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银杏苦内酯B对重症急性胰腺炎大鼠p38丝裂原活化
蛋白激酶活性的影响

刘丽荣，夏时海+，赵志玲，邸瑶

(武警医学院附属医院消化内科胰腺中心，天津300162)

摘要：目的观察银杏苦内酯B(BN52021)对重症急性胰腺炎(SAP)大鼠胰腺组织p38丝裂原活化蛋白激酶

(p38 MAPK)活性的影响。方法 Wistar雄性大鼠随机分为阴性对照组(NC组)、SAP模型组(SAP组)、

BN52021治疗组(BN组)，每组按术后不同时相点(1、2、3、6、12、24 h)分为6小组，用Western blotting法分别检

测胰腺组织p38 MAPK表达与激活情况，同时对胰腺组织进行病理学观察和测定血清淀粉酶活性的变化。结果

血清淀粉酶和病理学结果显示SAP造模成功，BN52021能降低SAP大鼠的血清淀粉酶活性，病理学评分在3、6、

12 h较SAP组显著降低(P<o．05)；NC组在各时相点均只检测到少量磷酸化的p38 MAPK，SAP组和BN组在

各时相点均较NC组显著升高(尸<0．05)，BN组在6、12、24 h较SAP组显著降低(P<0．05)。结论BN52021

可部分抑制SAP大鼠胰腺组织p38 MAPK的活化，从而发挥其治疗作用。
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Abstract：Objective To investigate the effects of ginkgolide B(BN52021)on p38 mitogen—activated

protein kinase(p38 MAPK)activity in rat pancreas with severe acute pancreatitis(SAP)．Methods One

hundred and eighty Wistar male rats were randomly divided into three groups，which included negative

contrast group(NC)，SAP model group(SAP)and BN52021 treating group(BN)．The rats of each group

were further randomly divided into six subgroups at different time points including 1，2，3，6，1 2，and 24

h．The activities of serous amylase were detected in the rats of every subgroups，and the expression and

activation of p38 MAPK in pancreas tissue were detected by Western blotting。and the pathologic change

of pancreas was observed by microscope after HE dyeing．Results The results of detection of serous

amylase and pathology showed that SAP models were successful and BN52021 can depress the activities of

serous amylase in SAP group and ameliorate pathological score of pancreas(3，6，and 1 2 h，尸<0．05)

compared to SAP group．In the rat pancreas of the NC group，the slight phosphorylated p38 MAPK can be

detected．Compared with the NC group，the activation of p38 MAPK were significantly higher at every

time points in the SAP and BN group(P<0．05)．In the BN group，the change of p38 MAPK expression

and activation synchronized with that of the SAP group，but at 6，12，and 24 h points，the level of p38

MAPK was significantly 10wer(P<O．05)．Conclusion BN52021 could partly inhibit the activation of p38

MAPK in rat pancreas with SAP and exerts+its therapeutic effect．

Key words：pancreatitis；ginkgolide B(BN52021)；p38 mitogen—activated protein kinase(p38

MAPK)

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis，

SAP)病情凶险，致病因素复杂多样，发病机制迄今

尚未完全明了，仍系临床难治性疾病。随着对信号转

导通路在其发病机制中的作用的深入研究，近年发
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现，丝裂原活化蛋白激酶(mitogen—activated

protein kinase，MAPK)信号通路在SAP病程中

的作用不容忽视，其中p38 MAPK作为应激激活的

MAPK信号转导通路，在机体炎症反应调控过程中

发挥极其重要的作用，该信号通路在炎性反应过程

中的主要功能是在转录后水平控制炎症介质基因表

达D,z]。已有大量体外实验和体内实验证明，胰腺炎

时p38 MAPK活性明显升高。针对血小板活化因子

(platelet activating factor，PAF)在SAP发病机制

中的作用，以及PAF的信号转导机制，本实验选用

天然的PAF受体拮抗剂银杏苦内酯B(BN52021)

