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白介素6通过阻断L型钙离子通道活性抑制急性胰腺炎大鼠结

肠纵行肌条收缩
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摘  要：本文旨在探讨白介素6 (interleukin 6, IL-6)对急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)大鼠结肠纵行肌条收缩的作用及其机

制。用雨蛙肽和脂多糖联合诱导法制备AP大鼠模型，用生物机能实验系统观察IL-6对大鼠结肠纵行平滑肌条自发性收缩的

影响，用ELISA检测血清IL-6的水平，用免疫组织化学染色法观察IL-6在结肠的表达分布，用全细胞膜片钳技术观察IL-6对
结肠平滑肌细胞L型钙离子通道的影响。结果显示，与对照组相比，AP组大鼠结肠平滑肌条收缩幅度显著减小(P < 0.05)，
收缩周期延长(P < 0.05)；IL-6可延长大鼠结肠平滑肌条收缩周期，但对肌条的自发性收缩幅度无影响。AP组大鼠血清IL-6
浓度明显高于对照组，差异具有显著性(P < 0.01)；对照组大鼠结肠中IL-6表达较弥散，而在AP组结肠腺体、黏膜及黏膜下

层中IL-6表达明显增强。IL-6可显著降低大鼠结肠平滑肌细胞L型钙离子通道的峰电流密度。以上结果提示，AP大鼠结肠运

动减弱，其机制可能是表达上调的IL-6阻断结肠平滑肌细胞L型钙离子通道活性，进而抑制结肠纵行平滑肌收缩。
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IL-6 inhibits colonic longitudinal muscle contraction by inactivating L-type calcium 
channel in rats with pancreatitis 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of interleukin 6 (IL-6) on the contraction of colon longitudinal muscle 
strips in rats with acute pancreatitis (AP) and its underlying mechanism. Rat AP model was established by combined injection (i. p.) of 
ceruletide and lipopolysaccharide. The effect of IL-6 on spontaneous contraction of longitudinal smooth muscle strips of rat colon was 
observed by biological function experiment system. The level of serum IL-6 was detected by ELISA, the expression and distribution 
of IL-6 in colon were observed by histochemical staining, and the effect of IL-6 on L-type calcium channel in colon smooth muscle 
cells was observed by whole cell patch clamp technique. The results showed that, compared with the control group, AP group exhibited 
reduced contractile amplitude and longer contraction cycle of colon smooth muscle strips. IL-6 prolonged the contraction cycle of colon 
smooth muscle strips, but did not affect their spontaneous contraction amplitude. Serum IL-6 concentration in AP group was signifi-
cantly higher than that in control group (P < 0.05). IL-6 was diffusely distributed in the colon of the control group, but the expression 
of IL-6 was significantly up-regulated in the colon gland, mucosa and submucosa of the AP group. IL-6 significantly decreased the 
peak current density of L-type calcium channel in rat colon smooth muscle cells. These results suggest that the colon motility of AP 
rats is weakened, and the mechanism may be that up-regulated IL-6 inactivates L-type voltage-dependent calcium channels, and then 
inhibits the contraction of colon longitudinal smooth muscle.
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急性胰腺炎 (acute pancreatitis, AP) 是临床上常

见的急腹症，少数患者可伴发多器官功能障碍及胰

腺局部并发症，病情进展快，死亡率高 [1]，多数患

者病情轻，数周内可痊愈，预后好。AP 是由胰酶

活化引起的胰腺组织自身消化所致的胰腺水肿、出

血及坏死等炎性损伤。虽然已知 AP 有多种疾病危

险因素，但到目前为止，AP 的发病机制及病理生

理学过程尚不完全清楚。细胞因子与 AP 的病程密

切相关，例如：白介素 6 (interleukin 6, IL-6) 是重要

的促炎因子和免疫调节因子，Chen 等研究显示，

抗 IL-6 受体抗体对实验性重症 AP 有治疗作用，其

机制与 IL-6 炎症信号转导通路的失活有关 [2] ；Zhou
等 [3] 和 Tang 等 [4] 研究显示，在 AP 动物模型和细

胞系中，胃促生长素通过调节胰腺腺泡 [Ca2+]i 水平

起到抑制炎症作用。

AP 的肠道动力减退与细胞因子介导的炎症有

关，本研究组前期研究显示，重症 AP 结肠组织中

IL-6 浓度升高 [5]。研究表明，炎症介质可抑制胃肠

动力，例如 ：肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor 
α, TNF-α)、IL-1β 可浓度依赖性地抑制大鼠胃底肌

