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要"目的
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探讨重组人小肠三叶因子!

8DA>̂

"对烧伤后肠黏膜屏障功能的影响&方法
!

建立
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体表面积
!

度烧伤小

鼠模型%将
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只
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小鼠随机分为正常对照组!
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组%
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"'烧伤对照组!
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组%

! #̀$

"'肠三叶因子灌胃给药组!

A\

组%

!`

#$

"和
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皮下注射组!

U=

组%

! #̀$

"&观察伤前及烧伤后
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小鼠肠黏膜屏障功能的变化及不同途径给予
8DA>̂

对其

的影响&结果
!

烧伤后肠黏膜损伤指数'通透性'血浆二胺氧化酶!

M3O

"活性明显高于
=

组%而肠上皮细胞增殖指数和肠黏膜厚

度则显著降低&与
F

组比较%

A\

组和
U=

组小鼠的损伤指数'通透性和
M3O

活性明显降低!
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"%黏膜厚度显著增加!
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"&与
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组比较%

A\

组的疗效更明显!
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"&结论
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8DA>̂

能有效减轻烧伤后肠道损伤%维护肠黏膜屏障功能%通过胃

肠途径给予肠三叶因子的疗效更佳&
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烧伤应激%缺血%缺氧和过度炎症反应可导致肠道组织结

构受损!肠黏膜屏障破坏!肠腔中的细菌%毒素可穿越肠黏膜!

是形成烧伤后#肠源性感染$和#肠源性高代谢$的病理生理基

础(

'
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"因此!如何减轻严重创伤后肠黏膜损伤!加速肠黏膜修

复是目前烧伤救治中的重要环节"尽管已有采用生长激素%胃

肠肽及生长因子治疗烧伤后胃肠损害的报道!但这些药物特异

性不强!稳定性不高!胃肠道给药疗效不佳(

$

)

!临床使用受限"

肠三叶因子*

,1:70:,156:87N+,6N5B:+8

!

A>̂

+是由肠道杯状细胞特

异分泌的小分子多肽!因其具有特殊的#三叶草$型空间结构!

非常稳定!具有耐酸碱和蛋白酶消化的特性(

#
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"在肠易激综合

征%溃疡性结肠炎%短肠综合征等消化系统疾病的治疗中
A>̂

的疗效已得到肯定(
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"但
A>̂

是否能减轻烧伤后肠道损伤还

鲜见报道!对
A>̂

最佳给药途径也还不甚清楚"本研究拟采

用烧伤小鼠模型!观察给予重组人
A>̂

*

8DA>̂

+对烧伤后肠道

损伤的保护作用!并比较口服灌胃和皮下注射两种给药途径在

疗效上的差异!为今后
8DA>̂

用于烧伤后肠黏膜的修复奠定
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+"实验分烧伤前及烧伤

后
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个时相点"
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组
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只小鼠!其他各组每个时相
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%

只小鼠"

=

组小鼠不予烧伤!其他
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!水浴
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!造成
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体表面
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度烧

伤"伤后按
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腹腔注入复方乳酸钠抗休克"创面涂
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碘酊抗感染!每天
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次!伤后给予标准动物颗粒饲料喂养!

自由饮水"
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药物来源及给药方式
!

8DA>̂

来源于本课题组的前期

制备!采用毕赤酵母重组表达发酵!获得的
8DA>̂

经验证与理

论值完全相符!毒理学实验已证实该重组蛋白毒副作用非常轻

微"
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组小鼠在伤后
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开始
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灌胃!剂量为
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!

每次灌胃容量为
)-(;K

!每天分
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次给药,在
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组小鼠颈部皮

下注射等剂量的
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!每次注射容量为
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!每天
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次"
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检测指标
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肠黏膜通透性测定
!

采用核素标记蛋白法!经尾静脉

注入锝..标记的二乙三胺五乙酸螯合的人血清蛋白*
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后断头处死小鼠!测

定肠腔灌洗液的放射性每分钟计数值!以正常小鼠肠黏膜通量

为
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!用烧伤后各时相的放射性每分钟计数值与之的比值来反

映肠黏膜通透性的改变"由于..
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; 半衰期仅
&D

!实验中要

设衰变对照!校正所测放射性每分钟计数值"
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肠上皮细胞增殖指数测定
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采用流式细胞检测技术!

分离肠上皮细胞!调节细胞数为
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( 个!
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乙醇固定!弃
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次!加
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的碘化丙啶染色液
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!上机检测!每份标本分析
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各期细胞所占百分比!计算增殖指数*
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血浆二胺氧化酶*
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+活性测定
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采用分光光度法!具体操作如下&每管中加入
)-';+6

'

KSFU

'-(;K

*

4

["-$

+!

()

#

K

辣根过氧化物酶*

$

#

R

+!

()

#

K

邻联

茴香胺*

$()

#

R

+!

