulmonary LIF mRNA was de-
tected by semi-quantitative reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR), and the 
expression of LIF protein was detected by im-
munohistochemistry.

RESULTS: The level of pulmonary LIF mRNA 
expression was increased significantly in SAP 
group at 3 h in comparison with that in normal 
control and sham operation group (grey value: 
1.018 ± 0.065 vs 1.451 ± 0.067, 1.322 ± 0.072, both 
P < 0.05), and maintained at high levels up to 

24 h after modeling (0.853 ± 0.058, 0.635 ± 0.064, 
0.582 ± 0.089 for 6, 12, and 24 h, respectively, P  
< 0.01). Similarly, the expression of pulmonary 
LIF protein was also markedly increased in SAP 
group 3 and 6 h after modeling as compared 
with that in normal and sham operation group 
(grey value: 127.36 ± 2.76, 122.53 ± 2.43 vs 159.46 
± 2.78, 156.35 ± 3.12, all P < 0.05), and main-
tained at high levels at 12 and 24 h (109.37 ± 2.87, 
102.42 ± 2.27, respectively)(P < 0.01).

CONCLUSION: LIF acts as a proinflammatory 
mediator in SAP.
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摘要
目的: 观察重症急性胰腺炎(SAP)大鼠白血病
抑制因子(LIF)在肺组织中表达的时相变化, 
探讨LIF在SAP病程及肺损伤中的意义. 

方法: 36只♂SD大鼠随机分为正常对照组(N
组, n  = 6)、假手术组(Sham组, n  = 6)和重症急
性胰腺炎组(SAP组, n  = 24). 采用胰管逆行灌
注50 g/L牛磺胆酸钠的方法复制大鼠SAP模
型. 用RT-PCR法检测肺组织中LIF mRNA的表
达水平, 免疫组织化学方法检测LIF在肺组织
中的表达变化.

结果: SAP组3 h后肺组织LIF mRNA的表达量
明显高于对照组和假手术组(灰度值: 1.018±
0.065 vs  1.451±0.067, 1.322±0.072, P <0.05),
并且6, 12, 24 h持续升高(0.853±0.058, 0.635
±0.064, 0.582±0.089)(P <0.01). 同样, SAP组
LIF蛋白表达在3和6 h后明显高于对照组和
假手术(127.36±2.76, 122.53±2.43 vs  159.46
±2.78, 156.35±3.12, P <0.05), 并且12, 24 h后
也维持在很高的水平(109.37±2.87, 102.42±
2.27).

■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 一 种 严
重 的 全 身 性 疾
病 ,  死 亡 率 高 达
20%-30%. 急性肺
损伤是SAP最常
见且严重的并发
症, 其发病机制尚
未完全阐明. 近年
来 有 报 道 称 L I F
作为一种促炎症
细胞因子参与了
炎症反应 ,  然而 , 
目 前 关 于 L I F 在
SAP肺损伤发病
机制中的作用尚
未见报道 .  为此 , 
我们通过对实验
性SAP肺组织LIF 
mRNA的研究, 探
讨LIF在SAP肺损
伤发病机制中的
作用.
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结论: LIF作为促炎症因子参与了SAP肺组织
的炎症反应. 
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是一种严重的全身性疾

病, 死亡率高达20%-30%. 急性肺损伤是SAP最
常见且严重的并发症, 其发病机制尚未完全阐

明. 近年许多研究表明是由多种促炎细胞因子

(TNF, IL-1, IL-6, NO, 血小板活化因子等)介导

的全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)引起的. 

