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摘要 目的 探讨重症急性胰腺炎(SAP) 早期炎症因子的

分泌与 JAK2 /STAT3 信号通路之间的关系。方法 以 4% 牛

磺胆酸钠胰胆管逆行注射诱导大鼠 SAP 模型。32 只雄性

SD 大鼠随机分为 4 组:对照组和 SAP 造模组(6、12、18 h)，

每组 8 只。动态测定各组血清淀粉酶(AMY) 和胰脂肪酶

(LPS)、血钙(Ca2 + ) 水平;光镜下观察胰腺病理变化;ELISA

法检测血清肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-1β( IL-1β) 及

白介素-18( IL-18)表达情况;ＲT-PCＲ 和 Western blot 法分别

检测胰腺组织中 JAK2 和 STAT3 在胰腺中的表达水平变化。

结果 各 SAP 造模组血清学指标水平、TNF-α、IL-1β 及 IL-
18 均明显高于对照组;病理学显示胰腺组织随病情进展逐

步加重;SAP 造模组胰腺 JAK2 和 STAT3 基因和蛋白的表达

均明显增高，且 JAK2 和 STAT3 表达变化与胰腺组织的严重

程度相一致。结论 SAP 早期促炎因子过度表达是病情进

展的损伤因子，可能通过诱导 JAK2 /STAT3 信号通路的活

化，加重 SAP 早期器官损伤程度。
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重 症 急 性 胰 腺 炎 ( severe acute pancreatitis，
SAP)是临床常见急腹症之一，其发病的病理生理学

机制十分复杂。近年来，多项研究
［1 － 2］

表明，各种因

素刺激引起胰腺消化酶过度分泌和释放，导致胰腺

腺体及胰外器官炎症、免疫相关信号通路的活化，进

而导致胰腺局部损伤以及胰外多器官功能损伤。目

前认为，炎症通路过度活化与 SAP 时多器官功能损

伤关系尤为密切。早期研究
［3 － 5］

显示，白介素-1β
( interleukin-1β，IL-1β)、白介素-18( interleukin-18，

IL-18) 及肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，

TNF-α)在 SAP 早期表达明显增加，且表达量的增加

与病情严重程度和预后密切相关。研究
［6］

显示，

SAP 早期，JAK /STAT 信号通路在早期炎症反应过

程中起重要调节作用，该信号通路的过度活化，可能

加重胰腺损伤。然而该信号通路在 SAP 早期调节

作用尚不明确，因此，该研究旨在进一步明确 SAP
早期 IL-1β、IL-18 及 TNF-α 动 态 变 化 与 JAK2 /
STAT3 信号通路活化的关系，从分子、病理学角度探

讨其与 SAP 病情严重性的关系，为 SAP 防治提供理

论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 清洁级 SD 雄性大鼠 32 只，体重 200 ～
250 g，由南京军区南京总医院实验动物中心提供。
牛磺胆酸钠购自美国 Sigma 公司;TNF-α、IL-1β 及

