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目的
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探讨外源性瘦素对重症急性胰腺炎"
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#大鼠肝损伤的作用机制$方法
!

将
'%

只雄性
7̂

大鼠随机分为假

手术组%

7;2

组%瘦素干预组$采用逆行胰胆管注射
'&MU

牛黄胆酸钠制作
7;2

大鼠模型$瘦素干预组大鼠腹腔内注入瘦素
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#

@
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$在术后
$1B

处死各组大鼠!取胰腺%肝脏组织进行
V8

染色%检测肝脏组织核因子
.
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P

"

Ỳ.

*

P

#!采用细胞凋亡原位缺口末

端标记法"

:kY83

#测定肝脏组织的细胞凋亡指数!检测丙氨酸氨基转移酶"

;3:

#%天门冬酸氨基转移酶"

;7:

#及淀粉酶"

;Kd

#

水平$结果
!

与假手术组比较!

7;2

组和瘦素干预组大鼠肝脏组织病理评分均明显增加"

B

$

%&%M

#&与
7;2

组比较!瘦素干预组

大鼠肝脏组织病理评分降低"

B

$

%&%M

#&肝脏组织
Ỳ.
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表达在
7;2

组和瘦素干预组较假手术组明显增加"
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%&%$

#!与
7;2

组比较!瘦素干预组大鼠
Ỳ.
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P

表达下降"

B
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%&%M

#$肝细胞凋亡指数
7;2

组%瘦素干预组大鼠均较假手术组明显增高"

B

$

%&%M

#!而瘦素干预组较
7;2

组降低"

B

$

%&%M
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7;2

组和瘦素干预组大鼠
;3:

%

;7:

%

;Kd

水平较假手术组显著增高"
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%&%M

#!而瘦素干预组较
7;2

组降低"

B

$

%&%M

#$结论
!

外源性瘦素可能通过降低肝脏组织
Ỳ.

*

P

的表达而降低肝细胞的凋亡

指数起到保护
7;2

并发的肝损害作用$
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肝脏是重症急性胰腺炎$
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&并

发损害的首要胰外器官#尽管在
7;2

时由于肝功能受损后所

进一步导致的肝功能衰竭发生率只有
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#但是一旦发生了

肝功能衰竭将严重影响患者的预后#并可能进一步增加疾病的

病死率*

7;2

并发肝功能损害的机制众多#包括解剖关系)炎

症介质损害)循环障碍)肝细胞凋亡等*瘦素由肥胖基因所表

达#瘦素与肿瘤坏死因子
&
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:Ỳ.
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&)白细胞介素
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N3.)

&被认

为是由脂肪组织所产生的免疫相关信号'
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*有实验发现#在
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并发的肺损伤中#给予外源性的瘦素可降低肺组织中核

因子
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&的表达水平*本试验

探讨外源性瘦素对
7;2

并发的肝损伤组织中
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的活化

影响#以及对肝细胞凋亡情况的影响*
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的粉剂&#兔抗大鼠的
Ỳ.

*

P2M)

单抗由
P#J"6C!

公司提

供#细胞凋亡检测试剂盒购自罗氏公司*主要实验仪器包括!

光学显微镜$
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&#全自动生化分析仪$
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&#高速离心

机$
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&#光学摄像系统$
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&#酶标仪
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方法
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将
'%

只雄性
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大鼠随机分为假手术)

7;2

)瘦素

干预
'

组#每组
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只*
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组)瘦素干预组采用逆行胰胆管注

射法将
'&MU

的牛黄胆酸钠注入胰胆管中#制作
7;2

大鼠模

型#假手术组开腹翻动胰腺周围肠道组织%关腹后将
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#

@

"

W

@

剂量的瘦素注入瘦素干预组大鼠腹腔#而假手术组和
7;2

组

大鼠注入相同剂量的生理盐水*术后各组大鼠禁食#自由饮

水#

$1B

后剖杀各组大鼠#取胰腺组织进行
V8

染色#判断模型

制作成功与否#肝脏组织
V8

染色后进行光镜下病理评分#免

疫组化
2Z

法检测肝脏组织
Ỳ.

