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共聚焦激光显微内镜在体评估 ＮＳＡＩＤｓ相关胃病
及其药物干预效果

王晗１，石莎１，２，陈飞雪１，李月月１，曹静１，左秀丽１，李延青１

（１．山东大学齐鲁医院消化内科，山东 济南 ２５００１２；２．聊城市人民医院消化内科，山东 聊城 ２５２００２）

摘要：目的　应用共聚焦激光显微内镜（ＣＬＥ）在体评价非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ）相关胃病中黏膜屏障功能障碍，
探索替普瑞酮和雷贝拉唑对急性胃黏膜损伤预防与治疗的作用机制。方法　建立 ＣＬＥ急性胃黏膜损伤评分系
统，在体评价ＮＳＡＩＤｓ相关急性胃黏膜损伤及药物干预效果，测定胃黏膜中ｏｃｃｌｕｄｉｎ及ＺＯ１的表达水平。结果　
ＮＳＡＩＤｓ相关胃病模型组黏膜损伤评分明显高于正常组，ＺＯ１与 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达明显减少。而药物预防组与治疗
组损伤评分均明显降低，紧密连接蛋白表达则明显增多。结论　ＣＬＥ可以客观、实时、准确地评价ＮＳＡＩＤｓ相关胃
黏膜损伤中黏膜上皮细胞损伤及黏膜通透性的改变。ＮＳＡＩＤｓ可以引起 ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ１表达减少，导致黏膜屏
障功能障碍，替普瑞酮和雷贝拉唑可以通过抑制ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的表达减少，从而改善黏膜屏障功能。
关键词：共聚焦激光显微内镜；ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤；黏膜屏障功能障碍；替普瑞酮；雷贝拉唑
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王晗，等．共聚焦激光显微内镜在体评估ＮＳＡＩＤｓ相关胃病及其药物干预效果 ７　　　　 　

　　非甾体类抗炎药（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｄｒｕｇｓ，ＮＳＡＩＤｓ）因其抗炎等作用而广泛用于临
床［１５］，然而ＮＳＡＩＤｓ应用所带来的胃黏膜损伤已成
为消化道黏膜损伤的主要致病因素之一［６９］。

ＮＳＡＩＤｓ可通过多种途径导致胃黏膜损伤的发
生［１０１６］，以往研究缺乏对 ＮＳＡＩＤｓ胃黏膜损伤所致
黏膜屏障功能障碍的具体评价。雷贝拉唑与替普瑞

酮可以通过多种途径对ＮＳＡＩＤｓ所致胃损伤起保护
作用［１７２３］，但两药物在改善胃黏膜屏障功能的作用

机制方面仍需进一步证实及完善。

共聚焦激光显微内镜（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｅｎｄｏｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＥ）在 ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤中的应
用价值尚缺乏验证，本研究旨在通过ＣＬＥ在体观察
ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤中黏膜通透性的改变以评
价黏膜屏障功能障碍，并在此方法下结合体外实验

分别探索替普瑞酮和雷贝拉唑对急性胃黏膜损伤黏

膜屏障功能的预防与治疗作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠９６
只，体质量１９０～２２０ｇ，由山东大学实验动物中心
提供。

１．１．２　主要试剂　吲哚美辛肠溶片（２５ｍｇ／片）：
山西云鹏制药有限公司；替普瑞酮胶囊（５０ｍｇ／
粒）、雷贝拉唑钠肠溶片（１０ｍｇ／粒）：卫材中国药业
有限公司；兔ＳＰ检测试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒：北
京中杉金桥生物技术有限公司；兔抗大鼠 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
兔抗大鼠 ＺＯ１：美国 Ｉｎｔｒｉｖｏｇｅｎ公司；ＨＲＰ标记山
羊抗兔ＩｇＧ：美国Ｂｉｏｗｏｒｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物模型制备　所有大鼠适应性饲养１周，
实验前禁食２４ｈ，不禁水，药物灌胃６ｈ后进食。

