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ghrelin对失血性休克大鼠胃黏膜的保护作用

褚万立 刘雪峰 刘军英 张强 林兆奋

【摘要】 目的探讨重组大鼠ghrelin对失血性休克大鼠胃黏膜损伤的影响。方法 18只健康雄性SD

大鼠被随机分为对照组、失血性休克组、ghrelin治疗组3组。每组6只。失血性休克组及ghrelin治疗组制备失

血性休克模型。ghrelin治疗组休克复苏的同时经颈内静脉推注重组大鼠ghrelin 20 pg／kg。于复苏后2 h使

用激光多普勒血流仪测定大鼠胃黏膜血流量；用光镜及透射电镜观察胃黏膜损伤情况。结果 失血性休克组

胃黏膜血流量较对照组明显降低((260．4士49．6)bpu比(418．6土57．3)bpu，P<0．013，胃黏膜细胞坏死、

脱落、溶解，局部溃疡形成。ghrelin治疗组胃黏膜血流量较失血性休克组明显提高((352．9土72．9)bpu比

(260．45=49．6)bpu，P<0．053，且与对照组比较差异无统计学意义(P>0．05)；胃黏膜损伤显著改善。结论

重组大鼠ghrelin能够提高失血性休克大鼠胃黏膜血流量。改善胃黏膜缺血／再灌注损伤。
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[Abstract]Objective To investigate the effect of recombinant rat ghrelin on gastric mueosa in rats

with hemorrhagic shock．Methods Eighteen healthy male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly

assigned into three groups：control group，hemorrhagic shock group，and ghrelin treatment group，with

6 rats for each group．The hemorrhagic shock model was reproduced in hemorrhagic shock group and ghrelin

treatment group，and recombinant rat ghrelin(20}tg／kg)was intravenously administered to rats in ghrelin

treatment group when resuscitation begun．Two hours after resuscitation，the gastric mucosal blood flow

(GMBF)was determined with laser Doppler flowmetry(LDF)．The light microscope and transmission

electron microscope(TEM)were used tO assess gastric mucosal injury．Results The GMBF of the rats in

hemorrhagic shock group was significantly lower than that in control group((260．4士49．6)bpu VS．

(418．6±57．3)bpu，P<O．01]，and the gastric mucosa was injured，presenting eell necrosis，cytolysis and

focal ulceration．The GMBF of the rats in ghrelin treatment group was remarkably richer than that in

hemorrhagic shock group[(352．9土72．9)bpu vs．(260．4±49．6)bpu，P<O．053，but had no significant

difference compared with that in control group(P>0．05)，and the gastric mucosa injuries were greatly

improved in the rats of ghrelin treatment group．Conclusion Recombinant rat ghrelin，through enhancing

the GMBF，can ameliorate the gastric mucosal ischemic／reperfusion injury in rats with hemorrhagic shock．

[Key words]hemorrhagic shock； gastric mucosa} blood flow} ghrelin

在创伤、休克、脓毒症等疾病进程中，存在广泛

的胃肠黏膜损伤，且由于后期并发肠道细菌移位及

肠源性感染，进而引起全身感染，成为全身炎症反应

综合征(SIRS)和多器官功能障碍综合征(MODS)

的重要基础。本研究中以失血性休克大鼠为模型，探

讨重组大鼠ghrelin对胃黏膜的保护作用。

l材料与方法

1．1实验动物及分组：健康清洁级雄性SD大鼠18
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·论著·

只，体重250---，300 g，由上海西普耳一必凯实验动物

中心提供。按照随机数字表法将大鼠分为3组，每组

6只。①对照组：仅给予麻醉、动静脉插管，不进行休

克、复苏，插管后4 h检测指标；②失血性休克组：麻

醉、动静脉插管后进行失血性休克复苏全过程；

@ghrelin治疗组：休克复苏的同时经颈内静脉推注

重组大鼠ghrelin(20 pg／kg，由瑞士Alexis公司生

产)，其他操作同失血性休克组。

1．2动物模型制备

1．2．1外科准备：大鼠术前禁食、不禁水12 h过

夜，称重，戊巴比妥腹腔注射麻醉大鼠，分离左侧颈

总动脉进行插管，通过三通管接PowerLab血压监

测仪监测并记录动脉血压，同时作为放血降压通道；

分离右侧颈内静脉，插管用于回输失血及补液。

万方数据
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1．2．2失血性休克复苏大鼠模型的制备：准备工作

