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外源性溶血卵磷脂对急性胰腺炎大鼠血脑

屏障通透性的影响

刘小丰，钱祝银，苗毅

（南京医科大学第一附属医院 普通外科，江苏 南京 ２１００２９）

　　摘要：目的　探讨溶血卵磷脂（ＬＰＣ）对胰腺炎（ＡＰ）大鼠血脑屏障（ＢＢＢ）通透性的影响。方法
　ＳＤ大鼠制成急性胰腺炎模型后随机分为：（１）实验组，从大鼠的尾静脉注入 ＬＰＣ；（２）对照 Ｉ组，从

尾静脉注入生理盐水；（３）对照 ＩＩ组（假手术组），不制备 ＡＰ模型，仅从尾静脉注入 ＬＰＣ。７～１０ｄ后

应用辣根过氧化物酶 －二氨基联苯氨显色法（ＨＲＰＤＡＢ法）检测 ３组大鼠 ＢＢＢ的通透性。结果　实

验组 ＨＲＰ有局部血管外渗出，显示 ＢＢＢ通透性明显升高，对照 Ｉ，ＩＩ组 ＢＢＢ升高不明显，两者具有统

计学差异（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＰＣ能增加胰腺炎大鼠 ＢＢＢ的通透性，可能与 ＡＰ的胰性

脑病发生有关。

关键词：胰腺炎／病理生理学；血脑屏障；溶血磷脂酶

中图分类号：Ｒ５７６；Ｒ５５６．１　　　　文献标识码：Ａ

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｃｔｏｇｅｎｉｃｌｙｓｏｌｅｔｈｃｉｎｃｈｏｌｉｎｅｏｎｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎ
ｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ

ＬＩＵＸｉａｏＦｅｎｇ，ＱＩＡＮＺｈｕＹｉｎ，ＭｉａｏＹｉ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄ ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎＪｉｎｇ ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００２９，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｙｓｏｌｅｃｉｔｈｉｎｃｈｏｌｉｎｅ（ＬＰＣ）ｏｎｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ（ＢＢＢ）
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｒａｔｍｏｄｅｌｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｎｄｒａｔｓ
ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ：（１）ＴｅｓｔｇｒｏｕｐＡＰ，ｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｅｄＬＰＣｂｙｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；（２）ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
Ｉ，ＡＰｒａｔｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｂｙｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；（３）ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＩＩ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔＡＰ，
ｂｕｔＬＰＣｗａｓｇｉｖｅｎｂｙｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＨＲＰ）ｗａｓｕｓｅｄａｓａｔｒａｃｅｒｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ＢＢＢｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ７～１０ｄａｙｓｌａｔｅｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴｈｅｔｅｓｔｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｌｏｃａｌｅｘｔｒａｖａｓｃｕｌａｒｅｆｆｕｓｉｏｎｏｆＨＲＰ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＢＢＢｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｂｏｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｎｏａｐｐａｒｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅ
ｏｆＢＢＢｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ ＜０．０１，Ｐ ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＬＰＣｃａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅＢＢＢｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ａｎｄｔｈｉｓｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ／ｐｈｙｓｉｏｐａｔｈｏｌ；ＢｌｏｏｄＢｒａｉｎＢａｒｒｉｅｒ；Ｌｙｓｏｒｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ５７６；Ｒ５５６．１　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　 胰腺炎患者中有部分病例可发生胰性脑病（ｐａ

　　基金资助：江苏省教育厅自然科学基金资助项目（００ＫＪＢ３２０００２）；

南京医科大学创新基金资助项目（４６０ＮＣ０３０８）。

　　收稿日期：２００４－０５－１５；　修订日期：２００４－１２－１５。

　　作者简介：刘小丰（１９７２－），男，江苏泗洪人，南京医科大学第一附

属医院主治医师，硕士，主要从事胰腺疾病方面的研究。

　　通讯作者：苗毅　电话：０２５－８３７１８８３６－６５０８；Ｅｍａｉｌ：ｍｉａｏｙｉ＠ｎｊ

ｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

ｎｃｒｅａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＰＥ），表现为胰腺炎时特有的

精神、神经系统的改变。该并发症凶险，病死率高。

但发病机制不明。对 ＰＥ发病机制目前普遍的理解

是胰酶进入血液循环后，进而通过血脑屏障（ｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ），引起脑损害。其中磷脂酶 Ａ２

（ＰＬＡ２）和溶血卵磷脂（ｌｙｓｏｌｅｃｉｔｈｉｎｃｈｏｌｉｎｅ，ＬＰＣ）的

作用引人注目。ＰＬＡ２活化后可将胆汁内卵磷脂转

化成 ＬＰＣ，后者有破坏细胞膜磷脂层的特性。本实
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验在胰腺炎大鼠模型上注射 ＬＰＣ，以揭示 ＬＰＣ对胰

