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ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶抑制剂对急性重症胰腺炎大鼠神经元的
保护作用
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摘要：　目的　研究ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶抑制剂 ＳＢ２０３５８０对急性重症胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠神经元的保护作
用。方法　４５只健康雄性大鼠随机分为对照组、模型组和抑制剂组，每组１５只。模型组大鼠给予质量分数５％牛磺
胆酸钠２ｍｇ·ｋｇ－１，经胰胆管注入胰腺腺体内；抑制剂组大鼠在建模后立即给予腹腔注射ＳＢ２０３５８０１０ｍｇ·ｋｇ－１，对
照组大鼠开腹后给予等量生理盐水经胰胆管注入胰腺腺体内。术后２４ｈ采用免疫组织化学染色和免疫印迹法观察
大鼠大脑皮层神经元中磷酸化ｐ３８（ｐｐ３８）和ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果　模型组大鼠大脑皮层区 ｐｐ３８、ｃａｓｐａｓｅ３阳性
神经元数（２１．６±２．５、３３．１±３．８）较对照组（１．１±０．６、２．０±０．５）显著增加（Ｐ＜０．０５）；抑制剂组大鼠大脑皮层区 ｐ
ｐ３８、ｃａｓｐａｓｅ３阳性神经元数（１５．３±１．３、１６．６±１．４）较模型组显著减少（Ｐ＜０．０５）。结论　ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶
抑制剂ＳＢ２０３５８０通过抑制ｐ３８信号通路下调ｃａｓｐａｓｅ３表达，从而对ＳＡＰ大鼠神经元起到保护作用。

关键词：　急性重症胰腺炎；脑损伤；ｐ３８信号通路；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶抑制剂；ｃａｓｐａｓｅ３；凋亡；大鼠
中图分类号：Ｒ５７６　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１６）０１００２３０３

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｎｎｅｒｖｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ
ＭＥＮＧＧｕｏｇｕａｎｇ１，ＣＨＥＮＧＷｅｉｗｅｉ１，ＺＨＡＮＧＹｕｘｉｎ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＦｅｎｇｒｕｎＡｒｅａｉｎＴａｎｇｓｈａｎＣｉｔｙ，Ｔａｎｇｓｈａｎ０６３０００，ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎａｔｏｍｙ，ＨｅｂｅｉＵｎｉｔｅｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｎｇｓｈａｎ０６３０００，ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＳＢ２０３５８０ｏｎｎｅｒｖｅｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ（ＳＡＰ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｆｏｒｔｙｆｉｖｅｈｅａｌｔｈｙｍａｌｅｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１５ｃａｓｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｂｉｌｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｄｕｃｔｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆ５％ ｓｏｄｉｕｍｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ（２ｍｇ·ｋｇ－１）．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎＳＢ２０３５８０
（１０ｍｇ·ｋｇ－１）ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｆｕｓｅｄ０．９％ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｂｙｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｂｉｌｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔ．Ｃａｓｐａｓｅ
３ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８（ｐｐ３８）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎ
ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｏｆｔｈｅｒａｔｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆｐｐ３８ａｎｄ
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　　急性重症胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）是临床常见的危及患者生命的急腹症，可以引
起胰外多个脏器功能损伤［１］，其中关于脑损伤的研

究得到密切关注［２４］。研究发现，细胞凋亡存在于

ＳＡＰ患者大脑神经元变性丢失过程中［５］。ｐ３８通路

是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路之一，在多种应激条件下被激
活，对细胞凋亡起调控作用［６８］。本研究制作大鼠

ＳＡＰ模型，观察动物模型大脑皮层磷酸化 ｐ３８（ｐ
ｐ３８）、ｃａｓｐａｓｅ３的表达，以及给予 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂
ＳＢ２０３５８０后对上述指标的影响，探讨 ＳＢ２０３５８０对
ＳＡＰ大鼠神经元的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４５
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只，体质量２８０～３２０ｇ，购于北京维通利华实验动物
技术有限公司［ＳＣＸＸ（京）２００７２００８］，自由进食
和饮水，室温（２５±２）℃，单笼喂养，自然光照。
１．２　药品及试剂　质量分数 ５％牛磺胆酸钠、
ＳＢ２０３５８０（美国Ｓｉｇｍａ公司），兔抗鼠ｐｐ３８多克隆抗
体（北京博奥森生物科技有限公司），兔抗鼠ｃａｓｐａｓｅ３
多克隆抗体、浓缩型免疫组织化学超敏ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅ
试剂盒（福州迈新生物科技开发有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　动物分组及处理　４５只大鼠随机分为对照
组、模型组和抑制剂组３组，每组１５只。模型组大鼠
ＳＡＰ模型参照 ＬＡＮＫＩＳＣＨ等［９］方法制备（质量分数

