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大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬细胞 JAK2/STAT3 信
号通路的影响 
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摘  要：目的  探讨大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬细胞功能的影响及其机制。方法  制备小鼠重症急

性胰腺炎模型，取其腹腔巨噬细胞分成模型组、大黄附子汤含药血清（2.5%、5.0%、10.0%）组、酪氨酸磷酸化抑制剂 AG490
（10 μmol/L）阳性对照组，细胞继续培养 2 h 后，各给药组给予相应含药血清、对照组给予空白血清 0.5 mL，培养 24 h，收

集上清液。ELISA 法检测细胞上清液中肿瘤坏死因子（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）水平，Western blotting 法检测 pJAK2、
pSTAT3 基因和蛋白表达水平。结果  大黄附子汤能显著减少大鼠腹腔巨噬细胞分泌的 IL-6、TNF-α，抑制 pJAK2、pSTAT3
基因及蛋白的表达。结论  大黄附子汤含药血清可能通过降低 pJAK2、pSTAT3 基因和蛋白的表达，阻断 JAK2/STAT3 信号

转导通路，抑制腹腔巨噬细胞分泌 IL-6、TNF-α，从而减轻机体过度的炎症反应和重症急性胰腺炎的病情。 
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Effects of serum containing Dahuang Fuzi Decoction on JAK2/STAT3 signal 
pathway in mice with severe acute pancreatitis 
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Abstract Objective  To study the effects of serum containing Dahuang Fuzi (Rhubarb and Aconite) Decoction (DFD) on 
JAK2/STAT3 signal pathway in mice with severe acute pancreatitis (SAP). Methods  SAP model in mice was constructed, and then 
the peritoneal macrophages were vaccinated into the culture plate to set model group, serum containing DFD groups (2.5%, 5%, and 
10%), AG490 (10 μmol/L ) positive group, and peritoneal macrophages of normal mice acted as normal control group. After an 
incubation of 2 h, cells were added with serum containing DFD at different concentration or AG490 0.5 mL, 24 h later, the 
concentration of TNF-α and IL-6 in supernatant were determined by quantitative sandwich enzyme-linked immunosorbent assay  
(ELISA) kits, mRNA and protein expression levels of JAK2 and STAT3 in cells were evaluated by Western blotting. Results  DFD 
could significantly decrease the levels of cytokines TNF-α and IL-6 in the supernatants, inhibit the mRNA and protein expression 
levels of JAK2 and STAT3 in peritoneal macrophages of SAP mice. Conclusion  DFD could inhibit the JAK2/STAT3 signal 
pathway and inflammatory responses in peritoneal macrophages of SAP mice. 
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重症急性胰腺炎是胰酶提前激活引起自身消化

