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#摘要$

!

目的
!

探讨内质网应激相关分子葡萄糖调节蛋白
(3

"

4-9(3

%及
))**A

$增强子结合蛋白同源蛋白

"

)[>9

%!是否参与大鼠重症急性胰腺炎"

1*9

%并发肝损伤的发生和发展'方法
!

采用
#W

牛磺胆酸钠建立大鼠

1*9

肝损伤模型!将
3&

只成年雄性
1]

大鼠随机分为
"

组!假手术组"

<86=

组%及模型组!各
@&

只!每组又按时间点

随机分为
'

&

?

&

!"

&

"@

&

'?8#

个组'采用全自动生化仪检测血清淀粉酶"

*S+

%&丙氨酸氨基转移酶"

*2A

%&天门冬

氨酸氨基转移酶"

*1A

%的含量变化!

[/

染色观察大鼠肝脏组织的形态学变化!免疫印迹"

OC<GC5I\EBG

%法检测大

鼠肝脏组织
4-9(3

及
)[>9

的表达水平'结果
!

"

!

%模型组血清
*S+

&

*2A

及
*1A

水平逐渐升高!且
!"8

达到

峰值"

H

$

&%&#

%#模型组比对应的
186=

组血清酶水平明显升高!差异有统计学意义"

H

$

&%&#

%'"

"

%

[/

染色结果

显示!肝脏在
"@8

时损伤最严重'"

'

%模型组
4-9(3

及
)[>9

表达水平逐渐增加!且以
"@8

表达水平最高"

H

$

&%&#

%#模型组比对应的
<86=

组
4-9(3

及
)[>9

表达显著增多!差异有统计学意义"

H

$

&%&#

%'结论
!

1*9

肝损

伤发病中
"@8

最严重!

4-9(3

及
)[>9

表达明显增加!其可能参与
1*9

肝损伤的发生和发展'

#关键词$
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内质网应激#

!

葡萄糖调节蛋白
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重症急性胰腺炎$

1*9

&是临床常见急腹症之一#其病情凶

险#病死率高#大多数
1*9

患者在胰腺出血,坏死的同时#伴有

心,肝,肺,肾,胃,肠等器官损伤)其中#肝脏损伤在胰腺外器

官损伤中发病率甚高#达
33%$W

)

1*9

并发肝损伤不但可以

加重胰腺炎病情#而且容易引起多器官功能障碍#导致患者病

死#病死率高达
'&W

!

@&W

*

!

+

)众多研究表明#

1*9

发病机制

可能与炎性介质,氧自由基,线粒体应激及内质网应激有关)

目前#内质网应激被认为是肝损伤发生过程中较重要的因子)

内质网应激$

/-1

&是指在各种不良情况下被破坏#功能发

生紊乱#使大量错误折叠,未折叠蛋白在内质网腔内累积及钙

平衡紊乱的过程)当
/-1

时葡萄糖调节蛋白$

4-9(3

&可以启

动未折叠蛋白反应$

Z9-

&

*

"

+

#

Z9-

具有增强内质网腔内蛋白

折叠和降解的功能#并下调蛋白合成能力#减轻各种应激对细

胞的损伤#使细胞适应当前环境而生存%但在持续而又严重的

/-1

过程中#

Z9-

将不足以抵抗
/-1

#从而刺激细胞产生一系

列促进细胞凋亡的蛋白#如
))**A

"增强子结合蛋白同源蛋

白$

)[>9

&,

)6<

7

6<C.!"

#从而导致细胞凋亡*

'

+

)近年来#关于

/-1

与各种因素造成的肝损伤的关系已有了一些研究报道#

-

&"(!

-

检验医学与临床
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但
1*9

肝损伤与
/-1

的研究甚少)现探讨
1*9

并发肝损伤

过程中
/-1

是否参与)报道如下)

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

健康雄性
1]

大鼠
3&

只#体质量
"#&

!

"3&

J

$河北联合大学实验动物中心提供&)大鼠适应性喂养
!

周后#

随机分为假手术组$

<86=

组&和模型组#各
@&

只#各组又按时

间点随机分为
'

,

?

,

!"

,

"@

,

'?8#

个组#每组各
3

只)

$%/

!

动物模型
!

术前
!"8

禁食#自由饮水#采用
!&W

水合氯

醛溶液
&%'=2

"

!&&

J

行腹腔内注射麻醉,固定)经上腹正中

切口入腹#提起十二指肠及胰腺#沿胰胆管方向#寻找十二指肠

大乳头开口位置#于其开口略偏下对系膜缘肠壁上选一无血管

区#使用
"@

号一次性静脉留置针进针#进入肠腔后拔出针头

'

!

#==

#然后使导管前端贴系膜缘肠壁向乳头开口方向缓慢

滑行#探入胰胆管内#顺其推进
#

!

(==

后#应用微型动脉夹

分别夹闭十二指肠大乳头开口及胰胆管肝门端)然后注射

'W

牛黄胆酸钠
!=2

"

!&&

J

#持续
!&<

#停留
'=;I

#去除动脉

夹#拔出留置针#分层缝合腹壁#造模成功#术后大鼠自由饮食,

饮水)

<86=

组仅打开腹腔#翻动胰腺组织后关腹)

$%'

!