药物预防机制研究中，大鼠按体质量随机分为

４组：正常组（ｎｏｒｍａｌ，Ｎ）、模型组（ｍｏｄｅｌ，Ｍ）、替普
瑞 酮 预 防 组 （ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，
ＧＰ）、雷贝拉唑预防组 （ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，
ＲＰ）。每组１２只大鼠。正常组以生理盐水代替吲
哚美辛灌胃；模型组为吲哚美辛（１８ｍｇ／ｋｇ）混悬液
１ｍＬ灌胃６ｈ后进行形态学观察或机制研究；替普瑞
酮预防组与雷贝拉唑预防组为模型制备前１ｈ药物灌
胃（雷贝拉唑２０ｍｇ／ｋｇ、替普瑞酮２００ｍｇ／ｋｇ）。

两药治疗机制研究中，大鼠随机分为治疗对照

组（ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ，ＴＣ）、替普瑞酮治疗组（ｇｅｒａ

ｎｙｌｇｅｒａｎｙｌａｃｅｔｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＧＴ）、雷贝拉唑治疗组
（ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＲＴ）与联合治疗组（ｄｏｕｂｌｅ
ｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＤＴ）。每组１２只大鼠。治疗对照组
以吲哚美辛（１８ｍｇ／ｋｇ）混悬液１ｍＬ灌胃６ｈ后以
１ｍＬ生理盐水分别于早９点和下午３点灌胃，共治
疗３ｄ后进行观察；雷贝拉唑治疗组以吲哚美辛
（１８ｍｇ／ｋｇ）混悬液１ｍＬ灌胃６ｈ后以２０ｍｇ／ｋｇ雷
贝拉唑混悬液１ｍＬ于每日早９点连续灌胃３ｄ；替
普瑞酮治疗组：吲哚美辛（１８ｍｇ／ｋｇ）混悬液１ｍＬ
灌胃６ｈ后以２００ｍｇ／ｋｇ替普瑞酮混悬液１ｍＬ于
下午 ３点连续灌胃 ３ｄ；联合治疗组：吲哚美辛
（１８ｍｇ／ｋｇ）混悬液 １ｍＬ灌胃 ６ｈ后以雷贝拉唑
２０ｍｇ／ｋｇ、替普瑞酮２００ｍｇ／ｋｇ分别于早９点和下
午３点连续灌胃３ｄ。
１．２．２　ＯｐｔｉｓｃａｎＦＩＶＥ１共聚焦激光显微内镜形态
学评估　大鼠分别以３００ｍｇ／ｋｇ水合氯醛腹腔注射
麻醉并固定于解剖平板上，取腹部正中切线，做１～
２ｃｍ纵行切口，沿胃大弯剖开胃。暴露胃黏膜后心
内注射荧光素钠注射液（１０μｇ／ｇ），于 １ｍｉｎ后将
ＦＩＶＥ１系统的小探头垂直并轻柔放置于胃黏膜表
面，对黏膜形态学进行观察评估，同时采集并储存图

片，观察时间控制在２０ｍｉｎ内。根据ＣＬＥ下黏膜损
伤严重程度，将 ＣＬＥ下黏膜损伤评分分为４级，即
０、１、２、３级分别计０、１、２、３分，分别计数高质量图
像中的腺体得分情况，最后取单个腺体平均值即为

各组ＣＬＥ评分结果。
１．２．３　大体损伤情况评估　以糜蛋白酶及 ＰＢＳ缓
冲液冲洗胃黏膜表面血迹及黏液，在１０倍放大镜下
计数黏膜损伤区域点线状糜烂、出血等情况，按

Ｇｕｔｈ标准［２４］评估胃黏膜损伤并累计积分，即以胃

上皮的糜烂、溃疡、出血灶等的长度累计积分，正常

为０分，斑点糜烂计１分，糜烂长度＜１ｍｍ计２分，
１～１．９ｍｍ计３分，２～２．９ｍｍ计４分，≥３ｍｍ计
５分，各分值相加为该动物的溃疡指数。
１．２．４　免疫组化　取胃黏膜冲洗后行１０％甲醛固
定、石蜡包埋并以４μｍ厚度切片，ＨＥ染色后显微
镜下观察。对应 ＣＬＥ评分系统建立４级黏膜损伤
组织学评分，０～３级分别计０～３分，计数１０个胃
小凹得分情况，取平均值即为各组病理组织学评分。

