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Abstract
AIM: To explore the mechanism of acute renal 
injury in severe acute pancreatitis (SAP) and 
the effect of the conservative mechanism of 
L-arginine. 

METHODS: Sixty SAP model rats were estab-
lished by retrograde injection of 5% sodium tau-
rocholate into the pancreatic duct and then the 
PAAF collected for reservation. Another 60 rats 
were established as perforative peritonitis (PP) 
models, and their perforative peritonitis associ-
ated ascitic fluid (PPAF) was collected. Another 
ninety SD rats were randomly divided into five 
groups: NS, PAAF, PPAF, PAAF + L-arg and 
PPAF + L-arg. Serum concentrations of amylase 
(Amyl), urea nitrogen (BUN), creatinine and 
nitric oxide were determined at 12 hours post-
operation. The renal cell apoptosis rate and in-
ducible nitric oxide synthase activity were exam-
ined. Histological observation was performed. 

RESULTS: The amylase, blood urea nitrogen, 
and creatinine levels of serum in the PAAF + 

L-arg and PPAF + L-arg groups were lower than 
those in the PAAF and PPAF groups (Amyl: 
1925.8 ± 1024.2 vs 3328.3 ± 833.3, 2128.0 ± 795.9 
vs 3599.1 ± 1156.9; BUN: 9.1 ± 0.9 vs 12.4 ± 1.0, 
8.5 ± 0.8 vs 13.0 ± 1.1; Cr: 62.1 ± 7.5 vs 114.5 ± 8.6, 
60.0 ± 6.1 vs 115.8 ± 6.9; respectively, P < 0.01). 
The content of nitric oxide and the inducible 
nitric oxide synthase activity in the SAP group 
were higher than that in the PAAF group, while 
they were lower than those in the PAAF + L-arg 
group, while the NS group was the lowest. Simi-
larly, the PP group was higher than the PPAF 
group, but lower than the PPAF + L-arg group, 
while the NS group was, again, the lowest.

CONCLUSION: Renal cell apoptosis and injury 
are induced by pancreatitis associated ascitic fluid 
and blocked by low doses of L-arginine. A stable 
renal injury model can be established by PAAF. 
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摘要
目的: 探讨重症急性胰腺炎(SAP)时急性肾损伤
的发病机制及L-精氨酸(L-arg)对其的保护机制. 

方法: SD大鼠60只制成SAP模型并收集腹水
(PAAF); 60只制成穿孔性腹膜炎(PP)模型并收
集其腹水(PPAF); 另将90只随机分为5组: 空白
组(NS组)、对照组(PPAF组)、模型组(PAAF
组)及2个处理组(PAAF+L-arg组和PPAF+L-arg
组). 观察各组术后12 h的血淀粉酶(Amyl)、尿
素氮(BUN)、肌酐(Cr)、血清一氧化氮(NO)及
病理学变化, 同时检测其肾细胞的凋亡及诱生
型一氧化氮合酶(iNOS)的表达情况.
 
结果: PA A F+L -a rg组和P PA F+L -a rg组的
Amyl、BUN、Cr均显著低于PAAF组和PPAF
组(Amyl: 1925.8±1024.2 vs  3328.3±833.3, 
2128.0±795.9 vs  3599.1±1156.9; BUN: 9.1
±0.9 vs  12.4±1.0, 8.5±0.8 vs  13.0±1.1; Cr: 
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■背景资料
尽管近年来的重
症监护水平得到
很 大 提 高 ,  但 是
重症急性胰腺炎
的病死率仍比较
高 .  早 期 的 多 器
官功能衰竭(包括
心衰、肺衰、肾
衰、肝衰)和后期
的 脓 毒 血 症 ( 由
坏死胰腺及胰周
组 织 感 染 引 起 )
均导致了SAP很
高 的 病 死 率 .  因
此 ,  阐 述 这 些 系
统并发症的机制
对提高SAP患者
的临床预后尤为 
重要.



62.1±7.5 vs  114.5±8.6, 60.0±6.1 vs  115.8
±6.9; P <0.01). 而NO及iNOS表达, 使用L -arg
组最强, 依次高于模型组(SAP组及PP组), 实
验组(PA A F组及P PA F组), 而N S组表达最
弱. 肾细胞的凋亡率SAP组依次高于PAAF组
PAAF+L -arg组及NS组; PP组依次高于PPAF
组、PPAF+L -arg组及NS组(P <0.01); 与肾脏的
病理学改变一致. 

