
２０２３年２月第４４卷第２期
Ｆｅｂ．２０２３Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．２

陕　西　中　医
Ｓｈａａｎｘｉ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ

清解化攻汤对急性胰腺炎大鼠肠黏膜屏障
和血清炎症因子的影响

刘锟荣１，２，３，卢　洁２，秦百君１，安晓霞１，２，李　慧１，唐曦平４，陈国忠２

（１．广西中医药大学研究生院，广西 南宁５３０００１；２．广西中医药大学第一附属医院，广西 南宁５３００２３；

３．广西中医药防治医学分子生物重点实验室，广西 南宁５３００２３；４．广西医科大学附属肿瘤医院，广西 南宁５３００２１）

基金项目：国家自然科学基金资助项目（８２１６０８９０）；广西壮族自治区自然科学基金资助项目（２０１９ＪＪＡ１４０２２０）；广西中医药大学

研究生教育创新计划项目（ＹＣＢＳＹ２０２０００８）；广西中医药大学第一附属医院院级科研项目（２０１９ＱＮ００１）

通讯作者：陈国忠，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｉｎｊｐ＠１６３．ｃｏｍ

摘　要　目的：探讨清解化攻汤对急性胰腺炎（ＡＰ）大鼠肠黏膜屏障及血清炎症因子的干预作用。方法：２４只ＳＤ
大鼠随机分成假造模组、模型组、西药组及中药组，每组各６只，运用雨蛙素联合脂多糖腹腔注射建立大鼠 ＡＰ模

型，成模后按分组给予相应药物干预，观察回肠组织的病理改变情况；检测血清淀粉酶、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细

胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素－１０（ＩＬ－１０）、Ｄ－乳酸及内毒素水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测回肠组织紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的表达情况。结果：与假造模组比较，模型组回肠组织病理损伤明显，回肠黏膜绒毛略不规整或破损，肠上皮下间隙

稍见增宽，与固有层分离增大，局部炎性细胞浸润增多，内皮下及固有层充血及出血明显增多，模型组血清淀粉酶、

ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０、Ｄ－乳酸及内毒素水平明显升高（Ｐ＜０．０１），回肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达量明显下降；与模

型组比较，西药组和中药组病理改变明显减轻，血清淀粉酶、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、Ｄ－乳酸及内毒素水平均明显下降（Ｐ＜
０．０１），血清ＩＬ－１０及回肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达量均明显增高（Ｐ＜０．０１）；与西药组比较，中药组血清淀粉酶、Ｄ－乳

酸及内毒素水平降幅更明显（Ｐ＜０．０５）。结论：清解化攻汤对ＡＰ大鼠的肠黏膜屏障有一定的保护作用，而且该方

可降低血清促炎细胞因子水平，提高抑炎细胞因子水平，对ＡＰ大鼠血清炎症因子有明显的调控作用。
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　　急性胰腺炎（Ａｃｕｔｅ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）是一种较为
多见的消化系统危重疾病，相关数据显示其发病率逐
年升高［１］。约２０％的ＡＰ患者为中度重症及重症，常
并发有器官衰竭或胰腺和胰周组织坏死，病死率高，已
成为严重危及国民生命和健康的重大疾病之一［２］。最
近的研究发现，肠黏膜屏障功能和完整性在 ＡＰ的发
病和进展过程中有着重要的作用，肠黏膜屏障损伤后
导致肠黏膜通透性增加可进一步引发肠道细菌的移

位，并进一步诱发胰腺感染坏死以及多器官功能障碍
综 合 征 （Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｏｒｇａｎ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ，

ＭＯＤＳ），迫使 ＡＰ向重症进展，而在 ＡＰ中过度释放
的炎症因子又是引起肠黏膜屏障损伤的重要因素［３－４］。
因此，控制炎症因子的过度释放以及保护肠黏膜屏障
在ＡＰ的治疗中显得尤为重要。
越来越多的研究发现中医药在ＡＰ的治疗中可发

