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肾上腺髓质素及其结合蛋白改善梗阻性黄疸大鼠肠黏膜屏障功能的作用
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　　摘　要：目的　观察肾上腺髓质素（ＡＭ）及ＡＭ结合蛋白（ＡＭＢＰ１）对梗阻性黄疸后肠黏膜屏障的保护作用。方法　将雄性

ＳＤ大鼠２４只，分为３组（狀＝８）：假手术（Ｓｈａｍ）组、梗阻性黄疸对照（Ｖｅｈｉｃｌｅ）组、梗阻性黄疸治疗（ＡＭ／ＡＭＢＰ１）组。于胆道结扎

术后第６天，经股静脉输入ＡＭ和ＡＭＢＰ１，２４ｈ后取材检测各项指标。用异硫氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣＤ）检测肠黏膜通透

性，用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的水平，采用原位脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法

（ＴＵＮＥＬ）检测小肠组织细胞的凋亡情况，采用免疫印迹法检测小肠组织ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达情况，光镜下采用Ｃｈｉｕ′ｓ

评分法评测小肠黏膜损伤情况。结果　Ｖｅｈｉｃｌｅ组较Ｓｈａｍ组大鼠肠黏膜通透性增高（犘＜０．０５），血清ＴＮＦα的水平增高（犘＜

０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达及凋亡指数增加（犘＜０．０５），肠黏膜损伤评分增加（犘＜０．０５）。ＡＭ／ＡＭＢＰ１组与Ｖｅｈｉｃｌｅ组

比较，肠黏膜通透性有明显改善（犘＜０．０５），血清ＴＮＦα的水平降低（犘＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达减少（犘＜０．０５），凋

亡指数下降（犘＜０．０５），肠黏膜损伤Ｃｈｉｕ′ｓ评分降低（犘＜０．０５）。结论　ＡＭ与ＡＭＢＰ１可以明显改善梗阻性黄疸大鼠肠黏膜的

高通透性状态，降低小肠组织的细胞凋亡，减轻全身炎症反应，具有保护肠黏膜屏障作用。
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　　梗阻性黄疸是临床上一种常见的病理状态，其病因包括结

石、肿瘤、炎症、畸形等。目前主要治疗措施包括使用外科手

术、内镜、超声介入等方法进行减黄治疗，虽然这些方法均比较

成熟，但仍伴有较高的并发症及病死率，尤以脓毒血症和多器

官衰竭为主要致死原因［１］。而肠黏膜屏障受损，通透性增高，

是导致脓毒血症、多器官衰竭的重要因素。因此，研究梗阻性

黄疸时肠黏膜屏障损伤的有效防治方法及其机制具有重要临

床意义。
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肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＭ）是１９９３年被日本学

者Ｋｉｔａｍｕｒａ等
［２］在检测嗜铬细胞瘤中的血小板环磷酸腺苷

（ｃＡＭＰ）提升情况时分离出来的活性多肽，广泛分布于全身多

个组织器官。大量研究发现其具有多种生理调节功能，包括扩

张血管、降低血压、调节水盐代谢、抑制细胞凋亡等功能。１９９９

年发现的肾上腺髓质素结合蛋白（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ

ｔｅｉｎ１，ＡＭＢＰ１）
［３］，可以通过与细胞表面的黏附分子结合，促

进ＡＭ与其受体结合，具有明显增加 ＡＭ 活性的作用
［４］。研

究发现，补充 ＡＭ 和 ＡＭＢＰ１能明显改善肠道缺血再灌注动

物肠黏膜通透性［５］。实验表明，静脉给予 ＡＭ 和 ＡＭＢＰ１，可

以明显减轻梗阻性黄疸并发脓毒血症大鼠组织器官损伤及全

身炎症反应［６］。然而，其是否能够改善梗阻性黄疸后肠黏膜屏

障功能，目前仍不清楚。本研究旨在观察 ＡＭ 和 ＡＭＢＰ１对

梗阻性黄疸大鼠肠黏膜屏障的作用，以便为梗阻性黄疸继发肠

源性脓毒血症的防治提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠２４只，体质

量为（２００±２０）ｇ，购于第三军医大学大坪医院实验动物中心。

１．２　仪器与试剂　ＡＭ 购自美国ＰｈｏｅｎｉｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公

司；ＡＭＢＰ１由美国纽约Ｆｅｉｎｓｔｅｉｎ医学研究所王平教授惠赠；

异硫氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣＤ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；大鼠