IL-18 试剂盒购自美国 ADL 公司;JAK2 及 STAT3 大

鼠单克隆抗体购自美国 Cell Signal 公司;兔抗大鼠

β-actin 抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG 购

自武汉博士德公司。PVDF 膜购自美国 Millipore 公

司;ＲT-PCＲ 试剂盒购自日本 TaKaＲa 公司;JAK2 及

STAT3 引物由南京金斯瑞公司合成。酶标仪、PAGE
凝胶电泳仪、垂直电泳槽、电泳凝胶图像分析系统均

由美国 Bio-Ｒad 公司提供。
1． 2 方法

1． 2． 1 动物分组及模型制备 SD 大鼠随机分为对

照组和 SAP 造模组;后组再分为 6、12、18 h 3 个时

间点，每组各 8 只大鼠，术前禁食 12 h，禁水 6 h。氯

胺酮(100 mg /kg) 经腹腔内注射麻醉;由正中切口

进腹，对照组开腹后翻动胰腺数次;SAP 造模组用显

微动脉夹夹闭肝门胆管及十二指肠乳头对系膜肠

壁，用 4%牛磺胆酸钠(1 ml /1 kg)，0． 2 ml /min 匀速

逆行注入胰胆管，胰腺出现充血水肿表现，造模结束

后过 5 min 取出动脉夹，SAP 模型制作成功后，将各

脏器回纳至正常解剖位置。各组大鼠分别在各时间

点分批处死，于右心房取血，在室温下 3 000 r /min
离心 20 min，取血清 － 20 ℃冻存。取胰腺 2 份，1 份

放入 10%中性甲醛固定 24 h，常规石蜡包埋、切片。
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另 1 份置于液氮中保存备用。
1． 2． 2 血清淀粉酶(serum amyl，AMY)和胰脂肪酶

( lipase，LPS)、血钙( calcium，Ca2 + ) 测定 Olympus
Au-2700 型自动生化分析仪测定。
1． 2． 3 胰腺病理学观察 胰腺标本常规制作病理

HE 石蜡切片，均由我院病理科医师在光镜下观察

胰腺组织学变化。胰腺组织按 KUSSKE 分级标准进

行病理评分。
1． 2． 4 血 清 TNF-α、IL-1β 及 IL-18 含 量 测 定

ELISA 法检测，具体步骤严格按试剂盒使用说明书

进行操作，通过绘制标准曲线得出样品中相应细胞

因子含量。该检测方法的灵敏度为 1 pg /ml。
1． 2． 5 ＲT-PCＲ 检测 取 50 mg 胰腺组织分别加 1
ml 苯酚(TＲIzol)充分匀浆提取总 ＲNA，比色法测定

ＲNA 浓度，各取 0． 5 μg ＲNA 加入 20 μl ＲT 反应体

系进行逆转录，反应得 cDNA 4 ℃ 保存。各取上诉

cDNA 样品稀释 10 倍后加入 qPCＲ 反应体系，每管

体积 20 μl，放入安捷伦 Mx4000p 实时定量 PCＲ 仪。
引物序列( 查自 Pubmed) 如下:JAK2 上游引物:5'-
TGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGCAT-3'，下 游 引 物:

5'-TCCTACAGTGTTTTCAGTTTCAA-3'，扩 增 片 段

222 bp。 STAT3 上 游 引 物: 5'-GATGCTGGAG-
GAGAGAATCG -3'，下 游 引 物:5'-TATGT TTGTGC-
CCAGAATGT-3'，扩增片段 265 bp 。反应条件:预变

性 95 ℃ 30 s;扩增 95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，循环 40 次;

溶解曲线条件:95 ℃ 60 s，55 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s。
每个样本重复 5 次，记录观察扩增曲线及溶解曲线，

在 GeneGenius 成像系统下观察结果。
1． 2． 6 Western blot 检 测 胰 腺 组 织 中 JAK2 及

STAT3 蛋白表达 取胰腺组织称重，液氮、研钵粉碎

组织块，ＲIPA 细胞裂解液裂解后冰浴下超声匀浆，

提取总蛋白，采用 Bradford 法行总蛋白定量。各取

蛋白样品加等体积的电泳缓冲液，经 10% SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳后转移至 PVDF 膜。封闭后加入兔

抗大鼠 JAK2 和 STAT3 单克隆抗体(1 ∶ 500 稀释);

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 (1 ∶ 1 000 稀

释)。结果以 ECL 化学发光检测杂交信号，以 β-ac-
tin 作为内参照，用 Image-Pro 软件分析仪测定条带

灰度值，以显色条带的吸光度值作为蛋白表达计量

指标分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，多组均数间比较采用单因

素方差分析，两组均数间比较采用 LSD-t 检验进行

显著性检验。

2 结果

2． 1 血清 AMY、LPS、Ca2 + 指标变化 对照组血

清 AMY、LPS、Ca2 +
水平均较低;SAP 造模组 AMY、

LPS 水平均显著增加(F = 10. 724，P ＜ 0. 01)，随着

作用时间延长逐渐升高，18 h 升至最高值，Ca2 +
随

着作用时间延长逐渐降低(F = 9. 978)，SAP-6 h 和

SAP-12 h 组与对照组比较差异无统计学意义(F =
2. 239，P ＞ 0. 05)，SAP-18 h 组与对照组比较差异有

统计学意义( F = 6. 811，P ＜ 0. 01)。见表 1。

表 1 各组大鼠血清学指标结果比较(n = 8，珋x ± s)

