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【摘* 要】目的：探讨外源性三磷酸腺苷（F-D）对大鼠移植胰

腺的作用和机制, 方法：建立 A; 大鼠同种异位全胰十二指

肠移植模型，供体胰腺分别用肝素平衡盐液或肝素平衡盐添

加 F-D 液进行低温（" W (S）灌注并保存 ’" 245 后行移植手

术，检测再灌注 "，!，’，!$ K 时血糖、脂肪酶、淀粉酶含量，同

时检查胰腺组织病理学变化，F-D 含量及凋亡、胀亡细胞百分

数, 结果：F-D 组胰腺组织结构损伤明显轻于对照组，F-D ’，

!$ K 组血糖、血清淀粉酶、脂肪酶含量明显低于同时间点对照

组（血糖，脂肪酶，/ U ", "+；淀粉酶，/ U ", "!），F-D "，! K 组

胰腺组织 F-D 含量明显高于同时间点对照组（/ U ", "!），

F-D 组各时间点胀亡细胞百分数明显小于同时间点对照组

（"，!，’ K，/ U ", "!；!$ K，/ U ", "+），F-D 含量与胀亡细胞

百分数明显负相关（ 0 1 2 "3 %+’，/ U ", "!），与凋亡细胞百分

数无明显相关, 结论：外源性 F-D 对移植胰腺有保护作用，

减少胰腺组织细胞胀亡的发生可能是其重要的保护机制,
【关键词】胰十二指肠移植；三磷酸腺苷；细胞凋亡；细胞胀亡
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GH 引言

提高移植物低温保存质量，减少移植物细胞死亡

是移植成功的重要因素［! R $］, 有资料显示，外源性三

磷酸腺苷（F-D）能够进入低温保存的胰腺细胞内［)］,
我们通过补充外源性 F-D 以提高移植器官内 F-D 的

储备，研究其对胰腺组织中能量代谢以及细胞死亡方

式的影响，探讨外源性 F-D 对移植胰腺的作用及

机制,

IH 材料和方法

I, IH 材料H 采用健康清洁级、近交系封闭群 A; 大

鼠 &’ 只，均为雄性，体质量 $+" W )"" C ，由徐州医学

院实验动物中心提供, 实验前 ! 6Y 受体大鼠经阴茎

背静脉按 ++ 2C Z YC 一次注入链脲霉素（ 美国 A4C23
公司）制备非空腹血糖 [ !&, ( 22:/ Z E 的糖尿病模

型, 实验分为 $ 组：对照组，供体胰十二指肠单纯用

(S肝素平衡盐液（!+" YB Z E，!+ W $" 2E）灌注并保

存 ’" 245 后行移植手术；F-D 组，供体胰十二指肠用

(S肝素平衡盐液添加 F-D（+ 22:/ Z E，!+ W $" 2E）

进行灌注并保存 ’" 245 后行移植手术, 两组按移植
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后再灌注时间各分为再灌注 !，"，#，"$ % 亚组（ 每

