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大鼠小肠降钙素基因相关肤在肠型放射病时的变化

吴 康 蔡文琴 (组胚教研室 )

提 耍 本文应用免疫细胞化学 (整装分层铺片和恒冷箱冰冻切片 )和放射免疫测定 技术
,

对大鼠小肠降钙素基因相关肤 ( C G R P ) 的分布特征及其在肠型放射病时的变化进行了观察
。

结果表明
:

小肠各层均有丰富的 C G R P
一

免疫反应性 ( C G R P
一

)I 神经
,

以肌 间神经 丛
、

粘 膜

下神经丛和粘膜神经丛密度为高
,

小肠壁内小血管及肠腺周围也较丰富
,

在肌间和粘膜下神经丛中

见有一些 C G R P
一

I神经细胞
。

肠型放射病时
,

小肠 C G P R水平有一双相改变
,

2 4 h下降
,

48 和 7 h2

升高
。

以上结果提示
,

C G R P可能与胃肠道运动
,

吸收
,

分泌
,

感觉和局部血流的调节有关
,

C G R P

在A I R S时可能有一应激性释放
,

并通过多种途径
,

尤其是影响局部血流和增加血管的通透性
,

参

与A I R S的损伤机制
。

关幼饲 小肠 , 降钙素基因相关肤 , 免疫细胞化学 , 放射免疫测定

降钙素基因相关肤 ( e a
l
e i t o n i n g e n e 一 r e

l a t
e d p e p t id e ,

C G R P ) 是近年来应用重组 DN A

技术后发现的一种新肤《 ’ 》。 目前关于它的研究报告
,

尤其是在胃肠道方面报告较少
。

肠型放

射病 ( a e u t 。 1n t e s t i n a l
r a d i a t i o n s i e k n e s s ,

A I R S ) 是核战争与核事故中常见放射病类型之

一
,

从 50 年代起
,

许多学者对其进行了系统研究 (2)
。

有 资 料表 明
,

神 经 体 液因素参与了

A IRS的疾病过程 (“ ) 。 本文用免疫细胞化学 ( i nr nr u n o e y t o e hem i s t r y
,
IC C ) 和 放 射 免 疫分

析 ( r a d i o im m u n o a s s a了 ,

R IA ) 技术
,

对大鼠小肠 C G R P的分布及其在A I R S时的变化进 行 T

形态观察和定量分析
,

以期为 A IR S发病机制和抗放损伤的研究提供线索和资料
。

1 材料与方法

1
.

1 实脸动物

S p r a g u e一 D a w l e y纯系成年大鼠 62只

ZoG y
,

分别于照后2 4
、

4 8和 7 2 h取材
。

表 1 实 验 动 物 分 组

(体重 180 一 3。。g)
,

按表 1 分组
,

全身 1 次性 6 OC 。 丫一

射线照射

组 别 IC C R IA

000nU
,二1二.上,孟0

,占4

月任4

正 常 组

照后 24 h 组

照后 48 h组

照后 72 h 组

1
。

2 IC C

动物腹腔麻醉
,

改良Z a m b o in
’ s液心脏灌注 后

浸饱固定
,

恒冷箱冰冻切片和分层铺片
,

PA P法免

疫染色
。

IC C主要试剂表见 2

1
.

3 R IA

断头处死动物
,

经煮沸称重 (全小 肠 )
、

匀

浆
、

离心等
,

取上清液分装于 一 20 ℃备用
。

另设样

品及标准品回收组
,

与样品同时处理和测定
。

以氯

胶
一

T法自制’ 2 5卜 C G RP
。

R I A主要试剂见表 3
。

1
.

