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硫酸锌对大鼠移植胰腺再灌注损伤的保护作用

原春辉１，修典荣１，李丽君２，宁力２，袁国红１，张同琳１
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　　摘要：目的　探讨腹腔注射硫酸锌（ＺｎＳＯ４）诱导热休克蛋白（ＨＳＰ７０）合成及其对大鼠移植胰腺
再灌注损伤的保护作用。方法　应用同系大鼠异位全胰十二指肠移植模型，移植术前和术后 ５ｍｉｎ大
鼠腹腔注射 ＺｎＳＯ４［锌离子（Ｚｎ

２＋
）：５ｍｇ／ｋｇ（Ｚｎ１组），１０ｍｇ／ｋｇ（Ｚｎ２组），１５ｍｇ／ｋｇ（Ｚｎ３组）］。移

植术后 ２４ｈ经腹主动脉取血测定大鼠空腹血糖、血清脂肪酶和淀粉酶含量，测定移植胰腺组织中
ＨＳＰ７０含量（免疫印迹法）及髓过氧化酶（ＭＰＯ）活性，并观察组织学变化。结果　移植术后 ２４ｈＺｎ１
组，Ｚｎ２组，Ｚｎ３组移植胰腺 ＨＳＰ７０含量均较术前明显升高（均为 Ｐ＜０．０５），３组间差异无显著性
（Ｐ＞０．０５）；移植后 ２４ｈ血糖、血清脂肪酶和胰腺组织中 ＭＰＯ水平：Ｚｎ２组 ＜Ｚｎ１组 ＜移植对照组 ＜
Ｚｎ３组，差异均有显著意义（Ｐ＜０．０５）。Ｚｎ２组和 Ｚｎ１组胰小叶间质水肿和胰小叶内中性粒细胞浸
润较轻。结论　外源性应用恰当剂量的 ＺｎＳＯ４（Ｚｎ２＋５ｍｇ／ｋｇ和１０ｍｇ／ｋｇ）能增加胰腺组织 ＨＳＰ７０含
量，对移植胰腺再灌注损伤起保护作用；剂量过大则其保护作用消失。
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　　热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ７０）属
于细胞应激蛋白，可由多种应激原诱导生成［１－２］。

有研究表明，通过应激预处理调动细胞内源性保

护机制诱导 ＨＳＰ７０的产生对移植器官具有保护
作用［３－４］。本课题组利用同系大鼠异位全胰十二

指肠移植模型［５］，应用外源性硫酸锌（ＺｎＳＯ４）腹腔
注射，探讨其对胰腺组织 ＨＳＰ７０含量的影响及其
对胰腺缺血再灌注损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物和移植手术
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠只体重 ２５０～３００ｇ（由协和

医科大学基础医学院实验动物中心提供），实验

前 １周 受 体 鼠 经 阴 茎 背 静 脉 注 入 链 脲 霉 素
５５ｍｇ／ｋｇ，制备非空腹血糖 ＞１９．４ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠
糖尿病模型。然后全组大鼠均依据 Ｌｅｅ等［５］的方

法进行同系大鼠异位全胰十二指肠移植。

１．２　实验分组
根据术前预处理因素及不同剂量随机分为

５组：Ｚｎ１组，Ｚｎ２组，Ｚｎ３组，分别于术前和术
后 ５ｍｉｎ腹腔注射 ０．５％ ＺｎＳＯ４注射液，剂量分别
为 Ｚｎ２＋５ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｇ／ｋｇ和 １５ｍｇ／ｋｇ；移植对照
组于移植术前及术后 ５ｍｉｎ２次经阴茎背静脉注
射与以 上 ３组等体积的生理盐水 （以上 ４组
ｎ＝８）；另设假手术对照组，仅麻醉、开腹和暴露
胰腺（ｎ＝６）。各组大鼠均于术后 ２４ｈ用断颈法
处死取材备检。

１．３　检测项目
１．３．１　空腹血糖、血清淀粉酶及脂肪酶水平测
定　处死大鼠后经腹主动脉采血，测定空腹血糖
（ｏｎｅｔｏｕｃｈｐｒｏｆｉｌｅ血糖仪），测定血清淀粉酶和脂
肪酶（岛津 ＣＬ７１５０型全自动生化分析仪）。
１．３．２　胰腺组织中髓过氧化酶（ＭＰＯ）测定　处
死大鼠后切取移植胰腺，立即置入磷酸盐平衡液

中，并将胰腺粉碎，用超声波将细胞破坏，离心后

取上清液。将 ５０μＬ上清液与 ２００μＬ邻二甲氧
基苯胺液和 ２００μＬＨ２Ｏ２混合，反应后用紫外分
光光度计（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司生产）测定 ４６０ｎｍ
的吸光度值；ＭＰＯ活性用吸光度变化率来表示。
１．３．３　胰腺组织中 ＨＳＰ７０测定　利用免疫印迹
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）方法检测移植 ２４ｈ后胰腺组织中

