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!!&摘要'!目的! 探讨神经生长因子受体作用黑色素瘤抗原基因同源蛋白!=1.2+52+H>-=21?1H5+2D-=5124?5-=;

9&YK>+/+3+;#%F&YK"是否参与肠缺血再灌注!-*?>1/-44=,21H120.*-+=#C)F"损伤的过程及其对肠上皮细胞凋

亡及+??3.,-=蛋白的影响(方法!制备6X大鼠小肠C)F损伤模型#取肠组织行免疫组化染色#观察%F&YK蛋白

的表达变化*体外肠上皮永生化细胞株CKGD!给予缺氧及复氧后观察细胞 %F&YK的表达变化*将!A"04过表

达慢病毒!'PD!A"04组"+!A"04干扰表达慢病毒!*>D!A"04组"及对照慢病毒!'PD?+=52+3组"感染CKGD!细

胞#并设置不加慢病毒的对照组!%G组"#I1*512=J3+5及FED(GF观察各组细胞%F&YK蛋白及/F%&的表达变

化#流式细胞术观察各组CKGD!细胞的凋亡情况#I1*512=J3+5观察感染慢病毒后紧密连接蛋白+??3.,-=蛋白的表

达变化(结果!C)F损伤后肠黏膜上皮细胞%F&YK表达较*>4/组升高!$$#L#""*体外CKGD!细胞缺氧!>后

%F&YK蛋白的表达增加!$$#L#""#!A"04 /F%&表达升高!$$#L#""(感染慢病毒$U>后#相比于 'PD

?+=52+3组#'PD!A"04组早期凋亡率增加!$$#L#""#+??3.,-=蛋白表达降低!$$#L#""#*>D!A"04组早期凋亡

率降低!$$#L#""#+??3.,-=蛋白表达增高!$$#L##""(结论! %F&YK参与了C)F损伤过程#并促进肠上皮细胞

凋亡#降低+??3.,-=蛋白的表达(

&关键词'! %F&YK!缺血再灌注损伤!肠上皮细胞!细胞凋亡

.<<,$=G><7,&A>=A>D%#(K,$,D=>AT#(=,A'$=#(R +8V. S>?>B>R>(8D>D=>G#G><H(=,G=#('B.D#=%,B#'BL,BBG!L4!0

O7
"#:#)#E/ N2*:'97*:J

:#IH/ 027'R2:
:#IE"!0&D*8'R2:

:# ;";<-,*=>?-:>8@ 0-:-=*9%2=J-=B#67:*:

E8+,7>*9#SD7=C(797>*=B (-C7)*9/:7F-=+7>B#G>+=;\-=;$###)W#G>-=4*:;<-,*=>?-:>8@0-:-=*9%2=J-=B#

0-:-=*9E8+,7>*98@!*FB#81-R-=;"######G>-=4*);ÛWE8+,7>*9#d-=Q4=;$!$#̂$#G>-=4

# G+221*H+=,-=;4.5>+2#KD/4-3$,+?5+2V>4=;O\$43-Q.=L?+/

&8FG=A'$='!IFJ,$=#*,!E+1OH3+21S>15>12=1.2+52+H>-=21?1H5+2D-=5124?5-=;9&YK>+/+3+;!%F&YK"-*

-=P+3P1,-=5>1-=51*5-=43-*?>1/-4D21H120.*-+=!C)F"4=,-5*1001?5+=5>14H+H5+*-*+0-=51*5-=431H-5>13-43?133*4=,

5>11OH21**-+=+0+??3.,-=H2+51-=L+,=%>-G! E>131P13+0%F&YKH2+51-=405125>1245*/433-=51*5-=1C)FS4*

,151?51,JQ-//.=+>-*5+?>1/-?43!C@G"7:F7F8LE>131P13+0%F&YKH2+51-=4=,/F%&-=CKGD!?133*40512

>QH+O-44=,21+OQ;1=45-+=S12151*51,JQI1*512=J3+54=,FED(GF21*H1?5-P13Q7:F7>=8LE>1CKGD!?133*S121

,-P-,1,-=5+0+.2;2+.H*#-=?3.,-=;!A"04+P121OH21**-+=JQ31=5-P-2.*-=01?5-+=!'PD!A"04;2+.H"#-=5120121=?1

!*>D!A"04;2+.H"#31=5-P-2.*?+=52+3!'PD?+=52+3;2+.H"#4=,=+2/43?+=52+3;2+.HS-5>+.531=5-P-2.*-=01?5-+=

!%G;2+.H"LE>14H+H5+*-*+0CKGD!?133*40512-=01?5-+=S4*4=43QV1,JQ03+S?Q5+/152QLE>131P13+05>15-;>5

R.=?5-+=H2+51-=+??3.,-=S4*,151?51,JQI1*512=J3+5LK,G&B=G!E>11OH21**-+=+0%F&YKS121>-;>3Q-=?214*1,

-=-=51*5-=43/.?+*41H-5>13-43?133*40512C)F!$$#L#""LE>1H2+51-=*4=,/F%&31P13*+0%F&YKS121-=?214*1,

40512!>+0>QH+O-4-=CKGD!?133*7:F7>=8LG+/H421,S-5>5>1'PD?+=52+3;2+.H#5>11423Q4H+H5+*-*2451S4*24-*1,

!$$#L#""4=,5>131P13+0+??3.,-=S4*21,.?1,!$$#L#""-='PD!A"04;2+.H*S>-315>11423Q4H+H5+*-*2451

S4*21,.?1,!$$#L#""4=,5>131P13+0+??3.,-=S4*24-*1,-=*>D!A"04;2+.H!$$#N##""LL>($B&G#>(!

