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#在重症急性胰腺炎"
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#大鼠胰腺中的动态表达情况和组织病理改变的关

系!初步探讨
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在
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病理机制中的作用%方法
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组#和
,#O

组各
$;

只%

%P

牛

磺胆酸钠逆行胆胰管注射制备
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模型%每组分别于术后
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$0A

检测各组腹水量$血清淀粉酶的水平!免疫组织化学染色及

蛋白印迹法检测胰腺组织
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的表达水平%结果
!

,#O

组血清淀粉酶较
,A@(

组明显升高"
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组的水肿$炎症

浸润$出血$坏死情况及
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评分较
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组严重"
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组大鼠各时间点的胰腺组织
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的阳性表达水平较
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组明显增加"
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#%结论
!

cUaY

与
,#O

的病理改变密切相关!可能是胰腺出血坏死的重要机制之一%

关键词#重症急性胰腺炎&血管内皮生长因子&大鼠

234

!

$'156/6

"

7

148891$/&$:;5.;10'$010;1'0'

文献标识码#

#

文章编号#

$/&$:;5.;

"

0'$0

#

0;:06%$:'5

!"#'(

3

*(-(/+*/#)-SERV#$

%

&#''()*(*0"#'#4#&#+/.0#

%

+*/&#+0(0('

"

-)P)$

$

#

-),K)$

%

0

#

"#$

%

F'$

%

5

$

$9F*

@

#;<G*$<'

A

+,G#$N$#<'G

=

#

35*$

%

0,/*0)1#23'22*

%

*

#

35*$

%

0,

#

.)15,#$/$'';5

#

35)$#

&

09F*

@

#;<G*$<'

A

T*$*;#2.,;

%

*;

=

#

35*$

%

0,/*0)1#23'22*

%

*+'?

@

)<#2

#

35*$

%

0,

#

.)15,#$/$'%''

#

35)$#

&

59F*

@

#;<G*$<'

A

T*$*;#2.,;

%

*;

=

#

/)#$

=

#$

%

1*$<;#2+'?

@

)<#2

#

/)#$

=

#$

%

#

.)15,#$/0$'''

#

35)$#

%

28'0&+/0

!

98

:

#/0(4#

!

"349<=8>4

?

@>=>A==B

C

D=884393EcUaY498=<=D=@GF>=

C

@9GD=@>4>48

$

,#O

%#

J=

C

D=H4(49@D4H

M

248GF88>A=

=EE=G>3EcUaY49,#O11#0"),'

!

"A4D>

M

:84BE=(@H=,RD@>8J=D=D@923(H

M

24<42=249>38A@(:3

C

=D@>=2

?

D3F

C

$

,A@(

?

D3F

C

&

$f$;

%

@928=<=D=@GF>=

C

@9GD=@>4>48(32=H

?

D3F

C

$

,#O

?

D3F

C

&

$f$;

%

1,#OJ@8492FG=2L

M

D=>D3

?

D@2=49

7

=G>4393E%P8324F(>@FD3GA3H@>=

49>A=

C

@9GD=@>4G3L4H4@D

M

2FG>1"A=8=DF(

#

@8G4>=8@92

C

@9GD=@>4G>488F=3E=@GA

?

D3F

C

J=D=2=>=G>=2@>5A

#

/A

#

$0A@E>=D>A=3

C

=D@:

>4391"A=8=<=D4>

M

3E

C

@9GD=@>4>48J@8@88=88=2@GG3D249

?

>3A48>3H3

?

4G@H8G3D49

?

1"A==B

C

D=884393EcUaY49>A=

C

@9GD=@>4G>488F=8

J@83L8=D<=2L

M

_=8>=D9QH3>

#

4((F93A48>3GA=(48>D

M

(=>A321;#'.50'

!

#>=@GA3E>A=>4(=

C

349>8E3D(=@8FD=(=9>

#

L3>A>A=8=DF(

#(

M

H@8=@92>A=8G3D=83E

C

@9GD=@>4G>488F=49

7

FD

M

J=D=84

?