所致的急性化学炎症性疾病。该病起病急、进展快，

其并发症发生率达 65%，病死率达 34%～53%，全

胰坏死率＞90%[1]。在重症急性胰腺炎进展过程中，

病变胰腺组织作为抗原或炎症刺激物激活腹腔巨噬

细胞，腹腔巨噬细胞作为机体免疫系统的重要组成

成分，其持续激活后产生的大量活性氧及多种细胞

因子，不仅是加重胰腺损伤的直接原因，也是疾病

从胰腺局部迅速发展为全身炎症反应综合征甚至多

器官功能衰竭的关键所在[2]。 
Janus 激酶 2/信号转导与转录激活子 3（JAK2/ 

STAT3）信号通路是肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白

细胞介素-6（IL-6）介导炎症反应共有的细胞内信

号通路[3-4]，其通过启动一系列炎性介质基因转录及

蛋白表达的变化，形成炎症反应瀑布效应，被认为

是机体炎症反应启动的“总开关”。有效调节该信号

通路，可能遏制炎症反应早期的瀑布式放大，防止

组织急性炎症损伤的发生。 
大黄附子汤由大黄、附子、细辛组成，具有温

阳止痛、通腑化瘀的功效。方中大黄性苦寒，可荡

涤肠胃、推陈出新、通利水谷；附子、细辛性温热，

散寒止痛、温运脾胃。三者合用，寒热并投，刚柔

并用，使脏腑通畅、气血调和、邪去正安、危病得

愈，是中医临床治疗重症急性胰腺炎等急危重症的

常用方剂。本课题组前期研究显示，大黄附子汤能

抑制胰酶释放、保护腺泡细胞、抑制多种细胞因子

释放，减轻胰腺损伤[5-6]。然而上述作用是否与调节

腹腔巨噬细胞功能、减轻机体炎症反应有关鲜见报

道。本实验探讨大黄附子汤含药血清对重症急性胰

腺炎小鼠腹腔巨噬细胞 JAK2/STAT3 信号通路的影

响，为明确大黄附子汤治疗重症急性胰腺炎的作用

机制提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药材与试剂 

大黄，产地甘肃，批号 001004495；附子（黑

顺片），产地四川，批号 101232825；细辛，产地辽

宁，批号 101002533，均购自北京同仁堂饮片有限

责任公司，经南京中医药大学陈建伟教授鉴定分别

为药用大黄 Rheum officinale Baill.的根茎，毛茛科植

物乌头 Aconitum carmichaelii Debx. 干燥母根，马

兜铃科华细辛 Asarum sieboldii Miq.全草。参照《中

国药典》2010 年版 I 部检查或测定项下的方法，测

定饮片中指标成分的量或限量成分。结果大黄按干

燥品计算，含芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚和大黄素甲醚的总量不少于 1.5%；附子中生物碱

不少于 1.0%；细辛中细辛脂素不少于 0.05%、马兜

铃酸 I 不超过 0.001%。 
RPMI 1640 培养粉、胎牛血清，Gibco 公司；

雨蛙素、脂多糖（LPS）、酪氨酸磷酸化抑制剂

AG490，Sigma 公司；Trizol，Invitrogen 公司；cDNA
第一链合成试剂盒、Taq DNA Polymerase，Fermentas
公司；TNF-α、IL-6 试剂盒，武汉博士德生物工程

有限公司；pJAK2、pSTAT3 多克隆抗体，美国

Santacruz 公司产品。 
1.2  动物 

Balb/c 小鼠，雄性，清洁级，体质量 18～22 g，
由南京中医药大学实验动物中心提供，许可证号

SCXK（沪）2007-0005。SD 大鼠，雄性，清洁级，

体质量 180～220 g，由南京中医药大学实验动物中

心提供，许可证号 SCXK（沪）20080033。 
1.3  仪器 

SW—CJ—1G 型超净工作台，苏州净化设备有

限公司；MCo—20AIC 型 CO2 培养箱，日本 Sanyo
公司；A1301026 型低温高速离心机，上海艾测电子

科技有限公司；Synekgy HT 型酶联免疫检测仪，美国

BIO-Tek公司；CKX—31型生物显微镜，日本Olympus
公司；DYY—6B 型核酸电泳仪，北京六一公司；

Gel Doc XR 型凝胶成像仪，美国 BIO-RAD 公司。 
2  方法 
2.1  大黄附子汤制备 

50 g 附子加 500 mL 水浸泡 30 min 后先煎煮 30 
min；在煎煮附子的同时将大黄 37.5 g 与细辛 12.5 g
加 8 倍量水浸泡 30 min，然后同附子共同煎煮 15 
min,滤过，滤渣加 8 倍量水煎煮 30 min，滤过，合

并滤液，减压浓缩至 100 mL，相当于生药 1.0 g/mL，
经南京中医药大学国家教育部中药炮制规范化及标

准化工程研究中心进行 HPLC 分析，建立指纹图谱

确认其主要化学成分[7]。 
2.2  大黄附子汤含药血清的制备 

SD大鼠适应环境 7 d后，ig给予大黄附子汤（生

药 2.4 g/kg），给药体积 10 mL/kg，每天给药 2 次，

第 2 天晚上给药后，大鼠禁食不禁水，第 3 天早上

给药后 2 h 颈总动脉取血，分离血清，0.45 μm 滤膜

滤过，56 ℃水浴灭活 30 min，−20 ℃保存备用。 
2.3  模型制备[8] 

取 Balb/c 小鼠 10 只，禁食 18 h，连续 6 次 ip
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雨蛙素 20 μg/kg，每次间隔 1 h，在末次 ip 雨蛙素

