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清解化攻方调控 HMGB1 /TLＲ9 /NF － κB信号通路
对重症急性胰腺炎大鼠肠黏膜屏障保护作用的研究
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摘要: 目的 研究清解化攻方基于 HMGB1 /TLＲ9 /NF － κB信号通路对重症急性胰腺炎( Severe aeute pancreatitis，SAP) 大
鼠肠黏膜屏障的保护作用及潜在机制。方法 将 40 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、清解化攻方组、乌司他丁组，每
组 10 只。除正常组外其他组采用雨蛙素联合脂多糖腹腔注射制备 SAP 大鼠模型，造模后采集各组大鼠血清、胰腺和回
肠组织。HE染色观察胰腺和回肠组织病理变化; ELISA检测血清脂肪酶( LIP) 、淀粉酶( AMS) 、肿瘤坏死因子( TNF) α、
白细胞介素 6( IL － 6) 含量; ＲT － PCＲ法检测回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 mＲNA表达; Western Blot法检测回肠
组织 HMGB1，TLＲ9、NF － κB p65 蛋白表达; IHC检测回肠组织肠黏膜屏障相关闭锁蛋白 Occludin 和 ZO － 1 表达。结果
与正常组相比，模型组胰腺及回肠组织出现明显的病理改变，LIP、AMS、TNF － α、IL － 6 含量明显升高 ( P ＜ 0． 05 ) ;
HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 mＲNA和蛋白表达水平上调( P ＜ 0． 05) ; Occludin，ZO － 1 蛋白表达明显降低( P ＜ 0． 05) ;与
模型组比较，清解化攻方组和乌司他丁组大鼠胰腺及回肠组织病理损伤明显缓解，LIP、AMS、TNF － α、IL － 6 含量明显降
低( P ＜ 0． 05) ; HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 mＲNA和蛋白表达水平下调( P ＜ 0． 05) ; Occludin，ZO － 1 蛋白表达明显升高
( P ＜ 0． 05) 。结论 清解化攻方可以保护 SAP大鼠肠黏膜屏障，其机制可能与该方减轻 SAP 的炎症反应，下调 HMGB1、
TLＲ9、NF － κB p65 mＲNA和蛋白表达，并上调肠黏膜屏障相关闭锁蛋白 Occludin和 ZO － 1 表达相关。
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重症急性胰腺炎( Severe acute pancreatitis，SAP) 是由多种因
素激活胰腺内胰酶，导致胰腺组织自身消化，出现全身炎症反应，
器官功能衰竭的严重疾病，死亡率高，预后凶险［1］。肠屏障功能
障碍( Intestinal barrier dysfunction，IBD) 是 SAP 最常见并发症之
一，肠黏膜屏障损伤致使肠内的细菌及毒素进入体循环，加速
SAP病情发展［2］。如何有效的阻止 IBD 的发生进而减轻胰腺炎
症反应从而缓解病情成为当前研究的重点之一。清解化攻方
( Qing Jie Hua Gong decoction，QJHGD) 是广西中医药大学第一附
属医院治疗 SAP有效经验方，前期研究［3，4］表明 QJHGD 临床疗
效显著，可有效控制炎症因子的爆发，具有保护肠黏膜屏障等功
能。肠黏膜屏障损伤常伴随紧密连接蛋白的闭合蛋白 ( Occlu-
din) 和紧密粘连蛋白 － 1( ZO － 1) 等多种蛋白的丢失致使肠上皮
结构完整性被破坏。近年来，高迁移率族蛋白 B1( high － mobility
group box 1，HMGB1 ) 在 SAP 肠黏膜屏障损伤中备受关注，研
究［5，6］表明 HMGB1 及下游信号通路 Toll 样受体 9 ( toll － like re-
ceptor9，TLＲ9) 、核转录因子 － κB ( nuclear factor kappa － κB，NF －
κB) 可能作为关键性介质参与了 SAP 肠黏膜屏障损伤发展的全
过程。本研究拟探讨 QJHGD 基于 HMGB1 /TLＲ9 / NF － κB 通路
对 SAP大鼠肠黏膜屏障的保护作用的可能机制，为深入研究
QJHGD防治 SAP及肠黏膜损伤的分子机制提供参考。
1 材料和仪器
1． 1 动物 清洁级雄性 SD大鼠 40 只，体重( 200 ± 20) g，8 周龄，

