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酸性成纤维细胞生长因子对大鼠缺血／再灌注损伤 

肠上皮细胞丝裂素活化蛋白激酶的影响 

郑曙云 付小兵 徐建 国 孙 同柱 

【摘要】 目的 观察外源性酸性成纤维细胞生长因子(aFGF)对大鼠缺血／再灌注(I／R)损伤后肠上皮细 

胞丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)活性的影响，并探讨其与肠上皮细胞增殖能力变化的关系。方法 采用大鼠 

肠系膜上动脉夹闭法制备缺血 45 min后再灌注动物模型 1 32只Wistar大鼠随机分为假手术组、I／R组、 

aFGF处理组(再灌注即刻颈静脉注射aFGF 4 f上g)及细胞外信号调节蛋白激酶(ERK 1／2)阻断剂 PD98O59预 

处理组(缺血前尾静脉注射 PD98O59 7．5／lg，再灌注即刻静脉注射 aFGF 4 g)。检测缺血前，I／R 15、30 min 

及 1、2、6、12和 24 h时肠上皮细胞增殖能力和 MAPK活性。结果 aFGF处理后肠上皮细胞增殖明显增加， 

同时MAPK活性显著增高。用 p44／p42 MAPK(ERK1／2)阻断剂 PD98059可抑制ERK1／2的活性 ，使肠上皮 

细胞增殖减少。结论 aFGF可促进 I／R损伤后肠上皮细胞增殖，并可能与其激活肠上皮 MAPK有关。 
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[Abstract] Objective I'o investigate the effect of acidic fibroblast growth factor(aF( F)on t)44／I)42 

mitogen—activated protein kinase (p44／p42 MAPK，extracellular signal regulated protein kinase， 

ERK1／Z)activity in smallintestina1 epithelium in rat after isehemia／reperfusion(1／R)iniurv and its relation 

with the change in small intestinal epithelum in rat after I／R injury as well as the change in proliferation of 

epithelia1 cells． Methods Superior mesenteric artery (SMA) was occluded to produce ischemia of the 

intestine for 45 minutes followed by reperfusion to reproduce I／R injury．One hundred and thirty—two 

Wistar rats were randomly divided into sham—operation group，I／R group，aFGF treatment group(4 ttg of 

aFGF was injected into jugular vein after reperfusion)，and PD98059(antagonist of ERK 1／2)pretreatment 

group(7·5 btg of PD98059 was injected via tail vein before ischemia and 4 btg of aFGF was injected via jugular 

vein after reperfusion)．The activity of ERK 1／2 and proliferation rate of smalljntestina1 epithelia1 cells were 

determined before ischemia and 1 5 minutes，30 minutes，1 hour，2 hours，6 hours，1 2 hours and 24 hours 

after reperfusion．Results The activity of ERK1／2 in smal1 intestina1 epithelium was higher in aFGF 

treatment group than in I／R contro1 group，and the proliferation rate in smal1 intestina1 epithelial cells was 

significantly enhanced in aFGF treatment group．PD98059，the specific inhibitor of ERK1／2，inhibited 

ERK1／Z activity and reduced the proliferation rate of smal1 intestinal epithelial cells in aFGF treatment 

group．Conclusion aFGF can promote smal1 intestinal epithelia1 eel1 proliferation in I／R injury rats．and this 

may be related to aetivition of ERK1／2 in smal1 intestina1 epithelium． 
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· 论 著 · 

近年来发现的成纤维细胞生长因子(fibroblast 

growth factor，FGF)是对肠 皮生长和功能有重要 

调节作用的多肽，它包括酸性成纤维细胞生长因子 

(aFGF)和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)两大 

类。研究证实，aFGF和bFGF均能够减轻肠道及其 

他内脏器官缺血性损伤，促进其主动修复“ ，但其 

机制尚不明确。缺血／再灌注(I／R)损伤后的肠屏障 

功能恢复与肠上皮细胞和肠血管内皮细胞的增殖、 

分化密切相关，而丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)是 

信号从细胞表面传到细胞核内部的重要传递者。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·1O· 中国危重病急救医学2006年1月第18卷第1期 Chin Crit Car ! !』 · r ， 0J． ! 旦： 

MAPK具有调节细胞生长、发育、分裂、死亡及细胞 

间功能同步化等多种细胞的生理过程等作用 。其 

亚类细胞外信号调节蛋白激酶(ERK1／2)信号转导 

通路是多种细胞外有丝分裂信号引起细胞增殖的共 

同通路，与细胞增殖有密切关系。本研究中通过观察 

aFGF对I／R损伤后肠上皮细胞 ERK1／2活性和细 

胞增殖能力的影响，探讨 aFGF促进 I／R损伤后肠 

上皮细胞修复的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 ：清洁级雄性 Wistar大 鼠，体 重 

