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Abstract
AIM: To investigate whether edaravone has pro-
tective effects against acute necrotizing pancre-
atitis (ANP) in rats and to explore the possible 
mechanisms involved. 

METHODS: Ninety male Spraque-Dawley rats 
were randomly and equally divided into sham 
operation group, ANP group and edaravone 
treatment group (EDA group). ANP was in-
duced in rats of the ANP and EDA groups by 
retrograde injection of 1.5% deoxycholate. The 
EDA group was injected with edaravone (6 
mg/kg) via the tail vein immediately after ANP 
induction. The rats were sacrificed 6, 12, and 
24 h after the operation. Pathological changes 
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依达拉奉对大鼠急性坏死性胰腺炎的保护作用

张瑜红, 唐国都, 许志毅, 蔡 莉

®

■背景资料
氧化应激时产生
大量的自由基可
导致脂质、蛋白
质和核酸过氧化, 
细胞膜受损, 造成
胰腺细胞的损伤, 
是急性坏死性胰
腺炎(SAP)发病的
重要机制之一. 这
些提示清除胰腺
炎时过量产生的
氧自由基以及提
高机体抗氧自由
基能力可以减轻
胰腺组织损伤, 改
善病情. 

in the pancreas were observed and graded. Se-
rum levels of amylase, tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), endothelin-1 (ET-1) and soluble 
intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1), as 
well as malonic dialdehyde (MDA) content and 
superoxide dismutase (T-SOD) activity in pan-
creatic tissue were measured.

RESULTS: Compared to the sham operation 
group, pancreatic pathological scores, serum 
levels of amylase, TNF-α, ET-1 and sICAM-1, 
and the contents of MDA in pancreatic tissue 
were significantly increased, and T-SOD activity 
in pancreatic tissue was significantly decreased 
in the ANP group. Compared to the ANP group, 
pancreatic pathological scores, serum levels 
of TNF-α (6 h: 109.6 ng/L ± 49.0 ng/L vs 190.2 
ng/L ± 46.6 ng/L, 12 h: 405.4 ng/L ± 116.3 ng/L 
vs 559.7 ng/L ± 203.9 ng/L, 24 h: 415.4 ng/L ± 
164.6 ng/L vs 648.7 ng/L ± 222.1 ng/L, all P < 
0.05), ET-1 (6 h: 45.6 ng/L ± 13.5 ng/L vs 66.0 
ng/L ± 16.0 ng/L, 12 h: 83.5 ng/L ± 15.4 ng/L 
vs 96.8 ng/L ± 23.0 ng/L, 24 h: 85.1 ng/L ± 25.8 
ng/L vs 103.9 ng/L ± 28.9 ng/L, all P < 0.05), 
and sICAM-1 (6 h: 0.58 ng/L ± 0.13 ng/L vs 0.78 
ng/L ± 0.14 ng/L, 12 h: 0.78 ng/L ± 0.10 ng/L 
vs 0.94 ng/L ± 0.12 ng/L, 24 h: 0.96 ng/L ± 0.16 
ng/L vs 1.24 ng/L ± 0.30 ng/L, all P < 0.05), and 
the contents of MDA in pancreatic tissue (6 h: 
4.22 nmol/mg prot ± 0.40 nmol/mg prot vs 8.79 
nmol/mg prot ± 0.80 nmol/mg prot, 12 h: 5.90 
nmol/mg prot ± 0.51 nmol/mg prot vs 12.30 
nmol/mg prot ± 1.02 nmol/mg prot, 24 h: 9.10 
nmol/mg prot ± 0.84 nmol/mg prot vs 17.88 
nmol/mg prot ± 1.43 nmol/mg prot, all P < 0.05) 
were reduced, and T-SOD activity was increased 
(6 h: 88.6 U/mg prot ± 7.1 U/mg prot vs 68.8 U/
mg prot ± 10.5 U/mg prot, 12 h: 77.6 U/mg prot 
± 6.8 U/mg prot vs 46.0 U/mg prot ± 8.9 U/mg 
prot, 24 h: 45.5 U/mg prot± 5.3 U/mg prot vs 
27.8 U/mg prot ± 4.3 U/mg prot, all P < 0.05) in 
the EDA group. No significant differences were 
observed in serum levels of amylase between the 
ANP and EDA groups.