94E4G@9>H

M

A4

?

A=D49,#O

?

D3F

C

>A@9>A=(3E8A@(

?

D3F

C

$

!

$

'1'$

%

1

-3(

C

@D=2J4>A>A=8A@(

?

D3F

C

#

>A==B

C

D=8843983EcUaY49>A=

C

@9GD=@>4G>488F=83E,#O

?

D3F

C

J=D=84

?

94E4G@9>H

M

F

C

:D=

?

FH@>=2E3H:

H3J49

?

>A=3

C

=D@>439

$

!

$

'1'$

%

1<)*/5.'()*

!

"A==B

C

D=884393EcUaY(@

MC

H@

M

@94(

C

3D>@9>D3H=49>A=

C

@>A3H3

?

4G@HGA@9

?

=@92

49<3H<=49A=(3DDA@

?

=@929=GD384849,#O1

=#

>

?)&,'

!

8=<=D=@GF>=

C

@9GD=@>4>48

&

cUaY

&

D@>8

!!

重症急性胰腺炎$
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%是一种

常见的临床急腹症#病情凶险#病死率高#目前其发病机制仍不

十分清楚'

$:0

(

)血管内皮生长因子$

cUaY

%不仅参与肿瘤*损

伤中新生血管的形成#而且参与血管渗透性的改变'

5:.

(

)在

,#O

早期#由于炎性介质大量产生#引起的微循环$微静脉或

毛细血管%的通透性增加#血管内血浆*蛋白及血细胞等渗透至

组织间隙或体腔中#引起胰腺组织的出血水肿甚或腹水等'

%:/

(

)

本实验通过牛磺胆酸钠诱导大鼠
,#O

模型#通过观察
,#O

时

cUaY

的表达水平#探讨
cUaY

在
,#O

的发病机制中的作用#

以期为
,#O

的诊治提供新思路)
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材料与方法
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实验动物与主要试剂
!

普通级
,R

雌性大鼠#鼠龄
5

!

.

个月#体质量
$;'

!

0%'

?

#平均
00'

?

#由四川省医学科学院实

验动物研究所提供#动物合格证号!

,-hd

$川%

0''6:$'

)牛磺

胆酸钠
0%

?

购自美国
,4

?

(@

公司#分析纯)溶于蒸馏水配成

质量浓度为
%P

牛磺胆酸钠水溶液)

cUaY

多克隆抗体购自

美国
#LG@(

公司)

@1A

!

实验方法

@1A1@

!

分组与动物模型的制备
!

,R

大鼠
5/

只#称质量编号

后查随机数字表随机分为假手术对照组$

,A@(

组%*重症急性

胰腺炎模型组$

,#O

组%*各组按照
5

*

/

*

$0A

分为
5

个亚组#每

组
/

只)清洁级实验室饲养)

,#O

组!

,R

大鼠实验前禁食
$0

A

#自由饮水#室温
00

!

0.S

#

.P

水合氯醛
'1/(V

"

K

?

体质量

腹腔注射麻醉)

,#O

组动物常规备皮消毒铺巾#于无菌条件

下腹壁正中切口入腹#用尖端磨平的
$(V

小注射器针头经胰

胆管的十二指肠乳头开口处入胰胆管#同时分别在胰胆管穿刺

口及肝门部胆管处用两枚小动脉夹夹闭#加压逆行注入
%P

牛

磺胆酸钠$

'1$(V

"

$''

?

%#按照
'1$(V

"

(49

匀速推注并于
.

(49

内注完)推注完后维持
%(49

#确认大鼠胰腺组织出血*水

肿呈暗红色后去掉动脉夹#逐层关腹'

&

(

)

,A@(

组模拟造模手

术情况#开腹后不经胰胆管推注牛磺胆酸钠而仅翻动十二指肠

及胰腺组织后关腹)各组所有动物关腹后于大鼠肢体皮下注

射生理盐水$

0(V

"

$''

?