治疗SAP大鼠，主要探讨其对SAP大鼠胰腺组织

p38 MAPK活性的影响，为其治疗SAP提供一定

的理论依据。

1材料与方法
．

1．1 主要试剂与仪器：BN52021(质量分数90％)、

牛磺胆酸钠(Sigma公司)，淀粉酶试剂盒(北京科

美试剂公司)，抗p38 MAPK抗体、磷酸化p38

MAPK抗体(Santa Crus公司)，聚偏二氟乙烯

(PVDF膜)(Millipore公司)，ECI液(Santa cruze

公司)，预染marker(北京天为时代生物技术有限

公司)。DYY一12电泳仪、电转印仪(北京六一仪器

厂)，凝胶扫描成像系统(Bio—Rad公司)，垂直电泳

仪(Brad—boid公司)。

1．2实验动物分组与模型制备：雄性Wistar大鼠

(军事医学科学院实验动物中心)180只，随机分为

阴性对照组(NC，，z=60)、SAP模型组(SAP，n一

60)和BN52021治疗组(BN，咒一60)，3组按术后

不同时相点又随机分为1、2、3、6、12、24 h 6个小

组，每小组为10只。参照Aho等口1方法制备SAP

模型，Wistar大鼠称重，标记，术前24 h禁食，自由

饮水。0．4％戊巴比妥钠(40 mg／kg)ip麻醉，仰卧

位固定后，于上腹正中做2 am切口进入腹腔，找到

大鼠的十二指肠和胆胰管后，用无创血管夹夹住胆

胰管肝端，用钝头针头经十二指肠浆肌层行胆胰管

逆行穿刺术，穿刺成功后，微量注射器逆行胰胆管内

注射5％牛磺胆酸钠(o．1 mL／100 g)，推注速度

0．20 mL／min。推药后用无创血管夹夹住胰胆管人

十二指肠处，观察10 min，去除血管夹，确认腹腔内

无活动性出血后，两层关腹并用无菌纱布覆盖伤口，

NS组开腹后仅翻动十二指肠并触摸胰腺数次关

腹。BN组于术后15 min股静脉iv BN52021(5

mg／kg)，BN52021用二甲基亚砜(DMSO)溶解，

NC组、SAP组股静脉iv等量生理盐水。

1．3标本的采集与保存：各组大鼠分别在术后1、

2、3、6、12、24 h 6个时相点麻醉大鼠，经右心房取静

脉血，37℃水浴10 min后，3 000 r／min离心10

min，取上清液于消毒过的EP管中，一20℃冰箱保

存，以备测定血清淀粉酶。同时取一部分胰腺组织放

在液氮中过夜后置于一80℃冰箱冻存备用，再取

一部分胰腺组织，用40 g／L中性缓冲甲醛固定，石

蜡包埋切片后HE染色制片，进行病理学观察和

评分。

1．4血清淀粉酶的检测和胰腺病理学观察与评分：

血清淀粉酶的测定，按全自动生化仪和淀粉酶试剂

盒检测。对胰腺组织标本进行胰腺病理学观察与评

分(表1)，每张切片随机选10个高倍镜视野(×

400)，按表中胰腺组织损伤病理学评分标准评分，无

表中各项病理改变计0分。

表1 SAP大鼠胰腺组织病理变化评分标准

Table 1 Standard of pathological change score

in pancreas of rats with SAP

1．5 p38 MAPK活性检测：提取胰腺组织总蛋白，

制备等量蛋白质样品，用SDS--PAGE进行蛋白分

离，电泳结束后电转移至PVDF膜，以含5％牛血

清白蛋白的TBST溶液室温封闭1 h，一抗兔来源

的磷酸化p38 MAPK多抗1：1 000稀释4℃孵

育过夜，再与二抗(HRP标记的羊抗兔IgG)4℃

孵育过夜。ECL化学发光试剂检测阳性信号。为校

正蛋白上样量的一致，曝光后的膜以膜解吸液(100

mmol／L pME，2％SDS，62．5 mmol／L tris—HCl，

pH 6．7)于50℃洗脱30 min，然后封闭，再用抗

p38总蛋白抗体检测作为内对照。照片用Bio—Rad

图像处理系统采集X线片的条带，用Quantity One

4．5图像分析软件进行条带灰度扫描。以上实验均

重复3次，取其平均值为最终数据。

1．6统计学分析：所有数据用X±s表示，组间比较

应用统计学软件SPSSII．5单因素方差分析。
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2结果

2．1 血清淀粉酶和病理学观察：血清淀粉酶结果显

示，SAP组和BN组在各时相点较NC组显著升高

(P<0．05)，但BN组在3、6、24 h较SAP组显著

降低(P<o．05)，见表2。病理学结果显示，NC组各

时相点腹腔内未见明显异常，胰腺结构大致正常；

SAP组有血性腹水，胰腺有坏死灶，肠系膜、大网膜

上有大量皂化斑，胰腺间质和腺小叶炎症细胞浸润，

有弥漫性出血及片状坏死，随着时间后移，病变逐渐

加重；BN组在中后期较SAP组有所减轻。病理学

评分结果显示，SAP组和BN组在各时相点较NC

组显著升高(P<O．05)，但BN组在3、6、12 h较

SAP组显著降低(P<0．05)，见表3。

2．2 p38 MAPK的表达与激活情况及BN52021

的影响：NC组在各时相点胰腺组织只检测到少量

磷酸化的p38 MAPK(p—p38)，见图l—A。SAP组和

BN组在各时相点胰腺组织中p38 MAPK的激活

均较NC组显著升高(P<O．05)。SAP组胰腺组织

的p38 MAPK的激活在造模后即迅速增加，3 h达

高峰，6、12 h仍维持较高水平，在24 h p38 MAPK

磷酸化水平仍高于NC组，见图1一B。BN组p38

MAPK表达与激活的变化趋势在时相点上与SAP

组一致，但在6、12、24 h较SAP组显著降低(P<

0．05)，见图l—C和图2。

表2 BN52021对SAP大鼠血清淀粉酶活性的影响(；土s，n=30)

Table 2 Effect of BN52021 on serous amylase activity of rats with SAP(；士s，n=30)

与NC组比较：。P<0．05； 与SPA组比较：4P<0．05

。P<0．05'05 NC group： 4P<0．05'US SAP group

表3各组SAP大鼠胰腺组织病理评分(；土s，n=30)

