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［摘要］　目的：探讨参附注射液（Ｓｈｅｎｆｕｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＳＦＩ）对重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠肠屏障功能障碍与二次打击的防护作用。

方法：雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５４只，随机分为３组：ＳＡＰ组（ＳＡＰ，ｎ＝２４），采用逆行十二指肠胰胆管注射５％牛黄胆酸钠溶液制备ＳＡＰ
大鼠模型；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组（ｎ＝２４），建模前２ｈ先给予ＳＦＩ１０ｍｌ／ｋｇ体质量腹腔注射；假手术组（ＳＯ，ｎ＝６）。建模成功后３、６、１２、２４

ｈ，分别取血液和小肠、胰腺、肺脏、肝脏标本。光镜下观察小肠组织病理改变，检测各时段血浆ＴＮＦα、ＩＬ６和二胺氧化酶（ｄｉａｍ

ｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）活性，以及相应时段胰腺、肺脏、肝脏中髓过氧化物酶（ＭＰＯ）含量。结果：ＳＡＰ组各时间点血液ＴＮＦα、ＩＬ６、

ＤＡＯ均较ＳＯ组显著升高（Ｐ＜０．０１），６～２４ｈ胰腺、肺脏、肝脏 ＭＰＯ较ＳＯ组显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组各时间点血液

ＤＡＯ、ＴＮＦα和ＩＬ６水平显著低于ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），６～２４ｈ胰腺、肺脏、肝脏 ＭＰＯ显著低于ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组建模后２４ｈ小肠病理组织改变较ＳＡＰ组明显减轻。结论：ＳＦＩ可防护ＳＡＰ大鼠肠屏障功能障碍，并可

减轻胰腺、肺脏、肝脏遭受二次打击的严重程度，其作用机制可能与减少中性粒细胞聚集、抑制促炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６相关。
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　　重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）
起病急骤，病情危重，病死率常高达２０％～３０％，导致
患者死亡的主要原因是胰腺坏死组织继发感染以及

由此产生的全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）和多器官功
能障碍综合征（ＭＯＤＳ）。研究发现，肠屏障功能障碍
（ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ，ＩＢＦＤ）是导致

ＳＡＰ相关ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ的关键因素，并对ＳＡＰ发
生、发展和转归有着重要影响；有效防护ＩＢＦＤ是ＳＡＰ
治疗中的重要环节，对减少ＳＡＰ并发症、降低死亡率
有重要意义［１３］。参附注射液（Ｓｈｅｎｆｕｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＳＦＩ）的
主要成分为红参、附片，主要用于阳气暴脱的厥脱症
（感染性、失血性、失液性休克等）；近来，研究表明ＳＦＩ
能够减轻ＳＩＲＳ大鼠肝、肺组织病理损伤程度［４］。本
研究旨在观察ＳＦＩ对ＳＡＰ大鼠肠屏障功能及二次打
击的防护作用，并探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＳＦＩ（国药准字Ｚ２００４３１１６，批号

０７１１０２）购自雅安三九药业有限公司，ＴＮＦα、ＩＬ６
检测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司（批
号２００７１２０６），ＭＰＯ试剂盒、考马斯亮蓝蛋白检测试
剂盒 购 自 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 （批 号

２００８０１１２），牛磺胆酸钠为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　实验动物和分组　５４只成年健康雄性清洁级

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２２０～２５０ｇ，由中国科学院上海
实验动物中心提供。按随机数字表法分为３组，ＳＡＰ
组（ｎ＝２４）采用胆胰管逆行注入５％牛磺胆酸钠溶液
建立ＳＡＰ模型；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组（ｎ＝２４）建模前２ｈ先给
予腹腔注射ＳＦＩ１０ｍｌ／ｋｇ；假手术组（ＳＯ，ｎ＝６）开腹
后仅翻动胰腺。前两组根据不同时间点再分为建模
后３ｈ、６ｈ、１２ｈ和２４ｈ共４个亚组。

１．３　ＳＡＰ模型制备　参照文献［５］方法并改良建立

ＳＡＰ模型。实验前，大鼠禁食１２ｈ，自由饮水。以戊
巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，严格无菌条
件下，上腹正中切口进腹，找到胆胰管汇入十二指肠
乳头处，４号头皮静脉针于十二指肠乳头附近穿刺十
二指肠壁，进入胆胰管，并逆行刺入胆胰管约０．５ｃｍ
深度，同时动脉夹夹闭肝门处胆总管，匀速注入５％
牛磺胆酸纳溶液ｌｍｌ／ｋｇ，滞留２ｍｉｎ后去除动脉夹
和针头，保持管内压力１０ｍｉｎ，关腹。术后１０ｍｉｎ
尾静脉注射生理盐水５ｍｌ／ｋｇ，以补充术中丢失的液
体。

