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■背景资料
多种因素包括胆
石 、 乙 醇 、 缺
血、高脂血症和
高钙血症等均可
形成急性坏死性
胰腺炎(ANP), 并
促使炎症从胰腺
局部迅速扩展到
全身, 发生全身炎
症反应综合征和
多器官衰竭, 其中
急性肺损伤(ALI)
是SAP早期最常
见的并发症. 
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Abstract
AIM: To investigate the influence of treatment 
with penehyclidine hydrochloride (PHCD) on 
the levels of macrophage migration inhibitor fac-
tor (MIF) in serum and aquaporin-5 (AQP-5) in 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in rats with 
acute necrotizing pancreatitis (ANP) and acute 
lung injury (ALI). 

METHODS: ANP and ALI was induced in 
Sprague-Dawley rats by retrograde injection of 
4% sodium taurocholate into the biliopancreatic 
duct. One hundred rats were randomly and 
equally divided into treatment group and non-
treatment group. The treatment group received 
intraperitoneal injection of PHCD. Each group 
was further equally and randomly divided into 
five subgroups for testing at 6 h, 12 h, 24 h, 36 
h, and 48 h. The concentrations of MIF in se-
rum and AQP-5 in BALF were determined by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
Pancreatic and pulmonary pathomorphology was 
recorded and compared between the two groups. 
The wet-to-dry weight ratio of the lung was mea-
sured and blood gas analysis was performed.

RESULTS: Compared to the non-treatment 
group, the treatment group had significantly 
decreased serum levels of MIF (χ2 = 20.52, P = 
0.042), the wet-to-dry weight ratio of the lung (χ2 
= 21.04, P = 0.000) and arterial PaCO2 (χ2 = 82.83, 
P = 0.000), significantly increased BALF levels of 
AQP-5 (χ2 = 17.22, P = 0.044) and arterial PaO2 (χ2 
= 503.48, P = 0.000), and significantly mitigated 
pancreatic and lung histopathological changes.

CONCLUSION: PHCD intervention has an appre-
ciable therapeutic effect on ANP and ALI in rats.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Acute 
lung injury; Penehyclidine hydrochloride; Macro-
phage migration inhibitor factor; Aquaporin-5
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摘要

目的: 探讨盐酸戊乙奎醚对大鼠急性坏死
性胰腺炎(acute necrotic pancreatitis, ANP)并
发急性肺损伤(acute lung injury, ALI)血清巨
噬细胞移动抑制因子(macrophage migration 
inhibitory factor, MIF)和肺泡灌洗液水通道蛋
白-5(aquaporin-5, AQP-5)表达的影响.

方法: 采用经胰胆管内逆行注射4%牛磺胆酸
钠构建大鼠ANP并发ALI模型, 100只SD大
鼠以是否接受盐酸戊乙奎醚(penehyc l idine 
hydrochloride, PHCD)腹腔注射干预治疗随机
分为治疗组和非治疗组, 每组再以6 h、12 h、
24 h、36 h、48 h五个取材时间点继续随机分
组, 共10组, 每组10只动物. 采用ELISA法测定
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■相关报道
1980年Aho等经
胆 管 穿 刺 ,  向 胰
胆管内注射牛磺
胆 酸 钠 ,  首 次 成
功诱导了ANP模
型 .  该 模 型 出 色
的模拟了临床胰
管梗阻、胆汁返
流等导致的急性
胰腺炎的发生和
发 展 过 程 ,  且 操
作 比 较 方 便 ,  现
已被广泛接受与
应用.

血清中MIF的浓度和肺泡灌洗液中AQP-5的
浓度, 同时进行胰腺和肺组织病理形态学观
察, 肺组织湿/干重比检测, 动脉血气分析.

结果: 相同时间点PHCD治疗组与非治疗组
比较显示, 血清MIF浓度降低(χ2 = 20.52, P  
= 0.042), 肺泡灌洗液AQP-5浓度增高(χ2 = 
17.22, P  = 0.044), 胰腺和肺组织病理学损伤
减轻, 肺组织湿/干质量比值减小(χ2 = 21.04, 
P  = 0.000), 动脉血PaO2上升(χ2 = 503.48, P  = 
0.000)、PaCO2下降(χ2 = 82.83, P  = 0.000).