CONCLUSION: Edaravone can eliminate the 
excessive generation of oxygen free radicals, 
down-regulate the expression of inflammatory 
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cytokines, and reduce tissue injury in rats with 
ANP.

Key Words: Pancreatitis; Oxidative stress; Edar-
avone
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摘要 
目的: 探讨自由基清除剂依达拉奉对大鼠急
性坏死性胰腺炎的保护作用及其机制.

方法:  9 0 只♂S D 大鼠随机分为假手术组
(SHAM组)、坏死性胰腺炎组(ANP组)、依达
拉奉治疗组(EDA组), 每组30只. SHAM组为
开腹后只翻动十二指肠及胰腺后关腹; ANP组
胰胆管内逆行输注1.5%脱氧胆酸钠制备急性
坏死性胰腺炎模型; EDA组为ANP造模后立
即尾静脉注射依达拉奉(6 mg/kg). 分别于术后
6、12、24 h处死大鼠(每个时点10只), 观察胰
腺病理形态改变并评分; 检测血清淀粉酶、

TNF-α、ET-1、sICAM-1含量; 检测胰腺组
织中丙二醛(MDA)含量及总超氧化物歧化酶
(T-SOD)活力. 

结果: 与ANP组比较, EDA治疗组在胰腺病理
改变、血清TNF-α水平(6 h: 109.6 ng/L±49.0 
ng/L vs 190.2 ng/L±46.6 ng/L, 12 h: 405.4 ng/
L±116.3 ng/L vs  559.7 ng/L±203.9 ng/L, 24 h: 
415.4 ng/L±164.6 ng/L vs 648.7 ng/L±222.1 
ng/L, 均P <0.05)、血清ET-1水平(6 h: 45.6 ng/L
±13.5 ng/L vs 66.0 ng/L±16.0 ng/L, 12 h: 83.5 
ng/L±15.4 ng/L vs 96.8 ng/L±23.0 ng/L, 24 
h: 85.1 ng/L±25.8 ng/L vs  103.9 ng/L±28.9 
ng/L), 血清sICAM-1水平(6 h: 0.58 ng/L±0.13 
ng/L vs  0.78 ng/L±0.14 ng/L, 12 h: 0.78 ng/L
±0.10 ng/L vs  0.94 ng/L±0.12 ng/L, 24 h: 0.96 
ng/L±0.16 ng/L vs  1.24 ng/L±0.30 ng/L, 均
P <0.05)、胰腺组织MDA含量 (6 h: 4.22 nmol/
mg prot±0.40 nmol/mg prot vs 8.79 nmol/mg 
prot±0.80 nmol/mg prot, 12 h: 5.90 nmol/mg 
prot±0.51 nmol/mg prot vs 12.30 nmol/mg prot
±1.02 nmol/mg prot, 24 h: 9.10 nmol/mg prot
±0.84 nmol/mg prot vs 17.88 nmol/mg prot
±1.43 nmol/mg prot)均有不同程度减轻(均
P <0.05), T-SOD活力增强(6 h: 88.6 U/mg prot
±7.1 U/mg prot vs 68.8 U/mg prot±10.5 U/
mg prot, 12 h: 77.6 U/mg prot±6.8 U/mg prot 
vs 46.0 U/mg prot±8.9 U/mg prot, 24 h: 45.5 
U/mg prot±5.3 U/mg prot vs 27.8 U/mg prot
±4.3 U/mg prot, 均P <0.05); 血清淀粉酶变化

无显著差异. 与SHAM组比较, ANP组胰腺组
织病理评分、血清淀粉酶、TNF-α、ET-1、
sICAM-1明显升高, 胰腺组织MDA含量升高, 
T-SOD活力下降, 差异均有统计学意义.

结论: 依达拉奉可以清除坏死性胰腺炎体内
过量生成的氧自由基并减少炎性因子的表达, 
减轻胰腺组织损伤.

