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　　摘要：目的　探讨诱导型一氧化氮合酶抑制剂氨基胍对大鼠移植胰腺的保护作用。方法　糖尿
病大鼠模型 ３０只随机分成 ３组：（１）空白对照组（ｎ＝６），仅开腹手术，不作移植；（２）移植对照组

（ｎ＝６），仅作胰腺移植；（３）氨基胍处理组（ｎ＝１８），移植胰腺恢复血运前经阴茎背静脉注入盐酸氨基

胍（ＡＧ）溶液，剂量分别为 ６０，８０，１００ｍｇ／ｋｇ。再灌注 ４ｈ后检测血清一氧化氮（ＮＯ）水平，血糖以及

淀粉酶活性，定量分析胰腺组织中的结构型一氧化氮合酶（ｃＮＯＳ）和诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）活

性，并对胰腺进行组织形态学和组织化学检查。结果　与移植对照组比较，氨基胍处理组血 ＮＯ水平

及淀粉酶活性明显降低，胰腺病理损害较轻，其中以 ＡＧ８０ｍｇ／ｋｇ亚组效果更显著（Ｐ＜０．０１），且该亚

组血糖及 ｉＮＯＳ活性与表达也明显低于移植对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　诱导型一氧化氮合酶选择性抑

制剂氨基胍在大鼠胰腺移植中起到保护作用。其作用机制可能与抑制 ＮＯ的过量产生，减轻其作为自

由基的细胞毒性有关。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（３）：２３７－２４１］
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　　移植后胰腺炎是影响胰腺移植效果的严重并
发症，而缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤是其主要诱因之
一［１－２］，氧自由基的产生是造成 Ｉ／Ｒ损伤的重要
原因。一氧化氮（ＮＯ）是一种双刃刀，既是具有强
烈细胞毒性作用的自由基，同时还是内皮源性血

管舒张因子，对于改善胰腺移植术后微循环有积

极作用。因此，如何利用 ＮＯ的保护作用并避免
其损害，有重要的意义。本实验在建立大鼠胰腺

移植模型的基础上，探讨胰腺移植中一氧化氮合

酶（ＮＯＳ）各种亚型的表达情况，以及诱导型一氧
化氮合酶（ｉＮＯＳ）抑制剂氨基胍对移植胰腺的保
护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（中国医科大学实验动物中

心），体重 ２５０～３００ｇ，实验前 ２周受体大鼠一次
性经阴茎背静脉注入链脲霉素 ５５ｍｇ／ｋｇ，２周内
连续 ３次空腹血糖 ＞１７．４ｍｍｏｌ／Ｌ，为成功的糖尿
病大鼠模型（ｎ＝３０）。２４只同种大鼠作为供体。
受体大鼠随机分为 ３组：（１）空白对照组（ｎ＝６），
只麻 醉 及 开 腹，不 行 移 植；（２）移 植 对 照 组
（ｎ＝６），只行移植手术，移植胰腺通血前注射
１ｍＬ生理盐水；（３）氨基胍（ＡＧ）处理组（ｎ＝１８），
移植胰腺恢复血供前经阴茎背静脉注入盐酸氨基

胍溶液，剂量分别为６０，８０，１００ｍｇ／ｋｇ。
１．２　手术方法及标本采集

依据 Ｌｅｅ等［３］的方法行同系大鼠全胰十二指

肠移植。术前禁食不禁水 ２４ｈ。供体胰腺获取前
用 ４℃肝素生理盐水 ３ｍＬ灌洗，将供体带腹腔动
脉和肠系膜上动脉的腹主动脉段与受体腹主动脉

端侧吻合，供体门静脉与受体下腔静脉端侧吻合，

胰腺外分泌经膀胱引流。移植胰腺的平均热缺血

时间１０ｍｉｎ，冷缺血时间２０ｍｉｎ。再灌注４ｈ后处
死动物，迅速开腹取胰腺。将胰腺标本分为两部

分，一部分放入 ４０ｇ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）配
制的 甲 醛 溶 液 中 固 定，另 一 部 分 深 低 温 冰 箱

－７０℃保存。获取胰腺后迅速经上腔静脉采血
３ｍＬ，所采集的血液不经抗凝，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取血清 －２０℃冻存。
１．３　检测指标及方法
１．３．１　血清 ＮＯ水平检测　利用硝酸还原酶特

异性将硝酸盐还原为亚硝酸盐［４］，通过显色深浅

测定其浓度高低，以反映体内 ＮＯ水平。
１．３．２　血糖检测　使用强生血糖仪测定血糖。
１．３．３　血清淀粉酶活力测定　使用碘 －淀粉比
色法（改良苏氏法）。苏氏单位定义：以 １００ｍＬ
血清 ３７℃下 ３０ｍｉｎ水解淀粉 １０ｍｇ为 １个苏氏
单位。

