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摘 要
: 将 20 只短肠 sD 大鼠随机分成单纯

口

IPN 组及 nGI
一

口

r p N 组
,

行肠粘膜上皮细胞增殖
、

凋亡及相关基因表达的检测
,

探讨谷氨酞胺 (沙冲娜坛
,

伽 ) 促进 TpN 短肠大鼠小肠代偿的

分子机制
.

结果表明
:

单纯 Tp N 可造成大鼠小肠粘膜明显费缩
,

添加 肠的 Tp N 可 显著缓解

肠粘膜萎缩
·

其肠粘膜上皮细胞 CP NA 表达显著增高
,

凋亡指数歹降
·

山抑制细胞凋亡的作

用与 玩1
,

2 表达上调及 1) ax 表达下调密切相关
.

关键词
: 谷氨酞氨 ; 全肠外营养 ; 小肠
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.

叨9 文献标识码
: A

全肠外营养 ( odtn ~
te ar l nu itr it益

,

NTP ) 支持是短肠综合征 (
hsort 俪

l syn ~
,

s sB ) 治疗的主要手段
,

促进残存小肠的代偿是 s sB 治疗中童要二环
.

残存小肠只有通过

代偿
,

才可使肠道的营养吸收功能逐渐恢复
,

从而使患者逐渐过渡到正常的经肠道进食
.

但长期 NTP 本身会引起小肠萎缩丁不利于肠道结构与功能的恢复
.

因此如何促进 NTP 时

残留
’

小肠的代偿适应是 s Bs 治疗的一个难题
.

目前研究的热点主要集中在各种辅助添加剂

的使用上
,

尤其是谷氨酞胺 (glu
ta n l ien

,

nGI ) 的使用
.

虽然现有研究已发现 hiG 可显著促

进 l r N 的短肠大鼠残存小肠的代偿
,

但到 目前为止
,

对这种促代偿作用的分子机制尚缺

乏详细和深人的探索
.

本研究拟从分子营养学角度探讨短肠大鼠残存小肠对添加 C l n 的反

应
,

为临床 SB S 治疗提供理论指导
.

1 材料与方法

1
.

1 实验动物及分组

采用 18 0 一 2 20 9雄性 SD 大 鼠
,

甲 二 0
.

5% 戊巴 比妥钠腹腔麻醉 ( 40
1飞 / k g ) 后在无菌

条件下行 75 %小肠切除及上腔静脉置管术 l[]
.

将大 鼠随机分成 2 组 :
单纯 TP N 组 (

。 =

10 ) 及 Gh
~

TP N 组 (
n = 10 )

.

术后 当天予生理盐水静脉滴注
,

术后第 1 天开始行 24 h TPN

支持
,

输液量为每天 80 m l丫k g
,

第 2 天起改为 l印
n江了k g

,

共持续 6 d
.

另取一组正常饮食

大鼠作为对照组 (
n =

5)
.

1
.

2
矛

作N 液配制

T pN 液以 50 % 葡萄糖
、

7% V厕
n 及 20 % In tr a l ip id 为基本液体配成而成

.

肠
-

TPN 中

。
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含甘氨酞谷 氨酞胺 (Gvl
一

GnI
,

hP
a

~
ic a & U jPhon 公 司惠赠 ) 28 岁 L

,

而单纯 Tp N 液中以

甘
、

丙
、

丝
、

脯氨基酸替代
,

使二者含氮量相等
.

使用前 vlG
一

nGI 及甘
、

丙
、

丝
、

脯氨基

酸 (vlG
一

lA 二 P加
~

eS )r 均分别溶于蒸馏水中
,

用 0
.

22 脚 的滤膜无菌抽滤
,

在超净工作台内

无菌分装人瓶
,

置 一
20 ℃冰箱保存

,

临用时按配方剂量与上述基本溶液混合
.

大 鼠每 日

接受的非蛋白热卡及氮量分别为 69 6
.

5 灯
·

k g
一 ` ·

d
一 `
及 1

.

4 9
·

k g
一 `

·

d
一 ` ,

糖脂供能比为 2 : 1
.

所有大鼠均可 自由饮水
.

1
.

3 标本采集
`

术后第 6 天 TP N 结束后 30 而
n 在麻醉下剖腹

.

将实验大 鼠全部残存小肠取下
,

置冰

上按统一方法取材
,

分别用于石蜡包埋切片制作及 RNA 抽提图
.

1
.

4 检测方法

L 4
,

1 光镜检查 低倍光镜下行小肠形态学检查
,

以 V ID S lll 型半 自动图象分析仪测量小

肠粘膜厚度 : 绒毛高度及隐窝深度
,

计算绒毛表面积 3[]
.