完成并稳定15 rain后，记录动脉血压。经颈总动脉

插管缓慢抽血，10 rain内使平均动脉压(MAP)降至

40 mm Hg(1 mm Hg----0．133 kPa)，反复抽血、输液

维持MAP在35～45 mm Hg达1 h，回输失血并输

注等量生理盐水进行复苏，复苏30 min，以MAP稳

定在100 mm Hg以上为标准。复苏成功后2 h检测

胃黏膜血流量(GMBF)，采集胃黏膜标本待测。

1．3检测指标及方法

1．3．1 GMBF检测：复苏后大鼠仰卧位固定于解

剖台上，开腹，充分暴露胃后，将胃从腹腔内轻轻拉

出，固定于自制的胃固定台上，在胃大弯无血管区做

一个0．5 cm的纵形切口，插入激光多普勒血流仪针

形探头，轻触黏膜面，并与之保持垂直，保持折射率

25％～35％，待血流稳定后，分别在胃后壁、胃小弯、

胃窦部3点测定1 rain，取3点均值作为GMBF，以

血流灌注单位bpu表示。

1．3．2 胃黏膜病理学观察：沿胃大弯将胃剖开，取

针形探头未接触的胃底部黏膜组织，一块于体积分

数为4 oA多聚甲醛水溶液中固定，常温保存，组织切

片、苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察胃黏膜病理

学变化；另一块置于体积分数为2．5％的戊二醛一磷

酸盐溶液中固定，4℃保存，铀一铅双染，透射电镜下

观察胃黏膜X／A样细胞超微结构变化。

1．4统计学分析：采用SAS 6．12统计软件，数据

用均数士标准差(z士s)表示，两组间比较用t检验，

多组间两两比较用SNK—g检验，多组间比较用单因

素方差分析，尸<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1各组大鼠休克前及复苏后MAP比较(表1)：

各组大鼠休克前MAP比较差异均无统计学意义

(P均>o．05)。失血性休克组与ghrelin治疗组大鼠

在维持休克期间反复抽取的动脉血总血量与体重比

值比较差异无统计学意义[(3．0士0．3)％比(3．3士

0．4)％，P>0．053；复苏成功后，两组大鼠MAP有

所下降，但组间比较差异也无统计学意义，且接近对

照组水平(P均>O．05)。

表1各组大鼠MAP、GMBF比较(；士s)

