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"摘要#
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目的
!

探讨促红细胞生成素"

=>?

$对大鼠肝脏缺血再灌注后肠损伤的保护作用%方法
!

将
'%

只健康成年雄性
@A

大鼠分为
;

组"

!B)

$!分别为假手术组"
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组$!缺血再灌注组"

C

&

D

组$和促红细胞生成

素低剂量组"

E

组$'中剂量组"

F

组$和高剂量组"

G

组$%用夹闭肝左'中叶门静脉和肝动脉的方法制作肝缺血

再灌注模型!用
G=

染色法观察小肠组织的形态学结构!用免疫组织化学染色及
H7+37<,I:"3

法观察比较各组

基质金属蛋白酶
.(

"

FF>.(

$'半胱氨酸水解酶
.$

"

69+

4

9+7.$

$的表达%结果
!

C

&

D

组小肠绒毛结构破坏!部分绒

毛断裂脱落!上皮细胞变性坏死!大量炎性细胞浸润%

=>?

预处理绒毛结构破坏'炎性细胞浸润的程度明显减轻%

免疫组织化学染色及
H7+37<,I:"3

检测结果显示!与
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组相比!
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组小肠组织
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和
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表达水平

均上升"
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$#与
C

&

D

组比较!
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预处理组
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和
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表达的表达下降!
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组较
E

'
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组更低"

"

$

%&%;

$%结论
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对肝缺血再灌注后肠损伤的保护作用可能与抑制
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肝脏移植*肝部分切除等肝脏外科手术都需要暂

时性阻断肝血流%而重新恢复血液供应后可能造成肝

缺血再灌注损伤#

GCDC

$

'

$

(

)这种损伤不仅仅局限于

肝脏本身%也涉及小肠)门静脉回流受阻%可导致肠

黏膜屏障功能损害%引起肠内毒素及细菌移位%加重

GCDC

)基质金属蛋白酶
(

#

FF>.(

$是
T,

1Y依赖的参

与细胞外基质#

=SF

$降解的蛋白水解酶%活化的

FF>.(

通过降解肝细胞外基质%诱导中性粒细胞的

趋化迁移'

1

(

)半胱氨酸水解酶
.$

#

69+

4

9+7.$

$是与炎性

反应密切相关的蛋白酶%可促进白细胞介素#

CE

$

.$

"

*

CE.$/

等细胞因子成熟%而
CE.$

"

*

CE.$/

在
GCDC

中起

重要作用'

'

(

)促红细胞生成素#

=>?

$是一种含唾液

酸的酸性糖蛋白激素%不仅可促进机体生成红细胞%

还具有抗凋亡*抗氧化*促进血管生成*抑制炎性反应

等功能)多项研究表明
=>?

对大鼠
GCDC

具有保护

作用'

0

(

%但是否对肝缺血再灌注后小肠上皮细胞损伤

具有保护作用%以及是否通过抑制
FF>.(

*

69+

4

9+7.$

介导炎性反应仍未明确)本研究通过构建肝缺血再

灌注模型%探讨
=>?

对肠损伤的保护作用及其作用

机制%为肝脏缺血再灌注后肠损伤的治疗提供实验

依据)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料
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实验动物
!

健康成年雄性
@A

大鼠
'%

只%

@>Z

级%购自四川省人民医院实验动物研究所'合格

证号!

@S[\

#川$

1%$'.$;

(%体质量
$/%

#

1;%

M

)

=&=&>
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主要试剂
!
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购自沈阳三生制药有限责任

公司&
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抗体*
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抗体*

@JUS

免疫组织

化学试剂盒购自武汉博士得生物工程有限公司&丙二

醛测量试剂盒购自南京建成生物工程研究所&甘油醛
.

'.

磷酸脱氢酶#

]J>AG

$抗体*山羊抗兔免疫球蛋白

]

#

C

M

]

$购自上海碧云天生物技术有限公司)

=&>
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方法
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实验动物分组及模型制备
!

将实验动物分为

假手术组#
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组$*缺血再灌注组#

C

"

D

组$和
=>?

低剂量组#

E

组$*中剂量组#

F

组$和高剂量组#

G

组$%每组
)

只)在制备
C

"

D

模型前
$2

%

E

*

F

*

G

组分

别给予腹腔注射
=>?$%%%

*

'%%%

*

;%%%^

"

5

M

%

C

"

D

组及
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组腹腔注射生理盐水)实验动物术前禁食

$12

%自由饮水)

$%_

水合氯醛
08E

"

5

M

腹腔注射麻

醉%上腹正中切口%游离肝门血管%无创动脉夹夹闭肝

左叶及中叶的门静脉和肝动脉%

$2

后松开动脉夹恢

复阻断区血供%建立肝脏缺血再灌注模型)

@298

组

仅暴露肝门%但不阻断血管)

=&>&>

!

取材
!

'2

后取小肠中段组织%生理盐水冲洗

小肠内容物%置于
0_

的多聚甲醛固定
$12

)
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染色
!

常规石蜡包埋切片%

G=

染色)光

镜下观察及比较各组小肠绒毛和上皮细胞组织形态

改变)
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!

