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%对大鼠肝脏缺血再灌注中肠损伤的保护作用&方法
!

将健康成年雄性
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大鼠
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只分为假手术组"

=NMJ

组%'缺血再灌注组"

Y@

组%和缺血再灌注加
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组"
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组%&用夹闭肝中叶和左叶肝

蒂分支的方法制作肝缺血再灌注模型!用苏木素
.

伊红"
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%染色法观察小肠组织的形态学结构!用免疫组织化学染色观察激活型
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6MT
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6QF.1

的表达&结果
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组小肠绒毛结构破坏!肠黏膜充血脱落!上皮细胞变性坏死!出现炎症细胞浸润$
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可使之减轻&"

1

%免疫组织化学染色显示!与
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组激活型
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干预

后!
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M+B.'

和
6MT

的表达下降!而
6QF.1

的表达进一步升高&结论
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可抑制肝脏缺血再灌注损伤引起的小肠上皮细胞

凋亡!减轻小肠上皮细胞损伤&

"关键词#
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缺血再灌注损伤$小肠$
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在近代肝脏外科手术中#肠道损伤是常见的病理生理现

象#手术中肝门阻断可造成门静脉淤血致肠黏膜屏障破坏#肠

黏膜通透性增高#引发肠内毒素及菌群移位#加重肝脏缺血再

灌注损伤#形成恶性循环'

$.1

(

#从而影响手术的成功率和患者的

存活率)有研究发现#

H

物质$

+PE+CM,QBH

#

=H

&通过
=H

"

9e.$

系统参与了心*脑*肝*胰腺*肺*结肠等多种内脏器官的氧化应

激损 伤'
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&具有拮抗
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受体的作用'
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#但对肝脏缺血再灌注

$

#+QNBJ#MDB

V

BDOP+#",
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&后小肠上皮细胞损伤的保护作用尚

未见报道)本研究通过建立肝脏
Y@

模型#探讨
_.94<

对肠

损伤的保护作用#为开发治疗肝脏
Y@

后肠损伤的新药提供实

验依据)

?

!

材料与方法

?&?
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实验动物的分组*动物模型的制备和药物预处理
!

健康

成年雄性
=?

大鼠
10

只#购自山东鲁抗制药有限公司#体质量

1%%

$

12%

L

)分为假手术组$

=NMJ

组&*

Y@

组*

Y@

加
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组

$
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组&#每组
/

只)实验动物术前禁食
$1N

#自由饮

水)用
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戊巴比妥钠
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L

腹腔注射麻醉#上腹部正中

切口#游离肝门血管#无创血管夹夹至肝左叶*中叶肝蒂的分支

'%J#,

#夹闭后肝的颜色由红色变为暗紫红色#表明模型制作

成功)在
'%J#,

后去除血管夹复流形成再灌注#逐层关腹)

)

N

后开腹取小肠中段组织)

Y@:_.94<

组在制备
Y@

模型前
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#其他处理同
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组)

=NMJ

组仅行麻醉开腹分离至左叶*中叶的入肝管道#但不阻断肝

血流)
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取材与切片
!

取部分大鼠小肠组织#生理盐水冲洗肠粪

便物#组织置于多聚甲醛$
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&固定#
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后梯度浓度蔗糖沉
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小肠上皮细胞的形态变化%
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染色&
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6QF.1
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6MT
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IM+
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M+B.'

图
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!!

免疫组织化学染色显示
6QF.1

'

6MT

和
IM+

V

M+B.'

在小肠上皮细胞中的表达%

0̀%%
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重庆医学
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年
(

月第
0)

卷第
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期
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染色
!

常规冰冻切片#

5[

染色#在光学显微镜下观

察小肠绒毛和上皮细胞的变化)

?&B
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免疫组织化学染色
!

采用
=H

法进行
IM+

V

M+B.'

$

IBFF=#
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6QF.1
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#
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6MT
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=M,CMIDPS

#
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&免疫组织化学染色#以
H6=

代替一抗做阴性对照)

@

!

结
!!