*
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的表达情况#每张切片在

0%[$%

倍数光镜下#随机选取
$%

个肝组织视野#用
#
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图

像分析软件分析阳性面积和阳性区域平均灰度值#以阳性单位

$
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#
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&值的大小代表着阳性细胞表达的高低*采

用原位缺口末端标记法$
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&检测肝脏细胞凋亡情况#以

凋亡指数$
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&表示#
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检测计数方法为!分别

计数
M

个高倍镜下凋亡肝细胞总数和该
M

个高倍视野下的总

肝细胞数#全自动生化仪检测丙氨酸氨基转移酶$
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&)天门

冬酸氨基转移酶$

;7:

&)淀粉酶$
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&水平*以
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(所

提出的肝脏组织病理评分标准为指导进行病理评分*
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阳性面积"阳性区域平均灰度值
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值
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凋亡细胞数"总细胞数
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统计学处理
!

所有数据采用
7277$1&%

统计软件进行分

析#计量资料用
Lb@

表示#组间比较采用
:

检验#相关性分析

采用
2>A6+",

相关分析#检验水准
&

c%&%M

#以
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$
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为差异

有统计学意义*
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果
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组大鼠胰腺组织病理变化比较
!

假手术组大鼠胰腺组

织小叶结构完整#未见到坏死)出血)炎症细胞浸润等#组织间

无水肿*

7;2

组大鼠胰腺组织大片状坏死#结构消失#组织间

大量的炎症细胞及红细胞浸润#组织间隙明显增宽*瘦素干预

组大鼠胰腺组织间隙增宽#部分胰腺小叶坏死#结构紊乱#组织

间可见炎症细胞及红细胞#见图
$

*

E&E
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组大鼠肝脏组织病理变化及评分比较
!

假手术组大鼠

肝细胞排列整齐#肝细胞无水肿#细胞间隙无增宽#无细胞坏

死#组织间无炎症细胞及红细胞浸润*

7;2

组大鼠肝细胞水

肿明显#细胞排列紊乱#细胞间隙增宽#组织间)肝窦及汇管区

可见大量的炎症细胞及红细胞堆积#可见部分细胞出现嗜酸性

变#点片状的细胞坏死*瘦素干预组大鼠细胞轻度水肿#组织

间隙稍增宽#点状细胞坏死#少量细胞出现嗜酸性变#肝窦及汇

管区少量的炎症细胞及红细胞$图
1

&*假手术组)

7;2

组)瘦

素干预组病理评分分别为$

%&$Mb%&10

&)$

-&$0b$&M-
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$

1&/(b%&-/

&分#假手术组明显低于
7;2

组和瘦素干预组

$

B

$

%&%M

&#而瘦素干预组又明显低于
7;2

组$

B

$

%&%M
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E&F
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'

组大鼠
;Kd

)

;7:

及
;3:'

项检测结果比较
!

'

项

检测数据统计分析显示#

7;2

组和瘦素干预组检测值较假手

术组明显增高$

B

$

%&%M

&%而瘦素干预组其检测值明显低于

7;2

组$

B

$

%&%M

&#见表
$

*

E&G

!

'

组大鼠肝脏组织
Ỳ.

*

P

表达情况
!

假手术组大鼠肝脏

组织可见少量的
Ỳ.

*

P

表达#瘦素干预组)

7;2

组
Ỳ.

*

P

的

表达较假手术组明显增加$

B

$

%&%$

&%瘦素干预组
Ỳ.

*

P

的表

达明显低于
7;2

组$

B

$

%&%M

&*假手术组)

7;2

组)瘦素干预

组的
Ỳ.

*

P

表达分别为$

%&10b%&$/

&)$

%&0(b%&1M

&)

$

%&'Mb%&$/

&*免疫组化检测
'

组大鼠肝组织
Ỳ.

