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腺苷对移植胰腺再灌注损伤保护作用的实验
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　　摘要：目的　探讨腺苷（ＡＤＯ）对大鼠移植胰腺再灌注损伤的保护作用。方法　制备同系大鼠
异位全胰十二指肠移植模型。大鼠移植术前和术后 ５ｍｉｎ分别静脉注射药物 ＡＤＯ，８ＰＴ（１，３二甲基
８苯基黄嘌呤）和 ＡＤＯ＋８ＰＴ，然后将实验分为 ６组：（１）空白对照组（Ｃ组）；（２）移植对照组；（３）
移植 ＋ＡＤＯ组（ＡＤＯ）；（４）移植 ＋８ＰＴ组（８ＰＴ）；（５）移植 ＋ＡＤＯ＋８ＰＴ组（ＡＤＯ＋８ＰＴ）；（６）移
植 ＋［α３２Ｐ］ＡＤＯ（放射自显影组）。移植 ２４ｈ后检测胰腺组织中三磷酸腺苷（ＡＴＰ）和总腺苷核苷酸
（ＴＡＮ）水平，检测血糖、血清脂肪酶、淀粉酶，测定移植胰腺组织中髓过氧化酶（ＭＰＯ）活性，并进行组
织学观察；放射自显影组鉴定胰腺细胞内 ＡＤＯ含量。结果　 胰腺组织 ＡＴＰ和 ＴＡＮ水平：ＡＤＯ组 ＞移
植对照组 ＞ＡＤＯ＋８ＰＴ组 ＞８ＰＴ组（均为 Ｐ ＜０．０５）；移植后 ２４ｈ血糖、血清脂肪酶和胰腺组织中
ＭＰＯ水平：ＡＤＯ组 ＜移植对照组 ＜ＡＤＯ＋８ＰＴ组 ＜８ＰＴ组（均为 Ｐ ＜０．０５）；ＡＤＯ组保存的胰腺组
织结构损伤明显轻于其他移植组；放射自显影显示外源性［α３２Ｐ］ＡＤＯ进入胰腺细胞内。结论　外
源性应用 ＡＤＯ或 ８ＰＴ能分别增加或减少移植后胰腺组织 ＡＴＰ和 ＴＡＮ含量；腺苷对移植胰腺再灌注
损伤有保护作用。
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　　腺苷（ＡＤＯ）是一种内生性的核苷，由三磷酸
腺苷（ＡＴＰ）代谢产生。组织能量储备是有限的，当
机体对能量有较高要求时，必须不断地有氧和底物

供给以维持正常的细胞结构和功能。有研究表明，

器官缺血时器官生存所必需的能量底物缺乏与器

官再灌注损伤有关［１］。笔者应用同系大鼠异位全

胰十二指肠移植模型，外源性应用 ＡＤＯ或腺苷非
选择性阻滞剂 ８ＰＴ（１，３二甲基８苯基黄嘌呤），
研究它们对胰腺能量代谢及功能的影响，探讨 ＡＤＯ
对大鼠移植胰腺缺血再灌注损伤的作用和机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（由中国医科大学实验动物中

心提供），体重 ２５０～３００ｇ。实验前 １周受体鼠经
阴茎背静脉注入链脲霉素 ５５ｍｇ／ｋｇ，制备非空腹
血糖 ＞１９．４ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠糖尿病模型，模型成功
率 ８１．１％ （３０／３７）。成 模 后，动 物 随 机 分 为 ６
组，每组 ６只。（１）ＡＤＯ组：移植术前及术后 ５ｍｉｎ
经阴茎背静脉注射 ＡＤＯ（５００ｍｇ／ｋｇ，中国医药集
团上海分公司）。（２）８ＰＴ组：移植术前及术后
５ｍｉｎ经阴 茎 背 静 脉 注 射 ８ＰＴ（１０ｍｇ／ｋｇ，Ｓｉｇｍａ
公司 ）。（３）ＡＤＯ ＋８ＰＴ组：移 植 术 前 及 术 后
５ｍｉｎ经阴茎背静脉注射 ＡＤＯ（５００ｍｇ／ｋｇ）和 ８ＰＴ
（１０ｍｇ／ｋｇ）。（４）空白对照组（Ｃ组）：只麻醉及
开腹，不作移植。（５）移植对照组：只作移植，不
注射药物。（６）［α３２Ｐ］ＡＤＯ放射自显影组：移植
术前及术后 ５ｍｉｎ经阴茎背静脉注射［α３２Ｐ］标记
的 ＡＤＯ（５００ｍｇ／ｋｇ）。
１．２　移植手术

依据 Ｌｅｅ等［２］的方法进行同系大鼠异位全胰
十二指肠移植。行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。移植术后 ２４ｈ处死大鼠，经腹主动脉
采血，并取胰腺组织备检。

