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胰高血糖素样肽-2对大鼠烧伤后肠粘膜上皮细胞凋亡的影响

赵　云 ,王凤君 ,王　裴 ,汪仕良　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨大鼠烧伤后肠粘膜上皮细胞凋亡情况及胰高血糖素样肽-2(GLP-2)对其的影响。方法　75 只Wistar大鼠

随机分为烧伤组 、GLP-2 治疗组与正常对照组。动物于伤后 6 、12 h、1 、3 、5 d 处死 , 检测肠粘膜上皮细胞凋亡数 、Caspases-3 酶活性及

Bcl-2 mRNA表达的变化。结果　烧伤后 6 h～ 5 d 肠上皮凋亡细胞数较正常组明显增加 , GLP-2 治疗后在伤后 6、12 h 、1 d、3 d 、5 d 均

明显低于烧伤组;caspase-3 的活性在伤后 1 d 明显升高 ,伤后 3 d到峰值 , 然后迅速下降至正常范围内 , GLP-2 组 caspase-3 活性只在

伤后 3 d明显高于伤前 ,而与烧伤组相比则在伤后 1 、3 d 活性明显降低。肠粘膜 Bcl-2mRNA表达在伤后 12 h 开始低于正常 ,至伤后

5 d 仍低于正常 , GLP-2 组 Bcl-2基因表达在伤后 1、3 、5 d低于于正常组 ,但与烧伤组相比 , GLP-2 组在伤后12 h、1 d 、3 d、5 d 高于烧伤

组。结论　GLP-2可降低烧伤后肠粘膜上皮细胞凋亡 ,其机制可能与降低 Caspases-3 酶活性 ,促进 Bcl-2mRNA表达有关。

　　关键词:烧伤;肠道粘膜;胰高血糖素样多肽-2;凋亡

　　中图法分类号:R322.45;R644;R977.15　　　 文献标识码:A

Effect of glucagon like peptide-2 on apoptosis of intestinal mucosa in burned rats
ZHAO Yun , WANG Fen-jun , WANG Pei , WANG Shi-liang(Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of glucagon like peptide-2 (GLP-2)on the apoptosis of intestinal epithelial cells in burn rat.

Methods　Wistar rats with 30% total body surface area Ⅲ degree burns were randomly divided into 3 groups:burn group , GLP-2 treated group and

normal control group.Animals were killed 0 , 6 , and 12 h , and 1 , 3 , and 5 d after burn.The apoptosis of intestinal epithelial cells , activity of cas-

pase-3 , and expression of Bcl-2 mRNA were detected.Results　The apoptosis of mucosal epithelial cells was significantly increased in rats of burn

and GLP-2 treated groups , but the apoptosis of GLP-2 treated group was lower than burn group at 6 h , 1 , 3 , and 5 d postburn.The activity of caspase-

3 was increased on 1 d and reached the peak on 3 d postburn in burn group , and was lower in GLP-2 treated group than burn group on 1 and 3 d

postburn.The expression of Bcl-2 mRNA was decreased in 12 h postburn in both groups , however GLP-2 treated group was higher than burn group

in 12 h , and 1 , 3 , and 5 d postburn.Conclusion　GLP-2 may protect intestinal mucosa from apoptosis in burned rats.The mechanism of protection

maybe due to the inhibiting of the activity of caspase-3 and promoting the expression of Bcl-2.
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　　肠道粘膜屏障功能的下降是导致烧(创)伤后肠道

损伤 ,引发肠源性感染与高代谢的重要原因 ,探讨烧伤

后肠道功能受损的机制及寻找肠道特异性保护剂成为

临床救治的重要课题之一。近年来 ,一种特异性的肠

道生长因子-胰高血糖素样肽-2(Glucagon like peptide-

2 ,GLP-2)对肠道的作用正引起人们的关注 。研究表

明:由肠道 L-细胞分泌的 GLP-2对肠粘膜上皮细胞有

促进增殖 ,保护肠道功能 ,促进肠道损伤后的修复等作

用[ 1] ,但对肠上皮细胞凋亡 ,尤其是烧伤后肠道缺血缺

氧引起的细胞凋亡的研究甚少 。本实验拟通过探讨大

鼠烧伤后肠粘膜上皮细胞凋亡情况及GLP-2对其的影

响 ,为烧伤后肠道功能的保护提供新的思路。
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1　材料和方法

