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pancreatitis, SAP)
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见的急腹症之一, 
其脑损害的发生
率以及病死率较
高 ,  炎症反应是
导致其发生的重
要因素 .  因此探
讨SAP脑损害的
发病机制、为寻
找预防和治疗脑
损害的途径提供
理论基础.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of P38 mitogen-
activated protein kinase (P38MAPK) pathway 
on the expression of inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) and prostaglandin E2 (PGE2) 
in hippocampal neurons of rats with severe 
acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Healthy male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into three groups: 
a control group, a model group, and an 
SB203580 (an inhibitor of P38MAPK pathway) 
group. The pathological changes in brain tissue 
were observed. By immunohistochemistry 
and Western blot, expression of iNOS and 
PGE2 and phosphorylation of P38MAPK were 
detected to observe the changes of positive 
cell numbers and the expression levels in the 
hippocampus.

RESULTS: Compared with the control 
group, the numbers of p-P38 (20.4 ± 2.2 vs 2.1 ± 
1.3), iNOS (33.6 ± 4.4 vs 3.7 ± 0.4), and PGE2 
(34.7 ± 4.0 vs 2.4 ± 1.0) immunoreactive cells 
increased markedly in the hippocampal 
CA1 region (P < 0.05) . After treatment 
with SB203580, the numbers of p-P38 (12.8 ± 
0.7), iNOS (14.4 ± 4.9), and PGE2 (18.3 ± 
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■研发前沿
炎症反应在急性
重症胰腺炎脑损
害的病理生理中
起重要作用 ,  抑
制 炎 症 反 应 对
于 脑 损 害 具 有
重 要 作 用 ,  P 3 8
丝 裂 原 活 化 蛋
白激酶(mitogen-
activated protein 
kinase, MAPK)
通路在炎症反应
中起到重要作用, 
其在SAP脑损害
中神经元变性丢
失中是否发挥作
用很少见报道.

0.5) immunoreactive cells were reduced 
significantly as compared with the model 
group (P < 0.05). The inhibitor group had 
s igni f icant ly improved pancreat ic ce l l 
pathology compared to the SAP group, which 
had ultrastructural changes such as rough 
endoplasmic network degranulation and 
mitochondrial swelling expansion.

CONCLUSION: P38MAPK pathway regulates 
the expression of iNOS and PGE2 in the 
hippocampus, and inhibition of the pathway has 
a neuroprotective effect in rats with SAP.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究P38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)通路在急性
重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
大鼠模型海马神经元中对诱导型一氧化氮
合酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)
和前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)的
作用. 

方法: 将60只SD大鼠随机分为对照组、SAP
模型组(模型组)、抑制剂组(P38MAPK通路
抑制剂SB203580). Nissl染色、免疫组织化
学显色、免疫印迹法检测大鼠海马CA1区
iNOS、PGE2和p-P38表达的变化; 应用透射
电镜观察胰腺组织超微结构的变化. 

结果: 与对照组相比, SAP模型组海马CA1
区p-P38(20.4±2.2 vs  2.1±1.3)、iNOS(33.6
±4.4 vs  3.7±0.4)、PGE2(34.7±4.0 vs  2.4
±1.0)阳性神经元的数量显著增加(P <0.05); 
给予S B203580后 ,  抑制剂组海马C A1区
p-P38(12.8±0.7)、 i N O S(14.4±4.9)、
PGE2(18.3±0.5)阳性神经元的数量明显减
少(P <0.05). 模型组胰腺细胞粗面内质网脱

颗粒, 线粒体水肿扩张, 抑制剂组上述改变
明显减轻.

结论: P38丝裂原活化蛋白激酶通路对SAP
大鼠模型海马iNOS和PGE2表达可能起调控
作用, 抑制该通路对SAP大鼠具有神经保护
作用. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: P38丝裂原活化蛋白激酶通路对急性

重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)大鼠

模型海马诱导型一氧化氮合酶和前列腺素E2的

作用. 表达可能起调控作用, 抑制该通路对SAP
大鼠具有神经保护作用.
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0  引言

急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
可引起多脏器功能损害, 其中中枢神系统功能

障碍被称为脑损害[1-3]. 许多脑损害病例被报

道, 但很难早期诊断, 致死率高, 并且发病机制

不详. 炎症反应参与急性重症胰腺炎的病理生

理过程, 许多炎症因子发挥重要作用, 其中包

括诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide 
synthase, iNOS)和前列腺素E2(prostaglandin 
E2, PGE2)[4-6]. 研究[7-9]认为在脑损害中, iNOS
和PGE2参与并促进大脑神经元的变性丢失. 
既往发现P38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)通路调控炎症

反应, 那么在SAP中P38MAPK通路与iNOS和
PGE2的表达是否相关? 本研究通过观察SAP
大鼠模型海马神经元中iNOS和PGE2的表达以

及P38MAPK通路是否对其表达产生影响, 从
而期望为治疗SAP脑损害提供新的途径.

