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Abstract
AIM: To examine the role of oxidative stress in 
intestinal mucosal barrier damage during ANP, 
and to explore the putative mechanism of HIF-
1α during this process.

METHODS: Male Wistar rats were divided 
randomly into three groups: group A (n = 18) 
and B (n = 18) served as ANP models, group 
C (n = 10) was designated as a normal control 
(sham operation). In group A and C, rats were 
treated with normal saline therapy, while 
in group B, rats were treated with DMSO 
therapy. During the observation period, the 
morphological changes of intestinal mucosa 
and pancreatic tissue were observed, and 
the intestinal permeability was evaluated by 
FITC-labeled Dextran method and DAO activ-
ity detection. The activities of SOD, MPO and 
the level of MDA and GSH were measured 

and also the expression of HIF-1α protein was 
assayed. 

RESULTS: During the observation period of 
ANP, the intestinal mucosal barrier function 
was damaged seriously and the intestinal per-
meability was increased. As early as 6h, the 
DAO activity in the mucosa was decreased ob-
viously (0.43 ± 0.07 U/L vs 0.91 ± 0.11 U/L, P 
< 0.05) while was attenuated by administration 
of DMSO. In the serum, the detection of DAO 
activity showed an opposite results. Also in 
ANP group, the activity of SOD and the level 
of GSH were highly decreased (SOD: 12.12 ± 
2.24 U/mg vs 25.12 ± 3.86 U/mg; GSH: 160.75 
± 24.25 mg/g vs 412.45 ± 45.60 mg/g, both P < 
0.01), while the activity of MPO and the level 
of MDA were markedly increased (MPO: 1.32 
± 0.18 U/mg vs 0.63 ± 0.11 U/mg; MDA: 2.85 
± 0.21 nmol/mg vs 1.34 ± 0.12 nmol/mg, both 
P < 0.01). However, administration of DMSO 
attenuated the damage to some extent, and mu-
cosal barrier function was improved (P < 0.05). 
And the injury induced by oxidative stress was 
limited to some extent (P < 0.05). Western blot 
showed the expression of HIF-1α protein was 
up-regulated with ANP while down-regulated 
with DMSO. 

CONCLUSION: The intestinal mucosal bar-
rier is damaged during the process of ANP; 
oxidative stress plays an important role in the 
damage to mucosal barrier and OFR scavenger 
could maintain the integrity of mucosal bar-
rier structure and function; HIF-1α is involved 
in the protection effect on intestinal mucosal 
barrier under hypoxia induced by ANP, which 
could be regulated through attenuating the 
mucosal barrier damage when OFR scavenger 
is used. 
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■背景资料
肠黏膜屏障是维
持机体内环境的
重要部分, 其破坏
可引起严重的全
身炎症反应, 最终
可引起多脏器衰
竭. 

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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摘要
目的: 探讨急性坏死性胰腺炎(ANP)时肠黏膜
屏障的氧化应激损伤和HIF-1α的表达, 及其
与黏膜损伤的关系. 

方法: ♂Wistar大鼠随机分为3组, A组(ANP
组, n  = 18), 诱导ANP模型; B组(DMSO组, n  = 
18), 诱导ANP前, 使用二甲基亚砜(DMSO)预
处理组; C组(con组, n  = 10)假手术组. A和C组
术前30 min皮下注射生理盐水(0.2 mL/kg体质
量), B组动物术前30 min皮下注射同等剂量的
DMSO(0.2 mL/kg体质量), 并且实验前30 min
每只动物饲入60 mg/100 g体质量的FITC-右
旋糖酐. 动物分别在手术后0, 6, 24 h点心脏取
血后处死, 分别取胰头和末端回肠3-5 cm. 观
察胰腺和肠黏膜组织形态学改变, 测定肠黏膜
组织中DAO、SOD、GSH、MPO、MDA含
量, Western-blot测定肠黏膜中HIF-1α的表达, 
并检测血清中二氨氧化酶(DAO)活性及FITC
浓度.  