５％牛磺胆酸钠２ｍｇ·ｋｇ－１，经胰胆管内注入胰腺腺
体内）；抑制剂组大鼠在建模后立即给予腹腔注射

ＳＢ２０３５８０１０ｍｇ·ｋｇ－１。对照组大鼠开腹后给予等量
生理盐水经胰胆管内注入胰腺腺体内；术后２４ｈ，３
组随机各选取１０只大鼠，麻醉后断头取脑，生理盐水
清洗，置３００ｇ·Ｌ－１蔗糖溶液中固定４８ｈ，按照大鼠
脑立体定位图谱定位，应用恒冷箱冷冻切片机自视神

经交叉处向后连续冠状切片（片厚１０μｍ），载玻片固
定备用。

１．３．２　免疫组织化学染色　取脑组织切片室温放
置３０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲溶液 （ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ），ｐＨ（７．４±０．２）洗涤３次；加入过氧化氢阻断
内源性过氧化物酶；正常非免疫兔血清室温孵育

１０ｍｉｎ；同一组织相邻切片分别加入兔抗鼠 ｐｐ３８
多克隆抗体（１１００）、兔抗鼠ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体
（１１００），４℃过夜；ＰＢＳ洗涤后，加入生物素标记
二抗体室温孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，生物素标记室温
孵育２０ｍｉｎ，二氨基联苯胺 （ｄｉａｍｉｎｏｂｅｚｉｄｉｎ，ＤＡＢ）
显色，中性树胶封片，光镜下观察照相。结果判定：

将在神经元胞质中出现棕黄色颗粒或着色为棕黄判

定为阳性结果，以 ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。采
用ＣＭＩＡＳ真彩色医学图像免疫组织化学自动分析
系统进行阳性细胞计数。３组中每只大鼠随机选取
３张脑切片，其数值相加后取平均值。
１．３．３　免疫印迹　取大鼠大脑皮层，低温匀浆，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清，每组取３０μｇ样
品电泳，转膜，封闭，然后加入兔抗鼠 ｃａｓｐａｓｅ３多克
隆抗体（１４００）和兔抗鼠 ｐｐ３８多克隆抗体（１
１００）孵育，４℃过夜，再加入生物素标记的二抗（１
２００）室温孵育，加入辣根过氧化物酶复合物，ＤＡＢ显
色。以βａｃｔｉｎ作为内参，扫描条带，在同一条件下应
用 ＣＭＩＡＳ真彩医学图像分析系统（北京航空航天大
学）测定条带积分光密度值。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用方差分
析，相关性分析采用简单线性相关分析法，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠胰腺组织大体观察　对照组大鼠胰腺
组织未见明显异常改变。模型组大鼠胰腺肿胀明显，

腺体表面呈局灶或片状出血坏死；腹腔内可见大片皂

化斑、脂肪坏死及大量血性腹水，提示ＳＡＰ造模成功。
抑制剂组大鼠胰腺改变较模型组明显减轻。

２．２　３组大鼠大脑皮层区 ｐｐ３８和 ｃａｓｐａｓｅ３免疫
组织化学染色结果及相关性分析　结果见图１、表
１。与对照组比较，模型组大鼠大脑皮层组织神经元
缺失明显，细胞间纤维稀疏；ｐｐ３８、ｃａｓｐａｓｅ３阳性表
达显著增多（Ｐ＜０．０５），细胞着色加深。与模型组
比较，抑制剂组大鼠大脑皮层组织神经元丢失程度

减轻，ｐｐ３８、ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达显著减少（Ｐ＜
００５）。相关性分析结果显示，大鼠大脑皮层组织
ｐｐ３８与ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达水平存在正相关关系
（ｒ＝０４７５，Ｐ＜０．０５）。