白血病抑制因子(LIF)是白介素-6(IL-6)家族

中的一个多功能细胞因子, 因其能抑制鼠M1白
血病细胞克隆生长和促进其分化而得名. 近年

来有报道称LIF作为一种促炎症细胞因子参与

了炎症反应, 然而, 目前关于LIF在SAP肺损伤发

病机制中的作用尚未见报道. 为此, 我们通过对

实验性SAP肺组织LIF mRNA的研究, 探讨LIF在
SAP肺损伤发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠36只, 清洁级, 180-220 g, 由
华中科技大学同济医学院实验动物学部提供. 
动物以10 g/L戊巴比妥钠(35 mg/kg)腹腔内注

射麻醉. 经腹正中切口进腹, 用一号丝线结扎近

肝门处胆管, 将带有四号针头的1 mL注射器穿

刺距离胆胰管开口0.3-0.4 cm处的胆管, 注入

50 g/L牛磺胆酸钠(Sigma公司)生理盐水溶液

1 mL/kg, 速度为2 mL/min. 停留4 min, 去除结

扎线, 逐层关腹. 对照组仅牵引胰腺和十二指肠

后关腹. 术毕, 皮下注射生理盐水4 mL/100 g, 6 h. 
随机将大鼠分为3组: 正常对照组(N组, n  

=  6)麻醉动物后取材; 假手术组(Sham组, n  = 6)
麻醉后开腹轻揉胰腺, 取材; 重症急性胰腺炎组

(SAP组, n  = 24): 分为建模后3, 6, 12, 24 h共4个
亚组, 各时点麻醉动物后取材. 

于上述时点用戊巴比妥钠麻醉动物, 开腹

后取出肺组织. 肺组织标本, 均沿纵向剖开取材, 
经100 g/L中性福尔马林固定后, 石蜡包埋制成

组织蜡块. 将石蜡包埋好的组织块, 制成4-5 μm 
厚的连续切片, 置于60℃烘箱内烘烤6 h以上备用.

1.2 方法 

1.2.1 肺组织LIF抗体检测 采用免疫组化染色(SP
法). LIF兔抗鼠多克隆抗体购自武汉博士德生

物工程有限公司. SP试剂盒和DAB试剂盒购自

北京中杉金桥生物技术有限公司. 操作步骤为: 
按有关试剂的产品说明书进行操作. 脱蜡、水

化, 滴加30 g/L H2O2 50 μL, 38℃ 15 min, 抗原

修复液中95℃ 15 min, 依次滴加正常山羊血清

封闭液30 min, 一抗40 μL 4℃过夜, 二抗37℃ 
30 min, 酶标三抗37℃ 30 min. 每步骤后均用

缓冲液PBS洗涤5 min×3次, DAB显色, 苏木素

复染, 干燥, 中性树胶封片. 阳性细胞为胞质染

色呈棕黄色. 用TC21000数据图像分析系统进行

图像分析, 每组6只动物各取一张切片, 白色为0, 
黑色为255, 测出积分光密度和平均光密度, 进
行统计学处理. 
1.2.2 肺组织中LIF mRNA的表达用RT-PCR检

测 采用Trizol(MRC公司)一步法提取肺组织总

RNA, 紫外分光光度仪测定RNA浓度. M-MLV
逆转录酶试剂(Promega公司), Taq DNA聚合酶

(MBI公司), ECL发光试剂(P ierce公司), 梯度

PCR仪(Backman 公司). 互补DNA(cDNA)的合

成采用2 μL M-MuLV逆转录酶反应体系, 42℃
反应1 h. LIF引物: 正义5'-GTCAACTGGCTCA
ACTCAACG-3', 反义5'-CTGGCAGCCCAACT
TCTTC-3', 扩增片段长度406 bp. β-actin引物: 
正义5'-CTTTTGTGCCTTGATAGTTC-3', 反义

5'-GAGTCCTTCTGACCCATAC-3', 扩增片段

长度265 bp. 引物由上海生工生物技术公司合

成. PCR反应条件: 94℃ 5 min, 94℃ 45 s, 55℃ 
45 s, 72℃ 1 min, 30个循环. 取7 μL PCR反应

产物加1 μL 10×Loading Buffer在15 g/L琼脂

糖凝胶上电泳(110 V, 30 m in), 紫外透射仪观

察, 并用UVP紫外凝胶图像分析仪摄影记录. 用
TC21000数据图像分析系统分析各条带灰度值, 
得LIF/β-actin的灰度比值, 即为LIF mRNA的相

对表达值.
统计学处理 采用SPSS 11.0分析, 数据均采

用mean±SD表示, 根据实验要求采用t检验, 方
差分析进行数据分析, P <0.05认为有显著统计学

意义.

