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Abstract
AIM: To investigate the role of phosphatidy-
linositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/PKB) 
signal transduction pathway in the activation 
of neutrophils during severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: Thirty male health adult Sprague 
Dawley rats were averagely randomized into 
group A, B and C. SAP model was established in 
group B and C by retrograde injection of 50 g/L 
sodium taurocholate into the pancreatic and bili-
ary duct. The rats in group C were treated with 
wortmannin 4 h before modeling, and those in 
group A served as the controls. All the rats were 
killed 6 h after modeling, and the neutrophils 

were isolated by density gradient centrifuga-
tion. The serum levels of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and interleukin-1b (IL-1b) were ana-
lyzed by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). The expression of TNF-α and IL-1b 
mRNA were detected by RT-PCR and the activ-
ity of phosphorylated PKB (p-PKB) was exam-
ined by Western blot.

RESULTS: The serum levels of TNF-α and IL-
1b were significantly higher in group B than 
those in group A (150.� ± 31.7 ng/L vs 22.4 ± 
5.2 ng/L, P < 0.01; 217.5 ± 3�.4 ng/L vs 43.7 ± 
9.6 ng/L, P < 0.01), and mRNA levels of TNF-α 
and IL-1b were also markedly increased (0.72 ± 
0.06 vs 0.19 ± 0.03, P < 0.01; 0.�4 ± 0.11 vs 0.14 ± 
0.04, P < 0.01). However, the serum and mRNA 
levels of TNF-α and IL-1b were all significantly 
decreased in group C in comparison with those 
in group B (TNF-α: 70.9 ± 11.3 ng/L, 0.32 ± 0.04; 
IL-1b: 93.0 ± 11.5 ng/L, 0.22 ± 0.04; all P < 0.01). 
Western blot showed that the activity of p-PKB 
was increased in group B as compared with that 
in group A (0.63 ± 0.0� vs 0.34 ± 0.03, P < 0.01), 
but it was markedly down-regulated in group C 
(0.3� ± 0.06, P < 0.01).

CONCLUSION: PI3K/PKB signal transduction 
pathway is activated in the neutrophils dur-
ing severe acute pancreatitis, which mediates 
the production of pro-inflammatory cytokines 
TNF-α and IL-1b.
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摘要
目的: 探讨磷脂酰肌醇3激酶 /蛋白激酶B 
(PI3K/PKB)信号转导通路在重症急性胰腺炎
中性粒细胞活化中的作用. 
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■背景资料
白细胞被过度激
活在重症急性胰
腺炎的发生、发
展过程中发挥了
重要的作用, 是造
成炎症反应过度
放大的根本原因. 
因此阐明激活中
性粒细胞的致病
因子及中性粒细
胞活化后的细胞
内信号转导通路
必将有助于深入
理解重症急性胰
腺炎全身炎症反
应综合征的发病
机制, 同时也为寻
找有效的炎症反
应控制方法提供
了新的思路. 本研
究就PI3K/PKB信
号转导通路在重
症急性胰腺炎中
的作用进行了研
究.



方法: 健康成年♂SD大鼠30只, 随机分为对
照组、SAP组和SAP+wortmannin组, 每组10
只. 胆胰管内逆行注射法制作SAP模型, 模型
制成6 h后采用密度梯度离心方法分离出中
性粒细胞, 用ELISA法检测血中TNF-α和IL-
1b的含量, RT-PCR技术检测中性粒细胞内
TNF-α和IL-1b mRNA的变化, Western blot法
检测细胞中PKB的活性变化. 

结果: 胰腺炎大鼠血中TNF-α和IL-1b的含量
较对照组明显升高(150.8±31.7 ng/L vs  22.4
±5.2 ng/L, P <0.01; 217.5±38.4 ng/L vs  43.7±
9.6 ng/L, P <0.01), 同时中性粒细胞内TNF-α和
IL-1b mRNA及p-PKB的水平也明显升高(0.72
±0.06 vs  0.19±0.03, P <0.01; 0.84±0.11 vs  
0.14±0.04, P <0.01; 0.63±0.08 vs  0.34±0.03, 
P <0.01), wortmannin能显著抑制血中TNF-α 
(70.9±11.3 vs  150.8±31.7 ng/L)和IL-1b (93.0
±11.5 vs  217.5±38.4 ng/L)含量, 中性粒细胞
中TNF-α和IL-1b mRNA (0.32±0.04 vs  0.72
±0.06及0.22±0.04 vs  0.84±0.11, P <0.01)的
表达及PKB活性(0.38±0.06 vs  0.63±0.08, 
P <0.01)也显著下降.

结论: PI3K/PKB信号转导通路介导了重症急
性胰腺炎大鼠中性粒细胞的活化及促炎性细
胞因子TNF-α和IL-1b的产生.