*

P

表达情

况#见图
'

*
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;

!假手术组%

P

!

7;2

组%

9

!瘦素干预组*

图
$

!!

'

组大鼠胰腺组织结构$

V8[1%%

'

!!

;

!假手术组%

P

!

7;2

组%

9

!瘦素干预组*

图
1
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'

组大鼠肝脏组织结构$

V8[0%%

'

E&K

!

:Yk83

法检测肝脏凋亡细胞
!

通过
:kY83

法检测可 见各组大鼠均有凋亡细胞#假手术组凋亡细胞数量极少*假手
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年
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术组)

7;2

组)瘦素干预组大鼠肝组织
;N

分别为
$)&11b

$&-0

)

')&$'b$&)-

)

1)&/Mb$&1%

#

7;2

组肝细胞
;N

明显高于

假手术组和瘦素干预组$

B

$

%&%$

&#瘦素干预组较假手术组
;N

明显增高$

B

$

%&%$

&*

:kY83

法检测
'

组大鼠肝脏凋亡细胞

的表达#见图
0

*

E&L

!

Ỳ.

*

P

表达与
:Ỳ.

&

及肝细胞
;N

的相关性分析
!

2>A6+",

相关分析显示#各组大鼠肝脏组织中
Ỳ.

*

P

的表达与

肝细胞的
;N

)血清
:Ỳ.

&

水平呈正相关$

9c%&/)/

)

%&(1)

#

B

$

%&%$

&%肝细胞的
;N

与血清
:Ỳ.

&

水平亦呈正相关$

9c

%&(01

#

B

$

%&%$

&*

表
$

!!

'

组大鼠血清
;Kd

(

;7:

及
;3:

水平

!!!

比较$

Lb@

%

k

&

3

'

组别
;Kd ;7: ;3:

假手术组
$%0(&%%bM)&1( '1&)-b1&M1 $'/&0'b$%&%'

7;2

组
')1(&'%b0$&($

A

/1&0$b$%&0)

A

M1M&'/b1'&)$

A

瘦素干预组
1)0'&)$b1)'&'M

AH

01&M/b'&(-

AH

'-(&1(b11&M/

AH

!!

A

!

B

$

%&%M

#与假手术组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与
7;2

组比较*

!!

;

!假手术组%

P

!

7;2

组%

9

!瘦素干预组*

图
'

!!

免疫组化检测
'

组大鼠肝组织
Ỳ.

*

P

表达情况$

[0%%

'

!!

;

!假手术组%

P

!

7;2

组%

9

!瘦素干预组*

图
0

!!

:kY83

法检测
'

组大鼠肝脏组织凋亡细胞的表达$

[0%%

'

F

!

讨
!!

论

急性胰腺炎是胰腺组织的无菌性炎症#分为轻)中)重

度'

0

(

*中)重度的急性胰腺炎常常并发多器官功能的损害#其

病死率高#并可能导致胰腺内外分泌功能障碍'

M

(

#使患者出现

继发性糖尿病及慢性脂肪泻等并发症*肝细胞的过度凋亡是

导致
7;2

时肝功能受损最直接的原因*

7;2

时众多因素导致

了肝细胞的凋亡#如
QD

F

EE>6

细胞衍生的
À+

配体$

À+3

&表达

增加'

)

(

#线粒体的功能状态'

-

(

#细胞内的钙离子超载#凋亡基因

的调控#氧化剂的诱导等均促使了肝细胞的凋亡发生*

:Ỳ.

&

也是一重要的细胞凋亡诱导因子#可通过线粒体和死亡受体途

径参与细胞凋亡的调控#

7;2

时由于
:Ỳ.

&

的过度表达#诱导

了肝脏细胞的凋亡和坏死#致使肝脏功能损害'

/

(

*

Ỳ.

*

P

是真核内普遍存在的一种核转录因子*

Ỳ.

*

P

的

活化与细胞的凋亡有着密切的联系#

Ỳ.