结果: ANP时大鼠肠黏膜屏障功能严重破坏, 
肠道通透性明显增加. A N P组6 h时黏膜中
DAO的活性已经明显下降(0.43±0.07 U/L vs  
0.91±0.11 U/L, P <0.05), DMSO处理后DAO
活性下降受抑. 而血清中测定DAO活性正好
相反. ANP组6 h黏膜组织中SOD、GSH活性
就已有明显下降, 12 h最为明显(SOD: 12.12
±2.24 U/mg vs  25.12±3.86 U/mg; GSH: 
160.75±24.25 mg/g vs  412.45±45.60 mg/g, 均
P <0.01), 而MPO活性及MDA浓度明显升高
(MPO: 1.32±0.18 U/mg vs  0.63±0.11 U/mg; 
MDA: 2.85±0.21 nmol/mg vs  1.34±0.12 
nmol/mg, 均P <0.01), 观察期限内一直处在较
高水平. DMSO预处理组动物肠黏膜通透性有
所改善, 但仍然高于正常(P <0.05). 使用DMSO
后, 氧化应激反应及其产物有所减弱, 但仍然
高于正常(P <0.05). ANP时HIF-1α表达明显增
加, 而DMSO的使用可使HIF-1α高表达下调. 

结论: ANP时肠黏膜屏障结构和功能存在严
重破坏; 氧化应激损伤是肠黏膜屏障损伤的一
个重要因素, 而清除氧自由基能一定程度上减
轻肠黏膜屏障损伤并能维护其功能; HIF-1α参
与ANP肠黏膜屏障的修复和维持, 清除氧自由
基减轻肠黏膜损伤可以调节HIF-1α表达. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 肠黏膜屏障; 氧化应

激; 低氧诱导因子-1α; 氧自由基
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0  引言

肠黏膜屏障一般是由机械、免疫、生物和化学

屏障4部分构成, 是维持机体内环境稳定的重要

器官之一[1-3]. 肠黏膜屏障的功能受损, 可引起肠

道细菌的易位, 诱发肠源性感染, 继而可诱发全

身炎性反应综合征, 甚至诱发多脏器功能不全

和衰竭[4-6]. 而在众多严重疾病和创伤过程中, 肠
黏膜屏障都会受到不同程度的损伤, 尤常见于

急性坏死性胰腺炎[7-8]. 肠黏膜屏障损伤的机制

也极为复杂, 缺血缺氧、理化免疫因素、肠道

菌群的微生态变化、氧自由基及其他炎性介质

等多种因素均参与其中[5,9]. 已经有大量研究表

明在肠黏膜屏障损伤时, 氧化应激产物明显升

高, 而抗氧化剂治疗可以一定程度上减轻损伤, 
我们前期研究工作也已经充分证实[10-12]. 但是在

氧自由基如何损伤肠黏膜屏障机制方面目前研

究还不够深入. HIF-1α虽发现于肿瘤细胞, 与机

体许多重大缺血缺氧性疾病的病理生理有关, 
并与肠黏膜屏障结构和功能的修复和维持关系

密切[13-15]. 本研究就为了探讨急性坏死性胰腺炎

时肠黏膜屏障的氧化应激损伤和HIF-1α表达, 
旨在深入探讨其两者之间与黏膜损伤有无关联. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠、FITC-右旋糖苷, DAO、

SOD、GSH、MPO、MDA检测试剂盒购自北京

化学试剂公司, 组织细胞裂解液、丙烯酰胺、

N,N-亚甲双丙烯酰胺购自美国Sigma公司, HIF-
1α兔多克隆抗体、β-actin鼠多克隆抗体、羊抗

兔多克隆抗体、羊抗鼠多克隆抗体购自美国

Santa Cruz公司, 低温组织匀浆机、高速台式冷

冻离心机、垂直电泳槽、电转移装置、电泳

仪、PVDF膜、ECL化学发光成像系统, 荧光及

普通分光光度仪等由北京市神经外科研究所和

中国医学科学院国家重点分子生物实验室提供. 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组:  动物模型采用传统的逆行胰