的同时 ip 脂多糖 10 mg/kg。另取 2 只小鼠作空白对

照，用生理盐水代替雨蛙素和脂多糖，同法 ip 给药。

造模 6 h 后取腹腔巨噬细胞进行后续实验。 
2.4  腹腔巨噬细胞的制备与分组和给药 

小鼠眼眶放血后颈椎脱臼处死（减少血细胞干

扰），放入 75%乙醇中浸泡 2～3 min，腹腔注入 6～
8 mL 冰中预冷的无菌磷酸盐缓冲液（PBS，含肝素

10 U/mL、10%胎牛血清），轻揉腹部 1～2 min，静

置 5 min。无菌条件下打开腹腔，吸取腹腔液于离

心管中，1 000×g 离心 5 min，弃上清液收集巨噬

细胞，用上述 PBS 洗涤细胞 2 次，用含 10%胎牛血

清的 RPMI 1640 培养液调整细胞至 5×105/mL，以

每孔 1 mL 接种于 24 孔板。细胞设模型组（10.0%
空白血清）、大黄附子汤含药血清（2.5%、5.0%、

10.0%，以空白血清稀释）组、AG490（10 μmol/L，
以 10.0%空白血清稀释）阳性对照组、对照组（正

常小鼠的腹腔巨噬细胞，空白血清 10.0%），每组 3
个复孔，细胞置 5% CO2、37 ℃培养 2 h，各组加

入相应的含药血清的或空白血清，继续培养 24 h，
收集上清液，待测。 
2.5  ELISA 法检测 TNF-α、IL-6 水平 

按照 ELISA 试剂盒说明书方法操作，检测细胞

上清液中 TNF-α、IL-6 水平。 
2.6  RT-PCR 法检测 pJAK2 和 pSTAT3 基因表达 

Trizol 法提取腹腔巨噬细胞总 RNA，琼脂糖凝

胶电泳和紫外分光光度计检测 RNA 纯度及完整性。

28S 亚基 RNA 的量为 18S 亚基 RNA 量的 2 倍，且

A260/A280 值在 1.8～2.0 内较理想。根据 A260 的值计

算样品总 RNA 质量浓度。从每个完整的总 RNA 样

本中分别取 10 μL，稀释成 1.0 μg/μL，经 Quant 逆
转录酶逆转录成 cDNA 第一条链。 

以适量 cDNA 为模板，以 GAPDH 为内参照，

PCR 扩增 pJAK2 和 pSTAT3 基因片段。根据文献及

应用 Primer Primer Design 5.0 软件进行引物设计。

各基因序列：pJAK2 正向引物 5’-TTTGGATCC- 
CTGGATACATACCTGA-3’，反向引物 5’-TGGCAC- 
ACACATTCCCATGA-3’；pSTAT3 正向引物 5’-TG- 
GGTCTGGCTAGACAAT-3’，反向引物 5’-CGTT- 
GGTGTCACACAGAT-3’；GAPDH 正向引物 5’-GG- 
TATGGGTCAGAAGGACTCC-3’，反向引物 5’-TG- 
ATCTTCATGGTGCTAGGAGCC-3 。循环参数：

pJAK2，94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，65 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，35 个循环；pSTAT3，
94 ℃预变性 3 min，64 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 
s，30 个循环。取 5 μL PCR 产物，在 Tris-硼酸缓冲

液（TBE）缓冲液中行 1%琼脂糖凝胶电泳（制胶

时在 20 mL 琼脂糖溶液中滴入 10 mg/mL 溴化乙

锭 2 μL），电泳结束后凝胶成像仪拍照并进行图像

分析，以与 GAPDH 的灰度比值表示各基因的相

对表达量。 
2.7  Western blotting 法检测 pJAK2 和 pSTAT3
蛋白表达 

向细胞中加入 1 mL 细胞裂解液（含 50 mmol/L 
Tris Cl，150 mmol/L NaCl，0.125%去氧胆酸钠，1% 
NP240，1 mmol/L 乙二胺四乙酸，1 mmol/L 苯甲基

