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吡非尼酮对急性胰腺炎大鼠胰腺损伤
及TLR4/MYD88信号通路的影响*
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摘要 ： 目的　探讨吡非尼酮（PFD）对急性胰腺炎（AP）大鼠胰腺损伤的影响及其作用机制。方法　将32只

SPF级SD雄性大鼠随机分为对照组、AP组及PFD低、高剂量组，每组8只。AP组及PFD低、高剂量组均成功复

制AP模型，PFD低、高剂量组分别给予PFD 50和150 mg/（kg·d）灌胃治疗24 h，AP组、对照组大鼠则灌胃等量

0.5%羧甲基纤维素钠。干预完成后，测定各组大鼠腹水量、血清淀粉酶（AMY）、血清炎症因子水平，观察各组

大鼠胰腺组织病理变化并进行病理评分，比较各组大鼠胰腺组织Toll 样受体4/髓样细胞分化蛋白88（TLR4/

MYD88）通路蛋白的表达。结果　与对照组比较，AP组大鼠腹水量增加（P <0.05），血清AMY、白细胞介素-6

（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平、病理评分、Toll样受体4（TLR4）和MYD88蛋白相对表达量表达升

高（P <0.05）；与AP组比较，PFD低、高剂量组腹水量减少（P <0.05），血清AMY、IL-6、TNF-α水平、病理

评分、TLR4和MYD88蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与PFD低剂量组比较，高剂量组腹水量减少（P <0.05），

血清AMY、IL-6、TNF-α水平、病理评分、TLR4和MYD88蛋白相对表达量降低（P <0.05）。结论　PFD对

AP大鼠胰腺损伤具有保护作用，其作用机制可能与抑制TLR4/MYD88信号通路活化有关。
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Abstract:  Objective To investigate the effect of pirfenidone (PFD) on pancreatic injury in rats with acute 

pancreatitis (AP) and its mechanism of action.  Methods Thirty-two SPF male SD rats were randomly divided into 

control group, AP group and low- and high-dose PFD groups, with 8 rats in each group. AP models were successfully 

established in the AP group, and low- and high-dose PFD groups. Rats in the low- and high-dose groups were 

intragastrically administrated with PFD at doses of 50 mg/(kg·d) and 150 mg/(kg·d) for 24 hours, respectively, while 

those in the AP group and the control group were given the same amount of 0.5% sodium carboxymethyl cellulose. 

After the intervention, the volume of ascites and serum levels of amylase (AMY) and inflammatory factors were 

measured, and the histopathological changes of the pancreatic tissues were observed and scored in each group. 
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Besides, the expressions of proteins associated with the Toll-like receptor 4/myeloid differentiation 88 (TLR4/

MYD88) pathway in the pancreatic tissues of rats in each group were also compared.  Results The volume of 

ascites, serum levels of AMY, IL-6 and TNF-α, the histopathological scores of the pancreatic tissues, and the protein 

expressions of TLR4 and MYD88 in the AP group were higher than those in the control group (P < 0.05), while they 

were lower in the low- and high-dose PFD groups than those in the AP group (P < 0.05) and were even lower in the 

high-dose PFD group than those in the low-dose PFD group (P < 0.05).  Conclusions PFD has a protective effect on 

pancreatic injury in rats with AP, and its mechanism may be related to the inhibition of TLR4/MYD88 signaling 

pathway activation.

Keywords:  acute pancreatitis; pirfenidone; pancreatic injury; Toll-like receptor 4/myeloid differentiation 88 

