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&&!摘&要"&目的&胃黏膜上皮的生长*更新和修复的过程是受到严格调控的$其修复能力可能与肽类物质的

表达水平有关% 该文探讨急性胃黏膜损伤修复中乳癌相关肽(0G#)*转化生长因子]

-

(CDK]

-

)及增殖细胞核抗原

(1'89) 的作用% 方法&!$ 日龄I)T-34大鼠$随机分为实验组(B1G组)和对照组$分别腹腔注射内毒素(< /RJQR)

及生理盐水$每一时相点 $ 只$注射后 !7<$ >$ F$ #%$ %$$ :# ( 观察胃黏膜损伤情况$苏木精]伊红染色观察形态学

改变$免疫组化 G1法检测胃黏膜 0G#*CDK]

-

及1'89蛋白表达变化% 结果&B1G组 F (胃黏膜损伤最重$黏膜表

面可见大片糜烂*出血*条索状坏死$与胃纵轴平行#光镜下黏膜表面上皮广泛脱落$黏膜内有出血$炎性细胞浸润$

核碎裂*固缩$凋亡小体出现$腺体受损% B1G组的1'89在 >$F$#%$%$ ( 胃黏膜组织细胞核表达较对照组明显减

低(7d"7"!)#0G# 在 !7< ( 胃黏膜组织细胞浆表达低于对照组$> ( 恢复正常$F$#%$%$$:# ( 明显高于对照组

(7d"7"!)#CDK]

-

在 F$#%$%$ ( 胃黏膜组织细胞浆表达较对照组明显增强(7d"7"!)% 结论& 1'89表达变化反

映了胃黏膜损伤和修复过程中胃黏膜细胞的增殖活性#0G# 表达上调$可能通过介导细胞增殖参与急性胃黏膜细胞

保护作用#CDK]

-

表达增强$可能促进了胃黏膜上皮的代谢和生长$参与胃黏膜的修复%
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!关&键&词"&急性胃黏膜损伤#0G# #CDK]

-

#1'89#大鼠
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3*2 1'89Y3T/.3TV4.2 UZ)//V*,()T-,W(./)T-4ZG1/.-(,27

D67+,.7&D3T-4)W/VW,T36)*fV4).TY.4.-(./,T-T.4),VTF (4T3X-.4B1G )*f.W-),*$ W(343W-.4)\.2 UZ/3TT)[..4,T),*$
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&&胃黏膜上皮的生长*更新和修复的过程是受到

严格调控的$这一调控机制主要来自黏膜本身$有多

种肽类物质参与$其修复能力可能与这些肽类物质的

表达水平有关!!"

% 乳癌相关肽(0G#)即三叶因子 !

(CKK

!

)为三叶肽家族一成员$属于生长因子家族%

转化生长因子]

-

(CDK]

-

)是表皮生长因子家族中一

类胃黏膜损伤后修复的主要调节肽% 增殖细胞核抗

原(04,6)X.43-)*RW.66*VW6.343*-)R.*$1'89)是反映细

胞增殖性重要的生物学指标% 本文在内毒素血症幼

年大鼠模型中观察急性胃黏膜损伤和修复过程$免

疫组化染色检测胃黏膜 CDK]

-

$0G# 及 1'89蛋白

表达变化$探讨在急性胃黏膜损伤修复中 CDK]

-

$

0G# 及1'89的作用$研究肽类物对胃黏膜的保护

作用$为胃黏膜损伤的预防和治疗提供理论基础%

$G材料和方法

$7$G材料

健康 !$ 日龄清洁级 I)T-34大鼠$不分雌雄$平

均体重 >#7>: cF7># R$与母鼠共同饲养$由中国医

科大学第二临床学院实验动物中心提供% 随机分为

实验组(B1G 组)和对照组$每组每一时相点(!7<$

>$ F$ #%$ %$$ :# ()各 $ 只% B1G 组腹腔注射内毒

素(?

