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Ｓ亚硝基谷胱甘肽对小鼠肠急性缺血再灌注损伤后肠屏障功能的影响


彭　科，许　超，于　敏，孙力华，肖卫东，杨　桦△

（第三军医大学新桥医院普通外科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　探讨Ｓ亚硝基谷胱甘肽（ＧＳＮＯ）预处理对小鼠肠急性缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）所致的肠黏膜屏障损伤的影响。方法

６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２４只，分为Ｓｈａｍ组、Ｉ／Ｒ组、Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组，每组８只。采用夹闭肠系膜上动脉３０ｍｉｎ，再灌注６ｈ

作为小鼠肠Ｉ／Ｒ模型。苏木素伊红（ＨＥ）染色观察小肠组织形态学的变化；免疫组织化学观察肠上皮细胞间紧密连接蛋白ｃｌａｕ

ｄｉｎ１的表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃｌａｕｄｉｎ１蛋白水平变化。结果　ＨＥ染色显示，与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组肠黏膜明显肿胀，绒

毛部分脱落、变粗，绒毛倒伏、断裂，而Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组肠黏膜无明显肿胀，绒毛完整，形态接近正常；免疫组织化学观察显示Ｉ／Ｒ

刺激可造成肠上皮表面ｃｌａｕｄｉｎ１连续性明显破坏，阳性表达率明显降低，Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组肠上皮ｃｌａｕｄｉｎ１连续性明显恢复，阳性

染色显著增加；肠上皮ｃｌａｕｄｉｎ１蛋白定量分析显示：与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组及Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ小肠上皮紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１表

达分别下降３２．５％，１３．８％（犘＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组小鼠肠上皮紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１表达上调２７．８％（犘＜

０．０５）。结论　小肠急性Ｉ／Ｒ刺激可造成明显的肠黏膜损伤及肠上皮间紧密连接的显著破坏；ＧＳＮＯ预处理可通过上调ｃｌａｕｄｉｎ１

表达，有效缓解Ｉ／Ｒ对肠黏膜结构与肠上皮屏障功能的损伤。

关键词：Ｓ亚硝基谷胱甘肽；肠黏膜屏障；紧密连接蛋白；肠缺血再灌注
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　　肠缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）作为包括各种大

型手术及急性创伤、战伤等多种急性病理刺激下临床常见的病

理生理过程之一，是诱发肠道结构及功能损伤，继而导致肠黏

膜屏障（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒ，ＩＥＢ）功能破坏、肠道细菌

移位及全身炎症反应综合征等系列连锁反应的重要原因，也是

影响重症患者预后的重要因素［１］。而ＩＥＢ的结构及功能的完

整性主要依赖于肠上皮间紧密连接蛋白的结构与功能的完整

性［２］。Ｓ亚硝基谷胱甘肽（ＳＮｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＮＯ）是一

种在亚硝基化环境下谷胱甘肽的衍生物［３］，已有研究发现其在

肠道中也有表达，并在维持ＩＥＢ结构与功能中有重要作用
［４］。

还有研究表明ＧＳＮＯ能减轻多种炎性因子刺激对ＩＥＢ的破坏

作用［５］。但目前在ＧＳＮＯ对肠Ｉ／Ｒ的防治未见有关报道，本

实验通过建立小鼠肠Ｉ／Ｒ模型，探讨 ＧＳＮＯ对于肠Ｉ／Ｒ的防

治作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物、主要仪器及试剂　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２４只

４２７ 重庆医学２０１５年２月第４４卷第６期

 基金项目：国家自然科学基金重点项目（ＮＳＦＣ８１３３００１３）；国家自然科学基金面上项目（ＮＳＦＣ８１２７２０７８，ＮＳＦＣ８１２７０４５１ｔｏＷ．Ｄ．Ｘ．）；

国家教育部创新团队项目基金 （教技函［２０１３］５９号）。　作者简介：彭科（１９８７－），住院医师，硕士，主要从事胃肠疾病研究。　△　通讯作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｈｗｂｙａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。



购自重庆第三军医大学实验动物中心，６～８周龄，体质量２０～

２５ｇ。蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）、苏木素、二甲苯、聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。ＧＳＮＯ购自美国Ｓｉｇｍａ

公司。ｃｌａｕｄｉｎ１一抗购自 Ａｂｃａｍ 公司，辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记二抗、化学发光（ＥＣＬ）检测试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、

