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Abstract
AIM: To explore the roles of renal cell apoptosis and 
expression of bax  and bcl -2 in renal injury in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Thirty rats were randomized into sham op-
eration (SO, n = 15) and SAP group (n = 15). The mod-
el of SAP was established by retrograde injection of 50 
g/L sodium taurocholate into the biliopancreatic duct in 
the rats. Serum creatinine (Cr) and blood urea nitrogen 
(BUN) were determined 6, 12, and 18 h after injection. 
The pathological changes were observed by light and 
electron microscopy. The apoptosis of renal cells was 
determined by TUNEL method, and the expression of 
bax  and bcl -2 was detected by immunohistochemical 
staining (SABC assay).

RESULTS: As compared with those in SO group at 
the same phase, serum Cr and BUN in SAP group in-
creased markedly. Significant injuries of renal tissue 
were observed under light and electron microscope.
The apoptotic index of renal glomerular cells increased 
significantly 6, 12, and 18 h after injection (3.2±1.1 vs 
0.8±0.1, P <0.05; 3.9±1.8 vs 0.9±0.1, P <0.05; 4.8±1.7 
vs 0.8±0.2, P <0.01, respectively). The apoptotic index of 
renal tubule cells also increased significantly (9.8±1.1 
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vs 1.3±0.5, P <0.01; 12.6±2.3 vs 1.2±0.3, P <0.01; 
15 .7±2.6 vs 1 .3±0.3 , P <0.01, respect ive ly ) . 
Theexpression of bax  in renal glomerulus and tubule 
increased significantly at 6, 12, and 18 h, respec-
tively (glomerulus: 3.05±0.86 vs 1.01±0.04, P <0.05; 
3.37±1.13 vs 1.06±0.05, P <0.05; 4.11±1.24 vs 
1.09±0.03, P <0.05; tubule: 8.17±2.16 vs 1.53±0.07, 
P <0.01; 12.92±1.81 vs 1.61±0.05, P <0.01; 13.08±2.53 
vs 1.59±0.05, P <0.01), and increased continuously. 
bcl -2 was mainly expressed in the regions of renal tu-
bule, and it also increased in SAP group at 6, 12, and 
18 h, respectively (3.38±1.07 vs 1.58±0.02, P <0.05; 
4.26±1.13 vs 1.59±0.06, P <0.05; 7.21±1.04 vs 1.61±0.02, 
P <0.01). The level of bcl -2 expression in renal glom-
erulus was higher in SAP group than that in SO group 
at 6, 12, and 18 h, respect ively (2.18±0.65 vs 
1.04±0.02; 2.42±0.63 vs 1.03±0.05, P <0.05; 2.69±0.47 
vs 1.08±0.04, P <0.05), but decreased with the dura-
tion of the injuries.

CONCLUSION: Renal cell apoptosis, which relates 
to the up-regulated expression of bax  and downed 
regulated expression of bcl -2, may be involved in the 
pathogenesis of renal injury in patients with SAP.
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摘要

目的：探讨细胞凋亡及bax ，bcl -2基因表达在重症胰
腺炎(SAP)肾脏损伤中的作用.

方法：大鼠30只随机分为假手术组(SO组，n  =  15)和
SAP组(n  =  15)，采用50 g/L 牛磺胆酸钠逆行胆胰管
注射法建立SAP模型，建模后6，12，18 h测定血Cr, 
BUN，光镜、电镜观察肾组织病理变化，TUNEL法
测定肾脏细胞凋亡，SABC免疫组化染色法测定bax , 
bcl-2基因表达.

