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　　摘　要：目的　探讨小肠切除术（ＭＳＢＲ）后 Ｎｏｔｃｈ信号通路表达与肠隐窝上皮细胞增殖之间的关系。方法　４０只雄性ＳＤ

大鼠随机分组，接受 ＭＳＢＲ手术（７０％小肠中段切除）或假手术。手术后７ｄ，收集肠道组织标本，行逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、蛋白

免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验，观察肠黏膜Ｎｏｔｃｈ信号通路蛋白（ｍＲＮＡ）及蛋白表达变化；并制作组织学切片，免疫组织化学方

法进一步观察Ｎｏｔｃｈ信号通路蛋白在肠黏膜的表达变化及表达部位。培养大鼠肠道隐窝上皮细胞ＩＥＣ６，给予重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ

１，噻唑蓝（ＭＴＴ）实验观察重组人鼠Ｊａｇｇｅｄ１对ＩＥＣ６细胞增殖的影响。结果　ＭＳＢＲ手术促进了大鼠肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ

１、Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达；免疫组织化学结果显示，表达升高的Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１蛋白共定位于大鼠肠道隐窝上皮细

胞；体外培养ＩＥＣ６细胞，ＭＴＴ实验进一步明确，Ｊａｇｇｅｄ１具有促进肠上皮细胞增殖的作用。结论　Ｎｏｔｃｈ信号通路在 ＭＳＢＲ术

后大鼠肠黏膜中促进了肠隐窝上皮细胞的增殖，参与了 ＭＳＢＲ术后的肠适应过程。
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　　小肠切除术（ｍａｓｓｉｖｅｓｍａｌｌｂｏｗｅｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎ，ＭＳＢＲ）后肠