2  结果

2.1 大鼠肺组织LIF mRNA的表达 通过RT-PCR
检测, 经琼脂糖凝胶电泳后, LIF与β-actin基因的

RT-PCR产物与理论长度相一致, 正常组、假手

■创新盘点
LIF是新近认识的
白介素家族中的
一个多功能细胞
因 子 ,  学 术 界 对
LIF的研究主要集
中在生殖、免疫
和神经方面, 在炎
症反应中的研究
较少. 细胞因子是
目前研究重症急
性胰腺炎发病机
制的热点, 尤其是
后期致炎因子的
研究. 本实验就此
建立动物模型深
入探讨LIF在SAP
发病机制中的作
用.
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术组均未见明显的LIF表达, 建模3, 6, 12, 24 h
组均能检测到LIF的表达, 其中以12 h组为最明

显(图1). 我们用LIF/β-actin的灰度比值作为LIF
基因的相对表达值, 各组LIF mRNA的相对表达

见表1, 3 h组起, 与N组和Sham组比较有显著性

差异(P <0.05), 6 h组起, 与N组和SAP组比较有

极显著性差异(P <0.01). 各组内参β-actin基因的

RT-PCR产物在265 bp附近. LIF基因的RT-PCR
产物在406 bp附近, N组和Sham组几乎不见LIF
基因的RT-PCR产物, 12 h组及24 h组则表达明显.
2.2 免疫组化染色(SP法)LIF的表达 各组肺组织

中LIF在肺泡细胞和间质细胞胞质中的表达: N
组和SAP组的表达呈阴性, 从3 h组起, LIF的
表达增强, 与N组和Sham组比较有显著性差异

(P <0.05). 6 h组起, 与N组和Sham组比较有极显

著性差异(P <0.01, 表2).

3  讨论

急性胰腺炎(AP)是临床常见的急腹症, 除有局部

的病理损伤表现外常伴有明显的全身炎症反应, 
甚至并发多器官损伤, 病死率很高. 急性肺损伤

是SAP最常见的并发症, 并与高死亡率有关[1,2]. 
多种促炎细胞因子(TNF, IL-1, IL-6, NO, 血小板

活化因子)等参与的炎症反应是SAP发病的机制

之一[3]. 细胞因子可以通过“扳机样作用”触发

炎症介质的“瀑布样级联反应”, 使得AP易于

从局部病变迅速发展成为全身性炎症性反应综

合征和多器官功能衰竭(MOF). TNF是炎症早期

一过性释放的致炎因子[4], 针对炎症早期的TNF
和其他致炎因子的拮抗剂有一定的疗效, 但对

于炎症后期所引起的脓毒症却无能为力. 许多

研究发现确实存在着一种感染后期的炎症介导

因子[3]. 
白血病抑制因子(LIF)是一个多功能的细胞

因子, 属于细胞因子IL-6家族, 能促进细胞的生

长、分化, 调节钙和骨骼的新陈代谢, 介导急性

期蛋白和肿瘤机体的恶病质的产生[4]. 已在活

化的T细胞、单核细胞、神经胶质细胞、肝成

纤维细胞、骨髓基质细胞、胚胎干细胞、胸腺

上皮细胞等多种细胞中发现有LIF的表达[5]. 正
常情况下组织和外周血循环中LIF的表达量极

低[6], 许多证据表明, 炎症介质IL-1, IL-6, IL-17, 
TNF-α以及脂多糖(LPS)等可诱导LIF基因表达[7], 
抗炎症物质可抑制LIF基因的表达, 例如: 糖皮