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自深圳欣博盛生物

科技有限公司；原位脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末

端标记（ＴＵＮＥＬ）试剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司；兔抗大鼠

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３一抗购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司；微量注射泵（Ｔｙｐ：８７１４８２７）为德国Ｂ．ＢｒａｕｎＭｅｌｓｕｎｇｅｎＡＧ

公司产品；ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ多功能酶标检测仪为美国ＢｉｏＴｅｋ公

司产品；ＥｃｌｉｐｓｅＴｉＳ显微镜为日本Ｎｉｋｏｎ公司产品；ＩｍａｇｅＪ２ｘ

软件为美国国立卫生研究院产品。

１．３　方法

１．３．１　动物分组及模型建立　将２４只实验大鼠分为３组：假

手术组（Ｓｈａｍ组）、梗阻性黄疸对照组（Ｖｅｈｉｃｌｅ组），梗阻性黄

疸治疗组（ＡＭ／ＡＭＢＰ１组），每组８只。胆总管结扎（ｃｏｍｍｏｎ

ｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｉｏｎ，ＣＢＤＬ）大鼠模型制备：３％戊巴比妥钠腹腔内

注入麻醉，上腹部正中切口进腹，胰腺上方近十二指肠处双重

结扎胆总管，并于两结扎线之间切断。Ｓｈａｍ组除不结扎和切

断胆总管外，其余同上。术后实验大鼠自由饮水进食。术后第

６天，对实验动物麻醉后，梗阻性黄疸大鼠进行股静脉插管，将

ＡＭ（２４μｇ／ｋｇ）和ＡＭＢＰ１（８０μｇ／ｋｇ）溶入１ｍＬ生理盐水，经

微量注射泵３０ｍｉｎ匀速持续注入ＡＭ／ＡＭＢＰ１组大鼠，Ｖｅｈｉ

ｃｌｅ组予以泵注注射用人血清蛋白（１０４μｇ／ｋｇ）。２４ｈ后处死

实验动物，收集静脉血及末端回肠组织备用。

１．３．２　肠黏膜通透性检测　采用荧光分光光度法测定血浆

ＦＩＴＣＤ水平，具体按照文献［７］方法，于处死动物前，近回盲瓣

５ｃｍ的末端回肠两端约１０ｃｍ进行结扎，再向结扎段肠腔内

注入０．５ｍＬＦＩＴＣＤ溶液（０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ液配制为ｐＨ

７．２，２０ｍｇ／ｍＬ），操作过程中注意勿损伤肠系膜血管，并防止

ＦＩＴＣＤ液体泄漏，３０ｍｉｎ后立即取门静脉血２ｍＬ，４℃下

３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分离血浆，取血浆２００μＬ用荧光分光光

度计测定荧光强度，其中激发波长４８０ｎｍ，发射波长为５２０

ｎｍ，根据标准曲线换算成ＦＩＴＣＤ的血浆水平。以门静脉血

ＦＩＴＣＤ的荧光强度表示肠黏膜通透性。

１．３．３　血清ＴＮＦα测定　取下腔静脉血２ｍＬ，３０００×ｇ离

心５ｍｉｎ，分离提取血清，严格按照大鼠ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书

要求检测细胞因子ＴＮＦα水平。

１．３．４　小肠组织细胞凋亡检测　取末段回肠组织进行石蜡切

片，根据ＴＵＮＥＬ试剂盒操作说明，对小肠组织细胞的凋亡进

行检测。用显微镜进行观察，每个标本在４００倍显微镜下随机

选择５个视野进行计数，计数阳性细胞数（棕色）和总细胞数

（蓝色），计算细胞凋亡指数为（阳性细胞数／总细胞数）×１００。

１．３．５　小肠组织ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达检测　采用免疫印迹

法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测，取末段回肠组织，加入组织裂解液裂解

后，匀浆，４℃１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。采用考马斯亮蓝法进