1.1　动物模型与分组
　　健康Wister大鼠 55 只(第三军医大学实验动物中心), 雌雄

不拘 ,体重(200±20)g;按文献[ 2] 方法致背部 30%TBSAⅢ度烧

伤 ,伤后注射林格液(40 ml/ kg)抗休克。动物随机分为烧伤组

和GLP-2 治疗组(GLP-2 由美国多肽公司合成 , 按 200 μg/ kg 体
重2 次/d 腹腔注射治疗),每组 25 只大鼠。动物分别于伤后 6

h 、12 h、24 h 、3 d、5 d 处死 ,每个时相点 5只大鼠 。另取 5 只正常

大鼠作为正常对照组。

1.2　肠粘膜上皮细胞的提取
　　参照文献[ 3] 方法加以改进。取大鼠小肠段约 8 cm , 用 D-

Hanks液冲洗后剖开 , 用滤纸轻轻吸去粘液及杂质。将肠段剪

成小块 ,放入 10 mmol/L的二硫苏糖醇(DTT)30 min。将 DTT 倒

掉 ,加入含 1 mmol/ L EDTA 的 D-Hanks 液 , 4 ℃静置 1 h。振荡

数下 ,用滤网粗滤 , 收集滤液 , 再用 180 目滤膜过滤 , 弃滤液 , 用
5 ml DMEM培养液反冲 180 目滤膜 , 由于肠上皮细胞大于 180

目 ,将留置于滤膜上 , 收集反冲液。4 ℃, 500 r/min 离心 10 min。

弃上清 ,加入 1 ml胰酶 , 37 ℃, 水浴 5 min。加入 1 ml DMEM 培

养液。4 ℃, 500 r/min离心 10 min , 弃上清 , 视情况加入 1 或 2
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ml DMEM 培养液 ,镜下细胞记数。分别取 106 个细胞进行流式

细胞检测和 Caspases-3 的测定。

1.3　检测指标
1.3.1　Anneix V-Flous 法检测肠粘膜上皮细胞凋亡　　Anneix

V-Flous 试剂盒购自 Boehringer Mannheim 公司 , 取 106 个肠上皮

细胞 , PBS 冲洗 , 1 000 r/ min 离心 5 min 沉淀后 , 加入 100

μlAnneix V-Flous 标记液 , 室温孵育15 min ,上流式细胞仪记数10

000 个细胞 , 检测凋亡细胞数。
1.3.2　肠上皮细胞 Caspases-3酶活性检测　　106个肠上皮细

胞1 000 r/min离心 10 min , 弃上清 ,加入 50μl细胞裂解液 , 冰浴

10 min , 15 000 r/ min , 4 ℃离心 3 min ,取上清加入50 μl反应缓冲
液 , 5μl 1 mmol/L的酶作用底物 DEVD-AFC , 37 ℃水浴 1 h , 荧光

分光光度计激发波长 400 nm ,发射波长 505 nm 测定 Caspases-3

活性 ,以荧光强度(F)表示。
1.3.3　RT-PCR检测肠粘膜 Bcl-2 的表达　　根据引物设计原

则 ,在 Gene bank 中找到大鼠 Bcl-2 基因全长序列 , 采用 http://

www.genome.wi.mit.edu 提供的软件进行引物设计。由上海生
工公司合成 ,序列为:上游:5′CCT GTG CCA CCA TGT GTC CAT

3′下游:5′GCT GAG AAC AGG GTC TTC AGA GAC 3′, 片段长度为

430 bp。采用一步法提取肠粘膜总 RNA ,试剂盒购自华舜公司 ,
所用器材均经 0.1%DEPC 水做无 RNA 酶处理 , 操作过程均在

超净工作台中完成。 RT-PCR 采用 Promega 公司提供的一步法

扩增试剂盒 ,扩增条件为:48 ℃反转录 45 min , 95 ℃变性2 min ,
PCR循环 94 ℃变性30 s , 50 ℃退火1 min , 68 ℃延伸 1 min , 共40

个循环 , 68 ℃ 7 min 后 4 ℃保存 , 用于电泳检测。结果以灰度

值表示 ,以正常组为对照。

1.4　统计学方法
　　数据以 x±s 表示 , 计数资料采用χ2 检验 , 计量资料采用

配对 t检验。

2　结果

2.1　肠粘膜上皮细胞凋亡的变化
　　烧伤后 6 h肠上皮凋亡细胞数较正常组就有明显升高 , 伤
后 1 d达到高峰 ,以后逐渐下降 , 但各时相点与正常组相比均显

著升高(P<0.01), GLP-2治疗后凋亡数下降 ,基本处于正常水

平 ,并在伤后 6 h 、1、3 、5 d 明显低于烧伤组(P<0.05 ～ 0.01), 见
表 1。

表 1　烧伤后大鼠肠粘膜上皮凋亡细胞数的变化(个/ 105 细胞 ,  x±s)

