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　　摘要：目的　探讨重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠胰腺组织诱导型 －氧化氮合成酶（ｉＮＯＳ）ｍＲＮＡ的
表达及其与肠壁通透性的关系，并观察丹参对其的影响。方法　大鼠随机分为 ３组：（１）ＳＡＰ组

（ｎ＝１５）；（２）ＳＡＰ丹参注射液治疗组（Ｔ组，ｎ＝１５）；假手术对照组（Ｃ组，ｎ＝１５）。原位杂交法检

查各组胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达，血中一氧化氮（ＮＯ），淀粉酶（ＡＭＬ），内毒素（ＬＰＳ）和血中与肠内１２５Ｉ－清

蛋白累积指数，以及胰腺和回肠病理检查。结果　ＳＡＰ组胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ呈强阳性表达，血中 ＮＯ，

ＡＭＬ和 ＬＰＳ含量及１２５Ｉ－清蛋白累积指数和腹水量均显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。与 ＳＡＰ组比较，Ｔ组胰

腺及回肠病理损害明显减轻，胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达强度较弱，血中 ＮＯ，ＡＭＬ，ＬＰＳ及腹水量均显著下降

（Ｐ＜０．０１），１２５Ｉ－清蛋白累积指数亦降低。结论　ＳＡＰ肠壁通透性增加的原因之一可能与 ＳＡＰ时胰

腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的过度表达产生过多 ＮＯ有关。丹参通过下调胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达，对降低 ＳＡＰ的肠

壁通透性有一定预防治疗作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８４８－８５１］
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　　 重 型 急 性 胰 腺 炎 （ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）并发症多，病死率高。胰腺及胰周组织的感
染是 ＳＡＰ中后期的严重并发症，临床上死亡的病
例中 ８０％是由胰腺继发感染所致［１］。这种感染

主要是由于肠黏膜屏障功能受损，细菌移位的结

果［２］。研究发现，胰腺一氧化氮合成酶（ｎｉｔｒｉｓｏｘ
ｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）的表达和血中一氧化氮（ＮＯ）
水平与急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）的程度
有关［３－４］，ＮＯ水平与 ＳＡＰ时肠道损伤有关 ［５］。丹

参已被用于治疗 ＡＰ［６］。至于 ＳＡＰ时胰腺组织诱
导型一氧化氮合成酶 （ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｓｏｘｉｄｅｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）ｍＲＮＡ的表达与血浆中 ＮＯ浓度及其
肠壁通透性的关系，以及丹参是否对其产生影响

并不明了。本研究通过观察大鼠 ＳＡＰ时胰腺组织
ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达和血浆中 ＮＯ浓度及其与肠壁
通透性的关系，并观察丹参对其影响，旨在探讨

ＳＡＰ继发感染的机制及预防的方法。

１　材料和方法

１．１　动物分组与处理
健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（购自遵义医学院动物室）

４５只，雌雄不限，体重 ２３０～３２０ｇ。随机分为
３组：（１）假手术对照组（Ｃ组）；（２）ＳＡＰ组；（３）
ＳＡＰ丹参治疗组（Ｔ组），每组各 １５只。所有动物
术前禁食 １２ｈ。１％戊巴比妥钠（购自上海试剂
二厂）腹腔内注射（３０ｍｇ／ｋｇ）麻醉。按外科无菌
操作进行手术。上腹正中切口入腹。Ｃ组仅原位
翻动胰腺数次后关腹。ＳＡＰ组寻及十二指肠和胰
胆管后，用小动脉夹夹闭胰胆管近肝门端，用

４．５号针头刺入胰管肠端，用微量泵以 ０．２ｍＬ／
ｍｉｎ的速度向胰管内逆行注射 ５％牛磺胆酸钠（购
自 Ｓｉｇｍａ公司）溶液，剂量０．１５ｍＬ／１００ｇ；注毕压
迫穿刺孔 ５ｍｉｎ后去除压迫及动脉夹，见胰腺明

显水肿后关腹。Ｔ组在 ＳＡＰ成模关腹后，在即刻、
８ｈ及 １８ｈ时点予丹参注射液（四川省宜宾五粮
液集团宜宾制药厂生产）肌肉注射，剂量 ２ｍＬ／
（ｋｇ·ｄ）。术后分笼饲养，自由饮水。术后 ２３ｈ，
３组大鼠按上述方法麻醉后行颈动脉插管，由此
管缓慢推注１２５Ｉ－清蛋白 １ｍＬ后动脉夹夹闭颈动
脉近端；１ｈ后去除动脉夹取血标本，加少许肝素
混匀，２５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取血浆 －２０℃保
存待批量测定。２４ｈ时放血处死动物后立即剖腹
结扎 １０ｃｍ末端回肠；收集并称取肠内容物，取胰
腺及回肠组织作标本。