结论: PHCD的适当干预对大鼠ANP并发ALI
具有一定的治疗效果.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 急性肺损伤; 盐酸戊乙

奎醚; 巨噬细胞移动抑制因子; 水通道蛋白-5
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0  引言

重症急性胰腺炎(sever acute pancreatitis, SAP)
是一种起病急、进展快、病情危重、并发症

多、病死率高的急腹症[1]. 多种因素包括胆石、

乙醇、缺血、高脂血症和高钙血症等均可激活

胰腺细胞内的胰蛋白酶原和其他消化酶, 释放

氧自由基; 激活的胰酶和氧自由基损伤腺泡细

胞, 引起细胞因子和血管活性介质大量释放; 吸
引炎症细胞, 活化血管内皮, 上调黏附分子表

达, 引起胰腺微紊乱. 这种所谓的“第二次攻

击”可使胰腺病理改变由水肿进展为坏死, 形
成急性坏死性胰腺炎(acute necrosis pancreatitis, 
ANP), 并促使炎症从胰腺局部迅速扩展到全身, 
发生全身炎症反应综合征和多器官衰竭[2], 其中

急性肺损伤(acute lung injury, ALI)是SAP早期最

常见的并发症. 急性胰腺炎相关性肺损伤(acute 
pancreatitis-associated lung injury, APALI)的具体

机制尚未完全清楚. 近期有研究表明巨噬细胞

移动抑制因子(macrophage migration inhibitory 
factor, MIF)高表达导致的过度炎症反应可能是

大多数肺损伤的根本原因. 水通道蛋白-5(aqua-
porin-5, AQP-5)的表达和功能下降可能与高浓

度氧肺损伤中肺水肿的形成及体液异常转运有

关[3]. 盐酸戊乙奎醚(penehyclidine hydrochloride, 
PHCD)是一类新型选择性抗胆碱药, 主要选择

作用于亚型M1和M3受体, 对大多存在于心脏的

M2受体无明显作用或作用较弱, 而肺的通气道

主要分布M3受体, 故该药具有持续作用时间长

和心血管副作用小等特点. 目前PHCD已成功应

用于临床救治有机磷农药中毒[4], 并推荐用于

麻醉前给药, 近期有报道称其对创伤性和内毒

性ALI有明显效果. 本课题拟通过研究PHCD干

预治疗对大鼠ANP并发ALI后重要因子MIF和
AQP-5表达的影响, 为寻找治疗APALI的可行性

方案提供新思路和新策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠(美国Sigma公司), 大鼠MIF
和AQP-5 ELISA检测试剂盒(上海亚培生物科技

有限公司), 长托宁PHCD(成都力思特制药股份

有限公司), ELX800型酶标仪(美国BIO-TEK仪

器公司), 血气分析仪(美国Roche公司), 全自动

生化分析仪(美国Vitros公司), 光学显微镜(日本

OLYMPUS公司), 石蜡切片机(德国LEICA公司), 
全自动组织脱水机(德国LEICA公司), 组织包

埋机(德国LEICA公司). 健康成年SPF级SD大鼠

(180-240 g)100只, 雌雄各半, 由南通大学实验动

物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠ANP并发ALI模型构建与PHCD药

物处理: 参照Lankisch等的方法, 大鼠腹腔注

射10%水合氯醛[300 mg/(kg·bw)]麻醉后固定

于手术台, 以0.1 mL/min速度向胰胆管内逆向

注入4%牛磺胆酸钠[1 mL/(kg·bw)], 构建大鼠

ANP并发ALI模型. 按照是否采用PHCD药物

干预随机分为治疗组和非治疗组, 治疗组大鼠

在制模后30 min、12 h、24 h、36 h腹腔注射

PHCD[0.2 mg/(kg·bw)], 非治疗组大鼠在各相应

时间点注射等体积无菌生理盐水. 每组分别于

制模成功并药物处理后6 h、12 h、24 h、36 h、
48 h五个时间点取材, 继续随机分组, 共10组. 
1.2.2 标本采集: 每组分别于制模成功并药物处