pathway; rat

急性胰腺炎（acute pancreatitis, AP）是一种炎症

反应性疾病，是胰酶在胰腺内被激活引起胰腺组织

自身消化、水肿及胰腺外脏器损伤、出血甚至坏死，

以急性腹痛、恶心、发热、休克等全身并发症为主要

临床特征，其发病率及病死率逐年上升[1-2]。目前，

临 床 仍 缺 乏 特 异 性 治 疗 方 法 。 吡 非 尼 酮

（Pirfenidone, PFD）是一类吡啶类的小分子物质，具

有抗炎、抗氧化作用[3]。史晓贤等[4] 研究显示，PFD

能减轻 AP 症状，改善胰腺损伤，但作用机制仍不清

楚。Toll 样受体 4（toll-like receptor 4, TLR4）是分布

于炎症细胞表面，识别病原分子的受体超家族成员

之一。有研究显示，TLR4 在脂多糖等刺激下激活下

游髓样细胞分化蛋白 88（myeloid differentiation factor 

88, MYD88）通 路 ，诱 导 炎 症 反 应 发 生[5-6]。 黄 则 华

等[7]研究显示，促进 TLR4/MYD88 通路活化可以促进

急性坏死性胰腺炎大鼠全身炎症反应，加重胰腺损

伤。目前，PFD 对 AP 胰腺损伤的保护作用是否与调

控 TLR4/MYD88 通路有关尚未见报道。因此本研究

基 于 TLR4/MYD88 通 路 探 讨 PFD 对 胰 腺 的 保 护

作用。

1 材料与方法

1.1　实验动物

32 只 SPF 级 、雄 性 SD 大 鼠 ，16 周 ，体 重 189～

238 g，平均（209±18）g，由北京唯尚立德生物科技

有限公司提供。实验动物生产许可证号：SCXK（京）

2016-0009，实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ：SYXK（京）

2021-0056。

1.2　主要试剂及仪器

1.2.1 　 主要试剂 　牛磺胆酸钠（CAS 号：145-42-6，

货号：PC1981，北京普非生物科技有限公司），PFD

胶囊（国药准字：H20133376，规格：100 mg，北京康蒂

尼药业有限公司），羧甲基纤维素钠（CAS 号：9004-

32-4，货号 ：9004-32-4，上海广锐生物科技有限公

司），血 清 淀 粉 酶（Amylase，AMY）、白 细 胞 介 素 -6

（Interleukin-6, IL-6）、肿 瘤 坏 死 因 子 - α（tumor 

necrosis factor- α, TNF- α）酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）试 剂 盒

（AMY 货 号 ：HB-PD6846S，IL-6 货 号 ：IB-E19707，

TNF-α 货号：IB-E14305，上海化邦生物科技有限公

司），TLR4、MYD88 单克隆抗体及二抗（TLR4 货号：

ZY-753Ra21，MYD88 货号：ZY91897，上海泽叶生物

科 技 有 限 公 司），苏 木 精 - 伊 红（hematoxylin-eosin 

staining, HE）染色试剂盒（上海沪震实业有限公司）。

1.2.2 　 主 要 仪 器 　 离 心 机（型 号 ：CR22N，日 本

Eppendorf 公司），电子天平（型号：Quintix，德国赛多

利斯公司），全自动生化分析仪（型号：Selectra E，上

海玉研科学仪器有限公司），电泳仪（型号：SE250，

瑞典 Cytiva 公司）。

1.3　动物分组及AP模型复制

术前禁食、不禁水 12 h，所有大鼠随机分为对照

组、AP 组及 PFD 低、高剂量组，各 8 只。除对照外，

所有大鼠按 60 mg/kg 腹腔注射 2% 戊巴比妥钠麻醉，

腹部剪毛、备皮，取腹部中心长约 2 cm 切口，同时于

乳头附近十二指肠处刺一小孔（5 F 皮试针），用另

一皮试针置入并于胰胆管内对侧的十二指肠壁逆

行刺入，于胆胰管约 1 cm 处置入留置针，连接注射

装 置 。 采 用 血 管 夹 阻 断 胆 胰 管 及 肝 门 部 胆 管 ，以

0.05 mL/min 的速度注入 5% 牛磺胆酸钠 1 mL/kg。注

射完毕，观察 5～10 min 见胰腺组织充血水肿、点片

状充血，即为 AP 大鼠模型复制成功。然后撤去血管

夹、拔管，无损伤线荷包缝扎肠壁穿刺孔，逐层关腹。

对照组开腹、置管同上，改为注入等量生理盐水。

PFD 低、高剂量组大鼠模型复制成功后分别立
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即给予 PFD 胶囊 50 和 150 mg/（kg·d）[8]（0.5% 羧甲基