结论: PAAF可以诱导健康大鼠的肾细胞凋亡
引起肾损伤以建立稳定的PAAF诱导的健康
大鼠肾损伤模型, 但该作用可以被小剂量的
L -arg阻断.

关键词: L -精氨酸; 胰腺炎; 腹水; 肾损伤; 细胞凋

亡; 一氧化氮
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是临床常见急腹症, 常
并发多器官功能障碍综合征(MODS)[1]; 其胰外

器官损伤中肾功能障碍发生率仅次于肺功能障

碍, 大约在14%-43%[2], 且大多同时伴有其他器

官系统的损害; 发展至急性肾功能衰竭(ARF)后
病死率高达80%, 出现ARF后其他脏器衰竭发生

率也明显上升; SAP引起ARF的机制尚未完全阐

明. 一般认为有效循环血容量不足、肾血流动

力学异常是SAP并发肾损伤的主要原因, 尽管

如此, 最近越来越多的资料都表明SAP败血症

时的肾衰是由于免疫或毒素的应急引起的急性

肾小管凋亡导致的, 而不是简单的血液动力学

紊乱引起的[3]. 本实验通过观察L -精氨酸(L -arg)
对PAAF诱导的大鼠肾细胞凋亡的影响, 探讨

SAP时肾损伤的发病机制及L -arg对其的保护 
机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠210只, 雌雄不限, 体重(250
±25)g(购自昆明医学院动物实验研究中心). 牛
磺胆酸钠(购自美国Sigma公司), NO的生成量(试
剂盒购自南京建成生物工程研究所), 兔抗大鼠

iNOS多克隆抗体、SABC试剂盒和DAB显色试

剂盒(购自博士德生物有限公司), PI染色法(试剂

购自美国BD公司). 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组 健康SD大鼠210只, 雌雄不限, 体
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重(250±25) g. 60只制成SAP模型并收集PAAF
备用, 随机选取18只作为SAP组; 60只制成PP
模型7 h后收集其腹水(PPAF)备用, 随即选取18
只作为PP组; 最后90只SD大鼠随机分5组. 空白

组(NS组): ip生理盐水(NS)8 mL/只; 穿孔性腹

膜炎组(PPAF组): 参照2(2)建立消化道穿孔模

型, 7 h后无菌状态下开腹收集腹腔渗出液, 4℃,  
2500 r/min离心15 min后取上清液, -80℃保存备

用; 实验时ip 8 mL/只. 模型组(PAAF组): 参照2(1)
建立SAP模型, 7 h后无菌状态下开腹收集腹腔

渗出液(即PAAF), 4℃, 2500 r/min离心15 min后
取上清液, -80℃保存备用; 实验时ip 8 mL/只. 精
氨酸组(L -arg组): 在模型组(PAAF组及PPAF组)
基础上, 注射腹水前10 min经股静脉给予L -arg 
(100 mg/kg). 即(PAAF+L-arg组及PPAF+L-arg组). 
1 .2 .2  动物模型的制作  (1)大鼠S A P模型的

制作: 大鼠术前12 h禁食, 自由饮水; 30 g/L
的戊巴比妥钠(30  m g/k g)i p麻醉后 ,  正中切

口入腹 ,  以无损伤小动脉夹暂时阻断肝门

侧胆总管 ,  以套管针针头 ( 尖端剪断并磨

钝 )由十二指肠前壁进针 ,  经乳头部插入胆

总管内 ,  以50  g/L牛磺胆酸钠1 m L/k g匀速

注入 ,  拔针后局部指压穿刺部位防止逆流 .  
5 m in后开放胆总管阻断, 胰腺在短时间内可

见出血水肿, 局部坏死, 大鼠SAP诱导成功. (2)
大鼠消化道穿孔模型的制作: 大鼠术前12 h禁
食, 自由饮水; 30 g/L的戊巴比妥钠(30 mg/kg)ip
麻醉后, 作长约1.5 cm上腹正中切口开腹, 横断

十二指肠球部无血管区1/2周径, 并将胃窦部下

拉悬吊于中腹部腹壁. 以0号丝线结扎各出血

点, 无活动性出血后分层关腹. 术后自由饮水, 
于术后7 h留取腹水, PP模型建立成功. 
1.2.3 指标的检测 (1)血清学指标: SAP组及PP组
于模型成功建立后7 h、其余各组分别于实验设

计12 h后, 经腹主动脉采血5 mL, 注入抗凝试管, 
离心(4℃, 3000 r/min, 10 min), 取上清置于-20℃
冰箱保存待测. NO含量(μmol/L), 采用硝酸还原

