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洛沙坦对缺血再灌注大鼠胰腺氧自由基、细胞

凋亡和 Ｂｃｌ２表达的影响
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　　摘要：目的　 探讨洛沙坦（ｌｏｓａｒｔａｎ）对大鼠胰腺缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤的保护作用及机制。方

法　ＳＤ大鼠 ７２只随机分为假手术组、Ｉ／Ｒ组和 Ｌｏｓａｒｔａｎ组，每组 ２４只。采用钳闭大鼠腹腔干、肠系

膜上动脉 １５，３０，６０ｍｉｎ，再灌注 ６ｈ，制成胰腺 Ｉ／Ｒ损伤模型。ｌｏｓａｒｔａｎ组给予 ｌｏｓａｒｔａｎ（４０ｍｇ／ｋｇ）灌胃

预处理；假手术组和 Ｉ／Ｒ给予等容积的无菌蒸馏水。３组均于术后 ６ｈ断颈处死动物。用 ＴＵＮＥＬ法检

测 Ｉ／Ｒ区胰腺细胞凋亡、免疫组化法检测 Ｂｃｌ２蛋白的表达，并观察胰腺组织病理改变。结果　

ｌｏｓａｒｔａｎ可逆转胰腺组织炎症细胞浸润、腺泡萎缩等异常改变。缺血 １５，３０ｍｉｎ时段，ｌｏｓａｒｔａｎ组胰腺细

胞凋亡率为（６．５±２．９）％和（１０．５±４．３）％显著低于 Ｉ／Ｒ组的（１０．２±３．２）％和（１８．４±３．１）％

（Ｐ＜０．０５）；丙二醛水平为（１７．９±２．１）ｎｍｏｌ／ｇ（湿重）和（２５．２±３．３）ｎｍｏｌ／ｇ（湿重）显著低于 Ｉ／

Ｒ组的（２０．１±１．２）ｎｍｏｌ／ｇ（湿重）和（３４．９±２．６）ｎｍｏｌ／ｇ（湿重）（Ｐ ＜０．０５）；Ｂｃｌ２阳性细胞为

（１１．３±２．２）％和（１６．２±２．７）％显著高于 Ｉ／Ｒ组的（６．１±１．７）％和（１０．３±２．１）％（Ｐ ＜０．

０５）。结论　 ｌｏｓａｒｔａｎ可减轻 Ｉ／Ｒ对大鼠胰腺病理改变、抑制细胞凋亡。
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　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤是

一种常见的临床病理生理过程，Ｉ／Ｒ引起胰腺微循

环障碍，如血管收缩、静脉淤滞、微循环灌注不足，

导致胰腺组织进一步缺血缺氧而加重损伤，在急性

胰腺炎（ＡＰ）的发病机制中起重要作用。有研究证

明在 ＡＰ时存在局部肾素 －血管紧张素系统（ＲＡＳ）

的激活和血管紧张素 ＩＩ（ＡｎｇＩＩ）的升高，引起胰腺

血流动力学紊乱［１］。本实验观察 ＲＡＳ是否参与了

胰腺 Ｉ／Ｒ过程，探讨 ＡｎｇＩＩＩ型受体阻断剂（ＡＴ１Ｒ）

洛沙坦（Ｌｏｓａｒｔａｎ）对 Ｉ／Ｒ大鼠胰腺保护的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要试剂