果

@&?

!

小肠光镜病理观察
!

5[

染色显示#

=NMJ

组肠绒毛完

整#排列整齐#隐窝结构明显)

Y@

组肠绒毛结构破坏严重#绒

毛顶部大量脱落破裂#溃疡严重#上皮细胞变性坏死#大量炎性

细胞浸润#肠壁各层出现出血#隐窝结构破坏)

Y@:_.94<

组

形态变化明显减轻#小肠绒毛基本完整#小肠绒毛上皮细胞轻

度水肿#有少量炎性细胞浸润$图
$

&)
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!

免疫组织化学
6QF.1

*

6MT

和
IM+

V

M+B.'

的表达
!

免疫组

织化学染色显示#免疫组织化学阳性信号可不同程度表达于小

肠黏膜上皮细胞中#呈棕黄色或黄褐色颗粒#其中#

6MT

在细胞

质表达#

6QF.1

在细胞质和细胞膜表达#

IM+

V

M+B.'

在细胞核表

达)

6MT

*

6QF.1

和
IM+

V

M+B.'

在
=NMJ

组均无表 达)

Y@

组

IM+

V

M+B.'

*

6MT

*

6QF.1

等阳性细胞数量均明显增多)与
Y@

组

比较#

_.94<

干预后
IM+

V

M+B.'

与
6MT

的表达减弱#

6QF.1

表达

增加$图
1

&)
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讨
!!

论
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肝脏是人体最大的实质性器官#血供比较丰富)在肝脏移

植*处理严重肝创伤等手术时#为减少术中出血#经常需要阻断

肝门#而重新恢复血液供应则可造成肝脏的缺血再灌注损伤

$

NB

V

MC#Q#+QNBJ#MDB

V

BDOP+#",#,

*

PD

R

#

5Y@Y

&
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(

(

)近年来有研究

表明#肝脏缺血缺氧使大量
IM

1:进入细胞内造成钙超载#促使

黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌呤氧化酶#为氧自由基的产生提供催

化剂)肝脏缺血缺氧时#肝细胞的无氧酵解#会使酸性代谢产

物堆积过多#

V

5

值降低#而灌注后
V

5

值的改变#则会促进细

胞死亡#加重缺血再灌注损伤$

Y@Y

&%同时#肝脏中的
gP

V

OOBD

细

胞被激活并释放大量毒性介质#干扰
?94

的逆转录过程#使

细胞内具有酶活性的蛋白质失活#细胞发生严重的功能代谢紊

乱#导致肝脏发生严重损伤'

$%.$$

(

)另有研究表明#肝脏
Y@

不

仅影响肝脏结构和生理功能#还参与多种远隔器官的缺血"缺

氧损伤'

$1

(

)张东江等'

$'

(发现#随
5Y@Y

发生时间延长#肾小

球*肾小管细胞发生水肿坏死#出现严重肾功能不全表现)赵

磊等'

$0

(发现发生
5Y@Y

后肺泡腔完整性被破坏#间隔明显增

厚#肺泡上皮细胞变性坏死#并伴有肺水肿)杨进城等'

$2

(发现

肝脏
Y@

后#肾脏*胰腺*心脏中测得
=>?

活性下降及
;?4

水

平升 高#提 示
5Y@Y

可 诱 发 多 器 官 功 能 障 碍 综 合 征

$

;>?=

&

'

$)

(

)

当肝门被阻断后#门静脉的反流与入肝血量明显减少#在

加重肝脏缺血的同时#不可避免的造成了肠道的淤血损伤#出

现小肠黏膜屏障破坏#肠黏膜通透性增高#造成细菌移位#形成

内毒素和菌血症'

$-

(

)当重新恢复血流后#内毒素随血液回流

入肝脏#进而加重
5Y@Y

)肝门阻断后门脉回流受阻导致肠道

淤血损伤#当肝脏再灌注时毒性物质又可经血液流经肠道#导

致肠道的双重损害'

$/

(

)因此#肠道被誉为是外科手术的+中心

器官,)有学者发现#肝门阻断后小肠会出现淤血性损伤'