购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物生产合格证号:
SCXK( 湘) 2019 － 0004，许可证号: SYXK( 湘) 2019 － 0001，饲养于
广西中医药大学第一附属医院医学生物分子实验中心，环境温度
20 ～ 26℃，湿度 50% ～60%，大鼠适应性喂养 1 周，大鼠造模前禁
食 12h，自由饮水。
1． 2 药物 QJHGD由大黄、枳实、厚朴、柴胡、黄芩、豆蔻、桃仁、
莱菔子、木香、延胡索、醋香附、白芍、丹参、甘草组成，药材经广西
中医药大学中药真伪鉴定技术中心认定为正品，符合《中华人民
共和国药典》规定［7］。QJHGD 为广西中医药大学第一附属医院
自制水煎剂，规格: 100ml /袋，专利号: CN108815458B。乌司他
丁，10 万单位 /支 ( 广东天普生化医药股份有限公司，批号:
032005103) 。
1． 3 主要试剂及仪器 雨蛙素( 上海源叶生物，S62702) ; 脂多糖
( sigma公司，L2880) ; 逆转录试剂盒( 新贝生物，F2976) ; 实时荧
光定量试剂盒( 新贝生物，F3528) ; TLＲ9 polyclonal Antibody( Bio-
swamp， PAB39034 ) ; HMGB1polyclonalAntibody ( Bioswamp，
PAB46173) ; NF － κB p65 ( Bioswamp，PAB45935) ; GAPDH ( Affin-
ity，AF7021) ; Goat Anti － Ｒabbit IgG ( Affinity，S0001) ; ZO － 1( Af-
finity，AF5145) ; Occludin ( Solarbio，K106466P) ; 山羊血清 ( Solar-
bio，#SL038) ;通用二步法试剂盒( 中杉金桥，PV － 9000) ; DAB 显
色试剂盒 ( 中杉金桥，ZLI － 9018 ) ; LIP ( Dogesce，DG96276Q) ;
AMS( Dogesce，DG96286Q) ; TNF － α( 云克隆，L210604650) ; IL － 6
( 云克隆，L210405259) ;切片机( Thermo) ;烤片机( 爱华) ;高压修
复机( Thermo) ; HE 染色试剂盒 ( Solarbio，#G1120 ) ; 组织包埋机
( Thermo) ; 荧光定量 PCＲ 仪( Light Cycler480 ) ; PCＲ 循环仪 ( 德
国艾本德) ;超微量紫外可见光分光光度计( Thermo) ; M － Blot 快
速转膜仪( 中科通仪) ;超灵敏多功能成像( Amersham Imager 600
ＲGB) ; 赛默飞酶标仪( Thermo) ;冷冻混合研磨仪( 德国莱驰) 。
2 方法
2． 1 动物造模及分组干预 40 只 SD大鼠随机分为正常组( Nor-
mal组) 、模型组( SAP组) 、清解化攻方组( QJHGD组) 、乌司他丁
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组( WSTD组) ，每组 10 只。SAP组、QJHGD组、WSTD组参考 Liu
Y［8］的文献采用雨蛙素联合脂多糖腹腔注射建立 SAP大鼠模型，
实验方法为大鼠腹腔连续注射 6 次雨蛙素 50μg·kg －1，每次间
隔 1h。最后一次注射间隔 1h 后腹腔注射脂多糖 10mg·kg －1。
造模大鼠禁食，自由饮水。给药剂量以成人常规剂量按人与动物
体表面积系数折算［9］。正常组和 SAP组生理盐水灌胃 0． 4mL·
100g －1，每次间隔 6h，QJHGD 组予以 QJHGD 灌胃 0． 4mL·
100g －1，每次间隔 6h，WSTD 组乌司他丁腹腔注射 5U·kg －1［10］。
24h后 10%水合氯醛麻醉大鼠，取血清、胰腺组织及回肠组织。
胰腺和回肠组织用 4%多聚甲醛浸泡保存，剩余组织放入无酶无
菌管于 － 80℃冰箱。
2． 2 检测指标及方法
2． 2． 1 HE染色观察胰腺和回肠组织病理变化 胰腺及回肠组织
浸泡于多聚甲醛 24 h 后石蜡包埋，组织切片机切片 ( 厚度为
5μm) ，70℃烤片 1h，行 HE染色，显微镜下查看各切片病理改变。
2． 2． 2 ELISA 法检测大鼠血清 LIP、AMS、IL － 6、TNF － α 水平
腹主动脉采血收集各组大鼠的血液，常温放置 2h 沉淀，3000r·
min －1离心 15min，分离血清取上清液。按相应 ELISA 试剂盒说
明书操作检测 LIP、AMS、IL － 6、TNF － α的浓度。
2． 2． 3 ＲT － PCＲ 法检测回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65
基因表达 取 50 ～ 80mg 回肠组织加入 Trizol 研磨完全加入氯仿
分层，取上清于新的 EP 管中，放入等量异丙醇混匀离心后可见
絮状物，即为提取的总 ＲNA。按照 HyperscrlptIII ＲT SuperMix 试
剂盒进行逆转录，参照 2xS6 Unlversal SYBＲ 试剂盒步骤行 ＲT －
PCＲ，引物序列见表 1，实验条件: 95℃ 30s预变性，95℃30s，60℃
1min，40 个循环，采用 2 －△△Ct法分析数据。

