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【摘* 要】目的：探讨缺血预处理对小肠细胞能量代谢和凋亡

基因 )*+#,，)-. 表达的影响及它们与肠细胞凋亡的内在联系-
方法：健康 O= 大鼠 )’ 只，雌雄不限，随机分为 ) 组，空白对照

组（J 组）、缺血预处理组（ QTJ#Q N R 组）和缺血再灌注组（ Q N R
组），每组 !$ 只- 按 I6??F 法制备缺血预处理模型，Q N R 组用

血管钳夹闭肠系膜前动脉 ! E，再灌注 $ E，QT#Q N R 组用血管

钳夹闭肠系膜前动脉 !" 248 松开 !" 248，反复 , 次，余同 Q N R
组- 高效液相色谱法测定 C.T，C=T 含量；免疫组化检测 U<0#$
及 U37 蛋白的表达，每组选 $, 个视野分别测量 ’ 值- .WX15
法检测凋亡的小肠细胞并计算凋亡指数- 结果：J 和 QTJ#Q N R
组 C.T 含量高于 Q N R 组（( Y "- "+）；QTJ#Q N R 组 U<0#$ ’ 值高

于 J 组和 Q N R 组（( Y "- "!），Q N R 组 U<0#$ ’ 值低于 J 组（( Y
"- "+）；Q N R 组 U37 ’ 值 明 显 高 于 J 组 和 QTJ#Q N R 组（ ( Y
"- "!），且 QTJ#Q N R 组高于 J 组（( Y "- "+）；与 J 组比较，Q N R
组和 QTJ#Q N R 组凋亡指数较高（( Y "- "!，( Y "- "+）；与 Q N R
组相比，QTJ#Q N R 组凋亡指数较低（( Y "- "!）- 结论：缺血预处

理能在一定程度上延缓 C.T 降解并调控 U<0#$ 及 U37 蛋白的

表达、抑制缺血再灌注介导的小肠细胞凋亡-
【关键词】小肠；缺血预处理；缺血再灌注；细胞凋亡；基因
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IJ 引言

肠缺血再灌注损伤广泛见于临床，是导致多脏器

功能障碍的重要原因- 研究表明，凋亡是其损伤的主

要方式，与细胞的能量代谢和凋亡基因的蛋白表达有

关- 缺血预处理（ 4D<E/24< >?/<A8;4@4A848:，QT）对缺血

再灌注小肠有较好的保护作用［! [ $］，但它对细胞凋亡

的影响研究较少- 我们通过大鼠小肠缺血预处理模

型，从细胞凋亡的角度探讨缺血预处理对小肠细胞凋

亡基因 )*+#, 和 )-. 表达的影响-

KJ 材料和方法

K- KJ 材料 J U<0#$ 2CS，U37 2CS，O#T 试剂盒、原位

细胞凋亡检测试剂盒（ 均为 O38@3 J?6P 公司产品，

WOC）；C.T，C=T 标准品（O4:23 公司，WOC）-
K- %J 方法

!- $- !* 动物分组与模型制备 * 健康 O= 大鼠 )’ 只

（由武汉大学实验动物中心提供），体质量 $$+ \ $%+
:，雌雄不限- 随机分为空白对照组（J 组）、缺血再灌

注组（ Q N R 组）和缺血预处理组（ QTJ#Q N R 组）- 术前
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!" # 禁食不禁水，"$% 氨基甲酸乙酯 ! & ’ (& 腹腔注

射麻醉，腹中线切开，找到肠系膜前动脉，) 组不夹闭

肠系膜前动脉；* ’ + 组用血管钳夹闭肠系膜前动脉 !
#，再灌注 " #，*,)-* ’ + 组依据 ./ 等［0］方法，用血管

夹夹闭肠系膜前动脉 !$ 123，松开 !$ 123，反复 4 次，

余同 * ’ + 组5 三组均于手术开始时分别经股静脉输

注 生 理 盐 水 "$ !6 ’ &，手 术 过 程 中 均 面 罩 给 氧

（728" 9 00%），术毕放血处死，距回盲部 "$ :1 取回

肠组织 " :1，用现配多聚甲醛液固定 "4 #，做 ;:<-"
和 ;=> 蛋白的表达及细胞凋亡检测5
!5 "5 "? 观察指标及方法? "小肠组织 @A,，@B, 含