质激素、IL-4和IL-13[7,8]. 这些促炎物质可能是

通过活化第二信使蛋白激酶(PKC)而刺激细胞

产生LIF[9]. LIF在正常成年大鼠体内有极低水平

的表达, 在炎症反应中表达升高[6,10]. 
Lankisch et al [11]对死于AP的36例患者进行

了深入的研究, 发现肺组织学的改变与成人呼

吸窘迫综合征(ARDS)一样. Jorens et al [12]证实在

ARDS患者的支气管肺泡灌洗液中LIF表达增高, 
他提出LIF是ARDS中炎症细胞因子级联中的一

员, 但LIF在炎症反应中是作为抗炎因子还是促

炎因子仍不清楚. LIF可能在一些动物炎症模型

中起到了保护的作用. 他通过下调TNF的表达来

下调诸如LPS引起的急性肺部炎症[13]. 而且, 有
报道称L I F可以轻微的保护肺部抵抗氧化毒

性[14,15]. 
现已证实肺组织结构细胞可表达L I F和

LIFR, 而且IL-1β和IL-6可以诱导肺组织LIF释
放, 其中以成纤维细胞表达LIF水平最高, 气道

平滑肌细胞和肺动脉平滑肌细胞也可检测到高

    

表 1 各组LIF mRNA的相对表达

分组                 n              阳性信号灰度 (A , mean±SD)

正常组               6                        1.451±0.067

假手术组                6                        1.322±0.072

建模3 h组               6                        1.018±0.065a

建模6 h组               6                        0.853±0.058b

建模12 h组             6                        0.635±0.064b

建模24 h组             6                        0.582±0.089b

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常组和假手术组.

    

表 2 各组LIF免疫组化图像分析结果

分组                 n              阳性信号灰度 (A , mean±SD)

正常组               6                          159.46±2.78

假手术组               6                          156.35±3.12

建模3 h组               6                          127.36±2.76a

建模6 h组               6                          122.53±2.43a

建模12 h组             6                          109.37±2.87b

建模24 h组             6                          102.42±2.27b

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常组和假手术组.

图 1 大鼠肺组织LIF mRNA的表达. N: 正常组; S: 假手术组; 

3 h, 6 h, 12 h, 24 h: 建模3 h, 6 h, 12 h, 24 h组.

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

N        S       3 h     6 h   12 h    24 h     

■同行评价
本研究只检测了
LIF一种因子在肺
组织中的表达变
化, 反映了一定的
问题, 但不足以证
实这种变化的机
制. 讨论条理分明, 
结论中肯.
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水平的LIF基因表达, 支气管上皮细胞表达水平

较低[16]. Fujii et al [17]和Elias et al [18]也发现直径小

于10 μm的空气污染微粒(PM10)可诱导人支气

管上皮细胞表达LIF, IL-1, TGF-β和呼吸道合胞

病毒(RSV)可刺激气道平滑肌细胞产生IL-11及
其他IL-6家族细胞因子(IL-6和LIF). 此外, 嗜酸

粒细胞、肥大细胞、T细胞等炎症细胞也可表

达、合成并释放LIF[19,20]. 
在本实验中, LIF在建模后开始上升, 到12 h

有较高的表达 ,  至24  h仍维持在较高的水平 . 
SAP大鼠肺组织LIF水平的时相变化以及其作为

炎症介质的能力说明他可能作为炎症介质参与

了SAP的全身炎症反应. 他可能是早期炎症因

子TNF-α和IL-1β的下游因子, 因为有研究显示, 
TNF-α和IL-1β都可单独刺激活化的T细胞合成

并释放LIF[7,9]. 体外实验证明, LIF可明显增强嗜

酸粒细胞对血小板活化因子(PAF)和P物质的迁

移反应, 诱导嗜酸粒细胞释放颗粒蛋白, 表达活

性标记物CD69
[19], 诱导各种细胞产生促炎症细胞

因子, 刺激趋化因子合成[21]. 
LIF可能作为晚期炎症因子参与了SAP的晚

期炎症反应, 通过各种途径下调LIF水平或拮抗

其作用可能在SAP的炎症调控中具有重要意义. 
LIF作为晚期炎症介质将成为治疗的新的有希

望的靶点. 
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