１．３　检测指标及方法
１．３．１　空腹血糖、血清淀粉酶、脂肪酶测定　测
定空腹血糖（Ｏｎｅｔｏｕｃｈｐｒｏｆｉｌｅ血糖仪）、血清淀粉

酶和 脂肪 酶 （岛津 ＣＬ７１５０型全 自动 生化分析

仪）。

１．３．２　胰腺组织中髓过氧化物酶（ＭＰＯ）测定　

将切取移植胰腺，立即置入磷酸盐平衡液中，并将

胰腺粉碎，用超声波将细胞破坏，离心后取上清

液。将 ５０μＬ上清液与 ２００μＬ邻二甲氧基苯胺液

和 ２００μＬＨ２Ｏ２混合，反应后测定 ４６０ｎｍ的吸光

度值，ＭＰＯ活性用吸光度变化率来表示。

１．３．３　移植胰腺组织 ＡＴＰ，ＡＤＰ（二磷酸腺苷）和

ＡＭＰ（一磷酸腺苷）检测　切取小块胰腺组织，大

小约 ０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ，置于液氮中保存，

取 １００ｍｇ冻干组织，用碾碎机制成粉末，将粉末

放入 ３ｍＬ０．５Ｎ高氯酸中混匀，用低温高速离心

机（０℃，１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）离心后将沉淀物质

去除。取上清液 ５００μＬ，加入 ５０μＬ１．０ＮＫＨＣＯ３
和 ５０μＬ Ｔｒｉｓ液，用 以 中 和 至 ｐＨ７．０，再 离 心

（０℃，１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）。取 １０μＬ上清液进行

ＨＰＬＣ分 析。ＨＰＬＣ：Ｗａｔｅｒ２０１０色 谱 系 统，应 用

Ｃ１８（１５ｃｍ×３．９６ｍｍ，４μｍ）分析柱，磷酸盐缓冲

液为流动相（ｐＨ＝６．０）。洗脱液 Ａ：０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＨ２ＰＯ４／Ｋ２ＨＰＯ４＋ １ｍｍｏｌ／Ｌ乙 二 胺 乙 四 酸。洗

脱液 Ｂ：洗脱液 Ａ ＋体积分数为 ２．５％甲醇（９∶

１）。流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ。检测：紫外线 ２５４ｎｍ，柱温

２３℃。计算总腺苷核苷酸（ＴＡＮ，公式：ＴＡＮ＝ＡＴＰ

＋ＡＤＰ＋ＡＭＰ）。所用标准品购于 Ｓｉｇｍａ公司。

１．４　［α３２Ｐ］ＡＤＯ放射自显影

放射自显影组移植术后 ２４ｈ切取胰腺组织，ＨＥ

染色，石蜡切片。利用放射自显影的方法［３］判定

［α３２Ｐ］ＡＤＯ是否进入胰腺细胞内。

１．５　组织学检查

切取移植胰腺，分别进行 ＨＥ染色和萘酚 ＡＳＤ

氯乙酸脂酶染色（中性粒细胞特异性组织化学染

色），并计算单位面积的中性粒细胞数。

１．６　统计学方法

实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；所有

数据均经 ＳＰＳＳ软件处理；多组间数值比较采用方

差分析。Ｐ＜０．０５具有统计学意义。

２５３
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２　结　果

２．１　移植后胰腺组织中 ＡＴＰ和 ＴＡＮ浓度
移植 ２４ｈ后胰腺组织中 ＡＴＰ和 ＴＡＮ 浓度在

ＡＤＯ组仍可保持在较高水平，而在其他移植组水平
明显降低，空白对照组 ＞ＡＤＯ组 ＞移植对照组 ＞
ＡＤＯ＋８ＰＴ组 ＞８ＰＴ组，差异均有显著性（Ｐ ＜
０．０５）（表 １）。
２．２　移植物组织 ＭＰＯ活性

胰腺移植 ２４ｈ后，ＡＤＯ组移植物组织中 ＭＰＯ活
性低于其他移植对照组；空白对照组 ＜ＡＤＯ组 ＜移
植对照组 ＜ＡＤＯ＋８ＰＴ组 ＜８ＰＴ组，差异均有显
著性（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表 １　移植后 ２４ｈ胰腺组织中 ＡＴＰ，ＴＡＮ浓度及 ＭＰＯ活

性（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＴＰ（μｍｏｌ／ｇ）ＴＡＮ（μｍｏｌ／ｇ） ＭＰＯ（Ｕ／ｇ）
空白对照 ６ ７．１８±０．６５ １０．４３±１．４９ ０．２３±０．０７
移植对照 ６ ３．３９±０．５８ ５．０１±０．７８ ２．０６±０．３３
ＡＤＯ ６ ５．７２±０．４７ ８．７１±０．９１ １．１９±０．１６
８ＰＴ ６ ２．０５±０．６６ ３．９８±０．４４ ３．６６±０．５８
ＡＤＯ＋８ＰＴ ６ ２．９２±０．２４ ４．８４±０．４１ ２．２５±０．２８
Ｆ值 １２３ ７６．９ ２５．９
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．３　空腹血糖、血清淀粉酶及脂肪酶变化
移植术后 ２４ｈＡＤＯ组空腹血糖水平低于其他移