关键词�� 磷脂酰肌醇3激酶; 重症急性胰腺炎; 中性

粒细胞; 信号转导
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0  引言

中性粒细胞在重症急性胰腺炎(s eve re acu te 
pancreatitis, SAP)时被过度激活并产生大量炎性

介质, 在机体全身炎症反应过程中发挥了重要

作用[1-4], 但中性粒细胞如何被激活并产生炎性

介质目前仍不清楚. 大量研究表明磷脂酰肌醇3
激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)信号转

导通路在脓毒败血症、过度机械通气等原因造

成的中性粒细胞活化过程中发挥了重要的调节

作用, 抑制PI3K信号转导通路的激活可以明显

减轻这些病理状态的炎症反应[5-6]; 同时也有研

究表明, 阻断PI3K转导通路可以减轻SAP时的

胰腺炎症及中性粒细胞浸润[7-8]. 因此我们探讨

PI3K信号转导通路在SAP中性粒细胞活化中的
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作用, 以了解PI3K信号转导通路对SAP全身炎症

反应的调控机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wortmannin (PI3K抑制剂)和牛磺胆

酸钠, Sigma公司; 戊巴比妥钠, 东北制药厂; 淋
巴细胞分离液(Ficoll-Paque Plus), Amersham 
Biosciences公司; 葡聚糖T-500, Pharmacia公司; 
TNF-α和IL-1b的ELISA试剂盒, 深圳晶美公司; 
AKT及p-AKT抗体, Cell Signaling Technology
公司; RNA提取及PCR扩增试剂盒, TaKaRa公
司; PCR仪及电泳仪; 凝胶扫描分析系统, 美国

Kodak; 大鼠TNF-α引物序列: 上游5'-GGCCACC
ACGCTCTTCTG-3', 下游5'-GCCATTGGCCAG
GAGGGC-3', 扩增片段229 bp; IL-1b引物序列: 
上游5'-AGAAGCTGTGGCAGCTACCT-3'; 下游

5'-TTGGGATCCACACTCTCCAG-3', 扩增片段

400 bp; b-actin引物序列: 上游5'-GCCAACCGT
GAAAAGATG-3', 下游5'-CCAGGATAGAGCCA
CCAAT-3', 扩增片段700 bp. 健康的成年♂SD大

鼠30只, 体质量250-300 g, 购自中国医科大学动

物部.
1.2 方法 大鼠随机分为对照组、SAP组和SAP+ 
wortmannin组, 每组10只. 采用胆胰管内逆行注

射法制作SAP模型. 大鼠试验前12 h禁食, 自由

饮水. 用20 g/L戊巴比妥钠(1 mL/kg)ip麻醉后, 
取上腹正中切口, 切开4 cm, 进入腹腔后提起

十二指肠显露胰腺, 从乳头处的十二指肠壁进

针, 逆行穿刺胆胰管并固定, 同时用动脉夹阻断

胆胰管的肝门端, 以0.2 mL/min的速度向胆胰

管内匀速注入50 g/L牛磺胆酸钠(1 mL/kg), 注
射后用动脉夹夹闭穿刺处5 min, 以防药液溢出

并保持胰管内压力, 然后关腹, 对照组给与等量

盐水注射. SAP+wortmannin组于制模前4 h给与

wortmannin 1.4 mg/kg ip[9], 对照组和SAP组给

与等量对应溶剂. 各组大鼠在模型制成6 h后处

死, 心脏穿刺取血分离中性粒细胞及血清. 密度

梯度离心法分离中性粒细胞[10-11]. 大鼠血肝素抗

凝(25 kU肝素/L)后加入50 g/L葡聚糖至终质量

浓度为10 g/L. 混匀后室温下静置40 min, 吸取

上层清液并轻轻置于淋巴细胞分离液上, 2000 
r/min离心40 min后, 弃除血浆层、单个核细胞

层、分离液层, 留下的即为中性粒细胞和残留红

细胞, 加入相当于细胞团块9倍体积的0℃氯化

铵溶液(NH4Cl 155 mmol/L, KHCO3 10 mmo/L, 
EDTA 0.1 mmol/L), 混匀后在0℃静置7 min, 溶

www.wjgnet.com

■相关报道
现已研究发现革
兰氏阴性杆菌感
染、机械通气造
成的创伤、烧伤
等炎症反应状态
下中性粒细胞内
的PI3K/PKB信号
转导通路被激活, 
并发挥了重要的
调节作用.