%#以补充术中丢失的液体)各组动物

手术后仍禁食#但可自由饮水)
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!

腹水量的检测
!

肉眼观察量多时采取先用注射器抽取

加棉签蘸后干湿差值进行计量)量少时采取棉签蘸后干湿差

值计量)
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血清的采集与检测
!

各组大鼠于造模后
5
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*

$0A

经

$%60

重庆医学
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年
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月第
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卷第
0;

期
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基金项目#四川省卫生厅科研基金资助项目$
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心脏抽取血标本
%(VT0UO

#后处死大鼠)血液标本于
.S

冰箱过夜静置后分离血清#分离后再次于
0'''D

"

(49

离心
;

(49

#血清置于
UO

管#

W0' S

保存)血清标本用
#F>3(@>4G

#9@H

M

N=D&/''

型全自动生化分析仪采用
a&:O*O

法检测
#(:

M

H@8=

含量#由绵阳市中心医院检验科检测)
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!

胰腺组织形态学检测
!

肉眼观察胰腺组织胰头胰尾及

肠系膜的变化)取新鲜胰腺组织#胰头胰尾各一块#修整后大

小约
$1'G(T$1'G(T'10G(

#置包埋盒于
.P

多聚甲醛固定

0.A

#石蜡包埋#

%

"

(

厚切片#

ZU

染色光镜观察组织形态学变

化并由
0

位病理医师进行
,GA(42>

'

5

(双盲法评分)
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!

免疫组化检测
!

采用免疫组织化学方法检测
cUaY

的原位表达水平)一抗工作浓度为
$j0''

#按照
U9<48439

二

步法免疫组织化学方法说明书严格操作)显微镜观察染色情

况!细胞质或细胞核染为棕黄色为阳性细胞)对每张切片任意

取
/

个高倍视野$

T.''

%#每视野选取
$''

细胞#根据胞浆或胞

核染色深浅分为
.

个等级$

'

!

5

%#记
/

个视野的平均值作为其

染色得分)

@1A1U

!

免疫印迹$

_=8>=D9LH3>

%检测
!

取保存于液氮中的胰

腺组织块
$''(

?

#剪碎#

)]O#

裂解液裂解后冰浴下玻璃匀浆

器中匀浆#

$0'''D

"

(49.S

离心
$%(49

#取上清液)

QD@2E3D2

法蛋白定量#每孔加样量
5'

"

?

#

&1%P,R,:O#aU

电泳&蛋白

转移至
OcRY

膜#

%PQ,#

的
"Q,"

液室温封闭
$A

#加入兔抗

大鼠
cUaY

$

$j$''

%和兔抗大鼠
+

:@G>49

抗体$

$j$'''

%#

.S

反应过夜&取膜#

"Q,"

液洗
%(49T5

次#加
Z)O

标记的羊抗

兔
]

?

a

二抗孵育&

U-V

显影#图像使用
"3>@HV@L

软件灰度扫

描#计算目的蛋白$

cUaY

%与内参蛋白
+

:@G>49

吸光度的比值)

以上实验重复
5

次#取平均值)

@1B

!

统计学处理
!

计量资料数据均采用
(b?

来表示)应用

,#,;1'

统计软件#采用线性回归模型对资料进行统计学处

理#所有检验水准均设定为
'1'%

)数据以
!=@9b,R

表示#组

间差异使用方差分析#两两比较采用
,>F2=9>:*=J(@9:d=JH8

法#以
!

$

'1'%

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A1@

!

腹水量测定
!

,#O

组腹水量明显高于
,A@(

组#以
$0A

为著)

,#O

组和
,A@(

组腹水量比较差异有统计学意义$

!

$

'1'$

%)

表
$

!!

各组不同时间点腹水量&

(b?