蛋白测定试剂盒和十二烷基磺酸纳聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配置试剂盒均购自武汉博士德生物工程公

司。垂直电泳仪、湿转电转仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　肠Ｉ／Ｒ模型制备及分组处理方法　２４只小鼠分为３组

（狀＝８）。假手术组（ｓｈａｍ组）、Ｉ／Ｒ组、ＧＳＮＯ干预组（Ｉ／Ｒ＋

ＧＳＮＯ组）。术前１２ｈ禁食，自由饮水。其中Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组

术前３０ｍｉｎ和术后经腹腔注射ＧＳＮＯ溶液１０ｍｇ／ｋｇ
［４］；同时

Ｉ／Ｒ组、ｓｈａｍ组给予等量的生理盐水。小鼠腹腔注射０．１５

ｍＬ０．１％的戊巴比妥钠麻醉后切开腹部，沿其腹正中线切开，

寻找并游离肠系膜上动脉（ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｒｔｅｒｙ，ＳＭＡ）

根部。其中Ｉ／Ｒ组及Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组，用动脉夹夹闭ＳＭＡ根

部３０ｍｉｎ后松开动脉夹恢复血流，ｓｈａｍ组只游离ＳＭＡ不行

夹闭。待６ｈ后将各组小鼠处死，取其小肠组织。

１．３　小肠组织形态学的观察　距小鼠回盲部１０ｃｍ以上取小

肠组织，经甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋、切片后 ＨＥ染色。

光镜下观察肠黏膜组织形态学变化。

１．４　肠ｃｌａｕｄｉｎ１免疫组织化学染色　石蜡切片脱蜡，用

ｐＨ７．４的ＰＢＳ冲洗３次，柠檬酸缓冲液微波抗原修复的后阻

断内源性过氧化物酶的活性。一抗室温下孵育２ｈ。ＤＡＢ液

显色，苏木素复染，自来水冲洗、蓝化，中性树胶封固，晾干后

观察。

１．５　小肠组织蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　肠黏膜在混有

１ｍｍｏｌ／Ｌ的苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）的ＲＩＰＡ裂解液中采用超

声裂解法裂解组织细胞，冰浴３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心

１５ｍｉｎ。用蛋白测定试剂盒测定上清液蛋白含量。蛋白上样

后８０Ｖ电泳２ｈ，１００Ｖ恒压湿转１ｈ至ＰＶＤＦ膜，转膜结束

后用５０ｇ／Ｌ的脱脂奶粉封闭１ｈ。分别加入一抗ｃｌａｕｄｉｎ１抗

体（１∶５００）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ，１∶１０００），４℃

冰箱１２ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。然后加入二抗后室

温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入ＥＣＬ化学发

光试剂显影，采用图像分析系统采集发光信号，经 ＫｏｄａｋＭｏ

ｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇ软件行密度分析，以目的蛋白与ＧＡＰＤＨ灰度

比值作为目的蛋白相对表达量。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以狓±

狊表示，采用单因素方差分析进行组间比较，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小肠组织形态学的改变　小肠 ＨＥ染色显示ｓｈａｍ组肠

绒毛排列整齐，形态结构完整；ＩＲ组肠绒毛排列紊乱，可见明

显肿胀、变粗，肠黏膜坏死，组织结构松散；Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组肠黏

膜部分坏死，肠绒毛未见明显水肿，显著改善了肠Ｉ／Ｒ所致的

肠黏膜形态结构的破坏，见图１。

２．２　紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１在肠黏膜中的表达变化　免疫

组织化学显示３组小肠黏膜ｃｌａｕｄｉｎ１均沿肠上皮细胞膜表面

分布，为棕黄色线性染色，细胞核及细胞核膜无表达。ｓｈａｍ组

线性结构完整，表达均匀，Ｉ／Ｒ组阳性结果明显减弱，细胞膜表

面阳性结果呈迷离性表达，其连续性断裂。Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组较

Ｉ／Ｒ组有明显改善。见图２。

　　Ａ：ｓｈａｍ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组。

图１　　小肠切片 ＨＥ染色结果（×４００）

　　Ａ：ｓｈａｍ组小肠ｃｌａｕｄｉｎ１结构完整，表达连续；Ｂ：Ｉ／Ｒ组小肠ｃｌａｕｄｉｎ１表达严重丢失，其连续性完全断裂；Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组小肠ｃｌａｕｄｉｎ１表

