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Abstract
AIM: To study the role of nuclear factor-kappa 
B (NF-κB) and reactive oxygen species (ROS) in 
rats with severe acute pancreatitis (SAP), and to 
evaluate the effect of NF-κB essential modifier 
binding domain (NBD) peptides on this model.

METHODS: Sodium taurocholate (50 g/L, 1 
mL/kg body weight) was retrogradely injected 
into rats’ biliopancreatic ducts to induce the SAP 

model. Sixty-four rats were randomly divided 
into 4 groups: sham operation group, SAP group, 
TAT-NBD (WT) peptides group and TAT-NBD 
(MT) peptides group. The drugs were intraperi-
toneally injected into the rats 30 minutes before 
the operation. The changes of NF-κB P65 protein 
in pancreas, pancreatic histopathology, serum 
amylase, and malondialdehyde (MDA), total-
superoxide dismutase (T-SOD) in pancreas were 
evaluated 6 and 12 h after operation.

RESULTS: In comparison with that in the sham op-
eration group, the expression of NF-κB p65 protein 
was significantly enhanced in the SAP group at 6 
or 12 h (49.3 ± 2.2 vs 4.3 ± 1.4, 65.8 ± 1.8 vs 5.0 ± 1.3, 
both P < 0.05); the production of MDA was also in-
creased (212.7 ± 12.5 vs 87.7 ± 7.5, 296.8 ± 13.3 vs 96.2 
± 8.3, both P < 0.05); however, the activity of T-SOD 
was lowered (88 ± 10 vs 183 ± 10, 65 ± 7 vs 194 ± 10, 
both P < 0.05). In comparison with that in the SAP 
group, the expression of NF-κB p65 protein (25.9 ± 
2.3, 38.9 ± 2.6) or the production of MDA (102.5 ± 
10.4, 164.5 ± 12.2) was markedly decreased in the 
TAT-NBD (WT) group, while the activity of T-SOD 
was notably increased (153 ± 11, 168 ± 12) (P < 0.05); 
the histological scores for pancreas were also re-
duced (5.04 ± 0.41 vs 8.71 ± 0.45, 5.45 ± 0.34 vs 10.31 
± 1.23, both P < 0.05); the level of serum amylase 
had no obvious change. The above indexes had no 
marked changes in the TAT-NBD (MT) group.

CONCLUSION: NF-κB is over-activated and the 
production of ROS increases in SAP rats. NBD 
peptides could selectively inhibit the activation 
of NF-kappa B, the production of ROS, and thus 
lessen the inflammatory inury during SAP. 
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摘要
目的: 探讨核因子-κB(nuclear factor-kappaB, 
NF-κB)及活性氧簇(reactive oxygen species, 

®

■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的危重疾
病, 详细的发病机
制尚未完全阐明. 
目前研究发现, 核
因子-κB在胰腺炎
的发生发展中有
重要意义.                      
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ROS)在大鼠SAP发病过程中的作用; 并观察
NF-κB必需调节蛋白结合域(NF-κB essential 
modifier binding domain, NBD)多肽对大鼠
SAP的干预作用. 

方法: 逆行胰胆管内注射50 g/L牛磺胆酸钠(1 
mL/kg)制备大鼠SAP模型. 大鼠64只, 随机分
成4组: 假手术组, SAP组, TAT-NBD(WT)多肽
组和TAT-NBD(MT)多肽组. 术后6, 12 h处死大
鼠, 观察胰腺组织病理、血清淀粉酶和胰腺组
织NF-κB P65蛋白的变化, 检测胰腺组织MDA
含量及T-SOD活力.  