亚组 "$ 只大鼠）&
!& "# 方法# 采用全胰十二指肠移植模型，供体胰十

二指肠根据分组分别用 ’( 肝素平衡盐液和添加了

)*+ 的肝素平衡盐液灌注并保存 #! ,-.& 切除受体

左肾，将供体带腹腔动脉和肠系膜上动脉的腹主动脉

段与受体腹主动脉端侧吻合，供体门静脉与受体左肾

静脉行端端吻合，供体的十二指肠近端关闭，远端与

受体 */0-12 韧带下 $ 3, 空肠作端侧吻合& 分别于设

计时间点经下腔静脉采血后处死动物并切取移植胰

腺行各项检查& 血糖测定采用美国强生血糖仪，淀粉

酶、脂肪酶测定采用日立 4#!!5!"! 型全自动生化仪&
切取部分胰腺标本制成石蜡切片后行 67 染色，光镜

下观察胰腺组织病理学改变& 切取胰腺组织约 !& 8
3, 9!& 8 3, 9 !& 8 3,，应用岛津 :;<5"!)=+ 高效液

相色谱仪以反相高效液相色谱法测定胰腺组织 )*+
含量& 取胰腺组织 " >，生理盐水洗净，剪碎，振荡后

?!! 目筛网过滤，收集细胞制成细胞悬液，调整细胞

密度至 " 9 "!@ 个 A <，加标记有异硫氰酸荧光素的联

结素 =（)..0B-.=5CD*;，上海晶美生物工程有限公

司）与碘化丙锭（ +D，武汉博士 德 生 物 工 程 有 限 公

司），混匀双染色& 避光冰浴 "! ,-.，使用流式细胞仪

上机检测各类细胞百分数& 结果判断：正常活细胞不

着色（)..0B-. = E ，+D E ）；胀亡细胞能与 )..0B-. =，

+D 结合，呈强绿色和红色荧光（)..0B-. = F ，+D F ）；

凋亡细胞不与 +D 结合但与 )..0B-. = 结合，显示绿

色荧光（)..0B-. = F ，+D E ）&
统计学处理：数据以 ! " # 表示，采用 $ 检验及相

关分析，% G !& !8 为有统计学差异&

"# 结果

"& !# 组织学变化# )*+ 组再灌注 ! % 时胰腺组织光

镜检查未见明显异常，再灌注 " % 时胰腺组织结构改

变轻微，腺泡轮廓清晰，局部有胰腺小叶间隙增宽，间

质无炎性细胞浸润及外渗，# % 时胰腺组织光镜下仍

可保持基本正常结构，仅有小叶间隙水肿，少量炎性

细胞浸润（图 ")），"$ % 时可见少量出血及炎细胞浸

润，偶见腺泡坏死（图 "H）& 对照组再灌注 ! % 时胰腺

组织光镜检查未见明显异常，" % 时见胰腺组织结构基

本完整，可见较多炎性细胞浸润，#，"$ % 时组织破坏明

显，腺泡坏死、出血和炎症细胞浸润严重（图 ";，I）&
"& "# 血生化变化# 再灌注后 # % 及 "$ % )*+ 组血

糖、血清淀粉酶和脂肪酶含量均较对照组同时间点明

显降低（表 "）&

)：)*+ 组再灌注 # %；H：)*+ 组再灌注 "$ %；;：对照组再灌注 # %；

I：对照组再灌注 "$ %&

图 "J 组织学变化

表 "J 移植胰腺再灌注后血糖、血清淀粉酶和脂肪酶含量变

化 （! " #）

组别
再灌注

（%，& K"$）
血糖

（,,LM A <）
淀粉酶

（.NO1 A <）
脂肪酶

（.NO1 A <）

对照 ! "@& P Q "& 4 "!& ’ Q $& " ?& $ Q !& @

" "4& @ Q "& 8 $@& P Q #& ’ 8& ’ Q "& 8

# "’& " Q "& # "!#& 8 Q P& @ "!& P Q $& ’

"$ "!& $ Q "& ’ "4$& ! Q "4& $ 4& P Q "& ?

)*+ ! "@& 4 Q "& ’ "!& ! Q $& " ?& ! Q !& @

" "#& " Q "& $ $#& $ Q 4& " ’& ? Q "& ?

# "!& # Q "& "O ?#& @ Q #& #R 8& ’ Q "& 8O

"$ #& ! Q !& #O P@& P Q @& ’R ’& ! Q !& ’O

O% G !& !8，R% G !& !" ’# 对照&

"$ %# 胰腺组织 &’( 和各类细胞的变化# )*+ 组再

灌注 !，" % 时胰腺组织 )*+ 含量较对照组明显增高

（% G !& !"），)*+ 组各时间点胀亡细胞百分数较对照

组均明显降低（% G !& !8），)*+ 含量与胀亡细胞百分

数明显负相关（ ( ) * !+ 48#，% G !& !"），与凋亡细胞

百分数无明显相关（表 $）&

%# 讨论

胀亡细胞与凋亡细胞胞膜上的磷脂酰丝氨酸

（+:）暴露于细胞膜外，标记有 CD*; 的 )..0B-. = 可

特异结合 +:；胀亡细胞细胞膜通透性改变，+D 可以穿
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表 !" 大鼠移植胰腺再灌注后胰腺组织 #$% 及各类细胞的

变化 （! " #）

分组
再灌注

（&，$ ’(!）
#$%

（!)*+ , -）
胀亡

（.）
凋亡

（.）
正常

（.）

对照 / 01 0 2 /1 0 (31 3 2 !1 4 51 ! 2 (1 3 541 0 2 31 !