$(

(

)

周京安等'

1%

(发现由于小肠绒毛发卡式结构的存在#其顶部黏

膜层细胞易出现脱落坏死*线粒体肿胀和细胞连接松弛)赵佐

庆等'

1$

(发现犬小肠在
Y@

后肠黏膜淋巴细胞*中性粒细胞等炎

性细胞数量增多#同时
6MT

*

Q.\"+

基因表达增多#提示小肠
Y@Y

与细胞凋亡密切相关)综上所述#在肝脏缺血手术中保持肠黏

膜完整性#减少肠道的损伤具有重要的意义)

细胞凋亡是
Y@

中细胞死亡的重要方式#而线粒体途径是

凋亡的主要途径)

6QF.1

家族和
IM+

V

M+B

家族在线粒体途径中

有极为重要的调控作用)

IM+

V

M+B.'

在促进细胞凋亡中起关键

作用#是内源性细胞凋亡和外源性细胞凋亡共同的效应分子#

可启动细胞凋亡#从而形成
IM+

V

M+B+

依赖性的细胞凋亡'
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(

)

6QF.1

家族中
6MT

*

6QF.1

是目前已知的与细胞凋亡密切相关的

功能相对立的基因)研究表明#抗凋亡基因
6MT

和促凋亡基因

6QF.1

的比例可影响细胞凋亡的状态#即当
6QF.1

与
6MT

比值增

高时#促进细胞存活#否则促进细胞凋亡'

1'

(

)

6QF.1

*

6MT

作为

上游调控基因可改变线粒体膜的通透性#控制下游
IM+

V

M+B.'

蛋白酶的活性和
I

R

C.Q

的释放)线粒体释放的
I

R

C.Q

与
4

V

MO.

$

*

!4<H

结合形成凋亡体#并招募
V

D".IM+

V

M+B.(

使其激活为

活性
IM+

V

M+B.(

#后者又可激活
IM+

V

M+B.'

#促进细胞凋亡'

10.1-

(

)

由此可见#在细胞程序性死亡中#

I

R

C.Q

发挥最后通路的作用)

本实验发现#与
Y@

组比较#

Y@:_.94<

组
IM+

V

M+B.'

与
6MT

表

达减弱#

6QF.1

表达增强#

IM+

V

M+B.'

的表达降低)说明
_.94<

可以通过抑制
I

R

C.Q

从线粒体向胞质中释放#减少活化型

IM+

V

M+B.'

的表达#从而减少细胞的凋亡)

研究表明#

H

物质是一个由
$$

个氨基酸组成的多肽#它作

为一种兴奋性胃肠激肽大量分布在肠道的肌间神经丛和黏膜

下神经丛)

H

物质通过与
9e.$

受体结合#刺激肠黏膜分泌水

和电解质#加快离子转运#导致肠管扩张#通透性增加#同时诱

导细胞表达
<9\.

&

和分泌
<9\.

&

调节炎性细胞因子'

'

(

)朱

金照等'

1)

(发现#肝衰竭时小肠的功能减弱与
H

物质的分布有

一定的关系)

_.94<

是
H

物质特异性受体
9e.$

的拮抗剂#

是由美国
\?4

批准的用于治疗恶心*呕吐和精神病变的药物)

有学者已证实
_.94<

对新生鼠脑缺血缺氧具有保护作

用'

1-.1/

(

#但对肝脏缺血后肠损伤的保护作用未见报道)本研

究通过肝门阻断法完全阻断肝脏血流#制备肝脏
Y@

模型)研

究发现
=NMJ

组肠绒毛完整#排列整齐)

Y@

组肠绒毛结构破坏

严重#顶部绒毛大量脱落破裂#上皮细胞变性坏死#大量炎性细

胞浸润)而
Y@:_.94<

组形态变化明显减轻#小肠绒毛基本

完整#较
Y@

组有较大改善)因此可以说明
_.94<

对肝脏缺

血后肠损伤具有保护作用)
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