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肠道营养促进烧伤大鼠肠三叶因子表达的实验研究

彭　曦 ,谭银玲 ,陶麟辉 ,王凤君 ,赵　云 ,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　探讨肠道营养对烧伤大鼠肠三叶因子(ITF)及其 mRNA表达的影响。方法　采用 30%体表面积Ⅲ度烧伤大鼠

模型 ,随机分成伤前对照(C), 静脉营养(PN)及肠道营养(EN)组。采用原位杂交 、免疫组化和高效液相色谱等手段检测了烧伤后大
鼠肠组织中肠三叶因子(ITF)及 ITF mRNA的变化 , 并观察了两组大鼠肠道受损情况。结果　正常大鼠小肠中 ITF及 ITF mRNA 均有

一定表达 ,它们主要分布于肠绒毛杯状细胞中 。烧伤后肠道组织结构受损 , ITF mRNA 表达明显降低 ,肠杯状细胞分泌 ITF 的能力大

幅下降 ,特别是 ITF 二聚体的含量远远低于伤前(P <0.01)。两组比较 , 尽管肠道营养不能逆转烧伤后 ITF下降的趋势 , 但能明显

抑制其下降幅度 ,同时 EN组肠粘膜受损程度也明显低于 PN组。结论　严重烧伤后肠粘膜结构受损是 ITF 合成下降的主要原因 ,
与静脉营养相比肠道营养可减轻肠粘膜受损程度 , 降低 ITF特别是 ITF二聚体的下降幅度。
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Experimental study on the improvement of intestinal trefoil factor expression by enteral

nutrition in burned rats
PENG Xi , TAN Yin-ling , TAO Lin-hui , WANG Feng-jun , ZHAO Yun , WANG Shi- liang(Institute of Burns Research , Southwest Hospi tal , Third Military
Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the mechanism and effects of enteral nutrition on intestinal trefoil factor(ITF)as well as ITF mRNA expres-

sion in burned rats.Methods　Wistar rats were inflicted with 30% total body surface area full thickness burns and randomly divided into three

groups:burned and enteral nutrition(EN), burned and parenteral nutrition(PN), and normal control(C).The expression and content of ITF in in-

testine were determined with in situ hybridization (ISH), immunohistochemical technique and high performance liquid chromatography (HPLC).
Results　ITF and ITFm RNA were expressed in whole small intestine and mostly located in goblet cells of intestinal villus.After burn injury , the

structure of intestinal mucosa was severely damaged and the ability of goblet cell to synthesize and secrete ITF , especially the content of ITF dimer
were significantly decreased.EN could lessen the extent of ITF drop though it could not reverse this trend.Meanwhile , as compared with PN , EN

could abate intestinal mucosa injury obviously.Conclusion　There is a correlation between the declined ability of intestine synthesis and secretion of
ITF and the damage of intestine structure postburn.EN is beneficial to minimizing intestine injury , promoting intestinal mucosa reparation , and abat-

ing ITF drop.
　　Key words:intestinal trefoil factor(ITF);enteral nutrition(EN);Parenteral nutrition(PN);rat;burn

　　肠三叶因子(Intestinal trefoil factor , ITF)是一种由
杯状细胞分泌的特异分布于肠粘膜表面的小分子多肽

物质[ 1] 。由于其空间结构的特殊性 , ITF 可同粘液糖
蛋白结合 ,稳定肠粘液层 ,防止有害物质对肠粘膜的损
伤。此外 ,它还具有促进肠上皮细胞增殖与移行的能
力[ 2 ,3] 。因而 ITF 在肠道的自我保护机制中占据重要
地位 。由于 ITF发现不久 ,关于不同营养支持途径对
烧伤大鼠 ITF 合成和分泌的影响尚未见报道。因此本
实验在改进烧伤大鼠营养模型的基础上 ,比较了不同
营养支持途径对肠道合成和分泌 ITF 的影响。

1　材料和方法

1.1　材料
　　含有 rITF cDNA的质粒由美国佛罗里达大学 Thompson 博士

惠赠 , rITF(二聚体)由丹麦 NOVO 研究院 L.Thim 教授惠赠 , 质
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粒提取盒 ,地高辛 cRNA 探针标记盒 ,内切酶 XhoⅠ , T3 RNA 聚