磺酰氟，1 μg/mL 抑肽酶，1 μg/mL 亮抑蛋白肽酶，

1 μg/mL 胃蛋白酶抑制剂），冰上放置 40 min，待细

胞充分裂解后，4 ℃、15 000 r/min 离心 15 min，上

清液即为蛋白样本，Bradford 法测定蛋白的量。 
取等量的蛋白样本，进行 10% SDS-PAGE 电

泳（分离胶 8%，浓缩胶 3%），电泳结束后将凝胶

中的蛋白转移至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，
依次加兔抗小鼠 pJAK2 和 pSTAT3 多克隆抗体、

β-actin 单抗，4 ℃过夜，加辣根过氧化物酶（HRP）
标记的山羊抗兔二抗（1∶5000），室温避光孵育

60 min，TBS 洗；DAB 显色。用 Odyssey 双色红

外荧光扫描系统进行检测及灰度分析，以目标蛋白

显色条带与 β-actin 条带的灰度比值作为目标蛋白

的相对表达量。 
2.8  统计学处理 

采用 SPSS 15.0 统计软件进行统计学分析，数

据以 ±x s 表示，组间比较采用方差分析。 
3  结果 
3.1  对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬细胞分泌 IL-6
和 TNF-α的影响 

与对照组相比，模型组小鼠腹腔巨噬细胞培养

上清液中 TNF-α、IL-6 水平显著升高（P＜0.01）。
与模型组相比，大黄附子汤含药血清组 TNF-α 和

IL-6 分泌量显著减少（P＜0.05、0.01），AG490 也

具有较强的抑制 TNF-α 和 IL-6 分泌的作用（P＜
0.01）。结果见表 1。 
3.2  对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬细胞 pJAK2
和 pSTAT3 基因表达的影响 

与对照组相比，模型组小鼠腹腔巨噬细胞

pJAK2 和 pSTAT3 基因表达明显上调（P＜0.01）。
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与模型组相比，大黄附子汤含药血清减少小鼠腹腔

巨噬细胞 pJAK2 和 pSTAT3 基因的表达，其中大黄

附子汤 10.0%含药血清的作用尤为显著（P＜0.01），
且作用强度与 AG490 相当。结果见图 1、表 2。 

表 1  大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬

细胞分泌 TNF-α和 IL-6 的影响 ( ± = 3x s n, ) 
Table 1  Effects of serum containing DFD on TNF-α 
        and IL-6 content in peritoneal macrophage 

in mice with SAP ( ± = 3x s n, ) 

组  别 体积分数 / % TNF-α / (ng·L−1) IL-6 / (ng·L−1) 

对照 — 10.70±2.68 95.22±28.62 

模型 — 19.53±2.83▲▲
 363.45±50.98▲▲

2.5 15.35±1.84 314.63±76.87 

5.0 12.58±2.89* 250.74±70.67* 

大黄附子汤 

含药血清 

10.0 10.79±3.66** 222.78±41.87* 

AG490 10 μmol·L−1 11.60±3.36** 158.17±82.82** 

与对照组比较：
▲▲P＜0.01 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下表同 
▲▲P < 0.01 vs control group 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below 

 
图 1  大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔 

pJAK2 和 pSTAT3 基因表达的影响 
Fig. 1  Effects of serum containing DFD on mRNA 

Expression of pJAK2, pSTAT3 in peritoneal   
macrophage in mice with SAP 

表 2  大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬 
细胞pJAK2和pSTAT3基因表达的影响 ( ± = 3x s n, ) 

Table 2  Effects of serum containing DFD on mRNA  
        expression of pJAK2, pSTAT3 in peritoneal 

macrophage in mice ( ± = 3x s n, ) 

组  别 体积分数 / % pJAK2/GAPDH pSTAT3/GAPDH

对照 — 0.12±0.04 0.07±0.02 

模型 — 0.40±0.03▲▲
 0.30±0.08▲▲

2.5 0.35±0.05 0.22±0.03* 

5.0 0.29±0.05* 0.19±0.06* 

大黄附子汤 

含药血清 

10.0 0.23±0.04** 0.10±0.03** 

AG490 10 μmol·L−1 0.20±0.07** 0.07±0.02** 

3.3  对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬细胞 pJAK2
和 pSTAT3 蛋白表达的影响 