Tab 1　Changes of apoptotic intestinal epithelial cells in burned

rats(cells/ 105 cell s, x±s)

Time after burn
Group Normal

6 h 12 h 1 d 3 d 5 d

Burn 367±15 1280±76## 1610±110## 2344±163## 1994±151## 1230±98##

GLP-2 367±15 520±81＊＊ 1320±121##＊ 214±62＊＊ 270±41＊＊ 790±132#＊＊

#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs normal;＊:P<0.05, ＊＊:P<

0.01 vs burn group

2.2　烧伤后肠上皮细胞 Caspase-3活性的变化
　　烧伤后大鼠肠上皮细胞 Caspase-3 的活性在伤后 1 d 明显

升高 ,伤后 3 d 到峰值 ,然后迅速下降至正常范围内。 GLP-2 组
Caspase-3活性基本在正常范围 ,只在伤后 3 d 明显高于伤前 , 但

与烧伤组相比在伤后 1 、3 d , Caspase-3 酶活性明显降低(P <

0.05～ 0.01),见表 2。

表 2　烧伤后大鼠肠上皮细胞 Caspase-3酶活性的改变

　　　 　　　(荧光强度 , F , x±s)

Tab 2　Changes of activity of caspase-3 of intestinal epithelial cells

in burned rats(Fluorescent intensity , x±s)

Time after burn
Group Normal

6h 12h 1d 3d 5d

Burn 293.08±39.54 313.9±18.58 296.76±25.19 460.52±123.29# 1152.85±224.59## 279.31±29.79

GLP-2 293.08±39.54 286.52±44.75 249.23±41.95 251.84±102.89＊ 515.88±46.44#＊＊ 241.83±74.60

#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs normal;＊:P<0.05 , ＊＊:P<

0.01 vs burn group

2.3　凋亡调控因子 Bcl-2 mRNA表达的变化
　　烧伤后大鼠肠粘膜 Bcl-2 mRNA表达在伤后 6 h即有升高 ,
但在伤后 12 h 开始低于正常 , 伤后 1 d 最低 , 只有伤前的 0.35

倍 ,至伤后 5 d 仍低于正常;GLP-2 治疗组 Bcl-2 基因表达在伤
后1 、3、5 d低于于正常组 ,但与烧伤组相比 , GLP-2 组在伤后 12

h 、1、3、5 d 高于烧伤组 , 伤后 1 d是烧伤组的2 倍 , 见图 1。

图 1　烧伤后大鼠肠粘膜 Bcl-2 mRNA相对表达量的变化

Fig 1　Changes of relative expression of Bcl-2 mRNA in intestinal

mucosa in burned rats

3　讨论

3.1　烧伤后肠粘膜细胞凋亡的情况

　　探讨烧伤后肠粘膜损伤机制对于全身的综合治疗
是一个重要的课题。以往的研究表明烧伤后肠道损伤
主要有两方面的原因:一是严重缺血缺氧造成肠粘膜
的直接损伤 ,二是伤后肠道细菌移位 、炎症介质释放 、
细胞因子级联放大效应等造成的继发性损伤 。其最终
结果是肠粘膜细胞稳态破坏即生长与丢失的动态平衡

被打破 ,细胞丢失 、萎缩 ,粘膜屏障受损 ,功能障碍 ,如
未得到纠正 ,则进入恶性循环 。最近的研究表明 ,细胞
凋亡在维持肠粘膜细胞稳态中起着重要的作用[ 4] 。正
常肠粘膜是人体内更新最快的组织之一 ,具有增殖能
力的肠上皮干细胞从隐窝基底部沿隐窝-绒毛轴向绒
毛顶端移行 ,并逐渐分化成熟 ,最终在绒毛顶端呈现出
一系列凋亡特征 ,脱落入肠腔

[ 5]
。以往对细胞凋亡的

研究主要集中于肿瘤病因学与体外实验上。而对烧伤
后肠道细胞凋亡涉及不多 ,但近年来 ,一些学者已逐渐
发现在严重缺血缺氧 、烧伤等病理条件下 ,肠道粘膜存
在细胞凋亡

[ 6 , 7]
。烧伤后肠粘膜细胞凋亡是多基因调

控的结果 ,从本研究结果可看出 ,烧伤后肠粘膜细胞凋
亡增加 ,尤以伤后 1 、3 d最为明显 ,Caspase-3 、Bcl-2参
与了烧伤后肠粘膜细胞凋亡的调控 。以往我们的研究
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证实 ,烧伤后 6 ～ 24 h ,肠道血流量 、氧摄取率 、细胞能
荷下降最为显著 ,这种时间顺序说明烧伤后严重的缺
血缺氧可能是引起细胞凋亡的外界刺激信号 ,严重缺
氧的后果之一是可引起细胞线粒体损伤 ,而线粒体肿
胀 、内膜通透性改变可使细胞色素 C和凋亡诱导因子

