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丹参对重症急性胰腺炎大鼠诱导型一氧化氮合成酶
mRNA的表达与器官损伤的影响

张 莹1 石承先1 李玉祥2 黄 平3

摘要 目的 探讨重症急性胰腺炎(SAP)大鼠诱导型一氧化氮合成酶(iNos)mRNA的表达与器官损

伤的关系和丹参对其影响。方法 wistar大鼠随机分为3组，模型组和丹参组均以5％牛磺胆酸钠经胰管

内逆行注射复制SAP模型，丹参组则在制模后立即肌肉注射丹参注射液(每天2 m1／kg)，每6 h 1次，共给药

4次；对照组仅行假手术，模型组和对照组同期给予等体积生理盐水。各组大鼠在术后24 h测定血淀粉酶

(AMY)、一氧化氮(NO)和腹水量，用原位杂交法和图像分析检测胰、肺、肾iNOS mRNA的表达强度，并观

察其病理变化。结果 血浆中AMY、NO和腹水量，模型组显著高于丹参组及对照组(P<0．05或P<

0．01)。iNOS mRNA在胰、肺、肾中的表达：模型组、丹参组均增高，模型组显著高于丹参组(P<0．01)。胰、

肺、肾病理改变丹参组较模型组减轻。结论 SAP时胰、肺、肾组织的iNOS mRNA高表达导致NO过度生

成并参与胰腺及胰外器官损伤。丹参早期治疗能抑制胰、肺、肾组织的iNOS mRNA的过度表达，对胰腺、肺

及肾起保护作用。
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Abstract objective To investigate the relationship between mRNA expression of inducible nitric oxide

synthase(iNOS)and organ injury，and the effect of Salviae Miltiorrhizae on iNOS mRNA in severe acute pan—

creas(SAP) rats．Methods Forty—five Wistar rats were randomly divided into 3 groups， the model group

(MG)，the Salviae Miltiorrhizae group(SMG)，and the control group(CG)，with 15 rats in each group．Rats

in MG and SMG were established to SAP model by intraductalinjection with 5％sodium taurocholate in a dose

of 1．0 ml／kg，while rats in a3 were merely performed sham—operation． Immediately after modeling，rats in

SMG were injected with Salviae Miltiorrhizae injection(SMI)2 ml／kg every 6 h for 4 times in total，but to rats

in other two groups same volume of normal saline were administered．The level of serum amylase(AMY) ，ni—

tric oxide(NO)and the volume of ascites of rats were determined 24h after modeling，and intensity of iNOS

mRNA expression in pancreas，lung and kidney were detected in the same time using in situ hybridization and

image analysis．The pathologic change was observed as weU．Results The volume of ascites and serum levels of

AMY and NO in MG were significantly higher then those in SMG and CG(P<0．05 and P<0．01)．The ex—

pression of iNOS mRNA in pancreas，lung and kidney increased in MG and SMG，it was significantly higher in

MG than that in SMG．And the pathological change of pancreas，1ung and kidney in SMG was milder than that

in MG．Conclusions 0ver-expression of iNOS mRNA could cause excessive synthesis of No，and lead to inj ury

of pancreas，lung and kidney in SAP．Salviae Miltiorrhizae in early stage of the disease can inhibit the over—ex—

pressjon of iNOS mRNA to ameliorate the inj ury of the pancreas，lung and kidney．
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重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis，SAP)