酶法测定血清NO2
-/NO3

-含量, 间接反应NO的生

成量; 血清BUN、Cr和Amyl水平应用酶偶联测

定法在全自动生化分析仪上测定. 采血完毕后, 
立即取胰腺左叶及左肾上极组织分别用于以下

指标的检测. (2)病理学指标检测: 按照标准步骤

将胰腺及肾组织制成石蜡切片并行HE染色, 光
镜下观察组织病理学改变. (3)组织中iNOS表达

的检测: iNOS抗体的工作浓度为1∶200. 按说明

书步骤操作; 光镜下观察并照相, 无着色为阴性, 
浅黄色为弱阳性, 棕黄色为阳性, 棕褐色为强阳

www.wjgnet.com

■研发前沿
本实验通过观察
胰腺炎相关性腹
水 ( PA A F ) 对 正
常肾细胞凋亡的
影响、L -精氨酸
(L -arg)对该损伤
的 影 响 ,  探 讨 重
症急性胰腺炎时
急性肾损伤的发
病机制及L -精氨
酸对其的保护机
制. 并进一步完善
PAAF诱导胰外脏
器损伤的模型建
立.
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■相关报道
新 近 研 究 表 明 , 
SAP时异常激活
的胰酶在造成胰
腺损伤的同时, 使
粒细胞等炎症细
胞过度激活, 大量
释放多种炎性介
质及细胞因子, 并
通过扳机样作用, 
形成瀑布样炎性
损害, 不但使胰腺
组织发生大量坏
死, 而且还可导致
SIRS和多器官衰
竭; SAP时除了大
量的胰酶释放入
血, 还有大量有毒
性细胞因子的腹
水产生.

■创新盘点
以胰腺炎相关性
腹水(PAAF)腹腔
注射建立大鼠的
肾损伤模型, 并且
成功建立了该模
型 ,  该 模 型 可 以
“屏蔽”SAP时
坏死胰腺对肾脏
的影响, 从而可以
在模拟临床的条
件下为研究肾损
伤的机制提供了
比较单纯的研究
背景. 术前小剂量
的L -arg可以通过
抑制肾细胞的凋
亡来减轻PAAF诱
导的肾损伤.

性. (4)细胞凋亡的检测: 采用PI染色法, 按照说

明操作, 于流式细胞仪上检测肾细胞的凋亡率. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用t检验; P <0.05为差异显著. 指标间联系的密切

程度采用Pearson's相关分析. 所有处理均采用

SPSS12.0统计软件包.

2  结果

2.1 血清Amyl、BUN、Cr及NO水平 SAP组与

PP组、PAAF组与PPAF组及PAAF+L -arg组与

PPAF+L -arg组比较均无统计学差异. 血清Amyl
及血BUN、Cr, SAP组及PP组最高, 其余依次为

PPAF组及PAAF组、PPAF+L -arg组及PAAF+L -
arg组、NS组; 血清NO, 使用L -arg的两组最高, 
依次高于PPAF组及PAAF组、SAP组及PP组, 而
NS组反而最低(表1).
2.2 胰腺的病理学变化 SAP组及PP组胰腺大片

出血坏死, 呈暗红色, 表面及周围腹膜、系膜见呈暗红色, 表面及周围腹膜、系膜见表面及周围腹膜、系膜见

皂化斑; 光镜下胰腺大部分坏死, 腺体结构消

失, 大量炎性细胞浸润伴出血; PAAF组及PPAF
组仅有部分腺体组织水肿, 组织间隙增宽, 少量组织间隙增宽, 少量少量

炎性细胞浸润; PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组
胰腺轻度水肿, 偶见炎性细胞浸润.
2.3 肾组织病理学变化及iNOS表达 SAP组及PP
组病变最严重, 大鼠肾小球体积增大, 肾小管上