条的收缩 [6] ；粒细胞集落刺激因子、IL-6 可抑制

大鼠空肠肌条的收缩 [7]。IL-6 通过结合两种类型

的膜受体，即 IL-6α 受体 (IL-6Rα) 和 IL-6β 受体

(gp130) 发挥其生物学作用 [8–10]。近年来的多项研

究结果表明，IL-6 在 AP 中可作为胰腺病变的有效

指标，可用于评估炎症反应的程度 [11–13] ；同时 IL-6
可作为 AP 严重程度的早期预测指标，其水平的升

高预示 AP 患者可能会出现器官功能衰竭和其他严

重疾病 [14, 15]。

肠道动力减退是 AP 早期病程中常见的并发症，

主要表现为便秘和麻痹性肠梗阻等，可引起肠黏

膜缺血再灌注损伤、黏膜屏障功能受损、肠道细

菌过多、细菌及其内毒素易位，导致继发感染，影

响 AP 发展与转归 [16]。AP 中胃肠道动力减退症状

的发生与神经递质、胃肠激素、炎症因子、血液循

环障碍等因素相关，但具体机制尚未完全阐明 [17]。

而 IL-6 是否参与 AP 结肠动力紊乱的发生，目前尚

不确定。鉴于此，本研究采用雨蛙肽联合脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS) 诱导的 AP 大鼠模型 ( 该模

型能较准确模拟 AP 的损伤情况 [18–21])，观察 AP 大

鼠结肠动力和 IL-6 表达水平的变化，并研究 IL-6
对大鼠结肠平滑肌 L 型钙离子通道的影响，以期明

确 IL-6 与 AP 大鼠结肠动力异常的关系。

1  材料与方法

1.1  动物　　SPF 级健康 Sprague Dawley (SD) 雄性

大鼠，体重 180~220 g，由桂林医学院实验动物中

心提供，动物许可证号为 SCXK( 桂 ) 2013-0001。
给大鼠喂食混合配方饲料，保持大鼠生活环境通风

和清洁，自由进食和饮水。动物实验方案获得桂林

医学院医学伦理委员会批准。

1.2  试剂与仪器　　EPCIO 膜片钳放大器购自德国

HEKA 公司；AB-104 电子天平购自 Mettler Toledo ；

倒置相差显微镜 (IX71 型 ) 购自日本 Olympus 公司；

张力换能器、低温离心机购自 Thermo Electron ；解

剖显微镜购自日本 Olympus 公司；RM6240 多通道

生理信号采集处理系统购自成都仪器厂；酶标仪

(FlexStation 3) 购自美国 Molecular Devices 公司；

雨蛙肽 (FI-6934) 购自 MCE 公司；LPS (L8880) 购
自 Solarbio 公司；胶原酶、牛血清白蛋白购自美国

GIBCO 公司；胰蛋白酶抑制剂购自美国 Sigma 公司；

IL-6、羊抗小鼠 IL-6 抗体 (K5007) 购自 DaKo 公司；

膜片钳微电极拉制仪 (P97 型 ) 购自美国 Sutter 公司。

1.3  溶液配制　　无钙生理盐溶液 (physiological 
salt solution, PSS)(mmol/L) ：KCl 5.0，MgCl 1.2，
NaCl 135.0，HEPES 10.0，葡萄糖 10.0，用 NaOH
调 pH 值至 7.4 ；台式液 (mmol/L) ：NaH2PO4 0.42，
NaCl 147.0，MgCl2 1.05，CaCl2 2.0，Na2HPO4 2.0，
KCl 4.0，葡萄糖 5.5，用 NaOH 调 pH 值至 7.4 ；消