理后6 h、12 h、24 h、36 h、48 h五个时间点, 
将大鼠麻醉(方法同前)后抽取腹主动脉新鲜动

脉血(肝素抗凝)0.5 mL, 密封后送检; 心脏穿刺抽

取血液2-3 mL, 室温下以3 000 r/min离心20 min, 
取血清置-80 ℃冰箱保存待检; 放血致死后取左

肺, 生理盐水2 mL灌洗支气管肺泡2次, 取肺泡灌

洗液2 mL, 室温下以2 500 r/min离心10 min, 取上

清液置-80 ℃冰箱保存待检; 取右肺中叶组织, 滤
纸吸干表面水分, 称质量待检; 同时快速切取胰

腺和肺组织, 置40 g/L多聚甲醛中固定. 
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■应用要点
盐 酸 戊 乙 奎 醚
(PHCD)不仅可以
改善APALI的肺
损伤程度, 甚至可
能在一定程度上
阻止ALI向ARDS
进 展 ,  P H C D 将
有可能成为一种
新 的 有 效 治 疗
APALI的可行性
选择手段.

1.2.3 血气分析: 将抽取的新鲜动脉血0.5 mL立
即用Roche OPTICCA 型血气分析仪测定PaO2和

PaCO2, 具体方法按操作规程. 
1.2.4 肺组织湿/干质量比测定: 用滤纸吸干右肺

中叶组织的表面水分, 用电子分析天平称湿质量

(W), 然后置80 ℃电热干燥箱内烘烤24 h左右, 待
质量恒定后称干质量(D), 计算肺湿/干质量比値

(W/D). 
1.2.5 胰腺和肺组织病理学检测: 胰腺和肺组织

经固定、脱水、石蜡包埋、切片, 进行苏木精-
伊红(HE)染色, 显微镜下观察. 
1.2.6 血清MIF和肺泡灌洗液AQP-5测定: 采用

ELISA法分别检测血清MIF和肺泡灌洗液AQP-5
的浓度, 严格按照试剂盒说明书规范操作. 

统计学处理 使用SPSS15.0统计分析软件, 
采用具有一个重复测量因素的两因素方差分析, 
以P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况观察 非治疗组中6 h组大鼠活

动减少; 12 h组大鼠开始呼吸急促, 同时有血性

腹水; 24 h组可见大鼠耸毛, 口鼻周围紫绀, 睑缘

和四肢肢端苍白, 喘息明显, 血性腹水增多, 腹
围稍增加, 呼吸困难; 随着时间推移, 大鼠呈现

越来越严重的呼吸窘迫表现; 36 h组出现1只大

鼠死亡; 48 h组又有2只大鼠死亡. PHCD治疗组

亦有厌食、竖毛、呼吸急促、活动减少等情况, 
但与非治疗组各相应时间点比较明显轻微, 血

性腹水明显减少, 且48 h组仅死亡1只大鼠. 
2.2 血气分析 PHCD治疗组与非治疗组各相应时

间点比较, PaO2上升有统计学差异(χ2 = 503.48, P  
= 0.000), PaCO2下降有统计学差异(χ2 = 82.83, P  
= 0.000, 表1). 
2.3 肺组织湿/干质量比值 PHCD治疗组湿/干质

