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Abstract
AIM: To determine the protective effects of 
isoproterenol preconditioning (IPC) against 
ischemia/reperfusion injury in rats after 
pancreas transplantat ion and to explore 
mechanisms involved.

METHODS: The expression of heat shock pro-
tein 70 (HSP70) in the pancreas of rats undergo-
ing IPC was detected at different time points af-
ter IPC. A rat model of posttransplant pancreatic 
ischemia/reperfusion injury was established. 

The donor rats that showed high expression of 
HSP70 in the pancreas were used as experiment 
group, while donor rats that did not undergo 
IPC were used as control group. The blood and 
pancreatic samples were taken 6 h after pancreas 
transplantation. The expression of HSP70 in the 
pancreas was detected by Western blot and im-
munohistochemistry. The expression of TNF-α 
in the pancreas was detected by immunohisto-
chemistry. Serum amylase was determined by 
iodine colorimetry. The apoptosis rate of pancre-
atic cells was determined by flow cytometry. 

RESULTS: The expression level of HSP70 in the 
pancreas of donor rats reached the peak at 24 h 
after IPC, which was significantly higher than 
those at other time points (0.92 ± 0.25 vs 0.24 ± 
0.04, 0.34 ± 0.06, 0.58 ± 0.07, 0.62 ± 0.11 and 0.25 
± 0.09, respectively; all P < 0.05). The expres-
sion levels of HSP70 in the experimental group 
at 6, 12, 24 and 36 h after IPC were significantly 
higher than those in the control group at corre-
sponding time points (0.34 ± 0.06 vs 0.28 ± 0.07, 
0.58 ± 0.07 vs 0.25 ± 0.04, 0.92 ± 0.25 vs 0.27 ± 0.05 
and 0.62 ± 0.11 vs 0.25 ± 0.06, respectively; all P 
< 0.05) but returned to normal level at 48 h. No 
significant differences were noted in the expres-
sion levels of HSP70 among each time point in 
the control group. HSP70 was mainly expressed 
in pancreatic acinar cells and the vessel wall. The 
expression level of TNF-α, apoptosis rate, neu-
trophil count and serum amylase significantly 
increased in the control group when compared 
with those in sham-operated group (all P < 0.01). 
However, the levels of these parameters  signifi-
cantly decreased in the experiment group when 
compared with those in the control group (11 929 
± 1 220 vs 46 111 ± 3 127, 26.7% ± 4.5% vs 37.4% ± 
4.7%, 3 308 ± 531 vs 6 668 ± 1 506 and 1 057 IU/L
± 148 IU/L vs 1 408 IU/L± 195 IU/L, respective-
ly; all P < 0.05). 

CONCLUSION: Isoproterenol preconditioning 
reduces ischemia/reperfusion injury in rats after 
pancreas transplantation perhaps by inducing 
the production of HSP70. 
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■背景资料
胰腺移植缺血再
灌注损伤是胰腺
移植失败的主要
原因之一. 胰腺持
续性缺血可导致
组织损伤和细胞
死亡, 早期再灌注
尽管对组织非常
重 要 ,  但 再 灌 注
后循环白细胞附
壁、聚积, 渗出血
管、侵及脏器, 导
致组织细胞坏死, 
另外补体激活以
及活性氧的产生
致使缺血的脏器
损伤更为严重. 在
此过程中多种炎
性细胞因子参与, 
导致组织细胞凋
亡及坏死. 通过预
处理的方法启动
机体内源性保护
机制, 提高胰腺对
缺血再灌注损伤
的耐受性是减轻
胰腺缺血再灌注
损伤理想的方法.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科
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摘要
目的: 探讨减轻大鼠胰腺移植后缺血再灌注
损伤的保护作用机制.

方法: IPC后动态检测大鼠胰腺组织热休克蛋
白表达. 建立大鼠胰腺移植缺血再灌注模型, 
选择表达热休克蛋白高峰时段供体大鼠胰腺
移植作为实验组, 未预处理供体大鼠胰腺移植
作为对照组. 移植后6 h, 采集静脉血及移植胰
腺. 热休克蛋白70(HSP70)分别用Western blot
法及免疫组织化学法检测. 免疫组织化学法测
定肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达. 流式细胞仪
检测胰腺细胞凋亡率. 碘淀粉比色法检测血淀
粉酶水平. 