<<

hi

<

脂多糖$美国 G)R/3公司产品)< /RJQR

(! /BJQR)$用生理盐水溶解% 对照组腹腔注射生

理盐水 ! /BJQR% 用药后各组均放回鼠笼$继续哺

乳% 分别于注射后 !7<$ >$ F$ #%$ %$$ :# ( 处死

动物$迅速开腹取胃$沿胃大弯剪开$在腺胃区胃

大弯处取 "7< W/M"7< W/胃组织置入 %`甲醛溶

液中固定%

$7!G方法

!7#7!&组织病理学检测&&大体观察胃黏膜损伤

情况% 留取胃组织在 %`甲醛溶液中固定 #% ( 后$

石蜡包埋*切片$常规苏木精]伊红染色$光镜观察形

态学改变%

!7#7#&免疫组化 G1法检测胃黏膜 0G#!CDK]

-

及

1'89蛋白表达&&切片常规脱蜡$二缸二甲苯各

浸泡 !" /)*$四缸酒精(浓度依次为&!""`$=<`$

$<`$:<`)各浸泡 < /)*$用蒸馏水冲洗% 将切片

擦干$>`新配制^

#

?

#

孵育$室温放置 !" /)*$灭活

内源性酶$蒸馏水洗涤 # /)*$> 次% 热修复抗原$高

温高压修复(AeC9)$放置室温自然凉$用蒸馏水冲

洗$"7"!@1iG(0^:7%)冲洗% 滴加 !"`正常山羊

血清$室温温育 !" /)*#倾去血清$直接滴加稀释的

第一抗体$抗体的工作浓度为&兔抗鼠]0G# PRD即

用型$兔抗鼠]CDK]

-

PRD!h!""$兔抗鼠]1'89PRD

!h!""$%o过夜% "7"! @1iG(0^:7%)冲洗 # /)**>

次% 滴加生物素化山羊抗兔 PRD(第二抗体)$>:o

反应 >" /)*$"7"! @1iG(0^:7%)冲洗 # /)**> 次%

滴加辣根酶标记链酶卵白素 ( G1)$室温温育

>" /)*# "7"! @1iG ( 0^ :7%)冲洗 # /)**> 次%

e9i显色剂显色 > b< /)*$蒸馏水冲洗% 苏木素复

染 < /)*$水洗% 蒸馏水冲洗 >" /)* 后脱水*透明*

封片$显微镜观察% 细胞浆中有棕褐色颗粒者为

0G#*CDK]

-

阳性表达$细胞核中有棕褐色颗粒者为

1'89阳性表达$以 1iG 代替一抗作为阴性对照%

应用 ?Bm@1jG]iN%! 图像采集系统$@.-3@,40(J

e1!"JiN%! 软件分析系统测定 0G#$CDK]

-

及1'89

平均光密度值%

$7HG统计学处理

数据以平均值c标准差(Oc:)表示$使用 G1GG

!"7" 软件系统对实验结果进行统计学分析$组间比

较采用方差分析$7d"7"< 认为有统计学意义%

!G结果

!7$G胃黏膜组织病理学改变

大体观察见B1G组 !7< ( 胃黏膜轻度水肿$> (

胃黏膜充血*水肿$F ( 胃黏膜损伤最重$黏膜表面

可见大片糜烂*出血*条索状坏死$与胃纵轴平行$损

伤主要见于腺胃区$窦部少见$前胃部无损伤$#% (

黏膜糜烂*出血*坏死灶陈旧$%$ ( 黏膜轻度萎缩$

:# (胃黏膜基本恢复正常#光镜下 !7< ( 黏膜上皮

细胞水肿$> (组织充血*水肿$F ( 黏膜表面上皮广

泛脱落$黏膜内有出血$炎性细胞浸润$核碎裂*固

缩$凋亡小体出现$腺体受损$#% ( 上皮脱落*中性

粒细胞浸润$%$ (黏膜层变薄*腺体少$:# ( 未见明

显异常% 对照组胃黏膜表面上皮隐窝细胞形态学正

常$腺体结构完整(图 !)%

!L!G胃黏膜(:Z>的表达

对照组胃黏膜组织细胞核 1'89阳性染色很

多$棕褐色$位于胃黏膜基底部% B1G 组内毒素腹腔

注射后 > ( 1'89的表达就明显减低$F (最低$#% b

%$ (有所上升$但仍低于对照组(7d"7"!)#:# ( 继

续上升(图 #$表 !)%

!LHG胃黏膜*U! 蛋白表达

对照组胃黏膜组织细胞浆有 0G# 表达$ B1G 组

内毒素腹腔注射后 !7< ( 胃黏膜 0G# 蛋白表达低于

对照组$> (恢复正常$F (明显高于对照组$#% b:# (

仍明显高于对照组(7d"7"!#图 >$表 #)%

'###'
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表 $G两组胃黏膜组织细胞核(:Z>蛋白的表达
() L$$Oc:)

分组 !7< ( > ( F ( #% ( %$ ( :# (

对照组

B1G组

>!7# c!7F

#$7# c>7!