量比值有逐渐增加趋势, 但与非治疗组各相应

时间点比较明显下降, 有统计学差异(χ2 = 21.04, 
P  = 0.000, 表2). 
2.4 胰腺病理组织学改变

2.4.1 大体观察: 非治疗组注射完牛磺胆酸钠后

胰腺组织随即出现明显的弥漫性出血,  6 h在穿

刺点附近胰腺组织见明显的出血和肿胀, 局部

有暗紫色斑, 腹腔内有少量血性腹水; 12 h胰腺

组织出血、肿胀及坏死明显加重, 局部有皂化

斑, 并见中等量血性腹水; 24-48 h点胰腺组织出

血、肿胀及坏死进一步加重, 并可见多处皂化

斑. PHCD治疗组胰腺组织出血和水肿均较非治

疗组各相应时间点明显减轻. 
2.4.2 镜下观察: 非治疗组6 h可见明显胰腺小叶

间水肿, 片状出血, 炎性细胞浸润, 部分腺泡细

胞变性; 12-48 h都可见大量炎性细胞浸润, 片
状出血, 胰腺小叶结构破坏, 大量腺泡细胞坏死

明显. PHCD治疗组6 h点虽可见胰腺部分细胞

变性, 腺体呈空泡状, 但与相同时间点非治疗组

比较明显减轻; 12-48 h虽可见胰腺小叶结构破

坏、片状出血、炎症细胞浸润, 但与相同时间

点非治疗组比较明显减轻(图1). 

表  1  PHCD对大鼠ANP合并ALI血气的影响 (mmHg, mean±SD)

                                            PaO2                                      PaCO2

      6 h 12 h 24 h 36 h 48 h 6 h 12 h 24 h 36 h 48 h

非治

疗组
89.1±4.1 81.1±4.2 71.3±3.4 60.9±3.7 48.8±3.2 44.3±2.3 51.2±1.9 56.6±2.3 61.1±2.5 64.8±3.2

PHCD

治疗组
94.1±2.2 85.9±2.9 80.4±1.6 73.0±2.7 66.8±4.7 42.5±2.6 49.5±2.5 50.2±1.1 53.7±2.9 60.0±1.5

χ2值 102.64 101.69 102.49 36.55 72.45 72.83 61.75 52.22 51.41 41.07

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.001

表  2  PHCD对大鼠ANP合并ALI肺组织湿/干质量比的影响 (mean±SD)

             6 h       12 h      24 h      36 h      48 h

非治疗组 4.34±0.09 4.57±0.13 4.79±0.09 4.98±0.10 5.11±0.15

PHCD治疗组 4.35±0.08 4.54±0.07 4.42±007 4.56±0.08 4.69±0.17

χ2值 2.71 6.69 5.19 2.81 4.39

P值 0.025 0.009 0.023 0.043 0.036
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2.5 肺病理组织学改变 大体观察, 非治疗组6 h肉
眼见肺水肿, 少量血性胸水; 12-48 h血性胸水逐

渐增多, 肺水肿进行性加重; 暗红色肺表面12 h可
见散在的出血点, 24-48 h出血点明显增多, 成大

片状, 可见肺淤血. PHCD组各相应时间点肺水

肿和淤血均明显较轻. 镜下观察, 非治疗组6 h可
见肺间质水肿、充血、中性粒细胞浸润; 12-48 h肺
病理组织学改变逐渐加重, 呈现不同程度的肺

泡和间质水肿、出血、灶性或片状肺不张, 肺
泡间隔增宽, 大量炎症细胞浸润, 肺组织结构紊

乱等典型的ALI病理改变. PHCD治疗组肺间质

水肿、出血、炎症细胞浸润均明显减轻. 
2.6 血清MIF的动态变化 各相同时间点PHCD治

疗组血清MIF浓度明显低于非治疗组, 有统计学

差异(χ2 = 20.52, P  = 0.042, 表3). 
2.7 肺泡灌洗液AQP-5的动态变化 各相同时间点

PHCD治疗组肺泡灌洗液AQP-5浓度明显高于非

治疗组, 有统计学差异(χ2 = 17.22, P  = 0.044, 表4). 

3  讨论

SAP是一种临床急重症, 病死率高, 预后较差[5], 
并发症多, APALI是SAP早期最常见的并发症, 

A B

C D

E F

图  1  胰腺病理组织学改变(HE). A, C, E: 非治疗组; B, D, F: PHCD治疗组; A, B: 6 h; C, D: 24 h; E, F: 48 h.