结果: 与假手术组比较, SAP模型组6, 12 h大
鼠NF-κB P65蛋白表达显著升高(49.3±2.2 
vs  4.3±1.4, 65.8±1.8 vs  5.0±1.3, 均P <0.05); 
MDA生成增加(212.7±12.5 vs  87.7±7.5, 
296.8±13.3 vs  96.2±8.3, 均P<0.05), T-SOD活
力下降(88±10 vs  183±10, 65±7 vs  194±10, 
均P <0.05); 与SAP模型组比较, TAT-NBD(WT)
多肽预处理6, 12 h后, NF-κB P65蛋白表达 
(25.9±2.3, 38.9±2.6)显著降低(P <0.05), MDA
生成(102.5±10.4, 164.5±12.2)降低(P <0.05); 
T-SOD活力(153±11, 168±12)增加(P <0.05), 
胰腺病理学评分下降(5.04±0.41 vs  8.71±
0.45, 5.45±0.34 vs  10.31±1.23, 均P <0.05), 淀
粉酶无明显变化. TAT-NBD(MT)多肽组上述
指标均无明显变化. 

结论: SAP时大鼠胰腺组织的NF-κB过度激
活, 活性氧簇生成增加; NBD多肽预处理可以
抑制NF-κB过度活化, 减少活性氧簇生成, 减
轻胰腺局部炎症损伤. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 核因子-κB; 多肽; 大鼠
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0  引言

机体通过酶系统和非酶系统产生氧自由基, 病
原体入侵后导致细胞发生适度的氧化效应产生

的活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)对于

机体抵抗微生物是一道重要的屏障, 但过量ROS
的产生则可能产生灾难性后果, 引发脂质过氧

化, 多形核白细胞黏附、聚集, 诱发和加重炎症

反应. NF-κB是一种重要的炎症调控因子, 调节

细胞因子、化学趋化因子、细胞黏附分子、氧

自由基、iNOS等的表达. 抑制NF-κB的过量表

达可能对急性胰腺炎有治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 Sprague-Dawley大鼠64只, 雌雄不拘, 
体质量200±10 g, 由广东医学院实验动物中心

提供. 牛磺胆酸钠(STC)购自Sigma公司; MDA, 
T-S O D试剂盒、淀粉酶试剂盒购于南京建成

生物工程公司; NF-κB P65 mAb和S-P免疫组化

试剂盒购于Santa Cruz公司. 具有细胞穿透性的

小分子NBD多肽序列根据参考文献设计[1], 其
为蛋白转导多肽TAT和N B D多肽的融合性多

肽 ,  简称为TAT-N B D多肽 ,  委托西安美联生

物公司合成, 其序列为: YGRKKRRQRRR-G-
TTLDWSWLQME, 由于此连接的NBD肽和野

生型(wild type, WT)NBD序列一致, 简称为TAT-
NBD(WT). 为分析NBD多肽和NEMO结合的

特异性我们设计一条突变型(mutant type, MT) 
TAT-NBD(MT), 其序列为: YGRKKRRQRRR-
G-TTLDASALQME融合性多肽. 
1.2 方法 Sprague-Dawley大鼠64只, 随机分成4
组: 假手术组, SAP组, TAT-NBD(WT)多肽组, 
TAT-NBD(MT)组, 每组在术后6, 12 h时间点随

机取8只处死. 胰腺炎模型的建立[2]: 大鼠造模

前, 禁食12 h, 自由饮水. 造模前按13 mg/kg予
TAT-NBD(WT)多肽或等量NS或TAT-NBD(MT)
预处理后, 30 g/L戊巴比妥钠(1 mL/kg)ip麻醉, 
开腹寻找到胰胆管, 5号针头逆行插入胆胰管, 
无损伤静脉夹临时阻断胰胆管的上下端后加压

注射50 g/L STC(l mL/kg体质量), 注射速度为

0.2 mL/min, 注射完毕后3 min拔针, 关腹; 假手

术组仅开腹, 翻动胰腺, 再关腹. 每组大鼠麻醉

苏醒后, 自由饮水、进食. 标本处理: 于术后6、
12 h随机取各组大鼠8只剖腹, 下腔静脉采血5 
mL, 3000 r/min离心10 min, 分离血清并-20℃保

存备用. 取头、体部胰腺组织4块留待病理分析

和免疫组织化学分析. 血清淀粉酶:参照试剂盒

说明书, 测定其吸光度值. 取胰腺组织固定于40 
g/L甲醛溶液, 常规脱水、透明、包埋、切片(4 
μm)、HE染色观察组织学改变, 根据Spormann 
et al [3]评定标准按水肿、炎症浸润、脂肪坏死、