量：各组距回盲部 "$ :1 取回肠组织 $5 C & 置液氮保

存，用高效液相色谱法测定 @A,，@B, 含量5 #免疫

组化检测 !"#-$ 及 !%& 基因的表达（D-, 法）：石蜡切

片脱腊至水；0$ 16 ’ 6 E"8" 孵育 !$ 123 以消除内源

性过氧化物酶的活性，蒸馏水冲洗，,;D 浸洗 C 123；

加正常山羊血清封闭液以消除背景非特异性染色；分

别滴加兔抗 ;=>，;:<-"，:-1F: 蛋白 1@G ’ H@G（每张切

片仅加一种抗体），0IJ孵育 ! #；滴加生物素标记羊

抗兔 *&K，0IJ孵育 !C 123；滴加辣根酶标记链霉卵

白素，0IJ孵育 !C 123；上述三步均 ,;D 洗 C 123 L 0
次；B@; 显色，自来水充分冲洗，苏木素复染，封片5
阴性对照以 ,;D 代替一抗孵育，其他步骤相同；阳性

对照 用 已 知 的 阳 性 标 本5 在 显 微 镜 4$$ 倍 下 用

E,*@D-!$$$ 医学彩色图像分析系统测量 ’ 值，每组

选 "4 个视野（每组 !" 只大鼠各取 ! 张切片，每张切

片取 " 个视野）分别测量，计算 ’ 值的均数作为此组

的代表值；$AMNO6 法检测凋亡细胞：二甲苯脱蜡，

梯度乙醇入水；切片浸泡于柠檬酸盐缓冲液（ HE 9
P），置医用微波炉 Q" R QSJ中处理 !C 123，取出后室

温冷却；!TC 小牛血清 "$ !6 封闭非特异反应，0IJ孵

育 !C 123；0 16 ’ 6 E"8" 孵育 !$ 123 以消除内源性过

氧化物酶的活性；,8B "$ !6 0IJ孵育 0$ 123；上述 C
步均以 !$ 11U< ’ 6 磷酸缓冲液（HE 9I5 4）洗 C 123 L
0 次；B@; 显色，自来水充分冲洗，苏木素复染，封片5
每张切片于 4$ 倍目镜下随机取 C 个视野，每组共 P$
个视野，计算凋亡指数（=HUHVUV2: 23WX>，@*），@* 9 凋

亡细胞数目 ’ 总细胞数目 L !$$% 5
统计学处理：计量资料以 & ( ) 表示，应用 D,DD

!$5 $ 软件进行单因素方差分析，* Y $5 $C 为差异有

统计学意义5

!" 结果

!# $" %&’，%(’ 含量" ) 组和 *,)-* ’ + 组 @A, 含量

高于 * ’ + 组（* Y $5 $C），@B, 含量各组无显著性差异

（表 !）5
!# !" )*+,! 和 )-. 蛋白表达" * ’ + 组 ;:<-" ’ 值低于

) 组（* Y $5 $C），*,)-* ’ + 组 ;:<-" ’ 值高于 ) 组和 * ’
+ 组（* Y $5 $!）；;=> ’ 值，* ’ + 组明显高于 ) 组和

*,)-* ’ + 组（* Y $5 $!），且 *,)-* ’ + 组高于 ) 组（* Y
$5 $C，表 !）5
!# /" &0123 法检测小肠细胞凋亡 " 与 ) 组比较，

* ’ + 组和 *,)-* ’ + 组 @* 较高（* Y $5 $!，* Y $5 $C），与

* ’ + 组相比，*,)-* ’ + 组 @* 较低（* Y $5 $!，表 !）5

表 !? 三组 @A,，@B, 含量（!1U< ’ & 湿质量），;:<-"，;=> 蛋白

表达及 @* 的比较 （+ 9 !"，& ( )）

组别 @A, @B, ;:<-"（’） ;=>（’） @*

) !5 IP Z $5 0S $5 "C Z $5 $4 $5 $S Z $5 $0 $5 !" Z $5 $" 45 0 Z !5 !