(230±20)g，购白军事医学科学院实验动物研究所。 

aFGF由暨南 大学 医药生物技 术研究 开 发中心提 

供。BCA蛋白分析试剂盒购 白美国 Pierce公司。 

ERKl／2阻断剂 PD98059购 自美国 CalBiochem公 

司。p44／p42 MAPK(ERKl／2)活性检测试剂盒购 

自美 国 Cell Signaling公 司。增 殖 细 胞 核 抗 原 

(PCNA)抗体及 Power Vision 两步法免疫组化试 

剂盒均购自北京 中山生物技术有限公司。 

1．2 动物模型制备及分组：l32只大鼠，适应性饲 

养 5 d，术前 12 h禁食，自由饮水。将动物按照随机 

数字表法分为 5组：假手术组、I／R组、aFGF处理 

组及 PD98059预处理组。用质量分数为 3 的戊巴 

比妥钠腹腔注射麻醉，暴露肠系膜上动脉(SMA)， 

夹闭45 min后松开形成再灌注。I／R组与aFGF处 

理组分别于SMA夹闭 45 min后松央即刻从颈静 

脉注射生理盐水(0．15 m1)或 aFGF(每只 4 g， 

0．15 m1)；PD98059预处理组于 SMA夹闭前从尾 

静脉注射PD98059(每只 7．5,ug)进行预处理，然后 

于 SMA夹闭 45 min后松夹即刻从颈静脉注射 

aFGF(每只4 gg，0．15 m1)。假手术组仅分离SMA 

但不夹闭，作为正常对照。假手术组动物分离SMA 

45 min后活杀，其余各组动物则分别于松夹后 15、 

30 min以及 1、2、6、12和 24 h各时问点活杀。选择 

小肠回盲部 l0 cm 以上肠管，一部分肠管经体积分 

数为 l0 的中性甲醛固定，石蜡包埋，切片，检测小 

肠组织 PCNA表达；另一部分肠管立即放入液氮中 

冻存，用以检a!,JzJ,肠组织 ERKl／2活性。 

1．3 观察指标及方法 

1．3．1 肠上皮细胞增殖指数：用 PCNA免疫组化 

染色法。石蜡切片常规脱蜡至水，经体积分数为 3 

的过氧化氢(H O )处理后进行抗原热修复，然后滴 

加经 1：1OO稀释的PCNA抗体(一抗)，37．C孵育 

40 min。磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗，滴加辣根过氧化 

物酶(HRP)标记的二抗，37 孵育 20 min。PBS冲 

洗后，3，3 二氨基联苯胺(DA H)屁色，苏木素复染、 

透明、封片。用PBS代替一抗作为阳性对照。光学显 

微镜下见到细胞核着棕褐色者为阳性染色细胞。随 

机选取 10根完整的小肠绒毛，计数每根小肠绒毛中 

阳性染色细胞，计算其阳性染色细胞所占的百分数， 

即肠上皮细胞增殖指数。 

1．3．2 肠上皮细胞 ERK1／2活性的测定：采用免 

疫沉淀 激酶活性测定法。取近端空肠黏膜组织约 

100 mg~Jll入 1 ml预冷的MAPK提取液 ，冰浴中 

匀浆、离心，取上清液以BCA法行蛋白定量。取上清 

液 200 l(约含200,ug蛋白)，加特异性磷酸化 ERK 

1／2单抗 4 C过夜，免疫沉淀 ERK 1／2，沉淀物经激 

酶缓冲液洗涤以后，加入到 5O 1含 200 mmol／i 

ATP、2 tlg Elk一1合成蛋白的激酶反应体系中， 

37 C孵育 30 min，加 3×十二烷基硫酸钠 (SDS) 

加样缓冲液终止反应，样品煮沸 5 min。取 3O 1行 

SIDS 聚阿烯酰胺凝胶电泳(PAGE)，电泳后电转移 

到硝酸纤维素膜上，于质量分数为 5 0A的脱脂牛奶 

中封闭3 h，TBST洗 5 min×3次，加入抗磷酸化 

Elk一1(pElk 1)抗体(一抗，1：1 000)4 C反应过 

夜， FBST洗 5 min×3次，加入抗兔IgG—HRP(二 

抗，1：2 000)室温孵 育 1 h，TBST洗 5 min× 

3次，用免疫印迹化学发光法(ECI )检测膜上阳性 

信号，每组实验独立重复 3次，以保证结果可靠。用 

I eiea Q550IW图像分析系统采集 X线片上的实验 

结果图像，Leica Qwin软件对图像条带进行灰度扫 

描，计算其积分吸光度(IA)以反映信号相对强弱。 

1．4 统计学分析：数据以均数±标准差( ± )表 

示，采悄 SPSS 10．0软件中的方差分析和 检验进 

行统汁学处理，P<O．05为羞异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 aFGF对 I／R 损 伤肠 上 皮细 胞增 殖 的影 响 