行蛋白定量，１００℃煮沸样本５ｍｉｎ，冰上冷却后１００００×ｇ离

心３０ｓ，取上清液进行ＳＤＳＰＡＧＥ，然后５０Ｖ转膜２ｈ。含６％

脱脂奶粉ＰＢＳ溶液室温封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，４℃过夜，一抗室

温孵育１ｈ，ＰＢＳ液洗膜后，加入二抗室温孵育１ｈ，洗膜后即用

ＥＣＬ显色曝光。经过电脑扫描成像，采用ＩｍａｇｅＪ２ｘ软件分析

相应蛋白条带的灰度值。以βａｃｔｉｎ表达水平为内参。

１．３．６　肠黏膜形态学观察　取末段回肠组织常规石蜡切片，

行 ＨＥ染色，所有切片结果采用双盲法，每个切片随机取５个

视野（×２００），由两个病理科医师随机独立阅片评分，并取平均

值计分。采用Ｃｈｉｕ′ｓ评分法
［８］评价肠黏膜损伤程度：０分为正

常黏膜绒毛；１分为绒毛顶端上皮下间隙增大；２分为上皮层与

固有层中度分离；３分为绒毛两侧有大量分离伴部分绒毛顶端

破损；４分为绒毛破损伴固有层毛细血管暴露；５分为固有层破

坏、出血、溃疡。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间均数比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肠黏膜通透性检测　Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠门静脉血浆ＦＩＴＣＤ

水平［（４．３７３±１．２６２）ｍｇ／Ｌ］较Ｓｈａｍ组［（１．５０４±０．４６５）ｍｇ／

Ｌ］增高（犘＜０．０５），而经过 ＡＭ 和 ＡＭＢＰ１治疗后，ＡＭ／

ＡＭＢＰ１组血浆ＦＩＴＣＤ水平为（２．３９５±０．３０９）ｍｇ／Ｌ，较Ｖｅ

ｈｉｃｌｅ组大鼠肠黏膜通透性得以明显改善（犘＜０．０５），见图１。

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较。

图１　　３组大鼠门静脉血浆ＦＩＴＣＤ水平比较

２．２　３组大鼠血清 ＴＮＦα水平比较　Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠血清

ＴＮＦα 水 平 ［（２６４．１０３±５７．０６９）ｐｇ／ｍＬ］与 Ｓｈａｍ 组

［（８１．２４３±１６．２５０）ｐｇ／ｍＬ］比较有明显升高（犘＜０．０５），ＡＭ／

ＡＭＢＰ１组血清ＴＮＦα水平［（１５１．２０７±３０．８３３）ｐｇ／ｍＬ］较

Ｖｅｈｉｃｌｅ组明显降低（犘＜０．０５），见图２。

２．３　３组大鼠小肠组织细胞凋亡指数比较　Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠

小肠组织细胞凋亡指数［（８．３００±１．１８３）％］较 Ｓｈａｍ 组

［（１．４８２±０．７０４）％］明显增加（犘＜０．０５），与 Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠

比较，ＡＭ／ＡＭＢＰ１组凋亡指数［（６．３５４±１．０５４）％］降低
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（犘＜０．０５）。见图３。

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较。

图２　　３组大鼠血清ＴＮＦα水平比较

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较。

图３　　３组大鼠小肠组织细胞凋亡指数比较

２．４　３组大鼠小肠组织ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平比

较　Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠小肠组织ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平