1
.

4
.

2 细胞增殖核心杭原 ( p or ll fe r a tign c
ell un d e ar iant gen

,

cP NA ) 刻定 采用 BA C 法作免

疫组织化学染色
.

一抗为 1 : 1的 (体积比 ) ~
s e
抗 art PCNA ( D ak 。

公司 )
,

二抗为 :1 2加

(体积 比 ) 生物素马抗 mo us
e

( 51 9旧 a
公司 )

.

在 Q巧oo 图象分析仪下计数每个肠腺隐窝中

P CN A 完整阳性的细胞数
,

求其均值
.

1
.

4
.

3 原位末端标记 (uT N E L ) 染色 应用 B笼h ir gen
: M a l l n ll e im 公司原位细胞凋亡检测试

剂盒进行
.

_

以 QIS 印 图象分析仪计数每 100 个细胞 中凋亡细胞数
,

求出凋亡细胞 的发生

率
,

以凋亡指数表示
.

l
.

4
.

4 RT
一

CP R 刚定 组织总 RN A 的提取采用 T R几0 1试剂盒 (GI B co
.

BRL 公司 )
,

按操作

手册操作
.

3G DP H
、

bel
一

2及 bax 引物设计参照 Shc

~
及 D e N即 do 的报道 由美国赛百胜公

司合成 [’ , 5 ]
.

以 3G DPH
作为内参照控制上样量

,

在 。 二 2% 琼脂糖凝胶上 电泳
,

V D S 成像

分析系统扫描侧定光密度
,

计算其 m RN A 的表达水平
.

1
.

5 统计学处理

所有数据均以 无 土 :
表示

,

行 utS dent
t检验

,

尸 < 0
.

05 认为差异显著
.

所有统计分析均

用 S at at 5
.

0 软件包在计算机上进行
.

2 结 果

2
.

1 形态学观察
、

小肠粘膜在单纯 TpN 组呈明显变薄
、

萎缩
,

在 C ln
~

TPN 组则呈显著代偿增生
.

图像分

析结果显示 G坛月卫N 组小肠绒毛高度
、

隐窝深度
、

粘膜厚度及绒毛表面积均显著高于单纯

TPN 组
,

尸 < .0 01
,

见表 1
.

表 l 各实验组大鼠小肠粘膜图像分析结果
, )

组别 粘膜厚度 /脚 绒毛高度 /脚
2 11

.

卯 士 19
.

18

29 1
.

43 士 12
.

44

叨3
.

95 土 16
.

40

隐窝深度 /脚 绒毛表面积八耐
I P N组

C ln
.

TP N组

对照组

373
.

70 土 13
.

08

4 16
.

12 士 8
.

37

6 1 )
.

似 土 1.2 m

%
.

18 土 8
.

98

巧 4
.

18 土 33
.

30

巧 8
.

45 士 12
.

88

105 5仃士 1155

178的 士 1247

203 13 士 167 3

l) 你 士 :

) ;各组间 尸值均 <
’

.0 01
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2
。

2 CP NA 表达及凋亡指数测定

CP NA 阳性细胞主要分布在肠腺 隐窝区
洲 凋亡细胞主要位于小肠绒毛顶部

.

GnI
~

T PN

组肠粘膜 P CNA 阳性细胞数显著高于单纯 Tp N 组
,

而凋亡指数则显著低于单纯 T p N 组
,

尸

均 < 0
.

01
.

见表 2
.

.2 3 RT
~

CP R 检测

残存小肠粘膜上皮细胞 bc l
一

2 m RN A 的表达在 hiG
-

T p N 组显著高于 T p N 组
,

尸 < o
·

01 ;

而 b ax m RN A 的表达则相反
,

G ln
~

TP N 组低于 TP N 组
,

见表 3
.

表 2 残存小肠粘膜上皮细胞 表 3 残存小肠粘膜上皮细胞 bc l
一

2 及

cP NA 表达与凋亡指数变化 1) b ax m RN A 表达测定 l)

组别 CP NZA 凋亡指数 3 ) 组别 玩1
.

2
n
d州A bax m RN A

T PN 组

G卜 I PN 组

对照组

8
.

37 士 2
.

23

巧
.

27 土 3
.

38

2 1
,

22
士 3

.

03

.

32 土3
.

.

00 土 2
.

2
.

眼 土 1
.

15

T PN 组

G坛刁r N 组

对照组

0
.

196 土 0
.

03

0
.

27 9 士 0
.

0 5

0
.

犯2 士 0
.

07

0
.

妮7 土 0
.

05
关

0
.

381 土 0
.

肠

0
.