挥良好的作用，且国内指南也把中药对 ＡＰ的治疗方
法作为强推荐［１］，中医药在 ＡＰ中的疗效作用越来越
受到重视。对于ＡＰ发病初期，广西名中医陈国忠教
授结合广西所处岭南地带的气候特点，对临床 ＡＰ患
者的发病规律进行了总结，认为该病发病以“湿”“热”
“毒”“瘀”为主要病机，邪气阻滞导致腑气不通，因此陈
教授在此基础上创立的经验方清解化攻汤，在临床上
对治疗ＡＰ有明确的疗效［５－７］，然而其干预作用仍需进
一步实验研究予以验证。本研究拟在ＡＰ动物模型上
就清解化攻汤对模型动物肠黏膜屏障及血清炎症因子

的干预作用予以进一步验证，拟为中医药治疗 ＡＰ提
供研究依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　２４只清洁级雄性ＳＤ大鼠，鼠龄８
周，体重为（２００±２０）ｇ，购自湖南省长沙市天勤生物技
术有限公司［许可证号ＳＣＸＫ（湘）２０１９－００１４］，在广西
中医药大学第一附属医院医学分子生物学实验室饲养

［许可证号ＳＹＸＫ（桂）２０１９－０００１］，饲养温度为（２２±
２）℃，光照与黑暗每１２ｈ交替进行，动物自由饮水和
摄食并分笼喂养，经过１周适应喂养后开始实验。

１．２　药品及主要试剂　清解化攻汤（由柴胡、黄芩、大
黄、枳实、厚朴等药物组成，专利号：ＺＬ２０１８１１０２１８９３．２，
由广西中医药大学第一附属医院制剂室制作），用药前
先将药液浓缩成３．６ｇ／ｍｌ。注射用乌司他丁（国药准
字 Ｈ１９９９０１３４），雨蛙素（１７６５０－９８－５，上海源叶生物科
技有限公司），脂多糖（Ｌ２８８０，美国Ｓｉｇｍａ），血清淀粉

酶检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所。大鼠的
肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白
细胞介素－１０（ＩＬ－１０）及Ｄ－乳酸、内毒素酶联免疫分析
（ＥＬＩＳＡ）试 剂 盒 为 贝 茵 莱 生 物 科 技 公 司 生 产。

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体为博奥森生物生物技术有限公司生产。

１．３　动物造模、分组及干预　采用腹腔注射雨蛙素及
脂多糖进行大鼠ＡＰ造模，雨蛙素每次按５０μｇ／ｋｇ剂
量注射，１次／ｈ，连续腹腔注射６次，最后１次注射后
按１０ｍｇ／ｋｇ的剂量立即腹腔注射脂多糖。２４只ＳＤ
大鼠随机分成假造模组、模型组、西药组和中药组，每
组各６只。模型组、西药组及中药组按上述方法造

ＡＰ模型，而假造模组则每次同时予腹腔注射与雨蛙
素等量的０．９％氯化钠溶液，１次／ｈ，连续６次，最后

１次注射后亦立即腹腔注射与脂多糖等量的０．９％氯
化钠溶液。干预上，中药组予清解化攻汤灌胃，每次给
药剂量为９ｇ／ｋｇ，分别于造模完成后立即给药以及每
隔６ｈ给药１次，共给药３次；西药组予乌司他丁尾静
脉注射，每次给药剂量为７．５×１０３　Ｕ／ｋｇ，分别于造模
完成后立即给药以及每隔６ｈ给药１次，共给药３次；
模型组及假造模组用等量的０．９％氯化钠溶液灌胃，灌
胃时间和频次同中药组。

１．４　标本采集　造模完成后１３ｈ（即最后１次给药

１ｈ后），以３ｍｌ／ｋｇ剂量腹腔注射１０％的水合氯醛，
待成功麻醉后，开腹并经腹主动脉采血，静置２ｈ后以

４℃的温度按３０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１０ｍｉｎ后取上
清，放在－８０℃超低温冰箱冻存备用。取回肠靠近回
盲部末段１０ｃｍ处的回肠组织，一部分回肠组织立即
予４％多聚甲醛固定，余回肠组织经０．９％氯化钠溶液
冲洗后迅速放于无菌冻存管中，冻存于－８０℃超低温
冰箱备用。