ＨＳＰ７０含量。以兔抗鼠 ＨＳＰ７０抗体和碱性磷酸酶
标记的羊抗兔抗体（由北京中山生物技术有限公

司提供）分别为一抗和二抗，并利用凝胶成像及

半定量分析系统进行半定量分析。

１．３．４　组织学检测　保存后和胰腺移植术后
２４ｈ，切取移植胰腺，分别进行苏木素伊红（ＨＥ）
染色和萘酚 ＡＳＤ氯乙酸脂酶染色（中性粒细胞
特异性组织化学染色），并计算单位面积的中性

粒细胞数。

１．４　统计学处理
数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。所有数据

均经 ＳＰＳＳ１３．０软 件 处 理，采 用 方 差 分 析。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　移植物组织中 ＨＳＰ７０浓度
移植 ２４ｈ后，胰腺组织中 ＨＳＰ７０浓度：Ｚｎ１

组，Ｚｎ２组，Ｚｎ３组均明显高于移植对照组和假
手术对照组（Ｐ＜０．０５），但 Ｚｎ１组，Ｚｎ２组，Ｚｎ
３３组间差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 １）。
２．２　移植物组织 ＭＰＯ活性

移植 ２４ｈ后，胰腺组织中 ＭＰＯ活性：Ｚｎ２组
＜Ｚｎ１组 ＜移植对照组 ＜Ｚｎ３组 ＜假手术对照
组（均 Ｐ＜０．０５）（表 １）。
２．３　空腹血糖、血清淀粉酶及脂肪酶变化

移植术后 ２４ｈ空腹血糖和血清脂肪酶水平：
Ｚｎ２组 ＜Ｚｎ１组 ＜移植对照组 ＜Ｚｎ３组（Ｐ均 ＜
０．０５）。血清淀粉酶：Ｚｎ２组低于其他移植组，但
各组间差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

表１　移植后２４ｈ大鼠胰腺组织中 ＨＳＰ浓度及 ＭＰＯ活性
（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＨＳＰ（吸收系数） ＭＰＯ（Ｕ／ｇ）

假手术对照 ６ １１６７±３２８１） ０．１０±０．０３２）

移植对照　 ８ ２９３６±５５８１） ２．３５±０．４８２）

Ｚｎ１ ８ １３２４８±４２３０ ２．１１±０．３６２）

Ｚｎ２ ８ １５７７０±３６６５ １．１９±０．２５２）

Ｚｎ３ ８ １４４８５±３８６９ ３．４９±０．５１２）

　　注：１）与ＺｎＳＯ４（１～３）组间比较，Ｆ＝１３１．０，Ｐ＜０．０５；２）组间比

较，Ｆ＝９３．４，Ｐ＜０．０５

４９０１
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表２　大鼠胰腺移植２４ｈ后空腹血糖、血清淀粉酶、脂肪酶
变化（ｘ±ｓ）

组别 例数 血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） 血清淀粉酶（Ｕ／Ｌ） 血清脂肪酶（Ｕ／Ｌ）
假手术对照 ６ ６．５±１．８１） ４２６±６５ １３８±２８２）

移植对照 ８ １２．９±３．６１） １２２２０±８３０ ３１１±３８２）

Ｚｎ１ ８ １１．２±３．５１） １１６８０±１１２０ １８２±５１２）

Ｚｎ２ ８ ９．３±２．８１） １２２５０±８５０ １６０±４１２）

Ｚｎ３ ８ １４．７±４．７１） １１４６０±１２９０ ３７７±６９２）

　　注：１）组间比较，Ｆ＝１０１．７，Ｐ＜０．０５；２）组间比较，Ｆ＝７９．８，Ｐ＜０．０１

２．４　组织学变化
移植后 ２４ｈ组织结构变化 Ｚｎ２组和 Ｚｎ１组

胰腺组织光学显微镜下仍可保持基本正常结构，

仅有小叶间隙水肿，少量中性粒细胞浸润；而在

Ｚｎ３组和移植对照组组织破坏明显，腺泡坏死、
出血和中性粒细胞浸润严重（图 １）。

图１　胰腺组织学检查　Ａ：Ｚｎ－１组；Ｂ：Ｚｎ－２组；Ｃ：Ｚｎ－３组；Ｄ：对照组

３　讨　论

本实验结果显示：胰腺移植术前和术后 ５ｍｉｎ
腹腔注射 ＺｎＳＯ４溶液可有效诱导 ＨＳＰ７０合成，其

诱导效果与经典的热休克方法相当。说明 Ｚｎ２＋

是 ＨＳＰ７０的诱导剂。腹腔注射 ＺｎＳＯ４属于药物预
处理，即是指以亚致损量对机体有损伤或刺激作

用的药物诱导机体对后继应激的抵抗力［６］。Ｚｎ２＋

属于重金属离子，是机体必需的微量元素，是多

种代谢酶类的辅助成分。此外，近年来发现锌还

以各种锌蛋白的结构方式参与基因复制、转录及

蛋白质合成的调控［７］。锌可通过改变热休克基因

转录因子（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＨＳＴＦ）的结
构，使其直接活化，并促使与热休克成分（ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔ，ＨＳＥ）结合，启动 ＨＳＰ基因的转录活
化，诱导 ＨＳＰ大量合成［８］。本实验应用凝胶成像

