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连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症
胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作用

刘倩１∗ꎬ鲁华１ꎬ郭更新１ꎬ刘静１ꎬ李娜２

(１. 邢台市人民医院肾内科ꎬ河北 邢台　 ０５４００１ꎻ ２. 邢台市人民医院产科ꎬ河北 邢台　 ０５４００１)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作

用ꎮ 方法　 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组:对照组、模型组、连续性血液透析滤过组、依那普利组及连续性血液透析滤

过联合依那普利组ꎬ除对照组外均采用牛黄胆酸钠诱导急性重症胰腺炎大鼠模型ꎬ连续性血液透析滤过组造模后

给予连续性血液透析滤过 １２ ｈꎻ依那普利组术前 ７ ｄ 灌胃 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的依那普利ꎬ每天 １ 次ꎻ连续性血液透析滤

过联合依那普利组作相应的联合处理ꎮ 采用 ＨＥ 染色观察大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织病理变化ꎬ检测血浆内毒素

(ＥＴ)、Ｄ￣乳酸(Ｄ￣ＬＣ)、血清淀粉酶(ＡＭＹ)、尿素氮(ＢＵＮ)和肌酐(Ｃｒ)水平ꎬＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 通透实验检测肠道通透

性ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测大鼠 α－血管平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、Ｅ 钙黏素(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)、高迁移率族蛋白 Ｂ１(ＨＭＧＢ１)
及闭合蛋白(ｏｃｃｌｕｄｉｎ)的表达ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利可有效减轻急性重症胰

腺炎大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织损伤ꎬ显著降低大鼠肠粘膜通透性、血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ、血浆 ＥＴ、Ｄ￣ＬＣ 水平、组织

α￣ＳＭＡ 及 ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ显著提高 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达ꎬ且作用效果优于单项处理ꎮ 结论　 连续性血液

透析滤过联合依那普利可明显改善急性重症胰腺炎所致的肾及肠组织损伤ꎬ有助于肾功能及肠功能的恢复ꎮ
【关键词】 　 连续性血液透析滤过ꎻ依那普利ꎻ急性重症胰腺炎ꎻ肾功能ꎻ肠功能

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０６￣０８０５￣０７

Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ａｎｄ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ

ＬＩＵ Ｑｉａｎ１∗ꎬ ＬＵ Ｈｕａ１ꎬ ＧＵＯ Ｇｅｎｇｘｉｎ１ꎬ ＬＩＵ Ｊｉｎｇ１ꎬ ＬＩ Ｎａ２

(１􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｎｇｔａｉ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉｎｇｔａｉ ０５４００１ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２􀆰 Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｘｉｎｇｔａｉ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉｎｇｔａｉ ０５４００１)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩＵ Ｑｉａｎ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｍａｏｚｏｕａ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ (ＣＨＤＦ) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｏｎ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ( ＳＡＰ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｓｉｘｔｙ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ: ＳＡＰ ｍｏｄｅｌꎬ ＣＨＤＦꎬ ｅｎａｌａｐｒｉｌꎬ ａｎｄ ＣＨＤＦ ＋
ｅｎａｌａｐｒｉｌ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＳＡＰ ｕｓｉｎｇ ｓｏｄｉｕｍ ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ. Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ＣＨＤＦ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ＣＨＤＦ ｆｏｒ １２ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｅｎａｌａｐｒｉｌ １０ ｍｇ / ｋｇ / ｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅꎬ ｆｏｒ １ ｄａｙ. Ｔｈｅ ＣＨＤＦ ＋
ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｂｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓꎬ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

ｍｕｃｏｓａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ (ＥＴ) ａｎｄ Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ (Ｄ￣ＬＣ)ꎬ
ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｍｙｌａｓｅ (ＡＭＹ)ꎬ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( ＢＵＮ) ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ( Ｃｒ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ￣ｄｅｘｔｒａｎ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ (α￣ＳＭＡ)ꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＨＭＧＢ１) ａｎｄ
ｏｃｃｌｕｄｉｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌꎬ ＣＨＤＦ ＋ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｈａｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＳＡＰ: ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓꎬ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＭＹꎬ ＢＵＮ ａｎｄ Ｃｒ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ＥＴ ａｎｄ Ｄ￣ＬＣꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｓꎻ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｄｉｎ. Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＨＤＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｄａｍａｇｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＳＡＰꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎻ ｅｎａｌａｐｒｉｌꎻ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓꎻ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 急性重症胰腺炎具有发病急、进展快、病情重

的临床特点ꎬ常伴有多器官功能的改变ꎬ如肺、肾、
肠道等ꎬ急性重症胰腺炎引起的多器官功能衰竭是

急性重症胰腺炎患者死亡的主要原因[１－２]ꎮ 因此ꎬ
及早的防治器官衰竭有重要的临床意义ꎮ 目前ꎬ针
对急性重症胰腺炎合并多器官功能障碍尚无特效

疗法ꎮ 王锋等[３]研究发现ꎬ连续性血液透析滤过能

够有效改善急性重症胰腺炎大鼠的肠功能障碍ꎮ
依那普利是常用的降压药ꎬ对于肾有一定的保护作

用[４]ꎮ 但连续性血液透析滤过联合依那普利用于

急性重症胰腺炎的研究较少ꎬ依那普利( ｅｎａｌａｐｒｉｌ)
是属于血管紧张素转换酶抑制类降压药ꎬ具有扩张

血管作用ꎬ主要用于高血压、心理衰竭等疾病[５]ꎮ
故本研究联合连续性血液透析滤过和依那普利ꎬ探
讨其对急性重症胰腺炎大鼠肾功能和肠功能的影

响ꎬ并初步分析其作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ６ ~ ８ 周龄清洁级雄性的 ＳＤ 大鼠ꎬ体重

２００~２４０ ｇꎬ购自北京华阜康生物科技股份有限公

司ꎬ动物许可证号【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００２】ꎬ动物实

验室的使用许可证号【ＳＹＸＫ(冀)２０１９－０００３】ꎬ实验

动物福利伦理(审批号 ２０１９Ａ００５ 号)ꎮ 饲养条件:
温度 ２０~２４℃ꎬ湿度 ４０％~６０％ꎬ每 １２ ｈ 昼夜交错ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

依那普利ꎬ纯度为 ９７％ꎬ购自上海源叶生物科

技有限公司ꎻ苏木素、伊红购自上海恒斐生物科技

有限公司ꎻＥＴ 试剂盒购自上海钰博生物科技有限公

司ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉菲恩生物科技有限公司ꎻ
ＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻＢＣＡ 试剂盒购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ蛋白一抗购自美国 Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎻ标记二抗辣根过氧化物酶兔抗蛋

白购自上海优予生物科技有限公司ꎮ ｉＭａｒｋ 酶标仪

购自美国 Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＦ￣４６００ 型荧光分光光度计购自

日本日立ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型

腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ于上腹部正中

作切口ꎬ小心分离胆胰管ꎬ夹闭肝门处胰胆管ꎬ由十

二指肠前壁进针ꎬ向胰胆管注入 ３％牛磺胆酸钠(流
速为 ０􀆰 １ ｍＬ / ｋｇ)ꎮ 待见胰腺出现水肿出血时ꎬ提示

急性重症胰腺炎大鼠模型复制成功[６]ꎮ 松开血管

夹ꎬ逐层缝合、关腹ꎮ 术后注意保温ꎬ大鼠均自由摄

食饮水ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组及干预

６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组:对照组、模型组、
连续性血液透析滤过组、依那普利组及连续性血液