纤维素钠溶解，现用现配）灌胃治疗 24 h，AP 组、对

照组大鼠则灌胃等量 0.5% 羧甲基纤维素钠。

1.4　标本采集

药物干预结束后 12 h，各组大鼠消毒、麻醉后进

腹，取棉球将腹腔内腹水吸取干净，采集大鼠 3 mL

腹主动脉血，低温环境下 3 000 r/min 离心 10 min，离

心半径 8 cm，取血清置于-80 ℃条件下备用。处死

所有大鼠，取胰腺组织，部分置于 4% 多聚甲醛中固

定，用于 HE 染色，观察组织病理变化；剩余胰腺组

织置于液氮中保存，用于检测蛋白的表达。

1.5　腹水量测定

用电子天平称重吸腹水前后的棉球，分别作为

干重和湿重，计算腹水量（mg）=湿重-干重。

1.6　ELISA 法测定检测大鼠血清 AMY、IL-6 及

TNF-α水平

从-80 ℃冰箱中取出血清样本，解冻后用全自

动生化分析仪检测血清 AMY、IL-6、TNF-α 水平，具

体操作步骤参照 ELISA 试剂盒说明书。

1.7　HE染色观察大鼠胰腺组织病理变化

取固定的胰腺组织，乙醇梯度脱水、二甲苯进行

透明、石蜡包埋，并进行连续切片（厚 5μm），自来水

冲洗，苏木精染色 5 min，自来水冲洗，1% 盐酸酒精

分 化 ，1% NaHCO3 漂 洗 ，伊 红 染 液 染 色 2 min，常规

脱水、透明，中性树脂封片，显微镜下观察[9]。进行

HE 染色、封片。改良 Rongione 评分标准：①水肿无、

局限在小叶间、弥散在小叶间、腺泡张力高形成广

泛分隔小叶、全部小叶分隔分别为 0、1、2、3、4 分；

②炎症无、围绕腺管周围、浸润实质面积< 50%、浸润

实质面积为 50%～75%、浸润实质面积> 75% 分别为

0、1、2、3、4 分；③出血无、实质出血面积<25%、实质

出血面积 25%～50%、实质出血面积>50%～70%、实

质出血面积>70% 分别为 0、1、2、3、4 分；④坏死无、导

管周围实质破坏、局限性实质坏死面积< 20%、弥散

性小叶丧失 20%～50%、严重小叶丧失> 50% 分别为

0、1、2、3、4 分 ；⑤ 空 泡 无 、胞 质 空 泡/腺 泡 细 胞 < 

20%、胞 质 空 泡/腺 泡 细 胞 20%～50%、胞 质 空 泡/腺

泡细胞> 50%～70%、胞质空泡/腺泡细胞>70% 分别

为 0、1、2、3、4 分。总病理评分为 5 项之和，总分 0～

20 分。由 2 位医师共同观察胰腺组织病理学变化

后，进行评分。

1.8　Western blotting 检测大鼠胰腺组织 TLR4/

MYD88通路蛋白的表达

取液氮保存的胰腺组织，剪碎后加入适量缓冲

液，研磨制备匀浆，以 RIPA 液冰上裂解胰腺细胞，

10 000 r/min 离心 10 min，离心半径 8 cm，取上清液，

测定蛋白总量，加入样缓冲液 20 μg 混匀进行电泳，

转膜完成后加入 5% 脱脂奶粉，封闭 2 h 后 TBST 清

洗，分别加入相应蛋白的一抗（1∶100），山羊抗兔二

抗（1∶5 000），经显影、定影、成像后计算目的蛋白相

对表达量。

1.9　统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两两比较

用 SNK-q 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1　4组大鼠腹水量、AMY水平比较