适应的机制已是欧美国家研究的热点，但 Ｎｏｔｃｈ信号通路在

ＭＳＢＲ术后肠适应中的作用仍不明确。既往研究发现，Ｎｏｔｃｈ

通路调控肠隐窝上皮细胞的增殖，Ｎｏｔｃｈ受体及其下游基因

Ｈｅｓ１的敲除可导致小鼠肠隐窝上皮增殖细胞数量的明显降

低［１２］。Ｎｏｔｃｈ受体首次在果蝇中被发现，其在脊椎动物组织

细胞的增殖分化中发挥着重要调控作用。有研究发现，肝脏部

分切除术后，Ｎｏｔｃｈ通路表达升高并促进了肝细胞的再生，

Ｎｏｔｃｈ信号通路还参与了皮肤、肾脏、心脏、胰腺及支气管上皮

的损伤后再生过程［３７］。在结肠炎动物模型中，Ｎｏｔｃｈ信号通

路参与了肠上皮损伤后的再生过程［８］。但 Ｎｏｔｃｈ信号通路是

否参与了 ＭＳＢＲ术后的肠适应过程，尚不明确。本研究拟明

确Ｎｏｔｃｈ信号通路在 ＭＳＢＲ术后肠黏膜中的表达及其作用。

１　材料与方法

１．１　一般材料　选取ＳＤ雄性大鼠４０只，体质量１８０～２００

ｇ，购于第三军医大学大坪医院实验动物中心。大鼠５只一组

饲养于动物笼中，饲养环境恒温（２３℃），自由进食。大鼠分

组：７０％中段小肠切除（ＭＳＢＲ手术组）或假手术组（小肠中部

切断后再单纯吻合）。７ｄ后处死大鼠，获取肠标本。丢弃吻合

口两侧２ｃｍ肠管后，获取屈氏韧带至回盲部之间小肠，冷生理

盐水冲洗肠管后，玻片刮取肠黏膜，－８０℃保存。

１．２　方法

１．２．１　手术步骤　ＭＳＢＲ手术组，苯巴比妥钠麻醉大鼠（４０

ｍｇ／ｋｇ体质量），４０丝线结扎肠系膜血管，切除屈氏韧带远端

１０ｃｍ及回盲部近端１０ｃｍ之间的小肠，６０线行空回肠端吻

合。假手术组，仅于小肠中点单纯性切断后再行端端吻合。术

后第１天，大鼠自由进水，第２天起自由进食。术后未应用抗

菌药物。

１．２．２　 细胞及细胞培养 　ＩＥＣ６ 肠上皮细胞系 （ＣＲＬ

１５９２ＴＭ）购于美国 ＡＴＣＣ公司。细胞培养于ＤＭＥＭ 培养基

（１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素），培养

过夜使细胞贴壁。重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１干预实验中，重组大鼠

Ｊａｇｇｅｄ１（５９９ＪＧ１００，Ｒ＆Ｄ，ＵＳＡ）添加于ＩＥＣ６培养基并培

养４８ｈ。实验结束后，收集ＩＥＣ６细胞用于逆转录ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ实验　Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，并逆转录为

ｃＤＮＡ模板。ＲＴＰＣＲ引物序列同文献［９］。反应条件如下：

９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ行３４循环；７２

℃５ｍｉｎ。柯达２１２影像系统照相并行半定量分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　组织蛋白裂解液ＲＩＰＡ提取空肠
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黏膜总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白浓度。凝胶电泳每孔上样

５０μｇ总蛋白，聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜蛋白转膜，５％脱脂奶粉

室温封闭１ｈ，４ ℃孵育一抗过夜，抗体如下：Ｊａｇｇｅｄ１（ｓｃ

６０１１，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），ＮＩＣＤ１（ａｂ５２３０１，Ａｂｃａｍ，ＵＫ），

Ｈｅｓ１（ｓｃ１３８４４，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ），ＧＡＰＤＨ（ｓｃ３２２３３，

ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）。ＴＢＳＴ洗膜后室温孵育二抗１ｈ，之后

ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ化学发光、照相并进行半定量分析。

１．２．５　免疫组织化学方法　取 ＭＳＢＲ手术组及假手术组大

鼠空肠，４％多聚甲醛固定后，制作５μｍ厚组织学切片。甲醇

配制０．３％双氧水室温处理切片２０ｍｉｎ，去除内源性过氧化物

酶；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗片，枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）微波

抗原修复２０ｍｉｎ，自然冷却。５％ＢＳＡ室温封闭２０ｍｉｎ，４℃孵

育一抗过夜；一抗具体如下：Ｊａｇｇｅｄ１，ＮＩＣＤ１，Ｈｅｓ１，ＰＣＮＡ

（ｓｃ５６，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）。３７℃二抗孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清

洗后，ＳＡＢＣ（博士德，武汉）３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。苏

木素轻度核复染。光学显微镜观察结果。

１．２．６　肠黏膜形态学观察　处死大鼠时，取０．５ｃｍ空肠，固

定于４％多聚甲醛４８ｈ后，切取５μｍ厚组织切片，并行苏木

精伊红（ＨＥ）染色。微刻度标尺测量绒毛高度及隐窝深度。

每个标本平均观察７个不同的视野。

１．２．７　噻唑蓝（ＭＴＴ）实验　ＩＥＣ６细胞平铺于９６孔板，给予

重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１４８ｈ后 ＭＴＴ法检测细胞增殖情况。具体

如下：移除ＩＥＣ６上清液，每孔加入２０μＬＭＴＴ试剂，３７℃孵

育４ｈ。移除上清，每孔加入１００μＬｆｏｒｍａｚａｎ溶解液轻微震荡

１０ｍｉｎ。读取５７０ｎｍ吸光度（犃）值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析，计量

资料以狓±狊表示，两组间均数比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验。以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　空肠形态学变化　术后７ｄ，取大鼠空肠行组织学观察。