合酶均购自德国宝灵曼公司 ,三氟乙酸购自德国MERCK 公司 ,
PEAE-Sephadex A-50 购自 Sigma 公司 ,Hypersil C4 柱由大连国家

色谱中心提供 ,羊抗兔抗血清由深圳晶美公司提供。

1.2　方法
1.2.1　动物模型制作及分组　　健康成年Wistar大鼠 88 只 ,
体重 195 ～ 255 g , 雌雄不拘 , 伤前禁食 12 h , 1%戊巴比妥钠
(40 mg/kg)腹腔麻醉 ,背部电推剃毛 , 称重后置剃毛区于 92 ℃
水浴中 18 s , 造成 30%TBSAⅢ度烧伤(病理切片证实)。伤后按

50 ml/kg 腹腔注入乳酸林格氏液抗休克。随机将动物分成 3
组 ,静脉营养(Parenteral nutrition , PN)组 , 肠道营养(Enteral nutri-
tion , EN)组及伤前对照(Control , C)组。其中大鼠静脉营养模型
制作参见文献[ 4] ,肠道营养模型除未予静脉置管外 , 其余步骤

与静脉营养模型相同。
1.2.2　时相设置　　实验分烧伤后 1、2、3、5、7 d (PBD1、PBD2、
PBD3 、PBD5 和 PBD7)5 个时相点 , 每个时相点 16 只大鼠。其中

PN组于伤后 2 h 开始以微量泵静脉泵入营养液 , 速度为 1 ～ 2
ml/h , 自由饮水。EN 组也于伤后 2 h 开始灌喂营养液 , 每天计
划量分 4～ 6次喂完 , 不限饮水。
1.2.3　营养液的配制　　按糖 、脂 、蛋白供热比 54.5∶31.5∶14

的比例配制营养液。其中糖 153 g/ L, 卡氮比为 183∶1 , 糖 、脂供
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热比为 1.73∶1。在层流台上将各种营养成份混匀后分装 , 4 ℃

保存 ,用前复温至 37 ℃。
1.2.4　营养素供应量　　烧伤大鼠不论 PN 或 EN 组均采用同
一营养液 , 按每天 732.2 kJ/kg 即 152 ml/ kg的标准供给。伤后
第 1天摄入标准量的 1/ 3 , 第 2天摄入 1/ 2 , 第 3天起摄入全量。
1.2.5　肠粘膜 ITF mRNA表达的检测　　质粒转化 、目的片段
回收及 ITF 探针标记均按相应说明书操作。 于伤后各时相活
杀大鼠取一段回肠约 1 cm , 4%多聚甲醛固定 , 冰冻切片(20

μm),其余步骤参见文献[ 5] 。 原位杂交阴性对照:①杂交前切
片用 RNase 20 μg/ml 37 ℃处理 30 min;②杂交液中不加标记探
针。切片在 TIGER2000 型图像分析仪上测定阳性染色的吸光
度值。
1.2.6　ITF 免疫组织化学染色　　ITF 抗血清的制备及纯化参
见文献[ 5] 。大鼠活杀后取一段回肠约 1 cm , 置 10%福尔马林

液中固定。常规石蜡包埋切片 ,一抗工作浓度为 1∶32 , 其余步
骤及阴性对照按常规进行操作 ,图像处理同上 。

1.2.7　肠粘膜中 ITF(二聚体)含量测定　　色谱条件及标准
曲线制作均按文献[ 5] 报道的方法进行 ,取大鼠肠粘膜约 200 ～

300 mg ,加 2 ml生理盐水(含 400 U 抑肽酶), 冰浴匀浆 , 15 000
r/min 4 ℃离心20 min , 取上清 100 μl进样检测。采用考马斯亮

蓝G-250 法测定蛋白。

1.3　统计学处理
　　所有数据在华西医科大学 PEMS 程序包上作统计学处理 ,

结果以 x±s表示 , 进行 t检验。

2　结果

2.1　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF mRNA表达的变化
　　ITF mRNA阳性反应呈深蓝色 , 主要定位于肠粘膜上皮细胞
特别是杯状细胞中 , EN组的染色强度明显高于 PN 组, 见图 1、2。