１．２　观察项目及检测指标
观察动物一般状况、腹水及腹腔大体病理改

变后测定下列指标。

１．２．１　血 ＡＭＹ　取保存待测样本，用全自动生
化分析仪（瑞士 ＣＯＢＡＳＭＩＲＡ公司生产）测定 ＡＭＹ
（ＡＭＹ试剂盒为上海科华一东菱诊断用品有限公
司生产）。

１．２．２　血浆 ＮＯ　取保存待测样本，按 ＮＯ硝酸
还原酶法试剂盒说明书（南京建成生物工程研究

所提供）的方法 ３个月内批量测定 ＮＯ。
１．２．３　血 ＬＰＳ　取保存待测样本，按鲎试剂盒
（Ⅱ）（上海伊华临床医学科技公司提供）说明的
方法进行。

１．２．４　１２５Ｉ－清蛋白测定　术后 ２３ｈ，如前所述
麻醉动物后行颈动脉插管，缓慢推注１２５Ｉ－清蛋白
（购自北京福瑞生物工程公司，浓度 １９．５×１０５

ｃｐｍ／ｍＬ）１ｈ后剖腹，结扎 １０ｃｍ末端回肠，收集
并称取肠内容物；同时采血 ０．５ｍＬ。两者均用
ＧＡＭＢＹＴＣＲγ计数器（美国德普公司生产）测定
放射性。用累积指数表示肠黏膜通透性［５］。累积

指数 ＝肠内容物放射性（ｃｐｍ／ｇ）×１００／血液放射
性（ｃｐｍ／ｍＬ）。

９４８
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１．２．５　胰腺组织 ｉＮＯＳｍＲＮＡ原位杂交　按试剂
盒（购自武汉博士德生物工程公司）要求进行原

位杂交。主要步骤：处死动物后立即剖腹，按无菌

操作要求取相同部位胰腺组织固定于 ４％多聚甲
醛中，２ｈ后按原位杂交要求进行脱水、透明、浸
蜡及包埋，以后按原位杂交试剂盒说明书的方法

进行原位杂交。阴性对照以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
代替原位杂交液。

判断结果的标准：阳性表达的细胞胞浆中出

现棕黄色颗粒。用 Ｂｉｏｍｉａｓ９９图像分析系统（四川
大学图像图形研究所），在 １０×２０倍视野下，对
每张原位杂交切片取 ５０％面积测定积分光密度
（ＩＯＤ）表示阳性颗粒相对含量。
１．２．６　病理学检查　取相同部位胰腺及回肠组
织，用４％多聚甲醛固定，石蜡包埋切片后 ＨＥ染色，
光镜观察。胰腺病理评分参考 Ｓｃｈｍｉｄｔ评分标准［７］。

１．３　统计学处理
数据以均数加减标准差（ｘ±ｓ）表示。组间数

据比较采用方差分析及 ｑ检验。

２　结　果

２．１　动物一般情况
Ｃ组动物活动反应敏捷，进食饮水良好。ＳＡＰ

组动物精神萎糜、卷曲、活动少差，进食饮水差，

有呕吐等现象。Ｔ组一般情况较 Ｃ组差，但较
ＳＡＰ组好。
２．２　血 ＡＭＹ及腹水

ＳＡＰ组和 Ｔ组的 ＡＭＹ及腹水量显著高于 Ｃ组
（Ｐ＜０．０１），Ｔ组明显低于 ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０１）
（表 １）。
２．３　３组动物的胰腺及回肠病理变化

Ｃ组胰腺和回肠结构未见异常。ＳＡＰ组胃肠

积液积气明显，腹水为血性，腹腔内广泛皂化斑；

胰腺广泛出血、坏死及皂化斑形成，胰腺间质内大

量中性粒细胞浸润，部分有小脓肿形成；回肠黏膜

间质层明显水肿，淋巴管扩张，绒毛增粗，部分绒

毛脱落、缺损，并见单核及中性粒细胞浸润。Ｔ组
病理改变较 Ｃ组重，但较 ＳＡＰ组轻，胰腺仅有点
状坏死；回肠黏膜绒毛基本完整无水肿。ＳＡＰ组
的病理评分分值明显高于 Ｔ和 Ｃ组（Ｐ＜０．０１），
而 Ｔ组显著低于 ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

表１　３组动物血ＡＭＹ和腹水量及胰腺病理评分的变化

（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＭＹ（ｕ／Ｌ） 腹水量（ｍＬ） 胰腺病理评分

ＳＡＰ １５ ２１４５．７６±５４１．５８１） ９．５１±４．７３１） １４．９７±０．３５１）

Ｔ １５ １６５７．４１±６４８．４１１）２） ３．０４±１．９４１）２） ７．４３±１．９１１）２）

Ｃ １５ ２１５．６７±３７．２７　 ０ ０

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１，２）与ＳＡＰ组比较Ｐ＜０．０１

２．４　胰腺ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达与血中ＮＯ浓度的变化
Ｃ组胰腺组织 ｉＮＯＳｍＲＮＡ无表达（图 １），ＳＡＰ