组别 AMY( U /L) LPS( U /L) Ca2 + (mg /dL)

对照 574． 9 ± 28． 3 43． 7 ± 2． 3 8． 57 ± 0． 23
SAP-6 h 2 152． 2 ± 186． 6＊＊ 186． 5 ± 9． 2＊＊ 5． 72 ± 0． 62＊＊

SAP-12 h 3 451． 7 ± 206． 5＊＊ 398． 3 ± 15． 8＊＊ 4． 37 ± 0． 54＊＊

SAP-18 h 4 163． 1 ± 379． 6＊＊ 622． 8 ± 21． 4＊＊ 1． 58 ± 0． 07＊＊

与对照组比较:＊＊P ＜ 0． 01

2． 2 血清 TNF-α、IL-1β及 IL-18 含量 对照组血

清中有少量 TNF-α、IL-1β 及 IL-18 表达;SAP 造模

组血清 IL-1β、IL-18 和 TNF-α 表达与对照组比较均

显著增加，随着作用时间延长逐渐升高，18 h 升至

最高值，与 对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =
33. 505，P ＜ 0. 01)。见表 2。

表 2 各组大鼠血清中 TNF-α、IL-1β及

IL-18 含量比较(pg /ml，n = 8，珋x ± s)

组别 TNF-α IL-1β IL-18
对照 69． 12 ± 3． 84 8． 64 ± 0． 39 25． 36 ± 4． 82
SAP-6 h 176． 02 ± 14． 38＊＊ 47． 21 ± 3． 56＊＊ 186． 24 ± 15． 95＊＊

SAP-12 h 259． 77 ± 10． 61＊＊ 92． 43 ± 8． 04＊＊ 376． 27 ± 20． 27＊＊

SAP-18 h 340． 36 ± 13． 57＊＊ 146． 67 ± 10． 33＊＊ 426． 34 ± 16． 83＊＊

与对照组比较:＊＊P ＜0． 01

2． 3 组织病理学检查

2． 3． 1 胰腺组织病理学检查 对照组胰腺结构正

常，腺泡细胞排列紧密，胞质着色均匀，胰岛中无出

血及炎症细胞浸润( 图 1A)。SAP-6 h 组胰腺小叶

正常结构已破坏，间质充血水肿，局部可见紫红色坏

死灶，坏死区大量炎症细胞浸润( 图 1B);SAP-12 h
组胰腺大片坏死，间质血管破裂，仅残留胰腺腺叶轮

廓，炎症细胞浸润更明显( 图 1C);SAP-18 h 坏死程

度进一步加重，腺叶正常结构完全消失，胰腺实质广

泛出血坏死及炎症细胞浸润(图 1D)。
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图 1 胰腺组织病理学表现 HE ×200

A: 对照组; B: SAP-6 h; C: SAP-12 h; D:SAP-18 h

2． 4． 1 胰腺组织 JAK2 和 STAT3 mＲNA 的表达

JAK2 扩增片段为 364 bp，STAT3 扩增片段为 715
bp。对照组胰腺组织可见 JAK2 和 STAT3 mＲNA 少

量表达，各 SAP 造模组的表达明显增加，随时间延

长逐渐升高，18 h升至最高值，与对照组比较差异有

统计学意义(P ＜ 0. 01)。见图 2。

图 2 各 SAP 造模组大鼠胰腺 JAK2 和 STAT3 mＲNA 表达情况

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 4． 2 胰腺组织 JAK2 和 STAT3 蛋白表达情况 对

照组胰腺组织中可见少量 JAK2 和 STAT3 表达;SAP
造模组血清 JAK2 和 STAT3 水平均显著增加(P ＜
0. 01)，随时间延长逐渐升高，18 h 升至最高值，与对

