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摘要!目的 探讨严重腹腔感染时大鼠肠黏膜 !-连环蛋白!!-cat"表达的变化规律及意义# 方法 健康成年 W istar大鼠

40只$随机分为空白对照组(仅行单纯剖腹手术)和腹腔感染[采用盲肠结扎加穿孔法!CLP"制作严重腹腔感染模型]术

后 12 %24 %48h组$每组 10只$应用免疫组织化学及 RT-PCR 检测大鼠小肠隐窝严重腹腔感染前后 !-cat表达的变化$

以及严重腹腔感染后不同时期 !-catmRNA 水平的改变# 结果 正常大鼠肠黏膜隐窝底部细胞中 !-cat仅有微弱表达$

而感染后肠黏膜隐窝底部细胞中强表达 !-cat&RT-PCR 结果表明与对照组比较$!-catmRNA 在 CLP 术后 12h 明显上

升!0.74!0.10 !" 0.52!0.06$#!0.01"$在 CLP 术后 24 h 后达到峰值!0.90!0.09 !" 0.52!0.06$#!0.01"$随后逐渐下降$到

48h仍显著高于对照组!0.80!0.09 !" 0.52!0.06$#!0.01"# 结论 严重腹腔感染早期可诱导 !-cat表达$提示 !-cat可能

与肠上皮干细胞的增殖分化密切相关#
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53*#)6!#7 89:$!#&2$ To investigate the expression of!-catenin in the intestinalmucosa ofrats with severe abdominal

infection. ;$#1+4* FortyhealthyadultW istarratswererandomlydividedintoacontrolgroup ($=10, withceliotomyonly)

and 3 abdominalinfection groups ($=10) sacrificed at12, 24, 48 h aftercecalligation pluspunctureforinducing severe

abdominalinfection,respectively.Immunohistochemistry and RT-PCR wereperformed to detect!-catenin expression in the
cryptofthesmallintestineduringsevereabdominalinfection and in normalconditions. <$*.,#* Ratswith severeabdominal
infectionshowedstronger!-cateninexpressioninthecryptofthesmallintestinethannormalrats, andthetranscriptionlevel

of!-catenin wasassociated with thestagesofsevereabdominalinfection. RT-PCR showed that!-catenin mRNA increased

rapidly12 h aftertheinfection (0.74!0.10 !" 0.52!0.06, %!0.01), reachingthepeak levelat24 h (0.90!0.09, #!0.01),
followed then by gradualdecreasebutremained stillobviously higherthan thecontrollevelat24 h (0.80!0.09, #!0.01).
=+%!,.*&+%* Severeabdominalinfection may induce!-catenin expression which mightberelated with theproliferation and
differentiationofintestinalstem cellsinsuchconditionandplayanimportantroleinintestinalmucosadamageandrepair.

>$? 0+)4*7 abdominalinfection;stem cells;!-catenin

严重腹腔感染可引起肠黏膜损伤$ 肠通透性增

加$肠道细菌和内毒素移位$导致全身性炎症反应 ’1(#
近年来研究发现$!-连环蛋白!!-catenin,!-cat"是一

种信号传导的多功能蛋白质$ 在细胞间黏附和 W nt

信号传导中起重要作用$并与肠上皮干细胞的增殖分

化密切相关’2(#本研究拟通过观察 W istar大鼠严重腹

腔感染时肠上皮细胞 !-cat表达的变化$探讨肠黏膜

!-cat与肠上皮干细胞增殖分化的机制#

1材料和方法

1.1材料

兔抗大鼠 !-cat单克隆抗体 !BA0426"%DBA 显

色试剂盒 (AR1022)%辣根酶标记链霉卵白素%山羊血

清均购自博士德生物工程有限公司&免疫组化玻片购

于威佳科技有限公司&!-cat引物序列由北京赛百盛

公司合成&Tap DNA 聚合酶购于宝生物工程有限公

司&TRLZOL 总 RNA 提取试剂盒购于 Gibcol公司&
逆转录试剂盒购于 Invitrogen公司&其余试剂均为国

产分析纯#实验用大鼠均购置于南方医科大学实验动

物中心#
1.2模型制备与分组

健康成年 W istar大鼠 40只$体质量!220!20" g#
随机分为空白对照组 (仅行单纯剖腹手术)% 感染后

12%24 %48h4组$每组 10只#采用盲肠结扎加穿孔法

!CLP"制 作 严 重 腹 腔 感 染 模 型 ’3($分 别 于 CLP 术 后

12 %24 %48h处死$ 取距回盲部 10cm 处回肠组织 4

cm 作检测)2cm 加入 10% 中性甲醛溶液中固定 2h$
用于免疫组织化学检查和 HE 染色# 另 2cm 投入液

氮罐$"70!"保存$待行 RT-PCR 检查#
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Group Positivecells ! "
Control 134.80!10.56 35.918 !!!!!!!!!!0.000
12h 145.70!8.31*
24h 178.20!10.51#

