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　　提　要　目的: 通过束缚冷冻大鼠模型 ,观察急性胃粘膜病变过程及胶原溶液的预防效果。方法: 采用胃

粘膜电位差测定、血流量测定、损伤指数的判定及胃液 H+ 浓度测定和胃粘膜亚硝酸根含量测定等 ,进行综

合分析评价。结果: 试验组大鼠胃粘膜电位差 ,血流量及 NO浓度显著下降 , H+ 浓度及胃粘膜损伤指数明显

上升。预防组大鼠上述各项检查测指标均有不同程度的改善与缓解 ( P < 0. 01或 0. 05)。结论: 血液灌流不足

导致的缺血缺氧是冷束缚应激引起胃粘膜损伤的一个重要因素。胶原溶液能够保护胃粘膜屏障的完整性 ,缓

冲胃酸 ,促进血小板凝聚 ,减轻各种因素对胃粘膜的直接损伤。
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　　中图法分类号　 R573

　　急性胃粘膜病变 ( Acute gast ric muco sal lesions,

AGM L)是重危病人常见的并发症之一 ,由它所致的

上消化道出血 ,死亡率较高。本实验旨在应用动物模型

观察胶原溶液预防 AGM L的作用 ,并探讨其作用机

制 ,为临床应用提供依据。

1　材料与方法

1. 1　动物模型及分组
　　健康雄性 Wista r大鼠 ,体重 160± 20 g ,共 30只 ,随机分为 3

组: 正常组、实验组、预防组各 10只。大鼠禁食 48 h ,不禁水 ,将

实验组大鼠束缚于固定架 ,置 4℃冰箱 4 h ,造成应激性胃粘膜

损伤模型 [1] ;预防组在冷束缚前 30 min一次性喂胶原溶液 3

ml,作胃粘膜保护剂 ,其它处理相同 ;正常组禁食 48 h ,不禁水 ,

不做束缚冷冻。除正常组外 ,各组动物均在致伤 4 h后麻醉下获

取标本及各项检测数据。

1. 2　观察指标
1. 2. 1　胃粘膜电位差测定　　将胃沿大弯侧剪开 ,暴露胃粘

膜 , Ag /AgCl测定电极轻触于上 ,参比电极接触腹部切口皮下 ,

在 810型 pH计上读出稳定电位值 ,单位用 mV表示。

1. 2. 2　胃粘膜血流量测定　　天津南开大学研制的 LDF-3型

微循环多普勒血流仪 ,待数值调零稳定后用激光探头轻触胃粘

膜 ,记录读数 ,该读数代表了单位时间内通过被测组织微区的

血细胞量。每个部位测 3次 ,以平均值表示。

1. 2. 3　胃粘膜损伤指数的判定　　等渗盐水冲洗胃粘膜后 ,

根据胃粘膜脱落、溃疡和出血范围 ,按 Guth标准 [2]判定和计算

胃粘膜损伤指数。

1. 2. 4　胃液 H+ 离子浓度测定　　胃液经离心沉淀 ,取上清液

0. 5 ml,用已标定 0. 2 N /L NaOH溶液 ,在微量滴定装置上滴定

到 p H7. 0。根据NaOH的消耗量计算出胃液 H+浓度 (mmol /L )。

1. 2. 5　胃粘膜亚硝酸根 ( NO-
2 )含量测定 [3]　　收集全胃粘

膜 ,匀浆后取上清液分别加入 0. 1%雷佛奴尔 200μl, 12 N

HCl400μl,双蒸水到总体积 2 ml,利用 NO代谢产物 NO-
2与 2-

乙氨 -6, 9-二氧基吖啶在盐酸作用下反应生成樱桃红色原理 ,在

紫外分光光度计 520 nm波长上比色 ,以每 0. 1 g组织中含 NO-
2

量间接代表 NO浓度。

2　结果

2. 1　胃粘膜电位差
　　正常大鼠胃粘膜电位差为 22. 10± 5. 27,实验组冷束缚后

电位差明显下降 ,为 11. 46± 5. 25,两组相比相差非常显著 ( P

< 0. 01)。预防组为 16. 98± 4. 84,与实验组相比相差亦显著 ( P

< 0. 05)。

2. 2　胃粘膜血流量变化
　　实验组束缚冷冻后胃粘膜血流量大幅度下降 ,为 23. 65±

10. 65,明显低于正常组大鼠 57. 20± 11. 75( P < 0. 01)。预防组

提前给药予以保护后 ,虽经束缚冷冻 ,但胃粘膜血流量仍能保

持在较高水平 37. 49± 5. 87,与实验组相比差异显著 ( P <

0. 01)。

2. 3　胃粘膜损伤指数
　　正常大鼠胃粘膜完整 ,淡红色、质地柔软、皱折均匀 ,肉眼

未见明显胃粘膜损伤迹象。试验组大鼠胃粘膜水肿糜烂 ,有大

量铁锈色血凝块附着 ,溃疡呈多发性、弥漫性黑色点线状 ,不易

计数 ,常发生于胃体部 ,胃粘膜损伤指数 18. 40± 8. 35。在冷束

缚前喂胶原溶胶给予预防的大鼠 ,胃粘膜水肿明显减轻 ,溃疡

呈少量单个存在 ,发生率下降 ,可见到白色胶原凝块 ,胃粘膜损

伤指数显著下降到 7. 9± 2. 13( P < 0. 01)。

2. 4　胃液 H
+浓度

　　正常组为 118. 0± 41. 2 mmo l /L;实验组 186. 9± 74. 7

mmo l /L ,胶原预防组 96. 4± 57. 2 mmo l /L ,后两组相比相差非
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常显著 ( P < 0. 01)。