照组比较差异有统计学意义(P ＜0. 01)。见图 3。

3 讨论

目前认为 SAP 早期炎症反应过程中，同时存在

免疫系统改变，诱导抑炎和促炎信号通路的活化，同

时参与调节作用，而 JAK /STAT 通路作为重要的炎

症因子信号转导的共 同 通 路 之 一，其 中 JAK2 和

STAT3在胰腺腺泡细胞中均发现有特异性抗体
［8］，

图 3 各组大鼠胰腺中 JAK2 和 STAT3 蛋白表达

炎症因子可能刺激 JAK /STAT3 通路活化，将细胞膜

上感受的信号传导至腺泡细胞核内，最终完成信号

转导全过程，在 SAP 早期发挥着重要作用
［9 － 10］。前

期研究
［11］

显示，SAP 并发肺损伤时，IL-6 及 IL-18 的

表达与 JAK2 和 STAT3 蛋白表达成正比，提示 SAP
时炎症因子的高表达与 JAK2 /STAT3 信号通路明显

正相关。因此推测 JAK2 /STAT3 信号通路可能参与

了 SAP 早期胰腺局部炎症反应和远处器官损伤过

程。
本研究显示，在造模 6 h 后血清中 TNF-α、IL-1β

和 IL-18 含量增加，造模 12 h 后，其表达水平较 6 h
组均明显升高，造模 18 h 后炎症因子表达呈最高水

平，这与 AMY、LPS 变化呈显著正相关性，而与 Ca2 +

指标呈负相关，同时结合病理结果显示，随胰腺病理

损伤程度加重，且胰腺组织中炎症细胞浸润明显，考

虑可能为 SAP 时炎症细胞过度浸润，诱导炎症细胞

大量释放所致，与胰腺炎严重程度密切相关，这与文

献
［12］

报道基本一致。由此可见，SAP 早期炎症因子

的高表达水平与胰腺损伤严重程度呈正相关性。本

研究进一步显示对照组大鼠胰腺 JAK2 和 STAT3 均

呈低水平表达，各 SAP 造模组 JAK2 和 STAT3 表达

均明显增加，其表达量与各炎症因子变化水平在时

间上保持一致，考虑可能在 SAP 时，炎症因子的过

度表达导致胰腺腺泡细胞内 JAK2 和 STAT3 的活

化，使其与相应位点结合，进而诱导了 JAK2 /STAT3
通路进一步活化。另外，结合生物学指标和胰腺病

理损伤程度提示该信号通路的过度活化可能进一步

刺激炎症因子的表达，导致炎症反应加重，进而损伤

胰腺组织以及胰外器官。
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Abstract Objective To investigate the relationship between proinflammatory cytokines and JAK2 /STAT3 signal
pathway in early severe acute pancreatitis． Methods The rat model of SAP was reproduced by retrograde infusion
of 4% sodium taurocholate into the biliopancreatic duct． Thirty-two male SD rats were randomly assigned into 4
groups (8 each): normal control group，SAP 6 h，12 h and 18 h groups． The levels of serum amylase，lipase and
calcium level were measured dynamically，pathological changes in pancreas was evaluated． The concentrations of
TNF-α，IL-1β and IL-18 were determined by ELISA，and the expressions of JAK2 and STAT3 protein and mＲNA
in pancrease was also determined by Western blot and ＲT-PCＲ． Ｒesults The SAP module groups serology level，
TNF-α，IL-1β and IL-18 were significantly higher than those in NC group． The microscopic pancreas injuries were
gradually aggravated with disease progression． The expression of JAK2 and STAT3 gene and protein in experimental
groups were significantly increased compared with NC group，and reached the peak in 18h group． Conclusion Se-
vere acute pancreatitis proinflammatory cytokines overexpression is damage factor progression of disease，which may
activate the JAK2 /STAT3 signaling pathway，aggravating the organ injury in early stage of severe acute pancreati-
tis．
Key words severe acute pancreatitis; proinflammatory cytokines; JAK2 /STAT3 signaling pathway; pancreas in-
jury
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