１．３．４　胰腺组织 ＮＯＳ活性测定　使用 ＮＯＳ测定
试剂盒（购自南京建成生物工程研究所）分别测

定胰腺组织中 ｃＮＯＳ和 ｉＮＯＳ活性。ＮＯＳ催化 Ｌ精
氨酸和分子氧生成 ＮＯ，ＮＯ与亲核性物质生成有
色化合物。组织 ＮＯＳ酶活力单位定义：以每毫克
组织每分钟生成 １ｎｍｏｌＮＯ为 １个酶活力单位［４］。

１．３．５　免疫组织化学检测　使用 ＳＡＢＣ试剂盒
（购自武汉博士德生物工程有限公司），以特异性

抗 ｉＮＯＳ抗体对石蜡切片染色，观察 ｉＮＯＳ在胰腺
组织种表达的部位。

１．３．６　病理学观察　按照标准步骤将胰腺组织
制成石蜡切片，光学显微镜下病理形态学检查。

１．４　统计学分析
数据以 ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１０．０软件系统对

实验结果进行统计学分析，对各组间差异进行方

差分析。Ｐ＜０．０５具有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清 ＮＯ水平
空白对照组血清中 ＮＯ水平较低；移植对照组

移植胰腺再灌注 ４ｈ后，血清 ＮＯ水平明显高于空
白对照组，差异显著（Ｐ＜０．０１）；而静脉注射氨
基胍后，移植胰腺再灌注 ４ｈ，血清 ＮＯ水平明显
低于移植对照组，差异显著（Ｐ＜０．０１），其中 ＡＧ
剂量为 ８０ｍｇ／ｋｇ时效果明显强于 ６０ｍｇ／ｋｇ组，
而剂量增至 １００ｍｇ／ｋｇ时血 ＮＯ水平与 ８０ｍｇ／ｋｇ
组比 较，差 异 无 显 著 性 （Ｐ ＞０．０５）；但 ＡＧ
８０ｍｇ／ｋｇ组血 ＮＯ水平仍高于空白对照组，差异有
显著性（Ｐ＜０．０５）（表 １）。
２．２　血清淀粉酶活性

移植对照组血清淀粉酶活性明显高于空白对

照组（Ｐ＜０．０１）；而使用氨基胍处理后，血淀粉
酶均 降 低，其 中 以 ＡＧ ８０ｍｇ／ｋｇ组 效 果 显 著
（Ｐ＜０．０１）；ＡＧ剂量继续增加后，血淀粉酶活性
没有进一步下降（表 １）。

８３２
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表１　移植胰腺再灌注４ｈ血清ＮＯ水平及淀粉酶活性

分组 ｎ ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） 淀粉酶（Ｕ／ｄｌ）

空白对照组 ６ ３０．０±３．５ ３４２±７３

移植对照组 ６ １９２．３±６０．０１） ４４７７±６３０１）

氨基胍处理组

６０ｍｇ／ｋｇ ６ １３７．３±２１．１２） ２８４８±３５４２）

８０ｍｇ／ｋｇ ６ ６７．９±１９．５２） １４９４±２６３２）

１００ｍｇ／ｋｇ ６ ６６．０±１６．６２），３） １４２６±１７７２），３）

　　注：１）与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与移植对照组比较，

Ｐ＜０．０１；３）与ＡＧ８０ｍｇ／ｋｇ组比较，Ｐ＞０．０５

２．３　血糖水平
各组糖尿病大鼠移植术前血糖水平无明显差

异（Ｐ＞０．０５）；移植胰腺恢复血供血 ４ｈ后，各组
血糖均较对照组明显下降（Ｐ＜０．０１），其中 ＡＧ
８０ｍｇ／ｋｇ组移植后血糖水平较移植对照组及 ＡＧ
６０ｍｇ／ｋｇ组更低，且效果显著（Ｐ＜０．０１）；而 ＡＧ
１００ｍｇ／ｋｇ组与 ＡＧ８０ｍｇ／ｋｇ比较无明显差异
（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