%F&YK/4QJ1-=P+3P1,-=-=51*5-=43C)F4=,H2+/+515>14H+H5+*-*4=,,1?214*1+??3.,-=1OH21**-+=+0-=51*5-=43

1H-5>13-43?133*L

&M,EN>A-G'!! %F&YK!!C*?>1/-4D21H120.*-+=-=R.2Q!!C=51*5-=431H-5>13-43?133*!!G1334H+H5+*-*

!!缺血再灌注!-*?>1/-44=,21H120.*-+=#C)F"损

伤是外科实践中最常见的组织器官损伤之一#在脏

" 国家自然科学基金面上项目!%+LU")W#$Ŵ "资助

# 通信作者#KD/4-3$,+?5+2V>4=;O\$43-Q.=L?+/

器严重感染+创伤+休克等疾病的病理演变过程中起

了非常重要的作用#其发生发展过程与诸多病理生

理因素相关#如能量代谢障碍+自由基损伤+一氧化

氮作用减弱+白细胞黏附与内皮细胞损伤+细胞凋亡

等
."/(细胞凋亡是肠黏膜上皮细胞更新代谢的主要



第$期 冯!奇等$%F&YK对肠上皮细胞凋亡的影响

形式#其与黏膜上皮等细胞增殖之间的动态平衡共

同调节肠道正常的生理功能和形态结构#肠C)F损

伤可造成肠黏膜组织凋亡细胞明显增加#细胞凋亡

也是肠C)F损伤后肠黏膜上皮细胞死亡的主要模

式#破坏肠壁的完整性#引起细菌和内毒素的易

位
.: )/#可引发局部及全身炎症反应#促进多器官功

能障碍综合征!9BX6"的发生发展(因此#对其发

生机制进行深入研究#将有助于减少 9BX6的发

生#降低死亡率(

神经生长因子受体作用黑色素瘤抗原基因同源

蛋 白 !=1.2+52+H>-= 21?1H5+2D-=5124?5-=; 9&YK

>+/+3+;#%F&YK"是:###年由6&'K@C等
.$/
通

过酵母双杂交的方法筛选到的与神经生长因子的低

亲 和 力 类 受 体 HWM%EF !HWM =1.2+52+H>-=

21?1H5+2"相互作用的蛋白#隶属于黑色素瘤抗原

!9&YK"家族#在交感神经前体细胞HWM%EF诱导

的凋亡中发挥关键作用(大部分 9&YK成员只在

肿瘤 组 织 中 表 达#而 在 正 常 组 织 中 不 表 达(

%F&YK不同于大部分 9&YK成员#它不编码肿瘤

抗原#在发育早期和成年期的许多组织中!如脑+心+

肝脏+肾+肌肉+肠"均有表达.M/#它包含一个独特的

Igd(dd六肽重复区域#推测可能与蛋白相互作

用有关
.$/(随着研究的深入#发现%F&YK在神经

凋亡
.$ U/+细胞周期调控.M/+细胞间黏附.̂/+抑制黑

色素瘤及胰腺癌的转移
."#/+肾分支形态发生.""/

中均

发挥重要作用(cK%X&''等
.M/
已证实 %F&YK

在肠组织中有表达#但在其中发挥的作用尚不明确(

本研究探讨%F&YK是否参与肠C)F损伤的过程#

及其对肠上皮细胞凋亡的影响#以期为肠C)F损伤

的治疗及预防提供新的分子靶点(

1!材料与方法

1L1!材料

1L1L1!细胞株及实验动物!肠上皮永生化细胞株

CKGD!购自美国模式培养物集存库&EGG中心(雄

性6X大鼠"#只#!%U周龄#体质量:##%:M#;#购

自重庆新桥医院实验动物中心#饲养于6(7级环境

中(

1L1L/!主要试剂!X9K9 高糖培养基+胎牛血清

!Y-J?+公司"#胰蛋白酶!C=P-52+;1=公司"#8G&蛋

白浓度检测试剂盒!碧云天"#重组慢病毒包括

!A"04过表达慢病毒!'PD!A"04"+!A"04 干

扰表达慢病毒 !*>D!A"04"+对照慢病毒 !'PD

?+=52+3"!威斯腾生物"#(2-/126?2-H5FE逆转录试

剂盒及 g(GF6A8F(21/-OKOE4\(!E4c4F4

公司"#7CEG&==1O-=D7凋亡检测试剂盒+碘化丙

啶!(C"凋亡检测试剂盒!8X公司"#兔抗 %F&YK

!(2+51-=51?>公司"#兔抗 Y&(X@!武汉博士德"#

兔抗+??3.,-=!64=54G2.V公司"#羊抗兔3;Y!中杉

金桥"#免疫组化试剂盒!武汉博士德"(

1L/!实验方法

1L/L1!6X大鼠肠C!F损伤模型的制备!参照文

献
.":/
制作6X大鼠肠C)F损伤模型#术前禁食":>#

不禁水#动物按随机数字表法进行分组$肠缺血再灌

注组!C)F组#:jM"$大鼠麻醉后#腹正中线进腹#找

到并分离小肠系膜动脉根部后#用无创伤血管夹夹

闭#)#/-=后松夹#缝合并关闭腹腔#造模成功后

!>处死大鼠*假手术组!6>4/组#:jM"$模型建立

时只分离小肠系膜动脉根部#不夹闭肠系膜上动脉#

!>后处死大鼠(实验过程中对动物的处置符合动

物伦理学标准(

1L/L/!免疫组化染色检测大鼠肠C!F 损伤后

%F&YK蛋白表达的变化!处死大鼠后#取C)F损

伤的小肠组织于预冷的生理盐水中清洗#固定于体

积分数为$Z的多聚甲醛溶液内#:$>后常规石蜡

包埋#$!/厚切片#采用免疫组化试剂盒染色!按试

剂盒说明操作#兔抗 %F&YK稀释倍数"a:##"(

评分标准$采用&3321,评分系统
.")/#根据细胞染色

的强度和阳性细胞比例进行评分#具体的判断标准

如下$无阳性显色计#分#浅黄色计"分#棕黄色计

:分#棕褐色计)分*阳性染色细胞数占样本细胞数

的百分比##Z为#分#"Z%:MZ为"分#:!Z%

M#Z为:分#M"Z%WMZ为)分#W!Z%"##Z为$

分(每个视野阳染程度得分与阳染细胞比例得分相

乘的值#作为最终得分!#%":分"(最终得分(M为

低表达*+!为高表达(结果的判读采用盲法进行#

随机选择M个视野!$##倍"#由:名与本实验无关

的研究员实施(

1L/L6!缺氧及复氧对CKGD!细胞!A"04 /F%&

和蛋白表达的影响!CKGD!细胞株复苏培养#然后

给予缺氧!>及复氧">#观察!A"04 /F%&和

蛋白表达的变化(缺氧条件为)W[+体积分数为

MZ的GB:+体积分数为"Z的B: 培养箱中培养#培

养基为无血清 X9K9 高糖培养基#复氧条件为

)W[+体积分数为MZ的GB:+体积分数为:#Z的

B: 培养箱中培养(

1L/L3!CKGD! 细 胞 感 染 过 表 达 或 干 扰 表 达

!A"04慢病毒对%F&YK表达的影响!CKGD!细

WMM
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胞株按"k"#M)孔接种于!孔板#)W[+体积分数为