注：与对照组比较，8P<0．01；与失血性休克组比较，6P<0．05

2．2各组大鼠GMBF比较(表1)：失血性休克组

GMBF较对照组明显降低(P<O．01)。ghrelin治疗

组GMBF明显高于失血性休克组(P<O．05)，但与

对照组比较差异无统计学意义(P>0．05)。

2．3光镜结果(彩色插页图1)：对照组胃黏膜结构

清晰，黏膜上皮完整，固有层腺体细胞结构清晰，上

皮层及固有层偶见轻微充血。失血性休克组胃黏膜

充血、水肿明显，部分黏膜上皮坏死、脱落，甚至有溃

疡形成，固有层腺体细胞可见坏死、溶解，但未见明

显的炎性细胞浸润。ghrelin治疗组损伤明显减轻，

黏膜上皮结构基本完整，可见轻微充血、水肿，未见

腺体细胞坏死。

2．4 电镜结果(彩色插页图2)：对照组X／A样细

胞呈圆形或椭圆形，细胞核位于细胞一侧，染色质分

布均匀，胞质内可见粗面内质网、线粒体，结构正常

完整；与细胞核相对一侧可见密集的染色较深的分

泌颗粒。失血性休克大鼠可见X／A样细胞核变形，

染色质边集，核固缩；线粒体肿大，基质变淡，嵴变短

甚至消失；粗面内质网扩张；细胞内分泌颗粒明显减

少。ghrelin治疗组细胞损伤明显减轻，仅可见轻微

核固缩，线粒体轻度肿胀，分泌颗粒无明显减少。

3讨论

ghrelin是生长激素促分泌素(GHSs)的内源性

配体，1999年由Kojima等⋯发现，大部分ghrelin

由胃底部X／A样细胞分泌。ghrelin在体内广泛介

导生物学活性[2|：如促进生长激素分泌；增强食欲，

促进摄食，增加体重；促进合成代谢；增强心肌收缩

力，舒张血管，调节心脏功能；促进胃肠蠕动，调节胃

酸分泌，改善胃肠道功能；促进促肾上腺皮质激素、

糖皮质激素及催乳素等激素分泌。Sibilia等[33首先

发现在乙醇引起的小鼠胃溃疡模型中，脑室内注射

ghrelin(O．04---4．00弘g)能够明显减少黏膜溃疡数，

其作用呈一定的剂量依赖性。此后，Brzozowski

等r4。7】通过多项研究证实，在乙醇、缺血／再灌注损伤

以及浸水制动应激等方法造成的小鼠胃黏膜损伤模

型中，ghrelin均能增加GMBF，改善胃黏膜损伤。

本研究发现，失血性休克组大鼠复苏2 h GMBF较

对照组明显降低；说明给予ghrelin 20#g／kg可明

显提高GMBF，光镜和电镜结果也提示胃黏膜上皮

及腺体细胞损伤明显减轻。

ghrelin增加GMBF、改善胃黏膜损伤的功能可

能是多因素共同作用的结果。首先，ghrelin的胃黏

膜保护作用依赖于感觉神经的完整性，迷走神经切

除或神经阻滞均能阻断ghrelin的作用¨‘7]。第二，

万方数据
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ghrelin可能通过一氧化氮(No)介导胃黏膜的保护

作用。实验证明，ghrelin能明显增加胃黏膜局部NO

浓度，而使用一氧化氮合酶(NOS)阻滞剂能明显阻

断ghrelin的胃黏膜保护作用阳咱’81。第三，ghrelin能

促进胃黏膜合成前列腺素Ez(PGE。)，而后者已被证

明有比较明确的胃黏膜保护作用，而且ghrelin的

这种作用能够被吲哚美辛及rofecoxib两种环氧化

酶阻滞剂所阻断‘“引。第四，ghrelin能明显降低胃黏

膜局部核转录因子一KB(NF—KB)、肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)的浓度，表明ghrelin具有一定的抗炎作

用，进而可能减轻胃黏膜局部损伤呻]。

本研究显示：重组大鼠ghrelin能提高失血性休

克大鼠GMBF，改善胃黏膜缺血／再灌注损伤。
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伊诺肝素能够更好地减轻血管内皮损伤及减少出血次数