与对照组比较，模型组小鼠腹腔巨噬细胞中

pJAK2 和 pSTAT3 蛋白表达显著上调（P＜0.01）。
与模型组相比，大黄附子汤 10.0%含药血清组小鼠

腹腔巨噬细胞中 pJAK2 蛋白表达显著下调（P＜
0.05）；而大黄附子汤含药血清 2.5%、5.0%、10.0%
组大鼠腹腔巨噬细胞中 pSTAT3 蛋白表达均显著下

调（P＜0.05、0.01）。结果见图 2、表 3。 
 

 
图 2  大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬 

细胞 pJAK2 和 pSTAT3 蛋白表达的影响 
Fig. 2  Effects of serum containing DFD on protein expression 

of pJAK2, pSTAT3 in peritoneal macrophage  
of mice with SAP 

表 3  大黄附子汤含药血清对重症急性胰腺炎小鼠腹腔巨噬 
     细胞pJAK2 和 pSTAT3 蛋白表达的影响 ( ± = 3x s n, ) 
Table 3  Effects of serum containing DFD on protein expression 

  of pJAK2, pSTAT3 in peritoneal macrophage  
of mice with SAP ( ± = 3x s n, ) 

组  别 体积分数 / % pJAK2/β-actin pSTAT3/β-actin

对照 — 0.21±0.06 0.20±0.07 

模型 — 1.43±0.34▲▲
 0.76±0.14▲▲

2.5 1.26±0.15 0.71±0.10 

5.0 1.04±0.19 0.54±0.11* 

大黄附子汤 

含药血清 

10.0 0.99±0.29* 0.32±0.78** 

AG490 10 μmol·L−1 0.82±0.16** 0.28±0.08** 

 
4  讨论 

大黄附子汤治疗胰腺炎的效果显著，一项 206
例患者的多中心、随机、对照临床研究结果显示，

大黄附子汤能显著缩短重症急性胰腺炎患者住院时

间，减少 28 d 内患者的死亡率，并且降低住院治疗

费用[9]。 
路小光等[10-11]进行大黄附子汤治疗重症急性胰

腺炎的动物体内实验，探讨大黄附子汤对重症急性

胰腺炎大鼠血清中细胞促炎因子与抗炎因子的影

 - 

- 
 

对照  模型  2.5%  5.0%  10.0% AG490 

大黄附子汤含药血清 

109 bp 

190 bp 

352 bp 

 
对照  模型 2.5%   5%   10%  AG490 

大黄附子汤含药血清 

pJAK2

pSTAT3

β-actin

1.1×105 

8.0×104 

4.2×104 

pJAK2 

pSTAT3 

GAPDH 
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响，结果显示，大黄附子汤通过下调 TNF-α、IL-1β
及 IL-18 等促炎细胞因子的释放，清除循环中已产

生的炎性因子，打断重症急性胰腺炎的“瀑布式”

反应，重建促炎和抗炎细胞因子的平衡，进而减轻

组织损伤，阻止重症急性胰腺炎的发生、发展。还

有研究显示，大黄附子汤通过增加肠黏膜屏障功能、

抑制内毒素及细菌移位等多种途径，达到治疗重症

急性胰腺炎的目的[12]。 
本实验考察了大黄附子汤对重症急性胰腺炎小

鼠腹腔巨噬细胞 JAK2/STAT3 信号通路的影响，结

果显示，大黄附子汤能显著降低 pJAK2 和 pSTAT3
基因和蛋白的表达，抑制 JAK2/STAT3 信号通路的

激活，进而减少 TNF-α、IL-6 等炎症细胞因子的释

放，减轻机体炎症反应。 
大黄附子汤抑制炎症反应依赖于其吸收入血的

主要药效成分，本课题组前期研究结果显示，大黄

附子汤中吸收入血的主要成分包括大黄素、大黄酸、

单酯型乌头生物碱等成分[8,13]。因此影响腹腔巨噬

细胞 JAK2/STAT3 信号通路的主要物质基础及量

效、时效关系有待进一步研究证实。 
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