>#7" c#7<

##7F c#7!

3

>!7! c>7>

!=7< c>7!

3

>"7= c#7!

#"7= c#7#

3

>!7: c!7:

#>7! c!7"

3

>#7< c#7F

#:7" c!7>

&&3&与对照组比较7d"7"!

表 !G两组胃黏膜组织细胞浆*U! 蛋白的表达
() L$$Oc:)

分组 !7< ( > ( F ( #% ( %$ ( :# (

对照组

B1G组

#<7> c#7!

#!7= c>7#

3

#<7= c!7=

#%7: c#7!

#%7= c#7>

#$7: c>7>

3

#<7: c>7!

>!7= c#7#

U

#%7= c#7:

>"7# c>7"

U

#<7" c#7F

>!7% c>7>

U

&&3&与对照组比较$7d"7"<# U& 7d"7"!

表 HG两组胃黏膜组织细胞浆JKXY

$

蛋白的表达
() L$$Oc:)

分组 !7< ( > ( F ( #% ( %$ ( :# (

对照组

B1G组

#%7> c#7!

#<7= c>7!

#>7= c!7#

#F7: c#7!

#%7< c!7=

#$7< c>7>

3

#<7" c!7F

>"7: c#7#

U

#%7F c#7>

#=7# c#7=

U

#%7: c#7F

#F7% c>7!

&&3&与对照组比较$ 7d"7"<# U&7d"7"!

GG图 $G胃黏膜组织病理学改变$苏木精&伊红染色# _$""# _N""%G

>$M&对照组胃黏膜表面上皮细胞形态学正常$腺体

结构完整#:$W&B1G组 F (黏膜表面上皮广泛脱落$黏膜内有出血$炎性细胞浸润$核碎裂*固缩$凋亡小体出现$腺体受损%

&&图 !G胃黏膜 (:Z>的表达变化$免疫组化 U(法# _

N""%G

>&对照组胃黏膜组织细胞核 1'89阳性染色很多$棕褐色$

位于胃黏膜基底部#M&B1G组 F ( 1'89表达明显减低%

&&图 HG胃黏膜 *U! 表达变化G

>&对照组胃黏膜组织细胞

浆有 0G# 表达#M&B1G组 F ( 0G# 表达明显增高%

!LNG胃黏膜JKXY

$

蛋白表达

对照组胃黏膜组织细胞浆有CDK]

-

表达% B1G

组内毒素腹腔注射后 F ( CDK]

-

的表达明显增强$

&&图 NG胃黏膜JKX&

$

表达变化G

>&对照组胃黏膜组织

细胞浆有CDK;

-

表达# M&B1G组 F ( CDK;

-

表达明显增强%

#% b%$ (最强$明显高于对照组(7d"7"!)#:# ( 有

所下降(图 %$表 >)%

HG讨论

1'89是一种分子量为 >F """ 道尔顿核蛋白$

是细胞e89合成不可缺少的因子$存在于细胞核内

不同部位$其量在静止期细胞中很少$D

!

晚期开始

增加$G 期达高峰$D

#

*@期则明显减少$这表明

1'89的出现与细胞增殖周期密切相关$是反映细

胞增殖活性的重要生物学指标!#"

% 本研究中幼年

大鼠腹腔注射内毒素后 > ( 胃黏膜组织细胞核

1'89的表达就明显减低$F (最低$#% (有所恢复$

'>##'
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:# (未完全恢复% 胃黏膜损伤后的修复过程是胃

黏膜增殖细胞先游走后增殖$即腺颈部成体干细胞

首先迁移至缺损黏膜的表面重建黏膜上皮$然后具

有多分化潜能的成体干细胞在重建的黏膜中分化成

表层上皮细胞并分裂和增殖$最终恢复黏膜的完整

性!>"

