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HGF对大鼠移植小肠粘膜细胞增殖及凋亡的作用研究 
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【摘 要】目的：了解肝细胞生长因子(HGF)5~,-j"大鼠移植小肠粘膜细胞增殖及凋亡状态的影响。方法：Wistar(RT1‘)大 鼠行异 

位全小肠移植后第2天开始给予肠外营养至第lO天，x,-tN组(，f=lO)行常规TPN支持，HGF组(，f=lO)行常规TPN支持并加HGF， 

采用流式细胞技术及原位末端标记技术观察各组实验前后移植肠粘膜细胞增殖指数的变化。结果：两组移植前基准增殖指数 

及凋亡指数无显著差异(JD>O．05)，实验后对照组移植肠粘膜细胞增殖指数较移植前明显下降，HGF组增殖指数较移植前明显升 

高，对照组凋亡指数较移植前明显升高，HGF组凋亡指数增加不明显。结论：HGFfl~明显促进大鼠移植小肠粘膜细胞增殖， 

并减轻其凋亡，构成了其对移植肠形态及功能维护作用的物质基础。 
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The effect of hepatocyte growth factor(HGF)on graft mucosal cell proliferation and 

apoptosis after rat smalI boweI transpIantatiOn 

LIKezhou,elaf 

(Department ofGeneral Surgery,Army's General Hospital ofChengDu) 

【Abstract】Objective：To study the effect of hepatocyte growth factor(HGF)on mucosal cell of small bowel 

isograft．Methods：Total small bowel transplantation was made with inbred Wistar(RT l')rats heterotopically，either 

total patenteral nutrition(TPN group， l 0)or hepatocyte growth factor supplemented TPN(HGF group， l 0) 

was used in recipients from POD2 to POD 1 0．Proliferative index and apoptotic index were studied．Results：There 

were no apparent difference between proliferative index and apoptotic index in tw o groups before small bowel 

transplantation(SBT)；PI decreased greatly and AI increased significantly in TPN group after SBT．There were no 

significant change in both PI and AI in HGF group after transplantation．Conclusion：Hepatocyte growth factor 

(HGF)can significantly enhance mucosal cell proliferation and inhibit cell apoptosis of isotransplanted small 

bowel graft． 
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细胞的增殖和凋亡是机体的重要生理过程。小 

肠移植 (SBT)时，多种因素导致移植小肠粘膜萎 

缩，结构受损和吸收功能低下，其中粘膜细胞增殖 

和凋亡状态的改变起着重要作用。 

HGF具有改善肠道粘膜形态及增强肠吸收功能 

的作用⋯，本研究采用近交系大鼠SBT模型探讨 

HGF对移植小肠粘膜细胞增殖和凋亡改变的影响， 

探讨其对移植小肠的形态和功能支持的可能机理， 

为临床防治提供新的理论和实验依据。 

1 材料与方法 

作者介绍：李可洲 (1966．)，男，副主任 医师，博士 

主要研究方向：胃肠外科，营养支持。 

1．1 实验 动物 

雄 ~Wistar大鼠(体重240g一260g)作为小肠移植的供体 

和受体 (中国科学院上海实验动物中心提供)。术前禁食 

l2h。 

1．2 主要试剂和仪器 

细胞凋亡原位检测试剂盒 (Boehringer Mannheim 

Biochemicals)，碘化 丙啶 (Sigma)， 曲拉 通X一100 

(Sigma)，蛋白酶K (Promega)；Epics 流式细胞仪 

(Coulter)。 

l_3 实验模型 

移植配对时供受体体重相近。采用盐酸氯胺~(1OOmg／ 

Kg)腹腔内注射麻醉，J~NSoint2t的改进方法施行异位全小肠 

移植。术后第2天，经右颈内静脉置人腔静脉导管约1．5cm， 

导管连接于旋转输液装置行TPN营养支持。 

1．4 实验分组 

移植大鼠随机分为对照组及肝细胞生长因子组(HGF 
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组)， 对照组行常规TPN支持，HGF组在常规TPN支持基础 

上加用人胎~：Leftt胞生长因子0hHGF，北京军事医学科学院提 

供)150 g／kg／d。两组提供等热量 (1 83kcal／kg／d)，等氮 

量 (1．5g／kg／d)。非蛋白热卡：氮=l18kCal：lg。糖脂供能 

1：L6：4，以200ml／kg／d速度用微量输液泵持续均匀输入至术后 

第l0口 

1．5 标本制备 

于供体大鼠Treitz韧带下方5cm处切取空肠5cm，取其与 

Treitz韧带间近断端2cm空肠用于流式细胞分析，远断端3cm 

空肠留作细胞凋亡原位检测。受体大鼠接受SBT及TPN特殊 

营养支持l0天后，剖腹取移植小肠近端5cm空肠段作标本， 

其近端2cm用于FCM分析，远端3cm留作细胞凋亡检测。将 

离体的新鲜标本制成单细胞悬液，将细胞浓度调整为l×l0 

／ml。取lml以800r／min离心l0min，弃上清，JJ[1lml{k~渗碘 

化丙啶溶液对细胞核中的DNA染色，4"C过夜，次日上流式 

细胞仪分析。细胞凋亡原位检测标本的制备按TUNEL法操 

作。 

1．6 标本检测 

用流式细胞仪行移植肠粘膜细胞周期分析。排除碎片及 

粘连细胞的干扰分析l 0 000个细胞，结果输．A．Multicycle细胞 

周期分析软件分析G G s和G期 细胞所占的百分比并得 

出增殖指数 (proliferative index，PI)，PI=(S+G2M)／(GlG．1斗 

S+G2M)×l00％。 

光镜随机观察20个隐窝／切片，记录标记阳性的凋亡细 

胞总数并计算出每个 隐窝 的凋亡细胞数即凋亡指数 

(Apoptotic index，AI)，AI=凋亡细胞总数-／20。 

1．7 统计学分析 

实验结果以均数±标准差表示，采用Statistica(version 

5．0)软件进行统计分析。JD<0．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 移植肠粘膜细胞增殖指数(P1)变化 

