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Abstract
AIM: To study the effect of liposomal clodro-
nate on the expression of protein kinase B (Akt) 
and mitogen-activated protein kinase [MAPK 
(ERK1/2)] in the intestinal mucosa of rats with 
severe acute pancreatitis (SAP), and to investi-
gate the mechanism behind the therapeutic ef-
fect of liposomal clodronate on SAP-associated 
intestinal mucosal injury.

METHODS: Liposomal clodronate was pre-
pared by means of thin film. Forty-eight SD rats 
were randomly divided into a model control 
group (C), a liposome control group (P), and 
a liposomal clodronate group (T). SAP was 
induced in rats of groups P and T by injection 
of sodium taurocholate under the pancreatic 
capsule, while group C received equal volume 
of normal saline. Serum levels of interleukin-6 
(IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 
AMS were measured 2 and 6 h after SAP induc-
tion. Pathological alterations in the intestinal 
mucosa were observed.

RESULTS: Serum levels of AMS, IL-6 and 
TNF-α were significantly elevated in group P 
compared to group C (all P < 0.01). Compared 
with group P, serum levels of AMS, IL-6 and 
TNF-α were significantly decreased in group T 
(all P < 0.01). Pathological alterations (scores) 
in the intestinal mucosa were significantly at-
tenuated in group T compared to group P. The 
expression of Akt and MAPK (ERK1/2) was 
significantly decreased in group T compared to 
group P.

CONCLUSION: Macrophages play an impor-
tant role in the pathogenesis of intestinal muco-
sal injury in SAP. Macrophages can be depleted 
via phagocytosis of liposome encapsulated 
clodronate. Liposomal clodronate alleviates 
intestinal mucosal injury in SAP rats possibly 
by decreasing the expression of Akt and MAPK 
(ERK1/2). 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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■背景资料
重 症 急 性 胰 腺
炎(severe acute 
pancreatitis, SAP)
是普外科常见的
急腹症之一, 发病
机制复杂, 病死率
高. 炎性介质的过
度释放引起全身
炎症反应, 从而导
致远处器官发生
功能障碍, 受到广
泛关注. 有研究表
明约1/3 SAP患者
早期并发肠黏膜
损 伤 ,  目 前 尚 缺
乏有效的治疗手
段, 巨噬细胞在其
中发挥着重要作
用, 其分泌的多种
炎性介质及细胞
因子促进了炎症
反应的发生. 本文
利用氯膦酸二钠
脂质体(liposomal 
clodronate, LC), 
抑制巨噬细胞功
能, 减轻肠黏膜损
伤 ,  为 临 床 治 疗
SAP等提供理论
依据.
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摘要
目的:  研究氯膦酸二钠脂质体(l i p o s o m a l 
c lod ronate, LC)对重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)大鼠肠黏膜蛋白激
酶B(protein kinase B, Akt)和丝裂原活化蛋
白激酶1/2[mitogen-activated protein kinase,  
MAPK(ERK1/2)]活性的影响, 探讨LC治疗
SAP肠黏膜损伤的保护作用.

方法: 利用薄膜法制备LC. SD大鼠48只, 随
机分为3组: 对照组(C组)、SAP+空白脂质体
治疗组(P组)、SAP+Clodronate脂质体治疗
组(T组). P组和T组采用胰腺被膜下均匀注
射5%牛磺胆酸钠制作SAP模型后, 分别经尾
静脉注射空白脂质体和Clodronate脂质体, C
组仅注射等量生理盐水. 制模后2、6 h分别
取肠系膜上静脉血液, 检测各组大鼠血清中
淀粉酶(amylase, AMS)的含量, 同时检测各
组大鼠血清中白介素-6(interleuk in-6, IL-6)
和肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)的含量, 观察各组肠黏膜的病理学变
化及病理评分, 采用免疫组织化学方法检测
肠黏膜巨噬细胞Akt和MAPK(ERK1/2)的表
达情况.

结果: P组大鼠在制模后2、6 h的血清AMS水
平较C组明显升高(P <0.01). 与P组比较, T大鼠
各时相的血清AMS水平均显著降低(P <0.01). 
P组较C组2、6 h血清IL-6和TNF-α明显升高
(P <0.01). T组各时相较P组血清IL-6和TNF-α
显著降低(P <0.01). T组大鼠的肠黏膜病理变
化均较P组明显减轻, 病理学评分明显降低
(P <0.01). T组肠黏膜Akt和MAPK(ERK1/2)的
表达较P组明显减少.