起病急，变化快，病情凶险，常并发多器官衰竭(multi—

ple organ failure，MOF)，MOF是SAP恶化发展的结

果。我们的研究表明，胰管压力对胰腺血流量的作用

作为重要因素之一，可以影响SAP发生与发展u’2】。

另有研究表明，微循环障碍在SAP发生与发展中起重

要作用¨“。一氧化氮(nitric oxide，NO)是调节血液循

环的重要介质。近年研究表明，N0在急性胰腺炎的

发病过程中起着重要的作用b1。但是，SAP时胰、肺、

肾组织中诱导型一氧化氮合成酶(inducible nitric oxide

synthase，iNOS)mRNA的表达如何，与血中NO水平

及这些器官病理改变的关系尚不清楚。丹参作为调节

血液循环的药物，对上述环节是否有影响，也值得

探讨。

材料与方法

1 药品、试剂和主要仪器丹参注射液(10 ml／

支，每毫升含生药1 mg)购自四川五粮液集团宜宾制

药厂。牛磺胆酸钠购自Sigma公司，配制成5％牛磺

胆酸钠溶液。iNoS mRNA原位杂交试剂盒、DAB显

色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。NO试

剂盒购自南京建成生物工程研究所。a淀粉酶试剂盒

购自上海科华一东菱诊断用品有限公司。丫计数器为

DBC公司产品。721型分光光度计为山东高密实验仪

器厂产品。

2 动物、分组和模型制备 动物：45只健康

wistar大鼠(遵义医学院动物饲养中心提供)，体重

220～280 g，雌雄不限。随机分成3组，模型组、丹参

组和对照组，每组15只。SAP模型制备：各组动物术

前禁食12 h，禁水4 h，1％戊巴比妥钠25 mg／kg腹腔

内注射麻醉，按外科无菌要求手术，采用上腹壁正中切

口入腹。模型组、丹参组动物用一小动脉夹夹闭胆管

近肝门端，4．5号针头经肠壁从十二指肠乳头刺入胰

胆管约0．8 cm，以0．2 ml／min的速度向胰胆管内逆行

推注5％牛磺胆酸钠溶液1．0 ml／kg，注毕压迫5 min，

见胰腺出血坏死后去除小动脉夹关腹。对照组仅开腹

并轻轻触动十二指肠后关腹。丹参组关腹时腹股沟肌

肉注射丹参注射液(每天2 ml／kg)，以后按上述剂量

每6 h肌肉注射1次，共给药4次。模型组、对照组肌

肉注射等体积生理盐水。3组动物均分笼饲养，自由

进水。制模至24 h，在1％戊巴比妥钠15 mg／kg腹腔

内注射麻醉下经颈动脉插管采血并处死动物，取胰、

肺、肾组织备检。

3观察指标和方法

3．1 血浆NO和血淀粉酶(AMY)测定 采血样

1 ml，加少许肝素混匀，2500 r／min离心15 min，取血

浆一20℃保存批量测定。NO检测按试剂盒说明书操

作。AMY检测用全自动生化分析仪按试剂盒说明书

操作。

3．2病理观察取胰、肺、肾组织标本(1 cm×

0．5 cm×0．5 cm)固定于4％多聚甲醛溶液中(含

0．1％DEPC)，常规脱水，石蜡包埋。切片做HE染色

和原位杂交。

3．3 iNoS mRNA原位杂交 杂交过程按试剂

盒说明操作，以细胞胞浆中出现棕黄色颗粒为判断

iNOS mRNA阳性表达。

4 图像分析和半定量分析 应用Biomias99图

像分析系统(四川大学图像图形研究所提供)，在10×

20倍视野下，每张切片取50％组织测定积分光密度

(IOD)以此表示阳性颗粒相对含量。

5 统计学方法3组间比较用方差分析，两组间

比较采用f检验。

结 果

1 动物造模情况所有动物均在术后0．5～1 h

清醒，模型组大鼠表现萎靡，对外界刺激反应迟钝，进

食饮水差，畏寒，肌力弱，在制模后20～24 h死亡6只

(40％)；丹参组大鼠清醒，对外界刺激反应较敏捷，进

食饮水尚可，肌力较强，在制模后20～24 h死亡3只

(20％)；对照组大鼠一般状况良好，神志清，活动敏捷，

肌力基本正常，无死亡。

2 病理观察

2．1 肉眼观察结果在濒死时取大鼠血和胰、

肺、肾组织标本。模型组大鼠开腹见淡红色或淡黄色

腹水，量多，胃肠胀气明显；胰腺大片出血坏死，呈暗红

色，表面及周围腹膜、系膜见皂化斑；肺表面高度充血，

可见点状出血，胸腔内少量积液，呈血性；肾体积增大，

皮质明显增厚。丹参组大鼠见中少量腹水，呈淡红色

或淡黄色，胃肠胀气较模型组轻；胰腺见片状出血坏

死，呈暗红色，表面及周围腹膜、系膜可见皂化斑；肺表

面充血明显，无胸腔积液；。肾皮质增厚。对照组大鼠无

腹水，腹内器官及肺、肾未见异常改变。

2．2光镜观察结果 (1)胰腺：模型组大鼠胰腺

小叶间质水肿明显，叶间隔及小叶问隔弥漫性增宽，部
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分小叶轮廓不清，大片状出血和变性坏死，毛细血管高