关键词: 胰腺炎; 氧化应激; 依达拉奉
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0  引言

重型急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
发病急, 病情变化快, 可导致全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)和多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 其死亡率高达

16%-50%[1-3]. 大量的研究表明在SAP的发病过

程中, 炎性因子及氧自由基的过度释放起着重

要的作用. 因此, 控制炎症介质、氧自由基(oxy-
gen free radicals, OFRs)的过度释放成为阻止轻

症胰腺炎向重症胰腺炎发展的重要手段. 依达

拉奉(edaravone, EDA)是一种合成的自由基清除

和抗氧化剂, 临床研究证实他可减轻缺血再灌

注过程中脑细胞的损伤, 已在急性脑梗死患者

中广泛应用[4,5], 并在急性心肌梗死患者中取得

较好的临床效果[6]. 本研究通过EDA干预急性坏

死性胰腺炎大鼠模型, 观察其在SAP中的作用, 
为其临床应用提供依据.

1  材料和方法 

1.1 材料 90只清洁级♂SD大鼠, 体质量300 g±
20 g, 购自广西医科大学实验动物中心, 大鼠随

机分为假手术组(SHAM组)、坏死性胰腺炎组

(ANP组)、ANP+EDA治疗组, 每组30只. 
1.2 方法

1.2.1 造模及标本采集: 大鼠术前12 h禁食, 不
禁水. 采用10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)腹腔注

射麻醉. SHAM组剖腹后只翻动十二指肠及胰

腺后关腹. ANP组取上腹正中切口开腹, 沿十二

指肠内侧找到胰胆管开口, 在开口对侧肠壁剪

开一小孔, 用24号静脉留置针斜行从小孔进入

肠管, 沿乳头方向探入胆胰管, 同时用无损伤血

管夹分别夹住肝门部胆管和注射针, 按1 mL/kg

■研发前沿
依达拉奉 (EDA)
除了减少氧自由
基的生成, 还参与
调节炎症反应、
基质金属蛋白酶
水平, 一氧化氮的
产生, 细胞凋亡、
细胞坏死等过程.
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逆行注入1.5%脱氧胆酸钠溶液, 1 min注射完

毕, 注射完后仍夹闭维持3 min, 拔出注射针, 松
开血管夹, 确认腹腔无活动性出血后缝合肠壁

及腹腔. EDA组为制备ANP后立即予EDA注射

液(南京先声制药有限公司)6 mg/kg尾静脉注

射. 动物模型建立后, 分别于术后6、12、24 h每
组各取10只大鼠进行实验. 下腔静脉放血处死

大鼠, 留取下腔静脉血4-5 mL保存. 取下腔静脉

血, 4 ℃ 3 000 r/min离心10 min, 分离血清保存

于-20 ℃备用; 剪取部分胰腺组织40 g/L多聚甲

醛固定, 石蜡包埋, 切片及HE染色, 用于光镜观

察组织病理改变; 取新鲜胰腺组织加入冰生理

盐水制成组织匀浆用于检测总超氧化物歧化酶

(total-superoxide dismutase, T-SOD)活力和丙二

醛(malondialdehyde, MDA)含量.
1.2.2 胰腺组织学检查及胰腺病理评分: 胰腺

评分标准参照Kusske等[7]标准. 按胰腺水肿、

出血、坏死及中性粒细胞浸润4项 ,  水肿:  无
改变(0分)、小叶间灶性水肿(1分)、小叶间弥

漫水肿(2分)、小叶广泛分隔(3分)、全小叶分

隔(4分); 出血: 无改变(0分)、实质出血面积

<25%(1分)、实质出血面积为25%-50%(2分)、
实质出血面积为51%-70%(3分)、全小叶分隔(4
分); 坏死: 无改变(0分)、导管周围坏死<5%(1
分)、灶性坏死5%-20%(2分)、弥漫性实质坏死

21%-50%(3分)、严重小叶丧失>50%(4分); 炎
细胞浸润: 无改变(0分)、局限导管内(1分)、实

质内<50%(2分)、实质内51%-75%(3分)、形成

脓肿(4分).