1  材料和方法

1.1 材料 5%牛磺胆酸钠(美国Sigma)公司; 兔
抗人PGE2多克隆抗体(美国Cayman公司); 兔
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■相关报道
抑制P38MAPK
通路对脑外伤中
神经元损伤有很
好 的 保 护 作 用 , 
并且在减轻细胞
变性丢失中发挥
重要的作用 .  少
见P38MAPK通
路在SAP脑损害
中神经元的变性
丢失的报道.

抗鼠p-P38多克隆抗体、兔抗人iNOS多克隆

抗体(北京博奥森); 浓缩型免疫组织化学超

敏UltraSensitive™ SP试剂盒(福州迈新); 恒冷

箱切片机(Leica公司). 透射电镜(transmission 
electron microscope, TEM)由日本东芝公司

提供. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组和模型制备: 健康♂SD大鼠60
只, 体质量290-320 g(北京维通利华实验动物

技术有限公司, [SCXX(京)2007-2008], 自由进

食及饮水, 室温25 ℃±2 ℃, 单笼喂养, 自然

光照. 将大鼠随机分为对照组、模型组和抑

制剂组, 每组20只. SAP模型组、抑制剂组: 参
照Lankisch等[10]的方法经胰胆管向胰腺内注

入5%牛磺胆酸钠(2 mg/kg)制备SAP大鼠模型, 
抑制剂组在建模后10 min于大鼠尾静脉注射

SB203580(10 mg/kg), 对照组大鼠在数次触动

胰腺后关腹. 3组大鼠分别在建立模型成功后

24 h处死大鼠并取材备检. 
1.2.2 标本采集: 取材固定切片于造模后24 h, 
每组随机选取10只大鼠, 取下腔静脉血测量

淀粉酶, 然后经100 mL/L水合氯醛麻醉后, 40 
g/L多聚甲醛经心灌流固定10 min后, 断头取脑

及胰腺. 脑组织置于40 g/L多聚甲醛中固定24 
h(4 ℃)后, 置于300 g/L蔗糖液中脱水至脑组织

沉底. 取脑组织标本自视交叉后用恒冷箱切片

机连续冠状切片(片厚10 μm), 贴附于载玻片上

-20 ℃保存备用. 胰腺使用40 g/L多聚甲醛固定

备用. 另随机选取5只大鼠, 脱颈法处死, 断头

后于冰上快速分离海马低温匀浆, 离心后取上

清, -80 ℃保存备用.
1.2.3 胰腺组织的病理学观察: 取胰腺组织1 

mm3以25 g/L戊二醛4 ℃固定8 h, 梯度酒精脱

水, 环氧树脂Epon812浸透, LKB-V型超薄切片

机进行超薄切片(50-70 nm), 电镜下观察胰腺

组织的超微结构的改变. 取脑组织切片, Nissl
染色, 光镜下观察胰腺组织的病理学改变.
1.2.4 免疫组织化学染色: 取脑组织切片室温

放置30 min后, 用PBS(pH 7.4±0.2)缓冲液洗涤

后加入正常非免疫兔血清室温孵育10 min; 然
后同一组织相邻切片分别加入兔抗鼠p-P38多
克隆抗体(1∶100)、兔抗人PGE2多克隆抗体

(1∶200)、兔抗人iNOS多克隆抗体(1∶100), 
4 ℃过夜; PBS洗涤后, 滴加生物素标记第二抗

体室温孵育20 min; PBS洗涤, 加入生物素标记

室温孵育20 min, DAB显色, 常规封片, 光镜下

观察照相. 结果判定: 以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, 免疫

组织学阴性对照, 以PBS代替一抗. 
1.2.5 免疫印迹: 每组提取30 μg样品, SDS-
PAGE电泳, 电转膜, 加入封闭液室温下震荡2 h
后, 然后分别加入兔抗人iNOS(1∶400)、兔抗

人PGE2(1∶500)和兔抗鼠p-P38多克隆抗(1∶
100), 4 ℃孵育过夜. 室温孵育l h; PBS冲洗后, 
再加入生物素标记的羊抗兔/小鼠IgG抗血清