(AIF)释放 ,细胞色素 C 可激活 Caspases ,进入凋亡级
联反应 ,而AIF 可直接快速诱导凋亡[ 8 ,9] 。另外 ,烧伤
后氧自由基 、炎症介质的大量产生 ,可通过以下途径诱
导凋亡:①直接损伤 DNA 引起凋亡;②与细胞膜上的
死亡因子 Fas/TNFR上的死亡域相结合 ,改变其构相 ,
从而激活天冬氨酸半胱氨酸酶(Caspases)级联反应 ,诱
导凋亡;③可通过调节凋亡相关基因如 P53 、Bcl-2等诱
导凋亡。但其机制尚需进一步研究 。
3.2　胰高血糖素样肽-2 对烧伤后肠粘膜细胞凋亡的

影响　
　　烧伤后肠道是受损最严重的器官之一 ,由于缺血
缺氧 ,肠粘膜屏障 、免疫等功能均受到损害 ,从而导致
肠道细菌/内毒素移位 ,全身性炎症反应及MODS。因
此 ,促进肠粘膜损伤的修复 ,已成为烧伤综合救治措施
中的重要手段。目前的资料表明 ,一些生长因子(IGF 、
EGF等),生长激素等对烧伤后肠粘膜修复具有促进作
用。但它们的作用缺乏特异性 ,除了作用于肠粘膜上
皮细胞外 ,还作用于其他组织细胞 ,因此在临床的应用
中还存有争议。近年来一种新的具有促进肠粘膜生长
及损伤后修复的多肽-胰高血糖素样多肽-2(GLP-2)正
逐渐引起人们注意 ,它最大的特点就是具有对肠道的
特异性 。GLP-2属于胰高血糖素原衍生肽类(PGDP),
是胰高血糖素原(PG)基因在肠道表达产物 ,位置为第
125 ～ 158 氨基酸。1996 年 , Drucker 等

[ 10]
首先发现

GLP-2 对肠粘膜有特异性的促生长作用。 Brubaker

等[ 11]的研究也表明 GLP-2 能明显促进小鼠肠粘膜
RNA及蛋白质合成 ,使肠道成熟的标志酶活性升高 ,
证实 GLP-2不仅促进肠上皮细胞增殖 ,而且也促进其
分化 。在炎症性肠疾病 ,肠道缺血/再灌注的实验研究
中也证实 ,GLP-2具有防止肠粘膜萎缩 ,减轻肠道溃疡

生长 ,加快愈合等作用[ 12 ,13] 。但 GLP-2对肠上皮细胞
作用的研究主要集中在细胞增殖及效果的观察上 ,对
细胞凋亡作用的研究甚少。本研究中补充外源性
GLP-2可降低烧伤后肠粘膜细胞凋亡 ,维护肠粘膜功
能 ,其可能系通过降低 Caspase-3活性 、增加 Bcl-2表达
来抑制凋亡 。对 GLP-2 的深入研究可能为烧伤后肠
内 、肠外营养治疗提供新的思路。
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抽有回血 , 未引起重视 , 继续推注 , 使药液外渗 , 虽采取局部封
闭 ,冰敷 ,仍造成局部皮肤红斑 、溃疡 ,经溃疡贴换药 , 15 d 后创

面逐渐好转。

3　讨论

　　长春瑞滨注射液是一种新型半合成长春碱类抗癌药 ,对血
管毒性较为明显 ,易引起静脉炎。原因可能是药物化学性刺激

血管内皮细胞 、血小板或/及嗜酸性粒细胞 , 导致组织胺和 5-
HT等介质释放 , 血管通透性增加 ,引起静脉炎症 , 一旦渗漏至

血管外 ,常可因化学性炎症而导致局部红斑 、肿痛 , 甚至组织坏
死和溃疡。采用皮质激素和普鲁卡因封闭疗法 , 是利用普鲁卡

因阻断局部炎症区上传的不良神经刺激 , 局麻止痛 , 激素稳定
生物膜 , 阻止溶酶体酶的释放 , 抑制致炎 、致痛 、致敏物质的释

放 ,减少炎症扩散 , 促进炎性物质吸收;冷敷可减缓渗漏区的血
液循环 ,从而减轻水肿和炎症反应[ 1] 。

　　通过对上述 18 例晚期肺癌用长春瑞滨的治疗 , 说明预防
化疗药的静脉渗漏和及时处理是重要的 , 必须在临床工作中引

起重视。
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