组织切片梯度脱蜡、脱水、抗原修复及山羊血清封闭

后，一抗（ｏｃｃｌｕｄｉｎ１∶３００；ＺＯ１１∶８００）４℃下孵育过
夜。随后切片经过冲洗、二抗结合、辣根酶标记联袂

卵白素孵育后，显微镜下显色数秒，再以苏木素复

染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，树脂封片。采用二

级计分法计数阳性细胞，在装有目镜网格测微尺的
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光学显微镜２００倍视野下随机选择５个视野，计数
５００个细胞，根据阳性细胞比例及阳性着色强度，按
Ｓｈｉｍｉｚｕ等［２５］采用的评分标准进行评分：阳性细胞

数 ＜５％、５％ ～２４％、２５％ ～５０％、５１％ ～７４％及≥
７５％分别判定为０、１、２、３、４分。每张切片阳性细胞
的着色强度按无着色、淡黄色、棕黄色和棕褐色分别

判定为０、１、２、３分。根据两项积分之和判定结果，０
分为阴性（－），１～２分为弱阳性（＋），３～５分为中
等阳性（＋＋），６～７分为强阳性（＋＋＋）。每例均
设有ＨＥ切片作对照观察，并设阳性和阴性对照。
应用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件进行统计。
１．２．５　扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，
ＳＥＭ）　取腺胃区组织冲洗后以２．５％戊二醛固定
１２ｈ，１％锇酸固定２ｈ，５０％、７０％、９０％、１００％乙醇
依次脱水后，乙腈真空干燥，表面喷金处理，最后扫

描电子显微镜下观察胃黏膜表面超微结构的变化。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析
数据，所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示。多样本之间比较检
验方差齐性，方差齐性时采用多样本单因素方差分

析，两两组间采用 ＳＮＫｑ检验；方差不齐时用非参
数秩和检验，两两组间采用 ＬＳＤｔ检验。均以双侧

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　胃黏膜损伤共聚焦内镜评分　正常胃黏膜腺
体结构清晰可见，腺体呈类圆形，中间为黑色的胃小

凹，周围上皮细胞呈环形围绕，上皮细胞荧光强度略

高于胃小凹，偶见少许强荧光的细胞散在。上皮细

胞间可见清晰的细胞间隙，细胞轮廓清晰，无荧光素

渗漏。急性胃黏膜病变大鼠胃黏膜腺体肿胀变小，

间质水肿增宽，胃小凹扩大或延长，细胞荧光明显增

强，胃小凹内可见脱落细胞团块，严重者上皮细胞完

全脱落，仅遗留框架样结构，胃小凹明显扩大。我们

根据胃黏膜损伤严重程度的不同建立了４级 ＣＬＥ
下ＮＳＡＩＤｓ胃黏膜损伤评分系统：０级，腺体结构清
晰，呈类圆形，上皮细胞结构清晰，呈弱荧光，无荧光

素渗漏；１级，腺体结构清晰呈类圆形，可见散在强
荧光细胞；２级，胃小凹上皮细胞脱落，呈团状强荧
光，胃小凹扩大，间质变宽，荧光明显增强，并可见荧

光渗漏；３级，上皮细胞完全脱落，遗留胃小凹框架
样结构，小凹明显扩大，荧光渗漏明显（图１）。

图１　ＣＬＥ胃黏膜损伤评分（×１０００）
Ａ：０级；Ｂ：１级；Ｃ：２级；Ｄ：３级。

Ｆｉｇ．１　ＧｒａｄｉｎｇｓｏｆｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙｕｎｄｅｒＣＬＥ（×１０００）
Ａ：Ｌｅｖｅｌ０；Ｂ：Ｌｅｖｅｌ１；Ｃ：Ｌｅｖｅｌ２；Ｄ：Ｌｅｖｅｌ３．

　　为了进一步证实脱落细胞的存在，我们通过胃
黏膜表面喷洒吖啶黄（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）来观察
上皮细胞的状态，结果发现正常胃黏膜散在少量强

荧光细胞，而损伤模型组强荧光细胞明显增多，严重

者呈团状分布。我们用低浓度荧光素钠（１μｇ／ｇ）
心内注射后，观察可见弱荧光的团状细胞，后表面喷

洒ＰＩ，发现团状脱落细胞荧光明显增强，证实团状
的强荧光即为脱落细胞形成的团块（图２）。
２．２　ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤严重程度及药物干
预效果的评价