对照组、AP 组及 PFD 低、高剂量组大鼠腹水量、

AMY水平比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <

0.05）。与对照组比较，AP 组及 PFD 低、高剂量组腹

水量增加，血清 AMY 水平升高（P <0.05）；与 AP 组比

较，PFD 低、高剂量组腹水量减少，血清 AMY 水平降

低（P <0.05）；与 PFD 低剂量组比较，PFD 高剂量组腹

水量减少，血清 AMY 水平降低（P <0.05）。见表 1。

2.2　4组大鼠血清炎症因子水平比较

对照组、AP 组、PFD 低、高剂量组大鼠血清 IL-6、

TNF-α 水平比较，经方差分析，差异有统计学意义

（P <0.05）。与对照组比较，AP 组及 PFD 低、高剂量

组血清 IL-6、TNF-α 水平升高（P <0.05）；与 AP 组比

较，PFD 低、高剂量组血清 IL-6、TNF-α 水平降低（P <

表 1　4组大鼠腹水量、AMY水平比较 （n =8， x±s）

组别

对照组

AP 组

PFD 低剂量组

PFD 高剂量组

F 值

P 值

腹水量/mg

0.65±0.09

9.77±1.47①

6.63±1.05①②

3.50±0.52①②③

140.058

0.000

AMY/（u/L）

1 391.22±208.12

5 658.78±845.06①

4 312.78±632.15①②

2 050.12±307.18①②③

100.442

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 AP 组比较，P <0.05； ③与

PFD 低剂量组比较，P <0.05。
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0.05）；与 PFD 低剂量组比较，PFD 高剂量组血清 IL-

6、TNF-α 水平降低（P <0.05）。见表 2。

2.3　4组大鼠胰腺组织病理变化

对 照 组 大 鼠 胰 腺 组 织 正 常 ，未 观 察 到 组 织 出

血、水肿及炎症细胞浸润；AP 组大鼠胰腺组织观察

到明显的水肿、大量炎症细胞浸润，可见腺泡细胞

出现坏死；PFD 低剂量组水肿部分减轻，仍可见部分

腺泡细胞出现坏死，以及部分炎症细胞浸润；高剂

量组胰腺病理组织损伤较低剂量组减轻。见图 1。

对照组、AP 组、PFD 低、高剂量组病理评分分别为

（1.43±0.30）、（12.77±1.90）、（8.59±1.23）、（5.33±0.79）分，

经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =127.246，P =

0.000）。与对照组比较，AP 组及 PFD 低、高剂量组大

鼠病理评分升高（P <0.05）；与 AP 组比较，PFD 低、高

剂量组大鼠病理评分降低（P <0.05）；与 PFD 低剂量

组比较，PFD 高剂量组大鼠病理评分降低（P <0.05）。

2.4　4 组大鼠 TLR4、MYD88 蛋白相对表达量比较

对 照 组 、AP 组 、PFD 低 、高 剂 量 组 大 鼠 TLR4、

MYD88 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P <0.05）。与对照组比较，AP 组及 PFD