化液：0.25% 牛血清白蛋白溶于无钙 PSS 中，加入

0.15% II 型胶原酶和 0.1% 胰蛋白酶抑制剂 ；L 型

钙离子通道电流 (ICa,L) 电极内液 (mmol/L) ：CsCl 
135，MgCl2 4，HEPES 10，Na2ATP 2，EGTA 10，
TEA 20。
1.4  大鼠分组及 AP 模型的制备　　将大鼠随机分

为对照组和 AP 组，每组 n = 10。AP 模型按照文献

报道方法 [19] 进行：在实验前将受试大鼠禁食 18 h，
自由饮水，AP 组大鼠腹腔注射 50 μg/kg 雨蛙肽，

连续 6 次，每次间隔 1 h，在最后一次注射雨蛙肽后，

立即腹腔注射 10 mg/kg LPS ；同时对照组大鼠腹腔

注射等体积生理盐水。分别记录两组大鼠造模前

1 天排便粒数，造模结束 24 h 内观察并记录两组大

鼠排便粒数。

1.5  胰腺组织病理学检查　　在 10% 中性缓冲甲醛

中固定大鼠胰腺组织 24 h，常规组织脱水渗透进行

石蜡包埋、切片脱蜡、HE 染色；在显微镜下观察

两组胰腺，参照 Schmidt 等 [22] 评分标准进行胰腺组
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织病理评分。

1.6  结肠平滑肌条的制备及收缩活性的记录　　将

大鼠用脊椎脱臼法处死后立即开腹，在离回盲瓣

1 cm 处剪取一段长约 4 cm 的结肠，放入通有 95% 
O2 和 5% CO2 混合气体的 4 °C 台氏液中，沿着肠

系膜剪开肠管并清除肠内容物，在硅胶板上固定好

黏膜面朝上的结肠，在解剖显微镜下迅速剥离黏膜

和黏膜下层 ( 避免肠黏膜表面 IL-6 对实验结果造成

影响 )，显露出平滑肌层，沿着肠管纵轴走向制备

纵行肌条 (3 mm × 8 mm)。将纵行肌条放入装有恒

温 (37 °C) 台式液的浴槽中，在浴槽底部挂钩上固

定肌条的一端，肌条另一端用丝线固定在张力换能

器上，浴槽中持续灌入 95% O2 和 5% CO2 的混合

气体。给予纵行肌条前负荷 1.5 g，孵育 1 h，每隔

20 min 更换一次台式液。在两组大鼠结肠平滑肌条

出现规律收缩并稳定后，观察记录，同时在对照组

肌条灌流液中加入 4.6 pmol/L、46 pmol/L 或 0.46 
nmol/L IL-6，观察肌条自发性收缩的变化。

1.7  两组大鼠血清 IL-6 浓度测定　　对照组及 AP
组于造模结束 24 h 收集大鼠腹主动脉血 5 mL，
3 000 r/min 离心 15 min，收集上清液并将其置于