２．２．１　ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤组织学与 ＳＥＭ评
分　光学显微镜下可见，正常组大鼠胃黏膜形态结
构完整，上皮细胞连续分布，无损伤性改变可见，而

ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤模型组中可见胃黏膜上皮
细胞不同程度的受损并脱落，损伤严重者甚至可见

腺体顶端细胞完全缺失，仅残留腺体框架，同时间质

内明显炎性细胞浸润，黏膜及黏膜下层充血水肿。

根据光镜下不同大鼠胃黏膜损伤程度的不同，本研

究制定了与 ＣＬＥ下 ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤评分
系统相匹配的病理组织学评分系统，以便于与 ＣＬＥ
评分相对比：０级，胃黏膜腺体结构清晰，上皮细胞
结构完整，未见脱落细胞；１级，腺体结构清晰，可见
散在单个上皮细胞脱落；２级，腺体结构呈不同程度
的破坏，其中可见多个上皮细胞脱落，呈团状强，胃

小凹扩大；３级，上皮细胞完全脱落，腺体结构破坏
明显，仅遗留胃小凹框架样结构（图３）。
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图２　黏膜表面喷洒ＰＩ后ＣＬＥ下胃黏膜损伤表现（×１０００）
Ａ：０级；Ｂ：１级；Ｃ：２级；Ｄ：３级；Ｅ：注射低浓度荧光素钠（１μｇ／ｇ）后，可见腺体轮廓及腺体内团块状脱落细胞；Ｆ：注
射低浓度荧光素钠（１μｇ／ｇ）并表面喷洒ＰＩ后，团块状脱落细胞荧光明显增强。

Ｆｉｇ．２　ＣＬＥｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａａｆｔｅｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＩ（×１０００）
Ａ：Ｌｅｖｅｌ０；Ｂ：Ｌｅｖｅｌ１；Ｃ：Ｌｅｖｅｌ２；Ｄ：Ｌｅｖｅｌ３；Ｅ：Ｔｈｅｃｏｎｔｏｕｒｏｆｔｈｅｐｉｔｓａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｃｅｌｕｌｌａｒｓｐａｃｅｓｗｅｒｅｃｌｅａｒｌｙｖｉｓｉ
ｂｌｅａｆｔｅｒａｓｉｎｇｌｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓｏｄｉｕｍ；Ｆ：Ｓｈｅｄｄｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｃｌｕｍｐｓｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇｏｂｓｅｒｖａｂｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｆｏｌ
ｌｏｗｉｎｇｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｏｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓｏｄｉｕｍａｎｄＰＩ．

图３　黏膜损伤病理组织学评分（×４００）
Ａ：０级；Ｂ：１级；Ｃ：２级；Ｄ：３级。

Ｆｉｇ．３　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｉｎｇｓｏｆｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙ（×４００）
Ａ：Ｌｅｖｅｌ０；Ｂ：Ｌｅｖｅｌ１；Ｃ：Ｌｅｖｅｌ２；Ｄ：Ｌｅｖｅｌ３．

　　扫描电镜下正常胃黏膜胃小凹清晰可见，并可
见规律排列的上皮细胞。胃黏膜损伤后胃小凹内可

见脱落细胞，严重者上皮细胞消失，间质暴露，呈框

架样结构。同样根据损伤的严重程度，将ＳＥＭ下胃
黏膜损伤分为４级：０级，腺体结构清晰，上皮细胞
规则排列，未见脱落细胞；１级，部分上皮细胞脱落，
腺体细胞坏死；２级，上皮细胞脱落明显，呈团状位

于胃小凹内，可见黏膜间质暴露，呈框架状；３级，上
皮细胞及腺体细胞明显破坏，黏膜间质暴露并形成

深的小凹（图４）。
２．２．２　替普瑞酮、雷贝拉唑对 ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜
损伤的预防效果　大体肉眼观，大鼠胃黏膜分为两
部分，白色黏膜为鳞状上皮覆盖的胃底区，橘红色黏

膜为柱状上皮覆盖的腺胃区。正常腺胃区黏膜色泽



　１０　　　 山　东　大　学　学　报　（医　学　版） ５２卷８期　

红润，光滑，未见糜烂、溃疡及出血等损伤性改变，胃

腔内液体澄清。ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤模型组大
鼠胃内可见血性积液，胃黏膜明显充血水肿，弥漫点