(1∶200), 室温震荡孵育2 h, 然后与辣根过氧

化物酶复合物室温下孵育0.5 h, DAB显色. 以
β-actin作为内参, 将特异性蛋白条带扫描后,在
同一条件下应用CMIAS真彩医学图像分析系

统取测定条带平均光密度值.
统计学处理 选定海马C A1区所在区域, 

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. 各组每只动物

的3张脑片数值相加后取平均值. 实验结果使

用SPSS13.0统计软件进行统计处理. 分别采用

单因素方差分析, q检验; 免疫印迹法统计分析

同上. 以P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 各组存活率比较 模型组3只死亡, 存活率

85%, 其余组均无死亡, 存活率100%. 对照组+
抑制剂组存活率与模型组比较差异无统计学

意义(P  = 0.231). 
2.2 血清淀粉酶检测结果 模型组及抑制剂组大

鼠血清淀粉酶含量增高, 证明急性重症胰腺炎

的诊断. 图1显示: 各组大鼠血清淀粉酶含量比

较, 模型组血清淀粉酶含量明显高于其他两组. 
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图  1  大鼠血清淀粉酶含量测定. aP <0.05 vs  对照组; 
cP<0.05 vs  模型组.
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■创新盘点
本 文 观 察 了
P38MAPK通路
对SAP脑损害神
经元变性丢失及
诱导型一氧化氮
合酶 ( induc ib le 
n i t r i c  o x i d e 
synthase, iNOS)
和 前 列 腺 素
E2(prostaglandin 
E2, PGE2)等炎
症 因 子 表 达 的
影 响 ,  探 讨 了
P38MAPK通路
对大脑神经元损
害中的作用 ,  抑
制P38MAPK通
路对神经元的保
护作用及其机制, 
为SAP脑损害预
防和治疗提供了
实验依据.

与对照比较, 模型组血清淀粉酶含量明显增高

(P <0.05). 与模型组比较, 抑制剂组血清淀粉酶

含量显著降低(P <0.05). 
2.3 脑和胰腺组织病理学的改变 Nissl染色检测

海马CA1区神经元的变性丢失: 与对照组比较, 
模型组局部神经元缺失, 部分神经元出现核固

缩, 核仁欠清晰, Nissl体减少或消失; 与模型组

比较, 抑制剂组神经元胞核形态饱满, 核仁比

较清晰, 仅发现散在神经元缺失或胞核固缩. 
模型组透射电镜观察到粗面内质网脱颗粒, 线
粒体水肿扩张、瘠断裂或消失等病理改变. 抑
制剂组上述变化明显减轻(图2, 3). 
2.4 免疫组织化学检测 与对照组比较, 模型组

海马CA1区可见p-P38、iNOS、PGE2阳性神

经元明显增多, 胞质内颗粒状聚集物增多, 成
棕黑色; 与模型比较, 抑制剂组阳性神经元较

模型组有显著减少, 胞质内颗粒状聚集物减少, 
染色较淡. 图像分析结果显示, 差异均有统计

学意义(P <0.05, 表1, 图4). 
2.5 Western blot结果 在预染蛋白标准约38、
130和20 kDa处, 分别可见p-P38、iNOS和
PGE2特异性蛋白条带. 图像分析结果显示: 与

图  3  大鼠海马CA1区病理学观察(Nissl×400). A: 对照组; 

B: 模型组; C: 抑制剂组.

A

B

C

图  2  大鼠胰腺组织超微结构的变化(TEM×8000). A: 对

照组; B: 模型组; C: 抑制剂组.

A

B

C

1 μm

1 μm

1 μm

     

表  1  各组大鼠海马CA1区p-P38、iNOS和PGE2阳性细
胞数量的变化 (n  = 10, mean±SD)

分组 p-P38 iNOS PGE2

对照组  2.1±1.3  3.7±0.4  2.4±1.0

模型组 20.4±2.2a 33.6±4.4a 34.7±4.0a 

抑制剂组 12.8±0.7c 14.4±4.9c 18.3±0.5c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组. iNOS: 诱导型一氧化

氮合酶; PGE2: 前列腺素E2.
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■应用要点
本 研 究 发 现
P38MAPK通路
可通过上调iNOS
和 P G E 2 的 表
达 ,  加重神经元
变性丢失 ,  抑制
P38MAPK通路
可减轻神经元的
变性丢失 ,  这一
发现为SAP脑损
害防治提供新的
靶点.