皮细胞重度水肿, 管腔纹状缘消失, 少数肾小囊

内可见红细胞渗出; 髓质内间质血管扩张、出

血, 中等量炎细胞浸润; 组织中iNOS均呈阳性

染色. PAAF组及PPAF组病变次之, 主要表现为

肾小管上皮细胞中度水肿, 髓质内间质血管扩

张、淤血, 少量炎细胞浸润; 组织中iNOS亦均为

阳性染色. PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组病变

较前4组明显变轻, 仅表现为肾小管上皮细胞轻

度水肿, 未见炎细胞浸润; 但组织中iNOS为强阳

性染色. iNOS染色主要集中在肾小管的上皮细

胞胞浆内, 而肾小球并不表达. 正常肾组织iNOS
呈弱阳性染色(图1). 
2.4 肾组织的细胞凋亡 正常肾组织存在较低水

平的凋亡现象1.32%±0.12%; 而SAP组凋亡最凋亡现象1.32%±0.12%; 而SAP组凋亡最现象1.32%±0.12%; 而SAP组凋亡最

严重, 高达23.8%±4.5%, PP组为22.7%±3.41%; 
其次为PAAF组18.3%±2.11%、PPAF组17.3%±

2.25%, 但PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组均明显

减轻, 分别为8.3%±0.77%、8.1%±0.71%. SAP
组、PAAF组、PAAF+L -arg组及NS组, PP组、

PPAF组、PPAF+L -arg组及NS组组内两两比较

均有统计学意义(P <0.05, 图2)., 图2).图2). 

3  讨论

SAP时可产生大量胰腺炎相关性腹水(PAAF), 含
有多种毒性有害物质和炎性细胞因子介质, 他
们被腹膜吸收后亦可能是引起多脏器损害的重

要原因之一. 但毫无疑问感染是影响SAP死亡率

的关键性因素[4], 下调炎症性过程可以明显降低

SAP的死亡率. 故临床上常通过腹腔灌洗、手术

引流等方法来减少腹水中毒性物质吸收, 从而减

轻SAP造成的全身性损害, 但这缺乏充足的实验

依据. 本实验通过将PAAF注射到正常大鼠腹腔

内, 12 h后肾小管上皮细胞中度水肿, 髓质内间质

血管扩张、淤血, 并少量炎细胞浸润, 与PPAF组
肾损伤相当; 但均明显轻于SAP组. 说明了PAAF
可以屏蔽SAP时坏死胰腺对肾脏的影响, 单独诱

导健康肾脏的损伤. 从而为研究PAAF诱发的肾

损伤以及L -arg对该损伤的疗效提供了较为单纯

的研究背景. 此外, 本实验SAP组与PP组、PAAF
组和PPAF组中的淀粉酶、尿素氮及肌酐并无统

计学差异, 且胰腺、肾脏的病变程度相当, 充分

说明了PAAF腹腔内注射引起的腹膜炎为非特异

性的炎症, 该模型更接近临床上的PAAF. 
急性肾功能衰竭时肾小管上皮细胞出现凋

亡早于肾功能的变化, 凋亡作为细胞丢失的途

表  1  各组血清Amyl、BUN、Cr、NO含量变化(mean±SD，n  = 18)

     
分组	                          Amyl(U/L)             BUN(mmol/L)         Cr(μmol/L)          NO(μmol/L)

SAP组	               6977.6±2687.8ad        15.1±2.0ad      137.6±15.2ad	    63.05±8.31ad

PP组	                  6969±1502.5af         15.1±1.8af      138.2±19.6af	    57.48±6.93af

NS组	                 734.3±305.9              4.6±0.7           33.8±2.7	    31.76±3.63

PAAF组	               3328.3±833.3a           12.4±1.0a       114.5±8.6a	    71.84±6.56a

PPAF组                  3599.1±1156.9a         13.0±1.1a       115.8±6.9a	    67.98±8.00a

PAAF+L-arg组      1925.8±1024.2ad          9.1±0.9ad        62.1±7.5ad	  121.70±12.89ad

PPAF+L-arg组      2128.0±795.9af            8.5±0.8af         60.0±6.1af	   118.56±12.64af

aP<0.05 vs  NS组; dP<0.01 vs  PAAF组; fP<0.01 vs  PPAF组.
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■应用要点
本实验为临床上
通过腹腔灌洗、

引流等治疗SAP
时的腹水以减轻
病变程度提供了
一定的实验理论
依据, 模拟临床的
条件下为研究肾
损伤的机制提供
了比较单纯的研
究背景; 更为SAP
及其胰外脏器损
伤的治疗提供了
新的视点.