透析滤过联合依那普利组ꎬ除对照组外均采用牛黄

胆酸钠诱导急性重症胰腺炎大鼠模型ꎬ对照组处

理:手术后进翻动肠道和胆胰管ꎬ注射等量生理盐

水ꎮ 术前 ７ ｄ 灌胃 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的依那普利ꎬ每天

１ 次ꎮ 建模成功后立即连续性血液透析滤过４ ｈꎬ具
体操作如下:(１)腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ后
续操作中每 １~ ２ ｈ 追加剂量(首次剂量的１ / ４)ꎬ维
持麻醉状态ꎻ(２)建立静脉通路ꎬ于颈部作切口ꎬ分
离右侧颈动脉ꎬ结扎颈动脉远心端ꎬ并临时夹闭近

心端ꎬ缓慢插入 ＰＥ５０ 导管ꎬ连接三通阀后松开动脉

夹ꎬ缓慢注入肝素生理盐水(预防凝血)ꎬ参照上述

方法分离左侧颈静脉插管ꎻ(３)连续性血液透析滤

过ꎬ以右侧颈动脉为体外循环的流出通路ꎬ左侧颈

静脉为流入通路ꎬ连接瑞典金宝 ＡＫ１００ 透析机ꎬ参
数设置:置换液流速 ０􀆰 ４~０􀆰 ５ ｍＬ / ｈꎬ血流速度 ０􀆰 ８~
１􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ过程中予以肝素抗凝ꎮ 对照组和模型

组分别皮下注射生理盐水ꎬ并以等量生理盐水灌胃ꎮ

６０８
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１􀆰 ２􀆰 ３　 观察指标

透析处理后ꎬ腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ
取腹主动脉血 ４~５ ｍＬꎬ分别置于 ＥＤＴＡ 抗凝管和普

通采血管中ꎻ采集大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织ꎬ部分

固定于 ４％甲醛中ꎬ剩余冻存于液氮罐中ꎮ
(１)组织 ＨＥ 染色

于 ４％甲醛中取出大鼠组织ꎬ脱水后行常规石

蜡包埋ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎬ进行苏木素－伊红染色

后ꎬ光镜下观察大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织的病理

变化ꎮ 参照 Ｓｈｍｉｄｔ 评分[７]ꎬ以水肿、坏死、出血及炎

症细胞浸润评价胰腺组织损伤程度ꎬ各项评分 ０ ~ ４
分ꎬ最终评分为各项目评分之和的四分之一ꎮ 参照

肾病理损害标准进行评估[８]ꎬ具体为:０ 分为肾小

球、肾小管结构正常ꎻ１ 分为肾小球结构正常ꎬ肾小

管上皮浊肿ꎻ２ 分为肾小球瘀血或缺血性改变ꎬ肾小

管上皮变性ꎬ细胞界限模糊ꎬ管腔出现变窄、闭塞或

水肿ꎻ３ 分为在 ２ 分的基础上ꎬ成片出现肾小管上皮

坏死ꎮ 参照 Ｃｈｉｕ 肠粘膜损伤评分[９]ꎬ具体为:０ 分

为肠粘膜绒毛正常ꎻ１ 分为绒毛顶端出现间隙ꎬ伴有

充血ꎻ２ 分为上皮下间隙扩大ꎬ伴有水肿、乳糜管扩

张等ꎻ３ 分为水肿明显ꎬ上皮细胞变性、坏死或少数

绒毛脱落ꎻ４ 分为上皮细胞变性、坏死、脱落或部分

绒毛脱落ꎬ固有层裸露ꎬ血管扩张、充血ꎻ５ 分为绒毛

脱落、固有层崩解ꎬ出血或形成溃疡ꎮ
(２)血指标检测

ＥＤＴＡ 抗凝管中血液经离心沉淀后ꎬ取上层血

浆检测内毒素(ＥＴ)、Ｄ￣乳酸(Ｄ￣ＬＣ)的含量ꎻ普通采

血管中血液经离心沉淀后ꎬ取上层血清检测淀粉酶

(ＡＭＹ)、尿素氮(ＢＵＮ)和肌酐(Ｃｒ)的含量ꎮ ＥＴ 检

测为终点显色法鲎试剂[１０]ꎬ梯度配制 ＥＴ 标准溶液ꎬ
取无热原试管加入 １００ μＬ ＥＴ 检查用水、标准溶液

和样本ꎬ再混入 １００ μＬ 鲎试剂ꎬ３７℃孵育 １ ｍｉｎꎬ加
入 １００ μＬ 显色基质ꎬ３７℃孵育 ２ ｍｉｎꎬ分别加入 ５００
μＬ 偶氮化试剂ꎬ混匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ于 ５４５ ｎｍ 处检