2. 5　胃粘膜 NO
-
2浓度

　　正常大鼠胃粘膜 NO-
2浓度为 1. 15± 0. 46,实验组下降非

常明显为 0. 69± 0. 15( P < 0. 01) ,预防组应用胶原给予保护

后 , NO-
2量接近正常值 ,为 1. 04± 0. 44,与实验组相比相差非常

显著 ( P < 0. 01)。

3　讨论

　　正常情况下胃粘膜屏障可分为两部分 ,粘液一碳

酸氢盐屏障 ,构成粘膜前保护机制的第一道防线 ;粘膜

上皮细胞顶部的脂蛋白层和细胞间的紧密连接构成第

二道防线-“解剖屏障”。任何原因造成上述两道防线的

功能降低 ,都将导致胃粘膜组织的损伤 [4 ]。我们用自制

的 Ag-AgCl电极观察了各组大鼠胃粘膜电位差。电位

差是粘膜对 H
+
、 Na

+
、 K

+
、 Cl

-
等离子的运转所致 ,电

位差值取决于各种离子流在粘膜两侧的梯度差及其粘

膜组织结构所具有的电阻抗 ,因此它的变化可代表和

反映胃粘膜屏障的损伤程度。本研究发现大鼠在 4℃环

境放置 4 h后 ,胃粘膜电位差明显降低 ,仅及正常大鼠

的一半。而胃液中 H
+浓度迅速上升 ,提示伤后胃粘膜

电阻抗发生改变 ,离子通透性增加 ,缓冲中和 H+ 的能

力下降 ,致使 H
+
沿梯度浓度弥散入胃粘膜内 ,大量堆

积 ,造成胃粘膜组织的严重损伤。NO在生理状态下可

以扩张血管 ,与其它舒缩血管因子共同调节器官的局

部血流 ,维持血管正常张力。在病理状态下或者 NO减

少 ,或增高不足以对抗大量产生的缩血管物质 ,均导致

胃部血管收缩、阻力增加。同时由于应激反应引起交感

神经兴奋 ,肾上腺髓质分泌儿茶酚胺增加 ,机体为了保

证心脑等重要器官的血流供应 ,重新进行灌流分布 ,胃

肠道血供明显减少 ,我们发现束缚冷冻后 ,实验组大鼠

胃粘膜 N O
-
2浓度和血流量迅速下降 ,粘膜损伤指数明

显上升 ,色泽从淡红色转而苍白 ,提示粘膜下血管收

缩、血液灌流不足导致的缺血缺氧是束缚冷冻应激引

起胃粘膜损伤的一个重要因素。

　　预防组大鼠提前 30 min喂胶原口服液给予保护

后 ,同样置 4℃环境冷冻 4 h,各项检测指标较实验组均

有明显改善 ,胃粘膜电位差显著下降 ,胃粘膜损伤程度

得到缓解 ,胃粘膜血流量及胃液 H+ 浓度均有明显改

善。胶原本身有促进表皮细胞、粘膜细胞及肠粘膜上皮

细胞贴壁、增殖的作用早已为人们所认识。实验结果提

示胶原溶液进入鼠胃后 ,可在胃粘膜上形成保持层 ,维

持粘膜屏障的完整性 ,它特有的弱酸性 ,能够减轻部分

胃酸及胃蛋白酶对胃体的自身消化。由于胃粘膜糖原

储备较少 ,能量代谢对缺血十分敏感 ,在粘膜供血不足

的情况下 ,胶原中所含的糖蛋白可以增加胃粘膜粘液

及粘膜细胞 DN A含量
[5 ]
。参与对胃粘膜的保护作用。

此外 ,胶原蛋白能够激活某些凝血因子 ,促进血小板凝

聚。胶原溶液中添加的利多卡因还可对抗儿茶酚胺引

起的缩血管反应 ,改善胃壁血液循环 ,提高胃粘膜的抗

损伤能力
[6, 7 ]
。
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Preventive ef fects of collagen solution on acute injury of the gastric mu-

cous membrane in rats
Wang Xu, Li Genfeng , Yang Zongcheng ( Resea rch Institut e of Burns, South west Hospital, Third M ilitary M edical Univ er-

sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investig ate the pr eventiv e effects of co llag en solution on acute injur y of the gas-