腺炎大鼠的 ＢＢＢ通透性的影响，旨在探讨 ＰＥ的发

病机制。

１　材料与方法

１．１　材料

ＳＤ大鼠 ３０只，雌雄不拘，体重 ２３０～２７０ｇ，由

南京医科大学动物实验中心提供。牛磺胆酸钠（ｓｏ

ｄｉｕｍｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ，ＳＴＣ）和 ＬＰＣ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ，ＲＺ＞２．５）及二氨基联苯氨

（ＤＡＢ）购自南京生兴生物公司。

１．２　实验方法及动物分组

参照 Ａｈｏ法［１］制成胰腺炎模型：大鼠禁食不禁

水 １２ｈ，以 ０．２％氯氨酮 ０．４ｍＬ／１００ｇ腹腔内注射

麻醉，于上腹部正中作一长约 ２．５ｃｍ之切口，胰管

近肝门处以动脉夹夹闭，接着自十二指肠对系膜缘

用 ５号钝针逆行插入胰管，近肠侧以 ０号线临时结

扎。专人以手动持续压力将 ６０μＬ／１００ｇ大鼠体重

的 ３．５％ ＳＴＣ注入胰管。注射时间 ６０μＬ／３０ｓ。胰

腺发生轻度充血，水肿型胰腺炎制备成功。成模后

大鼠随机分为实验组（ｎ＝１０）及对照 Ｉ组（ｎ＝

１０），另设对照 ＩＩ组（假手术组，ｎ＝１０），开腹后找

到胰管即关腹。制模次日起，实验组及对照 ＩＩ组每

天大鼠自尾静脉注入 ０．１％ＬＰＣ０．４ｍＬ／１００ｇ大鼠

体重，连用 ５ｄ；对照 Ｉ组在相同时点以同样方法从

尾静脉注入等量生理盐水。

１．３　血脑屏障通透性的检测

采用 ＨＲＰＤＡＢ法检测：在连续应用 ＬＰＣ５ｄ后

的第 ８天，以上述方法麻醉，作颈部正中切口解剖

出颈动脉。分离附着其上的迷走神经及筋膜组织，

以 １％普鲁卡因扩张血管后挑起血管，预置 ０号线

２根于血管之后，近心侧夹闭，远心侧以动脉夹夹

闭。用眼科剪斜行剪开颈总动脉 ２／３周径，向头侧

插入 ７号静脉留置针至颈内动脉，将远心侧颈内动

脉紧扎 于 颈 内 动 脉，５ｍｉｎ内 持 续 手 动 恒 压 注 入

０．４％ＨＲＰ０．２ｍＬ／１００ｇ体重。１０ｍｉｎ后取脑，置于

液氮罐中备用。取颞叶皮质深约 ２ｍｍ，脑组织行冷

冻切片厚约 ６～１０μｍ，先与 ３０％ 过氧 化 氢 作 用

５ｍｉｎ形 成 较 稳 定 的 （Ｈ２Ｏ２ＨＲＰ）复 合 物，继 以

０．０４％ＤＡＢ进行显色约 ５～１０ｍｉｎ。结果显示生成

棕黄色物，以其分布于毛洗血管血管内外判断 ＢＢＢ

的通透性。

结果判断：以 １个神经元细胞的平均大小作为

１个细胞单位，比较渗出范围，无渗出的定为（－），

渗出范围在 １个、２～３个、＞３个细胞单位的分别

定为（＋），（＋＋），（＋＋＋）。

１．４　统计学方法

以等级资料分析的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ法进行统计分析。

２　结　果

实验组大鼠棕黄色的生成物分布于脑组织毛

细血管以外较远的范围（附图），提示 ＨＲＰ明显渗

出，对照 Ｉ组有 ２只 （２０．０％）ＨＲＰ渗出至脑组织

毛细血管外，对照 ＩＩ组有 ２只 （２０．０％）出现 ＨＲＰ

渗出 ＢＢＢ外。对照 Ｉ，ＩＩ组出现 ＨＲＰ渗出时，其外

渗范围远较实验组为小（附表）。

　　ＨＲＰ明显渗出至 ＢＢＢ外。ＨＲＰＤＡＢ的棕黄色产物，在毛

细血管一侧渗出较多，示 ＢＢＢ通透性增加（×４００）

附图　ＨＲＰ明显渗出

附表　各组 ＢＢＢ处 ＨＲＰ外渗情况统计

　组别
ＢＢＢ处外渗程度

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋） 总阳性数（％）

实验组 １ ４ ３ ２ 　９（９０．０）

对照Ｉ组 ８ ２ ０ ０ 　２（２０．０）