4 数据 处理及统计

以各浓度标准品看特异结合率对 〔CG R P〕含址拟合
,

求 出最 佳关系方程
,

作 为理论标准曲线予阅
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〔C R GP〕
。

再进行单因素方差分析
,

表 2

并对各组均值进行显著性检验
。

I C C 主 要 试 剂 一 览 表

主 要 试 剂 种属来源 工作效价

T y r 一

C G R P (合成 )

兔抗 C G R P (合成
,

大鼠 )

羊抗兔血清

P A P复合物

大鼠

1 一6 0 0 0

1 : 3 0

1 : 8 0

生 产 来 源

P e n i n s u l a L a b I n e

P e n i n s u l a : L a b I n e

第二军医大学生理

同 上

兔羊兔

表 3 R I A 主 要 试 剂 一 览 表

试 剂 种鼠来源 生产来源 工作浓渡

T y r 一

C G R P (合成 )

抗 C G RP ( R IA )

抗兔血清

正常兔血清

大鼠 P e n i n s u l a L a b I n e

P e n i n s u l a L a b I n e

上一医红旗制药厂

自制

1 0
.

ZP g /竹

1 : 2

1 : 8

羊羊兔

2
。

1

结果

大鼠照后表现及病理特征

大鼠照后随着时间的增加出现厌食
、

反应迟钝
、

水样便至血水便 , 胃
、

小肠充 盈
,

含水样物 , 绒毛微

粒感不清至消失 , 光镜下见绒毛及肠腺上皮细胞肿大 ( 2h4 )
,

上皮细胞开始脱落 (组s h )
,

至照后 7 h2 绒毛及肠

腺上皮完全脱落
、

腺腔空虚
,

粘膜表面光滑
。

2
。

2 IC C

2
.

2
.
1 正常组 小肠各层均有 C G R P

一

免疫反应 性 ( C G R P
一

i m m u n o r e a e t i v e
,

C G R P
一

I ) 神经分布
,

以粘膜
、

粘膜下层和肌间神经丛密度为高
,

在肌间丛呈网格 状分布
,

在环肌与平滑朋走向一致 , C G R P
一

I

纤维还常沿小肠壁内血管走行形成血管周围丛
,

在肠腺周围及绒毛内 也较丰富 (图 3
,

4 )
。

C G R P
一

I 神

经细胞见于肌间丛和粘膜下丛
,

以后者略多 (图 1
,

2 )
。

事
、

之
全

夕 竿

莎下…沪之

飞 礴
撰贫 一

图 1 空肠切片
,

显示肠腺周围及粘膜下层中的 C G R P
一

l

纤维
,

箭头所示 为粘膜下层 C G R P
一

I神经细胞体
。 x 6 0 0

图 2 空肠粘膜下层铺片
,

示粘膜

下 C G R P
一

I神经节丛
,

箭头所示为

C G R P
一

I神经细胞体
。 x 5 0 0



图 3 空肠粘膜固有层铺片
,

示 C G R P
一

I纤维围绕肠

腺呈环状分布
。 x 5 00

图 魂

维网
。 x

2
。
2

。
2 照后 72 h

,

粘膜层内G R P
一

I神经密度略有增加
,

一

}
一

二指肠切片
,

示绒毛中的C G R 尸纤

5 0 0

寸j卜歹11紊乱
,

正常肠腺周围的环形仆布

消失 (图 5
,

照射组

6 )
。

图 6 照后 72 h空肠粘膜固有层铺片
,

示C G R P
一

I

图5 照后 72 h
,

空肠切片 (见结果 2
.

1) x s。。 。

纤维密度增加
,

环形分布消失
。 x 500

2
。

3 R IA

照后
,

全小肠 C G R P含量先下降 ( 2h4 )后回升 ( 48 h)
,

再下降 ( 7h2 )
,

但仍高于正常
,

各组间均相差非常

显著 ( P < 0
.

0 2 ) , 照后魂s h和 7 2 h ,

单位小肠组织 C G R P含量显著高于正常组 及 2组h 组 ( P ( 0
.

0 1 ) , 小肠

重量在 2 4 h
、

4 s h呈进行性下降 ( P ( 0
.

0 1 )
,

7 2h仍轻微下降
,

但仍低于 2 4 h组 ( P < 0
.