１．４　各项指标检测　各组大鼠在规定时间点注射
致死剂量的戊巴比妥钠（２００ｍｇ／ｋｇ）处死，严格无菌
条件下取血液和小肠、胰腺、肝脏、肺脏标本。

１．４．１　小肠组织形态学观察　取末端回肠标本２
ｃｍ左右，１０％甲醛固定，修剪、脱脂、石蜡包埋和切
片，ＨＥ染色，光镜下观察组织形态学改变。

１．４．２　ＤＡＯ活性测定　取腹主动脉血液，室温静
置３０ｍｉｎ，２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分离血浆－７０℃低
温保存。通过测定血浆ＤＡＯ活性来反应肠通透性
改变。测试方法及步骤参照黎君友等［６］建立的分光

光度法进行，４３６ｎｍ处测光密度（Ｄ）值。

１．４．３　促炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６测定　取腹主动
脉血液，室温静置３０ｍｉｎ，２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分
离血浆－７０℃低温保存。采用ＥＬＩＳＡ法检测ＴＮＦ
α、ＩＬ６含量。操作严格按照试剂盒说明书进行。

１．４．４　胰腺、肝脏和肺脏组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）
含量检测　各组在规定时间点分别取相同部位胰
腺、肝脏和肺脏组织１ｇ左右，液氮保存，制备组织匀
浆。高速冷冻离心机４℃６００×ｇ离心１０ｍｉｎ后，取
上清液于１００００×ｇ下离心２０ｍｉｎ，最后再取上清
液－７０℃低温保存。采用过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）法测定
各组织中 ＭＰＯ活性，以每克组织蛋白在３７℃反应
体系中 Ｈ２Ｏ２被分解１μｍｏｌ为１个酶活性单位。操
作严格按照 ＭＰＯ检测试剂盒进行。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，
计量数据采用珚ｘ±ｓ表示，多组间计量资料比较采用
单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间有显著性
差异时，采用最小显著差法（ＬＳＤ）进行两两比较。

Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组大鼠小肠组织形态学观察结果　光学显
微镜下，ＳＡＰ组大鼠各时间点均出现不同程度的小
肠绒毛稀疏、肿胀，炎性细胞浸润，上皮细胞脱落，以
建模后２４ｈ改变最为严重；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组大鼠建模
后２４ｈ小肠绒毛数量和高度接近ＳＯ组，有少量的
炎性细胞浸润和上皮细胞脱落（图１）。

２．２　各组大鼠血浆ＤＡＯ活性检测结果　ＳＡＰ组

３～２４ｈ各时间点血浆ＤＡＯ均显著高于ＳＯ组 （Ｐ＜
０．０１）；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组３～２４ｈ各时间点血浆ＤＡＯ均
显著低于同时间点ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０１），但仍显著高
于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１，图２）。

２．３　各组大鼠血浆促炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６检测
结果　ＳＡＰ组各时间点血浆 ＴＮＦα、ＩＬ６均较ＳＯ
组显著升高（Ｐ＜０．０１），１２ｈ达最高水平；ＳＡＰ＋ＳＦＩ
组各时间点血浆 ＴＮＦα、ＩＬ６均显著低于ＳＡＰ组
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），但６～２４ｈＴＮＦα、３～２４ｈ
ＩＬ６仍显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，图３）。
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图１　各组大鼠末端回肠光镜图片

Ｆｉｇ１　Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆ

ｔｅｒｍｉｎａｌｉｌｅａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ）

Ａ：２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎｉｎＳＡＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎｉｎＳＡＰ＋ＳＦＩ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＯｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图２　各组血浆ＤＡＯ活性变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐｌａｓｍａＤＡＯｌｅｖｅｌｓｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳＡＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　各组大鼠血浆ＴＮＦα（Ａ）和ＩＬ６（Ｂ）水平变化

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐｌａｓｍａＴＮＦα（Ａ）ａｎｄ

ＩＬ６（Ｂ）ｌｅｖｅｌｓｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＳＡＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　各组大鼠胰腺、肝脏和肺脏组织 ＭＰＯ检测结
果　ＳＡＰ组６～２４ｈ３个时间点各组织 ＭＰＯ均较

ＳＯ组显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＰ＋ＳＦＩ组６～２４ｈ３
个时间点各组织 ＭＰＯ显著低于ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１，图４）。

图４　各组大鼠胰腺（Ａ）、肺（Ｂ）、肝（Ｃ）组织 ＭＰＯ活性变化

Ｆｉｇ４　ＭＰＯａｃｔｉｖｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ（Ａ），ｌｕｎｇ（Ｂ）ａｎｄｌｉｖｅｒ（Ｃ）ｔｉｓｓｕｅｓｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳＡＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肠道是全身应激反应的中心器官之一，正常的