结论: 巨噬细胞在SAP大鼠肠黏膜损伤中起重
要作用, LC可选择性清除巨噬细胞, 减少肠黏
膜Akt、MAPK(ERK1/2)的表达, 对肠黏膜损
伤有一定的保护作用.

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核 心 提 示 :  本 研 究 表 明 氯 膦 酸 二 钠 脂 质 体

(liposomal clodronate)能导致巨噬细胞选择性凋

亡, 减少重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)大鼠血清中的炎性介质的产生和释放, 减

轻肠黏膜损伤, 阻止了S A P多器官损伤的进一

步发展. 为SAP和SAP并发的肠黏膜损伤提供了

新的有价值的治疗策略. 同时蛋白激酶B(protein 
kinase B)和MAPK(ERK1/2)可作为SAP的新的治

疗靶点, 为SAP的治疗提供新的前景.
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute panc rea t i t i s, 
SAP)是普外科常见的急腹症之一, 病死率高. 
炎性介质的过度释放引起全身炎症反应, 从而

导致远处器官发生功能障碍, 受到广泛关注[1]. 
SAP常诱发肠黏膜损伤, 其机制尚未完全阐明. 
目前的研究表明 ,  肠黏膜损伤是一个复杂的

病理生理过程, 牵涉到很多因素, 如微循环障

碍、缺血再灌注损伤、炎症介质的过度释放

等 [2,3]. 肠黏膜损伤后细菌易位和内毒素释放, 
可以引起肠源性内毒素血症及继发感染, 导致

全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)和多器官系统功能

障碍综合征(multiple organ dysfunction syn-
drome, MODS), 是SAP的严重程度和死亡率的

重要影响因素.
近年来的研究已经表明, 巨噬细胞在SAP的

病程发展中发挥重要的作用, 其通过识别受体

检测致病物质, 继而引发和调节炎症反应[4]. 激
活的巨噬细胞可以大量分泌炎症细胞因子[如肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)和
白介素-1(interleukin-1, IL-1)], 导致SIRS, 诱导脂

质过氧化反应, 损害细胞膜的结构, 造成胰腺和

其他器官的损伤, 并最终导致MODS[5,6]. 目前大

多认为肠黏膜屏障损伤后细菌/内毒素易位, 过
度激活巨噬细胞释放一系列促炎介质和细胞因

子(如TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12), 诱导细胞因

子在全身循环出现第二个高峰. 这些过度释放的

炎性介质和细胞因子会加重全身炎症反应, 并增

加死亡率. 调节巨噬细胞功能, 已成为SAP治疗

的主要方向.
氯膦酸二钠(c lod ronate)是一种人工合成

的双磷酸酯, van Rooijen等[7]研究发现, 静脉注

射含有氯膦酸二钠的脂质体可以选择性地清

除体内巨噬细胞. 运用其这一特性, 可用于一

■研发前沿
目 前 国 内 外 治
疗SAP大都以抗
炎、抑制胰酶分
泌为主. 本研究利
用脂质体包裹氯
膦酸二钠进入肠
黏膜巨噬细胞内
发挥作用 ,   诱导
巨噬细胞凋亡, 阻
断了Akt、MAPK
的信号传导通路, 
减少炎性介质的
释放, 减轻胰腺炎
症状, 在国内外的
研究均不多见. 伴
随着越来越多的
脂质体药物面世, 
该领域的研究受
到广泛关注.
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些炎症疾病的治疗. 在本研究中, 将氯膦酸二

钠脂质体(liposomal clodronate, LC)注入SAP
大鼠体内 ,  观察其对肠黏膜损伤及蛋白激酶

B(protein kinase B, Akt)、MAPK(ERK1/2)活
性的影响, 讨论其对SAP大鼠肠黏膜损伤的保

护效应.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠(体质量350-400 g)由江苏大学

动物中心提供; 氯膦酸二钠购自上海伟进生物

科技有限公司; 牛磺胆酸钠购自美国Sigma公司; 
IL-6、TNF-α ELISA试剂盒购自美国Invitrogen
公司; p-Akt、p-p44/42 MAPK(ERK1/2)试剂盒

购自美国Cell Signaling公司.
1.2 方法

1.2.1 LC的制备: 参照文献[8]制备脂质体的方法

加以改进. 获得的4 mL LC悬液大约含有20 mg
的氯膦酸二钠. 同法制备空白脂质体. 应用紫外

分光光度法测定脂质体中氯膦酸二钠的浓度及

包封率, 测定包封率约为6%.
1.2.2 动物分组及处理: 大鼠48只, 随机分为

3组: 对照组(C组), SAP+空白脂质体组(P组), 
SAP+LC组(T组). 各组又分为术后2、6 h组, 每
组8只. 大鼠术前12 h禁食, 自由饮水. 按体质量