对照ＩＩ组 ８ １ １ ０ 　２（２０．０）

　　注：与实验组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

ＢＢＢ形态学基础包括血液与神经元之间的一

系列解剖结构：脑内毛细血管的内皮细胞及内皮

细胞之间的紧密连接、基膜以及星型胶质细胞突

起。紧密连接由毛细血管腔面附近的带状闭锁小

带（ｂｅｌｔｌｉｋｅｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ）复合体组成。该闭锁

２３３
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小带的膜内微粒的排列较其他部位的毛细血管更

为紧密，这些紧密连接限制了亲水性物质从细胞

旁通路通过内皮细胞。毛细血管内皮细胞上存在

直径 约 ０．７～０．９ｎｍ 的 小 孔。 任 何 半 径 小 于

０．９ｎｍ的分子应当能通过内皮细胞膜，如水、尿素

的分子直径分别是 ０．３ｎｍ和 ０．３６ｎｍ［２］。ＨＲＰ的

分子量是 ４４０００，分子直径是 ３ｎｍ，ＢＢＢ正常时

难以通过内皮细胞的微孔。血管注射 ＨＲＰ后，就

在内皮细胞的紧密连接处被挡住，不能进入脑组

织［３，４］。当 ＢＢＢ被破坏时，ＤＡＢ可显示 ＨＲＰ溢出

血管外［５］。

本实验显示，ＨＲＰ的血管外渗出的特点是局部

渗出，而不是环血管的均匀性渗出。即在血管的

某一侧面外渗明显，而在同一血管的其他方向无

渗出。这反映了 ＢＢＢ通透性的局限性的增高与毛

细血管内皮细胞间紧密连接的不均匀分布特点是

相适应的；反之，以细胞间的紧密连接被破坏也能

很好地解释 ＨＲＰ不均匀的管周外渗。此特点也与

正常 ＢＢＢ时 ＨＲＰ就是在内皮细胞的紧密连接处被

挡住相吻合。另一方面，其他机制均不足以解释

本实验所见 ＢＢＢ的开放，受体形成的主动转运和

易化的载体运输系统均不能解释 ＢＢＢ通透性的局

限性的增高。另外，ＢＢＢ中内皮细胞缺少胞饮小

泡，因此不存在吞饮作用［５］。当然，ＬＰＣ引起胰腺

炎大鼠 ＢＢＢ通透性增加的作用靶点是否就在紧密

连接处尚需进一步实验证实。

对照 Ｉ组出现部分大鼠 ＢＢＢ轻度开放，分析

其原因并非生理盐水所致，而可能与 ＳＡＰ时胰酶

进入血液，其中的 ＰＬＡ２对脑组织的作用或大鼠在

患胰腺 炎 后 出 现 继 发 感 染，内 毒 素 入 血 所 致，

ＰＬＡ２和内毒素中的脂多糖可致 ＢＢＢ开放［６］。

对照 ＩＩ组也有部分大鼠出现 ＢＢＢ的 轻 度 开

放，可能与 ＬＰＣ具有溶解细胞生物膜的特性，而破

坏了细胞间的紧密连接，从而使 ＢＢＢ通透性的增

加。

ＢＢＢ在维护脑的内环境和脑与外周信息及物

质传递中有重要作用。急性胰腺炎时，ＢＢＢ一旦

开放，大量胰酶及代谢毒性产物将乘虚而入脑组

织，破坏脑组织，引发 ＰＥ。新近的研究显示，ＢＢＢ

与脑毛细血管的免疫反应有关。ＢＢＢ的内皮细胞

可呈递抗原，诱导细胞的免疫应答。激活了的 Ｔ

淋巴与内皮细胞接触，诱导内 皮细 胞表 达 ＭＨＣ

ＩＩ，使 淋 巴 细 胞 释 放 细 胞 因 子，破 坏 脑 实 质［７］。

ＢＢＢ破坏后，细胞因子更易通过 ＢＢＢ而进入脑实

质。ＢＢＢ通透性的改变在中枢神经系统脱髓鞘疾

病的发病中起重要作用。ＢＢＢ通透性的增加，导

致血液中致敏的 Ｔ细胞和部分致炎性细胞因子进

入脑实质，使神经髓鞘遭破坏［８］，引起中枢神经

系统脱髓鞘病变。脱髓鞘是 ＰＥ的典型病理变化。

鉴于在 ＬＰＣ在胰腺炎时系由 ＰＬＡ２所激活，是胰酶

作用的产物。故有理由认为 ＬＰＣ在 ＰＥ发病中起

重要作用。
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