状糜烂及沿胃长轴走向的条状出血斑，严重者表面

可见血痂附着。黏膜损伤肉眼评分结果显示，

ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤模型组损伤评分明显高于
正常组、替普瑞酮预防组及雷贝拉唑预防组（Ｐ＜
０．００１，表１），替普瑞酮与雷贝拉唑两预防组间无统
计学差异（Ｐ＝０．８６，表１）。

图４　黏膜损伤ＳＥＭ评分（×３０００）
Ａ：０级；Ｂ：１级；Ｃ：２级；Ｄ：３级。

Ｆｉｇ．４　ＳＥＭｇｒａｄｉｎｇｓｏｆｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙ（×３０００）
Ａ：Ｌｅｖｅｌ０；Ｂ：Ｌｅｖｅｌ１；Ｃ：Ｌｅｖｅｌ２；Ｄ：Ｌｅｖｅｌ３．

表１　预防机制研究各组黏膜损伤肉眼、
组织学与ＣＬＥ评分

组别 肉眼损伤评分 组织学评分 ＣＬＥ评分

正常组 ０．００±０．００ ０．１３±０．２３ ０．１０±０．０２

模型组 ３２．１７±４．１７ ２．８３±０．３１ ２．２３±０．２９

替普瑞酮预防组 １１．１７±３．８７＃１．４４±０．２６＃ １．０５±０．２５＃

雷贝拉唑预防组 １１．５０±３．０８＃１．３９±０．２７＃ １．４４±０．３５＃

　　Ｐ＜０．００１ｖｓ正常组；＃Ｐ＜０．００１ｖｓ模型组。

　　黏膜损伤 ＣＬＥ评分结果显示，ＮＳＡＩＤｓ相关胃
黏膜损伤模型组肉眼损伤评分明显高于正常组

（Ｐ＜０．００１，表１），而替普瑞酮预防组与雷贝拉唑预
防组损伤评分则明显低于模型组（Ｐ＜０．００１，表１），
替普瑞酮与雷贝拉唑两预防组间无统计学差异

（Ｐ＝０．８６，表１）。同样，病理组织学评分结果显示
模型组损伤评分明显高于正常组（Ｐ＜０．００１，表１），
而雷贝拉唑预防组及替普瑞酮预防组黏膜损伤则较

模型组减轻（Ｐ＜０．００１，表１）。
２．２．３　替普瑞酮、雷贝拉唑对 ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜
损伤的治疗效果　表２显示，替普瑞酮治疗组、雷贝
拉唑治疗组黏膜损伤肉眼评分与组织学评分均明显

高于治疗对照组（Ｐ＜０．００１）。而联合治疗组胃黏
膜基本恢复正常，色泽红润，仅见少量点状糜烂，较治

疗对照组及单药治疗组均明显好转（Ｐ＜０．０１），因
此，替普瑞酮与雷贝拉唑均可有效治疗 ＮＳＡＩＤｓ引
起的急性胃黏膜损伤，并且两药联合应用效果更加

理想。

２．３　紧密连接蛋白ＺＯ１与ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达与分布
２．３．１　替普瑞酮与雷贝拉唑对ＺＯ１与ｏｃｃｌｕｄｉｎ表

达的预防作用　正常组织中，ＺＯ１蛋白主要表达于
胞质和包膜，呈棕褐色，沿胃上皮细胞连续分布，

ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白在正常组织中呈棕褐色分布于细胞膜
及包浆中。然而 ＮＳＡＩＤｓ胃黏膜损伤后，ＺＯ１与
ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达明显减少，颜色变淡甚至缺失，同
时存在分布不均（图５）。组化结果显示，与正常组
相比，ＮＳＡＩＤｓ胃黏膜损伤模型组 ＺＯ１与 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的表达明显减少（Ｐ＜０．００１），两药物预防组 ＺＯ１
与ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达也明显少于正常组（Ｐ＜０．００１）。而
与模型组相比，两药预防应用均可明显减轻ＺＯ１与
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达缺失（Ｐ＜０．００１）。替普瑞酮与雷贝
拉唑预防组之间无统计学差异（ＺＯ１：Ｐ＝０．３５；
ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ：Ｐ＝０．６７）。见表３。