48h 146.60!9.92*

表 ! "#$ 手术前后不同时期 !-%&’ 染色阳性细胞数的比较

(&)*! "+,-&./0+1 +2 !-%&’31/1--+0/’/43 %355 67&1’/’8 /1
9/223.31’ -3./+90 -3./+-3.&’/4358 (#=10,$%&#!’()

*"!0.05,#"!0.01 )* controlgroup

1.3免疫组化染色

切片常规脱蜡入水后! 磷酸盐缓冲液"PBS!pH
7.4#冲洗 3次!每次 5m in"下同$% 每张切片加 50!l
过 氧 化 物 阻 断 溶 液! 室 温 孵 育 10 min!PBS 冲 洗 3

次!微波抗原修复 30min!加封闭用正常山羊血清工

作液!室温孵育 10m in!加 50!l兔抗大鼠 "-cat单克

隆抗体"一抗$!37"孵育 60min!PBS 冲洗 3 次% 加

50!l生物素化二抗工作液!室温孵育 10m in!PBS 冲

洗 3次% 加 50!l辣根酶标记链霉卵白素工作液!室

温孵育 10min!PBS 冲洗 3次% 加 100!l3,3'-二氨基

联笨胺"DAB$溶液显色 10min!苏木素复染!中性树

胶封片!Olym pus显微镜观察%结果判断!细胞浆着色

判定为阳性细胞! 在 10#40 视野下! 按确定的方向

"从左至右或逆时针方向$依次计数 10个结构显示良

好的隐窝"切面在隐窝中心!可见清晰&完整的隐窝

腔$中 "-cat染色阳性细胞数!总数即为每 10 个隐窝

"-cat染色的细胞数!每组大鼠可得 10个数值%
1.4RT-PCR 反应

1.4.1 总 RNA 抽 提 称 取"70!"冰 冻 保 存 的 标 本 80

m g!于液氨中夹碎!将组织碎块加入 1m lTrizol变性

缓冲液中!在匀浆器中充分研磨至无明显大的组织块

为止! 并按操作说明书提取组织中的总 RNA !-70!
保存备用%
1.4.2 基 因 片 段 扩 增 利 用 Primer5.0 软 件 设 计 "-cat
引物! 上游引物为 5'-AGTGCGCACCATGCAGAAT

A-3'!下 游 引 物 为 5'-CCACCACTGGCCAGAATGAT

-3'!长度 365bp% 以 "-actin为对照!上游引物为 5'-C

ATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3'!下游引物为 5'-ATC

ATGTTTGAGACCTTCAACA-3'!长度 597 bp% 采用

两步法进行 RT-PCR!并按说明书进行操作% 反应条

件为 94!"预处理 3m in!随后以 94!"裂解 45s&58"
退火 45s&72"延伸 45s进行 35个循环!72"延伸 5

m in后!电泳 PCR 产物!观察结果%
1.4.3 PCR 产物定量分析 "-cat和 "-actin 产 物 各 10

!l混 合 后 于 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 60 m in "电 压 5

V/cm $! 凝 胶 成 像 系 统 中 分 析 各 条 带 的 灰 度 值!求

"-cat和 "-actin之比值!应用统计学检验方法对各组

数据分析%
1.4.4 测序 用 PCR 产物纯化试剂盒纯化 PCR 产物!
交由上海博亚生物技术公司进行测序%
1.5统计学方法

采 用 SPSS11.5 软 件 进 行 统 计 学 处 理! 多 组 的

"-cat染色阳性细胞数及 "-cat和 "-actin灰度值的比

值采用单因素方差分析!方差齐性时!采用组间多重

比较应用 LSD 法’方差不齐性时!采用 Dunnett's法’
检验水准 #$0.05%

2结果

2.1肠黏膜病理学改变

对照组光镜下小肠黏膜各层结构完整!肠绒毛排

列整齐’ 实验组光镜下小肠黏膜和黏膜下层间质水

肿&血管充血!黏膜层有中性粒细胞浸润!肠绒毛毛细

血管充血!部分区域有黏膜上皮脱落!浆膜层明显炎

性渗出%
2.2免疫组化染色

比较手术前后大鼠小肠隐窝中 "-cat的表达!术

前 "-cat表达较弱! 而 CLP 术后 12h肠隐窝中阳性

细胞明显增多!24h 后表达最强! 随着时间的延长!
"-cat表达逐渐降低!到 48h小肠隐窝仍有表达% !$
35.918,"!0.001,认为各处理组总体均数的具有显著