■研发前沿
大量研究表明在
多种急性炎症反
应状态下中性粒
细胞主要是通过
P I 3 K / P K B 信 号
转导通路调节细
胞的迁移、凋亡
及炎性介质的产
生. 重症急性胰腺
炎时中性粒细胞
是否也通过PI3K/
PKB信号转导通
路调节细胞炎症
反应至今未见报
道.
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解残存的红细胞, 1500 r/min离心10 min后弃

上清, 留下的即为中性粒细胞. 这种方法分离的

中性粒细胞经台盼蓝染色证实存活率大于95%, 
瑞氏染色证明纯度大于98%. 以PBS洗2次后收

集细胞, 提取总RNA和胞质蛋白, 行RT-PCR和
Western blot检测. 用ELISA法检测血中TNF-α和
IL-1b的含量, 严格按照说明书操作. 
1.2.1 Western blot检测中性粒细胞AKT及p-AKT
的 活 性  中性粒细胞团块加入细胞裂解液 , 
2000 g离心20 min, 收集上清液, 考马斯亮蓝法

进行蛋白定量. SDS-PAGE分离样品(40 mg)后
电转移至硝酸纤维膜上, 封闭后, 加入一抗(AKT
或p-AKT)(1∶1000)室温下免疫沉淀1 h, 摇洗后

加入标记二抗(1∶2000), 室温下作用2 h. ECL
浸膜, 显影. 照片在图像分析仪上进行分析定

量, 记录相应蛋白条带的平均光强度值, 并计算

p-AKT和AKT吸光度值的比值. 
1.2.2 RT-PCR检测中性粒细胞TNF-α mRNA
和IL-1b mRNA 采用TaKaRa公司RNA提取试

剂盒提取细胞中的总RNA, 紫外分光光度计测

定A 260∶A 280比值, 该值稳定于1.8-2.0. 按试剂盒

说明合成cDNA后取反转录产物, 加入PCR反应

体系, 扩增目的基因, PCR反应按下列条件循环: 
94℃ 预变性2 min, 然后94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 
72℃40 s, 进行30个循环后, 72℃延伸10 min. 反
应完成后将PCR扩增产物(TNF-α, IL-1b, b-actin
的cDNA)用15 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 凝胶用

凝胶扫描分析系统扫描, 计算目的基因与相对

b-actin表达量的比值.
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用单因素方差分析, 经SPSS 11.0统计分析软

件处理完成.

2  结果

2.1 血中TNF-α和IL-1b的含量 与正常对照组相

比SAP模型制成6 h后血中TNF-α和IL-1b含量

明显升高(P <0.01), SAP+wortmannin组大鼠血中

的TNF-α和IL-1b含量显著低于SAP组(P <0.01, 
表1).  
2.2 中性粒细胞中PKB和p-PKB活性的变化 中性

粒细胞在基础状态下PKB总蛋白表达丰富, 但磷

酸化水平较低(图1, 表1). SAP模型制成6 h后中

性粒细胞内PKB磷酸化迅速升高, 较对照组增加

明显(P <0.01), 在SAP模型制成前给与wortman-
nin阻断后, 中性粒细胞内PKB的磷酸化被明显

抑制, 与SAP组相比差异显著(P <0.01, 表1). 
2.3 中性粒细胞TNF-α和IL-1b mRNA变化 正
常对照组的中性粒细胞有少量T N F-α和 I L -
1b mRNA表达, SAP模型制成6 h后中性粒细

胞T N F-α和I L-1b m R N A表达较对照组明显

增加(P <0.01). 应用wor tmann in预先阻断后, 
SAP+wortmannin组大鼠中性粒细胞内TNF-α和
IL-1b mRNA转录水平显著低于SAP组(P <0.01, 
表1, 图2).

3  讨论

中性粒细胞是白细胞家族众多成员中最大的组

成部分, 占白细胞总数的50%-70%, 同时也是机

体清除侵入细菌、异物的重要载体, 具有重要

的防御屏障作用. 但大量研究表明, 中性粒细胞

也是机体炎性介质如ROS、蛋白酶、脂类介质和

TNF-α, IL-1b等细胞因子的主要来源, 是感染、创

伤、烧伤等全身炎症反应的中心环节[12-14], 具有

重要的病理意义. 1988年Rinderknecht提出急性

■应用要点
本研究初步探讨
了重症急性胰腺
炎中性粒细胞的
活 化 机 制 ,  为 进
一步研究通路的
上、下游及可能
存在的并行通路
提供了前期基础, 
同时研究也为控
制炎症反应提供
了一种新的思路, 
并为临床开发新
药控制炎症反应
提供了理论依据.

图 1 大鼠中性粒细胞内AKT及p-AKT的表达. 1: 对照组; 2: 

SAP组; 3: SAP+wortmannin组.