肌肉注射氯胺酮(2 mg/kg)进行麻醉. P组及T组
麻醉后参照文献制作SAP模型[9]; C组予以开腹

后胰腺包膜下均匀注射等量生理盐水. P组于

造模后立即大鼠尾静脉注射空白脂质体(4 mL/
kg); T组于造模后尾静脉注射LC(4 mL/kg); C组
予以尾静脉注射生理盐水(4 mL/kg); 注射过程

缓慢, 脂质体注射时予以常温下静置3 h, 注射前

摇晃均匀. 2、6 h后处死动物.
1.2.3 标本测定: (1)血清淀粉酶(amylase, AMS)含
量: 3组分别于制模后2、6 h肠系膜上静脉取血4 
mL, 3000 r/min离心10 min, 取上层血清-20 ℃保

存, 自动生化分析仪测定血清AMS含量; (2)血清

IL-6和TNF-α含量测定: 取上述血清, 严格按照

ELISA试剂盒说明测定2、6 h血清IL-6和TNF-α
含量; (3)肠黏膜组织形态学观察: 2、6 h距末端

回肠5 cm取回肠组织标本2 cm左右, 4%甲醛溶

液固定, 修剪、脱脂、石蜡包埋和切片, 苏木精

-伊红(HE)染色, 光镜下观察肠黏膜病理改变, 评
分标准见文献[10]; (4)免疫组织化学检测肠黏

膜Akt、MAPK(ERK1/2)的表达: 采用链霉素抗

生物素蛋白过氧化酶(SP)免疫组织化学方法染

色, 兔抗人P-Akt单克隆抗体和兔抗人P-p44/42 

MAPK(ERK1/2)单克隆抗体购于Cell Signaling
公司, 工作浓度为1∶200. 操作过程按照试剂盒

说明书进行.
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行

数据分析, 所有数据均用mean±SD表示, 采用

■相关报道
van Rooijen等报
道, 经大鼠尾静脉
注射LC, 巨噬细
胞通过吞噬作用
摄取脂质体, 其膦
脂酶破坏脂质体
的膦脂双分子层, 
药物在细胞内释
放从而诱导了巨
噬细胞的凋亡, 减
轻了炎症反应综
合征.
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图  1  各组大鼠血清生化检测指标变化. A: 各组大鼠血清 

AMS变化, bP<0.01 vs  C组; dP<0.01 vs  P组; B: 各组大鼠血清 

IL-6变化, bP<0.01 vs  C组; dP<0.01 vs  P组; C: 各组大鼠血清 

TNF-α变化, bP<0.01 vs  C组; dP<0.01 vs  P组. C组: 对照组; 

P组: SAP+空白脂质体组; T组: SAP+氯膦酸二钠脂质体组. 

AMS: 血清淀粉酶; IL: 白介素; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; 

SAP: 重症急性胰腺炎.
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■创新盘点
本研究通过脂质
体包裹特异性巨
噬细胞清除剂氯
膦酸二钠来抑制
巨噬细胞功能, 阻
断了Akt、MAPK
的 信 号 传 导 通
路 ,  从 巨 噬 细 胞
增殖、凋亡及巨
噬细胞分泌自由
基、炎性介质等
方面入手研究, 为
临床治疗SAP及
多器官功能损伤
等提供新的理论
依据.

ANOVA程序进行单因素方差分析, 方差不齐采

用Kruskal-Wallis检验, 以P <0.05为差异具有统计

学意义.

2  结果

2.1 LC预处理对SAP大鼠血清AMS的影响 和C
组比较, P组和T组血清AMS含量在2、6 h明显

升高. T组各时相血清AMS含量较P组显著降低

(P <0.01)(图1A).
2.2 LC预处理对SAP大鼠血清IL-6和TNF-α的

影响 SAP大鼠模型诱导成功后, P组2、6 h血清

IL-6和TNF-α浓度较C组明显升高(P <0.01), 和P
组比较, T组各时相血清IL-6和TNF-α浓度显著

下降(P <0.01)(图1B, C).