主要试剂
!

牛磺胆酸钠购于美国
1;

J

=6

公司#水合氯醛

购于天津欧博凯化工有限公司#

)[>9

,

\;9*IG;MB:

N

购于美

国
)CEE1;

J

I6E;I

J

公司#

/

.AFME;I

,辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔
R

J

4

,抗鼠
R

J

4

,

\)*

蛋白浓度测定试剂盒,

1]1.9*4/

凝胶

配制试剂盒,

\C

N

B/)29EF<

均购于碧云天生物技术研究所#

显影剂
].("

,定影剂
].("

购于天津市世纪奥博商贸有限

公司)

$%1

!

血清酶检测
!

模型组及
<86=

组分别于术后第
'

,

?

,

!"

,

"@

,

'?8

再次麻醉#经原切口入腹#使用采血针从下腔静脉采

血
'%#=2

#应用全自动生化仪检测血清淀粉酶$

*S+

&,丙氨

酸氨基转移酶$

*2A

&,天门冬氨酸氨基转移酶$

*1A

&的水平

变化)

$%2

!

[/

染色
!

各组大鼠采血后#分别取部分肝组织于
@W

多

聚甲醛溶液中固定#取部分肝组织冻存)

@W

多聚甲醛溶液固

定的肝组织进行常规石蜡包埋切片#行
[/

染色#光镜下观察

各时间点肝脏组织的病理学改变)

$%)

!

免疫印迹法$

OC<GC5I\EBG

&

!

将冻存肝组织研磨#加入组

织裂解液$

!&&

$

2

"

!&&=

J

&裂解蛋白#然后高速离心$

@ `

#

!"&&&5

"

=;I

#

!#=;I

&#留取上清液)按
\)*

蛋白浓度测定试

剂盒说明检测样品蛋白浓度#计算上样量)采用
1]1.9*4/

电泳#经硝酸纤维素膜转移#

!&W

脱脂奶粉封闭#加
!

抗#

@`

摇床过夜)回收
!

抗#

9\1

洗膜
'

次#

!&

分钟"次#加入相应
"

抗孵
!%#8

#回收
"

抗#

9\1

洗膜
'

次#

!&

分钟"次)然后按照

\C

N

B/)29EF<

说明显色#

g

光线胶片曝光)以
/

.AFME;I

孵育

作为内参照)

$%.

!

统计学处理
!

采用
1911"&%&

统计软件进行分析#计量

资料以
PVJ

表示#各样本之间的多重比较使用
10_

检验)

H

$

&%&#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/%$

!

各组大鼠血清酶学检测结果比较
!

模型组大鼠血清

*S+

,

*2A

及
*1A

水平在建模成功后逐渐升高#于
!"8

达到

峰值$

H

$

&%&#

&#然后下降%模型组比相对应的
<86=

组血清酶

水平明显升高#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&%

<86=

组各时间

点之间的血清酶水平无明显变化#差异无统计学意义$

H

%

&%&#

&)见表
!

)

/%/

!

各组大鼠肝脏病理学变化
!

<86=

各组肝脏病理学无明

显变化#镜下可见肝细胞大小形态正常#肝窦无扩张,淤血#肝

小叶无水肿,坏死#汇管区无炎性细胞浸润%

'

,

?8

可见肝细胞

轻度水肿#肝窦略扩张%

!"8

可见肝细胞水肿加重#胞浆呈颗

粒状#肝窦扩张,淤血%

"@8

肝细胞水肿进一步加重#出现气球

样变#肝窦明显扩张,淤血#炎性细胞浸润#并且出现点状或灶

状坏死%

'?8

时可见肝细胞水肿减轻#肝窦扩张,淤血有所减

轻)提示
1*9

并发肝损伤于
"@8

损伤最严重)见图
!

)

/%'

!

1*9

肝损伤后
4-9(3

,

)[>9

的含量变化
!

模型各组

4-9(3

及
)[>9

的表达水平逐渐增多#且以
"@8

表达水平最

高#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&%模型各组比相对应的
<86=

各组
4-9(3

及
)[>9

表达水平明显增多#差异有统计学意义

$

H

$

&%&#

&%模型组
?

,

!"

,

"@

,

'?8

比相对应的
<86=

各组

)[>9

的表达水平明显增多#差异有统计学意义$

H

$

&%&#

&)

<86=

各组之间
4-9(3

及
)[>9

表达水平#差异无统计学意

义$

H

%

&%&#

&)见图
"

)

图
!

!

各模型组大鼠肝脏组织病理变化&
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+
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表
!

!

各组大鼠血清
*S+

"

*2A

及
*1A

检测值结果比较&

Z

)

2

+

PVJ

'

检测项目
'8 ?8 !"8 "@8 '?8

*S+

$模型组&

!&?(%?V!"'%? ""$$%#V'''%' #@&&%#V'@$%$ @(#(%&V'"&%3 '#'3%$V'"$%3

*S+

$

<86=

组&
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