(表 1)：正常肠绒毛根部可见少量散在 PCNA阳性 

细胞。aFGF处理后，I／R损伤肠绒毛根部 PCNA阳 

性细胞较 I／R组显著增加，表明 aFGF能促进 I／R 

损 伤肠上皮细胞增殖 ，而用 PD98059阻断 ERKl／2 

活性后，aFGF促进 I／R损伤肠上皮细胞增殖的作 

用大部分被取消。 

2．2 aFGF对 I／R损伤肠上皮 ERK1／2活性的影 

响(图 l，图 2)：经 aFGF处理 后，I／R损 伤肠 上皮 

ERKl／2活性在 l5 min、30 min及 6 h较 I／R组显 

著升高( 均d0．05)。说明aFGF能早期激活受损 

肠 上皮 ERKl／2。应用 ERK1／2阻断剂 PD98059， 

aFGF激活 ERK1／2活性作用明显受抑制。 
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表 1 aFGF对i／a损伤肠上皮增殖的影响( ±s， --6) 

Table 1 Effect of aFGF on proliferation of small intestinal epithelia after l／R injury in ratsG+s， =6) 

注：与 I／R组同时问点比较： P<0．05；似下术纰伉为(4．7o士0．65) 

A i／R组 ；B：aFGF处 理组 ；C：P1-)98059预处理组 

图l 各组ERKI／2活性裹达 

Figure 1 Expression of ERK I／2 in each~roup 

洼 ；与 I／R组同时I司点比较 ： P<0·05 

图 2 aFGF对 t／R损伤肠上皮ERKI／2活性影响 

Figure 2 Effects of aFGF on activity of ERK1／2 in intestinal 

epithelia after I／R injury 

3 讨 论 

肠上皮 I／R损伤后的再生与修复主要取决于 

残存的隐窝上皮细胞数目及其增殖分化潜能。研究 

表明，一些多肽类生长因子如表皮生长因子(EGF)、 

转化生长因子一a(TGF— )等促进受损伤肠上皮修 

复作用主要通过肠上皮细胞增殖这一途径“∞。我们 

在前期的研究中证宴，FGF对 I／R损伤肠上皮细胞 

有明显促修复作用 ，但其作用机制是否与EGF、 

TGF a类似尚不清楚。本实验中以PCNA反应肠 

上皮细胞增殖能力，发现经aFGF处理后，I／R损伤 

肠上皮 PCNA阳性细胞数量较 I／R损伤组显著增 

多。表明aFGF可促进 I／R损伤后肠上皮细胞增殖， 

aFGF加快 I／R损伤后肠上皮细胞再生修复与其促 

进肠上皮细胞增殖作用密切相关。 

MAPK信号转导通路是由一系列蛋白激酶及 

其磷酸化作用构成的级联反应。大量研究表明， 

MAPK家族中的ERK信号转导通路是最为普遍的 

促进细胞增殖和分化的信号途径⋯ 。能被多种生长 

因子、细胞因子及促分裂剂激活 。 。生长因子与 

其相应受体结合后能通过膜上的蛋白酪氨酸受体将 

信号传给Ras，Ras发生膜转位并激活丝氨酸／苏氨 

酸激酶 Raf，通过 MAPK激酶使 ERK 1／2磷酸化 

而激活，后者又激活转录因子 E2F，促使多种 DNA 

合成前期／DNA合成期(G1／s期)转换及 DNA复 

制所需基因表达，从而使整个细胞周期向前推进。使 

处于无增殖活动的细胞静止期(GO期)／G1期细胞 

进入增生活跃的s期和有丝分裂期(M 期)，细胞出 

现增殖、分化。本研究结果显示，aFGF处理后 I／R 

损伤肠上皮细胞 ERK 1／2活性短时间内迅速增强， 

在 I／R后 15 min和 3O min时，其活性分别为假手 

术组的3．0倍和 7．5倍，而 I／R组ERK 1／2活性增 

加仅为aFGF处理组的 1／3和 1／2。提示给予外源 

性aFGF能迅速激活肠上皮细胞内ERK 1／2，使其 

活性短时问内成倍增加。同时发现，经 aFGF处理 

后，ERK 1／2活性峰值也较 I／R组高 1．o倍。相应 

aFGF处理后肠上皮 PCNA 阳性细胞数在 2、6、12 

和 24 h均较 I／R组显著增加 ，这可能与 aFGF通过 

ERK 1／2信号通路早期启动肠上皮细胞再生与修 

复程序，以及促进肠上皮细胞增殖有关。而预先给予 

ERK 1／2通路阻断剂，再给予 aFGF。则 ERK 1／2 

的活性明显降低，肠上皮细胞增殖活动也减弱。提示 

aFGF促进肠上皮细胞再生与修复作用可能是通过 

激活 ERK 1／2信号通路实现的。 
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血浆吸附治疗高胆红素血症临床观察 