１．５　回肠组织病理学观察　固定胰腺和回肠组织后，
予石蜡包埋，经过切片和苏木素伊红（ＨＥ）染色后，通
过电子光镜查看组织切片的病理改变。

１．６　血清淀粉酶水平检测及ＥＬＩＳＡ法检测血清相关
指标　血清淀粉酶的检测严格按照淀粉酶检测试剂盒
所述操作要求逐步进行检测。另外，血清 ＴＮＦ－α、

ＩＬ－１β、ＩＬ－１０、Ｄ－乳酸及内毒素水平的检测严格按照所
对应的ＥＬＩＳＡ试剂盒中说明书所述的操作方法和步
骤进行检测。

１．７　回肠 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达量检测　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法对回肠组织中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平进行检
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测，从－８０℃超低温冰箱将回肠组织取出，剪碎、匀浆
并离心后取上清液得到总蛋白，采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
使不同的蛋白分离，转膜后封闭，孵育 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体
予４℃过夜，漂洗３次后予二抗室温孵育１ｈ，漂洗

３次后加入ＥＣＬ试剂发光，在成像仪中曝光并拍照，

Ｉｍａｇｅ　Ｊ软件分析记录灰度值并予以进一步分析。

１．８　统计学方法　采用ＳＰＳＳ　２１．０统计学软件进行
分析。计量资料以均数±标准差表示，当数据呈正态
分布并且方差齐时，多组间比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用ＬＳＤ法；当数据呈非正态分布或方
差不齐时，采用非参数秩和检验；Ｐ＜０．０５表示差异具
有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠的一般状态观察　造模完成后１３ｈ，假造模
组大鼠无明显异常表现，与假造模组比较，模型组大鼠

精神状态明显变差，部分大鼠出现紧张、烦躁和易激
惹，呼吸偏快、弓背屈腹；西药组和中药组大鼠精神状
态稍差，部分略见紧张，偶见烦躁和易激惹，部分呼吸
稍增快，偶见弓背屈腹。

２．２　大鼠回肠黏膜病理改变　见图１。镜下观察可发
现，假造模组回肠黏膜绒毛完整，上皮下间隙未见明显
增宽，轻度与固有层分离，炎性细胞浸润不明显，偶可
见固有层轻度充血。模型组回肠黏膜绒毛略不规整或
破损，肠上皮下间隙稍见增宽，与固有层分离增大，局
部炎性细胞浸润增多，内皮下及固有层充血及出血明
显增多。西药组和中药组黏膜破损程度相对模型组
轻，肠上皮下间隙增宽不明显，与固有层稍有分离，较
模型组减轻，局部炎性细胞浸润比模型组减轻，两组可
见内皮下及固有层散在充血与模型组相似，但未见明
显出血，西药组和中药组比模型组病理改变明显减轻。

Ａ：假造模组；Ｂ：模型组；Ｃ：西药组；Ｄ：中药组

图１　各组大鼠回肠组织病理变化 （ＨＥ染色，×２００）

２．３　各组大鼠血清淀粉酶及炎症因子水平比较　见
表１。与假造模组比较，模型组大鼠血淀粉酶水平明
显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，西药组及中药组均
下降明显（Ｐ＜０．０１）；与西药组比较，中药组略有下
降，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与假造模组比较，
模型组血清ＴＮＦ－α水平明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型
组比较，西药组及中药组均明显下降（Ｐ ＜０．０１）；且对
比西药组，中药组降幅更大（Ｐ＜０．０５）。与假造模组

比较，模型组大鼠的血清ＩＬ－１β水平明显上升（Ｐ＜
０．０１）；与模型组比较，西药组及中药组均明显下降
（Ｐ＜０．０１）；与西药组比较，中药组略有下降，但差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与假造模组比较，模型组
血清ＩＬ－１０水平明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，西
药组及中药组均有所升高（Ｐ＜０．０１）；与西药组比较，中
药组增高更明显，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组大鼠血清淀粉酶、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β及ＩＬ－１０水平比较（�ｘ±ｓ）