MZ的 GB: 培养箱中培养:$>(含有!!;)/'

H+3QJ21=1的:/'新鲜培养基替换原培养基(将

慢病毒分别感染入CKGD!细胞#分为 'PD!A"04

组+*>D!A"04 组及'PD?+=52+3组#并设置不加慢

病毒的对照组(按分组加入慢病毒悬液!:#k

"#MEe"#)W[+体积分数为MZ的GB: 培养箱中

培养$>#加入:/'新鲜培养基(继续培养:$>#

更换新鲜培养基#继续培养:$>#提取细胞总蛋白+

总F%&分别进行%F&YK蛋白和/F%&检测(

1L/L5!I1*512=J3+5检测 %F&YK蛋白和紧密连

接蛋白+??3.,-=的表达!FC(&裂解液提取各组细

胞总蛋白#8G&法检测蛋白浓度#6X6D(&YK凝胶

电泳!浓缩层U#`#分离层":#`"+(̀ X7膜转胶

!电流:"#/&"#M#;)'脱脂奶粉室温封闭:>#一

抗!%F&YK抗体稀释倍数"aM####+??3.,-=抗体

稀释倍数"aM##"#$[孵育过夜#E86E洗膜)次

后#荧光二抗室温孵育:>#E86E洗膜)次后用凝

胶成像系统扫描并拍照#测定各显色条带的灰度值#

以目的条带与 Y&(X@ 灰度值的比值为目的蛋白

的相对含量(

1L/LP!F1435-/1D(GF检测!A"04 /F%&的表

达!E2-V+3法提取细胞中的总F%&#紫光分光光度

计测量样品在:!#=/的光密度#确定F%&质量(

取"!;F%&样品用(2-/126?2-H5FE试剂盒逆转

录得到反转录产物?X%&(引物!由E4c4F4公司

合成"序列见附表(取)M!'g(GF6A8F(21/-O

Kd E4\ (#ML!!' 引物#"L$!' FBd#!!'