移植前对照组与HGF组间增殖指数(P1)无显著 

性差异(Jp>O．05)。SBT及TPN支持后STPN~[：[PI明显 

低于移植前基准，HGF组Pl较移植前明显升高，两 

组间增殖指数变化差异明显(表1)。 

表l SBT及TPN支持前后两组移植肠上皮细胞 
增殖指数(PI)变化(％) 

：与SBT及TPN前比较，P<0．05； ：与1]PlN组比较，P<0．05。 

2．2 移植肠粘膜细胞 细胞凋亡指数 (AI)变化 

移植前两组凋亡指数(AI)无明显差异(P>O．05)。 

SBT及TPN支持后STPN组凋亡细胞明显增多，AI明 

显上升，HGF组AI轻度升高，较移植前基准无显著 

性差异 (P>0．05)。STPN组AI升高程度明显大于 

HGF组(表2)。 

表2 SBT及TPN支持前后两组移植肠上皮细胞 
凋亡指数(AI)变化 

：-~SBT及TPN前比较，P<0．05； ：与TPN组比较，P<0．05 

3 讨 论 

小肠粘膜细胞旺盛的代谢活动需要有充足的营 

养物质和能量的供应及促生长因子的刺激。肠粘膜 

的增殖情况代表了肠粘膜生长状态。在SBT时，营 

养物质和能量供应不足或生长刺激因子缺乏，缺 

血、缺氧、保存和再灌注损伤以及排斥、感染等因 

素使细胞及其超微结构受损后能量利用障碍 ]， 粘 

膜上皮的细胞周期循环缺乏动力，粘膜增殖状态代 

谢低下，细胞得不到及时更新，结果发生粘膜萎缩 

和细胞死亡，导致移植小肠结构破坏和功能低下。 

细胞凋亡是机体维持 自身稳定的基本生理机 

制。器官移植时细胞凋亡具有重要意义，大鼠原位 

肝移植缺血／再灌注损伤的早期，无论是同基因移植 

还是异基因移植，均出现细胞凋亡。同种。肾移植发 

生排斥反应时也观察到肾小管上皮凋亡的细胞数量 

增加。‘而在小肠移植急性排斥反应时，肠组织淋巴 

细胞浸润较少，腺管细胞却产生明显的凋亡【4J。 近 

年来肝细胞生长因子(HGF)在肠道的作用开始受到 

重视，研究表明HGFfl~促进培养的小肠上皮细胞的 

数量增加和功能增强【5】，还能显著增加旷置小肠粘 

膜细胞重量并增强肠道吸收功能 J。短肠大鼠使用 

HGF后残余小肠对氨基酸及糖的吸收均有明显的增 

加，DNA及蛋白质合成也增加使小肠上皮细胞的数 

量和粘膜体积维持在较高的水平，粘膜的葡萄糖转 

运蛋白1(SGLT1)和葡萄糖载体5(GLUT5)基因表达 

也明显增高 J。 

作者既往研究结果表明HGF~,-j移植小肠粘膜形 

态、氨基酸吸收功能及粘膜双糖酶活性有较强的维 

护怍用。本研究观察了HGF对移植小肠粘膜细胞增 

殖和凋亡的影响。HGF作用后移植肠粘膜细胞处于 

增生活跃状态，其增殖指数明显高于对照组移植小 
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肠并较移植前基准增高，表明该组肠粘膜细胞的合 

成速度较快。细胞增生的数量大，则相应的凋亡的 

细胞数量也增加从而维持动态平衡，而该组凋亡细 

胞的数量却增加不明显，凋亡程度较移植前基准无 

明显加重，表明HGF不仅促进肠粘膜细胞增殖，对 

粘膜细胞的凋亡也有较强的抑制作用，使移植肠粘 

膜细胞的数量维持在较高的水平。 

HGF对肝细胞的增殖和凋亡的作用较为明确 。 

基 因工程技术使小鼠基因突变肝细胞表达大量 

HGF，肝部分 切除后，突变小 鼠的肝脏增 生加 

快 。HGF还可引起Bcl—xL的强烈表达从而阻断Fas 

及其配体的激活后的信号转导，减轻肝细胞凋亡及 

肝功能损害 j。 

HGF可通过其受体c—Met与上皮或内皮细胞结 

合，导致细胞分裂或分化增加，或细胞分离，运动 

能力增加。在包括小肠在 内的许多器官均发现有 

HGF的存在 ，其受体c-Met也在小肠有较强的表 

达 。HGF可能通过外分泌、内分泌及旁分泌多种 

途径作用于其位于肠上皮细胞膜上的受体，但对受 

体磷酸化后细胞内复杂的信号转导过程目前尚缺乏 

了解 。 

本研究结果表明肝细胞生长因子(HGF)能明显 

促进移植肠上皮细胞增殖并抑制其凋亡。 
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