2.3 肠黏膜的大体及微观病理变化

2.3.1 肠黏膜组织病理学检查: C组肠黏膜完整, 
无炎性细胞浸润及出血现象. P组2 h肠黏膜轻度

水肿伴炎性细胞浸润, 部分绒毛坏死脱落; 6 h组
出现黏膜层及黏膜下层明显充血水肿, 大量炎

性细胞浸润, 固有层绒毛脱落, 片状坏死. T组各

时相肠黏膜损伤较P组明显减轻(图2).
2.3.2 各组肠黏膜病理评分: 在P和T组与C组相

比存在显著性差异(P <0.01). T组较P组明显好转

(P <0.01)(图3).
2.4 免疫组织化学检测肠黏膜Akt和MAPK(ERK1/2)
的表达情况 Akt的表达定位于细胞质, 呈棕黄色

颗粒状, 与C组比较, P组和T组的Akt表达明显增

多, T组较P组的表达明显减少. MAPK(ERK1/2)
的表达主要定位于细胞质, 呈淡黄色颗粒状, P
组和T组的MAPK(ERK1/2)表达较C组明显增多, 
与P组比较, T组的表达明显减少(图4, 5).

3  讨论

S A P容易诱发S I R S和M O D S,  其死亡率为

15%-30%, 仍是临床上难以攻克的疾病之一[11]. 
氧自由基和多种炎症介质的大量释放是S A P
从胰腺局部的炎症向全身性炎症发展的主要

因素[12]. SAP患者及动物模型血浆中, 存在大

量炎症介质和细胞因子, 包括TNF-α、IL-1和
IL-6等, 通过产生级联瀑布效应, 造成全身多个

脏器的损伤[13]. 多项研究表明, SAP常并发肠

黏膜损伤, 并且发生在1/3患者的病程早期, 在
此阶段巨噬细胞被激活, 释放大量的炎性介质
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图  2  光镜下回肠组织病理变化(×200). A: 对照组2 h; B: SAP+空白脂质体治疗组2 h; C: SAP+Clodronate脂质体治疗组2 h; 

D: 对照组6 h; E: SAP+空白脂质体治疗组6 h; F: SAP+Clodronate脂质体治疗组6 h. SAP: 重症急性胰腺炎.
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图  3  回肠组织病理评分变化. bP<0.01 vs  C组; dP<0.01 vs  P

组. C组: 对照组; P组: SAP+空白脂质体组; T组: SAP+氯膦

酸二钠脂质体组. SAP: 重症急性胰腺炎.
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和细胞因子, 肠黏膜屏障功能被破坏, 通透性

增加, 管腔细菌移位, 引起炎症反应, 最终导致

MODS[14,15].
巨噬细胞的浸润和活化不但是SAP发生的

始动因素, 而且是导致MODS的一个重要的病

理生理过程[16,17]. 巨噬细胞来源的促炎细胞因子

(IL-1、IL-6和TNF-α等)发挥了至关重要的作用, 
他们促进炎症的扩散, 增强中性粒细胞弹性蛋

白酶的活性, 产生自由基, 破坏内皮细胞, 引起内

皮肿胀和循环淤滞. 炎性细胞因子和抗炎细胞因

子的自稳失衡是SAP病程进展的关键因素[18-20]. 
然而, 正常的肠黏膜储存着大量的巨噬细胞, 在

SAP病程中, 其被大量激活, 通过以上机制诱发

肠黏膜损伤. 通过抑制巨噬细胞的活化, 可在一

定程度上减轻胰腺及其他组织、脏器的病理损

害并改善预后.
氯膦酸二钠临床上常被用于治疗骨质疏

松等疾病. 其主要机制是形成有毒的ATP类似

物, 诱导破骨细胞凋亡, 从而减少破骨细胞对

骨质的吸收 [21]. 当注入体内的L C被巨噬细胞

吞噬后, 导致巨噬细胞选择性凋亡[22]. 在体循

环中, 游离的氯膦酸二钠有一个很短的半衰期, 
不能渗透细胞, 也不会对巨噬细胞以外的细胞

产生影响[23].