测各孔吸光值ꎬ绘制标准品浓度－吸光值曲线ꎬ计算

ＥＴ 的含量ꎮ 其余指标检测均为 ＥＬＩＳＡ 法[１１]ꎬ梯度

配制标准溶液ꎬ将标准溶液和样本(每孔１００ μＬ)加
入孔板中ꎬ封孔后 ３７℃下孵育 ９０ ｍｉｎꎬ加入生物素

化抗体工作液(每孔１００ μＬ)ꎬ封孔后 ３７℃ 下孵育

６０ ｍｉｎꎬ加入酶结合物工作液(每孔１００ μＬ)ꎬ封孔后

３７℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加入显色剂(每孔 １００ μＬ)ꎬ避
光处 ３７℃ 下孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入终止液 (每孔 １００
μＬ)ꎬ于 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光值ꎬ绘制标准品浓

度－吸光值曲线ꎬ计算相应因子的含量ꎮ
(３)肠道粘膜通透性检测

采用改良 Ｃｈｅｎ 法[１２]ꎬ肠腔注入 ＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 溶

液(２５ ｍｇ / ｍＬ)０􀆰 ２ ｍＬꎬ灌注 ３０ ｍｉｎ 后取门静脉血

１００ μＬꎬ加入 Ｔｒｉｓ 缓冲液补至 ２ ｍＬꎬ以 ４２３０ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液应用荧光分光光度计检测吸光

值ꎬ绘制标准品浓度 － 吸光值曲线ꎬ 计算 ＦＩＴＣ￣
Ｄｅｘｔｒａｎ 的含量ꎮ

(４)蛋白的检测

取适量组织(约 ２００ ｍｇ)置于新鲜、预冷的蛋白

裂解液中匀浆ꎬ冰上裂解 ４０ ｍｉｎꎻ以 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ分离上清液ꎬ按 １:５０ 配制 ＢＣＡ 试剂盒中

Ａ、Ｂ 工作液ꎬ并梯度稀释标准品蛋白液ꎬ于 ９６ 孔板

中分别添加标准品蛋白液、样品(每孔 ２０ μＬ)ꎬ再快

速混入 １８０ μＬ 工作液ꎬ置于 ３７℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ应
用酶标仪在 ５７０ ｎｍ 处检测各孔吸光值ꎬ绘制标准品

浓度－吸光值曲线ꎬ计算样品蛋白浓度ꎻ配制 １０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ点样 ５０ μｇ 变性蛋白在 １１０ Ｖ 电压

(约 １􀆰 ５ ｈ)下进行电泳ꎻ待蛋白完全分离时ꎬ以 ３００
ｍＡ 恒定电流电转 １００ ｍｉｎꎬ将凝胶上的蛋白条带转

移至 ＰＶＤＦ 膜ꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜置于封闭液中ꎬ室温下

孵育 ２ ｈꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜清洗后ꎬ加入一抗蛋白ꎬ４℃
下孵育过夜ꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜清洗后ꎬ加入标记二抗辣

根过氧化物酶兔抗蛋白ꎬ３７℃下孵育 １ ｈꎻ最后滴加

化学发光剂进行显影[１３]ꎮ 以 β 肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)
为内参ꎬ半定量分析肾及肠道中 α 血管平滑肌肌动

蛋白(α￣Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)、高迁

移率族蛋白 Ｂ１ ( ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ
ＨＭＧＢ１)、 Ｅ 钙 黏 素 ( Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ) 及 闭 合 蛋 白