表２　移植胰腺再灌注４ｈ后血糖变化（ｍｍｏｌ／Ｌ）

分组 ｎ 移植前 移植后

空白对照组 ６ １９．６±１．４ －

移植对照组 ６ ２０．１±２．０ １６．９±２．０１）

氨基胍处理组

６０ｍｇ／ｋｇ ６ １９．９±１．５ １６．８±１．１１）

８０ｍｇ／ｋｇ ６ １９．８±１．７ １４．２±０．９１），２），３）

１００ｍｇ／ｋｇ ６ ２０．５±１．６ １５．１±１．８１），２），４）

　　注：１）与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与移植对照组比较，

Ｐ＜０．０１；３）与ＡＧ６０ｍｇ／ｋｇ组比较，Ｐ＜０．０５；４）与ＡＧ８０ｍｇ／ｋｇ组

比较，Ｐ＞０．０５

２．４　胰腺组织中ＮＯＳ各种亚型的活性
移植对照组 ｉＮＯＳ活性显著高于空白对照组

（Ｐ＜０．０１）；而给予 ８０ｍｇ／ｋｇ氨基胍后，ｉＮＯＳ活
性较移植对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），且 ＡＧ
８０ｍｇ／ｋｇ组 与 空 白 对 照 组 相 比 无 明 显 差 别
（Ｐ＞０．０５）。而各组大鼠胰腺组织中 ｃＮＯＳ的活性
无明显差异（Ｐ＞０．０５）（表 ３）。
表３　移植胰腺再灌注４ｈ后胰腺组织中ＮＯＳ各亚型的活性

（Ｕ／ｍＬ）

分组 ｎ ｃＮＯＳ ｉＮＯＳ

空白对照组 ６ ５．３５±１．０１ １．８７±０．１９

移植对照组 ６ ５．９１±０．７１ ２６．５９±５．７８１）

ＡＧ８０ｍｇ／ｋｇ组 ６ ５．６４±０．９７ ２．０１±０．２３２），３）

　　注：１）与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与移植对照组比较，

Ｐ＜０．０１；３）与空白对照组比较，Ｐ＞０．０５

２．５　胰腺组织中 ｉＮＯＳ的表达
移植对照组免疫组化切片中可见 ｉＮＯＳ强阳

性染色，ｉＮＯＳ的染色主要分布于血管内膜、平滑
肌和胰岛细胞团的胞质内；而在空白对照组和氨

基胍处理组，胰腺组织中未见 ｉＮＯＳ阳性染色。
２．６　胰腺病理改变

移植对照组的胰腺组织光镜下可见毛细血管

扩张，其周围水肿，并有较多中性粒细胞浸润，静

脉扩张并充血，伴有局部组织出血，部分腺泡坏

死，呈典型的出血坏死型胰腺炎表现；而氨基胍处

理组的胰腺组织，可保持基本正常结构，未见明显

损害表现，或仅有少量中性粒细胞浸润（图１）。

图１　胰腺组织病理改变　　Ａ：移植对照组 （ＨＥ×１００）；Ｂ：移植对照组 （ＨＥ×２００）；Ｃ：氨基胍组 ＡＧ－８０ｍｇ／ｋｇ（ＨＥ×
１００）；Ｄ：氨基胍组ＡＧ－８０ｍｇ／ｋｇ（ＨＥ×２００）

３　讨　论

胰腺移植中的缺血再灌注损伤，可导致机体

上皮细胞功能障碍，内源酶激活，白细胞聚集并

活化，氧源性自由基产生，激活脂质过氧化反应，

减少谷胱甘肽等抗氧化成分［５］，同时移植胰腺的

能量代谢受到抑制［６］，导致胰腺炎的发生。一氧

化氮（ＮＯ）在胰腺移植中的作用非常复杂，它在
生物体内可转化成具有强烈的细胞毒性作用的

自由基———过氧化 亚硝 酸盐［７］。病 理 条 件 下，

ｉＮＯＳ可在内毒素和淋巴因子的刺激下迅速表达，
产生高浓度的 ＮＯ［８］。Ｔａｋａｃｓ等［９］指出，外源性提

供 ＮＯＳ的底物，增加 ＮＯ的合成，可诱发大鼠发生
急性胰腺炎；而给予 ＮＯＳ抑制剂 ＬＮＡＭＥ后，大

９３２
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鼠血淀粉酶水平显著下降，胰腺水肿减轻。研究

表明，在重症急性胰腺炎病理改变中，胰腺微循

环中白细胞粘附的数量及出血坏死型胰腺炎的

组织形态改变，与胰腺组织内 ｉＮＯＳ的表达和血中
ＮＯ的水平正相关，表明在胰腺炎的发展过程中
ｉＮＯＳ和 ＮＯ起着有害的作用［１０－１５］，并同缓激肽、

血小板活化因子、内皮素等一起促使胰腺微循环

衰竭的进展［１６］。近年来，在药物诱导急性胰腺炎

动物模型的研究中发现，胰腺组织中 ＮＦκＢ和
ｉＮＯＳ的表达增强，同时 ＮＯ等活性氧自由基大大
升高；而使用抗氧化剂或 ＮＯＳ抑制剂后，随着髓
过氧化酶和 ｉＮＯＳ活性的显著下降，ＮＯ和血淀粉
酶、血脂肪酶水平都明显降低，胰腺炎症状明显