?X%&#再加 g@:B至W#!'得到反应混合物(采

用实时荧光定量(GF仪行F1435-/1D(GF反应#扩

增条件$̂M [预变性)#**然后 M̂ [ M*变性#

!#[)$*延伸#$#个循环*最后 M̂["M*#!#[

"/-=#̂M["M*做熔解曲线(内参为#D4?5-=#用

:_&&G5
方法计算/F%&表达的相对变化(

附表!-8'/9引物序列

;'FB,!V,(,G,O&,($,G><-8'/9

Y1=1 61\.1=?1+0H2-/12!M]D)]"
(2+,.?5
31=;5>

!A"04 7+2S42,$EGGYGEGGE&GG&EY&Y&GE U:JH

F1P12*1$YEGG&YEG&GY&YYYEGEGE

#D4?5-= 7+2S42,$&GYYEG&YYEG&EG&GE&EGY $W!JH

F1P12*1$YYG&E&Y&YYEGEEE&GYY&EY

1L/L2!流式细胞仪检测细胞凋亡!:LM;)'胰酶

消化细胞#(86洗涤细胞:次#制成单细胞悬液(取

各组"##!'细胞悬液加入M!'&==1O-=7)7CEG

和"#!'(C溶液#采用流式细胞仪进行分析#比较

各组细胞早期凋亡率!右下象限"(

1L6!统计学方法

实验数据以%Gb+表示(:组间数据比较采用>

检验#)组或)组以上数据组间比较采用单因素方

差分析#$$#L#M为差异有统计学意义(所有实验

至少重复)次(

/!结果

/Q1!H!K损伤对"̂ 大鼠肠上皮细胞中7K8V.蛋

白表达的影响

免疫组化染色结果显示#6>4/ 组 %F&YK蛋

白主 要 表 达 于 肠 上 皮 细 胞 的 细 胞 膜#C)F 组

%F&YK蛋白在肠上皮细胞膜及细胞质中的表达增

多(见图"(C)F组大鼠肠上皮细胞%F&YK蛋白

表达!̂L!#b:L"̂ "较6>4/组!"L:#b#L$M"升高

!>j_UL$###$j#L##""#C)F组免疫组化评分+!#

为高表达(

图1!7K8V.蛋白在肠上皮细胞中的表达(.B#*#G#>(!]300

@#R1!;%,B,*,B><7K8V. DA>=,#(,CDA,GG#>(#(=%,#(=,G=#('B

,D#=%,B#'B$,BBGN'G-,=,$=,-FEHSLQ.B#*#G#>(!]300

&$6>4/;2+.H*8$C)F;2+.H

/Q/!缺氧及复氧对H.LTP细胞-8'/9 ?K78及

蛋白表达的影响

FED(GF检测结果显示#!A"04 /F%&缺氧

!>组相比于对照组升高!$$#L#""#给予复氧后降

低#差异有统计学意义!$$#L#M"(I1*512=J3+5

检测结果显示#%F&YK蛋白在CKGD!细胞缺氧!>

后表达较对照组增多!$$#L#""#复氧">后表达较

缺氧!>组下调!$$#L#M"(见图:(

/Q6!细胞感染慢病毒后对7K8V.蛋白和 ?K78

表达的影响

!!I1*512=J3+5检测结果显示#'PD?+=52+3组与

%G组比较#%F&YK蛋白表达差异无统计学意义

!$&#L#M"*相比于 'PD?+=52+3组#'PD!A"04 组

%F&YK蛋白表达升高!$$#L##""#*>D!A"04组

%F&YK蛋白表达降低!$$#L#""(FED(GF检测

UMM
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图/!H.LTP细胞缺氧P%及缺氧P%后复氧1%#̀ ,G=,A(FB>=!8"和

K;T:LK!X"检测7K8V.蛋白及?K78的表达

@#R/!H.LTP$,BBGN,A,DB'$,-#(%ED>C#'!1d I/"<>AP%'(-=%,(

A,>CER,('=#>(!/0d I/"<>A1%Q;%,B,*,BG><7K8V.DA>=,#(

,CDA,GG#>(!8"'(-?K78,CDA,GG#>( !X"N,A,-,=,$=,-FE

,̀G=,A(FB>='(-K;T:LKA,GD,$=#*,BE

""$$#L#"#P*L?+=52+3;2+.H*3$$#L#M#P*L>QH+O-4

;2+.H

结果显示#'PD?+=52+3组与 %G组比较#!A"04

/F%&表达差异无统计学意义!$&#L#M"#相比于

'PD?+=52+3组#'PD!A"04 组!A"04 /F%& 表

达 升 高 !$$#L##""#*>D!A"04 组 !A"04

/F%&表达降低!$$#L#""(见图)(提示CKGD!

细胞成功感染过表达及干扰%F&YK表达慢病毒(

/Q3!-8'/9对H.LTP细胞凋亡的影响

感染重组慢病毒后$U>#流式细胞仪检测发

现#'PD?+=52+3组早期凋亡率!#L#$$Mb#L##:$"与

%G组早期凋亡率!#L#$$"b#L##"#"比较#差异无

统计学意义!$&#L#M"#相比于'PD?+=52+3组#'PD

!A"04组细胞早期凋亡率!#L#!W:b#N##W:"升

高!$$#L#""#*>D!A"04 组细胞早期凋亡率

!#N#)##b#L##!^"降 低 !$ $#L#""(说 明

%F&YK能增加CKGD!细胞的早期凋亡率(

/Q5!-8'/9对紧密连接蛋白>$$B&-#(表达的影响

I1*512=J3+5检测结果显示#感染组细胞培养

$U>后#相比于'PD?+=52+3组+??3.,-=蛋白的表达#

'PD!A"04组细胞+??3.,-=蛋白表达降低!$$

#N#""#*>D!A"04组+??3.,-=蛋白表达升高!$$

#N##""(见图$(

图6!H.LTP细胞感染慢病毒34%后7K8V.蛋白!8"和 ?K78!X"

的表达

@#R6!.CDA,GG#>(G><7K8V.DA>=,#(!8"'(-?K78!X"34%D>G=T

#(<,$=#>(

""$$#L#"#"""$$#L##"#P*L'PD?+=52+3;2+.H

图3!感染慢病毒34%后>$$B&-#(蛋白表达

@#R3!.CDA,GG#>(><>$$B&-#(DA>=,#(34%D>G=T#(<,$=#>(

"" $$#L#"#"""$$#L##"#P*L'PD?+=52+3;2+.H

6!讨论

肠C)F损伤是多因素参与+连续发展的过程#C)