% 内毒素血症时胃黏膜损伤越重$胃黏膜组织

细胞核1'89的表达越低#随着胃黏膜损伤的逐渐

恢复$1'89的表达也逐渐上升% 反映了胃黏膜损

伤和修复过程中胃黏膜细胞的增殖活性%

有文献报道!%"

0G# 是 !=$# 年从乳癌细胞系

@'K]: 中克隆了一个雌激素诱导We890G#$其编码

$% 个残基蛋白开放阅读框架$代表一个前肽$当信

号肽细胞分裂后产生一个 <$ 氨基酸分泌蛋白$这种

0G# 氨基酸序列后证实是一个三叶草肽类物质!<"

%

0G# 是三叶肽家族成员之一$三叶肽家族主要由乳

癌相关肽(0G#)即 CKK!*解痉多肽(G1)即 CKK# 和

肠三叶因子(PCK)即CKK> 组成$其结构都是 F 个半

胱氨酸残基形成 > 个链内二硫桥$似 > 片叶子一样

结构$又称 1结构域!F "

% 三叶肽对黏膜的保护作

用$可能在于增强受损黏膜周围完好的上皮细胞向

黏膜损伤表面迁移覆盖$或与黏液中的糖蛋白相互

作用$加强黏液凝胶层$抵抗黏膜表层有害物质损伤

等% 三叶肽对胃黏膜有两个重要功能$即上皮保护

和促进黏膜愈合% 三叶肽可以看作黏膜损伤的快速

反应肽$在黏膜修复的早期阶段上调表达% 0G# 通

过调节细胞增殖而使胃黏膜具有防御和修复功

能!:"

$其对不同细胞系具有促有丝分裂作用!$"

% 由

此推测$0G# 可能参与胃黏膜细胞有丝分裂$使细胞

增殖$从而修复胃黏膜% 本研究结果显示&幼年大鼠

腹腔注射内毒素后 !7< ( 胃黏膜组织细胞浆中 0G#

蛋白表达明显减弱$> ( 恢复正常$F ( 明显高于正

常$#% b:# (仍明显高于对照组% 这表明 0G# 在黏

膜修复的早期阶段上调表达并刺激细胞移行$可能

调节急性胃黏膜损伤早期愈合即重建!="

% 幼年大

鼠内毒素血症时$0G# 表达上调$可能通过介导细胞

增殖参与急性胃黏膜细胞保护作用%

CDK]

-

是 ADK家族中一类参与胃黏膜损伤后

修复的主要调节肽% !=:$ 年e.634W,等从H,VTG34]

W,/3病毒转化的成纤维细胞培养上清液中提取出

CDK% 后来研究发现$CDK分 CDK]

-

和 CDK]

/

两

型% CDK]

-

能促进胃黏膜上皮的代谢和生长% 由于

胃黏膜本身合成CDK]

-

$合成部位见于粘液上皮*壁

细胞和主细胞等多种胃黏膜细胞成分$所以 CDK]

-

是维持胃黏膜完整性最重要的肽类物质!!""

% 胃黏

膜对胆酸*盐酸*乙醇和阿司匹林等多种损伤$可迅

速引起黏膜 CDK]

-

的反应性表达!$"

% 本研究结果

显示&幼年大鼠腹腔注射内毒素后 F ( 胃黏膜组织

细胞浆中 CDK]

-

蛋白表达明显增强$#% b%$ ( 最

强$:# (有所下降$仍明显高于正常对照组% 因此$

内毒素血症时胃黏膜损伤$胃黏膜中 CDK]

-

表达增

强$可能促进了胃黏膜上皮的代谢和生长$参与胃黏

膜的修复%

综上所述$幼年大鼠内毒素血症时$胃黏膜

1'89表达变化反映了胃黏膜损伤和修复过程中胃

黏膜细胞的增殖活性#0G# 表达上调$可能通过介导

细胞增殖参与急性胃黏膜细胞保护作用#CDK]

-

表

达增强$可能促进了胃黏膜上皮的代谢和生长$参与

胃黏膜的修复% 0G#*CDK]

-

等肽类物质对胃黏膜的

保护和修复作用十分重要$对肽类物质的研究有可

能为胃黏膜损伤的预防和治疗开辟新的途径%
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