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摘!要!目的!探讨 SQS<) 在小鼠小肠发育阶段的作用$ 方法!观察同窝野生小鼠及 SQS<) 增强小鼠出生后小肠上皮形

态学的变化及增生情况和 SQS<) 表达变化$ 结果!SQS<) 增强小鼠绒毛分布密度及绒毛高度均差于同年龄野生小鼠!但隐窝

深度却是相反的$ 增生的细胞主要位于肠隐窝部位!SQS<) 增强突变小鼠在各时相点细胞增生均强于野生小鼠$ 小鼠出生后 %

天小肠即有 SQS<) 表达!+ W(% 天表达较多!), 天后表达减少$ 免疫组化检测 SQS<) 表达位于肠隐窝部位!与 0̀;/ 表达信号部

位相重叠$ 结论!SQS<) 在发育阶段促进小鼠肠隐窝形成$

关键词!SQS<)!增生小肠
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!!正常的胃肠上皮发生是一个复杂的多步骤过程!

需要来自周围间充质的诱导信号来指挥合适的建筑

排列和上皮的局部分化$ 在鼠类!小肠隐窝的形成最

早于出生后由绒毛间上皮内陷开始!在出生后 ) WOO

周基本完成$ 然而!尽管有大量的证据表明在肠发育

时期在间充质来源的细胞和上皮细胞之间的信息交

流对引导上皮正常发育至关重要!但许多这些信号的

本质还不清楚$

近年来发现的成纤维细胞因子是对肠上皮生长

和功能有重要调节作用的多肽!它们通过与其受体结

合激活酪氨酸激酶活性!引起受体的自磷酸化随后进

入不同的信号传递途径发挥作用
/%0

$ 而成纤维细胞

因子受体在胃肠道的生物学活性却少有报道$ 有研

究表明
/(0

SQS<) 介导的信号传导在调节与肠上皮正

常发育相关的事件中可能起了重要作用$ 本实验通

过观察同窝野生小鼠及 SQS<) 增强小鼠出生后小肠

上皮形态学的变化及增生情况和 SQS<) 表达变化!

明确 SQS<) 的信号传导在调节与肠发育相关的形态

形成事件中所起的作用$

材料与方法

%A实验动物及分组*S[à)

)*'F]

基因工程小鼠
/)0

及 P,+0XF

*8小鼠!由大坪医院野战外科研究所创伤中心实验室提供$

将雄性 S[à)

)*'F]

基因工程小鼠和雌性 P,+0XF*8小鼠交配!

S% 代胎鼠或新生小鼠进行基因型鉴定!按照基因型分为野生

型和突变型两组$ 每个时间点不同基因型各取 * 只小鼠$

(A实验方法*"%#S[à)

)*'F]

基因工程小鼠的鉴定*提取小

鼠鼠尾基因组 .B5!采用引物对进行 7P<扩增鉴定!SQS<)

引物序列上游引物*,vNPPQQQQQ555QPUUQ5555N

)v!下游引物*,vNUQU5555QQQQUQQQQUQQU5QN)v$

采用 (,

-

@体系!反应条件为* 'Oj OZ2>+'Oj )&3+,-j )&3+

+(j %Z2>+)O 个循环++(j %&Z2>+Oj %,Z2>$ 7P<产物凝胶

电泳后!突变型小鼠可以看到两个平行的条带!野生型小鼠只

有一个条带!以此区分$ "(#组织学方法观察*SQS<) 增强突

变小鼠与野生小鼠出生后第 %'+'%O'(%'(-'), 天肠上皮发育

过程中的组织形态学和超微结构变化*

#

显微镜测量小肠绒

毛高度及隐窝深度*肠组织 #R染色切片!光镜下应用 97456

.O*.
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,&& 多媒体彩色病理图文分析系统测定肠黏膜绒毛高度

"