实质坏死程度评分. 另石蜡切片经脱蜡, 梯度

水化后, 内源性过氧化物酶阻断剂37℃ 10 min; 
置10 mmol/L柠檬酸缓冲液pH = 6.0, 用微波处

理以修复抗原, 冷却至室温; 滴加正常血清, 室
温30 min以封闭非特异性抗原, 倾去血清滴加

1∶50的兔抗鼠NF-κB p65 mAb, 4℃过夜; PBS

■相关报道
NBD小分子多肽
已有报道应用于
大鼠足环急性肿
胀以及腹膜炎模
型的实验治疗中, 
并取得了良好的
效果. 
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冲洗; 滴加生物素化二抗, 室温15 min,  PBS冲
洗, 滴加辣根过氧化物酶标记的卵白素, 室温15 
min; DAB显色; 苏木精复染; 中性树脂封片. 结
果判定: PBS代替一抗作为空白对照, 细胞染色

为黄色者为阳性, 定位于细胞质和/或细胞核. 
每张切片随机选取10个高倍视野(×400), 用美

国Nikon Spot图像采集处理系统采图后, 采用

Image-Pro Plus 5.0专业图像分析软件进行图像

分析, 计算阳性细胞百分率和平均光密度值. 胰
腺组织MDA含量采用硫代巴比妥酸(TBA)比色

法, T-SOD活力检测采用黄嘌呤氧化酶法, 严格

按试剂盒说明书进行. 
统计学处理 各指标(计量资料)用mean±

SD表示, SPSS11.0统计软件进行单因素方差分

析(ANOVA), 预先进行正态性检验和方差齐性

检验(Levene's test检验), 如方差齐用LSD检验, 
非正态分布或方差不齐者, 以lg(X+1)进行变量

代换. 率的比较采用确切概率法(Fisher's test), 
P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺组织病理变化 假手术组肉眼和镜下基

本正常, 余各组胰腺实质及脂肪中肉眼和光镜下

可见有不同程度的出血、水肿和坏死; 处死时

可见不同程度的胰腺旁组织坏死和容量不等的

血性腹水及钙化灶形成. 除假手术组外, 余每组

间的12 h病理学评分均比6 h高(P <0.05, 表1). 同
SAP组比较, 对应的时间点TAT-NBD(WT)多肽组

的病理学评分下降, 差异有统计学意义(P <0.05); 
TAT-NBD(MT)多肽组变化不明显(P>0.05, 图1).

表  2  胰腺组织MDA和T-SOD变化 (mean±SD)

     
	                                      MDA(mmol/g)	                                 T-SOD(mkat/g)    

                                              6 h		          12 h		           6 h		     12  h

假手术组		    87.7±7.5	   96.2±8.3	    183±10	  94±10

SAP组		  212.7±12.5	 296.8±13.3	      88±10	  65±7

TAT-NBD(WT)组	 102.5±10.4a	 164.5±12.2a	    153±11a              168±12a

TAT-NBD(MT)组	 210.4±11.8	 278.5±12.8	      88±8	                   63±9

aP<0.05 vs  SAP组.

分组

图  1  胰腺病理变化(HE×100). A: SAP组; B: TAT-NBD(WT)处理.

A B

■创新盘点
本 研 究 以 核 因
子 -κB 调 控 为 中
心, 观察特异性的
核因子-κB上游激
酶抑制因子NBD
小分子多肽对实
验性急性胰腺炎
的疗效, 为开发多
肽类药物治疗胰
腺炎提供理论依
据. 

表  1  胰腺组织病理评分和血清淀粉酶变化 (mean±SD)

     
	                                   病理评分                                               血清淀粉酶(nkat/L)

                                             6 h	                          12 h                         6 h	                     12 h

假手术组	                            0	                         0	             1343±286               1447±301

SAP组	                     8.71±0.45         10.31±1.23           3867±553               5849±421c

TAT-NBD(WT)组	    5.04±0.41a               5.45±0.34a          3145±514               4821±574c

TAT-NBD(MT)组	    8.85±0.59         10.13±0.36           3225±529                4698±627c

aP<0.05 vs  SAP组; cP<0.05 vs  6 h.