2 11 土 0
`

03

842422l0

1 ) (无 士 :

) ; 2 ) 单位为视野中的个数 ;

3) 单位为每 100 个细胞中的凋亡个数 ;

各组间 尸值均 < 0
.

01
.

l) 与呱协如组相比
尸 > 0

.

05
,

其余组间 尸值

均 < 0
.

01

3 讨 论
-

TP N 是 60 年代后期迅速发展起来的一种营养治疗方法
,

它对于包括 SB S 在 内的那些

鬓鬃:;::{攫薰羁戳翼燕靡蒸:薰
腔内缺乏各种营养物质刺激外

,

还与常规 NP 液中缺乏 nGI 密切相关
.

nGI 是肠粘膜上皮

细胞代谢活动的主要能源物质
,

并是维持肠道粘膜完整性所不可缺少的特殊氨基酸
.

肠道

是消耗肠 的主要场所
,

肠粘膜上皮细胞对弘 的摄取要远远超过任何一种其它物质
.

本

研究显示 冲N 所造成的小肠萎缩在加用 hiG 后得到了显著改善
,

表明外源性添加肠 具有

显著的促进短肠大鼠小肠代偿的作用
.

P CNA 是保存良好的 ND A 多聚酶
。 的辅酶蛋 白

,

为细胞 DNA 合成所必需
,

它能够议

别增殖细胞的核
,

是反映细胞增殖程度的一项客观指标
.

本实验对 Pc NA 的研究结果发现

单纯 钾N 时小肠上皮细胞 此拟表达显著降低
,

表明其
NDA

合成处于抑制袄态
.

而添加

hiG 后其 cP NA 的表达明显增高
,

表明促进 DNA 的合成是 C坛促进残存小肠粘膜增生及形

态结构的重建的重要机制之一 在每一细胞的生命过程中
.

,

除增殖分裂外
,

同时也存在细

胞死亡
,

这种在基因控制下的细胞主动死亡过程被称为凋亡
,

为机体维持衡定状态所必

需
.

作为体内更新最为迅 速的肠粘膜上皮细胞
,

其细胞周期仅 12 h
,

同样也存在着凋

亡图
.

这种凋亡主要发生于隐窝千细胞
,

意义在于去除偶发的超过维持稳态所需的干细胞

或去除 由于 D队复制错误而产生的损伤干细胞
.

正常情况下这种凋亡稳定在一个低水平

状态
,

以维持绒毛的结构和功能
.

本研究中正常对照大鼠小肠 的凋亡指数仅为 2
.

32 士

1
.

巧
,

是各组大鼠中最低者
.

而单纯 钾N 组凋亡指数明显增高
,

为对照组 10 倍
,

差异极

为显著
.

说明 TP N 时小肠粘膜的萎缩不仅仅是 由于增生受抑制
,

凋亡 的增加也同样起着
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重要的作用
.

而体外给予 C l n 可使小肠粘膜上皮细胞凋亡发生显著下降
,

表明 G ln 作为辅

助添加剂的使用不仅促进了粘膜细胞的增生
,

同时也抑制了细胞的凋亡
.

二者在小肠的代

偿过程中均起着重要的作用 二 、 、 一 _ 、 补
- -

细胞凋亡受基因编码控制
.

be l
一

2 基 因是作用最明确的凋亡拮抗基 因
.

其基本生物学

功能为延长细胞生命期限
,

增加细胞对多种调亡刺激因子的抗性
.

b ax 是 bc l
一

2 家族成员之

一
, ,

其蛋白可与 bd
一

2 蛋白结合成杂二聚体
,

抑制 bC I
一

2 功能的发挥
,

二者数量比决定着细

胞受到凋亡刺激因素后雌生与死
L践」

·

本研究发现 bc l
一

2 1n RN A 表达在 NPT 组显著低于 肠
-

NPT
及对照缉

:

西嘛 角RN A 表达则正好相反
,

差异极为显著
·

这进一步说明 NTP
所致的

凋亡增加有凋亡相关基因 bc l
一

2 的低表达及 b ax 的高表达相关
,

而 nGI 可改变这种基 因调控

失敬
,

通过土调 cb l
一

2 及下调 b ax 表达来发挥其抑制邻胞凋亡的作用
·

本研究结果表明 ihG 促进肠道作愕的作用与其促进肠粘膜上皮细胞增生及抑制凋亡密
切相关

·

但这种作用犯能达到使肠道部分代偿的目的
·

因此在本研究基础上进一步寻找一

种能够有效俘进细胞增生
、

减少细胞凋亡的方法对于临床短肠综合征治疗将具有更重要的

意义
气

-
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