表 1 各基因引物序列
基因名称 引物序列 引物大小 /bp
HMGB1 上游 5＇－ CGCGCGCCAGGAAAAT －3＇ 124

下游 5＇－ AAGTTGACAGAAGCATCCGGG －3＇
TLＲ9 上游 5＇－ CGGTTGCTGACTGGGTGTAT －3＇ 140

下游 5＇－ ATCTCGGTCCTCCAGACACA －3＇
NF － κB p65 上游 5＇－ TGAACTTGTGGGGAAGGACT －3＇ 180

下游 5＇－ GGTCTCGCTTCTTCACACACT －3＇
GAPDH 上游 5＇－ TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT －3＇ 141

下游 5＇－ GTTCACACCGACCTTCACCA －3＇

2． 2． 4 Western － Blot 法检测回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB
p65 蛋白表达 50mg 回肠组织加入 600μl ＲIPA( 含蛋白酶、磷酸
酶抑制剂) ，研磨机研磨 5 次，每次 2min。4℃下 12000r·min －1

离心 15min，取上清液，BCA试剂盒测蛋白浓度，加 5 ×上样缓冲
液沸煮 15min，制备 15%和 8%的胶进行电泳，转膜，脱脂奶粉封
闭，加入 HMGB1 ( 1: 1000 ) 、TLＲ9 ( 1: 500 ) 、NF － κB p65 ( 1:
1000) 、GAPDH( 1: 3000) 一抗 4℃孵育 14h，洗膜，加入山羊抗兔
二抗( 1: 5000) 常温孵育 1h，在超灵敏多功能成像仪进行显影，用
Image J分析各条带的灰度值。
2． 2． 5 IHC检测回肠组织 ZO － 1、Occludin蛋白表达 回肠组织
切片烤片脱蜡，高压修复机修复抗原，过氧化氢酶阻断、封闭、加
入 ZO － 1( 1: 100) 、Occludin( 1: 100) 一抗 4℃过夜，PBS 冲洗三次
后加入山羊抗小鼠 /兔 IgG，常温孵育 20min，DAB显色，苏木素复
染脱水后封片，光镜下观察。ImageJ Pro 软件对阳性结果进行半
定量分析，IOD值计算方法参考李枫的文献［11］。
2． 3 统计学方法 SPSS22． 0 软件进行统计学分析。计量资料表
示为�x ± s，不同组比较用 One － way ANOVA分析，进行两两比较。
P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。
3 结果
3． 1 QJHGD对大鼠胰腺及回肠组织病理变化的影响 如图 1 所
示，光镜下观察正常组胰腺组织无明显的病理改变。与正常对照
组比较，SAP组胰腺组织有明显的充血水肿，大量中性粒细胞浸
润，腺体结构被破坏，腺泡细胞有坏死。而经干预的 QJHGD组和

WSTD组，腺体结构较为完整，存在少量的炎性细胞浸润。

图 1 大鼠胰腺组织病理变化( HE，200 × )

如图 2 所示，镜下显示正常对照组大鼠回肠组织未见明显异
常，绒毛排列整齐，未见炎性细胞浸润。SAP 组大鼠回肠组织可
见肠绒毛脱落，破损，间隔稀疏，排列紊乱，水肿增粗，肠黏膜细胞
坏死，大量中性粒细胞浸润。经治疗的 QJHGD 组和 WSTD 组肠
绒毛排列较为整齐，无明显的肠绒毛水肿，绒毛脱落减轻，可见少
量中性粒细胞浸润。

图 2 大鼠回肠组织病理变化 ( HE，200 × )