性差异"表 1&图 1-3$%

图 ! 正常小肠隐窝中 !-%&’ 表达较弱

:/;*! <3&= !-%&’31/1 3>-.300/+1 /1 1+.,&5 /1’30’/1&5 %.8-’0
(arrow,SP staining,originalmagnification:#400)

图 ? 感染后 ?@ A 小肠隐窝中强表达 !-%&’
:/;*? B’.+1; !-%&’31/1 3>-.300/+1 /1 ’A3 /1’30’/1&5 %.8-’0 C&..+DE

?@ A &2’3. /123%’/+1 (SPstaining,originalmagnification:#400)

1 2

图 F "#$ 手术前后不同时期 !-%&’ 染色阳性细胞数

:/;*F "A&1;30 /1 ’A3 67&1’/’8 +2 !-%&’31/1--+0/’/43
%3550 -3./+-3.&’/4358
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Group ! Comparisonofgrayscalevalue " #
Control 10 0.52!0.06 36.831 !!0.000
12h 10 0.74!0.10#

24h 10 0.90!0.09#

48h 10 0.80!0.09#
#$!0.01 %& controlgroup

表 ! "#$ 手术前后不同时期 !-%&’ 和 !-&%’() 灰度值的比较

*&+,! "-./&0(1-) -2 ’34 50&6 1%&74 8&794 -2!-%&’4)() &):
!-&%’() () :(22404)’ /40(-:1 /40(-/40&’(8476 (!=10!’()!!*+)

2.3RT-PCR

应 用 RT-PCR 方 法 扩 增 CLP 术 后 不 同 时 期 的

!-cat基因! 结果显示!CLP 术后 12hmRNA 水平迅

速上升! 在术后 24h达到峰值! 随后表达量逐渐下

降!48h仍显著高于对照组" 以 !-cat和 !-actin灰度

值的 比 值 为 基 础 进 行 统 计 学 分 析! 可 见 CLP 术 后

12h#24 h 和 48 h !-catmRNA 表达水平显著高于对

照$$ 均!0.01%" ""36.831!$!0.001,认为各处理组总

体均数的具有显著性差异$表 2#图 4%"

2.4测序结果

测序显示!PCR 扩增的产物与大鼠 GenBank 中

的序列完全一致"说明 RT-PCR 扩增的确为相应引物"

3讨论

本实验结果与以往研究相似!腹腔感染后动物肠

黏膜出现明显病理改变!提示严重腹腔感染可引起肠

黏膜屏障损伤" 肠道干细胞是位于小肠黏膜隐窝底

部!潘氏细胞上方!具有终身自我更新和增殖分化功能

的细胞!在肠黏膜损伤修复中起重要作用&4’"
!-cat是由 Ozawa等人在脊椎动物的细 胞 中 发

现一种信号传导多功能蛋白质!其与肠干细胞的增殖

分化有着密切的联系" !-cat可通过以下途径来调节

肠上皮干细胞的增殖分化($1%!-cat可在 W nt途 径

失活时!通过磷酸化和泛素化而降解!从而维持胞浆

内低水平)W nt途径激活时!磷酸化和泛素化被抑制!

!-cat在胞浆内积聚! 随后进入核内与 Tcf-4结合成

转录复合体!并促进与肠干细胞增殖有关的基因表

达 &5!6!7’" $2%!-cat还可通过酪氨酸残基的磷酸化与去

磷酸化实现其活性和量的调节!并且在调控肠干细胞

增殖及其子代细胞的分化#迁移过程中起着重要的作

用&8’"
国内外对 !-cat的研究较为广泛!在 M oon等人&9’

的研究中发现!W nt/!-cat途径在细胞的增殖分化中

有着重要的作用" !-cat是 W nt信号级联反应的主要

成分! 在 W nt信号途径中起着核心作用!!-cat在细

胞内的增多或减少直接决定其本身的生物学功能&10’"
因此 !-cat可在一定程度上反映肠上皮干细胞增殖

状态!检测 !-cat表达变化即可反映肠黏膜上皮损伤

修复状况" 本实验结果显示!严重腹腔感染 W istar大

鼠肠黏膜上皮损伤后 !-cat表达增高!而且损伤初期

!-cat水平上升迅速! 表明严重腹腔感染时可能迅速

启动了以上两种途径!导致肠上皮干细胞的增殖分化

活性增强!从而促进肠黏膜损伤修复" 但随着腹腔感

染的进一步加重!其 !-cat表达下降!说明肠上皮干

细胞受损! 其数量减少! 增殖能力逐渐下降! 提示

!-cat表达与严重腹腔感染时肠黏膜的损伤修复密切

相关!但 !-cat调节肠上皮干细胞的增殖分化机制尚

有待进一步研究"
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