结果：SAP组血Cr，BUN较假手术组升高，光电镜下
见肾组织损害明显.肾小球细胞凋亡数明显高于对照
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组（6, 12, 18 h分别为3.2±1.1 vs  0.8±0.1，P <0.05; 
3.9±1.8 vs  0.9±0.1，P<0.05; 4.8±1.7 vs  0.8±0.2, P<0.01),
肾小管细胞凋亡数明显高于对照组（6, 12，18 h分
别为9.8±1.1 vs  1.3±0.5，P <0.01; 12.6±2.3 vs  1.2±0.3, 
P<0.01；15.7±2.6 vs  1.3±0.3，P<0.01), 肾小球bax表达
水平明显高于对照组（6，12，18 h分别为3.05±0.86 
vs  1.01±0.04，P <0 .05；3.37±1.13 vs  1.06±0.05, 
P <0.05；4.11±1.24 vs  1.09±0.03, P <0.05),肾小管bax
表达水平也明显高于对照组（6，12, 18 h分别为
8.17±2.16 vs  1.53±0.07, P<0.01;12.92±1.81 vs  1.61±0.05, 
P<0.01; 13.08±2.53 vs  1.59±0.05，P<0.01), 并且随病
程延长而逐渐增高. bc l -2表达主要在肾小管区，其
表达水平也高于对照组（6, 12, 18 h分别为3.38±1.07 
vs  1.58±0.02, P<0.05；4.26±1.13 vs  1.59±0.06, P<0.05; 
7.21±1.04 vs  1.61±0.02，P<0.01)，肾小球区的bcl-2表
达水平也高于对照组（6, 12, 18 h分别为2.18±0.65 vs 
1.04±0.02; 2.42±0.63 vs  1.03±0.05，P<0.05; 2.69±0.47 vs  
1.08±0.04, P<0.05)，但随病程延长而逐渐下降.

结论：SAP肾脏损伤的发病与肾脏细胞凋亡有关,可能
是通过上调bax表达并下调bcl-2表达而引起细胞凋亡.

关键词: 重症胰腺炎；bax ；bcl -2；肾细胞凋亡
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)常并发多器官功能障碍,其胰外

器官损伤中肾功能障碍(胰性肾病)发生率约14-43%,

仅次于肺功能障碍，发展至急性肾功能衰竭后死亡

率高达71-84%
[1]
.目前对其发病机制尚不完全清楚.过

去认为SAP能致动物肾病与磷酶脂A2、内毒素、肿瘤

坏死因子、脂质过氧化损伤等有关
[2-7]

,近年的研究发

现，在一些继发性肾损伤过程中可发现肾脏细胞凋亡

现象
[8-14]

.我们检测SAP肾脏损伤大鼠肾组织细胞凋亡

及凋亡相关基因蛋白表达情况，探讨细胞凋亡及其相

关基因蛋白表达在SAP肾脏损伤发病过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠30只，体质量250-300 g，由南方医

科大学实验动物中心提供.随机分成2组：假手术组. 

(SO组)和SAP组各15只.每组再分为6，12，18 h三个

时间点，每个时间点分配5只大鼠.动物术前禁食不禁

水12 h，SAP组用30 g/L 戊巴比妥钠(30 mg/kg)ip

麻醉,作上腹正中切口入腹，近肝门处暂时夹闭胆总

管，于十二指肠降部找到胰胆管开口，在对侧肠壁上

选一无血管区，用穿刺针扎穿肠壁，将穿刺导管从针

孔送入肠腔后穿入胰胆管内1 cm，注入50 g/L牛磺胆

酸钠(10 mL/kg)制备SAP模型(注射速度0.2 mL/min),指

压穿刺点，查无漏胆，逐层关腹；SO组仅行胰胆管穿

刺操作，不注射药物。造模后6，12，18 h等各时间

点处死大鼠，心脏穿刺抽血，快速切取左侧肾脏，测

定各项指标.

1.2 方法 全自动生化分析仪测定血Cr,BUN.各组织标

本以多聚甲醛固定,常规石蜡包埋、HE染色,光镜观

察；电镜标本以30 g/L戊二醛-10 g/L锇酸双重固定,

环氧树脂包埋,超薄切片,醋酸铀和柠檬酸铅电子染

色，透射电镜观察.

1.2.1 肾脏细胞凋亡的测定 采用DNA末端原位标记法

(TUNEL法,试剂盒购自武汉博士德公司).切片常规脱

蜡入水,经30 m L/L  H2O2处理、蛋白酶K消化后,加入

TDT和Dig.dUTP4℃过夜，封闭后加生物素化抗地高辛

抗体，洗涤，加SABC，DAB显色，光镜下计算肾脏细

胞凋亡指数(apoptotic index，AI).AI计算方法:细

胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细胞，即凋亡细胞，每

张切片均分别统计20个正切肾小球及100个正切肾小

管凋亡细胞数和总细胞数，AI=凋亡细胞数/总细胞数

×100%.