表  3  血清MIF浓度测定值 (ng/mL,mean±SD)

              6 h        12 h       24 h       36 h      48 h 

SAP组 158.9±7.9 208.0±7.4 191.2±7.5 177.6±6.5 160.8±2.7

PHCD组 127.0±5.4 165.1±5.4 148.2±5.1 127.9±5.0 113.4±5.4

χ2值 10.60 9.71 11.28 9.48 8.56

P值 0.001 0.002 0.000 0.002 0.003

■同行评价
本文为动物基础
研究 ,  立题有据 , 
采用的技术路线
可行, 观察指标较
全、较新, 对重症
急性胰腺炎的防
治具有一定的理
论意义.
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也是SAP早期最主要的死亡原因之一. 临床表现

主要为肺内弥漫性炎症细胞浸润、肺血循环障

碍、肺毛细血管通透性增加及低氧血症. 1980
年Aho等[5]经胆管穿刺, 向胰胆管内注射牛磺胆

酸钠, 首次成功诱导了ANP模型. 该模型出色地

模拟了临床胰管梗阻、胆汁返流等导致的急性

胰腺炎的发生和发展过程, 且操作比较方便, 现
已被广泛接受与应用. 研究发现通过改变牛磺

胆酸钠的药物浓度、注射速度及注射持续时间

可以产生轻重不同的急性胰腺炎. 我们采用向

大鼠胰胆管内逆行注射4%牛磺胆酸钠的方法出

色的诱导了典型的ANP并发ALI, 病理学检查显

示所有实验动物的胰腺组织均出现不同程度的

水肿、炎症细胞浸润、灶性或片状出血, 胰腺

及周围组织出现脂肪坏死及皂化斑, 同时还伴

有血性腹水, 肺组织表现出弥漫性肺实质损伤

和肺水肿, 符合APALI的病理改变. 因此, 该模型

构建方法本模型制作方法操作简单, 重复性好, 
病变产生迅速, 对研究胰腺炎的发生机制和防

治效果具有一定的实用价值. 
临床早期治疗APALI的重要手段之一就是

药物干预, 但目前治疗药物均存在疗效不满意

或不良反应较大等特点, 因此急需寻找更安全

有效的APALI治疗药物. PHCD是一类中国原创

的新型选择性长效抗胆碱药, 与其他抗胆碱药

不同的是, 他具有选择性M1、M3和N1、N2受体

拮抗作用, 无论在外周和中枢均可发挥作用, 且
抗胆碱能作用更强. 肺的通气道主要分布M3受

体, 故PHCD具有持续作用时间长、心血管不良

反应小等特点. 近年来的研究表明PHCD可能对

ALI具有治疗作用, 他能改善肺部微循环、降低

毛细血管壁的通透性、促使溶酶体释放减少. 
本次实验结果显示, PHCD可抑制分布于气道平

滑肌上的M受体, 松弛平滑肌, 减少气管黏液分

泌, 改善肺部通气. 
伴随着人们对SAP认识的深入, APALI中炎

症介质的作用逐渐受到人们的关注, 机体自身

出现的多种炎症介质所形成的“瀑布效应”可

使炎症反应扩大甚至失控, 最终导致以细胞自

身破坏为特征的全身性炎症反应. TNF-α和IL-6
等细胞因子会不断在胰腺局部产生并大量进入

血液中, 形成强大的网络级联式反应, 继而导致

远处器官内的单核细胞巨噬系统激活, 释放出

毒性介质, 成为继发肺部严重炎性反应的始动

因素. 新的研究发现要反映急性胰腺炎的病变

和预后, 还有更加重要的细胞因子参与APALI
的致死效应. 目前MIF的特殊生物学功能及其在

多种疾病中的作用使得其日益受到人们的关注. 
MIF是一种可溶性细胞因子, 具有促炎性作用, 
在APALI中发挥了重要作用. MIF由活化的T淋
巴细胞分泌, 可抑制单核/巨噬细胞移动, 促进巨