免疫组织化学染色和
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法测定
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*
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蛋白的表达
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采用
@JUS

法进行

FF>.(

#

$̀ $%%

$*

69+

4

9+7.$

#

$̀ $%%

$免疫组织化学染

色%以
>U@

代替一抗做阴性对照)利用
C89

M

7.><"

>:P+)&%

测定积分光密度#

+@2

$值)

H7+37<,I:"3

法

测定各组
FF>.(

#

$̀ $%%%

$*
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#

$̀ $%%%

$蛋

白表达的变化)
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统计学处理
!

采用
@>@@1$&%

统计学软件进行

处理分析%计量资料用
MaE

表示%各组均数比较采用

单因素#

?,7.H9

O

Jb?cJ

$方差分析%两两比较采用

>

检验%以
"

$

%&%;

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果
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小肠光镜下的组织学改变
!
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染色光镜下显

示%
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组肠绒毛形态规则%排列整齐%隐窝结构完

整)

C

"

D

组肠绒毛破坏明显%大量绒毛断裂脱落%黏膜

固有层暴露%上皮细胞变性坏死%较多炎性细胞浸润%

隐窝结构破坏)

E

*

F

*

G

组损伤程度较
C

"

D

组明显减

轻%小肠绒毛结构基本完整%绒毛顶端可见少量上皮

细胞脱落%伴有部分上皮层和固有层分离%少量炎症

细胞浸润)

E

*

F

*

G

组各组比较%

F

组绒毛基本完整%

排列规则%损伤程度较
E

和
G

组明显减轻%见图
$

)

>&>
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免疫组织化学
FF>.(

的表达及
+@2

值
!

免疫

组织化学染色显示%

FF>.(

主要表达于小肠黏膜上

皮细胞胞质中%呈棕黄色%部分表达于上皮细胞膜和

基底膜)

C

"

D

组
FF>.(

阳性细胞数量均明显增多)

与
C

"

D

组比较%

E

*

F

*

G

组
FF>.(

的表达减弱)

E
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F
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G

组中%

F

组
FF>.(

的表达量较其余两组明显

减少)

C

"

D

组大鼠的
FF>.(+@2

值最高#
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)&/'
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组最低#
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E

组#

'0&/-a
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F

组#

$;&/(a$&($
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G

组#
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$组均

明显低于
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"

D

组#

"

$
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$&其中
F

组的
FF>.(
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值最低%与
E

*

G

组相比差异有统计学意义#
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的表达
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免疫组织化

学染色显示%
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蛋白主要表达于绒毛上皮细

胞%呈棕黄色)此外%黏膜下层%肌层和浆膜也有不同

程度的阳性表达)
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D

组
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阳性表达明显增
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F
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的表达较
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肝脏缺血再灌注不仅造成肝脏损伤%也可引起多

器官功能障碍综合征#
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)肝门阻断后%易造

成肠道血流严重淤滞%肠道组织缺血缺氧%导致组织

细胞受损)当重新恢复血流后%血液中大量活性氧自

由基造成组织细胞过氧化及氧化应激损伤%使肠黏膜

通透性增加%引起细菌移位及内毒素血症'

)./
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)肝恢

复血流时%内毒素等毒性物质作用于肝脏的枯否细胞

#
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$%产生大量的肿瘤坏死因子
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等

多种炎症介质%导致全身炎症反应综合征#
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是一类由中性粒细胞和巨噬细胞分泌的

具有降解
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效应
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1Y依赖的蛋白酶%基本存在于

机体所有脏器中)在正常机体状态下%
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主要

是作用于细胞外基质%维持基质的动态平衡%当出现

不同因素导致的机体损伤时%

FF>.(

水平升高%进而

导致器官*组织的损伤及破坏)研究表明%
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介

导中性粒细胞的浸润在
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过程中起着关键作用)
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水平也升高)
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降解及合成代谢)代谢失衡会使肠黏膜屏障破坏%导致
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成分降解%
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水平与肠黏膜

屏障损伤密切相关)
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不仅仅能促进红细胞的成熟%它对心*脑*

肾等多种器官缺血再灌注也有一定的保护作用'
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对肝缺血再灌注引起肠损伤的保护作用)研究结果

显示%
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预处理可明显减轻肝缺血再灌注引起的小
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和
G

组明显减轻)本研究检测了各组大鼠的小肠组

织
FF>.(

及
69+

4

9+7.$

的表达%免疫组织化学及
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结果显示
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组小肠黏膜上皮细胞
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水平明显增高%
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预处理
FF>.(

水平明

显下降%这表明
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可能通过下调
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水平%减

少中性粒细胞的迁移浸润%同时抑制肠黏膜组织细胞

外基质的降解%从而减轻肠黏膜屏障损伤)缺血再灌

注后%
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4

9+7.$

的表达也明显升高%
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预处理可以
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的活化%以及下游炎性因子
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和
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的表达)

综上所述%

=>?

对于肝缺血再灌注后的肠损伤具

有保护作用)

=>?

的这种保护机制可能与
=>?

能抑

制
69+

4

9+7.$

活化%下调下游的炎性因子%从而降低
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水平%抑制炎性反应有关)
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预处理的治疗效果最佳)
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