1.2.2 基因bax , bcl-2的测定 采用SABC免疫组化染色法

(免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司).染色模式:胞

膜或胞质。各组切片均采用图像分析系统对免疫组

化染色阳性反应产物进行定量分析.具体操作为:每张

切片分别测量10个肾小球及10个高倍视野的肾小管,

利用图像分析系统分析阳性面积和阳性区域平均灰度

值，并将阳性面积和平均灰度值按文献方法
[15]

换算成

阳性单位(positive unit，PU),以PU值大小代表阳性

产物表达的多少.

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件建立数据库,两

组均数比较用完全随机设计资料的方差分析，细胞凋

亡与肾功能损害的相关性用相关性分析.P<0.05为差

异有显著性意义.

2  结果

2.1 肾组织病理学改变 S O组大体未见异常;S A P组

6 h时腹腔见少量渗液,肾脏轻度水肿;12 h时肾脏充

血水肿加重,并可见少量出血点,腹腔渗液增多,淡红

色;18 h时肾脏充血水肿更为明显,可见局灶性坏死,

腹腔渗液呈血性.光镜下SO组未见异常;SAP组6 h时

肾小球轻度肿胀,肾小管肿胀较为明显,肾间质见炎细

胞浸润;12 h时肾小球、肾小管肿胀加重,间质炎细胞

增多;18 h时肾小球可见淤血,肾小管上皮细胞可见坏

死.电镜下SO组未见异常;SAP组6 h时肾小球毛细血管

扩张,足细胞核不规则，线粒体凝集和肿胀，溶酶体
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增多,内质网扩张，基膜局部增厚，肾小管上皮细胞

水肿,表面微绒毛减少，排列紊乱，微绒毛末端呈杆

状膨大.随病程延长，上述病理改变加重.18 h时尚

出现肾小球毛细血管淤血，粒细胞凝集，基膜内有纤

维素沉积,肾小管上皮细胞胞浆空泡化，线粒体空泡

变性，表面微绒毛脱落，部分线位体破裂，各时段均

可见细胞核固缩，集合管内可见坏死的肾小管上皮细

胞和红细胞.SAP时血Cr，BUN明显升高，且随着病程

延长而逐渐增高(表1).

2.2 肾脏细胞凋亡情况 S O组肾小球和肾小管仅偶见

凋亡细胞,SA P组凋亡细胞明显增多,凋亡指数升高,

并随着病程延长而逐渐增高，肾小管凋亡现象较肾

小球严重(图1-2，表2).肾小管细胞凋亡与血C r呈

正相关(r  = 0.812,Ｐ <0.05),与血BU N也呈正相关

(r  = 0.807,Ｐ <0.05).

2.3 肾脏细胞bax，bcl-2表达 SO组肾小球和肾小管bax

的表达都很弱；SAP组bax在肾小球和肾小管的表达

均较SO组明显增强，且随着病程延长而逐渐增高(表

2).SO组bcl-2在肾小管和肾小球的表达都很弱；SAP

组bc l -2的表达明显增强,其表达值也有随着病程延

长而逐渐上升的趋势(表2).SAP组肾小球和肾小管的

bcl-2/bax比值均较同时相SO组明显下降，并且随着

表1  SAP大鼠肾功能 (mean±SD)

肾功能　                  分组 　　 6 h              12 h　              18 h

Cr(umol/L)　            SO     40.2±3.2      43.0±5.0         41.2±3.3

                                SAP   60.2±7.2
a
   125.6±14.9

a
    178.3±32.6

b

BUN(mmol/L)          SO       5.0±0.4        4.9±0.5          5.1±0.5

                                SAP   10.2±1.0
a
     16.7±3.5

b
        22.5±3.5

b

a
P <0.05，

b
P <0.01 vs  SO组.

