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摘要:目的 探讨脓毒症(ｓｅｐｓｉｓ)和 ＨＩＦ￣１α 激动或拮抗剂对肠道黏膜屏障(ＩＭＢ)功能的影响ꎮ 方法 将 ＳＤ 大鼠随机分

假手术组(ｓｈａｍ)、ｓｅｐｓｉｓ 组[ｓｅｐｓｉｓꎬ用盲肠结扎穿孔(ＣＬＰ)建立 ｓｅｐｓｉｓ 模型]、(ｓｅｐｓｉｓ＋ＨＩＦ￣１α 激动剂) / (ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＤＭＯＧ)组
[ＣＬＰ 术前连续 ７ ｄ 腹腔注射 ＨＩＦ￣１α 激动剂 ＤＭＯＧ(４０ ｍｇ / ｋｇ)]、(ｓｅｐｓｉｓ＋ＨＩＦ￣１α 拮抗剂) / (ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＢＡＹ ８７￣２２４３)组ꎬ
[ＣＬＰ 术前连续 ３ ｄ 口服灌胃ＨＩＦ￣１α 抑制剂 ＢＡＹ８７￣２２４３(９ ｍｇ / ｋｇ)]ꎬ各 ６只ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血浆肠黏膜通透性标志物

二胺氧化酶(ＤＡＯ)、肠型脂肪酸结合蛋白 ２(ＦＡＢＰ２)、Ｄ￣乳酸和荧光素标记的右旋糖苷(ＦＤ４)ꎻＨＥ 染色检测大鼠肠黏膜形

态学改变ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肠黏膜缺氧诱导因子￣１(ＨＩＦ￣１α)以及紧密连接(ＴＪｓ)蛋白表达ꎮ 结果 Ｓｅｐｓｉｓ 致大鼠肠黏

膜病理形态学破坏、通透性增加(Ｐ<０ ０５)、ＨＦＩ￣１α 表达上调、ＴＪｓ 表达下调(Ｐ<０ ０５)ꎻ加入 ＤＭＯＧ 能减轻肠黏膜病理损

伤、降低肠黏膜通透性(Ｐ<０ ０５)ꎻ而大鼠经过 ＢＡＹ８７￣２２４３ 处理得出相反的结果ꎮ 结论 ＨＩＦ￣１α 激动剂能明显降低 ｓｅｐｓｉｓ
大鼠肠道黏膜通透性ꎬ其抑制剂作用相反ꎮ 表明脓毒性肠黏膜损伤ꎬＨＩＦ￣１α 上调可能对肠黏膜具有保护作用ꎮ

关键词: 脓毒症ꎻ肠道黏膜通透性ꎻ低氧诱导因子 １αꎻＤＭＯＧꎻＢＡＹ８７￣２２４３
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ｇｒｏｕｐ (ｓｈａｍ)ꎬ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎ (ＣＬＰ)ꎬ (ｓｅｐｓｉｓ＋ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔ) / (ｓｅｐｓｉｓ＋
ＤＭＯＧ) ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｉｎｔｒａ￣ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔ ＤＭＯＧ (４０ ｍｇ / ｋｇ) ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｂｅｆｏｒｅ
ＣＬＰꎬ (ｓｅｐｓｉｓ＋ＨＩＦ￣１α ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) / (ｓｅｐｓｉｓ＋ＢＡＹ８７￣２２４３) ｇｒｏｕｐ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＩＦ￣１α ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＢＡＹ８７￣２２４３
(９ ｍｇ / ｋｇ) ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｂｅｆｏｒｅ ＣＬＰ. Ｐｌａｓｍａ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ (ＤＡＯ)ꎬ ｉｎｔｅｓ￣
ｔｉｎａｌ ｔｙｐｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ (ＦＡＢＰ２)ꎬ Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ￣ｄｅｘｔｒａｎ (ＦＤ４) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. ＨＩＦ￣１α ａｎｄ ＴＪｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓｅｐｓｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ<０ ０５)ꎬ ｕｐ￣
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王玉龙　 ＨＩＦ￣１α 激动剂或拮抗剂对脓毒症大鼠肠道黏膜通透性的影响

ｍｅａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ<０ ０５)ꎻ Ｗｈｉｌｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢＡＹ８７￣２２４３ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｒｅｓｕｌｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＨＩＦ￣１α ａｇｏ￣
ｎｉｓｔ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＨＩＦ￣１α ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍａｙ ｐｒｏｔｅｃｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ａｇａｎｉｓｔ ｓｅｐｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｓｅｐｓｉｓꎻ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙꎻ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １αꎻ ＤＭＯＧꎻ ＢＡＹ８７￣２２４３

　 　 脓毒症(ｓｅｐｓｉｓ)是机体对感染反应失调导致的

危及生命的器官功能障碍[１]ꎬ是一个公认的全球健

康问题ꎬ严重威胁人类生命安全ꎮ ２０１７ 年全球统计

数据显示[２]ꎬｓｅｐｓｉｓ 年发病例 ４ ８９０ 万例ꎬ死亡病例

约 １１０ 万例ꎬ死亡率为 １９ ７％ꎻ拯救 ｓｅｐｓｉｓ 运动指南

为临床管理 ｓｅｐｓｉｓ 患者提供一些列循证医学建议ꎬ
在 ｓｅｐｓｉｓ 发病机制方面仍然存在很多认识空白[３]ꎮ
低氧诱导因子( ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒꎬ ＨＩＦ)是人

体对适应低氧环境的关键转录因子ꎬ在急性低氧反

应中发挥关键作用[４]ꎮ 近年来ꎬ 肠功能障碍对

ｓｅｐｓｉｓ 结局的影响受到研究者重点关注ꎮ Ｓｅｐｓｉｓ 早

期肠上皮细胞低氧能量障碍是肠功能障碍重要诱因ꎬ
机体可能通过上调 ＨＩＦ￣１αꎬ促进能量代谢ꎬ改善脓毒

性肠道黏膜屏障( ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬＩＭＢ)损

伤ꎬ二甲基乙二酰基甘氨酸(ｄｉｍｅｔｈｙｌｏｘａｌｌｙｌ ｇｌｙｃｉｎｅꎬ
ＤＭＯＧ)是脯氨酰羟化酶的抑制剂ꎬ可以抑制脯氨酰

羟化酶从而上调 ＨＩＦ￣１α 表达ꎻ而拮抗剂 ＢＡＹ８７￣２２４３
作用相反ꎬ下调 ＨＩＦ￣１α 表达ꎮ 本研究旨在探索

ＨＩＦ￣１α激动剂 ＤＭＯＧ 或拮抗剂 ＢＡＹ８７￣２２４３ 对脓毒

症大鼠肠道黏膜通透性作用ꎮ 为 ｓｅｐｓｉｓ 肠道黏膜屏

障功能损伤救治提供实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物:选择 ＳＰＦ 级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)
雄性大鼠 ２４ 只ꎬ２００~２５０ ｇ[浙江省医学科学院实验

动物中心ꎬ许可证号:ＳＣＸＫ (浙)２￣１４￣０００１]ꎮ 研究

方案经过绍兴市人民医院动物伦理委员会议讨论通

过(伦理审批文号:２０２０￣００９)ꎮ
１ １ ２　 主要试剂和设备:二胺氧化酶(ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉ￣
ｄａｓｅꎬ ＤＡＯ) 和肠型脂肪酸结合蛋白 ２ ( ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｔｙｐｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ Ｉ￣ＦＡＢＰ / ＦＡＢＰ２)试
剂盒( Ｃｌｏｕｄ￣Ｃｌｏｎｅ 公司)ꎻＤ￣乳酸(Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ)试剂盒

(Ａｂｅｂｉｏ 公司)ꎻ荧光素标记的右旋糖苷( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ￣ｄｅｘｔｒａｎꎬ ＦＤ４)和脂多糖(ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ￣
ｒｉｄｅꎬ ＬＰＳ ) ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司 )ꎻ ＨＩＦ￣１α、 ＺＯ￣１

(ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ￣１)、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 和 ＧＡＰＤＨ
一抗(Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ二甲基乙二酰基甘氨酸(ｄｉｍｅｔｈ￣
ｙｌｏｘａｌｏｙｌｇｌｙｃｉｎｅꎬＤＭＯＧ)和 ＢＡＹ８７￣２２４３(ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ￣
ｐｒｅｓｓ 公司)ꎻ辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)标记的山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｊａｃｋｓｏｎ 公司)ꎮ Ｓｐｅｃｔｒａ￣
Ｍａｘ Ｐｌｕｓ 全波长酶标仪(上海美谷分子仪器有限公

司)ꎻＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 凝胶成像系统和 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ
４ ６ 图像处理与分析系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＲ５１０ＩＰ
小动物麻醉机(深圳瑞沃德公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物的分组及处理:将大鼠随机数字法分为

ｓｈａｍ 组(ｎ＝ ６)、ｓｅｐｓｉｓ 组(ｎ ＝ ６) [用盲肠结扎穿孔

(ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎꎬ ＣＬＰ)]、 ( ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＤＭＯＧ)
组(ｎ＝ ６) [ ＣＬＰ 术前连续 ７ ｄ 腹腔注射 ＤＭＯＧ
(４０ ｍｇ / ｋｇ)]ꎻ(ｓｅｐｓｉｓ＋ＢＡＹ８７￣２２４３)组(ｎ＝ ６)[ＣＬＰ
术前连续 ３ ｄ 灌胃 ＢＡＹ８７￣２２４３(９ ｍｇ / ｋｇ)]ꎮ
１ ２ ２　 标本的采集与处置:大鼠采用七氟烷麻醉

后ꎬ分离出 ４ ｃｍ 小肠ꎬ用手术缝线分别结扎肠管两

端ꎬ将 ５０ μｇ 的 ＦＤ４ꎬ药物配制浓度为 １００ ｍｇ / ｍＬꎬ
注入肠管内ꎬ１ ｈ 后取门静脉 ０ ５ ｍＬꎬ用于测定

ＦＤ４ 血浆浓度ꎮ 之后取腹主动脉血 ２ ｍＬꎬ低温离

心后 分 装 置 于 － ８０ ℃ 保 存ꎬ 用 于 检 测 ＤＡＯ、
ＦＡＢＰ２、Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 血浆浓度ꎮ 距离盲肠部 ２ ｃｍ 处取

１ ｃｍ 回肠组织数段ꎬ部分制成蜡块用于形态学研

究ꎻ部分分装置于－８０ ℃存储ꎬ用于检测肠黏膜紧

密连接( ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ＴＪｓ) 和 ＨＩＦ￣１α 蛋白的表

达ꎮ 随后颈椎脱臼法处死大鼠ꎮ
１ ２ ３　 ＨＥ 染色检测大鼠肠黏膜形态学变化:常规

ＨＥ 染色光镜下观察小肠黏膜形态学改变ꎬ采用

Ｃｈｉｕｓ 评分定量判定小肠组织损伤程度ꎮ
１ ２ ４　 酶联免疫吸附试验 ( ＥＬＩＳＡ) 检测 ＤＡＯ、
ＦＡＢＰ２ 和 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 血浆浓度:按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明

书检测各标本 ＤＡＯ、ＦＡＢＰ２ 和 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 血浆表达水

平ꎮ 每个样本和标准品均设 ３ 个复孔ꎬ获得酶标仪

４５０ ｎｍ 处吸光值(Ａ)ꎬ根据吸光值绘制标准曲线ꎬ计
算各样本 ＤＡＯ、ＦＡＢＰ２ 和 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 的含量ꎬ取平均值ꎮ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(１１)

１ ２ ５　 ＦＤ４ 浓度的测定:解冻后血浆作 １ ∶ ８ 倍稀

释ꎬ转移到 ９６ 孔板ꎬ每个标本做个复孔ꎬ每个孔

１００ μＬꎮ 用荧光酶标仪测定 ＦＤ４ 血浆浓度ꎮ 激发

波长和发射波长分别设定为 ４９０ ｎｍ 和 ５２０ ｎｍꎮ
１ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定小肠黏膜 ＴＪｓ 和 ＨＩＦ￣１α 蛋