■应用要点
国外目前已有多
种脂质体药物面
世 ( 如 紫 杉 醇 脂
质体等) ,  其应用
价值已经得到了
业内人士的好评. 
本研究从一个新
的方面着手治疗
SAP及并发肠黏
膜损伤.
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图  4  Akt在回肠组织中的表达(×200). A: 对照组2 h; B: SAP+空白脂质体治疗组2 h; C: SAP+Clodronate脂质体治疗组2 h; D: 

对照组6 h; E: SAP+空白脂质体治疗组6 h; F: SAP+Clodronate脂质体治疗组6 h. SAP: 重症急性胰腺炎.
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图  5  MAPK(ERK1/2)在回肠组织中的表达(×200). A: 对照组2 h; B: SAP+空白脂质体治疗组2 h; C: SAP+Clodronate脂质体治

疗组2 h; D: 对照组6 h; E: SAP+空白脂质体治疗组6 h; F: SAP+Clodronate脂质体治疗组6 h. SAP: 重症急性胰腺炎.
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A k t, 又称蛋白激酶B是一种丝氨酸/苏氨

酸激酶, 在巨噬细胞的增殖、分化中起重要作

用. 细胞因子介导的Akt活化, 通常是通过磷酸

肌醇3-激酶(phosphatidylinositide 3-kinase, PI-
3K)途径实现的. PI-3K/Akt通路通过抑制凋亡

蛋白的活性和炎性介质激活发挥抗细胞凋亡作

用[24]. Akt的Ser473位点被磷酸肌醇依赖激酶1
磷酸化, 激活PI-3K/Akt通路的核心蛋白Akt, 进
而促进巨噬细胞增殖、分化[25,26]. MAPKs又称

丝裂素活化的蛋白激酶, 是一类丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶, 由ERK1/2、p38和c-Jun-N-终端激

酶组成, 是连接细胞内和细胞外调节蛋白信号

通路的重要组成部分, 负责将细胞外的刺激信

号传递给细胞核[27]. 细胞外刺激信号通过对苏

氨酸和酪氨酸双位点磷酸化而激活MAPKs[28]. 
MAPKs的家族成员ERK1/2和p38 MAPK活化

后, 参与巨噬细胞的增殖, 促进炎性介质及细

胞因子的产生, MAPK(ERK1/2)和Akt的活化

是巨噬细胞中信号转导的一个标志, 检测活化

的MAPK(ERK1/2)和Akt水平可反应炎症的程

度[29-31]. Akt和MAPK(ERK1/2)在一些炎症反应

中的机制也得到许多学者的关注. 有研究表明, 
脂多糖诱导的腹腔巨噬细胞活化后, 通过其共

同的抑制剂可阻断PI-3K/Akt和MAPK-ERK1/2
信号通路, 能够下调Akt和MAPK(ERK1/2)的表

达, 减少IL-1β和IL-6等细胞因子的产生, 减轻炎

症反应及组织病理损害, 改善疾病预后[32]. 因此, 
为了进一步确认LC减轻肠黏膜损伤的机制, 我
们运用LC干预巨噬细胞前后, 采用免疫组织化

学的方法, 观察SAP大鼠肠黏膜巨噬细胞Akt和
MAPK(ERK1/2)的表达情况. 与C组相比, P组
Akt和MAPK(ERK1/2)的表达增多, 提示Akt和
MAPK(ERK1/2)在SAP大鼠发病过程中发挥着

重要作用, 可能通过激活P I-3K/Akt和MAPK-
ERK1/2信号通路, 上调Akt和MAPK(ERK1/2)
的表达 ,  促进巨噬细胞增殖 ,  产生T N F -α、

I L-6、I L-12等炎性细胞因子, 加重了S A P的
发展. T组较P组A k t和M A P K(E R K1/2)的表

达明显减少, 表明LC可能参与抑制P I-3K/Akt
和MAPK-ERK1/2信号通路, 进而抑制Akt和
MAPK(ERK1/2)的活化, 下调其表达, 减轻炎症

反应. 
本实验检测了SAP大鼠肠黏膜组织中Akt

和MAPK(ERK1/2)的活性及AMS、IL-6、IL-12
和TNF-α的水平变化, 反映了给予LC治疗前后, 
肠黏膜损伤后Akt和MAPK(ERK1/2)的活性及

AMS、IL-6、IL-12和TNF-α水平的变化. 结果

显示, 给予LC治疗后, 血清IL-6、IL-12和TNF-α
水平的明显下降. AMS含量明显降低. 胰腺及肠

黏膜的病理损害显著减轻, 病理评分明显降低. 
本研究表明LC能导致巨噬细胞选择性凋亡, 减
少SAP大鼠血清中的炎性介质及细胞因子的产

生和释放, 减轻肠黏膜炎症反应, 阻止了SAP多
器官损伤的进一步发展, 从而改善SAP的预后. 
为SAP和SAP并发的肠黏膜损伤提供了新的有

价值的治疗策略. 同时Akt和MAPK(ERK1/2)可
作为SAP的新的治疗靶点, 为SAP的治疗提供新

的前景.
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相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条粘贴在正文内, 不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.