−80 °C 低温冰箱保存，留待检测。采用酶联免疫吸

附实验 (ELISA) 双抗体夹心法检测两组大鼠血清中

IL-6 水平，操作步骤按照试剂盒说明书进行，检测

数据用酶标仪读取。

1.8  免疫组织化学法检测结肠 IL-6 的表达分布　　

用 10% 多聚甲醛固定洗净肠内容物后的结肠标本

( 长度为 1 cm)，清洗后常规进行脱水、透明、浸蜡、

包埋，石蜡包埋厚约 5 μm 切片；脱蜡水化后的结

肠进行 10~15 min 抗原修复，加入 3% 的过氧化氢，

在室温下避光温育 15 min 以封闭内源性过氧化物

酶，在室温下用血清封闭 30 min ；甩除封闭液，

4 °C 湿盒中抗 IL-6 抗体 (1:100) 孵育切片过夜，

PBS 洗涤 3 次，每次 3 min，在切片稍微干燥后，

用二抗 (HRP 标记 ) 室温条件下温育样品 1 h，洗涤

3 次，每次 3 min ；在切片稍甩干后，将新鲜配制的

DAB 显色液滴加入圆圈中，在显微镜下控制显色

时间，阳性信号为棕黄色或棕褐色，用自来水冲洗

切片以终止显色反应；用苏木素复染 3 min 左右，

水洗后用 1% 的盐酸酒精分化数秒，再次用自来水

水洗返蓝；将切片依次放入不同浓度梯度酒精和二

甲苯中脱水透明，最后将切片放置于通风橱中风干，

用中性树胶封片；在显微镜下镜检，细胞核在苏木

素染色下呈蓝色，以胞浆棕黄色颗粒状沉积为阳性，

采集图像分析。

1.9  结肠平滑肌细胞的制备及钙离子通道电流的记

录　　在持续充以 95% O2 和 5% CO2 气体的无钙

PSS 溶液中放入与对照组相同部位的结肠，在解剖

显微镜下去除黏膜层和黏膜下层，将平滑肌分离成

3 mm × 5 mm 组织块，并在 37 °C 消化液中消化 20
至 30 min，用无钙 PSS 溶液洗净消化酶后，将其储

存在 0~4 °C 无钙 PSS 溶液中，并在 1~8 h 内使用，

使用前用滴管将其吹打成细胞悬浮液。在倒置显微

镜的灌流槽中滴入细胞悬浮液，并在细胞贴于管壁

后，以 2~3 mL/min 速度用台式液持续灌流。将电

极内液灌入拉制的微电极中，入水电阻控制在 4~8 
MΩ。使用三维操纵器在倒置显微镜下调节电极封

接细胞，当微电极与细胞膜封接电阻达 1 GΩ 以上

时，在补偿快电容并负压吸破细胞膜后形成全细胞

模式，以阶跃方波电压刺激，记录电流。刺激模式：

将膜电压钳制在 −50 mV，阶跃刺激从 −50 mV 开始，

以每 10 mV 阶跃去极化至 +40 mV，维持时间为 500 
ms，刺激间隔为 10 s，引出 ICa,L ；信号采集频率为

10 kHz，滤波频率为 200 Hz，用 Axon700B 放大器

及 pClamp 10.2 软件采集 ICa,L，并自动计算出膜电容；

因为 ICa,L 衰减严重是在记录最初 5 min 和 20 min 后，

因此选择在 5~20 min 时间范围加入外源性 IL-6。
1.10  数据处理及统计分析　　数据用 mean ± SEM
表示，用 GraphPad Prism 7.0 软件进行统计检验分

析，配对 t 检验用于自身对照，组间比较采用两独

立样本 t 检验，P < 0.05 时认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  胰腺肉眼观察及病理学改变

AP 组大鼠腹腔中可见淡黄色或淡红色腹水，

胃肠道扩张明显；胰腺呈深红色，表面及周围腹膜、

肠系膜可见钙皂斑；对照组腹腔无腹水形成，腹内

器官未见异常改变。

HE 染色结果显示，AP 组大鼠胰腺小叶间质水

肿严重，腺泡间隙增大，腺泡间隙出现多处点状出

血，有较多腺泡坏死，有大量炎症细胞浸润 ；对照

组胰腺无异常改变 ( 图 1)。胰腺组织病理评分结果

显示，符合 AP 的改变，AP 组评分 (8.000 ± 0.422)
显著高于对照组 (0.500 ± 0.269)，差异具有显著性

(P < 0.000 1)。以上结果表明，AP 组的病理学改变

符合 AP 表现，模型构建成功。
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2.2  两组大鼠排便粒数比较

对照组在注射等量生理盐水前后排便粒数无显

著差异 ( 数据未显示 ) ；和造模前自身相比，AP 组

造模后排便粒数显著减少 (P < 0.000 1)( 图 2A) ；造

模后，AP 组排便粒数明显少于对照组 (18.200 ± 
2.091 vs 59.200 ± 0.250, P < 0.000 1)( 图 2B)。
2.3  两组大鼠结肠平滑肌条自发性收缩活动的比较