*

P

的活化可诱导感染

休克大鼠的肝细胞凋亡增加'

(

(

#导致肝脏功能进一步损害*在

缺血再灌注大鼠模型研究中发现#

Ỳ.

*

P

活性增加的同时促凋

亡基因
À+

"

À+3

的蛋白表达水平亦明显升高#肝细胞的凋亡

数量增加'

$%

(

*另有研究表明#

Ỳ.

*

P

和
9A+

F

A+>.'

在
7;2

肝

组织中的表达呈正相关#且与肝损伤程度一致'

$$

(

*由此说明

肝脏组织的
Ỳ.

*

P

活化可能通过上调凋亡相关基因
À+

"

À+3

及促进凋亡相关蛋白
9A+

F

A+>.'

的表达来促进肝细胞的凋亡#

7;2

并发肝损伤时可见肝组织内的
Ỳ.

*

P

大量活化#在
Ỳ.

*

P

活化的同时伴随着肝细胞凋亡数目的增多#随着
Ỳ.

*

P

的

继续活化致使炎症介质数量进一步增多#使肝组织损害加重*

在本实验中肝脏组织在
$1B

时#

7;2

组
Ỳ.

*

P

明显升高#同

时转氨酶及血清
:Ỳ.

&

升高#且
Ỳ.

*

P

的升高与
:Ỳ.

&

的升

高相关性分析结果提示二者之间存在正相关性#表明肝脏组织

Ỳ.

*

P

的活化导致了血清
:Ỳ.

&

水平的升高#进而导致肝脏

组织受损*另外在实验中发现在
72;

组中肝脏组织
Ỳ.

*

P

大量活化的同时伴随着肝细胞的
;N

的增加#且二者存在正相

关性*以上实验结果说明#

7;2

时肝脏组织
Ỳ.

*

P

的活化表

达促进了血清
:Ỳ.

&

的活化及肝细胞的凋亡#从而导致肝脏

组织损害的加重*

Ỳ.

*

P

可能是通过促进血清
:Ỳ.

&

的释

放#诱发了肝细胞的调亡途径而促进了肝细胞的调亡#导致了

7;2

时肝组织的损伤*

瘦素在
7;2

并发的多器官功能损害中的保护作用目前已

有了大量的研究'

$1

(

*在体外和体内实验研究中发现#瘦素可

促进中性粒细胞的活化并趋化单核细胞#诱导
N3.)

&

的产生#

促进单核细胞"巨噬细胞活化和吞噬作用#增强淋巴细胞增

殖'

$'.$0

(

*瘦素可以影响胃)胰腺组织的分泌功能#能保护胃黏

'-01
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年
)
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0M

卷第
$/
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膜免受有害物质的损伤#且对胰腺的炎症也有作用'

$M

(

*瘦素

可通过降低
7;2

时组织的炎症反应#改善组织血液循环等达

到对胰腺组织的保护作用'

$)

(

*在本研究中#给予外源性瘦素

干预后的大鼠肝脏组织
Ỳ.

*

P

水平明显较
7;2

组降低#同时

肝细胞的
;N

和血清
:Ỳ.

&

也有所下降#肝脏组织的病理评分

降低#表明肝脏组织的
Ỳ.

*

P

活化降低后肝脏组织的损伤明

显好转*外源性瘦素在
7;2

大鼠肝损伤模型中对肝脏组织中

Ỳ.

*

P

的活化有抑制作用#而
Ỳ.

*

P

的活化与
:Ỳ.

&

水平和

肝细胞的
;N

存在正相关性#本研究发现外源性瘦素可通过抑

制肝脏组织中
Ỳ.

*

P

的活化而减轻组织中的炎症介质的释

放#减轻肝细胞的凋亡而达到对
7;2

并发肝损伤的保护作用*

但是本实验研究仅仅对于外源性瘦素的作用做了初步的

研究#但瘦素抑制肝脏组织
Ỳ.

*

P

活化的具体机制尚未明确#

有待进一步进行相关研究*
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