0 2 )
。

表 4 大 鼠 照 射 前 后 4 项 指 标 变 化

时 间
( h )

体 重
( g )

小肠重量
( g )

每克湿组织
C G R P ( n g / g w t )

小肠 C G P R总量
( n g /只 )

对照组

2 4 h 组

4 8 h 组

7 2h 组

2 5 8
。
4士1 5

。
6 2

26 1
.

6士 1 0
.

2 5

2 5 7
。
4士 1 1

。
3 3

21 6
。
5士 13

。

6 4

1 3
.

5 6士 0
。
5 4

9
.

0 1士0
。
3 0

5
.

8 1士 0
.

2 0

5
。

2 8士 0
。

3 0

5 9
。
5 9士 4

。
8

6 1
。
1 1士 8

.

0

1 8 7
.

6 7士2 9
。
0

1 7 8
。
8 6士2 2

。
8

8 1 3
。
0 6士 32

。
5 9

5 5 0
。

6 9士 1 9
。
4 6

1 0 8 9
。
4 2士 3 8

。
6 3

9 4 4
。
9 0士 5 6

.

3 7

3
。

1

讨论

大鼠小 肠 C G R P的分布特征和意 义

本文结果表明
,

大鼠小肠 C G R P
一
I物质的分布

,

除少量存在于内分泌细胞中外
,

主 要以

神经肤形式存在于 C G R P
一

I神经细胞和纤维中
, C G R P

一
I纤维在各层均有分布

,

但 以 粘 膜
、

粘膜下层和肌间神经丛密度为高
,

并常沿肠壁血管走行形成血管周围神经丛
,

在 肠 腺 周 围

呈环状分布
,

在绒毛内也有较高密度
,

并发出分枝伸达上皮
。

大鼠小肠绒毛的血管丛呈喷泉

垫
,

外源性 c G R P可引起血管
,

尤其是器官内的小血管强烈扩张
,

血压下降“ ,
。

另有资料表



明
,

C C RP是胃酸的一种强抑制剂
,

并影响多种胃肠激素的分泌
,

参与小肠运动等
。

结合本

文结果
,

C G R P可能与小肠的运动
、

吸收
、

分泌
、

感受和局部血流的调节有关
。

3
.

2 C G R P在A IR S时的变化及其意义

本文采用大鼠全身性一次性受照 20 G y ,

从临床表现
、

病程及光镜下病 理改 变 等方面

看
,

巳造成典型 A IR S模型 “ )。 由于 A IRS 时
,

小肠粘膜上皮脱落明显
,

而肤类物质 (本文

为C G R P ) 在小肠各层常为不均匀分布
。

故本文认为以全小肠和单位小肠组织 C G R P含量综

合考虑其在 A IR S时的变化趋 势和意义较为客观
。

目前认为
,

辐射对机体的作用主要是通过①神经元途径 ,②内分泌途径和 ,③毒血症等机

制介导的 ( 7 ) 。 本文 IC C结果显示
,

照后 7 h2 小肠粘膜 C G R P
一
I 神经密度略有增加

,

RI A结果

显示
,

照后小肠 C G R P含量呈明显变化
,

提示 C G R P参与 了 A IR S 的全身性应激反应
。

由于

正常大鼠小肠 C G R P 主要分布于肠神经系统
,

且照后内分泌细胞随小肠上皮脱离
、

小肠重量

进行性减低时
,

小肠 C G R P含量却明显升高
,

这说明小肠的 C G R P 可能主要是以神经肤的形

式参与 A IR S的神经元机制
。

C G R P可能通过多途径或多个环节参与A IR S 的一系列病理生理过程
,

其中主要可能是
:

①对局部血流的影响 :
C G R P具有强烈的扩血管作用

,

尤其是器官内的小血管
。

大量资料

表明《 8) ,

照后早期
,

小肠血流量 增 加
,

血管扩张
,

晚期 则相反
。

本文结果显示
,

大鼠小肠

C G R P
一

I神经形成血管周围丛
,

且照后小肠 C G R P 含量 (在小肠重量下降时 ) 呈现一个早期

下降
、

晚期升高的双相变化
。

这说明 C G RP可能与上述A IR S时的病理生理变化有关
。

②增加血管通透性 :
C G R P 可增加血管的通透性

,

并与速激肤类
、

缓激肤类有迭加作

用 (“ )
。

A I R S时小肠 S P的变化趋势与本文中C G R P的变化趋势非常相似 ( ` o ) , 结合 S P与C G R P

在小肠有共存的事实
,

C G R P 可能在照后与 S P 共同参与应激反应
,

二者协同作用
,

使小肠

血管通透性增加
,

从而加重 A I R S时已有的病理生理变化
。

综上所述
,

C G R P 在 A IR S 时可能有一应激性释放过程
,

并通过多环节或多途径
,

尤其

是影响局部血流和增加血管通透性
,

参与A I R S的损伤机制
,

这与 A I R S的发病机制之一—“
血管通透性增加学说

”
相吻合 ( ` 》 。
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C ha ng e o fC a le i to ni n Ge ne 一
Re la te d Pe P ti de i nSm a l l In te s ti e n

o f Ra tsi nA e u te In te s ti a n l Ra di a ti o ni Se k e ns s (A IRS )

W u Ka ng a n dC a i W
e ni q n (D

e
pa r tm e n to f Hi ` to log y &Em b ry o log y

.

T hi r dM i li ta ry M e di e a
C lo l l

eg e
)

By s ui ng i m m o e u ny to e he m i s t ry ( t五e w五o le m o u n ts te r te h p re pa ra ti o na s力 d

e ry o s ta tse e ti o ns
)

,

a n d r a d i o i m m u n o a s s a y , t h
e e h a r a e t e r i s t i e s o f d i s t r ib u t i o n o f

e a l e i t o n i n g e n e 一 r e l a t e d p e p t i d e ( C G R P ) i n s m a l l i n t e s t i n e o f r a t s a n d i t s e h
a n g e

i n a e u t e i n t e s t i n a l r a d i a t i o n s i e k n e s s a r e s t u d i e d
。

T h e r e s u l t s s h o w t h a t a
l l l

a -

y e r s o f t h e s m a
l l i n t e s t i n e a r e r i e h i n C G R P

一
i m m u n o r e a e t i v e ( C G R P

一
I ) n e r v e s w i t h

a h i g il d e n s i t y i n t h
e m y e n t e r i e

, s u bm u e o s a l
a n d m u e o s a l p l

e x o s e s
.

A l
s o i t h a s

a r a t h e r
h i g h d e n s i t v a r o u n d th e s m a l l b l o o d v e s s e

l
s o f t五e s m a

l l i n t e s t i n e a n d

i n t e s t i n a l e r y p t s
.

S a m e C G R P
一
1 n e u r o n s a r e s e e n i n t il e m y e n t e r i e a n d s u b m u e o s a

l

p l
e x u s e s 。

I
n A I R S t h

e l e v e l o f C G R P i n s m a l l i n t e s t i n e h a s a d o u b l
e 一 p il a s e e h a n g e

w h i e h 15 l o w e r at t h e 2 4 t h h f o l l o w e d by
a h i g h

e r
l e

v e l a t 4 8 t h h
,

7 2 t h h a f t e r

t h e
e x p o s u r e 。

T h e r e s u l t
s i n d i e a t e t h a t C G R P m a y b e r e l a t e d t o t h e r e g u l

a t i o n

o f m o t i l i t y
, s e e r e t i o n , a b s o r p t i o n s e n s a t i o n a n d r e g i o n a

l b l
o o d f l o w o f t h e g a s t r o -

i n t e s t i n a
l t r a e t

.

C G R P 15 p r o b a b l y
r e
l
e a s e d u n d e r t h e s t r e s s o f A IRS a n d p a r t i

-

e ip a t e s i n t h
e m e e

h
a n i s m o f i n j

u r y o f A I R S t h r o u g h m u l t ip l e w a y s ,
i n p a r t i e u

-

l a r
, t h e i n f l u
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