$

(V

$

$f/

'

组别
5A /A $0A

,A@(

组
$155b$10' $150b$1$; $150b$1$;

,#O

组
51&0b'16.

#

%1&5b$1%'

#

&1&'b515/

#

!!

#

!

!

$

'1'$

#与
,A@(

组比较)

A1A

!

血清淀粉酶检测结果
!

,#O

组与
,A@(

组血清淀粉酶比

较差异有统计学意义$

!

$

'1'%

%)在各时点观察中#两组变化

趋势不尽相同#

,#O

组在
/A

时升高#且与
5A

比较差异有统

计学意义$

!f'1''6.

%#但在
$0A

时与
5A

比较差异无统计学

意义$

!f'1&.0$

%)

#(

M

H@8=

在
,A@(

组
/A

略升高#而
/A

*

$0A

与
5A

时比较差异均无统计学意义$

!

%

'1'%

%#见表
0

)

表
0

!!

各组不同时间点血清淀粉酶
H

?

含量&

(b?

$

$f/

'

组别
5A /A $0A

,A@(

组
51$'b'1$' 51$$b'1$' 51$0b'10$

,#O

组
51%&b'15'

#

51;6b'10$

#

51/$b'105

!!

#

!

!

$

'1'%

#与
,A@(

组比较)

A1B

!

形态学改变

A1B1@

!

肉眼改变
!

,A@(

组!大鼠腹腔见少许渗出#肠系膜无

皂化斑#胰腺仅见轻微水肿*充血#胰头胰尾基本正常#无出血

及坏死性改变)

,#O

组!腹腔大量血性腹水#各时间段胰腺质

地稍硬#胰头明显充血水肿*出血*颜色呈暗红色改变#胰尾明

显充血)胰腺及肠系膜可见皂化斑$彩插
%

图
$

%)

A1B1A

!

ZU

染色
!

,A@(

组!光镜下胰腺组织结构清晰#形态

正常#无出血和坏死#仅见轻微充血水肿$彩插
%

图
0

%)胰腺

小叶间隔清晰*结构完整*间质清晰可见#偶可见个别炎性细胞

浸润#胰腺腺泡细胞完整#胰岛清晰可见)

,#O

组!

5A

组胰腺

腺体结构紊乱#腺小叶结构不清晰#小叶间隔明显增大#腺泡细

胞明显水肿伴有局灶性坏死和大量炎细胞浸润)

/A

组腺体

实质内可见大片凝固性坏死伴有出血#有的腺小叶或腺泡细胞

轮廓可见$彩插
%

图
0

%)坏死灶及周围大量中性粒细胞*单核

细胞浸润)

$0A

组见胰腺小叶大片*弥漫性的凝固性坏死及

大量炎细胞浸润#坏死灶内有灶状出血*血管壁毁损*小叶和腺

泡细胞轮廓模糊不清#部分腺小叶呈现孤岛效应)胰腺病理评

分$表
5

#彩插
%

图
0

%#

,A@(

组与
,#O

组相比差异均有统计学

意义$

!

$

'1'$

%)

表
5

!!

各组不同时间点胰腺组织
,GA4(4>

评分&

(b?

$

$f/

'

组别
5A /A $0A

,A@(

组
$1.0b01$0 $1.5b0150 $1.5b01.&

,#O

组
$01%&b01;/

#

$51;6b010$

#

$.1/$b$105

#

!!

#

!

!

$

'1'$

#与
,A@(

组比较)

A1B1B

!

cUaY

蛋白表达及定位
!

cUaY

表达的阳性部位在胰

腺腺泡细胞胞浆和胞核中#以胞浆为著#也表达于炎细胞)

,A@(

组无
cUaY

的表达或弱阳性表达于胞浆#

,#O

组腺泡细

胞阳性表达与
,A@(

组相比明显增多$

!

$

'1'$

%#见表
.