与假手术组相比，ＭＳＢＲ手术组空肠黏膜绒毛高度明显升高

（犘＜０．０１），隐窝深度明显增加（犘＜０．０１），见图１。ＭＳＢＲ手

术组肠绒毛高度是假手术组的约１．５倍，这说明本研究中 ＭＳ

ＢＲ手术引起了明显的肠适应。

图１　　两组大鼠术后７ｄ肠绒毛高度及隐窝深度的变化

２．２　ＭＳＢＲ术后肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１和 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ

表达变化　为明确Ｎｏｔｃｈ信号通路是否参与了 ＭＳＢＲ术后肠

适应过程，作者首先应用ＲＴＰＣＲ方法筛查了 Ｎｏｔｃｈ通路的

相关基因。结果发现，与假手术组比较，ＭＳＢＲ手术组术后７ｄ

大鼠肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ均升高明显（犘＜

０．０１）见图２。这提示，Ｎｏｔｃｈ信号通路很可能参与了 ＭＳＢＲ

术后大鼠肠黏膜的适应过程。

２．３　ＭＳＢＲ术后肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ１和 Ｈｅｓ１蛋白表达

变化　利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，作者进一步研究了大鼠肠黏膜

Ｊａｇｇｅｄ１、Ｈｅｓ１及Ｎｏｔｃｈ１受体的活性片段ＮＩＣＤ１的蛋白表

达变化。研究发现，与假手术组大鼠相比，ＭＳＢＲ手术组大鼠

肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１蛋白水平升高明显（犘＜０．０５），见图３。为了

进一步明确Ｎｏｔｃｈ信号通路的激活，作者检测了Ｎｏｔｃｈ１的活

性片段ＮＩＣＤ及其下游 Ｈｅｓ１蛋白的表达变化，结果显示：与

假手术组相比，ＭＳＢＲ手术组大鼠肠黏膜ＮＩＣＤ及 Ｈｅｓ１蛋白

均升高明显（犘＜０．０５），见图３。这提示，Ｎｏｔｃｈ信号通路参与

了 ＭＳＢＲ术后大鼠肠黏膜的适应过程。

　　Ａ：ＰＣＲ电泳图；Ｂ：ＰＣＲ电泳分析图。

图２　　ＭＳＢＲ术后大鼠肠黏膜上皮Ｎｏｔｃｈ信号通路

ｍＲＮＡ表达升高

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图。

图３　　ＭＳＢＲ术后大鼠肠黏膜Ｎｏｔｃｈ信号通路蛋白

Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ１、Ｈｅｓ１表达升高

２．４　免疫组织化学观察肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１表达变

化　作者进一步利用免疫组织化学方法观察肠黏膜 Ｎｏｔｃｈ信

号通路蛋白表达变化及蛋白的定位。结果显示，ＭＳＢＲ手术组

大鼠肠黏膜上皮表达Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１细胞明显增多；而

且，ＮＩＣＤ阳性染色细胞分布于整个隐窝上皮至隐窝顶部。然

而，在假手术组，ＮＩＣＤ阳性染色细胞仅局限于部分隐窝上皮

细胞，见图４。这进一步说明，Ｎｏｔｃｈ信号通路在 ＭＳＢＲ术后

肠隐窝上皮细胞中被激活，而且很可能参与了隐窝上皮细胞的

增殖。

图４　　ＭＳＢＲ术后大鼠肠隐窝上皮细胞Ｎｏｔｃｈ

通路蛋白表达升高（免疫组织化学×１００）

２．５　重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１促进肠隐窝上皮细胞ＩＥＣ６的增殖　

为明确Ｎｏｔｃｈ信号通路表达升高是否具有促进肠隐窝上皮细

胞增殖的作用，本研究观察了重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１对大鼠肠隐

窝上皮细胞ＩＥＣ６增殖的影响。ＭＴＴ实验显示，Ｊａｇｇｅｄ１明

显促进了ＩＥＣ６细胞的增殖，见图５。Ｎｏｔｃｈ通路的激活具有

促进肠隐窝上皮细胞增殖的作用。
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图５　　重组Ｊａｇｇｅｄ１促进大鼠肠隐窝上皮细胞的增殖