3． 2 QJHGD对大鼠血清 LIP、AMS、IL － 6、TNF － α的影响 与正
常对照组比较，SAP 组血清 LIP、AMS、IL － 6、TNF － α 含量升高
( P ＜ 0． 05) ;与 SAP组比较，经干预的 QJHGD组和 WSTD组血清
LIP、AMS、IL － 6、TNF － α含量下降( P ＜ 0． 05) 。见图 3。
3． 3 QJHGD对大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9 、NF － κB p65 mＲ-
NA表达的影响 与正常对照组相比，SAP组 HMGB1、TLＲ9、NF －
κB p65 mＲNA的表达明显上调( P ＜ 0． 05) ;与 SAP 组比较，经干
预的 QJHGD组和WSTD组 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 mＲNA明
显下调( P ＜ 0． 05) 。见表 2，图 4。
3． 4 QJHGD对大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 蛋白
表达的影响 SAP组 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 蛋白表达及其与
GAPDH比值较正常对照组明显上升( P ＜ 0． 05 ) ; 经干预的 QJH-
GD组和 WSTD 组 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 蛋白表达及其与
GAPDH比值明显低于 SAP组( P ＜ 0． 05) 。见图 5 ～ 6。
3． 5 QJHGD对大鼠回肠组织 Occludin、ZO － 1 蛋白表达的影响
经 IHC染色后，光镜下显示 Occludin、ZO － 1 蛋白阳性表达为在
肠细胞膜周围可见大量棕黄色的颗粒。与正常对照组比较，SAP
组棕黄色颗粒明显减少; 与 SAP 组比较，经干预的 QJHGD 组和
WSTD组均可见棕黄色颗粒增多。通过 ImageJ Pro 对光镜拍下
图片半定量分析 IOD 值进行统计学数据分析，不同组别差异具
有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。见图 7 ～ 8。
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A． Normal组 B． SAP组 C． QJHGD组 D． WSTD组
与正常组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05

图 3 大鼠血清炎症因子的水平

表 2 大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9 、NF － κB p65 mＲNA表达比较( �x ± s)

组别 HMGB1 TLＲ9 NF － κB p65
Normal组 0． 90 ± 0． 09 0． 85 ± 0． 14 0． 86 ± 0． 29
SAP组 3． 72 ± 0． 17* 2． 71 ± 0． 18* 3． 58 ± 0． 26*

QJHGD组 1． 50 ± 0． 17* # 1． 48 ± 0． 28* # 2． 70 ± 0． 13* #

WSTD组 1． 71 ± 0． 22* # 1． 68 ± 0． 04* # 3． 08 ± 0． 17* #

A． Normal组 B． SAP组 C． QJHGD组 D． WSTD组
与正常组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05

图 4 大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9 、NF － κB p65 mＲNA表达

图 5 大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 蛋白电泳图

A． Normal组 B． SAP组 C． QJHGD组 D． WSTD组
与正常组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05

图 6 大鼠回肠组织 HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 蛋白表达灰度值

图 7 大鼠回肠组织 ZO － 1、Occludin蛋白表达( IHC，400 × )

A． Normal组 B． SAP组 C． QJHGD组 D． WSTD组
与正常组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05
图 8 大鼠回肠组织 Occludin、ZO － 1 蛋白表达 IOD值