减轻［１７－１９］。Ｍａ等［２０］人在大鼠重症急性胰腺炎模

型中发现，其腹膜巨噬细胞中有 ＮＦκＢ和 ｉＮＯＳ
表达；而随着 ＮＯ水平的下降，胰腺炎的病理变化
减轻。ＦｏｌｃｈＰｕｙＥ等［２１］人研究发现，在给大鼠进

行 ＥＲＣＰ前 １ｈ，口服过氧化物酶体增生物激活受
体促效药，可以减轻随后发生的胰腺炎症反应，

伴随血脂肪酶和髓过氧化酶 （ＭＰＯ）活性下降；他
们认为这种保护作用的机制与抑制 ＮＦκＢ和 ｉＮ
ＯＳ的活性，阻断淋巴细胞在胰腺组织的浸润有
关。在大鼠胰腺缺血再灌注损伤引起急性出血

坏死性胰腺炎的模型中，Ｌｅｉｎｄｌｅｒ和 Ｖｉｏｌａ［２２－２３］发
现胰腺和肺组织中均有 ｉＮＯＳ过度表达的趋势，由
此引起的 ＮＯ过量产生介导了胰腺和肺组织的氧
化损伤，且 ｉＮＯＳ的过度表达与细胞凋亡关系密
切。Ｄｕｃｈｅｎ在组织器官缺血再灌注损伤的实验
中，发现细胞内钙超载与 ＮＯ的大量产生有关，它
们共同参与了细胞内线粒体膜的破坏，最终引起

细胞死亡［２４］。而选择性抑制 ｉＮＯＳ的过量表达，
可避免随着再灌注时间延长而出现的 ＮＯ异常增
多，在减少 ＮＯ细胞毒性的同时，减轻胰腺缺血／
再灌注损伤［２５］。但也有研究指出，ＮＯ有舒张血
管，改善微循环灌流，保护组织器官的作用。在

一些胰腺缺血／再灌注实验中［２６－２８］，提供内源或

外源 ＮＯ可以改善胰腺微循环灌流，减轻水肿和
中性粒细胞的浸润，从而对胰腺起到保护作用。

因此，ＮＯ在胰腺移植缺血／再灌注损伤中的作用
复杂，认识尚未统一。

以往 的 研 究 显 示，胰 腺 缺 血／再 灌 注 早 期
（０～２ｈ左右），ｃＮＯＳ催化底物合成 ＮＯ，可以改善
微循环，减轻组织水肿和炎症细胞浸润。此时适

当补充外源性 ＮＯ或 ＮＯＳ的底物，可能延续这种
缓解移植物血管痉挛的作用［２８］。而再灌注超过

一定时间后（４ｈ以上），炎症介质（如 ＴＮＦα和
ＩＬ１β）大量产生，使 ｉＮＯＳ激活并过量表达［２９］，导

致 ＮＯ水平异常升高，进而生成具有强烈细胞毒
性的自由基。这种毒性作用掩盖了 ＮＯ在改善微
循环方面的保护作用，使 ｉＮＯＳ成为介导胰腺移植
缺血再灌注损伤的重要因素。因此，选择性抑制

ｉＮＯＳ，理论上既能够保持 ＮＯ正常水平下改善微
循环的作用，有能够控制其作为自由基的细胞毒

性。近年，氨基胍作为 ｉＮＯＳ的选择性抑制剂其特
异性已得到广泛证实，它可通过多种途径使 ｉＮＯＳ
失活，很有研究前景［３０］。

本实验发现，大鼠胰腺移植模型中移植物再

灌注 ４ｈ后，实验动物出现了急性胰腺炎的改变；
同时内源性 ＮＯ大量产生，ｉＮＯＳ在胰腺组织大量
表达且活性升高，ｃＮＯＳ没有明显变化。而选择性
诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）抑制剂———氨基胍，
能够对胰腺移植起到保护作用。主要表现在氨

基胍控制了 ＮＯ的过度生成，减少其作为自由基
的细胞毒性作用，从而使得大鼠血淀粉酶降低，

移植胰腺组织形态改善，缺血再灌注损伤减轻，

防止移植后胰腺炎的发生发展，使移植物功能得

到保护。

此外，目前已经有很多研究表明，ｉＮＯＳ作为
ＩＬ１β的中介，合成过量的 ＮＯ，可以抑制胰岛素
的分泌，对胰腺 β细胞有严重损害，已经成为糖
尿病的发病机制之一；而抑制 ｉＮＯＳ的活性，可以
起到明显的 β细胞保护作用［３１－３３］。本试验中，氨

基胍处理组移植后血糖下降明显，也与上述观点

相同；进一步证实选择性 ｉＮＯＳ抑制剂对胰腺移植
的内、外分泌组织都有明显的保护作用。
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