表２　治疗机制研究各组黏膜损伤肉眼、
组织学与ＣＬＥ评分

组别 肉眼损伤评分 组织学评分 ＣＬＥ评分

治疗对照组 １０．５０±１．８７ １．２４±０．２３ １．０６±０．１８

替普瑞酮治疗组 ５．６７±１．６３＃０．５７±０．３１＃ １．００±０．２６＃

雷贝拉唑治疗组 ５．５０±１．８７＃０．６７±０．２１＃ ０．５９±０．１３＃

联合治疗组 ３．００±１．４１ ０．４４±０．２５ ０．４０±０．１６

　　Ｐ＜０．０５ｖｓ治疗对照组；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ联合治疗组。

表３　预防作用研究各组ｏｃｃｌｕｄｉｎ与ＺＯ１组化表达

组别 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ１

正常组 ６．７０±０．４７ ６．８０±０．４１

模型组 ２．１０±０．６１ ２．６３±０．７２

替普瑞酮预防组 ４．６７±０．５７＃ ４．７７±０．６８＃

雷贝拉唑预防组 ４．５７±０．６１＃ ４．６３±０．８５＃

　　Ｐ＜０．００１ｖｓ正常组；＃Ｐ＜０．００１ｖｓ模型组。
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　图５　预防作用研究各组ＺＯ１（上）与ｏｃｃｌｕｄｉｎ（下）的表达（×４００）
Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：替普瑞酮预防组；Ｄ：雷贝拉唑预防组。

　Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１（ｕｐ）ａｎｄｏｃｃｌｕｄｉｎ（ｌｏｗｅｒ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（×４００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

２．３．２　替普瑞酮与雷贝拉唑对ＺＯ１与ｏｃｃｌｕｄｉｎ表
达的治疗效果　与治疗对照组相比，经替普瑞酮与
雷贝拉唑治疗后，ＺＯ１与ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达缺失明显
减轻（Ｐ＜０．００１），两药联合治疗组效果尤为显著，

优于单药治疗，紧密连接蛋白表达甚至恢复到正常

水平（Ｐ＜０．００１）。两单药治疗组之间无统计学差
异（Ｐ＞０．０５，图６）。见表４。

图６　治疗作用研究各组ＺＯ１（上）与ｏｃｃｌｕｄｉｎ（下）的表达（×４００）
Ａ：治疗对照组；Ｂ：替普瑞酮治疗组；Ｃ：雷贝拉唑治疗组；Ｄ：联合治疗组。

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１（ｕｐ）ａｎｄｏｃｃｌｕｄｉｎ（ｌｏｗｅｒ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（×４００）
Ａ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌａｃｅｔｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｒａｂｅｐｒａｚｏｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｄｏｕｂｌｅｄｒｕｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．
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表４　治疗作用研究各组ｏｃｃｌｕｄｉｎ与ＺＯ１组化表达
组别 ＺＯ１ ｏｃｃｌｕｄｉｎ
治疗对照组 ２．８３±０．７９ ３．１０±１．２７
替普瑞酮治疗组 ４．７３±０．７８＃ ４．１３±１．０７＃