结果: IPC后供体大鼠胰腺中HSP70的表达在
24 h达到高峰, 与其他各时段比较具有显著差
异(0.92±0.25 vs  0.24±0.04, 0.34±0.06, 0.58
±0.07, 0.62±0.11, 0.25±0.09, 均P <0.05), IPC
后6 h, 12 h, 24 h, 36 h大鼠胰腺中HSP70的表
达与未预处理组相应时段比较差异也显著
(0.34±0.06 vs  0.28±0.07, 0.58±0.07 vs  0.25
±0.04, 0.92±0.25 vs  0.27±0.05, 0.62±0.11 
vs  0.25±0.06, 均P <0.05), 48 h恢复到原来水
平. 而未预处理组各时段间比较差异无统计
学意义(P >0.05). HSP70主要表达于胰腺腺泡
细胞及血管壁. 对照组胰腺组织中TNF-α、细
胞凋亡率、中性粒细胞、血淀粉酶的水平明
显升高, 与假手术组相比差异显著(均P <0.01). 
实验组降低了胰腺组织中TNF-α、细胞凋亡
率、白细胞数、血淀粉酶的水平, 与对照组
比较差异具有统计学意义(11 929±1220 vs  
46 111±3127, 26.7%±4.5% vs  37.4%±4.7%, 
3 308±531 vs  6 668±1 506, 1 057 IU/L±148 
IU/L vs  1 408 IU/L±195 IU/L, 均P <0.05).

结论: IPC减轻了大鼠胰腺移植后缺血再灌注
损伤, IPC保护作用与HSP70的诱导生成有关.

关键词: 异丙肾上腺素预处理; 胰腺移植; 缺血再灌

注损伤; 热休克蛋白70
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0  引言

胰腺移植缺血再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)
损伤是胰腺移植失败的主要原因之一[1-3]. 胰腺

持续性缺血可导致组织损伤和细胞死亡, 早期

再灌注尽管对组织非常重要, 但再灌注后循环

白细胞附壁、聚积, 渗出血管、侵及脏器, 导致

组织细胞坏死, 另外补体激活以及活性氧的产

生致使缺血的脏器损伤更为严重, 即再灌注损

伤[4,5]. 在此过程中多种炎性细胞因子参与, 导致

组织细胞凋亡及坏死[6,7]. 通过预处理的方法启

动机体内源性保护机制, 提高器官对缺血再灌

注损伤的耐受性是减轻缺血再灌注损伤理想的

方法. 国外报道通过异丙肾上腺素预处理可以

减轻由蛙皮素引起的胰腺炎损伤[8]. 本实验采用

大鼠胰腺移植模型, 通过腹腔注射异丙肾上腺

素预处理, 探讨减轻大鼠胰腺缺血再灌注损伤

的保护作用机制. 为临床通过异丙肾上腺素预

处理减轻缺血再灌注损伤提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠, ♂, 体质量200-250 
g, 由中国医科大学动物部提供. 一抗兔抗大鼠

热休克蛋白70(heat shock protein 70, HSP70)抗
体、二抗碱磷酶标记山羊抗兔IgG(北京中山生

物技术有限公司). HSP70及TNF-α免疫组织化

学染色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司). 
β-actin(Santa Cruz biotechnology公司). 碘化丙啶

(Sigma公司). 硝酸纤维素膜(Bio-Rad公司)、异

丙肾上腺素(上海禾丰药业有限公司).  
1.2 方法 
1.2.1 诱导热休克蛋白大鼠分组: (1)异丙肾上腺

素预处理(IPC)组: IPC组腹腔注射异丙肾上腺

素0.05 mg/kg. (2)未预处理(C)组: C组腹腔注射

与IPC组相应等量0.9%氯化钠注射液. 按照预处

理后0、6、12、24、36、48 h分6小组. 分别于

预处理后各时段将IPC组(n = 36)及C组(n  = 36)
大鼠处死取胰腺组织, 各时段大鼠胰腺组织置

-70 ℃冰箱保存, 待Western blot法及免疫组织化

学检测胰腺组织HSP70. 
1.2.2 Western blot法检测胰腺组织HSP70的表

达: 将胰腺组织用匀浆机与缓冲液制成匀浆, 离
心收集上清液, 蛋白定量后, SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳, 转印至硝酸纤维素膜上. 各与一抗兔抗