$()

#

K

血浆!最后加
()

#

K

尸胺*
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充分混匀后置
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水浴
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"测定波长为
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"以上

试剂除辣根过氧化物酶由深圳晶美公司提供外!其余均购自

U,
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公司"
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病理形态学检查
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取所需时相点动物部分回肠*距回

盲部
')B;

+!置
')_

甲醛液中固定"常规石蜡包埋切片
[H

染色"用
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显微镜观察病理切片"
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黏膜损害指数评价标准
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采用
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记分法!
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分&

肠黏膜绒毛正常,
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分&绒毛顶端上皮下出现囊状间隙!并伴有

毛细血管充血,

$

分&上皮下间隙扩大!中度固有层水肿!中央

乳糜管扩张,

#

分&固有层明显水肿!肠黏膜上皮层细胞变性%

坏死!少数绒毛顶端脱落,

!

分&上皮细胞层变性%坏死%脱落!

部分绒毛脱落!固有层裸露!毛细血管扩张%充血,

(

分&绒毛脱

落!固有层崩解!出血或溃疡形成"光镜下每只小鼠肠道标本

随机计数
')

个视野!取平均值"
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肠黏膜厚度测定
!

采用目镜测微器测定法!在
!)

倍

光镜下每张切片随机测定
&

个视野黏膜厚度!取平均值作为小

鼠肠黏膜厚度"
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统计学处理
!

应用
USUU'#-)

统计软件进行数据分析!

计量资料以
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表示!组间比较采用多因素方差分析!以
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为差异有统计学意义"
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结
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果
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组小鼠肠黏膜损伤指数%肠黏膜通透性%血浆
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活

性%肠黏膜细胞增殖指数和黏膜厚度见表
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肠道是烧伤后缺血%缺氧性损害的主要靶器官之一!被誉

为外科应激的中心器官"烧伤后受损肠道的修复机制比较复

杂!涉及肠上皮细胞增殖和移行等多个环节"生长因子在肠道

损伤修复过程中发挥了重要作用!在众多生长因子中!

A>̂

似

乎更具有特异性"首先
A>̂

是肠道杯状细胞特异分泌的小分

子多肽!其他部位少见,其次!

A>̂

具有特殊的#三叶草型$空间

结构!使之具备了蛋白酶消化抗性和酸碱稳定性!使其能在胃

肠道复杂的环境中不被破坏!保持生物活性(

#

)

,此外!

A>̂

空间

结构中的一些特殊位点还能同黏蛋白中的寡聚糖或多糖的侧

链相连!维护肠黏膜屏障(

(

)

"因此!

A>̂

被誉为胃肠道的#超级

保护因子$"

实验结果显示!烧伤可导致肠道组织结构受损!通透性增

加!修复能力降低!黏膜萎缩"

8DA>̂

能显著降低烧伤后肠道

受损程度!

U=

组和
A\

组小鼠肠道损伤指数和血浆
M3O

活性

明显低于
F

组"与之对应!肠黏膜通透性明显下降!肠道萎缩

程度也有所减轻!说明
8DA>̂

具有较强的生物活性!能有效降

低烧伤后肠道受损程度!减轻黏膜萎缩!降低肠黏膜通透性"

实验结果还显示!

A>̂

促进肠道修复的机制与细胞增殖无关!

无论是灌胃还是皮下注射
8DA>̂

对烧伤后肠上皮细胞增殖受

抑均无明显疗效!说明
A>̂

通过其他途径促进受损肠道修复"

体外实验证实!

A>̂

对细胞增殖活性影响不大!但能明显促进

细胞移行(

&

)

!本实验再次证实
A>̂

对细胞增殖无效"增殖和

移行是肠黏膜修复的主要方式!在受损肠道的修复中起重要作

用!其中!细胞移行不涉及细胞
MY3

复制和蛋白合成!是肠黏

膜的快速修复机制(

"

)

!越来越受到重视"

A>̂

主要通过促进细

胞移行加快损伤黏膜的修复!而对细胞增殖能力影响不明显!

降低了使用生长因子不当造成的细胞过度增生!甚至发生癌变

的风险!较之其他生长因子安全性更高!具有成为胃肠黏膜特

异保护药物的潜质!值得重点研究和开发"

实验结果还显示!无论哪种途径给予
8DA>̂

对减轻烧伤后

肠道损伤!维护肠黏膜屏障都有积极意义"相对而言!通过灌

胃方式给药的疗效更佳!这可能与胃肠道直接给药有利于维护

肠黏膜屏障有关"

A>̂

的空间结构中有与黏蛋白中糖链结合

的特异位点!能增加黏蛋白的稳定性!能稳定肠黏液层!减轻烧

伤后肠道损伤!促进黏膜修复(

#

)

"此外!肠上皮细胞膜上具有

A>̂

特异受体(

%

)

!通过胃肠道给药可能有利于
A>̂

与其受体结

合!启动肠道细胞保护机制!促进受损肠道修复!但其内在的信

号机制目前尚不甚清楚!有待进一步研究"

总之!给予外源性
A>̂

能有效减轻烧伤后肠道损伤!维护

肠黏膜屏障!在没有绝对口服用药禁忌的情况下!应优先考虑

通过胃肠道给药"
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