分组
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2.2 淀粉酶变化 假手术组淀粉酶无明显改变; 余
每组间的12 h淀粉酶值均比6 h高(P <0.05, 表1), 
但是对于同一时间点各组间的淀粉酶值差异无

统计学意义(P >0.05, 表1). 
2.3 胰腺组织MDA和T-SOD变化 假手术组MDA
无明显改变, 余各组12 h MDA比6 h高(P <0.05), 
与SAP组比较, TAT-NBD(WT)多肽处理组MDA
水平下降(P <0.05), TAT-NBD(MT)组无明显变化

(P >0.05); SAP组及TAT-NBD(MT)组的T-SOD 12 
h比6 h下降, TAT-NBD多肽(WT)处理组T-SOD 
12 h比6 h上升, 与SAP组比较, 相应时间点的

T-SOD升高明显(P <0.05), TAT-NBD(MT)组无明

显变化(P >0.05, 表2). 
2.4 胰腺组织NF-κB p65的表达 假手术组NF-
κB有少量表达, 6h和12h无明显变化; 余各组胰

腺组织NF-κB表达明显增多, 而且12 h比6 h高
(P <0.05). 同SAP组比较, TAT-NBD(WT)组胰腺

组织NF-κB表达下降(P <0.05), TAT-NBD(MT)组
无明显变化(表3, 图2). 

3  讨论

急性胰腺炎可从局部炎症发展至全身性炎症反

应综合征, 最后导致多器官功能衰竭. 尽管目前

提出多种AP病理生理机制, 但尚未完全阐明. 大
量研究证实, NF-κB在AP发病的早期即被激活, 

诱导细胞因子、化学趋化因子、细胞黏附分

子、氧自由基、iNOS等的表达, 促进局部炎症

病变向全身多系统多脏器发展. 在AP时的胰腺

腺泡细胞凋亡、感染和内毒素血症、AP相关的

肝、肺损伤及SIRS和MODS的发生发展过程中

均起到重要的作用[4]. NF-κB参与了细胞因子和

炎症介质的瀑布样级联反应, 在炎症反应的放

大和维持方面起着核心的作用. NF-κB与AP的
关系已成为研究的热点之一[5]. 许多学者针对细

胞因子对AP进行了抗细胞因子的治疗研究, 细
胞因子抗体(TNF、PAF、IL-6)、可溶性细胞因

子受体(重组二聚体P55或P75TNF)、抗炎症细

胞因子(IL-10)等均已证实可降低实验性AP的严

重度和动物死亡率[6]. 
ROS被认为是AP的发生和发展过程一种重

要致病因素, 同时也是NF-κB的一种重要激活

剂. Yu et al [7]用雨蛙肽建立大鼠AP模型后发现可

迅速诱导胰腺腺泡细胞产生ROS, 脂质过氧化物

和过氧化氢大量产生, IκBα的降解, NF-κB激活, 
IL-1β、IL-6等细胞因子表达明显上调. 抗氧化剂

谷胱甘肽、PDTC等处理后, ROS产生水平下降, 
NF-κB的活化亦受到抑制, 胰腺腺泡细胞的炎症

反应减轻. Rakonczay et al [8]用PDTC或甲基强的

松龙(methylprednisolone, MP)预处理左旋精氨酸

(L-Arg)诱导的大鼠AP模型后可以剂量依赖方式

A B

图  2  SAP组胰腺p65表达(SP×400). A: SAP组; B: TAT-NBD(WT)处理.

表  3  胰腺NF-κB p65的表达

     
	                                      阳性细胞				   平均A 值    

                                           6 h		         12 h		        6 h		  12 h

假手术组	  	   4.3±1.4	                   5.0±1.3              32.5±5.8	            37.7±3.5

SAP组	                 49.3±2.2  	  65.8±1.8              88.3±3.7	          131.2±5.0

TAT-NBD(WT)	 25.9±2.3a                 38.9±2.6a             50.7±2.8a               85.0±3.4a

TAT-NBD(MT)	 50.5±1.5	                 67.3±2.8              82.1±4.2            151.4±4.8

aP<0.05 vs  SAP组.