与对照组 (1.029 g ± 0.071 g) 相比，AP 组的肌

条收缩张力 (0.742 g ± 0.078 g) 明显减小，差异具有

显著性 (P = 0.015)( 图 3B) ；与对照组 (104.100 s ± 
6.140 s)相比，AP组肌条收缩周期 (128.900 s ± 8.053 s)
明显延长，差异具有显著性 (P = 0.025)( 图 3C)。 
2.4  两组大鼠血清IL-6浓度比较

ELISA 检测结果显示，和对照组相比，AP 组血

清IL-6浓度明显升高，差异具有显著性(P < 0.01)(图4)。
2.5  两组大鼠结肠IL-6分布

免疫组织化学染色结果显示，IL-6 为分泌型蛋

白，对照组大鼠结肠中表达较弥散；而在 AP 组大

鼠结肠中 IL-6 表达明显上调，在肠腺体、黏膜及黏

膜下层中均可见明显表达 ( 图 5) 。
2.6  IL-6对结肠肌条收缩活性的影响

以台氏液灌流肌条稳定自发收缩时的张力幅度

值作为基础值，对照组浴槽加入 4.6、46 pmol/L 
IL-6 时，肌条收缩幅度及周期均无明显改变；当加

入 0.46 nmol/L IL-6 时，肌条收缩周期由 (115.600 ± 
7.547) s 延长为 (173.900 ± 15.080) s (P = 0.008 6)( 图
6) ；但加入 0.46 nmol/L IL-6 前后肌条收缩张力幅度

分别为 (0.640 ± 0.113) g 和 (0.572 ± 0.100) g，二者

之间差异无显著性 (P = 0.664 8)。
2.7  IL-6对结肠平滑肌钙离子通道的影响

对照组结肠平滑肌细胞呈长梭形，细胞膜电容

约为 60 pF，台式液灌流 5 min 后采集 ICa,L 作为自

身对照组。钳制电位设为 −50 mV，阶跃刺激从

−50 mV 开始，阶跃为 10 mV，去极化至 +40 mV，

图   1. 各组大鼠胰腺组织病理学改变

Fig. 1. Pathological changes of pancreas in different groups. Black arrows indicate acinar necrosis. Scale bar, 50 μm

图   2. 造模前后各组大鼠排便粒数

Fig. 2. The number of stools in different groups before and after model establishment. A: Comparison of the number of stools before 
and after model establishment in the AP group. B: Comparison of the number of stools between the two groups after model establishment. 
Mean ± SEM, n = 10. *P < 0.000 1 vs before or control.
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维持 500 ms 引出 ICa,L，峰电流在约 0 mV 处出现 ( 图
7A) ；用快速喷药法 ( 在平滑肌细胞正上方约 2 mm
以垂直角度快速滴下一定量的 IL-6 溶液 ) 给予平

滑肌细胞 0.46 nmol/L IL-6 后，其峰电流仍在约 0 
mV 处出现，但 0 mV 处电流密度显著减少，电

流密度由给药前的 (−3.344 ± 0.432) pA/pF 降低为

(−2.317 ± 0.390) pA/pF，差异具有显著性 (P = 0.000 2)
( 图 7C、D)。

3  讨论

AP 是一种发病机制复杂的常见急腹症，临床

图   3. 两组大鼠结肠平滑肌条自发性收缩活性比较

Fig. 3. Comparison of spontaneous contractile activity of colon smooth muscle strips between the two groups. A: Original traces of 
contraction tension. B: Contraction tension. C: Contraction cycle. Mean ± SEM, n = 10. *P < 0.05 vs control.

图   4. 两组大鼠血清白介素6浓度比较

Fig. 4. Comparison of serum interleukin-6 (IL-6) concentration 
between the two groups. The level of serum IL-6 was detected 
by ELISA. Mean ± SEM, n = 10. *P < 0.01 vs control.