* ’ + $5 Q4 Z $5 !C= $5 "S Z $5 $P $5 $P Z $5 $"= $5 "$ Z $5 $4G"P5 C Z !5 SG

*,)-* ’ + !5 CP Z $5 4$: $5 "I Z $5 $P $5 !4 Z $5 $0GW $5 !0 Z $5 $"=W C5 Q Z !5 C=W

=* Y $5 $C，G* Y $5 $! ,) ) 组；:* Y $5 $C，W* Y $5 $! ,) * ’ + 组5 )：对照

组；* ’ +：缺血再灌注组；*,)-* ’ +：缺血预处理组；@A,：三磷酸腺苷；

@B,：二磷酸腺苷；@*：凋亡指数5

!# 4" 三组 &0123 凋亡细胞、)-. 及 )*+,! 阳性细胞

表达情况" 见图 ! R 05

@：有较少的 ;:<-" 阳性细胞表达；;：有较少的 ;=> 阳性细胞表达；

)：有较少的凋亡细胞阳性表达5

图 !? 对照组 ;:<-"，;=> 及 AMNO6 凋亡细胞阳性表达 ? *E
L "$$

/" 讨论

肠 * ’ + 可因急性失血、休克、严重多发性创伤等

因素引起，它可引起肠道和导致远端器官的损伤5 *,
可通过增加谷胱甘肽含量和保护 D8B 活性［4］、减少

细菌异位和降低 2N8D 活性［"］、蛋白激酶 ) 和线粒体

[（@A,）通道开放［C］以及血红素加氧酶-! 释放［P］等

多种途径保护缺血再灌注小肠，其保护作用的机制尚

未完全阐明，目前认为细胞的能量代谢和凋亡也可能

占有重要地位5 我们采用血管夹夹闭肠系膜前动脉
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!：有较少的 "#$%& 阳性细胞表达；"：有较多的 "’( 阳性细胞表达；

)：有较多的凋亡细胞阳性表达*

图 &+ 缺血再灌注组 "#$%&，"’( 及 ,-./0 凋亡细胞阳性表达

+ 12 3 &44

!：有较多的 "#$%& 阳性细胞表达，表现为间质细胞呈淡黄色连续的细

颗粒状；"：有较少的 "’( 阳性细胞表达；)：有较少的凋亡细胞阳性

表达，表现为小肠细胞胞核有不均匀的黄褐色颗粒，胞浆复染为淡

蓝色*

图 5+ 缺血预处理组 "#$%&，"’( 及 ,-./0 细胞阳性表达+ 12
3 &44

复制肠 1 6 7 和 18 模型，结果显示，肠 1 6 7 后，小肠组

织的 !,8 含量和 "#$%& 蛋白表达均降低，"’( 蛋白表

达及 !1 显著增加；而 18 后肠 1 6 7，!,8 含量和 "#$%&
蛋白表达增加，"’( 蛋白表达及 !1 降低，提示凋亡及

其相关因素参与了缺血再灌注损伤，18 对缺血再灌

注损伤有保护作用*
线粒体是细胞重要的细胞器之一，它除了产生

!,8 供能外，在细胞氧化还原状态和渗透压调节、钙

稳态和 92 维持以及细胞信号转导中起重要作用* 细

胞无论坏死或凋亡线粒体都要经历诱导、效应、降解

阶段* !,8 对线粒体通透性转换后细胞走向坏死还

是凋亡有重要意义，!,8 耗竭走向坏死，否则走向凋

亡* 研究表明［:］，18 后，组织可产生“缺血、再灌注耐

受”，需能和代谢降低，氧自由基、活化中性粒细胞释

放和细胞凋亡减少* 我们研究发现，肠缺血再灌注

后，!1 显著增加可能与 !,8 含量降低有关；而 18 后，

!,8 含 量 变 化 不 大，可 能 与 能 量 需 要 和 代 谢 降 低

有关*
"#$%& 表达水平与细胞寿命呈正相关，因此 "#$%&

又称为“生存基因”* "’( 属 "#$%& 基因家族，在高浓

度时可启动细胞死亡，低浓度时可使细胞器释放出某

些分子，引起半胱氨酸蛋白酶的活化* "#$%& 基因家

族通常以二聚体的形式发挥作用，"’( 6 "#$%& 异二聚

体可促进细胞凋亡，而 "#$%& 6 "#$%& 同二聚体可结合

于线粒体内膜稳定其通透性，以防止细胞凋亡的末端

效应子半胱氨酸蛋白酶（)’;9’;<;）的激活* 我们实验

发现：1 6 7 组 "’( 蛋白表达明显高于 ) 组和 18)%1 6 7
组，与肠黏膜损伤和 !1 变化一致，说明缺血再灌注肠

细胞凋亡是 "’( 介导的，且 18 能降低缺血再灌注肠

细胞 "’( 蛋白表达* 而 18)%1 6 7 组 "#$%& 蛋白表达明

显高于 1 6 7 组和 ) 组，说明 1 6 7 在一定程度上可增

加 "#$%& 蛋白表达，与 )=><$ 等［?］报道一致* 总之，尽

管 18 可通过多种途径保护缺血再灌注小肠，但部分

可能与减少 !,8 降解、增加 "#$%& 蛋白表达和降低

"’( 蛋白表达有关，其具体机制有待进一步研究*
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