度扩张，血管周围、小叶间有大量粒细胞浸润，按

Schimdt胰腺组织病理评分怕。为(12．05±1．28)分。丹

参组大鼠胰腺的病理改变较模型组轻，主要表现在胰

腺为片状出血，粒细胞浸润少，脂肪坏死较轻，病理评

分为(10．45±1．42)分(与模型组比较，P<0．05)。对

照组大鼠胰腺结构完整未见异常。(2)肺脏：模型组大

鼠部分肺泡腔内有出血，少量渗出，肺泡大小不一，肺

泡壁明显增厚，毛细血管高度充血，有炎症细胞浸润，

支气管壁水肿，管腔内有渗出物；丹参组大鼠仅有肺泡

壁轻度增厚，间质毛细血管扩张、充血，少量炎症细胞

浸润，以中性粒细胞为主，支气管壁轻度水肿；对照组

大鼠肺脏结构完整未见异常。(3)肾脏：模型组大鼠肾

小球体积增大，毛细血管扩张，少数肾小囊内可见红细

胞渗出，近曲小管上皮细胞胞浆疏松，管腔纹状缘消

失；髓质内问质血管扩张、出血，少量炎细胞浸润；丹参

组大鼠仅有肾皮质增厚，多数肾小球体积增大，毛细血

管扩张，肾小管上皮细胞水肿，肾问质扩张、充血，有少

量炎细胞浸润。对照组大鼠肾脏结构完整未见异常。

3 3组大鼠血浆NO、AMY和腹水变化 见表

1。模型组、丹参组大鼠血浆No、AMY和腹水均显著

高于对照组(P<0．01)，丹参组NO、AMY和腹水明显

低于模型组(P<0．05或P<0．01)。

表1 3组大鼠血浆N0、AMY和腹水量

测定结果比较 (孟±s)

注：与模型组比较，+P<O．05，”P<0．01；与对照组比较，6P<

O．01

4 3组大鼠胰、肺、肾中iNOSmRNA的表达

见表2。对照组大鼠胰腺偶见iNOS mRNA的表达，

注：a为模型组'b为丹参组

图1 胰腺组织iNOS mRNA的表达(×400)

注：a为模型组，b为丹参组

图2 肺脏组织iNOS mRNA的表达(×400)

注：a为模型组．b为丹参组

图3 肾脏组织iNOS mRNA的表达(×400)
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肺、肾未见表达。模型组、丹参组大鼠胰、肺、肾均

见iNOS mRNA于胞浆中表达(见图1—3)，丹参组显

著低于模型组(P<0．01)。

表2 3组大鼠胰腺、肺、。肾中iNOS mRNA表达

(IOD，孑±s)

注：与模型组比较，“P<O．01

讨 论

牛磺胆酸钠是致炎性最强的胆汁成分，可使胰腺

小胰管和胰腺腺泡细胞膜损伤。本实验采用胰管内逆

行注入5％牛磺胆酸钠诱发大鼠胆源性SAP，与临床

SAP相似。因此，目前认为此制模方式适合于了解

SAP的发病机理和评价SAP的药物效应。

1 SAP时胰、肺、肾iNOS mRNA的表达与器官

损伤的关系 NOS可分为结构型(cNOS)和诱导型(i—

NOS)，前者又可分为内皮细胞型(eNOS)和神经元型

(nNOS)。cNOS依赖于Ca2+和钙调蛋白(CaM)激活。

iNOS表达于多种细胞，通常在细菌脂多糖、干扰素、

IL一1、TNF等诱导下表达，其活性不依赖于Ca2+一

CaM，而且iNoS比cNOs存在时间长，可产生更多的

NO。NO是一种内皮依赖性舒血管物质，具有强烈的

血管舒张作用，No过度生成，导致低血压和低灌流，

并有自由基损伤作用¨。5川。本实验研究显示模型组

大鼠胰腺、肺、肾的iNos mRNA呈高表达状态，相应

的血液中NO水平明显升高，胰腺及肺、肾病理损伤也

较显著，大鼠死亡较多。丹参组大鼠的情况则相反。

提示在SAP时首先胰腺iNOS mRNA的高表达状态

迅速地诱发肺和肾的iNOS mRNA也呈高表达状态，

诱发瀑布反应，从而使血液中NO水平明显升高，由此

可能造成全身的低灌流状态，肺和肾病理损伤随之也

较明显，这可能是在SAP早期易诱发全身炎症反应综

合征(SIRS)，发生肺和。肾功能不全或衰竭的重要原因

之一。

2早期丹参干预的作用有实验表明丹参注射

液具有增加动物肠系膜微血管血流速度、抗凝和抗氧

化作用¨’9。。本实验发现使用丹参注射液的动物，胰、

肺、肾的iNOS mRNA表达均比模型组动物的表达明

显下调，血浆中NO水平亦显著降低，相应的3个器官

病理改变也减轻，动物死亡较少，提示丹参具有器官保

护效应。其作用机理可能是通过抑制SAP时iNOS

mRNA的过度表达，减少NO的生成，从而发挥其器

官保护效应的作用；另一方面也有可能是丹参具有抗

氧自由基的作用，拮抗NO的自由基损伤。本研究结

果提示SAP早期使用丹参干预能明显抑制胰、肺、肾

的iNOS mRNA表达，降低早期的SIRS，从而减轻组

织器官的损伤程度，对病变的转归起有益的保护作用。
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