脓毒症患者使用抗凝药物预防静脉血栓形成已得到广泛认可。最近研究显示。抗凝药物可能对炎症反应产生积极的影

响。研究人员试图证实肝素减轻内毒素血症的血管内皮损伤，进一步评估伊诺肝素与普通肝素的差别。给Wistar大鼠静脉注

射脂多糖(LPS)8．5 mg／kg后分别快速推注普通肝紊350 U／kg、伊诺肝素2．0 mg／kg以及安慰剂。3 h后，每组大鼠(每组

6只)静脉采血，分别进行血细胞计数、凝血标记物、器官损伤标记物检测，并在微针穿孔后光镜下观察肠系膜微循环及出血区

域。结果显示：普通肝素与伊诺肝素血管内皮细胞损伤减轻，淋巴细胞黏附性降低；普通肝素组出血区域大于伊诺肝素组

(P<o．01)；伊诺肝素组白细胞和血小板计数、纤维蛋白原、丙氨酸转氨酶(ALT)水平均明显低于普通肝素组(P均<o．05)。

因此得出结论：普通肝紊与伊诺肝素通过减少淋巴细胞黏附均可减轻血管内皮细胞损伤；伊诺肝素较普通肝素更能减少出血

面积。 白慧颖，编译自((Shock》，2009年3月(电子版)；胡森，审校

L选择蛋白减轻脓毒症微血管损伤

已知L选择蛋白水平降低与急性呼吸窘迫综合征有关，可溶性L选择蛋白水平增高能够减少局部炎症反应导致的微血

管出血。因此研究人员设想，L选择蛋白释放减少会加重局部炎症反应的发生和微血管损伤。研究者分别采用腹腔注射脂多糖

(LPS)或碳酸氢盐缓冲液(BBS)以及阴囊内注射肿瘤坏死因子一a(TNF—a)或BBS制备大鼠模型，将动物分为全身炎症反应

组、局部炎症反应组、全身炎症反应+局部炎症反应组和对照组。各组大鼠分别腹腔注射L选择蛋白释放抑制物R031-9790

或对照药品。通过活体解剖提睾肌以观察淋巴细胞与血管内皮细胞的相互影响及微血管损伤程度(渗漏指数)。结果显示，

R031—9790治疗组L选择蛋白释放减少，炎症反应加重，血管通透性增加；对照组全身炎症反应减轻。研究者因此得出结论：

L选择蛋白释放减少会加重局部炎症反应和微血管损伤；脓毒症时L选择蛋白释放减少会增加淋巴细胞介导的器官损伤。

白慧颖，编译自(Surgery)，2009，145(4)：384—391；胡森，审校

维拉帕米预处理减少细胞因子释放可显著降低感染性休克大鼠死亡率

细胞因子在脓毒症和感染性休克病理生理变化过程中发挥重要作用。膜转运蛋白P一糖蛋白(P—gP)可能与细胞因子释放

有关，如白细胞介紊一2(IL一2)、IL一4及■干扰素(IFN一7)。研究者观察了维拉帕米(P—gp抑制剂)对脂多糖(LPS)致感染性休克

大鼠的死亡率以及对细胞因子释放的影响，并比较单独使用己酮可可碱、利索茶碱、泼尼松或与维拉帕米联用的效果。结果显

示，联合应用维拉帕米可减少肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、IFN一7的释放与基因表达，显著降低感染性休克大鼠死亡率。提示

IFN一7释放可能与P—gP有关。研究者认为，维拉帕米可提高感染性休克的生存率，与己酮可可碱和泼尼松联用可增强其对感

染性休克的治疗作用。维拉帕米的这些作用可能与P—gP相关。

白慧颖，编译自((Int Immunopharmacol》，2009，9(4)：478—490；胡森，审校
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ghrelin对失血性休克大鼠胄黏膜的保护作用
(正文霓263页)

图1光镜下观察各组人鼠胃黏膜病胛学战变对照缴(a)胃黏膜肢同有层隙体细胞结构清晰，黏膜l：皮完整；失JnL性休克组
(b)掰黏膜上皮坏死，脱落，周有层腺体细胞坏死，ghrelin治疗组(c)胃黏膜上皮基本完整，崮有层及黏膜下层允血、水肿
藏轻HE x lOO

图2电镜下观察各组人鼠胃黏膜病珊举改变对照缎(a)细胞核内质网结梅di常．完整，细胞质内可见密集的分泌颗粒；失

衄性休凫组(b)线辊体肿大，基须变淡{粗向内质叫扩张，细胞内分泌颗粒减少；ghrelin治疗组(c)绷胞质内分泌颗粒密集
铀一镪双染×20000

肠系膜淋巴管结扎对失血性休克大鼠的器官保护作用
(正文见274页)

豳3备缎大葳小晒绲织病理学改爱对照缝《a)小肠结梅清晰，黏膜完夔；体凫缀fb)小肠绒毛顶端绪梅破缀，

绒毛顶端黏膜细胞有坏死，脱落{结扎组(C)小肠黏膜细胞坏死、脱落程度减轻，缩构荩本完锻ItE×200

m4鑫缎大鼠蓦于组织瘸理学政变霹黧组《a)l}获结构完熬，撰列整寿，#：蓉逸翳绷戆呈放射状撵翻；抟慰维
《b)l}耱络褥撰列紊魏，§{：细胞窝{哇、坏死。汇管区火盈炎穗纲艴浸澜；结耗缀(C)霪于细胞坏死菔炎往麴稳浸溺
程度减辍HE×lOO

圈5备缎大鼠肺组织病理学政褒对照组《a)精泡结构潢晰，完镳；体克组(b)肺润质水肿，大量炎性细胞浸
稠；貉我缀《C；耱朝鼷承耱及灸瞧缁蕤浸润程缱减轻}{E×100
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