径之一, 同样可造成肾小管基底膜裸露、转运

功能丧失及小管液回漏等功能障碍, 成为少尿或

无尿的病理生理基础, 说明凋亡在肾功能损害

中发挥重要的作用[5]. Nishikawa et al [6]利用鼠的

PAAF对Madin-Darby狗的远端肾小管细胞进行

培养发现, PAAF可以导致培养细胞凋亡且具有

剂量和时间依赖性. 同时细胞DNA片段的酶联

免疫吸附试验发现培养4 h后DNA片段开始增加

到12 h达高峰, 提示有细胞的凋亡. 国内朱明德 

et al [7]发现SAP大鼠肾脏的细胞凋亡数明显增多, 
凋亡指数增高, 肾小管凋亡现象较肾小球严重, 
肾脏细胞凋亡指数与肾功能的损害程度呈正相

关. 本实验发现, SAP大鼠肾脏的细胞凋亡数明

显增多, 凋亡指数增高, 肾小管凋亡现象较肾小

球严重, 肾脏细胞凋亡指数与肾功能的损害程度

呈正相关, 与肾脏的病理改变一致; 本实验又直

接将PAAF注射到正常大鼠腹腔后, 肾脏呈急性

肾损伤的Ⅱ级病理改变, 肾细胞的凋亡率明显增

图  1  各组肾组织中iNOS表达(×200). A: NS组; B: PAAF组; C: PPAF组; D组: PAAF+L-arg组; E: PPAF+L-arg组; F组: SAP组; 

G组: PP组. 
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DC
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集, 抗血栓形成, 而对急性胰腺炎(AP)具有一定

的保护作用[13]. 但也有相反报道[14-20], 焦点主要集

中在L -arg给药的量及给药的时机. 一般认为, 大
剂量、高浓度的L -arg(20%, 2 g/kg)加重急性胰

腺炎的损害, 而小剂量、低浓度的L-arg(1%, 100 
mg/kg)起保护作用[21]. 本实验发现: SAP时大鼠

存在显著血浆及胰组织NO增加, 胰腺血流量显

著下降, 胰淀粉酶显著增加; 表明SAP大鼠早期

存在NO合成相对不足, 随SAP大鼠病程发展, 胰
酶、内毒素及炎症介质作用下, 内皮细胞合成

NO过多, 反之过量NO生成通过直接抑制靶细胞

的氧化呼吸链, 致胰腺细胞及胰血管内皮细胞

损害; 与铜蛋白及其他氧自由基结合, 产生过量

■名词解释
PAAF(pancreatitis 
associated ascitic 
fluid), 即胰腺炎
相关性腹水, 多见
于重症急性胰腺
炎时产生的腹部
并发症, 内含复杂
的炎症介质和毒
性物质.

加, 均明显轻于SAP组. 说明SAP肾脏损伤至少部

分是通过细胞凋亡机制引起的, 而且细胞凋亡是

造成肾功能进一步恶化的重要因素之一. 
近年来大量实验研究表明, 以L -arg为底物

在体内一氧化氮合成酶(NOS)催化生成的NO, 是
一种很强生物活性物质, 具有广泛且重要的生物

学功能, 其主要是传递信息、舒张血管和细胞

毒作用, 参与了多种炎症性疾病的发生、发展

过程. 当某些疾病造成血管内皮细胞损伤时, 将
导致NO生成减少, 因而补充外源性NO就成为一

种必要的治疗措施[8-12]. L -arg及其体内代谢产物

一氧化氮(NO)能有效改善胰腺微循环, 抑制白

细胞内皮细胞相互作用, 抑制血小板黏附和聚

图  2  各组肾细胞的凋亡率. A: NS组; B: PAAF组; C: PPAF组; D: PAAF+L-arg组; E: PPAF+L-arg组; F: SAP组; G: PP组.
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ONOO-, 从而对胰组织有毒性作用. 
本实验尚发现: SAP大鼠12 h时存在内毒素

血症, 血BUN、Cr显著升高, 肾组织NO显著升

高; 即时给予小剂量L -arg后明显降低血内毒素

及肾组织NO, 肾功能明显改善, 显著延长死亡

时间; 此外, 本实验通过免疫组化发现iNOS只在

肾小管细胞中表达, 而肾小球无表达; 与肾小管

的病变一致; 且SAP的表达最强, 应用小剂量的

L -arg反而较弱. 据此认为小剂量的L -arg通过增

加组织中NO可以抑制肾细胞的凋亡以减轻肾损

伤. 其具体机制可能主要包括以下几个方面: (1)
抑制中性粒细胞活化及其表面CD11/CD18表达; 
(2)拮抗细胞因子生成, 从而减少引发“白细胞-
内皮细胞相互作用”的始动因素; (3)灭活氧自

由基, 已证实氧自由基可促进“白细胞-内皮细

胞相互作用”, 外源性L -arg可灭活氧自由基, 减
少氧自由基的生成而使此反应逆转; (4)内皮细

胞生成的NO在血管内皮表面形成保护层, 能降

低血管阻力, 阻止中性粒细胞在血管内皮细胞

表面的黏附. 这为临床治疗SAP肾损伤又提供了

新视角.
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