低 、高 剂 量 组 TLR4、MYD88 蛋 白 相 对 表 达 量 升 高

（P <0.05）；与 AP 组 比 较 ，PFD 低 、高 剂 量 组 TLR4、

MYD88 蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与 PFD 低组

比较，PFD 高剂量组 TLR4、MYD88 蛋白相对表达量

降低（P <0.05）。见表 3 和图 2。

3 讨论

AP 是累及其他脏器的常见急腹性炎症疾病，

由 多 种 原 因 引 起 异 型 腺 泡 细 胞 损 伤 ， 激 活 胰 酶 ，

导致炎症细胞活化及浸润组织，产生大量炎症因

子造成机体高炎症状态，进而引起多器官功能衰

竭，给患者生命健康带来严重威胁[10-11]，目前临床

尚无治疗 AP 的有效策略。

腹水是由于腹腔内的炎性介质刺激胰腺，导

致 其 结 构 、 功 能 损 伤 ， 组 织 内 液 体 渗 出 进 入 腹

腔[4]。AMY 是一种催化糖原及淀粉水解的酶，正常

情况下血清 AMY 水平稳定在一定范围。有研究显

示，AP 患者 AMY 水平异常升高[12]。本研究结果显

示，AP 组大鼠腹水量、血清 AMY、IL-6 水平及病

理评分均升高，提示 AP 模型复制成功。经 PFD 低、

表 2　4组大鼠血清炎症因子水平比较 （n =8， x±s）

组别

对照组

AP 组

PFD 低剂量组

PFD 高剂量组

F 值

P 值

IL-6/（pg/mL）

98.96±14.83

178.67±26.81①

135.72±20.36①②

111.02±16.53①②③

24.399

0.000

TNF-α/（ng/L）

173.01±15.95

458.79±38.77①

287.66±25.69①②

213.05±31.96①②③

148.618

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 AP 组比较，P <0.05； ③与

PFD 低剂量组比较，P <0.05。

       对照组   AP 组

   PFD 低剂量组        PFD 高剂量组

图1　4组大鼠胰腺组织病理变化　（HE 染色×200）

39 kD

39 kD

42 kD

A              B             C               D

TLR4

MYD88

β-actin

A：对照组； B：AP 组； C：PFD 低剂量组； D：PFD 高剂量组。

图2　4组大鼠TLR4/MYD88信号通路蛋白的表达

表 3　4组大鼠TLR4、MYD88蛋白相对表达量比较

（n =5， x±s）

分组

对照组

AP 组

PFD 低剂量组

PFD 高剂量组

F 值

P 值

TLR4/β-actin

0.25±0.04

0.99±0.16①

0.71±0.11①②

0.55±0.08①②③

66.918

0.000

MYD88/β-actin

0.33±0.04

1.08±0.17①

0.81±0.13①②

0.59±0.08①②③

60.565

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与AP组比较，P <0.05；③与

PFD低剂量组比较，P <0.05。

·· 4
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高剂量治疗后，大鼠胰腺病理组织损伤较 AP 组减

轻，且病理评分、腹水量、血清 AMY、IL-6 水平

均较 AP 组一定程度降低，且随剂量增加变化更明

显，说明 PFD 能够抑制 AP 大鼠炎症反应，减少腹

水生成，减轻胰腺损伤。分析其原因可能为 PFD 是

一 类 吡 啶 类 的 小 分 子 物 质 ， 能 够 影 响 胶 原 合 成 ，

对细胞外基质的表达有抑制作用，从而发挥抗氧

化、抗炎作用，对胰腺损伤起到保护作用[13-14]。史

晓贤等[4]报道，PFD 能够改善 AP 大鼠胰腺损伤，其

可能通过抗氧化、抗炎等作用实现。

TLR4/MYD88 是 经 典 的 炎 症 信 号 通 路 。 党 琳

等[15]研究显示，抑制 TLR4/NF-κB 信号通路活化可

以下调促炎因子 IL-6 水平，减轻 AP 小鼠并发肝损

伤，但该研究并未分析 TLR4/MYD88 通路对胰腺损

伤 的 影 响 。 因 此 ， 本 研 究 对 大 鼠 胰 腺 组 织 TLR4/

MYD88通路相关蛋白进行检测，结果显示，与对照

组比较，AP 组大鼠胰腺组织 TLR4、MYD88 蛋白相

对表达量升高，表明 TA 能够激活 TLR4/MYD88 的

表达，从而引起炎症因子大量分泌，造成胰腺损

伤，而使用 PFD 低、高剂量治疗后，大鼠胰腺组织

TLR4、MYD88 蛋白相对表达量较 AP 组一定程度降

低，且随剂量增大变化更明显，说明 PFD 能够减轻

AP 大鼠胰腺损伤，其机制可能与抑制 TLR4/MYD88

信号通路活化进而抑制炎症反应有关。TLR4 是该

通路的起始因子，与配体结合后再与 MYD88 形成

复合体，使复合体自身磷酸化，诱导 NF-κB 激活，

游离在体内，经核膜进入细胞核，并与核内特定

的 DNA 序列结合，促使 IL-6 等炎症因子发生基因

转录，引发炎症反应，导致胰腺损伤[6，16-17]。本实

验未对 TLR4/MYD88 通路下游蛋白进行研究，未来

可检测该通路下游蛋白的表达，进一步探究 TLR4/

MYD88 通路在 PFD 改善胰腺损伤中的作用。

综上所述，PFD 可能通过抑制 TLR4/MYD88 信

号通路活化，从而抑制 AP 大鼠炎症反应，对胰腺

起到保护作用。
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