Ａ：对照组ｐｐ３８；Ｂ：模型组ｐｐ３８；Ｃ：抑制剂组ｐｐ３８；Ｄ：对照组ｃａｓｐａｓｅ３；Ｅ：模型组ｃａｓｐａｓｅ３；Ｆ：抑制剂组ｃａｓｐａｓｅ３。
图１　３组大鼠大脑皮层组织ｐｐ３８和ｃａｓｐａｓｅ３的表达（免疫组织化学染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｐ３８ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）
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表１　３组大鼠大脑皮层组织ｐｐ３８和ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数
Ｔａｂ．１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｎｕｍｂｅｒｏｆｐｐ３８ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐｐ３８ ｃａｓｐａｓｅ３
对照组 １０ １．１±０．６ ２．０±０．５
模型组 １０ ２１．６±２．５ａ ３３．１±３．８ａ

抑制剂组 １０ １５．３±１．３ａｂ １６．６±１．４ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　３组大鼠大脑皮层组织 ｐｐ３８和 ｃａｓｐａｓｅ３免
疫印迹法检测结果　结果见图２、表２。在预染蛋白
标准相对分子质量３８０００、３２０００处，分别可见 ｐ
ｐ３８和 ｃａｓｐａｓｅ３特异性蛋白条带。灰度分析结果：
与对照组比较，模型组 ｐｐ３８、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平显
著升高，蛋白条带最宽，着色最深，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，抑制剂组 ｐｐ３８、
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平显著下降，蛋白条带变窄、着色
变浅，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

１：对照组；２：模型组；３：抑制剂组。
图２　３组大鼠大脑皮层组织ｐｐ３８和ｃａｓｐａｓｅ３免疫印迹检测
Ｆｉｇ．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆｐ３８ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅ
ｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
表２　３组大鼠大脑皮层组织 ｐｐ３８和 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白积分
光密度值比较

Ｔａｂ．２　Ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｐ３８
ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇ
ｔｈｅｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐｐ３８ ｃａｓｐａｓｅ３
对照组 １０ ２．１±０．４ ４．２±０．５
模型组 １０ １８．７±２．３ａ １６．２±１．０ａ

抑制剂组 １０ ６．０±１．２ａｂ ７．５±２．８ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

ＳＡＰ病情危重而复杂，并发症多且严重，脑损伤
是其比较严重的并发症之一，临床表现为一系列神

经功能障碍，早期诊断困难，治疗效果差［１０］。

研究发现，细胞凋亡在 ＳＡＰ脑损伤的发病过程
起重要作用［１１］。Ｃａｓｐａｓｅ３作为细胞凋亡的执行
者，在大脑神经元的变性中发挥重要作用［１２］。为了

明确ＳＡＰ大鼠神经元是如何丢失的，本实验应用质
量分数５％牛磺胆酸钠诱导复制 ＳＡＰ大鼠模型，观
察大鼠大脑皮层 ｃａｓｐａｓｅ３表达，结果发现，与对照
组比较，模型组大鼠大脑皮层区ｃａｓｐａｓｅ３阳性神经
元显著增多，同时蛋白水平也显著升高，并且神经元

缺失明显。提示细胞凋亡可能与 ＳＡＰ神经元的变
性丢失有关，但具体机制不祥。

本研究结果发现，ｃａｓｐａｓｅ３参与了 ＳＡＰ脑损伤

神经元凋亡，故寻找其上游信号通路调控因子，为

ＳＡＰ脑损伤后神经元的保护提供新的途径。研究发
现，ｐ３８ＭＡＰＫ通路参与神经元的存活与凋亡［１３１４］，

具体机制未明确。为此，本研究探讨 ｐ３８ＭＡＰＫ通
路是否参与调控ｃａｓｐａｓｅ３的表达，对神经元的变性
丢失产生保护作用。结果发现，模型组大鼠大脑皮

层神经元丢失明显，ｐｐ３８及 ｃａｓｐａｓｅ３阳性神经元
增多，且二者存在正相关关系，表达具有一致性。在

给予ＳＢ２０３５８０后，大鼠神经元丢失程度减轻，ｐｐ３８
及ｃａｓｐａｓｅ３阳性神经元减少，且蛋白水平明显下
降。提示ｐ３８ＭＡＰＫ通路是通过介导ｃａｓｐａｓｅ３的表
达导致神经元变性丢失，但经 ＳＢ２０３５８０抑制该通
路后神经元丢失程度减轻。

综上所述，ｐ３８ＭＡＰＫ通路对于ＳＡＰ大鼠神经元
ｃａｓｐａｓｅ３表达起调控作用，阻断该通路后能够减轻脑
损伤，该发现为临床治疗ＳＡＰ脑损伤提供了新途径。
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