)

,A@(

组!光镜下可见
cUaY

少数腺泡细胞胞浆中呈淡黄色弱

阳性表达#细胞核内基本不表达#胰岛细胞表达明显#各个时间

点变化不明显$彩插
%

图
5

%)

,#O

组!

cUaY

蛋白在胰腺腺泡

细胞及炎细胞呈阳性表达#坏死灶也呈片状表达)阳性表达主

要定位于胞浆中#部分胞核中也呈强阳性反应$彩插
%

图
5

%)

_=8>=D9LH3>

检测#

,A@(

组
cUaY

蛋白条带显色浅淡#而
,#O

组各时间点
cUaY

相对吸光度值则明显增高$

!

$

'1'$

%#见表

%

)

表
.

!!

各组胰腺组织
cUaY

免疫组化检测&

(b?

$

$f/

'

组别
5A /A $0A

,A@(

组
0$1;b/1/ 0615b&1$ 5&1/b$'10

,#O

组
00'15b.610

#

0$.15b%$15

#

0%/1&b/'1;

#

!!

#

!

!

$

'1'$

#与
,A@(

组比较)

表
%

!!

各组胰腺组织
cUaY_=8>=D9LH3>

检测相对

!!!

吸光度值&

(b?

$

$f/

'

组别
5A /A $0A

,A@(

组
'1';b'1''/ '1'&b'1''% '1'%b'1''5

,#O

组
'1.&b'1$5

#

'1%$b'100

#

'1/5b'10/

#

!!

#

!

!

$

'1'$

#与
,A@(

组比较)

B

!

讨
!!

论

血管反应是炎症发生*发展的核心环节#微循环障碍学说

在
,#O

的发病机制已得到广泛共识'

;:$$

(

)

,#O

时由于炎性介

质的大量产生导致微循环通透性增加*屏障功能下降#血管通

透性增加可导致局部渗血及血液瘀滞等病理改变#引起组织水

0%60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



肿*胰腺组织出血及炎性细胞的浸润)

cUaY

基因的表达受缺

血缺氧*多种细胞因子*类固醇激素*瘤基因*抑瘤基因产物及

一些小分子物质等因素的调控#

cUaY

能促使组织形成新生血

管#提高血管通透性#在已知的微血管高渗透性诱导物中作用

最强#是组织胺的
%''''

倍'

$0:$.

(

)一般认为#当
cUaY

在局部

组织分泌时#

cUaY

与相应受体结合后#通过多条信号通路的

传递#可增加内皮细胞的移动*新生血管的形成以及促进内皮

细胞周围的周细胞*内皮细胞分泌基质金属蛋白酶等#结果导

致血管内液体及蛋白外渗至组织中#引起血压降低*组织低灌

注'

$%:$/

(

)

本实验中
,#O

组大鼠各时点血清淀粉酶的含量均明显高

于假手术组#并随时间递增而升高趋势#这与
,#O

发展过程中

胰腺组织病理损伤程度变化相一致#因此#血清淀粉酶水平可

在一定程度上反映胰腺组织病理损伤程度)此外#

,#O

组腹

水量较正常组明显增加#且随观测时间的延长而增多#提示

,#O

早期即存在微循环通透性增加#并随时间延长有加重趋

势)另据文献报道#细胞内的渗透压改变*胰腺间质水肿*淋巴

回流受阻*组织静水压增高等因素可能也参与了胰腺微循环障

碍的发生过程'

$&

(

)本实验免疫组织化学染色结果显示#

cUaY

蛋白在正常组胰腺组织很少表达#且在各时点的表达变化不

大#而在
,#O

组腺泡细胞*炎性细胞等的胞浆及胞核内广泛表

达#且在
,#O

早期即有升高#提示
cUaY

可能作为
,#O

发生

的始动性因素之一#参与了胰腺微循环血管通透性改变*胰腺

出血坏死等胰腺炎症病理性损伤过程)因此#作者推测阻抑

cUaY

基因或抑制其下游产物表达有可能成为一种新的干预

,#O

的有效治疗手段)
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