系统半定量分析，发现经腹腔注射 ＺｎＳＯ４预处理
２４ｈ后鼠胰腺腺泡细胞中可检测到大量 ＨＳＰ７０，
证明 Ｚｎ２＋确为一种有效的预处理方法。本实验
可见 Ｚｎ２＋５ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｇ／ｋｇ和 １５ｍｇ／ｋｇ剂量不
同 诱 导 ＨＳＰ７０ 产 生 的 效 果 相 同， 但

５ｍｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ不存在量效关系。
胰腺移植 ２４ｈ后，Ｚｎ２组和 Ｚｎ１组血糖、血

清脂肪酶和胰腺组织 ＭＰＯ水平低于对照组和
Ｚｎ１组；病理结果显示 Ｚｎ２组和 Ｚｎ１组胰腺损
伤较轻。证明适量 Ｚｎ２＋（５ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｇ／ｋｇ）对
大鼠移植胰腺具有保护作用。这与 ＨＳＰ７０的保
护作用有关。ＨＳＰ７０作用机制复杂，可与各种变
性蛋白疏水端、肽链疏水端、脂肪酸、核酸、钙调

蛋白可逆性结合，阻止由变性蛋白之间相互结合

而导致的不可逆损伤［９］；ＨＳＰ７０这种结合是在
ＡＴＰ缺乏的情况下进行的。移植器官在缺血再灌
注过程中，缺血、缺氧将会造成 ＡＴＰ迅速衰减；这
种情况促使 ＨＳＰ７０发挥作用。ＨＳＰ７０参与细胞
内蛋白质的折叠与转运，保证蛋白质的功能及其

在亚细胞器中的分布，并可有效消除效应蛋白，

将变性蛋白运输到溶酶体降解，保证微管、微丝

结构完整，防止胞内钙超载及增强触酶活性等。

本实验还观察到当 Ｚｎ２＋剂量增至 １５ｍｇ／ｋｇ
时，移植后 ２４ｈ病理显示组织破坏明显，腺泡坏
死、出血和中性粒细胞浸润严重。提示 Ｚｎ剂量
过大可已致胰腺损伤，不宜作为预处理条件。因

为 Ｚｎ２＋作为一种重金属离子，在体内与 Ｃｕ２＋竞
争，可引起代谢障碍。次大剂量给大鼠腹腔注射

ＺｎＳＯ４ 可 引 起 脱 毛、腹 泻 及 肝 脏、肾 脏 损 伤

等［１０－１１］。本实验大剂量应用外源性 Ｚｎ（１５ｍｇ／ｋｇ
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Ｚｎ２＋）虽然可有效诱导了 ＨＳＰ７０产生，但其保护
作用消失，且不能逆转其损伤。
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大隐静脉畸形１例
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　　患者　男性，２１岁。因“右下
肢静脉迂曲、扩张伴明显的酸胀痛感

１年余”入院。体查：双上肢及左下

肢无畸形，活动良好；双下 肢 无 肿

胀；右侧大隐静脉走行区浅静脉隆

起、扩张、屈曲明显，呈蚯蚓状，未见

皮肤色素沉着、脱屑、溃疡及渗出，

表面皮温略升高；双侧股静脉走行区

无压痛。右侧股 －隐静脉瓣膜功能

试验阳性，左侧阴性。双侧深静脉通

畅试验阴性。双下肢足背动脉搏动

良好。彩色多谱勒超声检查提示右

下肢深静脉通畅。完善术前检查后

于持硬麻下行右大隐静脉高位结扎

分段抽剥术，术中于卵圆窝附近未探

及大隐静脉，分离大静脉各属支后见

会阴浅、腹壁浅、旋髂浅、股外侧浅

静脉等原大隐静脉属支直接汇入股

静脉，股内侧浅静脉缺如。予分离切

断、结扎各属支后，于内踝前 １ｃｍ处

找到大隐静脉后切开，于腔内插入静

脉剥离器逆行探查，见大隐静脉从卵

圆窝下方 ４ｃｍ处从内侧呈 ３０°角汇

入股静脉。予距离股静脉汇入部约

０．３ｃｍ处钳夹、切断大隐静脉，完整

抽剥大隐静脉。术后康复出院。

讨论　大隐静脉分支变异多样，

但主干解剖变异一般较少见。有时

在手术当中难以辨别、确认，以致有

可能出现严重的手术并发症。本例

警示若术中探查于卵圆窝附近找不

到大隐静脉主干时千万不可轻易盲

目结扎、切断甚至抽剥，以防错把股

静脉当作大隐静脉而造成严重后果。

在此情况下可于内踝前找到大隐静

脉切断后做逆向探查，寻找大隐静脉

汇入股静脉处，以减少手术风险。
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