图  4  大鼠海马CA1区p-P38、iNOS和PGE2免疫组织化学染色(×400). A-C: p-P38; D-F: iNOS; G-I: PGE2. A, D, G: 

对照组; B, E, H: 模型组; C, F, I: 抑制剂组. iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; PGE2: 前列腺素E2.

A B

C D

E F

G H

I
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■名词解释
SAP脑损害 :  是
指SAP发病和治
疗过程中出现的
严 重 并 发 症 之
一 ,  主要表现为
定向力障碍、意
识模糊、烦躁、
幻觉等精神、神
经障碍.

对照组相比, 模型组条带略宽, 着色最深, 蛋白

水平明显上调, 与模型组比较, 抑制剂组条带

着色变浅, 蛋白水平下调. 结果分析显示, 差异

具有统计学意义(P <0.05, 图5). 

3  讨论

SAP临床表现主要包括胰腺自身及胰周组织

的坏死、脓肿或假性囊肿等局部并发症[11-13], 
也可伴发胰外多脏器功能障碍 [14,15], 其中脑

损害是SAP病理生理过程中严重的并发症之

一[16], 主要表现为神经精神症状, 但其致病机

制不明确 [16,17]. 本实验复制的S A P动物模型

血清淀粉酶明显升高, 胰腺组织超微结构改

变, 海马CA1区神经元缺失明显, 尼氏小体减

少或消失, 以上结果说明动物模型符合实验

要求[18].
研究发现在SAP脑损害发病机制中, 炎症

因子能够引起脑细胞水肿、大脑间质的炎性

损伤及神经髓鞘的破坏等[19-21], 说明炎症反应

是SAP导致大脑神经元的变性丢失的重要诱

发因素[20]. 为明确神经元丢失的原因, 我们通

过实验观察炎症因子iNOS和PGE2的表达, 结

果显示: 模型组海马CA1区神经元胞浆、轴突

中iNOS、PGE2呈阳性反应, 且阳性神经元的

数量明显高于对照组; 免疫印迹结果也证实模

型组iNOS、PGE2蛋白的表达较对照组明显增

高, 这表明SAP可引起大脑神经元的炎症反应, 
而iNOS、PGE2的活化可能参与神经元的变性

丢失. 文献报道[22-24], 在脑外伤动物模型中, 大
脑内神经变性丢失的同时存在iNOS、PGE2的
活化, 但是抑制iNOS、PGE2的表达, 能够减轻

脑损害的作用. 
神经系统疾病中炎症反应持续存在, 在

其发展过程中P38MAPK通路发挥促炎作用, 
磷酸化的P38能够介导炎症因子或炎性产物

的表达和释放, 导致神经元的变性丢失[25,26]. 
L i u等 [27]在胰腺炎动物模型的脊髓中发现磷

酸化P38(p-P38M A P K)表达水平明显升高 . 
为了进一步研究p-P38在S PA脑损害中的作

用, 我们观察发现: 与对照组相比, 海马CA1
区局部神经元明显丢失, 剩余神经元胞质内

p-P38呈阳性表达, 阳性神经元的数量增多, 
并且免疫印迹结果也显示模型组p-P38蛋白的

表达明显增高. 为研究p-P38与iNOS、PGE2
在SAP脑损害中的相互作用关系, 我们观察了

三者在海马CA1区的表达, 发现造模成功后

24 h, 模型组p-P38、iNOS和PGE2表达明显

升高. SB203580干预后, 我们通过对于Nissl
染色的观察发现海马CA1区也出现神经元变

性丢失的现象, 但较模型组比较程度有所减

轻. 免疫组织化学结果显示p-P38表达明显被

抑制, 同时iNOS和PGE2的表达也相应明显

减少 .  免疫印迹结果也支持这一现象 .  实验

结果提示: 在SAP大鼠中, P38MAPK通路受

到激活, iNOS和PGE2的表达明显上调, 神经

元丢失明显 ,  抑制该通路的过度激活 ,  可以

下调iNOS和PGE2的过表达, 减轻神经元的

损害程度. 有理由认为, P38MAPK通路对大

脑神经元发挥毒性作用, 可能与激活iNOS和
PGE2有关.

因此, 我们推断P38MAPK通路在SAP大鼠

模型中对海马神经元的炎症反应起重要调控

作用, 抑制P38MAPK通路的激活对于SAP大鼠

脑损害可能起到一定的治疗作用. 
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对SAP大鼠模型
海马神经元损害
的影响 ,  以期为
SAP的治疗提供
新的思路 ,  具有
一定的新颖性.
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