1.2.3 血清淀粉酶(AMS)、TNF-α、ET-1及sI-
CAM-1测定: 采用全自动生化分析仪检测血清

淀粉酶; 采用酶联-免疫双抗体夹心法测定血清

TNF-α、ET-1、sICAM-1含量.
1.2.4 胰腺组织T-SOD活力、MDA含量测定: 取
新鲜胰腺组织制成组织匀浆, 用黄嘌呤氧化酶

法检测T-SOD活力, 硫代巴比妥酸法测定MDA
含量(测试盒购自南京建成生物工程研究所). 全
部操作均严格按照说明书进行.

统计学处理  SPSS13.0统计学软件对实验的

所有数据进行统计学分析, 各组数据用mean±
SD表示, 组间采用单因素方差分析, 以P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织病理学改变及评分 SHAM组大鼠腹腔

无积液, 腹腔脏器肉眼观无异常, 光镜下腺泡结

构完整, 偶见水肿或少量炎性细胞浸润. ANP、
EDA组可见不同程度血性或黄色腹水, 胰腺外

观肿胀, 呈暗红或蓝黑色, 表面可见出血点, 光
镜下胰腺小灶性坏死, 胰腺实质、间质内有炎

症细胞浸润或伴局灶性出血, 符合ANP的病理

改变. ANP组及EDA组胰腺病理评分显著高于

SHAM组, EDA组病变较ANP减轻(P <0.05, 表1, 
图1). 
2.2 血清淀粉酶、T N F-α、E T-1及s I C A M-1
水平的变化  A N P、E D A组各时点血清淀粉

酶、TNF-α及sICAM-1均较SHAM组显著升高 
(P <0.01); 血清AMS在ANP组与EDA组同一时点

间差异无显著性; EDA组各时点与ANP组同一

时点比较, TNF-α、ET-1及sICAM-1水平则显著

降低(P <0.05或0.01, 表2).
2.3 胰腺组织T-SOD、MDA测定 ANP组造模后

各时点T-SOD活力较SHAM组显著下降(P <0.01), 
EDA组T-SOD活力各时点高于ANP组(P <0.01或
P <0.05), 但低于SHAM组. MDA含量ANP组各时

点显著高于SHAM组及EDA组(P <0.01), EDA组

表  1  各组胰腺组织病理学评分 (mean±SD, n = 10)

     分组         6 h         12 h          24 h

SHAM组  1.90±0.74   1.70±0.67   1.80±0.79

ANP组 6.50 ±1.08b 10.80±1.93b 11.30±1.57b

EDA组  5.30±0.95bc   9.20±1.32bc 10.30±1.34bc

bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05 vs  ANP组同一时点.

A B C

图  1  各组大鼠胰腺组织病理学改变(中倍视野). A: SHAM组24 h胰腺组织切片; B: ANP组24 h胰腺组织切片; C: EDA组24 h

胰腺组织切片.

■相关报道
越来越多的研究
表 明 炎 性 介 质 , 
包 括 氧 自 由 基
(OFRs)及细胞因
子所介导的异常
免疫反应及微循
环障碍在SAP的
发生及发展过程
中起重要作用.
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6 h与SHAM组比较同一时点差异无显著性, 12 h
及24 h组高于SHAM组(P <0.05, 表3, 图2). 