车龙 牛殿吉 金福 东 孙兴安 
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高胆红索血症是肝细胞大量坏死的 

危险信号。长期高胆红素血症极易发展 

为重型肝炎。为尽快降低肝病患者的血 

清胆红素含量，减少重型肝炎的发生率， 

我院采用血浆吸附疗法治疗 4O例高胆 

红素血症患者，报告如下。 

1 临床资料 

1．1 病例：选择我 院 2004年 3月 

2005年 3月接受血浆吸附治疗的住 院 

患者 4o例为治疗组．男 28例．女 1 2例； 

年龄 22～75岁．平均(48土21)岁；急性 

乙型肝炎 8例．慢性重度乙型肝炎5例， 

甲型 肝 炎 + 乙型 肝 炎 3例 ．戊 型 肝 炎 

1 2例，甲型肝炎+戊型肝炎 2例，戊型 

肝炎+乙型肝炎 1 0例；均未合并或并发 

心、肺、肾、脑等器官的严重病变或功能 

衰竭，血清胆红素>1 71．1~mol／l ，甲均 

(248．2±56．1)／~mol／I 。另以同期住院 

患者 4o例为对照组，其性别、年龄、病型 

及肝功能与治疗组基本一致，除未采用 

血浆吸附治疗外，其他治疗与治疗组一 

致，具有可比性。 

1．2 治疗：两组均采用相同内科综合治 

疗。治疗组采用P S或 P。S血浆分离器， 

以及一次性血液灌流器(HA330Ⅱ，丽珠 

公司)和 Plasauto IQ型血浆分离机进 

行血浆吸附。观察治疗组治疗前后血清 
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丙氨酸转氨酶 (ALT)、血清总胆红 素 

(TBII )、白蛋白(Alb)、凝血酶原活动度 

(PTA)、血小板计数(PI T)和两组治疗 

前及治疗后 1、2和 4周 TBII 变化，以 

及两组发展成重型肝炎的比例和预后。 

1．3 统计学处理：计量资料以均数±标 

准差 ( ± )表示 ，使用 SPSS10．0统 计 

软件，采用 t检验，计数资料采用 X 检 

验，P<O．05为差异有统汁学意义。 

2 结 果 

2．1 治疗组血浆吸附治疗后血清 TBII 

明显下降．I rA明显上升(，】均<o．05)， 

AI T和 I I T略有下降(表 1)。 

表 1 治疗组血 浆吸附治疗前后 

血生化指标 变化 ( ± ，n一10) 

注；与治疗前比较： 』 <O．05 

2．2 两组治疗后 I'Bll 均有所下 降 ，治 

疗组 与对照组 比较 差异 均有 显著性 

(P<o．05或 』 <0．01)。以治疗后2周最 

为明显。表明血浆吸附治疗 2周对血清 

胆红素 的清除 能力最 强(表 2)。 

2．3 治疗组 最终 发生重型肝炎 2例 

(占 5 )，尢一例死亡。对照组最终发生 

重 型肝炎 10例 (占 25 )，死 亡4例 (占 

10 )。 

3 讨 论 

病毒性肝炎出现高胆红素血症而尚 

未发展成熏型肝炎者，目前仅使用促进 

胆红素代谢和促进胆汁分泌药物治疗． 

效果 理想。若高胆红素血症不能及时 

控制，极易发展为重型肝炎。 

血浆吸附，特别是新型树脂材料的 

浆吸附，作为一种 人_T肝支持系统可 

起到明显吸附胆红素及解毒功能 HA 

型树脂灌流器属中性大孔树脂，其吸附 

特点是容量大、速度快、机械强度高、生 

物相容性好，具有相对特异性。土要吸附 

分子质量 5OO～5 000 1．1的物质，特别是 

与多种蛋白结合的毒性物质。胆红素分 

子质冒为 584．67 u，因此 HA型树脂灌 

流器可用于临床治疗高胆红素血症。 

总 之，血 浆吸 附治疗 高 胆红 索血症 

可迅速降低血清胆红素水平，以治疗后 

2周最 明显 ，还可清除体内其他有害物 

质，改善肝功能，降低重型肝炎发生率 

表 2 两组治疗前后 TBIL变化 ( is，n一40) ~mol／1 

沣； j对照组同时 点比较： ，J<0．05，一 ’<0，01 
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