(ｏｃｃｌｕｄｉｎ)的表达ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采取软件 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 对数据进行统计学处理ꎬ
数据以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ
ｔ 检验或 ＡＮＯＶＡ 分析ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异具有显

著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠胰腺、肾和肠粘膜组织病理改变

如图 １ꎬ对照组胰腺、肾和肠粘膜组织结构清

晰ꎬ未见损伤ꎮ 模型组胰腺组织结构紊乱ꎬ间质水

肿、出血明显ꎬ大量细胞坏死和炎性浸润ꎻ肾组织出

现不用程度的肾小管上皮水肿ꎬ肾小球出血或缺血

性改变ꎬ间质出血、水肿严重ꎬ大量上皮细胞坏死ꎻ
肠粘膜上皮细胞出现坏死、脱落、水肿及充血ꎮ 与

对照组比较ꎬ模型组各组织病理评分显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬ经血液透析滤过、依那

普利处理后ꎬ大鼠胰胰腺、肾和肠粘膜组织损伤明

显减轻ꎬ 病理评分降低ꎬ 且联合处理组效果最

好(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

７０８
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２􀆰 ２　 各组大鼠肾功能指标水平的比较

如图 ２ꎬ与对照组相比ꎬ模型组血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、
Ｃｒ 水平显著上升(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比ꎬ血液透析

滤过、依那普利处理后显著降低 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 水平

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 且 联 合 处 理 组 下 降 作 用 更 显

著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ３　 各组大鼠肠功能指标水平的比较

如图 ３ꎬ与对照组相比ꎬ模型组血浆 ＥＴ、Ｄ￣ＬＣ 水

平显著上升(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ血液透析滤

过、依那普利处 理 后 显 著 降 低 ＥＴ、 Ｄ￣ＬＣ 水 平

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 且 联 合 处 理 组 下 降 作 用 更 显

著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与连续性血液透析滤过组比较ꎬｃＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与依那普利组比较ꎬｄＰ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)
图 １　 各组大鼠胰腺、肾和肠粘膜组织病理改变

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＨＤＦ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｓꎬ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组大鼠肾功能指标水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ

８０８
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图 ３　 各组大鼠肠功能指标水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 各组大鼠肠粘膜屏障功能的比较

如图 ４ꎬ与对照组比ꎬ模型组肠道通透性明显增

加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比ꎬ血液透析滤过、依那普

利处理后大鼠肠道通透性明显降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ且
联合处理组降低更明显(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 各组大鼠相关蛋白水平的比较

如图 ５ꎬ与对照组比较ꎬ模型组大鼠肾组织中

α￣ＳＭＡ的表达显著上调ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达显著下

调ꎬ肠组织中 ＨＭＧＢ１ 的表达显著上调ꎬＯｃｃｌｕｄｉｎ 的

表达显著下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ血液透析

滤过、依那普利处理后 α￣ＳＭＡ 及 ＨＭＧＢ１ 的表达显

著下调ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达显著上调ꎬ且
联合作用效果更好(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