tric mucous membrane. Methods: After th e bound and fro zen model w as established in rats, the blood flow ,
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H+ concentra tion, damage index and NO concentration in the gastric mucous membrane w ere

determined. Results: In the experimental g r oup, the po tential diffe rences, blood flow and NO concentra tion

in the gastric mucous membrane w ere significantly decr ea sed while the H+ concentra tion and damage index in

it significant ly incr ea sed. Administra tion of co llag en solution to the ra ts in th e expe rimental g r oup befo rehand

resulted in the r esto ra tion o f the above indices ( P < 0. 01 o r 0. 05) . Conclusion: The ischemia and hypoxia

caused by insufficient blo od perfusion is one of the impo rtant facto rs in the pa thogenesis of injury o f th e gas-

tric mucous membrane induced with bound and fr o zen irrita tion. Administra tion of co llag en solution to the

ra ts can prevent the direct injury of va rious fac to r s to the gast ric mucous membrane through maintaining the

intactness o f th e gastric mucous membrane, buffe ring gastric acid, improving coacerv a tion of the pla telets

and incr easing the cellular DNA content.

　　 Key words　 ir rita ble injur y o f the gast ric mucous membrane; co llag en; prevention; rat

　　 (上接 39页 )

　　本研究发展新的抗介质基因治疗策略通过应用急性相蛋

白启动子 (血清淀粉样蛋白 A) SAA3启动子对治疗基因 (白介

素 -10)表达进行调控 ,调控 IL-10在局部组织表达 ,使其表达有

可控制性 ,呈自适应表达。IL-10作为目的基因可广泛地下调单

核 /巨噬细胞系统活化及广泛控制多种炎性介质产生 ,而又不

致过度表达抑制免疫功能及防御能力 ,使炎症反应控制在适度

水平。观察 hIL10基因转染对 LPS休克模型的保护作用。探索

供细胞因子基因治疗中目的基因受机体病理信号调控的方法

—— 炎症诱导性启动子指导的目的基因表达的可能性及利用

基因治疗方法探索对失控性炎症信号级联途径的中断及阻滞

作用。

　　主要的实验结果及结论如下:

　　 ( 1)血清淀粉样蛋白 SAA3增强子 /启动子表达体系其体

外、内的诱导表达活性分析。脂质体包裹的 pSAA3CAT转染的

肝细胞株 SM M C7721与单核细胞 U937有低水平报告基因

C AT的表达 , r IL-6+ rIL-1联合活化肝细胞株 SM M C7721可迅

速诱导报告基因表达 , 6 h开始启动 , 24 h达峰值 , 72 h时已下

降 ; LPS可启动转染单核细胞 U937细胞报告基因的表达 ; r IL-

6+ r IL-1可剂量依赖性增加转染肝细胞 SM M C7721及单核细

胞 U937细胞的 CAT表达。

　　腹腔注射脂质体包裹 pSAA3CAT体内基因转染 ,内毒素

攻击可诱导报告基因主要在肝脏表达 , LPS攻击转染鼠肝脏

C AT 12 h即可检出 , 24 h达峰值 , 120 h仍可检出 ;肝 CAT表

达水平与 LPS剂量有剂量一效应关系。

　　 ( 2) IL-10诱导性表达载体构建及体内、外表达分析。利用

SAA3启动子 5′区 ( - 306 bp-+ 47 bp)片段连接 h IL10基因构建

真核表达载体 , p SAA3-h IL10成功表达于腹腔巨噬细胞及肝 /

kupffer细胞 , hIL10特异性引物 RT-PCR分析、 W estern blo t

分析证实该表达载体成功转移并转录出完整的 mRNA分子并

翻译出 h IL10分子。

　　 RT-PCR分析证实转染 p SAA3 h IL10的腹腔巨噬细胞 ,

hIL10表达有炎症诱导性。单剂量 LPS诱导 h IL10表达持续时

间为 120 h , LPS活化后 12 h即有 hIL10蛋白表达 ,峰值在 24～

48 h, 96 h h IL10已显著下降 ;同时可观察到 LPS活化转基因

M 细胞 TNF-α产生显著减少 ( 37. 6% ) ,显著下调 IL-6的产生

( 42. 8% ) ;在肝 /kupffer细胞混合培养系统 , IL-10转基因下调

混合培养系统 TNF-α产生 ( 57. 7% ) ,显著抑制 IL-6的产生

( 36. 8% );减轻 LPS活化后肝细胞的损伤 ,降低 AST、 ALT、

LDH的升高 , P < 0. 05。

　　在小鼠内毒素血症模型 ,腹腔注射 pSAA3 hIL10转基因 ,

RT-PCR分析证明脂质体包裹 DNA复合物可有效地体内转基

因 , LPS可诱导转录出完整的 h IL10 m RN A分子并有效地翻

译出 h IL10蛋白。 LPS显著诱导外源 h IL10在小鼠肝脏表达

( m RN A) ,一次剂量的 LPS攻击后 5 d内小鼠肝脏均有 h IL10

表达 ;烫伤可显著延长 hIL10的表达 ( 10 d内可检出 ) ;基因转

染处理小鼠在 LPS攻击后小鼠血清 TNF-α下降 44. 75% ～

53. 66% ,血清 IL-6下降 38. 02% ～ 38. 1% , P < 0. 05。

　　 ( 3) IL-10基因转染对烫伤小鼠肝脏局部炎性分子表达的

抑制作用。原位杂交显示 h IL10基因转染预处理显著减少烫伤

小鼠肝脏 TNF-α表达 ,减少肝脏 iNOS的表达 ,抑制肝脏粘附

分子 IC AM -1 m RN A表达。IL-10基因转染预处理烫伤组形态

学观察显示肝细胞水肿 ,肝细胞局灶性坏死减轻 ;电镜观察肝

细胞、 Kupffer细胞、内皮细胞超微结构病变减轻。基因转染处

理抑制小鼠肝脏局部炎症介质分子的表达对肝细胞损伤 ,肝组

织形态学的改变有一定的意义。

　　 ( 4) IL-10基因转染提高内毒素血症小鼠的存活率。0. 5～

1. 0μg重组人 IL-10可显著减少 LPS( 350μg /mouse)攻击小鼠

的死亡率 ; hIL10基因转染显著提高 LPS攻击小鼠的存活率 ,

基因转染预处理组内毒素血症小鼠的存活率为 42. 6% ,而对照

组的存活率为 26. 8% ( 72 h ) , P < 0. 05。

　　关键词　白细胞介素 -10; SAA3启动子 ;报告基因 ;基因治

疗 ;巨噬细胞 ; Kupffer细胞 ;内毒素 ;烫伤 ; RT-

PCR; TN F-α; IL-6; iNOS; ICAM -1

　　中图法分类号　 R644
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