  1.30±0.30

  15.7±2.6b

  1.59±0.05

13.08±2.53b

  1.61±0.02

  7.21±1.04b

  1.01±0.05

  0.55±0.01b

                                                       6 h                             12 h                            18 h                                6 h                               12 h                             18 h 

AI                     SO                          

                         SAP                 

bax (PU)           SO                             

                         SAP                

bcl -2(PU)         SO                               

                         SAP                           

bcl -2/bax           SO                          

                         SAP                      

表2  SAP大鼠肾小球和肾小管细胞凋亡，bax ，bcl -2表达 (mean±SD)　

a
P <0.05，

b
P <0.01 vs  SO组.

              肾小球                                                                                     肾小管
指标　　        分组

0.80±0.10

3.20±1.10a 

1.01±0.04

3.05±0.86a 

1.04±0.02

2.18±0.65 

1.02±0.06

0.72±0.01a    

0.90±0.10

3.90±1.80 a

1.06±0. 05

3.37±1.13a

1.03±0.05

2.42±0.63a

0.98±0.05

0.70±0.03a  

0.80±0.20 

4.80±1.70b

1.09±0.03

4.11±1.24a

1.08±0.04

2.69±0.47a

0.99±0.03

0.65±0.03a

1.30±0.50

9.80±1.10b

1.53±0.07

8.17±2.16b

1.58±0.02 

3.38±1.07a

1.03±0.05

0.66±0.02 a

  1.20±0.30

12.60±2.30b

  1.61±0.05

12.92±1.81b

  1.59±0.06

  4.26±1.13 a

  0.99±0.07 

  0.62±0.03 a

病程的延长而逐渐下降(表2).

3  讨论

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
[16]

.凋亡作为细胞丢失的途径之一，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
[17-22]

.细胞凋亡

也参与胰性肾病的发病过程.Takase　et al
[23]

在诱发

实验性SAP 6 h后，并发ARF的小鼠肾脏肾小管细胞出

现凋亡，用SAP小鼠产生的腹水注射到健康小鼠，也

导致肾小管细胞的凋亡；SAP时血中内毒素(ET)、肿

瘤坏死因子(TNF-α)等明显升高，而经ET注射的小鼠

肾脏可见到明显的细胞凋亡
[24]

，TNF-α增加了ET诱导

的肾小管细胞的凋亡
[25]

.我们发现，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，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.

   细胞凋亡是受基因调控的，在调控细胞凋亡的基

因中，bcl-2家族是最受重视者之一，其中bcl-2是

最重要的凋亡抑制基因，它的生理功能主要是阻遏

细胞凋亡，延长细胞寿命.b a x也是bc l -2基因家族

成员，它的功能与b c l -2相反，主要是促进细胞凋

亡
[26-28]

，bax和bcl -2分别可以以同源二聚体形式存

在，他们之间也可形成异源二聚体，ba x -b c l -2异

源二聚体较稳定，无诱导凋亡的作用，而当b a x较

bcl-2绝对或相对增高，即细胞内bcl-2与bax的比例

(bcl-2/bax)下降时，bax-bax同源二聚体形成，便诱

导凋亡
[29,30]

.我们的实验发现，SAP时bax在肾小球和

肾小管的表达均明显上升，且随着病程延长而逐渐增
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高，bcl-2的表达也有所上升，但幅度相对较小，可能

是机体代偿所致，通过bcl-2表达的增加发挥其抗凋亡

作用，减轻细胞损伤，总体上，bcl-2/bax比值逐渐下

降，导致细胞凋亡逐渐增加。我们认为SAP能致病鼠肾

脏损伤，可能是由于SAP产生的肾毒性物质上调诱导凋

亡的基因蛋白表达并相对下调抑制凋亡的基因蛋白表

达，使肾小球、肾小管细胞凋亡，引起肾小球滤过膜

通透性增加，肾小管重吸收功能障碍所致.通过降低

bax活性、提高bcl-2的活性以干预细胞凋亡从而减轻

SAP时的肾脏损伤，无疑为胰性肾病的防治提供了新的

途径.
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