F组织发生细胞凋亡也是一个多因素的过程#对其

机制进行深入研究将对肠C)F损伤的防治有重要

的理论意义和现实意义(%F&YK作为 9&YK家

族的新成员#在成年期的很多组织都有表达#先前对

%F&YK的研究集中在神经系统
.$ U/+肿瘤."##"$ "M/

等#而其和肠C)F所致的肠黏膜屏障损伤之间的关

M̂M
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系罕有研究(本实验中#我们通过6X大鼠肠C)F

损伤模型#发现肠C)F损伤后#大鼠肠黏膜上皮细

胞中%F&YK蛋白呈高表达#与6>4/组比较#差异

有统计学意义!$$#N#M"#且在细胞质中表达升高(

体外实验中#我们得到了相似的结果#给予CKGD!细

胞缺氧处理后#%F&YK的表达较对照组升高#复氧

后%F&YK的表达下降#差异有统计学意义!$$

#N#M"#说明%F&YK参与了肠C)F损伤的过程#且

可能通过影响肠上皮细胞而发挥作用(CcKX&

等
.)/
研究发现细胞凋亡是肠C)F损伤后肠黏膜上皮

细胞死亡的主要模式#为探讨%F&YK是否影响肠

上皮细胞的凋亡#本研究通过慢病毒感染技术在

CKGD!细胞株中 进 行 %F&YK 过 表 达 及 干 扰#

I1*512=J3+5及FED(GF验证感染成功后#流式细

胞术检测CKGD!细胞凋亡#结果提示感染$U>后

%F&YK过表达组CKGD!细胞早期凋亡率增加#干

扰组CKGD!细胞早期凋亡率降低#差异均有统计学

意义!$$#N#M"#证实 %F&YK可促进CKGD!细胞

的凋亡(此外#我们还检测了感染$U>后紧密连接

蛋白 +??3.,-= 的表达#发现过表达 %F&YK 后

+??3.,-= 蛋 白 表 达 降 低#而 干 扰 %F&YK 后

+??3.,-=蛋白表达升高(+??3.,-=蛋白是肠上皮细

胞紧密连接中重要的结构蛋白之一#参与紧密连接

形成的信号调节
."!/(%F&YK可降低其表达#表明

%F&YK可能通过降低+??3.,-=蛋白从而破坏肠黏

膜屏障(上述实验说明在肠C)F损伤中#%F&YK

表达增多#而%F&YK可能通过促进肠上皮细胞的

凋亡及降低紧密连接蛋白+??3.,-=表达水平导致肠

黏膜屏障功能障碍#从而破坏肠壁的完整性#引起细

菌和内毒素的易位(但其中的机制还不明确#

9&E'ec等
."W/
研究发现在 :̂)@Kc细胞和("̂

中#%F&YK可促进89($非经典信号通路中 %7D

'8的激活#本实验室前期研究发现肠C)F损伤中

89(:)$可通过激活 %7D'8信号通路介导的炎症

因子E%7"及C'D!的表达以及降低紧密连接蛋白

+??3.,-=的表达导致肠黏膜功能损伤
.":/#是否在肠

C)F损伤中#%F&YK也通过激活 %7D'8导致肠黏

膜屏障功能损伤#以及是否是89(非经典信号通

路的组成部分#还有待进一步研究(

综上所述#本研究证实了%F&YK蛋白参与了

肠C)F损伤的过程#并且可能通过促进肠上皮细胞

的凋亡及降低紧密连接蛋白+??3.,-=表达水平导致

肠黏膜屏障功能的损伤(%F&YK可能在肠C)F损

伤中发挥着关键的作用#深入研究%F&YK蛋白在

C)F损伤中的作用及机制可能为肠黏膜屏障功能损

伤的修复提供新的治疗靶点(但就目前研究来看#

只是揭露了%F&YK参与肠C)F损伤的部分机制#

尚有许多问题亟待解决#一是%F&YK在肠C)F损

伤中发挥作用的具体机制还需进一步研究#二是

%F&YK在肠C)F损伤中的作用还需行体内实验进

一步证实(
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