3  讨论 

近年来, 越来越多的研究表明炎性介质, 包括

OFRs及细胞因子所介导的异常免疫反应及微 
循环障碍在SAP的发生及发展过程中起重要作

用[8-11]. 在生理情况下体内存在大量的自由基清

除剂, 自由基在体内很快被清除, 因此, 自由基的

产生和清除是平衡的. 在病理情况下, 如缺血、

缺氧及外伤, 炎症介质诱导的中性粒细胞活化会

导致产生大量的OFRs, 造成广泛的破坏.
SAP时OFRs可能由以下途径产生: (1)糜蛋

白酶原在游离脂肪酸及胰酶作用下, 激活为糜

蛋白酶, 该酶使黄嘌呤脱氢酶(D型)转化为黄嘌

呤氧化酶(O型)代谢, 其在催化次黄嘌呤反应

中产生OFRs[12]; (2)SAP早期就存在胰腺组织灌

注不足、不完全缺血[13], 使得线粒体氧化磷酸

化过程受阻, 维持细胞膜两侧离子浓度梯度的

泵功能衰竭, Ca2+进入细胞内, 激活黄嘌呤氧化

酶, 进而产生OFRs; (3)SAP时腺泡细胞内Ca2+骤

然升高可激活NADPH氧化酶亚单位(p47phox, 
p67phox)由胞浆向胞膜移位, 活化小G蛋白Rac
产生OFRs[14]; (4)SAP时由于异常激活的胰酶、

脂肪酶及胆汁酸使单核/巨噬细胞、中性粒细胞

表  2  各组血清淀粉酶、TNF-α、ET-1及sICAM-1含量 (mean±SD, n  = 10)

     分组 时点   AMS(U/L)  TNF-α(ng/L)  ET-1(ng/L) sICAM-1(ng/L)

SHAM组    6 1556±210   68.8±39.2 31.0±7.8  0.36±0.04

 12 1554±224   57.6±37.8 29.9±7.0  0.38±0.06 

 24 1609±363   66.5±39.7 32.1±10.2  0.40±0.07

ANP组    6 3899±1020b 190.2±46.6b 66.0±16.0a  0.78±0.14b

 12 5841±1508b 559.7±203.9b 96.8±23.0b  0.94±0.12b

 24 5770±1706b 648.7±222.1b 103.9±28.9b  1.24±0.30b

EDA组    6 3822±1071b 109.6±49.0bd 45.6±13.5a  0.58±0.13bc

 12 4660±1304b 405.4±116.3bc 83.5±15.4bd  0.78±0.10bd

 24 4415±1366b 415.4±164.6bc 85.1±25.8bd  0.96±0.16bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  ANP组同一时点.

表  3  各组大鼠胰腺组织T-SOD活性、MDA含量 (mean±
SD, n = 10)

     分组 时点 T-SOD(U/mg prot) MDA(nmol/mg prot)

SHAM组    6    131.0±17.1       2.75±0.48

 12    128.0±16.8       1.88±0.37

 24    127.7±17.0       2.12±0.42

ANP组    6      68.8±10.5b       8.79±1.70b

 12      46.0±8.9b     12.30±2.02b

 24      27.8±4.3b     17.88±2.43b

EDA组    6      88.6±7.1ac       4.22±0.95d

 12      77.6±6.8bd       5.90±1.02bd

 24      45.5±5.3bd       9.10±1.54ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  

ANP组同一时点.

图  2  各组胰腺组织T-SOD活性和MDA含量的变化. A: T-SOD活性; B: MDA含量.
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■应用要点
EDA可以有效的
抑制体内脂质过
氧 化 反 应 ,  减 少
氧自由基的生成, 
保护机体抗氧化
能 力 ,  同 时 显 著
降低重型SAP促
炎性因子的生成, 
减轻胰腺病理损
伤 ,  具 有 一 定 的
抗炎作用.
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“呼吸爆发”, 在补体、白三烯或内毒素等的

刺激下释放OFRs. 氧自由基及其衍生物通过脂

肪酸过氧化作用可直接造成类脂膜破坏及溶酶

体膜破坏, 对胰腺损害起着重要作用. 研究表明, 
在SAP的早期阶段, 因为抗氧化系统耗尽, 过度

OFRs释放可损害毛细血管内皮细胞, 增加毛细

血管的通透性, 并提高ICAM-1所介导的白细胞

-内皮细胞相互作用, 从而诱发胰腺微循环障碍, 
加重胰腺损伤[15,16]. 因此, OFRs的产生和清除进

程的不平衡是导致胰腺损害加重的重要因素[17].
在一些疾病和  组织损伤的动物模型中, 证实

了EDA除了减少氧自由基的生成, 还参与调节

炎症反应、基质金属蛋白酶水平, 一氧化氮的

产生, 细胞凋亡、细胞坏死等过程[18-20]. 我们的

研究表明, EDA可以有效的抑制体内脂质过氧

化反应, 减少氧自由基的生成, 保护机体抗氧化

能力, 同时显著降低SAP促炎性因子的生成, 减
轻胰腺病理损伤, 具有一定的抗炎作用.