噬细胞在炎症局部浸润、增生、激活, 并分泌

其他的促炎因子如 IL-1β、IL-6和TNF-α等, 从
而加剧炎性反应. 我们通过实验发现PHCD治疗

组与非治疗组比较血清MIF下降, 提示PHCD可

抑制致炎因子MIF的产生, 减轻MIF引起的炎症

“瀑布效应”. 其机制可能是通过神经性胆碱

能系统发挥作用, 使细胞对缺血缺氧的耐受性

提高, 稳定细胞膜及溶酶体、线粒体等细胞器

的膜结构, 减少溶酶体的释放[6], 从而抑制和减

少致炎细胞因子MIF的产生和聚集, 抑制氧自由

基生成、减轻肺泡上皮细胞损伤[7,8], 有效减轻

肺泡的渗出, 有利于减轻肺间质和肺泡内水肿[9], 
并阻滞了肺部胆碱能受体有效解除血管平滑肌

痉挛, 降低肺血管阻力. 因此, PHCD可减轻大鼠

ANP并发ALI的肺部炎症反应. 
水通道蛋白是一组小分子跨膜蛋白, 负责

渗透压驱动下水转运, 有时也转运甘油. 近年

来的研究发现, 这一家族蛋白在肿瘤的生长和

转移、细胞形态、细胞凋亡、黏液的分泌等方

面具有重要作用[10,11]. 水通道蛋白有13种, 其中

AQP-1、AQP-3、AQP-4和AQP-5这4种表达在

肺及气道. 在AQP-1、AQP-3、AQP-4和AQP-5
基因敲除小鼠中, 匹鲁卡品刺激后应用特殊显

微镜直接观察小鼠上呼吸道, 只有AQP-5基因敲

除小鼠气道黏膜下腺的液体分泌减低, 其他水

表  4  肺泡灌洗液AQP-5浓度测定值 (ng/mL, mean±SD)

               6 h          12 h         24 h         36 h        48 h

SAP组 0.223±0.032 0.187±0.017 0.143±0.013 0.117±0.017 0.099±0.014

PHCD组 0.312±0.056 0.256±0.037 0.235±0.031 0.200±0.024 0.183±0.180

χ2值 7.58 9.87 5.44 5.76 8.11

P值 0.006 0.002 0.019 0.016 0.004
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通道蛋白基因敲除小鼠的液体分泌并无明显改

变. 收集AQP-5基因敲除小鼠上呼吸道分泌的液

体进行检测, 毛果芸香碱激发AQP-5缺失小鼠

呼吸道黏液分泌较野生型小鼠降低2倍, 而黏液

中蛋白和C l-明显升高, 同时免疫组化显示黏膜

下腺的形态和密度无改变, 说明腺体高分泌并

非腺体数量和形态改变, 而是AQP-5功能缺失

所致. 以上结果提示在肺组织4种水通道蛋白中, 
AQP-5在肺和气道的重要生理功能如肺泡液体

吸收或气道表面液体调节中具有重要作用. 我
们通过实验证实PHCD能增加ANP并发ALI大鼠

肺泡灌洗液中AQP-5的含量, 降低肺湿/干质量

比值, 并有效改善肺气体交换功能. 表明PHCD
能保护肺泡上皮细胞, 维持其合成与分泌AQP-5
的功能, 从而保持良好的肺表面张力, 防止肺泡

萎陷, 维持肺功能作用. 主要原因可能是: PHCD
可以降低胆碱能神经的张力, 避免胆碱能神经

反射的加强, 从而使呼吸道静态张力降低, 松弛

呼吸道平滑肌, 减少黏液分泌及血管渗出, 改善

气道通气功能[12]; PHCD能够解除血管平滑肌痉

挛, 调节微血管舒缩, 开放闭锁的微循环前后通

路, 重新恢复灌流, 减轻对微血管内皮细胞骨架

的影响, 调控胞浆内Ca2+的有效浓度等, 从而抑

制肺微血管的通透性增加[13]; PHCD能够通过抗

M胆碱作用抑制胆碱能促炎效应的发生等. 
总之, PHCD不仅可以改善APALI的肺损伤

程度, 甚至可能在一定程度上阻止ALI向ARDS
进展, PHCD将有可能成为一种新的有效治疗

APALI的可行性选择手段. 
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