胆管注射法诱导急性坏死性胰腺炎(50 g/L牛磺

胆酸钠)[16]. ♂Wistar大鼠(体质量250-300 g), 实验

前禁食(自由饮水)12 h, 随机数字法分为3组, A组

为急性坏死性胰腺炎组(ANP), n = 18; B组二甲

基亚砜(DMSO)处理组(DMSO),  n = 18; C组为假

手术组(对照组), n  = 10. 术前30 min B组动物皮

■研发前沿
本文主要研究氧
化应激在ANP伴
发的肠黏膜屏障
损伤时所起的作
用, 氧自由基清除
剂能否减轻黏膜
屏障损伤, 并进一
步探讨减轻氧化
应激损伤与HIF-
1α表达有无关联. 



www.wjgnet.com

26                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年1月8日    第17卷   第1期

下注射DMSO(0.2 mL/kg体质量), A组和C组注射

同等量的生理盐水(0.2 mL/kg体质量). 动物分别

在手术后0, 6, 24 h点杀死, 取末端回肠3-5 cm, 剔
除系膜, 清除肠内容物后取黏膜组织放入液氮中

保存, 随即进行以下实验. 
1.2.2 胰腺和肠黏膜组织细胞形态学观察: 动物

处死后, 分别取胰头和末端回肠部分, 各分成两

部分, 一部分普通光镜检查, 一部分放入20 g/L戊
二醛固定液中送电镜检查. 
1.2.3 肠黏膜通透性的测定:  肠壁通透性用FITC
标记的右旋糖酐法测定[17]. 实验前30 min每只动

物饲入60 mg/100 g体质量的FITC-右旋糖酐(4000 
kDa, 80 g/L), 杀死动物前心脏取血测定血清中

FITC浓度及血清中DAO的活性, 同时, 测定肠黏

膜组织中的DAO活性. 
1.2.4 肠黏膜组织中氧自由基产物的测定: 从液

氮中取冻存的新鲜黏膜组织200 mg, 在液氮预

冷的研钵中研碎组织后, 加入冰生理盐水, 在低

温组织匀浆机按需制备100 g/L和10 g/L的组织

匀浆, 3000 r/min, 10 min后去上清液备用. 按试

剂盒说明书严格操作, 测定黏膜组织中的丙二

醛(SOD)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽

(GSH). 
1.2.5 黏膜组织中HIF-1α蛋白的测定: 取冻存的

新鲜肠黏膜组织200 mg, 同样在液氮预冷的研

钵中研碎, 加入组织细胞裂解液(含蛋白酶抑 制
剂), 冰上放置20 min, 13 000 r/min低温下离心15 
min, 取上清, 用Bradford法进行蛋白定量后分装, 
放入-80℃冰箱保存. 用免疫印迹法测定总蛋白

中HIF-1α含量, 简单步骤如下: 首先SDS-PAGE进
行蛋白分离, 再低温下(4℃)转移到PDVF膜上进行

免疫杂交, 用50 g/L牛奶封闭液封闭非特异性抗原

位点, PBST清洗后4℃孵育一抗溶液(1∶500)过夜, 
然后加二抗溶液(1∶10 000)孵育1-2 h, 用ECL化学

发光法显色并测定分析(GBISC, gene bio imaging 
system for chemiluminescence). 

统计学处理 使用SPSS10.0软件包对数据进

行处理, 所有数据均以mean±SD表示, 符合正态

分布的进行t检验或ANOVA, 非正态分布资料用

秩和检验; P <0.05被认为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺组织形态学 ANP组胰腺组织病变严重, 
间质水肿, 小叶结构凌乱, 可见大片出血和坏死

灶, 并可见炎性细胞浸润, 24 h已可见明显钙化

灶. DMSO处理组胰腺腺小叶结构病变有所减

轻, 出血坏死较同期A组动物轻, 多为小灶性坏

死, 间质中炎性细胞浸润较轻(图1). 
2.2 黏膜组织细胞形态学 光镜下见A组肠绒毛从

肿胀、缩短、增粗到倒伏、融合、破损甚至断

裂剥脱, 固有层裸露. B组损伤较同期A组轻. C
组为正常肠绒毛结构. 