组　别 ｎ 血清淀粉酶（Ｕ／Ｌ） ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－１０（ｐｇ／ｍｌ）

假造模组 ５　 ７８４．５３±５７．５４　 ５２．２６±５．９７　 ７７．１８±７．８５　 ２９．５７±２．３６

模型组 ５　 ２４１１．０９±１５４．４３＊ ２５８．６１±１５．０４＊ ２２１．２９±１３．３８＊ ５５．２３±２．８９＊

西药组 ５　 １８８８．４７±１１１．２３△ ２１６．７４±１２．８１△ １９１．４３±１２．２９△ ６６．８５±３．４５△

中药组 ５　 １７４０．１５±１００．７４△ １９６．１６±１４．２９△▲ １７９．５４±１１．３１△ ６９．９３±３．６７△

　　注：与假造模组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１；与西药组比较，▲Ｐ＜０．０５

２．４　各组大鼠血清Ｄ－乳酸及内毒素水平比较　见表

２。与假造模组比较，模型组大鼠血清Ｄ－乳酸水平显
著提升（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，西药组及中药组均
明显下降（Ｐ＜０．０１）；中药组较西药组降幅更明显
（Ｐ＜０．０５）。与假造模组比较，模型组大鼠血清内毒
素水平显著提升（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，西药组及
中药组均明显下降（Ｐ＜０．０１）；中药组较西药组降幅

更大，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　各组大鼠血清Ｄ－乳酸及内毒素水平比较（ｎｇ／ｍｌ）

组　别 ｎ　 Ｄ－乳酸 内毒素
假造模组 ５　 ８２１．７５±７４．５３　 ０．８３±０．０６
模型组 ５　 ２８３４．４７±１６６．５８＊ ２．３４±０．１５＊

西药组 ５　 ２０３６．０７±１４３．７９△ １．９６±０．１２△

中药组 ５　 １８５０．４１±１２２．３３△▲ １．８０±０．１３△▲

　　注：与假造模组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜
０．０１；与西药组比较，▲Ｐ＜０．０５
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２．５　各组大鼠回肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达量比较　
见表３（图２）。与假造模组比较，模型组大鼠回肠黏膜
组织Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量明显下降（Ｐ＜０．０１）；与
模型组比较，西药组及中药组均明显增高（Ｐ＜０．０１）；
中药组较西药组增幅更大，但差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。
表３　各组大鼠回肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达量比较（�ｘ±ｓ）

组　别 ｎ 回肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
假造模组 ３　 １．３９±０．０１
模型组 ３　 ０．６０±０．０９＊

西药组 ３　 ０．９２±０．１０△

中药组 ３　 １．０４±０．１２△

　　注：与假造模组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１

图２　各组大鼠回肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白条带图

３　讨　论
至今为止ＡＰ的病死率仍偏高，且国内发病率逐

年增加，然而其发病机制目前仍未完全清楚。经研究
发现，ＡＰ 的死亡与持续的全身炎症反应综合征
（ＳＩＲＳ）密切相关，而 ＭＯＤＳ、胰腺或胰周继发性感染
是引起该病死亡的关键因素［８－９］。肠黏膜屏障损伤是

ＡＰ的主要并发症之一，是导致肠道细菌移位并进一
步诱发胰腺组织感染、坏死和 ＭＯＤＳ以及因此使 ＡＰ
向重症发展甚至导致死亡的重要因素［１０］。而肠黏膜

屏障损伤与炎症因子的大量释放关系密切［３－４］，且后者
可引发“瀑布样级联反应”亦是引起ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ
发生以及使 ＡＰ病情进展的重要原因［１１－１２］。由此可
知，对肠黏膜屏障的保护以及对炎症因子过度释放的
调控，在预防ＡＰ往重症发展并降低其病死率中起着
非常重要的作用。乌司他丁属于胰蛋白酶抑制剂，为
治疗ＡＰ的常用药物，临床应用可改善患者的临床结
局［１３－１５］，可抑制ＴＮＦ－α、ＩＬ－６等炎症因子释放，减轻炎
症反应并可改善患者肠黏膜屏障功能，减少肠内细菌
和内毒素移位的发生［１６－１７］。

ＡＰ主要归属于中医的“腹痛”“脾心痛”“胃心痛”
“胰瘅”范畴，广西名中医陈国忠教授结合 ＡＰ的发病
规律以及广西所处岭南地带多湿多热的气候环境特

点，将ＡＰ发病主要归结于“湿”“热”“毒”“瘀”四大关
键病机，由于湿热毒瘀郁滞中焦，导致气机阻滞、腑气
不通，而且气机阻滞、腑气不通为贯穿ＡＰ早期的基本
病机。因此陈教授认为，对 ＡＰ发病早期予清解化攻