图 ４　 各组大鼠肠粘膜屏障功能的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

本研究采用牛磺胆酸钠诱导大鼠ꎬ胰腺组织出

现明显水肿、出血症状ꎬ光镜下观察到胰腺组织不

同程度的充血、水肿、坏死及炎性浸润ꎻ同时ꎬ急性

重症胰腺炎发生过程中ꎬ由于炎症介质“瀑布样”释
放ꎬ造成“二次打击”ꎬ容易导致多器官组织损伤和

功能障碍ꎬ本研究中模型大鼠肾和肠道也出现明显

损伤ꎬ表明急性重症胰腺炎大鼠模型构建成功ꎮ 相

关动物研究证实ꎬ依那普利在多种因素引起的肾病

中ꎬ对大鼠肾功能均具有保护作用ꎬ可能介导肾素－
血管紧张素系统ꎬ抑制足细胞凋亡ꎬ从而减轻肾细

胞损伤[１４]ꎮ 另外ꎬＤａｈｌｇｒｅｎ 等[１５] 研究发现ꎬ依那普

利可通过抑制血管紧张素转换酶ꎬ增强大鼠肠道的

防御作用ꎮ
肾是身体的主要排泄、内分泌器官ꎬ具有排泄

代谢废物、调节代谢平衡及分泌激素等功能ꎬ有助

于机体维持内环境的稳定[１６]ꎮ 研究发现ꎬ急性重症

胰腺炎会引起有效循环血容量相对或绝对的不足ꎬ
降低肾小球滤过率ꎬ引起血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 水平上

升[１７]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血液透析滤过联合依那

普利可明显改善模型大鼠肾组织损伤ꎬ降低血清

ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 的水平ꎬ与 Ｃｈｅｎ 等[１８] 研究结果相

似ꎮ 表明连续性血液透析滤过联合依那普利可有

效保护模型大鼠肾功能的作用ꎮ 当肾组织出现损

伤时ꎬ往往伴随着肾小管间质纤维化ꎬ其中肾小管

细胞上皮间质转化是其主要的生理基础ꎻＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ
是细胞间维持粘附作用的主要蛋白ꎬ而 α￣ＳＭＡ 是间

质细胞中的标志蛋白[１９－２０]ꎮ 因此ꎬ肾出现损伤时ꎬ
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达会下调ꎬ而 α￣ＳＭＡ 会上调ꎮ 本研究

９０８
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图 ５　 各组大鼠相关蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

结果显示ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利可显

著上调模型大鼠肾中 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达ꎬ下调 α￣
ＳＭＡ 的表达ꎬ提示连续性血液透析滤过联合依那普

利可能通过抑制肾小管上皮间质转化ꎬ减轻肾组织

损伤ꎬ从而起到保护急性重症胰腺炎肾功能的作用ꎮ
研究证实ꎬ大量炎性因子的释放会损伤肠道屏

障功能ꎬ增加其通透性ꎬ导致机体易继发感染[２１]ꎬ因
此ꎬ急性重症胰腺炎患者往往伴随着肠道功能的损

害ꎮ 肠道通透性增加诱发细菌易位ꎬ使细菌及其代

谢产物进入体循环ꎬ进一步活化单核－巨噬细胞ꎬ再
次放大炎症信号ꎬ造成全身性炎症损伤[２２]ꎮ ＥＴ 是

革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分ꎬ是炎症反应的主

要触发因素ꎻ而 Ｄ￣ＬＣ 是细菌发酵的代谢产物ꎬ体内

Ｄ￣乳酸主要来源于肠道[２３]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血

液透析滤过联合依那普利可明显改善模型大鼠肠

粘膜损伤ꎬ降低大鼠肠粘膜通透性ꎬ下调血清 ＥＴ、Ｄ￣
ＬＣ 的水平ꎬ与 Ｋａｎｇ 等[２４]研究结果相似ꎮ 表明连续

性血液透析滤过联合依那普利可有效保护模型大

鼠肠道功能的作用ꎮ ＨＭＧＢ１ 属于炎症介质ꎬ可介导

肠黏膜屏障损伤ꎬ导致其通透性增加[２５]ꎮ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
是细胞膜紧密连接蛋白ꎬ对维持肠粘膜屏障功能有

着重要的作用[２６]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血液透析滤

过联合依那普利可显著上调模型大鼠肠粘膜组织

中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达ꎬ下调 ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ提示连续

性血液透析滤过联合依那普利可能通过维持肠粘

膜上皮的连接ꎬ并下调炎性介质ꎬ起到保护急性重

症胰腺炎肠功能的作用ꎮ
综上所述ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利

能够有效改善急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功

能ꎬ可能与下调 α￣ＳＭＡ、ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ上调 Ｅ￣

０１８



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达有关ꎬ为连续性血液透

析滤过联合依那普利临床用于急性重症胰腺炎的

治疗提供了的理论基础ꎮ
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