清洁级健康雄性 ＳＤ大鼠 ７２只，体重 ２４０～

３００ｇ，由哈尔滨医科大学实验动物中心提供。洛沙

坦（ｌｏｓａｒｔａｎ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；原位凋亡（ＴＵＮＥＬ）试

剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，其中试剂

包括，ＴＤＴ（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＤｉｇｄＵＴＰ（德国 ＢＭ

公司）和 生 物 素 化 抗 地 高 辛 抗 体 （美 国 Ｓｉｇｍａ公

司）。兔抗大鼠 Ｂｃｌ２单克隆抗体购自美国 Ｃａｌｂｉｏ

ｃｈｅｍ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　胰腺 Ｉ／Ｒ模型制作与分组　动物术前 ６ｈ

禁食不禁水。术时戊巴比妥钠 ２５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射

麻醉、气管插管，呼吸机辅助呼吸。仰卧固定，常规

消毒，腹正中切口，找到腹腔干和肠系膜上动脉。

按编号法随机分组，每组 ２４只：（１）假手术组，显

露腹腔干和肠系膜上动脉，不用血管铗钳闭。（２）

Ｉ／Ｒ组 用 血 管 铗 钳 闭 腹 腔 干 和 肠 系 膜 上 动 脉

１５ｍｉｎ，３０ｍｉｎ和 ６０ｍｉｎ，再灌注 ６ｈ。（３）ｌｏｓａｒｔａｎ组，

于 Ｉ／Ｒ术前晚及术前 １ｈ分别给予洛沙坦（１０ｍｇ／

ｋｇ）灌胃，假手术组及 Ｉ／Ｒ组给予等容积的无菌蒸

馏水。腹部切口连续缝合。活杀，取胰体组织，一

部分胰组织用 ４％多聚甲醛室温固定，石蜡包埋，连

续切片，备凋亡和免疫组织化学（免疫组化）检测；

另一部分置入液氮中冻存，备丙二醛（ＭＤＡ）测定。

１．２．２　脂质过氧化产物 ＭＤＡ的测定　用日立 Ｆ

３０１０荧光分光光度计，在 ２５ｍＬ比色管中加入０．１

ｍＬ组织匀浆上清夜，加磷钨酸 ０．５ｍＬ，硫酸 ２ｍＬ及

０．５ｍＬ硫 代 巴 比 妥 酸 溶 液。混 匀 后 ９５℃ 水 浴

４０ｍｉｎ；冷却后加正丁醇 ４ｍＬ，振荡 ５ｍｉｎ。取上层于

激发波长 ５１５ｎｍ，发射波长 ５５３ｎｍ进行荧光测定。

１．２．３　检测细胞凋亡及 Ｂｃｌ２表达　原位末端标

记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡，免疫组织化学（免疫

组化）检测 Ｂｃｌ２表达。凋亡阳性细胞核呈棕褐色；

Ｂｃｌ２蛋白阳性表达的细胞浆呈棕黄色。１００×光

镜下观察，在每张玻片上随机取 １００个细胞，计算

阳性细胞百分率，３次计数求平均值。

１．３　病理观察与评分

胰腺组织石蜡切片，ＨＥ染色，光镜下观察 Ｉ／Ｒ

区胰腺 组 织 的 病 理 改 变，病 理 组 织 学 评 分 参 照

Ｓｃｈｍｉｄｔ等［２］的方法，单盲评定。

１．４　统计学处理

数据以均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。ＳｉｇｍａＳｔａｔ

统计学软件行方差分析和两两比较。检验水准 α＝

０．０５。Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。行 ＭＤＡ含

量、细胞凋亡率、Ｂｃｌ２阳性细胞率的相关性检验。

２　结　果

２．１　组织学观察［２］

２．１．１　假手术组　光镜下血管周围和腺泡细胞结

构正常，酶原颗粒嗜蓝染，较丰富，核较清楚，腺泡

结构正常。

２．１．２　Ｉ／Ｒ组　Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ，胰腺组织间质轻度充

血、水 肿，血 管 周 围 有 少 量 炎 症 细 胞 浸 润；Ｉ／Ｒ

３０ｍｉｎ，胰腺组织间质出血较明显，小静脉内微血栓

形成（纤维素、血小板为主），多处间质血管出血，

未出血处可见水肿，局限性腺泡溶解、坏死，内有中

性粒细胞浸润；Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ，胰腺组织间质出血明

显，可见较彻底的坏死灶，溶解性坏死，核及细胞结

构消失，内有炎细胞浸润，还可见少量钙盐沉着，酶

原颗粒大量减少或消失（见图 １）。。

２．１．３　ｌｏｓａｒｔａｎ组　Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ和 ３０ｍｉｎ可见胰腺

间质少量出血，水肿轻微，部分腺泡细胞胞桨酶原

颗粒减少，炎细胞浸润轻微（见图 ２）。

６４４
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图 １　Ｉ／Ｒ组 Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ，胰腺组织间质出血较明显，小静