肠黏膜屏障由机械屏障、化学屏障、生物屏障和免疫

屏障组成，对维护机体的生理状态起着重要作用。

ＳＡＰ时可继发ＩＢＦＤ，一方面直接导致细菌和（或）

内毒素移位至坏死胰腺组织继发胰腺感染，另一方

面肠道细菌和（或）内毒素进入体循环，刺激已活化

的单核细胞和巨噬细胞，促进其释放细胞因子和炎

症介质，进而启动ＳＩＲＳ并引起 ＭＯＤＳ［７］。因此，

ＳＡＰ相关ＩＢＦＤ是导致ＳＡＰ较高死亡率的主要原

因之一，有效防护ＩＢＦＤ对于控制ＳＡＰ病情发展、改

善预后、降低死亡率具有重要意义［８］。

　　有研究［９］表明，参附注射液除了可以改善心功

能不全和抗休克之外，还能够抑制炎症、改善微循

环，减轻ＳＩＲＳ严重程度，但其作用机制仍未阐明。

ＤＡＯ是小肠黏膜上层绒毛中具有高度活性的细胞

内酶，其他组织或细胞中几乎不存在，生理状态下血
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浆中ＤＡＯ活性很低，当肠黏膜受损时，细胞释放大

量ＤＡＯ入血，使血中ＤＡＯ含量升高。因此，血液

ＤＡＯ含量可客观反映肠黏膜结构完整性，而肠黏膜

结构的破坏是发生ＩＢＦＤ的基础，故检测血液ＤＡＯ
也可间接反映肠黏膜屏障功能［１０］。逆行胰胆管注

射牛磺胆酸钠法建立ＳＡＰ动物模型，具有简便、可

靠、价格低廉等特点，更适合ＳＡＰ发病机制和治疗

学的研究［５］。本研究采用该法制备ＳＡＰ大鼠模型，

发现ＳＡＰ大鼠小肠发生明显的组织病理学改变，肠

黏膜结构完整性受到严重破坏，血液ＤＡＯ含量显

著升高，提示ＳＡＰ大鼠继发ＩＢＦＤ，给予ＳＦＩ预处理

后能够减轻小肠组织病理改变，有效降低血浆ＤＡＯ
含量，维护肠道黏膜结构和功能完整性，减轻ＩＢＦＤ
严重程度。

　　胰腺腺泡细胞早期产生和释放的促炎细胞因子

ＴＮＦα、ＩＬ６在ＳＡＰ相关ＩＢＦＤ、ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ发

生发展中起着重要作用［１１１２］，是ＳＡＰ中最早升高并

起关键作用的炎症启动因子，不但能直接损伤机体

细胞，还可诱发其他促炎细胞因子的释放，引起连锁

反应，进而导致ＳＩＲＳ。同时，ＴＮＦα、ＩＬ６还可损伤

肠道上皮细胞间的紧密连接，破坏肠道黏膜屏障完

整性，并诱导肠黏膜细胞凋亡。其对肠道黏膜的损

伤作用，是导致ＩＢＦＤ并引起细菌和（或）内毒素移

位的机制之一，并在ＩＢＦＤ发生过程中发挥重要作

用［１３１４］。本研究表明，ＳＦＩ可显著降低ＳＡＰ大鼠血

浆ＴＮＦα、ＩＬ６水平，能够降低ＳＡＰ的严重程度，防

护ＳＡＰ相关ＩＢＦＤ，进而抑制ＳＩＲＳ的发展。另外，

较高浓度的 ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子，还可进一步

刺激已活化的单核巨噬细胞，释放更多的细胞因子

和炎性介质，引起循环中第二次细胞因子高峰，对机

体造成“二次打击”［１５］。ＭＰＯ为中性粒细胞中存在

的特殊过氧化酶，具有细胞特异性，组织中 ＭＰＯ含

量可客观地反映该组织中中性粒细胞聚集与活化程

度。本研究中，ＳＡＰ大鼠建模６ｈ后胰腺、肺脏、肝脏

ＭＰＯ显著升高，表明出现组织损伤，ＳＦＩ预处理后可

以显著降低ＳＡＰ大鼠建模６～２４ｈ胰腺、肺脏、肝脏

组织 ＭＰＯ，抑制中性粒细胞的聚集，提示其能够保护

ＳＡＰ大鼠重要脏器，有效防护二次打击损伤。

　　综上所述，ＳＦＩ具有防护ＳＡＰ大鼠肠屏障功能

障碍的作用，并可减轻胰腺、肺脏、肝脏遭受二次打

击的严重程度，发挥保护机体重要脏器的作用。本

实验提示，其作用机制可能与减少机体器官内中性

粒细胞聚集、抑制促炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６相关。
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