( 61 ! 2 /1 4 !/1 0 2 01 / (31 5 2 !1 ( 3!1 / 2 61 0

3 31 ! 2 /1 4 (!1 3 2 !1 / !(1 0 2 31 / 341 0 2 31 7

(! 51 4 2 /1 6 41 0 2 (1 4 (61 3 2 01 0 571 ( 2 51 (

#$% / 51 5 2 /1 48 01 0 2 (1 68 31 0 2 !1 0 971 ( 2 31 !:

( 91 / 2 /1 48 41 ! 2 (1 68 !41 0 2 61 !8 5/1 6 2 41 6:

3 91 0 2 /1 3 !1 6 2 (1 !8 (71 ! 2 31 9 551 6 2 31 9:

(! 91 0 2 /1 4 (1 4 2 /1 9: (41 3 2 (1 5 901 4 2 51 9

:% ;/1 /6，8% ;/1 /( &# 对照1

过细胞膜结合在 <=# 双股螺旋链之间1 以上 ! 种染

料对单细胞悬液进行双染色，则胀亡细胞可同时结合

上述 ! 种染料，凋亡细胞由于细胞膜完整，只能结合

#>>?@A>BCDE$F，正常细胞则两种染料均不染色，据此

可以应用双染色法通过流式细胞仪计算 0 种细胞百

分数1 本实验结果表明，再灌注后 #$% 组胰腺组织病

理改变明显轻于对照组；再灌注 3，(! & 后 #$% 组血

糖、淀粉酶、脂肪酶比对照组明显降低，以上结果说明

在灌注保存液中添加外源性 #$% 能够减轻移植胰腺

缺血再灌注损伤1 结果同时显示，#$% 组保存后胰腺

组织中 #$% 水平比对照组明显升高且再灌注以后

#$% 水平恢复较对照组快；#$% 组胀亡细胞百分数明

显小于对照组，#$% 水平与胀亡细胞百分数明显负相

关，提示外源性 #$% 对大鼠移植胰腺的保护作用可

能在于 #$% 能够减少细胞胀亡的发生1

诸多研究认为，#$% 水平影响细胞死亡方式，细

胞凋亡是细胞消耗 #$% 的主动死亡，细胞胀亡是细

胞缺乏 #$% 的被动死亡［4］1 我们的结果表明，#$%
组保存后的胰腺组织能量状态优于移植对照组，提示

#$% 充足时组织细胞以凋亡这一主动死亡方式清除

受损细胞，#$% 不足时，凋亡无法完成其程序，细胞转

向胀亡1 关于细胞死亡方式，尚有许多未知领域，有

待更深入的研究1 本实验仅提示当缺血再灌注损伤

不可避免时，首先应减少缺血所引起缺氧及能量消耗

这一始动因素，如在术前或术中给予能量物质暂时提

高组织细胞能量储备，有利于减少细胞胀亡，减轻炎

症反应，防止移植器官缺血 , 再灌注损伤1
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#$ 临床资料 $ (77/ , !//4 共手术治疗腰椎间盘突出症 37(
例，其中再手术治疗 !7 例，占 41 !.，(5 例来自本院，(! 例来

自其它医疗单位；男 (5 例，女 (! 例，初次手术年龄 !( ‘ 34（平

均 45）岁，再次手术年龄 !7 ‘ 5/（ 平均 6!1 9）岁1 两次手术间

隔 /1 0 ‘ !(（平均 61 4）:1 再次手术所行椎间盘切除的节段为

J0 , 4 0 例，J4 , 6 (! 例，J6 , N( (( 例，同时两节段 J4 , 6 及 J6 ,
N( 0 例1 采用硬膜外麻醉，取俯卧位，如为单侧病变只需行单

侧椎板暴露，中央型或双侧椎间盘病变时则需行全椎板暴露，

扩大开窗、椎间盘切除、神经根管减压 !! 例，椎间盘切除、椎

弓根钉固定及椎间植骨 5 例1 从原手术部位周围正常组织处

开始，仔细分离切除瘢痕组织，直至神经根无受压、松驰为止1
本组 !7 例均获得随访，平均随访时间 !( )*1 结果：优 (! 例

（4(1 4.），良 7 例（ 0(1 /.），可 6 例（ (51 !.），差 ( 例

（01 6.），优良率 5!1 4. 1

!$ 讨论$ 腰椎间盘突出症约 (6. 患者因保守治疗无效需行

手术治疗1 大部分术后症状获得改善，但有一部分因疗效不

佳，甚至症状加重而出现一些新问题，需要再次手术治疗［(］1
如：椎间隙定位错误，神经根黏连及硬膜囊周围纤维瘢痕形

成1 椎间盘切除术后再突出，神经根管减压不彻底，术后腰椎

节段性不稳及术后椎间隙感染等1 因此，要想得到腰椎间盘

突出症好的手术效果，必须根据患者的临床症状和体征，结合

必要的影像学检查，得出正确的诊断1 包括明确突出的椎间

隙、部位、大小及突出的类型，是否合并腰椎管狭窄和神经根

管狭窄等，针对每 ( 例患者的具体情况，制定手术方案，做到

术者心中有数，才能取得好的效果1
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