图像分析显示 , 烧伤后 ITF mRNA 有一过性表达增加, 随着时间
延长 , 特别是烧伤3 d 以后肠粘膜 ITF mRNA 的表达量明显下降。

同PN组相比 , EN组大鼠肠粘膜 ITF mRNA 的表达有所增加 , 两
组在伤后 3～ 7 d差异非常显著(P<0.01),见表 1。

表 1　烧伤大鼠肠粘膜 ITF mRNA原位杂交图像分析(D460 , x±s)

Tab 1　Changes of ITF mRNA in rat intestinal

mucosa after burn injury(D460 ,  x±s)

PBD1(n=8) PBD2(n=8) PBD3(n=8) PBD5(n=8) PBD7(n=8)
PN 442.00±94.68 294.00±107.58 189.83±54.87＊＊ 141.67±25.03＊＊ 143.17±28.59＊＊

EN 428.00±48.48 288.00±50.43 304.50±45.68■■ 248.00±37.99■■ 292.67±46.54＊■■

C 320.50±74.17

PBD:Day after burn;＊:P<0.05, ＊＊:P <0.01 vs C group;■

■:P <0.01 vs PN group

2.2　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF免疫组化染色的变化
　　ITF免疫组化阳性反应呈棕黄色 , 主要定位于杯状细胞 , 镜
下可见染色深浅不一的杯状细胞 ,总体印象是粘膜顶端的染色

较深 , 粘膜下端的染色较浅 ,见图 3、4。图像分析结果显示 , 从伤

后5 d起 EN 组 ITF阳性染色的吸光度值明显高于PN组 ,见表2。

图 1　PBD3 EN组大鼠肠上皮细胞 ITF mRNA阳性染色(←)　(原位杂交×400)
Fig 1　ITF mRNA expression in epithelium of EN rat intestinal villus at PBD3(←)　(ISH×400)

图 2　PBD3 PN组大鼠肠上皮细胞 ITF mRNA阳性染色(←)　(原位杂交×400)
Fig 2　ITF mRNA expression in epithel ium of PN rat intestinal villus at PBD3(←)　(ISH×400)

图 3　PBD5 EN组大鼠肠绒毛上呈 ITF阳性染色的杯状细胞(←)　(S-P×400)
Fig 3　ITF positive goblet cell in intestinal villus of EN group at PBD5(←)　(S-P×400)

图 4　PBD5 PN 组大鼠肠绒毛上呈 ITF阳性染色的杯状细胞(←)　(S-P×100)

Fig 4　ITF positive goblet cell in intestinal villus of PN group at PBD5(←)　(S-P×100)
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表 2　烧伤大鼠肠粘膜 ITF免疫组化图像分析(D460 , x±s)

Tab 2　Changes of ITF immuohistochemical reaction

in rat intestinal mucosa postburn(D460 ,  x±s)

PBD1(n=8) PBD2(n=8) PBD3(n=8) PBD5(n=8) PBD7(n=8)
PN 527.18±143.88 467.65±112.25 416.25±1.33.66 227.75±125.33＊＊ 202.00±88.13＊＊

EN 502.36±119.45 556.33±206.54 522.33±113.67 487.80±133.25■ 452.75±109.33■

C 557.33±112.75

＊＊:P <0.01 vs C group;■:P <0.05 vs PN group

2.3　烧伤大鼠肠粘膜 ITF 含量的变化
　　ITF 在伤后第 1 天有一过性增加 , 随后逐渐降低 ,从第 3 天
起大幅下降 ,伤后 7 d降至最低点 ,两组相比 , EN 组在伤后3 ～ 7

d 显著高于 PN 组(P <0.01),见表 3。

表 3　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF含量的变化(ng/ g , x±s)

Tab 3　Changes of ITF content of intestinal mucosa

in burned rats(ng/ g , x±s)

PBD1(n=8) PBD2(n=8) PBD3(n=8) PBD5(n=8) PBD7(n=8)