白的表达: 具体操作步骤按常规方法进行ꎮ
１ ３　 统计学分析

所有实验数据统计描述采用均数 ± 标准差

(ｘ±ｓ)表示ꎮ 组间比较采用单因素方差 ( Ｏｎｅ￣ｗａｙ
Ａｎｏｖａ)分析ꎻ组间比较差异有显著性ꎬ方差齐性数

据使用 ＬＳＤ 进行两两比较ꎻ方差不齐性数据采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 检验ꎮ 数据分析使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
(７ ０ 版本)统计学软件ꎮ

２　 结果

２ １　 ＨＩＦ￣１α激动剂或拮抗剂对 ｓｅｐｓｉｓ 大鼠肠黏膜

病理形态的影响

Ｓｈａｍ 组大鼠肠黏膜完整ꎬ绒毛整齐(图 １Ａ)ꎻ
Ｓｅｐｓｉｓ 组膜黏膜完整性破坏ꎬ肠绒毛萎缩脱落ꎻ
(ｓｅｐｓｉｓ＋ＤＭＯＧ)组大鼠肠绒损伤程度介于 ｓｈａｍ 组

和 ｓｅｐｓｉｓ 组之间ꎻ而(ｓｅｐｓｉｓ＋ＢＡＹ８７￣２２４３)组绒毛损

伤比 ｓｅｐｓｉｓ 组更严重ꎬ甚至出现溃疡ꎮ Ｃｈｉｕｓ 评分与

黏膜损伤程度成正比ꎬ具体见图 １ＡꎬＢꎮ
２ ２　 各组大鼠 ＤＡＯ、ＦＡＢＰ２、Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 和 ＦＤ４ 血浆

的比较

与 ｓｈａｍ 组相比ꎬ ｓｅｐｓｉｓ 组大鼠 ＤＡＯ、ＦＡＢＰ２、
Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ和 ＦＤ４ 血浆浓度均增高(Ｐ<０ ０５)(图 ２Ａ~
Ｄ)ꎮ 与 ｓｅｐｓｉｓ 相 比ꎬ ( ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＤＭＯＧ) 组 ＤＡＯ、
ＦＡＢＰ２、 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 和 ＦＤ４ 血 浆 浓 度 均 明 显 降 低

(Ｐ<０ ０５)(图 ２Ａ ~ Ｄ)ꎻ( ｓｅｐｓｉｓ＋ＢＡＹ８７￣２２４３)组大

鼠 ＤＡＯ、ＦＡＢＰ２、Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ和 ＦＤ￣４ 血浆浓度均显著升

高(Ｐ<０ ０５)(图 ２ＡꎬＤ)ꎮ
２ ３　 各组大鼠肠黏膜组织 ＴＪｓ 和 ＨＩＦ￣１α表达的

比较

与 ｓｈａｍ 组相比ꎬ ｓｅｐｓｉｓ 组大鼠肠黏膜组织中

ＨＩＦ￣１α 的表达水平上调(Ｐ<０ ０５)(图 ３ＡꎬＢ)ꎬ而 ＴＪｓ
蛋白(ＺＯ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 蛋白)的表达水平明

显下调(Ｐ < ０ ０５) (图 ３ＡꎬＣ ~ Ｅ)ꎮ 与 ｓｅｐｓｉｓ 相比

( ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＤＭＯＧ) 组肠黏膜组织中 ＨＩＦ￣１α、 ＺＯ￣１、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ｃｌａｕｄｉｎ￣１蛋白的表达均显著上调 Ｐ<０ ０５)ꎻ
而(ｓｅｐｓｉｓ＋ＢＡＹ８７￣２２４３)组相反ꎬ肠黏膜组织中上述

蛋白表达水平均下调(Ｐ<０ ０５)(图 ３ꎬ表 １)ꎮ

Ａ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｖｉｌｌｉ ａｎｄ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａ￣
ｔｅｄ ａｎｉｍａｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ａｔ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×２００)ꎻ Ｂ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｃｈｉｕｓ
Ｓｃｏｒｅꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ

图 １　 ＨＩＦ￣１α激动剂或拮抗剂对 ｓｅｐｓｉｓ 大鼠肠黏膜病理形态的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ
　 　 　 ｉｎ ｓｅｐｔｉｃ ｒａｔｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝６)
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王玉龙　 ＨＩＦ￣１α 激动剂或拮抗剂对脓毒症大鼠肠道黏膜通透性的影响