www.wjgnet.com

■研发前沿
热休克蛋白是一
组高度保守的蛋
白质, 当器官暴露
于各种应激条件
下, 细胞表达热休
克蛋白增强. 不仅
通过修复受损伤
的 蛋 白 质 ,  使 细
胞在应激阶段存
活 ,  而 且 还 帮 助
合成、降解、折
叠、跨膜转运蛋
白质, 具有抗细胞
凋亡, 抑制炎性细
胞因子的表达, 起
到增强细胞对损
害的耐受, 维持细
胞的正常功能代
谢, 提高细胞的生
存能力, 在器官移
植领域日益受到
关注.
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大鼠HSP70抗体及一抗兔抗大鼠β-actin抗体孵

育过夜, TBS液洗去未结合的抗体, 二抗碱磷酶

标记山羊抗兔IgG孵育2 h. TBS洗去未结合的二

抗. 膜浸入AKP显色液染色20 min, 将膜转至蒸

馏水中, 终止显色反应. 运用凝胶图像分析系统

(GDS8000型, 美国UVP公司)测定电泳条带积分

吸光度值(IA). 以β-actin作为内对照, 将目的条带

IA与β-actin IA的比值作为目的蛋白相对表达量. 
1.2.3 大鼠胰腺移植模型建立及分组: 术前大鼠

全身肝素化, 开腹将大鼠横结肠系膜、十二指

肠悬韧带剪断, 分别结扎切断胆总管、肝固有

动脉、胃左及胃短动静脉、胃幽门、肾左右动

脉, 在腹腔干动脉上结扎腹主动脉, 在肠系膜

上动脉下切断腹主动脉, 插管UW液灌洗, 高度

60 cm, 灌洗5-8 mL, 直到胰腺变白为止, 游离切

断腹主动脉、门静脉, 取出胰腺及脾, 放在4 ℃ 
UW液中, 腹主动脉远端封闭, 将腹主动脉近端

及门静脉断端分别与另外一只大鼠腹主动脉、

下腔静脉端侧吻合, 用7-0丝线将供体十二指肠

断端与受体空肠作端侧吻合, 逐层关腹, 制成大

鼠胰腺移植模型. 将表达热休克蛋白高峰时段

大鼠及未预处理组大鼠分别作为供体鼠制作此

模型, 分别作为实验组及对照组. 实验组10只预

处理后的大鼠作为供体与10只未处理大鼠受体

分别行胰腺移植, 对照组10只未预处理大鼠作

为供体与10只未处理大鼠受体分别行胰腺移植. 
10只大鼠仅行麻醉后开腹, 不制成模型, 作为假

手术组. 通血再灌注6 h后视为胰腺移植成功, 分
别处死实验组及对照组大鼠, 取其胰腺及血样

检测. 
1.2.4 免疫组织化学法检测预处理后胰腺组织

HSP70及移植后胰腺组织TNF-α的表达: 胰腺标

本固定于中性甲醛液24 h, 经脱水、浸蜡及包埋, 
切片. 按照HSP70及TNF-α免疫组织化学染色试

剂盒说明书操作进行. 应用显微图像分析系统

(Metamorph/Dpio/Bx41, UIC/Olympus, US/JP)测
免疫组织化学TNF-α IA进行量化比较. 
1.2.5 流式细胞仪检测移植后胰腺细胞凋亡率: 
收集各组胰腺组织, 放在400目筛网上, 筛网覆盖

于小烧杯上, 剪碎胰腺组织, 用PBS液冲洗组织

碎块, 将浑浊液体移入流式细胞仪专用管中, 在
离心机上1 000 r/min, 离心5 min, 弃上清, 留试管

底液体加含RnaseA酶的碘化丙啶0.8 mL染色液

混匀, 4 ℃避光30 min. 然后上流式细胞仪检测. 
1.2.6 碘淀粉比色法行血清淀粉酶测定: 1个淀粉

酶单位为100 mL血清中的淀粉酶在37 ℃条件

下, 15 min水解5 mg淀粉. 血清正常值为80-180
淀粉酶单位. 
1.2.7 胰腺组织白细胞计数: 在200倍HE染色片

随机选4个视野, 显微图像分析系统(Metamorph/
Dpio/Bx41, UIC/Olympus, US/JP)计数白细胞, 取
平均值为此片白细胞数.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS10.0软件, 诱导热休克蛋白组内各时段之间