（０．８２０±０．０５７）较Ｓｈａｍ 组（０．３８０±０．０５３）显著增加（犘＜

０．０５）；而 ＡＭ／ＡＭＢＰ１ 组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋 白 表 达

（０．６６３±０．０９８）较Ｖｅｈｉｃｌｅ组明显减少（犘＜０．０５），见图４。

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较。

图４　　３组大鼠小肠组织ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白

表达水平比较

２．５　３组大鼠小肠组织病理学改变比较　光镜下Ｓｈａｍ组大

鼠肠黏膜形态完整，绒毛结构清晰，排列整齐，部分绒毛顶端上

皮下间隙略增宽，Ｃｈｉｕ′ｓ评分（０．３２５±０．２５５）分。Ｖｅｈｉｃｌｅ组

大鼠肠黏膜结构紊乱，绒毛完整性部分被破坏，上皮细胞脱落，

上皮层与固有层分离，固有层暴露、出血，Ｃｈｉｕ′ｓ评分（３．２６３±

０．４８４）分。ＡＭ／ＡＭＢＰ１组大鼠肠黏膜完整性及绒毛破损情

况较 Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠均有明显改善，上皮下间隙扩张，部分绒

毛顶端破损，Ｃｈｉｕ′ｓ评分（２．１５０±０．３５１）分 。经统计分析，

Ｖｅｈｉｃｌｅ组大鼠较Ｓｈａｍ组大鼠肠黏膜损伤明显（犘＜０．０５），而

ＡＭ／ＡＭＢＰ１组大鼠肠黏膜损伤有所改善（犘＜０．０５），见图５。

　　Ａ：ＨＥ染色×２００；Ｂ：Ｃｈｉｕ′ｓ评分；：犘＜０．０５，与 Ｓｈａｍ 组比

较；＃：犘＜０．０５，与Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较。

图５　　３组大鼠肠黏膜损伤的病理学改变比较

３　讨　　论

肠屏障功能受损、肠黏膜通透性增加，以及肠道细菌移位

和肝脏Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞吞噬功能的降低，是梗阻性黄疸患者容易

发生脓毒血症和器官损害的主要发病机制。临床资料显示，对

梗阻性黄疸患者进行外科手术处理，将加剧机体病理、生理紊

乱，加重肠屏障功能受损程度，进而增加术后感染及并发症的

发生率［９］。因此，在外科解决胆道梗阻问题的同时，如何改善

肠屏障功能，降低肠黏膜高通透性状态，对于防治肠源性感染，

降低术后脓毒血症，减轻多器官损害显得极为重要。

ＡＭ作为一种多功能活性肽，与其结合蛋白 ＡＭＢＰ１的

联合应用，对于肠道缺血再灌注损伤大鼠的肠屏障功能，已经

被证实具有明显的改善作用［５］。作者在梗阻性黄疸合并脓毒

血症动物实验中发现，补充 ＡＭ 及 ＡＭＢＰ１可明显减少大鼠

肠、肝、肺组织髓过氧化物酶的表达，降低血清促炎性细胞因子

ＴＮＦα及白细胞介素６（ＩＬ６）的水平，并且，大鼠７ｄ存活率由

２１％增加至５３％
［６］，表明补充 ＡＭ 及 ＡＭＢＰ１改善了组织器

官损伤以及全身炎症反应，但是其作用机制并不清楚。本研究

通过观察经肠道吸收进入循环系统的ＦＤ４水平，发现通过外

源性补充ＡＭ和ＡＭＢＰ１，可以明显改善梗阻性黄疸状态下肠

黏膜通透性，同时发现血清促炎性细胞因子ＴＮＦα水平亦有

明显降低，进而提示 ＡＭ 及 ＡＭＢＰ１可以通过改善肠黏膜屏

障功能，以减少全身炎症反应。

对于梗阻性黄疸时肠黏膜通透性增加的确切机制，近年的

研究发现可能与肠黏膜细胞增殖与凋亡失衡［１０１１］，以及紧密

连接蛋白的改变有关［１２１３］。此外，氧化应激损害也可以通过

促进肠黏膜细胞凋亡、分解紧密连接蛋白等途径，使肠黏膜的

通透性增加［１３１４］。本研究通过对小肠组织细胞凋亡情况的检

测，发现通过外源性补充 ＡＭ 及 ＡＭＢＰ１，可以使肠组织细胞

凋亡指数得以改善，而凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３在 ＡＭ

及ＡＭＢＰ１治疗后，表达也有明显降低。以上结果表明 ＡＭ

及ＡＭＢＰ１可以通过抑制梗阻性黄疸时小肠组织细胞的凋

亡，改善肠黏膜屏障功能。而 ＡＭ 和 ＡＭＢＰ１通过改善肠黏

膜通透性，改善全身炎症反应，降低促炎性细胞因子ＴＮＦα的

产生，阻断其级联效应，又可以进一步抑制肠黏膜上皮细胞

凋亡。
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总之，本实验结果表明，补充ＡＭ 及 ＡＭＢＰ１对梗阻性黄

疸大鼠的肠屏障功能具有保护作用，这可能为梗阻性黄疸后肠

源性感染的防治提供新的思路。但是，在具体分子机制中，

ＡＭ及ＡＭＢＰ１是否通过ｃＡＭＰ／ＰＫＡ或 ＡｋｔＧＳＫ等作用途

径抑制细胞凋亡［１５１６］，尚需进一步研究。
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