图   5. 白介素6 (IL-6)在两组大鼠结肠的分布

Fig. 5. Distribution of interleukin 6 (IL-6) in the rat colon of the two groups detected by immunohistochemical staining. Scale bar, 100 
μm.
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以急性上腹痛及血淀粉酶或脂肪酶升高为特点。大

量动物实验和临床研究证实，胰腺腺泡释放炎性细

胞因子，可引起炎症的级联反应，在严重的情况下，

甚至出现全身炎症反应综合征，导致多脏器功能

衰竭 [23–26]。本研究首先建立 AP 模型，由于排便粒

数被认为是结肠动力的有效评价指标之一，因此可

用排便颗粒对其结肠动力进行评估，结果显示 AP

组大鼠在造模后 24 h 后排便粒数较对照组减少；本

研究还检测了两组大鼠结肠肌条自发性收缩活性，

结果显示 AP 组肌条收缩幅度显著低于对照组，收

缩周期较对照组延长，验证了 AP 可引起结肠动力

减退。另外，本研究结果显示，IL-6 在对照组大鼠

结肠中表达较弥散，而在 AP 组大鼠结肠中则表达

增强，在肠腺体、黏膜及黏膜下层中均可见明显表

图   6. 白介素6 (IL-6)对结肠肌条收缩活性的影响

Fig. 6. Effect of interleukin 6 (IL-6) on contractile activity of colon muscle strips. A: Original traces of contraction tension. B: Contraction 
cycle. Mean ± SEM, n = 10. *P < 0.01 vs control.

图    7. 白介素6大鼠结肠平滑肌细胞L型钙离子通道的影响

Fig. 7. Effect of interleukin-6 (IL-6) on L-type calcium channels in rat colon smooth muscle cells detected by whole cell patch clamp. A: 
Original current traces. B: I/V curves. C: Peak current density. D: Current density at 0 mV. Mean ± SEM, n = 7. *P < 0.001 vs control.
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达，提示局部结肠动力减退可能与 AP 大鼠结肠

IL-6 表达增多有关。

AP 引起胃肠动力紊乱的另一个重要机制是平

滑肌的舒缩活动发生异常。平滑肌的舒缩活动取决

于其内在固有的电生理活动，其机制是平滑肌各种

离子通道状态的改变。胃肠道平滑肌收缩主要取决

于细胞内外 Ca2+ 浓度差的变化。胃肠平滑肌中的钙

离子通道有 L 型和 T 型电压依赖性钙离子通道，L
型钙离子通道是胃肠道平滑肌主要的钙离子通道，

具有高阈值、大电导、慢失活以及失活取决于 [Ca2+]i

等特点 [27–30]。当平滑肌细胞膜电位达到 −80 mV 时，

L 型和 T 型钙离子通道都可以被激活；当膜电位为

−30 mV 时，只有 L 型钙离子通道具有活性，而 T
型钙离子通道失活 [31–33]，因此本研究选用 −50~40 
mV 的钳制电压研究 IL-6 对结肠平滑肌细胞 L 型钙

离子通道的影响，结果显示 IL-6 可显著降低 ICa,L 电

流密度。与这个电生理学实验结果相一致，本研究

显示 IL-6 可延长引起结肠平滑肌条的收缩周期。不

过，本研究结果未显示 IL-6 能引起肌条自发性收缩

明显改变，其原因可能是由于 AP 胃肠道动力减退

的发生与神经递质、胃肠激素、炎症因子、血液循

环障碍等多种因素相关 [17]。

综上所述，AP 大鼠结肠运动减弱，其机制可

能是表达上调的炎性介质 IL-6 阻断结肠平滑肌细胞

L 型电压依赖性钙离子通道活性，进而抑制结肠纵

行肌收缩。目前 AP 发病机制尚不完全明确，仍需

进一步的研究来明确 IL-6 的经典信号转导通路在

AP 发病过程中的作用，并阐明各种 IL-6 受体的不

同作用机制，从而加深对 AP 发病机理的认识。
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