比较采用单因素方差分析. 两组之间比较采用t
检验. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 HSP70在胰腺组织的表达 异丙肾上腺素预

处理组大鼠胰腺组织中HSP70的表达在异丙肾

上腺素预处理6 h后增加, 在24 h达到高峰(0.92
±0.25), 48 h恢复到原来水平, 预处理24 h的IDV
与其他各时段IDV比较有显著性差异(P <0.05, 表
1, 图1). IPC后6, 12, 24, 36 h大鼠胰腺中HSP70
的表达与未预处理组相应时段比较差异也显著

(P <0.05, 表1). 而未预处理组各时段间比较差异

无统计学意义(P >0.05, 表1, 图2).
2.2 IPC后胰腺组织HSP70的表达 HSP70免疫组

织化学染色显示, IPC后HSP70主要表达于胰腺

腺泡细胞及血管壁, 而未预处理组免疫组织化

表  1  胰腺组织中HSP70(IDV)/β-actin(IDV)比值在各时间段比较 (n  = 36, mean±SD)

     
分组                  0 h		  6 h	          12 h		  24 h	             36 h	     48 h

IPC组	 0.24±0.04       0.34±0.06a       0.58±0.07a       0.92±0.25ac        0.62±0.11a       0.25±0.09

C组	 0.26±0.03       0.28±0.07        0.25±0.04        0.27±0.05          0.25±0.06        0.27±0.06

aP<0.05 vs  C组, cP<0.05 vs  IPC组中0, 6, 12, 36, 48 h.

■相关报道
Frossa rd等报道
通过大鼠热处理
产生热休克蛋白
可以减轻大鼠急
性胰腺炎的发生
程度.

图  1  IPC组不同时段胰腺组织中HSP70的表达.

HSP70

β-actin

0          6         12       24         36      48
t /h
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学HSP70的表达为弱阳性(图3).
2.3 IPC后对胰腺移植后缺血再灌注损伤的影响 
胰腺移植后再灌注6 h 100%成功, TNF-α在胰腺

腺泡细胞中表达, 对照组TNF-α、细胞凋亡率, 
白细胞浸润数, 血淀粉酶的水平显著增高, 与假

手术组比较有显著性差异(P <0.01). 而实验组明

显降低了胰腺细胞TNF-α、凋亡率、白细胞浸

润数, 血淀粉酶水平, 与对照组比较差异有统计

学意义(P <0.05, 表2).