PN 588.16±100.30＊ 343.67±51.83 127.67±45.51＊＊ 98.67±40.25＊＊ 15.83±4.40＊＊

EN 555.83±209.43 362.17±50.91 258.83±45.72＊＊■■258.00±66.07＊＊■■ 129.16±46.16＊＊■■

C 369.33±65.56

＊:P <0.05, ＊＊:P <0.01 vs C group;■■:P <0.01 vs PN group

3　讨论

　　营养支持是烧伤救治的重要一环 ,烧伤病人的营
养支持依靠静脉和胃肠两条途径 ,二者各有利弊及适
应症[ 6 ,7] 。为探讨不同营养支持途径对创伤后肠道损
伤和修复的影响 ,我们采用完全相同的营养液进行肠
道和静脉营养效果的对比研究 。
　　实验结果显示 ,正常情况下肠粘膜中有一定量的
ITF mRNA表达 ,主要分布于杯状细胞 ,特别是绒毛上
部的杯状细胞中有较高表达。提示 ,只有成熟的杯状
细胞才能分泌 ITF。烧伤早期 ITF 的表达有一过性增
加 ,随着伤情的加重 , ITF mRNA表达明显下降 ,显著低
于伤前 。图像分析显示 ,尽管肠道营养不能逆转 ITF
mRNA表达下降的趋势 ,但下降幅度明显低于静脉营
养组 ,伤后 3 ～ 7 d两组存在显著性差异(P <0.01)。
免疫组化结果显示 ,正常情况下大鼠肠道有较多的
ITF阳性细胞 ,其定位同 ITF mRNA完全一致 。主要分
布于肠绒毛杯状细胞中 ,而且绒毛顶部和底部的杯状
细胞着色深浅不一 ,说明 ITF 的分泌量在不同的杯状
细胞中存在明显差异 ,并与其成熟度有关 。与原位杂
交不同的是 , ITF 阳性的杯状细胞不论染色深浅均为

整个细胞着色 ,而 ITF mRNA 的表达仅位于杯状细胞
的边缘 ,说明杯状细胞中仅有很小的一个区域是合成
ITF的 ,而 90%以上的区域是储存已合成的 ITF 及粘
液的。烧伤后 ITF 下降的速度不及 ITF mRNA变化明
显 ,提示烧伤后杯状细胞中 ITF 含量的变化不完全同
于其 mRNA的变化 。烧伤后 ITF(二聚体)的含量低于
伤前 ,特别是伤后 5 ～ 7 d有一个明显的下降过程 ,同
伤前相比 ,最大可相差 25倍 。同静脉营养相比 ,肠道
营养能明显抑制 ITF 下降的幅度 ,伤后 3 ～ 7 d EN组明
显高于 PN组 。说明不同营养支持途径改变的不仅是
ITF的总量 ,更为重要的是改变了 ITF 的构成比例。生
理状况下 ,肠道分泌的 ITF 有两种形式 ,单体和二聚
体。Thim等[ 8]研究发现 ITF 可根据周围组织中氧化还
原电位的不同而分别以单体或二聚体的形式存在 。由
于只有二聚体才能同粘液糖蛋白稳定结合 ,因此 ITF
二聚体含量的变化比 ITF总量的变化更具意义 。我们
的结果显示 ,肠道营养较静脉营养能显著减轻伤后
ITF特别是二聚体形式 ITF 的下降幅度 ,这可能是肠道
营养在维护粘膜结构 ,保护肠粘膜屏障等方面优于静
脉营养的机制之一。
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然而不少文献指出桩钉并不能增加根管治疗牙的抗根折强

度[ 2 , 3] , 而一旦发生根折 ,那么只能将此牙拨除。保留更多的牙

体组织是提高抗根折强度的有效方法
[ 3]
。 因此 , 我们在牙体预

备设计中体现了尽量保存牙体组织的原则 , 使桩钉与唇侧核仅

通过切端倒“凹”字形的凹沟相连。增强了固位力:若单纯大量
磨改反牙合牙的牙冠后 , 即以 PFM 全冠修复治疗 , 则冠的固位往

往不足 ,尤其是预备后的牙体唇舌径薄 , 影响固位。我们在牙
体唇侧制备了与牙冠正常倾斜度一致的铸造核 , 有效地增加了

唇舌径 ,并且也可在唇面向切端方向适当延长 , 增加切龈距 , 提

高固位力。注意事项:我们认为以下情况不宜应用本方法:①

牙列严重拥挤 ,反牙合牙已被邻牙严重挤向腭侧。 ②反牙合牙的
下颌牙已超过上颌牙冠的 1/2。 ③反超牙合过大者。
　　关键词:前牙反牙合;修复;桩核

　　中图法分类号:R783.1　　　文献标识码:B
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