达部分丢失，连续性部分断裂。

图２　　紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１在肠黏膜中的表达变化
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２．３　半定量分析肠上皮细胞ｃｌａｕｄｉｎ１的变化　建立小鼠Ｉ／Ｒ

模型后，提取肠上皮总蛋白，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小肠上皮

中ｃｌａｕｄｉｎ１蛋白水平的表达变化。结果显示，与ｓｈａｍ组比

较，Ｉ／Ｒ组及Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组小肠上皮紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１

表达分别下降３２．５％，１３．８％（犘＜０．０５）；其中，与Ｉ／Ｒ组比

较，Ｉ／Ｒ＋ＧＳＮＯ组小鼠肠上皮紧密连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１表达上

调２７．８％（犘＜０．０５）。提示Ｉ／Ｒ刺激可造成肠上皮紧密连接

蛋白ｃｌａｕｄｉｎ１表达的显著下降，而ＧＳＮＯ预处理可明显抑制

Ｉ／Ｒ对ｃｌａｕｄｉｎ１表达的下调作用。见图３。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图；ａ：犘＜０．０５，与ｓｈａｍ

比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较。

图３　　小鼠缺血再灌注模型及ＧＳＮＯ预处理对ｃｌａｕｄｉｎ１

蛋白表达的影响

３　讨　　论

ＩＥＢ在维持肠黏膜完整性及机体内环境稳态方面发挥着

关键作用［６］。其中机械屏障是其重要的屏障之一。而机械屏

障的结构基础是完整的肠上皮细胞（ＩＥＣ）和相邻上皮细胞之

间的紧密连接蛋白（ＴＪ）。紧密连接的基本组成单位是跨膜的

连接蛋白，主要有ｃｌａｕｄｉｎ蛋白，闭锁蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、ｚｏｎａｏｃ

ｃｌｕｄｉｎｓ（ＺＯ）以及连接黏附分子（ＪＡＭ）等。上皮间的细胞通过

以上蛋白进行连接，封闭细胞间隙，从而有效的维持内环境的

稳态［２］。许多病理情况如严重感染、休克、大面积烧伤、严重创

伤等均可导致肠屏障功能的破坏，造成肠源性感染，进一步加

重原发疾病，甚至诱发全身炎症反应综合征，导致多脏器功能

衰竭［６］。

ＧＳＮＯ是最重要的Ｓ亚硝基硫醇之一，通常被认为是一

氧化氮（ＮＯ）在体内的供体以及细胞间亚硝基化中间的代谢产

物［３］。主要的代谢合成机制是 ＮＯ在机体内可与还原型谷胱

甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）形成亚硝基化合物ＧＳＮＯ
［７］。目前有

研究表明ＧＳＮＯ在心脏缺血及心肌梗死方面对心肌有良好的

保护作用［８］。Ｌｉｍａ等
［９］研究认为在中枢神经系统中，给予

ＧＳＮＯ预处理，可以减轻脑缺血再灌注模型对血脑屏障的损

伤，且可能与其代谢的关键酶亚硝基谷胱甘肽还原酶（Ｓｎｉ

ｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＧＳＮＯＲ）有关
［１０］。大量研究证实

在胃肠道方面，ＧＳＮＯ能缓解多种炎症因子刺激下肠黏膜屏障

的破坏，Ｆｌａｍａｎｔ等
［１１］发现ＧＳＮＯ减少了弗氏志贺菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ

ｆｌｅｘｎｅｒｉ）对Ｃａｃｏ２细胞的感染，从而提高了Ｃｌａｕｄｉｎ在志贺菌

感染模型下的表达。然而ＧＳＮＯ在Ｉ／Ｒ模型中是否对肠黏膜

屏障仍具有保护作用目前尚不清楚。

通过本研究的结果可得出：ＧＳＮＯ可以明显的减轻小鼠在

肠Ｉ／Ｒ模型中对肠屏障的损伤作用。主要作用可能是通过调

节ｃｌａｕｄｉｎ１实现的。肠道血供丰富，是Ｉ／Ｒ损伤最易受累的

器官之一［１２］。肠缺血可造成明显的组织损伤，而再灌注后肠

组织在原缺血造成损伤的基础上组织损伤将进一步加重，则形

成再灌注损伤［１３］。有研究认为ＧＳＮＯ在病理条件下对肠黏膜

屏障的保护作用的主要原因可能是抑制了再灌注后大量氧自

由基、炎性细胞因子的释放、Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的激活。同

时ＧＳＮＯ作为ＮＯ信号通路的组成部分，松弛胃肠道平滑肌

及血管，有效地缓解了小鼠肠Ｉ／Ｒ损伤作用
［１４１６］。目前已发

现通过激动与抑制ＧＳＮＯ的合成均能影响其对ＩＥＢ功能的作

用［４］。综上所述，ＧＳＮＯ在肠Ｉ／Ｒ模型下能有效的缓解小鼠

ＩＥＢ功能的破坏，但具体机制还需进一步探讨。本研究结果可

为未来ＧＳＮＯ治疗和预防肠Ｉ／Ｒ损伤提供可靠的实验依据。
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物的形式与单核巨噬细胞膜上的Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）结合导

致 ＴＬＲ４的聚合而活化。ＬＰＳ还可激活丝裂原激活的蛋白激

酶（ＭＡＰＫ）通路，二者均可导致炎症细胞因子的大量表达
［８］。

本研究证实，通过皮下注射小剂量ＬＰＳ８周后，与对照组比较，

造模组血清中炎症细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、ＭＣＰ１的表达

显著增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

本研究通过单一皮下注射小剂量ＬＰＳ诱导产生慢性炎症

的方法研究长期、低度炎症刺激对大鼠血糖的影响，结果如图

２所示，与Ｃａｎｉ等
［９］的研究一致，模型组大鼠的血糖显著高于

对照组，达到Ｔ２ＤＭ 大鼠的成模标准。目前有关炎症因子引

起胰岛素抵抗的途径及机制已较为清楚，主要通过作用于胰岛

素信号传导通路，抑制胰岛素信号转导来调节胰岛素［１０１１］。

如ＴＮＦα、ＭＣＰ１水平的上升能促进胰岛素受体底物１（ＩＲＳ

１）的丝氨酸磷酸化。ＩＲＳ１是胰岛素信号转导通路中的重要

信号蛋白，丝氨酸／酪氨酸磷酸化是信号转导的主要环节。

ＩＲＳ１的丝氨酸磷酸化减弱胰岛素信号转导的同时干扰正常

酪氨酸的磷酸化，从而导致ＩＲＳ１对胰岛素敏感性下降，产生

胰岛素抵抗。胰岛素抵抗发生是Ｔ２ＤＭ的发病基础。但Ｃａｎｉ

等［９］的研究表明血清胰岛素与对照组差异无统计学意义（犘＞

０．０５），而本研究发现模型组大鼠与对照组比较空腹胰岛素显

著升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。其原因可能是Ｃａｎｉ

等［９］研究中持续注射ＬＰＳ４周，而本研究持续注射了８周。表

明通过持续皮下注射ＬＰＳ，长期的低度炎症刺激可诱导大鼠出

现胰岛素抵抗并引起糖代谢异常。与此同时，与 Ｄａｎｄｏｎａ

等［１２］通过高脂饮食诱导胰岛素抵抗及Ｔ２ＤＭ 的结果一致，第

５周开始模型组大鼠体质量增长较对照组明显，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。说明经过ＬＰＳ刺激产生慢性低度炎症干扰

了机体正常的能量代谢，进而产生肥胖、胰岛素抵抗。通过

ＯＧＴＴ实验发现：８周末造模组各时间点血糖均高于对照组，

在１２０ｍｉｎ血糖水平仍然较高，达到 Ｔ２ＤＭ 造模标准。同时

检测胰岛素水平发现造模组高峰后延至１２０ｍｉｎ。与以往研究

中发现的Ｔ２ＤＭ 胰岛素分泌往往存在早期相受损，晚期相延

迟这个理论相符。从而进一步说明该模型符合 Ｔ２ＤＭ 的

特点。

本研究采用持续皮下注射小剂量ＬＰＳ成功地建立了大鼠

Ｔ２ＤＭ模型，模拟临床慢性低度炎症和胰岛素抵抗引发糖尿病

的发生、发展过程，为进一步阐明慢性炎症和胰岛素抵抗与

Ｔ２ＤＭ等代谢性疾病关系的分子机制提供了一定的帮助。采

用本方法建立动物模型，无一只大鼠死亡，成功率高，方法比较

简单，对其他器官组织影响小。可作为针对慢性低度炎症导致

胰岛素抵抗、Ｔ２ＤＭ的信号通路中的关键环节进行靶向药物的

研发，当然，这只是小样本的实验，要想得到更为肯定的结果，

还需要进一步扩大样本量来证实。
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