3  讨论

热休克蛋白是一组高度保守的蛋白质, 当器官

暴露于各种应激条件下, 细胞表达热休克蛋白

增强[9]. 不仅通过修复受损伤的蛋白质, 使细胞

在应激阶段存活, 而且还帮助合成、降解、折

叠、跨膜转运蛋白质[10]. 其中主要是HSP70家
族, HSP70家族是多基因家族, 广泛分布在细胞

的亚细胞结构中, 其N端结构域高度保守, 具有

ATP酶活性, 可结合ATP, 其C端类似MHC结合肽

结构区域, 同源性及功能差异较大, 具有结合多

肽或特殊蛋白并调节其构象的功能[11]. 本实验结

果证实, 异丙肾上腺素预处理后HSP70的表达强

度有时间依从性, 在异丙肾上腺素预处理后24 h
胰腺组织的HSP70表达至高峰, 随后HSP70缓慢

恢复到原来水平. Frossard等[8]报道通过大鼠热

处理产生热休克蛋白可以减轻大鼠急性胰腺炎

的发生程度. 我们通过腹腔注射异丙肾上腺素

应激诱导大鼠HSP70的产生, 因此将预处理后24 
h表达HSP70高峰的大鼠作为供体进行胰腺移

植, 观察异丙肾上腺素预处理对大鼠胰腺移植

后缺血再灌注损伤的保护作用. 
组织器官缺血再灌注时大量激活的白细胞

及细胞因子进入缺血组织. 其中由再灌注黏附

于血管壁的白细胞产生的毒性物质, 破坏胰腺

血管内皮细胞[12-15]. TNF-α引起细胞因子级联反

应, 加重炎症反应[16-18]. 急性胰腺炎通常被认为

是胰腺腺泡细胞合成及分泌的消化酶引起的自

身消化疾病. 同样胰腺移植物缺血再灌注损伤

时, 胰腺腺泡细胞内胰蛋白酶原及NF-κB被激

活, 引起腺泡细胞损伤和胰腺炎, 导致血淀粉酶

升高[19,20]. 与其他研究结果一样[21], 我们在研究

中也证实, HSP70主要表达于胰腺腺泡细胞及

血管壁. 这样可以抑制胰腺胰蛋白酶原激活, 从
而抑制胰蛋白酶的自身消化, 可以降低胰腺炎

时血淀粉酶水平, 而HSP70在血管壁抑制白细胞

在血管壁的黏附聚集, 抑制白细胞渗出血管壁, 
减轻了胰腺缺血再灌注损伤[22]. NF-κB与HSP70
结合将阻止NF-κB的核易位, 并抑制TNF-α的转

录[23], 从而HSP70抑制缺血再灌注损伤时表达

TNF-α, 减轻了TNF-α对胰腺组织的损害. 本实

验组降低了TNF-α的表达及血淀粉酶水平, 减少

了白细胞浸润, 提示热休克蛋白在大鼠胰腺移

植缺血/再灌注损伤过程中起到增强细胞对损害

的耐受, 维持细胞的正常功能代谢, 提高了细胞

的生存能力. 
脏器缺血性再灌注损伤可以引起细胞凋

亡[24-26]. 目前研究已明确, 细胞表面的Fas/Apo-1
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表  2  胰腺移植后再灌注6 h各组TNF-α、凋亡率、白细胞数、血淀粉酶的比较 (n = 10, mean±SD)

     
分组	                 TNF-α(IA )		    凋亡率(%)	 白细胞数(cm2)        血淀粉酶(IU/L)

实验组	            11 929±1 220a	 26.7±4.5a	 3 308±531a            1 057±148a

对照组	            46 111±3 127d	 37.4±4.7d	 6 668±1 506d         1 408±195d

假手术组	              2 294±247	  	   6.0±1.0		 1 397±191	    112±13

aP<0.05 vs  对照组; dP<0.01 vs  假手术组.

图  3  胰腺组织HSP70的表达(×400). A: 未预处理组; B: 

IPC组.

A B

■创新盘点
本研究首次提出
应用异丙肾上腺
素诱导热休克蛋
白减轻胰腺移植
缺血性再灌注损
伤. 为临床通过异
丙肾上腺素预处
理减轻缺血再灌
注损伤提供实验
依据.

图  2  未预处理组不同时段胰腺组织中HSP70的表达.
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受体和他们的配体相结合是诱导凋亡的重要原

因, 热休克蛋白的表达可能提供一种能够包裹

自身和外来抗原新的免疫物质, 通过抑制c-Jun
激酶的活性来抑制凋亡受体, 从而使细胞避免

凋亡[27,28]. Matsumoto等[29]研究发现大鼠短暂高

温预处理后, 体内积聚热休克蛋白, 并减少细胞

凋亡, 而热休克蛋白合成的抑制物能阻碍这种

现象. 我们在实验中证实, 实验组的移植胰腺细

胞凋亡率明显低于对照组, 间接提示经异丙肾

上腺素预处理, 胰腺高表达的热休克蛋白降低

了胰腺细胞的凋亡率, 从而减轻了大鼠胰腺移

植缺血再灌注损伤. 
总之, 经过异丙肾上腺素预处理后减轻了大

鼠胰腺缺血性再灌注损伤, 表明异丙肾上腺素

预处理减轻大鼠胰腺缺血性再灌注损伤的机制

可能与上调胰腺组织HSP70的表达有关, 且异丙

肾上腺素应用剂量小, 使用方便, 具有临床应用

价值.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