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 ＨＩＦ￣１α激动剂或抑制剂对大鼠血浆 ＤＡＯ(Ａ)、ＦＡＢＰ２(Ｂ)、Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ(Ｃ)和 ＦＤ４(Ｄ)的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤＡＯ (Ａ)ꎬ ＦＡＢＰ２ (Ｂ)ꎬ Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ (Ｃ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

　 　 　 ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＦＤ￣４ (Ｄ) ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒａｔｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝６)

３　 讨论

Ｓｅｐｓｉｓ 是一种危及生命的临床综合征ꎬ可导致自

身组织和器官损伤ꎬ引起多个器官功能障碍[１]ꎮ 危重

患者肠道致病菌过度繁殖ꎬ肠黏膜受损ꎬ细菌毒素进

入血循环ꎬ进而发展为全身性炎性反应综合征

(ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＳＩＲＳ)或多

器官功能障碍综合征(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎ￣
ｄｒｏｍｅꎬＭＯＤＳ)ꎬ因此ꎬ肠道是 ｓｅｐｓｉｓ 的“启动器官”ꎮ
Ｓｅｐｓｉｓ 中ꎬ肠黏膜微循环障碍ꎬ肠道黏膜屏障受损ꎻ通
过肠道￣淋巴通路使肠功能衰竭进一步恶化ꎬ肠道又

是 ｓｅｐｓｉｓ 的“中心器官” [５]ꎮ
ＤＡＯ 和 ＦＡＢＰ２ 在肠黏膜细胞中表达ꎬ 肠黏膜

损伤细胞脱落时ꎬ快速释放进入血循环ꎬ可以作为肠

黏膜损伤的特异性标志物[６] ꎮ Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ 是肠道细菌

的代谢产物ꎬ 肠黏膜损伤致通透性增加时ꎬＤ￣ｌａｃｔｉｃ

入血ꎬ哺乳动物不能代谢 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃꎬ因此ꎬ血 Ｄ￣ｌａｃｔｉｃ
浓度增加间接反映肠道通透性增加[６]ꎮ ＦＤ４ 是肠

道通透性和肠道屏障改变的标志物[７]ꎮ 本研究中ꎬ
ｓｅｐｓｉｓ 大鼠上述血浆标志物均升高ꎬ提示 ｓｅｐｓｉｓ 导致

大鼠肠黏膜损伤ꎬ通透性增加ꎮ
ＴＪｓ 是维系细胞间链接与细胞屏障的重要组成

部分ꎮ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 维持肠道物理特性ꎬ具有黏附功能ꎻ
ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 形成细胞旁离子的选择性通道ꎬ影响着细

胞间物质渗透率[８]ꎻＺＯ￣１ 与多种细胞骨架蛋白绑

定ꎬ对 ＴＪｓ 起到支撑骨架作用[９]ꎮ 本研究中ꎬｓｅｐｓｉｓ
大鼠肠黏膜组织中 ＴＪｓ 相关蛋白 ＺＯ￣１、 ｏｃｃｌｕｄｅｎ、
ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 的表达水平下降ꎬ病理形态破坏ꎬ提示

ｓｅｐｓｉｓ 导致大鼠肠黏膜形态结构破坏ꎮ
生理状态下ꎬ肠上皮细胞暴露于“生理性低氧”

环境中ꎬ低氧环境是肠道共生菌生存的物质基础ꎬ并
促进肠道物质运输[１０]ꎻ炎性反应时ꎬ氧耗增加、血管
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Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓꎻ Ｂ－Ｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１αꎬ ＺＯ￣１ꎬ ｏｃｃｕｄｉｎꎬ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ￣１ꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍꎻ
＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｐｓｉｓ

图 ３　 ＨＩＦ￣１α激动剂和拮抗剂对大鼠肠黏膜 ＨＩＦ￣１α和 ＴＪｓ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１α (Ｂ) ａｎｄ ＴＪｓ (Ｃ－Ｅ)
　 　 　 ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｒａｔｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝６)

表 １　 ＨＩＦ￣１α激动剂或拮抗剂对大鼠肠黏膜 ＨＩＦ￣１α和 ＴＪｓ 蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｇｏｎｉｓｔ ｏｒ ａｇｏｎｉｓｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ａｎｄ ＴＪｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
　 　 　 　 ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｒａｔｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝６)