脉内微血栓形成，多处间质血管出血，未出血处可见

水肿，局限性腺泡溶解、坏死，内有中性粒细胞浸润

图 ２　ｌｏｓａｒｔａｎ组 Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ可见胰腺间质少量出血，水肿

轻微，部分腺泡细胞胞桨酶原颗粒减少，炎细胞浸润

轻微

　 Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ和 ３０ｍｉｎ胰腺组织病理学评分：Ｉ／Ｒ

组较 ｌｏｓａｒｔａｎ组明显增高（Ｐ ＜０．０５）；Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ

两者评分差异无显著性意义（Ｐ ＞０．０５）。评分结

果见表 １。
表 １　３组大鼠胰腺组织病理评分结果

组别 ｎ
胰腺组织病理评分（分）

Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ

（ｎ＝８）
假手术 ２４ １．０±０．５ １．２±０．３ １．１±０．７

Ｉ／Ｒ ２４ ３．９±０．７１） ７．７±１．８１） １１．９±１．５１）

ｌｏｓａｒｔａｎ ２４ ２．７±０．４２） ５．１±１．１２） １１．２±１．７３）

　　注：１）与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５；３）

与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＞０．０５

２．２　各组胰组织 ＭＤＡ的变化

Ｉ／Ｒ组各时间 ＭＤＡ含量较 ｌｏｓａｒｔａｎ组和假手术

组均显著升高（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
表 ２　３组大鼠胰腺组织 ＭＤＡ含量

组别 ｎ
ＭＤＡ［ｎｍｏｌ／ｇ湿重］

Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ

（ｎ＝８）
假手术 ２４ ６．０±２．２ ９．０±２．０ ９．９±３．２

Ｉ／Ｒ ２４ ２０．１±１．２１） ３４．９±２．６１） ４１．２±３．７１）

ｌｏｓａｒｔａｎ ２４ １７．９±２．１２） ２５．２±３．３２） ３７．１±２．６２）

　　注：１）与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠的胰腺细胞凋亡率

假手 术 组 可 见 极 少 量 凋 亡 细 胞 存 在。Ｉ／Ｒ

１５ｍｉｎ和 ３０ｍｉｎ时段，Ｉ／Ｒ组较 ｌｏｓａｒｔａｎ组胰腺细胞

凋亡率明显增多（Ｐ＜０．０５）；Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ时段两组

差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 ３）。

２．４　凋亡相关基因 Ｂｃｌ２的表达

Ｉ／Ｒ组和 ｌｏｓａｒｔａｎ组各时点 Ｂｃｌ２的表达均较假

手术组明显增高（Ｐ ＜０．０５）。Ｂｃｌ２阳性细胞表

达率 ｌｏｓａｒｔａｎ组依次为 Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ
!

Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ
!

Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ（表 ４）。
表 ３　３组大鼠胰腺组织 ＭＤＡ含量

组别 ｎ
细胞凋亡率（

"

）

Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ

（ｎ＝８）
假手术 ２４ ３．０±１．０ ２．９±１．９ ４．０±１．８

Ｉ／Ｒ ２４ １０．２±３．２１） １８．４±３．１１） ２２．１±４．５１）

ｌｏｓａｒｔａｎ ２４ ６．５±２．９２） １０．５±４．３２） ２０．９±３．０３）

　　注：１）与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５；３）

与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＞０．０５

表４　３组大鼠胰腺组织Ｂｃｌ２表达情况

组别 ｎ
Ｂｃｌ２阳性细胞率（

"

）

Ｉ／Ｒ１５ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ

（ｎ＝８）

Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ

（ｎ＝８）
假手术 ２４ ２．４±０．８ ２．３±０．４ ２．６±０．７

Ｉ／Ｒ ２４ ６．１±１．７１） １０．３±２．１１） ８．９±１．４１）

ｌｏｓａｒｔａｎ ２４ １１．３±２．２２） １６．２±２．７２） １２．５±３．１２）

　　注：１）与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．５　ＭＤＡ含量、细胞凋亡率、Ｂｃｌ２阳性细胞率相

关分析

Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ时，ｌｏｓａｒｔａｎ组和 Ｉ／Ｒ组 ＭＤＡ含量与

细胞凋亡率的相关分析显示，相关系数分别为（ｒ

＝０．７２，Ｐ＜０．０５）和（ｒ＝０．６５，Ｐ ＜０．０５），呈

正相关 ；Ｂｃｌ２阳性细胞率与细胞凋亡率的相关分

析显示，相关系数分别为（ｒ＝－０．７６，Ｐ ＜０．０５）

和（ｒ＝－０．６９，Ｐ＜０．０５），呈负相关。

３　讨　论

肾素 －血 管 紧 张 素 系 统 （ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓ

７４４
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ｔｅｍ，ＲＡＳ）有着很强的血管收缩和刺激醛固酮分泌