4 讨论
中医学认为 SAP病机为“湿、热、毒、瘀”，并呈动态性变化，

以致中焦脾胃气机壅滞，肝胆疏泄不畅、大肠传化失调，进而加快
SAP病情进展。在此认识的基础上，陈国忠教授针对此关键病机
并结合多年临床经验和大量文献研究提出 SAP的主要治疗方法
“清热解毒化湿，活血化瘀攻下”，并创立了清解化攻方 ( QJH-
GD) 。方中小承气汤泻下通腑，黄芩、白芍、豆蔻清热行气化湿，
配柴胡加强清热祛湿之效，桃仁、醋香附活血化瘀，莱菔子、木香、
延胡索、丹参、甘草同用行气补气。根据中医阴阳学说，肠内内容
物与人体是对立又统一的关系，肠道既是感受邪气之地，也是蕴
生毒邪之地，肠黏膜屏障功能受损是导致 SAP 发病迅速的主要
原因之一。临床实践［3，4］表明 SAP 早期采用清解化攻方进行干
预，能有效缓解肠麻痹、维护肠道屏障功能，减轻炎症反应，抑制
SAP的病情发展。
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SAP肠黏膜屏障损伤的发病机制包含炎症介质的刺激，免
疫缺陷，肠道菌群失调以及肠道黏膜营养障碍等［12］。HMGB1
被认为是 SAP“晚期”重要炎症介质，并能与 Toll 样受体结合，例
如 TLＲ2、TLＲ4、TLＲ9，激活 NF － κB，上调炎性因子 IL － 6、TNF －
α的表达从而损伤肠黏膜屏障［13，14］。TLＲ9 在肠道免疫系统的
平衡中发挥着至关重要的作用，是调控 HMGB1 触发的炎症过程
的主要受体，也是 SAP发病机制的主要中介。TLＲ9 的信号传导
属于典型的 Toll样信号通路，可以促发 NF － κB 激活，直接或间
接参与 HMGB1 促发的信号调控过程［15］，从而影响肠黏膜屏障
功能。NF － κB p65 是 NF － κB信号亚单位之一，NF － κB p65 激
活，NF － κB 信号水平也相对应增加［16］。研究表明［17］通过抑制
NF － κB 信号通路，可增加肠黏膜 Occludin 蛋白表达，对 SAP 肠
黏膜起到保护作用。Occludin 是构成肠上皮细胞间最重要的蛋
白质分子之一，其与 ZO － 1 等蛋白结合形成紧密连接。SAP 早
期可伴随大量炎症因子产生，而 TNF － α拥有调控肠上皮细胞紧
密连接功能，通过诱导 NF － κB活化，造成肠道 ZO － 1 蛋白的表
达下降和连接点的改变，引起肠黏膜屏障受损［18］。HMGB1 抗体
可降低血清中促炎细胞因子水平，下调下游 TLＲ4 和 TLＲ9 的表
达，维持 Occludin，ZO － 1 表达水平，改善肠黏膜屏障损伤［19，20］。
因此，HMGB1 /TLＲ9 /NF － κB 信号通路与 SAP 肠黏膜屏障损伤
的发生、发展密切相关。

钦丹萍等［21］发现，大承气汤加味方能抑制 SAP 晚期炎症介
质 HMGB1 的表达，更好地减轻胰腺及小肠损伤，保护肠黏膜屏
障;钱哲等［22］发现，芍药苷可以通过调控 HMGB1 /NF － κB 信号
通路降低组织中 IL － 6、TNF － α、IL － 1β的含量，抑制炎症反应;
Li J等［23］研究发现肠道病毒可通过 SAP 中的 TLＲ9 发挥负面作
用，伴随肠道病毒减少的 SAP，胰腺和肠中 TLＲ9 的表达均被下
调。江勇等［24］发现白术多糖通过抑制 NF － κB 活化，可以减少
SAP大鼠炎症因子 IL － 6、TNF － α、IL － 1β 释放，改善胰腺和肠
组织病理损伤，从而维护 SAP 大鼠肠黏膜免疫屏障功能。本实
验通过雨蛙素联合脂多糖建立 SAP 大鼠模型，LIP、AMS、IL － 6、
TNF － α的含量升高及胰腺病理变化对于判断造模是否成功具
有重要意义。SAP组较正常组 Occludin，ZO － 1 明显下降且回肠
病理损伤明显，QJHGD组 Occludin，ZO － 1 较 SAP 组明显上升且
回肠病理损伤改善，提示 QJHGD 能改善肠黏膜屏障损伤。本实
验研究结果表明，与 SAP组比较，QJHGD 组 HMGB1、TLＲ9、NF －
κB p65mＲNA 和蛋白表达均明显下降，说明 QJHGD 可通过抑制
HMGB1、TLＲ9、NF － κB p65 的活化，达到保护 SAP肠黏膜屏障的
作用。

综上所述，清解化攻方通过抑制 HMGB1 /TLＲ9 /NF － κB 通
路相关基因和蛋白表达，减轻 SAP 大鼠胰腺和回肠上皮组织炎
症反应，上调 Occludin和 ZO － 1 从而保护 SAP 肠黏膜。本研究
结果为清解化攻方治疗 SAP提供新思路、新靶点，也为未来深入
研究清解化攻方防治 SAP 肠黏膜屏障损伤的分子机制打下基
础。但 SAP发展过程中关于肠黏膜屏障损伤机制复杂，或还有
其他因素的作用与干扰，本研究并未进行更深入的上下游机制
调控研究，后续还需进一步深入探讨相关分子机制。
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