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈａｍ ｓｅｐｓｉｓ ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＤＭＯＧ ｓｅｐｓｉｓ ＋ ＢＡＹ８７￣２２４３

Ｈｉｆ￣１α / ＧＡＰＤＨ １ ００±０ ００ １ ２６±０ ０４∗ １ ６４±０ ０９＃ ０ ８８±０ １７＃

ＺＯ￣１ / ＧＡＰＤＨ １ ００±０ ００ ０ ５２±０ ０５∗ ０ ８２±０ ０５＃ ０ ３６±０ １０＃

ｏｃｃｕｄｉｎ / ＧＡＰＤＨ １ ００±０ ００ ０ ５３±０ ０６∗ ０ ７８±０ １３＃ ０ ３６±０ ０３＃

ｃｌａｕｄｉｎ / ＧＡＰＤＨ １ ００±０ ００ ０ ６５±０ ０８∗ ０ ９０±０ ０６＃ ０ ４６±０ １２＃

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ.

收缩导致氧供降低ꎬ肠上皮细胞出现缺氧[１１]ꎮ 本研

究中ꎬｓｅｐｓｉｓ 大鼠肠黏膜中 ＨＩＦ￣１α 表达明显增加ꎬ
明显高于正常组ꎬ提示 ｓｅｐｓｉｓ 造成肠黏膜细胞缺氧ꎬ
黏膜细胞通过自身代偿性 ＨＩＦ￣１α 的表达上调ꎬ以提

高对缺氧的耐受并促进增殖维护肠道黏膜屏障的完

整ꎮ 既往研究使用 ＨＩＦ￣１α 激活剂明显减轻 ＣＬＰ 引

起小鼠肾脏损害[１２]ꎮ 在结肠炎小鼠中ꎬＨＩＦ￣１α 激

活剂 ＡＫＢ￣４９２４ 能增强小鼠肠黏膜屏障功能ꎬ但是

对ＨＩＦ￣１α缺陷小鼠无肠黏膜保护作用ꎬ表明肠黏膜

ＨＩＦ￣１α 是 ＡＫＢ￣４９２４ 介导保护的组织靶点[１３]ꎮ 肠

道 ＨＩＦ￣１α 敲除小鼠加剧肠酒精性肠道黏膜屏障的

破坏[１４]ꎮ 通过敲除和过表达实验发现 ＨＩＦ 在基因

启动子水平上对 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 的表达起着基本的调节

作用ꎬ揭示 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 可能是 ＨＩＦ 的一个重要靶基
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因ꎬＨＩＦ 缺陷型肠黏膜 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 表达异常ꎬ导致 ＴＪｓ
形态异常[１５]ꎮ 本研究中给予 ｓｅｐｓｉｓ 大鼠 ＤＭＯＧꎬ
ｓｅｐｓｉｓ 大鼠肠道 ＨＩＦ￣１α 和 ＴＪｓ 相关蛋白的表达上

调ꎬ肠道黏膜损伤缓解ꎮ 而给予 ＢＡＹ８７￣２２４３ꎬ出现

ＨＩＦ￣１α 和 ＴＪｓ 相关蛋白表达下调ꎬ肠黏膜损伤缓解

加重ꎮ
综上所述ꎬｓｅｐｓｉｓ 时大鼠肠道黏膜屏障的结构

和功能受到严重破坏ꎬ黏膜细胞通过自身调节

ＨＩＦ￣１α表达上调ꎮ 给予 ＨＩＦ￣１α 激动剂 ＤＭＯＧ 通过

降低肠黏膜通透性ꎬ调节 ＴＪｓ 中 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 而发挥保

护肠道黏膜屏障作用ꎬ缓解脓毒引起的肠道黏膜屏

障损伤作用ꎻ而给予 ＨＩＦ￣１α 抑制剂 ＢＡＹ８７￣２２４３ꎬ作
用相反ꎮ 结果提示 ＨＩＦ￣１α 对 ｓｅｐｓｉｓ 大鼠通过降低

肠黏膜的通透性ꎬ发挥对脓毒症肠黏膜损伤具有保

护作用ꎬ具体机制有待于进一步探索ꎮ
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