Table 3 Patho—score of pancreas in rats with SAP among every groups(i士S，n=30)

与NC组比较：’P<O．05； 与SAP组比较；4P<0．05

’P<0．05"s NC group： 4P<0．05 w SAP group

图1 BN52021对SAP大鼠胰腺组织中p38 MAPK激活的影响

Fig．1 Effect of BN52021 on activation of p38 MAPK in pancreas of rats with SAP

3讨论

SAP是多种致病因素使胰酶异常激活导致胰

腺自身消化，继而引起胰腺和全身性的炎症反应。应

激状态下炎性细胞因子较多，如肿瘤坏死因子

(TNF)、白细胞介素(IL)和PAF等，它们之间存

在复杂的相互作用，形成连锁式反应。其中PAF是

内源性的脂质介质。在适宜的刺激下，体内多种细胞

能够合成和释放PAF，特别是参与炎症反应的细

胞，如单核／巨噬细胞、多形核白细胞、噬酸性粒细

胞、噬碱性粒细胞、血小板、肥大细胞、血管内皮细胞

和淋巴细胞等[4’5]。PAF具有广泛的生物活性。体外

实验表明，PAF能够促进白细胞的趋化、聚集、分泌

颗粒和产生氧自由基，促进白细胞与内皮细胞黏附；

参与变态反应、创伤愈合、动脉粥样硬化、血管发生、

细胞凋亡、生殖和长时程增强等病理生理过程[4~6]。

PAF的生物学活性是通过与其受体特异结合，激活

多条细胞内信号转导途径而后产生的。PAF受体属

于G蛋白偶联受体(GPCR)家族。结合了PAF的
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与NC组比较：。P<0．05， 与SAP组比较：4P<0．05

’P<0．05 7d$NC group；。P<0．05 w SAP group

圈2 BN$2021影响SAP大曩胰腺组织中p38 MAPK

激活的时效关系

Fig．2 Time—effect relationship of BN$2021 on activation

of p38 MAPK in pancreas of rats with SAP

受体可激活磷脂酶C(PLC)，通过激活百日咳毒素

不敏感性Gaq蛋白、腺苷酸环化酶，提高cAMP水

平，进而激活蛋白激酶A(PKA)，还能够激活

MAPK信号通路中的细胞外信号调节激酶

(extracellular signal—regulated kinase，ERK)、p38

MAPK和c—Jun氨基末端激酶(c—Jun N—terminal

kinase，JNK)途径[7]。其中p38 MAPK信号通路

在炎性反应过程中发挥重要作用，其主要功能是在

转录后水平控制炎症介质基因表达。已有大量体内

外实验证明，胰腺炎时p38 MAPK活性明显升高，

同时伴随多种细胞因子基因表达的上调和血清水平

的增高。在本实验中，也检测到SAP大鼠胰腺组织

中p38 MAPK的激活明显增强，SAP组胰腺组织

的p38 MAPK的激活在造模后即迅速增加，3 h达

高峰，6、12 h仍维持较高水平，在24 h p38 MAPK

磷酸化水平仍高于对照组。

在本实验应用BN52021治疗SAP大鼠，目的

是探究阻止PAF信号向下游传递，能否对p38

MAPK的激活起到抑制作用，从而揭示BN52021

治疗SAP的分子机制。银杏苦内酯是银杏树叶和根

皮提取物中的双萜内酯，是天然的特异性PAF拮

抗剂，其中以BN52021的作用为最强[8]。BN52021

具颇多有益的药理作用，如抗炎、抗过敏、抗氧化和

神经保护作用等。以往研究发现，用BN52021治疗

能够阻止蛙皮素诱导的炎症反应，减轻细胞破坏程

度[9]。此外，BN52021除能够降低血清淀粉酶，减轻

胰腺水肿，改善组织学评分，降低IL一6水平外，还能

够减少细菌向远处的移位，减少感染的发生机

制[10,11]。本实验结果显示，BN52021可以减轻SAP

大鼠胰腺组织损伤，减轻腹水程度，降低血清淀粉酶

水平，与以往报道一致。本室的前期工作确定了

BN52021治疗SAP的最佳有效剂量(5 mg／kg)。

本实验中观察BN52021对p38 MAPK表达与激活

的影响，其结果显示BN组p38 MAPK表达与激活

的变化趋势在时相点上与SAP模型组一致，但在

6、12、24 h较SAP组显著降低，且在各时相点较

NC组显著升高，表明BN52021可以部分抑制SAP

大鼠胰腺组织p38 MAPK的活化，以中后期为著。

总之，BN52021通过阻止PAF信号的传导，部

分抑制SAP大鼠胰腺组织p38 MAPK活化。本研

究为BN52021的临床应用提供了一定的理论基础。

至于BN52021对p38 MAPK活化的抑制是通过

GPCR途径，还是通过干扰其他信号传导途径，比如

通过影响GPCR与蛋白酪氨酸激酶受体间交叉对

话作用来实现的，存在哪些中间信号分子，还有待进

一步研究来揭示。
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