３　讨　　论

本研究发现，ＭＳＢＲ术后大鼠肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、

Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显升高，说明Ｎｏｔｃｈ信号通路参

与了大鼠肠黏膜上皮细胞的增殖。

ＭＳＢＲ术后肠黏膜的适应是一个复杂的过程，各种生长因

子、细胞因子及肠道营养素均参与其中，这些因素均促进了肠

隐窝上皮细胞的增殖［１０］。研究发现，Ｎｏｔｃｈ信号通路在维持

肠隐窝上皮细胞的增殖方面发挥重要作用。在哺乳动物中，有

４种跨膜 Ｎｏｔｃｈ受体（Ｎｏｔｃｈ１４），２种Ｊａｇｇｅｄ配体（Ｊａｇｇｅｄ１、

Ｊａｇｇｅｄ２）和３种 Ｄｅｌｔａ配体（ＤＬＬ１、ＤＬＬ３、ＤＬＬ４）。配体与

Ｎｏｔｃｈ受体胞外片段结合后，促进Ｎｏｔｃｈ受体胞内片段发生酶

切而形成活性片段 ＮＩＣＤ，ＮＩＣＤ随后进入细胞核并形成转录

激活复合体，激活 Ｎｏｔｃｈ通路的下游基因 Ｈｅｓ和 Ｈｅｙ
［１１］。基

因敲除Ｎｏｔｃｈ信号通路的信号分子可导致肠隐窝上皮增殖细

胞的减少，Ｎｏｔｃｈ信号通路的阻断剂具有同样的作用
［１２］。与

之相反，激活肠黏膜Ｎｏｔｃｈ信号通路则可促进肠隐窝上皮细胞

的增殖。上述研究提示，Ｎｏｔｃｈ信号通路很可能在 ＭＳＢＲ术后

肠隐窝上皮细胞的增殖中发挥重要的调控作用。

本研究还发现，ＭＳＢＲ术后大鼠肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ

１、Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显升高。生理条件下，Ｊａｇ

ｇｅｄ１配体主要定位于肠隐窝上皮，为其调控肠隐窝上皮的增

殖提供了基础［１３］。既往研究发现，Ｊａｇｇｅｄ１可促进肝部分切

除术后肝细胞的再生［１４］。重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１还可促进人多发

性骨髓瘤和人结肠癌细胞的增殖［１５１６］。本研究发现 ＭＳＢＲ术

后大鼠肠黏膜Ｊａｇｇｅｄ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显升高，并激

活了肠黏膜的Ｎｏｔｃｈ信号通路，引起Ｎｏｔｃｈ１及 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ

及蛋白表达的升高。免疫组织化学检测进一步明确，Ｎｏｔｃｈ信

号通路在肠黏膜上皮细胞中表达升高，而且Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＩＣＤ、

Ｈｅｓ１共定位于肠隐窝上皮细胞。

为了进一步明确Ｎｏｔｃｈ信号通路在肠黏膜上皮细胞中的

作用，作者研究了重组大鼠Ｊａｇｇｅｄ１对肠隐窝上皮细胞ＩＥＣ６

增殖的影响。结果显示，Ｊａｇｇｅｄ１明显促进了ＩＥＣ６细胞的增

殖。此研究结果表明，Ｎｏｔｃｈ信号通路具有促进肠隐窝上皮细

胞增殖的作用。综上所述，ＭＳＢＲ术后肠黏膜Ｎｏｔｃｈ信号通路

表达升高并促进了肠隐窝上皮细胞的增殖，从而参与了 ＭＳＢＲ

术后肠黏膜的适应过程。
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［１６］ＲｅｅｄｉｊｋＭ，ＯｄｏｒｃｉｃＳ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｎｏｔｃｈ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，

２００８，３３（６）：１２２３１２２９．

（收稿日期：２０１３１１２８　修回日期：２０１４０２０５）

８４５１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１３期