电镜下A组小肠黏膜上皮表面糖衣层消失, 
线粒体肿胀, 结构不清晰. 粗面内质网和滑面内

质网呈不同程度扩张. 细胞间连接部分增宽. 随
着时间延长, 细胞间连接破坏严重, 可见凋亡

细胞. 肠黏膜绒毛可见不同程度排列稀疏、断

裂、脱落、缺损, 似“破棉絮”样改变, 重者微

绒毛广泛脱落, 其顶端呈 “花瓣状”. B组肠绒

毛结构及黏膜细胞损伤较同期A组轻, 绒毛结构

基本完整(图2). 
2.3 D M S O能改善大鼠A N P时肠黏膜通透性 
ANP时大鼠肠黏膜屏障功能严重破坏, 肠道通

透性明显增加, FITC-Dextran外渗明显增加, 观
察期限内12 h最为明显(P <0.01). DMSO预处理

图 1 胰腺组织形态学观察. A: ANP组(×200); B: DMSO组

(×200); C: 正常组(×100).

A

B

C

■相关报道
已经有部分研究
危重疾病伴发的
肠黏膜屏障的损
伤机制, 涉及内容
较多, 其中对氧化
应激损伤比较笼
统 ,  缺 乏 具 体 研
究. HIF-1α与黏膜
屏障的维护已有
报道, 且与OFR之
间的关系研究较
为复杂, 在体外实
验中, OFR能降低
HIF-1α的表达, 可
能与转录后调控
有关, 但在体内目
前比较复杂, 因除
能保护细胞外, 本
身还是一种炎性
因子参与炎症反
应. 
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组动物肠黏膜通透性有所改善(P <0.05), 但仍然

高于正常(P <0.05, 图3). 黏膜组织中DAO活性

检测结果显示, ANP 6 h时黏膜中DAO的活性已

经明显下降(P <0.05), DMSO处理后DAO活性

下降受抑(P <0.05). 而血清中测定DAO活性正

好相反, ANP组明显升高(P <0.05), 在DMSO处

理组明显低于ANP组(P <0.05), 但仍然高于正常

(P <0.05, 表1). 
2.4 肠黏膜组织中SOD、GSH、MPO、MDA
浓度 观察期限内, ANP组6 h黏膜组织中SOD、

GSH活性就已有明显下降, 12 h最为明显(ANP
组 vs  对照组, SOD 12.12 ±2.24 U/mg vs  25.12±
3.86 U/mg和GSH 160.75±24.25 mg/g vs  412.45
±45.60 mg/g, P<0.01), 而MPO活性及MDA浓度

明显升高(ANP vs  对照组, MPO 1.32±0.18 U/mg 
vs  0.63+0.11 U/mg和 MDA 2.85±0.21 nmol/mg 
vs  1.34±0.12 nmol/mg, P<0.01), 观察期限内一直

处在较高水平(图4). 使用DMSO后, 氧化应激反

应及其产物有所减弱(P <0.05), 但仍然高于正常

(P<0.05, 图4). 
2.5 HIF-1α的表达 正常的小肠黏膜组织中, HIF-
1α也有轻微表达 ,  与黏膜细胞处于缺氧状态

有关, ANP时HIF-1α表达明显增加(P <0.05), 而
DMSO的使用可以使HIF-1α高表达下调(图5), 
说明DMSO可以通过清除氧自由基减轻肠黏膜

损伤改善缺血缺氧状况, 使HIF-1α表达下调, 但
维持在较高水平(P <0.05). 