     

表 1 SAP大鼠中性粒细胞内TNF-α、IL-1b mRNA、PKB及血中TNF-α和IL-1b的变化 (mean±SD)

分组                                   TNF-α (ng/L)          IL-1b (ng/L)           TNF-α mRNA          IL-1b mRNA           p-PKB/PKB  

Controlb                         22.4±�.2    43.7±9.6            0.19±0.03          0.14±0.04          0.34±0.03

SAP                       1�0.8±31.7  217.�±38.4          0.72±0.06          0.84±0.11          0.63±0.08

SAP+wortmanninb           70.9±11.3          93.0±11.�          0.32±0.04          0.22±0.04          0.38±0.06

bP<0.01 vs SAP.

■创新盘点
本文的创新之处
在于首次探讨了
重症急性胰腺炎
时中性粒细胞的
活化机制问题, 并
且 阐 明 了 P I 3 K /
PKB信号转导通
路在中性粒细胞
活化及释放炎性
介质TNF-α和IL-
1b过程中的作用.

       1             2            3
                 AKT

       1             2            3
               p-AKT
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胰腺炎的白细胞过度激活学说[15]以后, 人们逐渐

认识到重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)死亡率和并发症发生率高的根本原因是由

于过度放大的全身炎症反应没有得到有效的控

制, 而中性粒细胞在其中发挥了核心的作用[16]. 
因此如果能够控制SAP时中性粒细胞的过度激

活, 就可能通过减少炎性介质的产生进而减弱

SAP的炎症反应, 进而成为治疗SAP的新切入点. 
细胞受到外界因素刺激后是通过蛋白质磷

酸化(细胞内信号转导)来快速向细胞内传递信

息. 阻断中性粒细胞活化后的细胞内信号转导, 
就可以通过控制其活化而减轻炎症反应. 目前

SAP时中性粒细胞活化后的细胞内信号转导途

径仍不清楚, 但大量研究发现严重感染、创伤

及大面积烧伤等全身炎症反应综合征状态下, 
活化的中性粒细胞主要通过PI3K及其下游的蛋

白激酶B (protein kinase B, PKB)信号转导通路

调节自身的活化、趋化和凋亡[5-6,17-19]. 近期也

有研究发现使用PI3K基因敲除鼠制成的胰腺炎

模型, 其炎症反应明显减轻[7]. 因此我们探讨了

PI3K信号转导通路在SAP中性粒细胞活化中的

作用.  
正常中性粒细胞中P K B总蛋白表达较为

丰富, 但是磷酸化PKB的水平较低; SAP形成后

PKB磷酸化明显升高, 显著高于正常对照组, 同
时中性粒细胞内的TNF-α和IL-1b mRNA水平

及血中TNF-α和IL-1b含量也明显增加, 这表明

SAP大鼠的中性粒细胞中PI3K信号转导通路显

著活化并介导了炎性介质的产生. 使用PI3K信

号转导通路抑制剂wortmannin后中性粒细胞内

PKB的活化被明显抑制, 同时也显著降低了细

胞TNF-α和IL-1b mRNA的表达及血中TNF-α和
IL-1b的含量. 这进一步表明PI3K信号转导通路

调控了SAP中性粒细胞的活化及TNF-α、IL-1b

的产生, 在SAP的全身炎症反应中发挥了核心

作用. PI3K是普遍存在于各种细胞的异二聚体

酯类激酶复合物, 研究显示中性粒细胞内PI3K
活化后, 活化的PKB可以导致IkBα磷酸化, 致使

IkBα与核因子NF-kB解离[20-21], NF-kB被活化并

入核, 结合到特定的启动子或促进子上进而提

高炎性介质基因的转录活性, 最终导致细胞产

生大量细胞因子[22-23]. SAP时PI3K信号转导通路

是否也是按照这一模式传递信息还需要进一步

的实验来证实, 同时还需要明确是否存在其他

的转导通路与之并行或交叉. 
本试验结果表明, SAP可以导致中性粒细胞

PI3K信号转导通路的活化, 但其机制目前仍不

清楚. 异位释放入血的胰蛋白酶[24]、肠道细菌

内毒素移位入血[5]、氧自由基[25-26]产生增多都可

能直接活化PI3K. 目前尚不清楚是一种还是多

种刺激因素联合导致了中性粒细胞的活化, 这
也需要进一步的研究. 本实验首次证实了PI3K
信号转导通路在SAP中性粒细胞活化过程中发

挥了重要调控作用, 这将有助于我们从新的角

度认识和了解SAP的发病本质, 并为采取积极的

干预措施提供了理论依据.  
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■同行评价
本文用急性重症
胰腺炎的动物模
型 观 察 了 P I 3 K /
PKB信号传导通
路在介导中性粒
细胞的活化及促
炎因子产生的作
用 ,  立题较新颖 , 
对临床治疗急性
重症胰腺炎具有
一定的指导意义.