本实验中我们采用脱氧胆酸钠逆行注入胰

胆管, 制备坏死性胰腺炎模型, 病理结果显示胰

腺组织具备腺泡细胞颗粒样凝固性坏死等坏死

性胰腺炎病理改变. 在我们的实验中, EDA治疗

组胰腺病理评分较ANP组显著降低(P <0.05), 病
理切片中观察到EDA组胰腺的中性粒细胞的浸

润明显减少, 胰腺损伤程度较ANP组有所减轻.
TNF-α在SAP的发病机制中起始动作用, 可

诱发IL-1、IL-6、IL-8等其他细胞因子的产生, 
引起连锁和放大的“瀑布效应”, 致使全身炎

症反应及组织损伤[8,21,22]. SAP时组织缺血、缺

氧、感染等因素可导致内皮细胞损伤, ET-1大量

表达并释放入血, 导致胰腺微血管持续痉挛, 微
小动静脉收缩、加重胰腺缺血, 降低胰腺血流

灌注[23]. sICAM-1可介导白细胞与血管内皮细胞

的黏附及白细胞穿出血管壁, 从而对周围组织

的炎症反应及损伤起重要作用. 我们的研究表

明ANP组血清TNF-α、ET-1、sICAM-1在造模

6 h后3者即显著高于假手术对照组, 并且随时间

延长呈增高趋势或持续高水平表达, 说明炎性

因子的过度释放、内皮功能的活化导致的微循

环障碍及白细胞-内皮细胞的相互作用参与了

ANP的发病过程, 国内外的研究也表明TNF-α、
ET-1、sICAM-1在胰腺炎的发病中起重要作用, 
与胰腺炎的严重程度密切相关[24-26]. 我们的实验

观察到EDA治疗组血清ET-1、sICAM显著降低, 
说明EDA可以使血管内皮功能受到保护, 减轻

胰腺的缺血、缺氧程度. 这与国外的研究结果

一致[27,28]. 其可能机制为: (1)EDA可在mRNA水

平下调前炎性因子TNF-α表达[29], 这在一定程度

上遏制了炎症的级联反应, 减少了炎性因子的

过度释放导致的胰腺损伤; (2)前列腺素I2(PGI2)
是血管松弛剂, 可抑制血小板变形、黏附作用

及白细胞激活, 保护溶酶体, 防止溶酶体向组

织内释放造成胰腺损伤. 而EDA可以刺激前列

腺素类物质生成, 从而抑制血小板的聚集, 拮
抗ET-1收缩血管作用, 减轻了胰腺微循环障碍; 
(3)EDA可以降低黏附分子的表达, 减少白细胞

的黏附聚集及游出, 从而减轻组织损伤.
SOD是具有清除OFRs功能的一种酶, 可对

抗与阻断OFRs对细胞造成的损害, 并及时修复

受损细胞, 修复OFRs造成的细胞伤害, SOD活力

的高低反应了机体清除OFRs的能力. MDA是氧

自由基攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸, 引发

脂质过氧化作用的代谢产物, 其含量反应了机

体内脂质过氧化损伤的程度. 通过SOD与MDA
的结果分析可反应机体受OFRs攻击的严重程

度. 我们的实验结果显示ANP组MDA水平较

SHAM组显著升高, SOD活力显著下降, 而EDA
治疗组在发病早期就能使MDA含量显著降低, 
T-SOD活力明显提高(P <0.05), 说明EDA在急性

坏死性胰腺炎中能明显减少氧自由基的产生, 
提高机体清除氧自由基的能力.

EDA作为一种新型的氧自由基清除剂, 在
大鼠坏死性胰腺炎模型中可有效减少机体氧自

由基, 提高抗氧化能力, 同时降低促炎因子水平, 
对胰腺的保护具有多效性.
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