的作用，是重要的水电解质平衡调节系统。ＲＡＳ主

要包括肾素、血管紧张素原、血管紧张素 Ｉ（ＡｎｇＩ）、

血管紧张素转换酶和血管紧张素 ＩＩ（ＡｎｇＩＩ）。其效

应肽 ＡｎｇＩＩ通过相应的受体 ＡＴ１和 ＡＴ２发挥关键

作用［３］。近年研究认为 ＲＡＳ分为循环 ＲＡＳ和局部

ＲＡＳ。前者主要参与血压和心肾内稳态的调节；后

者由组织局部产生，除通过自分泌以及旁分泌等方

式参与调节血管张力、血流及促进细胞生长、增殖

的作用之外［４］，还参与多种物质表达的调控、纤维

化及炎症反应，以适应各自不同的功能调节［５］，其

在调节局部组织生长和分化中发挥重要作用。许

多组织、器官都有局部 ＲＡＳ的表达。在胰腺的血管

内皮细胞、导管内皮细胞、腺泡细胞、胰岛细胞等处

也发现有胰腺局部组织 ＲＡＳ的表达［６］。ＡｎｇＩＩ还

可引起多种细胞凋亡，如心肌细胞、糖尿病大鼠的

肾脏细胞等。其引起凋亡的机制是某些凋亡相关

基因的表达，如 ｂａｘ／ｂｃｌ２，Ｆａｓ和 ＦａｓＬ，ｐ５３等［７］。

胰腺的 Ｉ／Ｒ损伤可引起胰腺微循环障碍，血管

痉挛，静脉淤血，胰腺组织 ＲＡＳ激活，可加重胰腺细

胞缺血、缺氧的恶性循环，诱发胰腺炎的发生、发

展。有 研 究 显 示，在 Ｉ／Ｒ 中 存 在 细 胞 凋 亡 现

象［８－１０］。

细胞凋亡是一种受基因调控的程序性细胞死

亡，受多种抑制和促进因素的影响。Ｉ／Ｒ可引起氧

自由基急剧增加及细胞内钙超载，这些均可成为细

胞凋亡的诱导因素［８］。本实验 Ｉ／Ｒ各时段，ｌｏｓａｒｔａｎ

组胰腺组织 ＭＤＡ含量和细胞凋亡率显著低于 Ｉ／Ｒ

组（Ｐ＜０．０５）；而在 Ｉ／Ｒ６０ｍｉｎ时段细胞凋亡率

差异无显著性（Ｐ ＞０．０５）。实验结果说明，胰腺

不同 Ｉ／Ｒ时段氧自由基水平及细胞凋亡率随着缺

血时间延长而上升，且两者呈正相关，提示氧自由

基参与了 Ｉ／Ｒ胰腺细胞凋亡。ｌｏｓａｒｔａｎ可以减少 Ｉ／

Ｒ过程中胰腺组织 ＭＤＡ含量和凋亡细胞数量，对胰

腺有保护作用。

ＲＡＳ中其效应肽为 ＡｎｇＩＩ，并通过相应的受体

ＡＴ１和 ＡＴ２发挥关键作用［３］。根据本实验结果，笔

者考虑 Ｌｏｓａｒｔａｎ对 Ｉ／Ｒ胰腺保护作用的可能机制

是：Ｌｏｓａｒｔａｎ可阻断 ＡｎｇＩＩ与 ＡＴ１受体结合后所产生

的强烈收缩外周和胰腺局部小动脉、微小动脉的作

用，同时也阻断血管平滑肌痉挛、交感神经兴奋等

作用，从而减轻胰腺缺血、缺氧，改善微循环；ｌｏｓａｒ

ｔａｎ通过直接阻断 ＡｎｇＩＩ对胰腺细胞的作用而保护

胰腺；阻断缺氧导致局部 ＲＡＳ暂时性升高，抑制了

随后由缺血／再灌注而产生的大量氧自由基。笔者

还发现，缺血 ６０ｍｉｎ时段 ｌｏｓａｒｔａｎ组和 Ｉ／Ｒ组细胞凋

亡率差异无显著性，故在缺血 ３０ｍｉｎ内应用 ｌｏｓａｒｔａｎ

以减少细胞凋亡为最佳。

Ｂｃｌ２是最重要的抗凋亡和抗氧化基因，能抑制

许多因素诱发的细胞凋亡。本实验通过免疫组化

法检测发现，缺血各时段胰腺细胞 Ｂｃｌ２表达 ｌｏｓａｒ

ｔａｎ组均较 Ｉ／Ｒ组明显增加（Ｐ＜０．０５），而且胰腺

细胞中表达 Ｂｃｌ２蛋白的细胞与 ＴＵＮＥＬ法检测结果

及分布区域相反。相关分析显示，Ｂｃｌ２阳性表达

细胞数与胰腺细胞凋亡数呈高度负相关。此结果

进一步支持 ｌｏｓａｒｔａｎ可能与降低氧自由基水平，调控

凋亡相关基因 Ｂｃｌ２的表达而具有胰腺保护作用的

观点。
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