3  讨论

胰腺和继发其他器官感染目前仍是ANP患者的

主要死亡原因, 占80%以上[18-19]. 肠道是机体内

最大的细菌和内毒素储存库, 正常情况下由于

完整的黏膜屏障功能, 并不损害机体健康. 但在

众多危重疾病包括ANP时, 肠道黏膜屏障功能

受损, 肠道通透性增加, 导致肠道内细菌和内毒

素移位进入血液和腹腔, 从而进一步激发炎症

级联反应, 诱发SIRS, 最终导致MODS、MOF直
至死亡[8,20-22]. 而在ANP并发肠黏膜屏障损伤的

种种机制中, 由于缺血缺氧、再灌注的多种原

因产生的大量氧自由基是引起肠黏膜屏障损伤

的一个重要因素. 我们在前期实验中已经初步

证实氧自由基在ANP发病和并发的肠黏膜损伤

中重要作用, 并预防性使用氧自由基清除剂取

得一定的治疗效果, 但研究不够深入. 

75KV ×4000 4000 nm 75KV ×5000 3000 nm 75KV ×5000 1600 nm

图 2 电镜下肠黏膜细胞及绒毛变化. A: ANP组(×4000); B: DMSO组(×5000); C: 正常组(×10 000).

CBA

■创新盘点
ANP时肠黏膜屏
障损伤机制复杂, 
目前研究虽多但
无具体, 本文就氧
化应激一个方面
对肠黏膜屏障的
损伤机制进行探
讨 ,  并 阐 明 其 与
HIF-1α表达调节
关系. 
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图 3 大鼠肠黏膜通透性变化. aP<0.05, bP<0.01.

ANP DMSO Control

表 1 大鼠血清及肠黏膜组织匀浆中DAO活性 (U/L)

     
                                              血清                                                              肠黏膜组织匀浆 

                                0 h          6 h                       12 h                    0  h                 6 h         12 h

正常组      1.26±0.32           1.30±0.23           1.18±0.27           0.95±0.06           0.91±0.11          0.89±0.13

ANP      1.19±0.30           3.12±0.43a          3.89±0.64b          0.93±0.02           0.43±0.07a         0.37±0.10b

DMSO      1.17±0.28           2.32±0.48c          3.12±0.56c          0.88±0.04           0.65±0.05c         0.58±0.15c

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  ANP.

分组
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本研究中我们同样制作了ANP动物模型, 形
态学上从普通光镜到电镜下黏膜细胞、细胞间

连接及肠微绒毛等超微结构上证实黏膜屏障结

构受到严重破坏, 并通过FITC-Dextran外渗实验

观察的肠道的通透性明显增加, 进一步证实黏

膜屏障功能严重受损. DAO存在哺乳动物动物

的黏膜和绒毛上层, 其中大部分存在于小肠黏

膜绒毛, 其活性与绒毛高度和黏膜细胞合成核

酸和蛋白相关, 是反映小肠黏膜屏障结构和功

能理想指标. 本研究中小肠黏膜组织中DAO活

性明显下降, 与此对应的血清中DAO活性上升, 
提示黏膜屏障被破坏, DAO大量释放入血. 