植组，差异均有显著性（Ｐ ＜０．０５）。ＡＤＯ组血清
淀粉酶低于其他移植组，但差异无显著性（Ｐ ＞
０．０５）；而血清脂肪酶，ＡＤＯ组低于其他移植组，差
异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
表 ２　大鼠胰腺移植 ２４ｈ后空腹血糖、血清淀粉酶、脂

肪酶变化（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
血糖

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

血清淀粉酶

（Ｕ／Ｌ）

血清脂肪酶

（Ｕ／Ｌ）
空白对照 ６ ６．４±２．１ ４２０±１７０ １３８±１９
移植对照 ６ １２．９±４．８ １２３８０±９３０ ３０５±３８
ＡＤＯ ６ ９．１±３．６ １１６８０±１１２０ １６２±２６
８ＰＴ ６ １５．３±５．５ １３２５０±７５０ ５２０±７１
ＡＤＯ＋８ＰＴ ６ １４．２±４．９ １１５８０±１３２０ ３４７±４１
Ｆ值 ８７．５ － １１９．５
Ｐ值 Ｐ＜０．０５ Ｐ＞０．０５ Ｐ＜０．０１

２．４　组织学变化
移植后 ２４ｈ组织结构的变化：ＡＤＯ组胰腺组织

光学显微镜下仍可保持基本正常结构，仅有小叶间

隙水肿，少量中性粒细胞浸润。在其他移植组组织

破坏明显，腺泡坏死、出血和中性粒细胞浸润严重，

组织破坏程度在移植对照组、ＡＤＯ＋８ＰＴ组和 ８
ＰＴ组依次更加严重（附图 ａ～ｄ）。

ａ：ＡＤＯ组 ｂ：移植对照组

ｃ：ＡＤＯ＋８ＰＴ组 ｄ：８ＰＴ组
附图　移植 ２４ｈ后各组光镜下组织学变化
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２．５　［α３２Ｐ］ＡＤＯ胰腺内放射自显影

移植 ２４ｈ后大鼠胰腺细胞内可见较多大小不等

的［α３２Ｐ］银粒显影，提示［α３２Ｐ］ＡＤＯ进入了大

鼠胰腺细胞内。

３　讨　论

胰腺是相对低血流量的器官，对缺血耐受能力

较差，对能量物质变化反应敏感［４，５］。如何提高移

植后胰腺细胞内能量物质含量，尽可能提高其对

缺血再灌注损伤的耐受能力是胰腺移植成败的重

要因 素［６］。Ｂｏｗｅｒｓ等［７］提 出 器 官 移 植 前 细 胞 内

ＡＴＰ水平是判定保存器官活力的一项重要指标。

如果能为移植器官提供供能物，如 ＡＤＯ，则应是维

持 细 胞 内 较 高 ＡＴＰ水 平 的 一 种 简 捷 有 效 的 方

法［８］。但目前将外源性 ＡＤＯ用于移植胰腺保护方

面的研究鲜有报道。本实验结果表明，ＡＤＯ组移

植胰腺组织中 ＡＴＰ和 ＴＡＮ水平比对照组明显升高

（Ｐ ＜０．０５）；移植后 ＡＤＯ组胰腺组织损伤明显

轻于对照组，血糖值明显低于对照组。另外，在反

映胰腺缺血再灌注损伤较为敏感的指标如组织

ＭＰＯ活性、血清淀粉酶及脂肪酶检测结果均显示

ＡＤＯ组低于移植对照组。因而在移植前后外源性

应用 ＡＤＯ的方法可以为减轻移植胰腺缺血再灌注

损伤提供一个新的策略。另外，本实验外源性应

用 ＡＤＯ非选择性阻滞剂 ８ＰＴ使移植物组织 ＡＴＰ

和 ＴＡＮ水平减低，移植胰腺损伤加重，从而说明内

源性腺苷对移植胰腺也具有保护作用。

本实验结果表明，移植对照组大鼠胰腺低温灌

注保存后细胞内 ＡＴＰ水平迅速降低，同时细胞内

酶类释放增多，而 ＡＤＯ组细胞内 ＡＴＰ水平维持近

于正常水平。此结果说明胰腺组织可以利用外源

性 ＡＤＯ合成自身供能物质如 ＡＴＰ等。后者直接向

细胞 提 供 能 量，供 给 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶 及 Ｃａ＋ＡＴＰ

酶等，用于细胞内离子平衡，从而减轻细胞内酸中

毒及细胞水肿。同时由于 ＡＴＰ的细胞膜稳定 作

用，恢复了胰腺细胞的正常代谢供能，ＡＤＯ组细胞

内酶类释放减少。此外，ＡＤＯ还具有改善微循环、

恢复细胞膜电位、改善细胞功能等作用［９］，同 时

ＡＤＯ也是一种信号分子，可以通过第二信使对组

织细胞的变化起作用。可见外源性 ＡＤＯ对大鼠移

植胰腺的保护作用可能是多种作用的综合效应。

再者，本实验利用放射自显影技术明确显示 ＡＤＯ

能够进 入 胰 腺 细 胞 内，这 也 直 接 证 实 了 外 源 性

ＡＤＯ对大鼠胰腺的保护作用是通过细胞内机制完

成的。至于其进入细胞内的途径目前尚不清楚，

有待研究。
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