汤治疗，以清热解毒化湿、活血化瘀攻下为主要功效，
准确靶向上述关键病机和腑气不通的基本病机。该方
组方包括柴胡、黄芩、大黄、枳实、厚朴等药物，在临床
治疗上可有效缓解 ＡＰ症状、保护肠黏膜屏障以及降
低血清ＴＮＦ－α等炎症因子水平［５－７］。因此，本研究拟
通过在ＡＰ大鼠上的实验研究对该方的干预作用加以
验证。
在健康人的肠道中，在肠黏膜屏障和各种结构的

作用下，肠腔内的细菌及其产物难以进入血液循
环［１８］，肠黏膜屏障是抵御肠道内细菌入侵的重要屏
障。ＡＰ发生发展中多种因素作用导致肠黏膜屏障损
伤，此时Ｏｃｃｌｕｄｉｎ等肠黏膜上的紧密连接蛋白表达减
少，肠道通透性增加，大量细菌及内毒素、Ｄ－乳酸等毒
素产物可通过肠屏障进入血液循环［１９－２１］，进而加重

ＳＩＲＳ、引发感染及促使 ＭＯＤＳ的发生［２２］，是促使 ＡＰ
往重症发展的重要环节［２３］。而维持人体正常的肠道
黏膜结构及功能的完整性，可有效避免肠道细菌移位，
从而减少继发感染的发生［２４］。本研究结果表明，清解
化攻汤可减轻ＡＰ大鼠回肠黏膜的病理损伤，降低大
鼠血清内毒素及Ｄ－乳酸水平，并可增加其回肠黏膜上
紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，提示清解化攻汤对

ＡＰ大鼠肠黏膜屏障损伤有较好的保护作用。
在炎症因子方面，ＡＰ发病早期的无菌性化学性

炎症可激活多种炎症通路，进一步促进炎症因子、趋化
因子、血小板激活因子和黏附分子的表达，ＴＮＦ－α、

ＩＬ－１β等多种炎症因子的大量释放，可进一步促使中性
粒细胞、巨噬细胞等炎症细胞激活并向胰腺及局部浸
润，加剧了腺体损伤和局部炎症反应。ＴＮＦ－α及ＩＬ－１β
作为促炎细胞因子，是 ＡＰ发展中最密切相关的炎性
细胞因子，可启动对胰腺腺泡细胞损伤的炎症反应，也
是介导更多炎性细胞因子从胰腺组织或其他组织释放

的初始因子，可进一步诱导ＩＬ－６等炎症因子的产生和
释放，使局部炎症向全身炎症反应发展。因此，ＴＮＦ－α
及ＩＬ－１β等炎症因子与重症 ＡＰ及其并发的ＳＩＲＳ和

ＭＯＤＳ关系密切［２５］。而抗炎细胞因子ＩＬ－１０是一种
负反馈调节细胞因子，可由巨噬细胞和树突状细胞分
泌并反过来抑制这些细胞的活化，该细胞因子水平的
上调，抑制ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１和ＩＬ－１２等巨噬细胞分
泌的炎症因子的表达，还可通过抑制巨噬细胞和树突
状细胞上共刺激物和主要组织相容性复合体Ⅱ的表达
来抑制Ｔ细胞活化［２６－２７］。在ＡＰ发病早期，快速产生
大量的炎症因子，其中以ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β等促炎细胞因
子的大量释放为主，引起与ＩＬ－１０等抑炎细胞因子的
不平衡，最终导致炎症因子的瀑布级联样释放、炎症反
应的进一步加重以及由局部扩大向全身，诱发及加重
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ＳＩＲＳ甚至 ＭＯＤＳ的发生。因此，减轻炎症反应的关
键还在于对炎症因子的调控。本研究发现清解化攻汤
可降低ＡＰ大鼠血清促炎细胞因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β的水
平，提高血清抑炎细胞因子ＩＬ－１０的水平，提示清解化
攻汤对ＡＰ大鼠血清炎症因子有明显的调控作用。
综上所述，本研究表明清解化攻汤对 ＡＰ大鼠的

肠黏膜屏障有一定的保护作用，而且该方可降低血清
促炎细胞因子水平，提高抑炎细胞因子水平，对ＡＰ大
鼠血清炎症因子有明显的调控作用，可为后续进一步
对中医药治疗ＡＰ的研究提供依据。
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