分组

■应用要点
本研究为进一步
开发多肽类药物
治疗急性胰腺炎
提供了前期的理
论基础. 
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阻断NF-κB的活化和促炎症细胞因子的表达, 有
效改善AP严重程度的各项指标(如胰腺与体质量

的比值、胰腺髓过氧化物酶MPO的活性、淀粉

酶和胰蛋白酶原的浓度、脂质过氧化和蛋白质

氧化的程度和非蛋白质巯基的浓度)和大体病变

程度. Haraldsen et al [9]通过多种方式建立AP的体

内/外模型后均发现NF-κB的激活、脂质过氧化

物和过氧化氢产生增加、促炎症细胞因子的表

达上调, 用NAC预处理或治疗后, ROS产生减少, 
内皮细胞完整性恢复, AP相关的肝、肺损伤减

轻, AP严重度及其相关的全身并发症减轻, 总体

死亡率下降. Steinle et al [10]认为, PDTC可抑制AP
时NF-κB的活性, 但明显加重高淀粉酶血症, 血
清LDH明显升高, 动物炎症反应加重, 甚至出现

空泡形成和坏死. NAC处理后也出现类似结局. 
因而用PDTC或NAC抑制NF-κB的活性会加重

AP病情. Grisham[11]认为, 这种现象可能与抑制剂

的种类和NF-κB的活性是否受到完全抑制等有

关. 我们发现, 在STC诱导的SAP中, NF-κB表达

显著升高, 胰腺组织的脂质过氧化产物MDA明

显增加(P<0.05), 提示机体内大量活性氧产生, 同
时组织细胞破坏, 胰腺炎症反应加重, 组织坏死

增加. 机体抗氧化能力下降, 总超氧化物歧化酶

(T-SOD)合成明显减少, 进一步加重ROS对机体

的损害. 
IKK复合物是NF-κB激活调节的关键, 结构

亚基IKKα、IKKβ和调节亚基NF-κB必需调节

蛋白(NEMO)是所有前炎症信号通路激活NF-
κB的必需组件[12]. 研究表明, 针对IKK-NEMO相

互作用这一靶点设计的小分子NBD多肽, 由于

结合了NBD位点, 因而破坏了IKKα、IKKβ和
NEMO(IKKγ)相互作用, 从而抑制IKK活性, 并
且还可以使已形成的IKK复合物裂解, 最终起到

抑制NF-κB活性的作用. NBD小分子多肽并没

有完全阻断NF-κB的活性, 其维持细胞正常生长

增殖等功能仍然不受明显影响[13]. 在角叉菜胶

诱导的大鼠足环急性肿胀模型中, 野生型NBD
小分子多肽可显著减弱NF-κB表达, 炎症浸润减

少, COX-2、TNF-α表达下降, 足环肿胀减轻. 突
变型NBD多肽无此作用[14]. May et al [13]研究结果

表明, NBD小分子多肽可减轻佛波酯诱导的小

鼠耳壳水肿, 作用效果与糖皮质激素相类似, 突
变型NBD多肽无抑制水肿作用. 而且两种多肽

均不影响无佛波脂作用下的正常耳壳的NF-κB
基本活性. 在酵母多糖ip建立的腹膜炎模型中, 
NBD小分子多肽可有效抑制炎症渗出物和多型

核细胞的腹腔移位, 以及NO在腹腔的过量堆积, 
显著减轻小鼠的炎症损伤严重度. 本实验表明,  
NBD多肽可减低NF-κB表达, ROS合成减少, 胰
腺病理损伤减轻, 提示NBD小分子多肽可用于

实验性SAP治疗, 其作用可能是通过抑制NF-κB
激活, 调节ROS合成. 但NBD小分子多肽不能降

低胰腺炎淀粉酶水平. 
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■同行评价
本研究立题依据
充分 ,  目的明确 , 
设计严谨, 实验材
料与方法规范, 技
术难度较大, 统计
正确 ,  结果可信 , 
对SAP的理论与
临床研究有帮助.
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