肠道拥有大量的黄嘌呤脱氢氧化酶系统

(XO), 当严重应激出现后, 肠道黏膜缺血损伤造

成黏膜炎症, 就会通过黄嘌呤氧化脱氢酶(XD)
系统产生氧自由基[23-24]. 另外, 在再灌注出现后

被多种因素激活中性粒细胞(PMN)通过细胞膜

上的NADPH氧化酶, 诱导呼吸爆发(respiratory 
burst)产生, 释放大量的氧自由基及其衍生的生

物活性物质, 进一步造成组织的严重损伤[25-27]. 
另外应激状态下抑制体内的重要抗氧化谷胱甘

肽氧化还原系统明显受到抑制[28-29], 使清除氧

自由基能力降低, 最终导致大量毒性氧自由基

在组织细胞内堆积, 致使细胞的脂质过氧化, 从
而使细胞蜕变, 最终引起细胞死亡. 另外激活的

中性粒细胞还可以分泌血管活性物质如前列腺

素、白三烯等均可使使炎症进一步加重, 继发

恶性循环[30]. 本研究中检测ANP时肠黏膜组织

中抗氧化物质中SOD和GSH活性明显减弱, 而
MDA含量明显增高, 证实大量氧自由基损伤黏

膜组织, 机体内的抗氧化系统消耗并受抑. 而
DMSO是一种有效的氧自由基清除剂, 本研究中

发现预防使用DMSO后, 可明显减轻肠黏膜的损

伤, 能有效的清除氧自由基, 改善体内氧化-还原

系统的失衡, 减轻氧自由基对黏膜组织细胞的

损伤, 改善肠黏膜的通透性, 从而有效的维护肠

黏膜屏障结构和功能的完整性. MPO与激活的

中性粒细胞产生的“呼吸爆发”密切相关[31], 本
实验中也发现ANP时MPO活性明显增强, 提示

中性粒细胞大量蓄集在肠黏膜组织中, 呼吸爆

发产生大量的氧自由基和其他活性物质, 对黏

膜结构和功能造成严重损伤. DMSO的使用同样

可以部分组织呼吸爆发的产生, 尤其是在6 h时. 
H I F-1作为核转录因子, 参与机体内许多

图 4 肠黏膜组中SOD、GSH、MPO、MDA变化. A: SOD; B: GSH; C: MPO; D: MDA, aP<0.05, bP<0.01.
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结果, 统计数据来自四次不同的具有代表性实验结果, aP<0.05, bP<0.01.
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■同行评价
本文结论可靠, 参
考文献引用合理, 
但文章的观察指
标较为陈旧, 研究
方法也不甚先进, 
使得文章的科学
性及先进性不是
很高.
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与低氧反应基因的调节, 包括120 kDa的α亚基

和91-94 kDa的β亚基, α亚基(HIF-1α)蛋白受低

氧调控, 常氧时可被蛋白酶体降解; 低氧或存

在过渡金属(Co2+, Ni2+和Mn2+)及铁离子螯合剂

时, HIF-1α蛋白稳定性增强不被降解, 与组成

性表达的HIF-1β结合成二聚体, 通过核转位进

入细胞核, 与目的基因的低氧反应元件(hypoxia 
response element, HRE)结合, 调节低氧相关基因

的表达, 从而增强细胞对缺氧的适应能力以及

改善因缺氧而诱导的凋亡, 使细胞保持旺盛的

增殖能力[32-34]. 众多的研究结果表明, 在小肠黏

膜上皮细胞中, HIF-1α持续轻微表达, 可能与小

肠黏膜细胞长期处于低氧状态并有很强的增殖

能力有关, 因此对肠黏膜屏障结构和功能的维

持具有非常重要的意义[13-15,35-37]. 本实验中发现

观察期限内ANP动物小肠黏膜中HIF-1α表达明

显增加, 明显高于正常时的表达水平, 提示ANP
时造成肠黏膜细胞的缺血缺氧加重, 黏膜细胞

通过自身HIF-1α的表达上调, 改善对缺氧的耐

受并促进增殖维护黏膜屏障的完整. 令人感兴

趣的是DMSO的使用能使HIF-1α的表达部分下

调, 提示DMSO可以通过清除氧自由基减轻肠黏

膜损伤改善缺血缺氧状况, 而反馈性使HIF-1α
的表达下调. 但是氧自由基本身也是细胞中HIF-
1α表达调节的重要调节因子, 本研究有待进一

步更加深入. 
总之, ANP时肠黏膜屏障的结构和功能受到

严重破坏, 氧自由基是参与其中一个重要机制, 
氧自由基清除剂能一定程度上维护肠黏膜屏障

的结构和功能的完整; HIF-1α参与ANP肠黏膜

屏障的修复和维持, 清除氧自由基减肠黏膜损

伤可以调节HIF-1α表达. 
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