组呈强阳性表达（图 ２），Ｔ组虽见阳性表达，但表
达数量较少，强度较 ＳＡＰ组弱（图 ３）。图像分析
结果及血中 ＮＯ浓度变化显示：Ｔ组的 ｉＮＯＳｍＲＮＡ
表 达 和 血 中 ＮＯ 浓 度 比 ＳＡＰ 组 明 显 降 低
（Ｐ＜０．０１），Ｔ组的 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达高于 Ｃ组，但
血 ＮＯ浓 度 与 Ｃ组 无 明 显 差 别 （Ｐ＞０．０５）
（表２）。
２．５　１２５Ｉ清蛋白累积指数和血 ＬＰＳ浓度的变化

ＳＡＰ组和 Ｔ组的 １２５Ｉ清蛋白累积指数及 ＳＡＰ
组的 ＬＰＳ明显高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１），Ｔ组的１２５Ｉ清
蛋白累积指数和 ＬＰＳ均低于 ＳＡＰ组，尤以 ＬＰＳ为
著（Ｐ＜０．０１）（表 ３）。

图 １　Ｃ组胰腺无 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达
（×４００）

图２　ＳＡＰ组胰腺ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达增强
（×４００）

图３　Ｔ组胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达较弱
（×４００）

０５８
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表２　３组动物胰腺ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达与血中ＮＯ浓度的变化
（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｉＮＯＳ ＮＯ（μｍｏＬ／Ｌ）

ＳＡＰ １５ ２８．１１±１．０１１） １４４．９９±３２．２９１）

Ｔ １５ ２１．４１±１．５４２） ８７．５１±２２．１３２）

Ｃ １５ 无表达 ８４．５８±２３．４４

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与ＳＡＰ组比较Ｐ＜０．０１

表３　３组动物累积指数和血中ＬＰＳ浓度变化（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 累积指数 ＬＰＳ（Ｅｕ／Ｌ）

ＳＡＰ １５ ５．４９±０．８２１） １９８．１１±４２．３４１）

Ｔ １５ ５．０７±１．４８１） １０６．５３±２１．１８２）

Ｃ １５ ３．５０±０．６７３） ８７．６７±２２．４０

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与ＳＡＰ组比较Ｐ＜０．０１；３）与

Ｔ组比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

本研究发现，与对照组相比，ＳＡＰ时肠绒毛水
肿明显，部分绒毛脱落、缺损，血中 ＬＰＳ水平明显
升高，１２５Ｉ清蛋白累积指数显著增加，从形态和功
能两方面证明 ＳＡＰ时肠黏膜屏障功能损伤，肠壁
通透性增加。

ＳＡＰ发生肠壁通透性增高的原因，一方面此
时胰腺病理损害引起有效循环血量不足，肠道处

于缺血缺氧状态，同时 ＳＡＰ过度激活肠道局部释
放血小板活化因子等均可损伤肠黏膜屏障功能
［８］；另一方面，重要的原因之一还与 ＳＡＰ时胰腺
ｉＮＯＳｍＲＮＡ过度表达，导致血中 ＮＯ明显升高有
关。ＮＯＳ是合成 ＮＯ的关键酶，正常情况下 ｉＮＯＳ
基因不表达，只有在内、外毒素和某些细胞因子

如肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）等刺激下才能进行转录和
翻译，主要是生成大量 ＮＯ［９］。ＳＡＰ早期，适量 ＮＯ
通过舒血管效应可使肠道血流量增加，改变微血

管通透性，减少白细胞渗出对肠组织的损伤，此

时 ＮＯ对肠损伤具有保护作用。但 ＳＡＰ时，由于
高水平和长时间 ｉＮＯＳ的诱导生成过量 ＮＯ，则会
加重 ＳＡＰ早期休克和肠组织缺血缺氧；底物 Ｌ精
氨酸耗竭后，ｉＮＯＳ还可还原 Ｏ２生成 Ｏ２ 和 Ｈ２Ｏ２，
两者均加强氧自由基的毒性作用，进一步加重对

肠黏膜的损伤［３，１０］。

本实验研究显示，与 ＳＡＰ组相比，Ｔ组动物在
丹参治疗后胰腺 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达明显下调，胰腺
炎症明显减轻，血中 ＡＭＬ，ＮＯ，ＬＰＳ浓度均显著下
降，１２５Ｉ清蛋白累积指数有所下降，且回肠病理
损害减轻，肠壁通透性降低。此结果提示，丹参

对 ＳＡＰ及其肠道损伤有一定的治疗作用。其机
制之一可能是通过抑制 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的过度表达，
减少 ＮＯ的大量生成，从而发挥其保护作用。此
外，改善微循环也可减轻 ＡＰ的炎症［１１］，这也可

能是丹参的另一种保护机制之一。
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