雷贝拉唑治疗组 ４．４０±０．８６＃ ４．３３±０．９２＃

联合治疗组 ５．７０±０．７５ ５．８０±０．９６

　　Ｐ＜０．０５ｖｓ治疗对照组；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ联合治疗组。

３　讨　论

ＣＬＥ问世以来在消化道疾病诊断方面得到了
广泛应用，并且制定了一系列相对完善的诊断标准。

但是，对于急性胃黏膜病变的观察及研究甚少。本

研究第一次应用 ＣＬＥ对急性胃黏膜损伤形态学特
点进行观察并制定了相应分级标准，同时结合肉眼

评估、病理组织学分析、ＳＥＭ检测与 ＣＬＥ评分对
ＮＳＡＩＤｓ相关急性胃黏膜损伤及药物干预效果进行
了综合分析。

我们根据胃小凹形状、上皮细胞及间质的形态、

细胞脱落后荧光信号的强弱等指标，应用ＣＬＥ对大
鼠急性胃黏膜病变制定了相应的分级标准。本研究

发现，ＣＬＥ能清晰地显示胃小凹、上皮细胞及间质
的情况，客观显示损伤时坏死的强荧光上皮细胞，几

乎可以与扫描电镜媲美。同时我们发现 ＣＬＥ评分
结果与肉眼下黏膜损伤评分及组织学评分相比均具

有良好的一致性，因此ＣＬＥ通过其在评价黏膜上皮
细胞损伤程度及黏膜通透性功能的优势，可作为在

体急性胃黏膜损伤客观、可靠且准确的评估方法。

此外，ＣＬＥ还可以大面积地对损伤黏膜进行扫描，
且在进行临床统计过程中，可以选取较多的视野进

行综合分析，取平均值，避免了肉眼观察的主观性及

粗糙性，以及组织学观察的局限性。我们还发现，出

血明显的区域可能并不是损伤最严重的区域。

先前对于黏膜通透性的研究，多半通过应用分

子探针测量渗透率来反映黏膜通透性，然而该方法

粗糙、准确性欠佳，且不能用于局部观察。ＣＬＥ在
评价黏膜通透性方面显示出其强大的优势，利用小

分子荧光素钠，可以直接观察局部荧光素钠渗漏情

况，从而判断黏膜通透性，方法简单，便于操作及观

察，且对观察对象无损害。Ｌｉ等［２６］用 ＣＬＥ观察炎
症性肠病患者黏膜渗透性的改变，使得ＣＬＥ在黏膜
渗透性的观察方面取得了较大进展。我们通过观察

评估胃黏膜损伤时黏膜通透性改变，发现正常及１
级黏膜损伤时基本无荧光素钠渗漏，２级损伤时荧
光素渗漏明显增加，约６０％出现荧光素渗漏，３级损

伤时均出现荧光素钠渗漏。其渗漏情况与损伤程度

呈正相关。因此，本研究证实ＣＬＥ下荧光素钠渗透
情况的评价可作为ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤严重程
度评估的有效手段。

紧密连接蛋白是上皮细胞间连接的主要方式，

在维持细胞极性及黏膜通透性方面发挥着重要作

用［２７］。本研究进一步探索了ＮＳＡＩＤｓ相关胃损伤中
黏膜通透性改变与紧密连接蛋白ＺＯ１和ｏｃｃｌｕｄｉｎ表
达之间的关系。本研究结果表明，ＮＳＡＩＤｓ的应用
可造成胃黏膜紧密连接蛋白表达的减少，同时紧密

连接蛋白的破坏和表达减少与 ＣＬＥ下上皮细胞结
构紊乱及荧光素渗透增加呈现明显相关，紧密连接

蛋白功能状态与黏膜损伤的严重程度密切相关，结

果表明ＣＬＥ可作为在体客观评价紧密连接蛋白功
能状态的可靠手段。我们应用 ＣＬＥ首次在体评估
了替普瑞酮和雷贝拉唑对ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤
的预防与治疗效果，同时评价了替普瑞酮与雷贝拉

唑在急性胃黏膜损伤中对紧密连接蛋白表达的影

响。本研究结果显示，替普瑞酮与雷贝拉唑预防组

及治疗组ＣＬＥ下黏膜损伤评分、溃疡指数和病理组
织学评分均明显低于 ＮＳＡＩＤｓ相关黏膜损伤模型
组，同时组化结果显示，两药物预防与治疗组中紧密

连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ与 ＺＯ１的表达均明显多于模型
组，因此证实替普瑞酮与雷贝拉唑可有效刺激紧密

连接蛋白的表达与重构，从而改善胃黏膜通透性，修

复黏膜屏障功能，保护胃黏膜免受 ＮＳＡＩＤｓ诱导的
损伤并促进损伤后的修复过程。

综上所述，共聚焦显微内镜以其清晰的观察黏

膜上皮细胞损伤及细胞通透性改变的优势，可为

ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜病变损伤程度评价提供可靠的
在体评分手段。ＮＳＡＩＤｓ可引起胃黏膜紧密连接蛋
白的表达异常，ＣＬＥ下表现为胃黏膜表面荧光素钠
渗透增加。替普瑞酮与雷贝拉唑可通过促进紧密连

接蛋白的表达，维持黏膜屏障功能的完整性，从而成

为ＮＳＡＩＤｓ相关胃黏膜损伤性疾病有效的预防与治
疗药物。
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