-

Z#+

$

#4U5P#46)O&&B扫描电镜观察小肠绒毛$ ")#肠

上皮增生能力检测*用溴脱氧尿苷" 0̀;l̀;!美国 62[Z=公司#

标记 +'%O'(%'(-'), 天两组小鼠小肠上皮 6 期细胞/方法*按

%&&

-

[F["体重#剂量腹腔注射!(C 后取材0!免疫组化 " 650P

法#检测其阳性表达情况$ 石蜡切片!二甲苯脱蜡!梯度乙醇

水化+)V过氧化氢 )+j %&Z2>+&A%V胰蛋白酶 )+j (&Z2>+

非免疫性动物血清封闭液 )+j %,Z2>+一抗"S[à) 抗体!美国

62[Z=公司!抗体稀释液稀释 %&&& 倍# Oj过夜+生物素标记

的二抗!)+j %,Z2>+65F#<7!)+j%,Z2>+706 ,Z2> Y(+.50

液"%Z@蒸馏水中加 .'5'0液各 % 滴# 显色! <U, W%&Z2>+苏

木素复染'脱水'透明'中性树胶封片$ 光学显微镜下见到细

胞核着棕褐色者为阳性染色细胞$ "O#免疫组化 " 650P法#

检测两组小鼠小肠组织 SQS<) 的表达情况*石蜡切片!二甲

苯脱蜡!梯度乙醇水化+)V过氧化氢 )+j %&Z2>+微波炉中抗

原修复 %&Z2>+非免疫性动物血清封闭液 )+j %,Z2>+一抗

"0̀;/ 抗体!美国 6=>D=P̀/L公司!抗体稀释液稀释 %&& 倍#

Oj过夜+生物素标记的二抗! )+j %,Z2>+ 65F#<7! )+j

%,Z2>+706 ,Z2> Y(+.50液"%Z@蒸馏水中加 .'5'0液各 %

滴# 显色! <U, W%&Z2>+苏木素复染'脱水'透明'中性树胶封

片$ 光学显微镜下见到细胞核着棕褐色者为阳性染色细胞$

",#提取 %'+'%O'(%'(-'), 天两组小鼠小肠组织 <B5!通过

<UN7P<扩增后进行凝胶电泳半定量检测 SQS<N) 在各时

相的表达水平*用 U<4L1@法 "4>b2D̀1[:> Ù2L1@!美国 4>b2D̀1[:>

公司 # 提取小肠总 <B5!分光光度仪测定波长 (*& >Z和

(-&>Z处的吸光度 "5#值!按 5

(*&F(-&

判定总 <B5纯度$ 以

%

-

[总 <B5反转录 " 7̀2Z:6M̀2ED

U9

<:b:̀3:Ù=>3M̀2ED=3:!大连

U=e=<=公司#!采用 %&

-

@体系!反应条件如下* )+j %,Z2>+

-,j ,3$ 后取 %

-

@M.B5进行 7P<反应!按 (,

-

@体系配混合

液!以环孢素 5结合蛋白 "MHM@1EC2@2>5#为内参对照!引物序

列为上游引物*,vNPQ5QPUPUQ5QP5PUQQ5Q5N)v!下

游引物*,vNUQQPQUQU555QUP5PP5PPN)v+SQS<) 引

物序列为上游引物*,vNQPUPPPUQUPPUQPPUPQUQN

)v!下游引物*,vNUQU5555QQQQUQQQQUQQU5QN)v$

反应条件为*'Oj ,Z2> 预热+'Oj )&3变性+*(j )&3退火+

+(j )&3延伸+), 个循环++(j充分延伸 ,Z2>$ 后取 7P<产

物 (,

-

@!经 (&[FX琼脂糖凝胶电泳后!采用 c/=>D2DH1>:软件

成像后比较$

结!!果

%A两组小鼠出生后各时间点小肠上皮发育过程

中的形态变化*显微镜下观察小肠绒毛发现突变小鼠

绒毛高度在出生后各时间点均低于同年龄野生小鼠!

见图 %+但隐窝深度却是相反的!见图 ($

图 LF新生小鼠空肠绒毛生长曲线

!

图 MF新生小鼠空肠隐窝深度生长曲线

!

(AS[à) 增强突变小鼠与野生小鼠出生后各时间

点小肠上皮增生水平*增生的细胞主要位于肠隐窝部

位!出生后 + W(% 天!增生明显!), 天增生明显减弱$

SQS<) 增强突变小鼠在各时相点表达均强于野生小

鼠!见封三彩图 ( W彩图 ,"均为 .50染色! YO&&#$

)AS[à) 增强突变小鼠与野生小鼠出生后小肠

SQS<) 表达水平*小鼠小肠出生后 % 天即有 SQS<)

表达!+ W(% 天表达较多!), 天后表达减少!见表 %$

免疫组化检测出生后第 %O 天两组小鼠小肠组织

SQS<) 的表达情况$ 如封三彩图 *'彩图 + 所示!

SQS<) 表达位于肠隐窝部位!与 0̀;/ 表达信号部

位相重叠$

表 LF%P%KN 出生后表达相对水平

组别
时间"天#

% + %O (% (- ),

"U +)A*- %̂&A)( %&-A'* %̂*A'% %()A)% %̂'A-) %%&AOO %̂,A)& +%A'& -̂A)+ O(A%( ,̂A(,

9U %&,A'% '̂A%( %,-A*% %̂-A&- ()&A*, (̂*A+* %O+A*( %̂+A%- %&)A&' '̂AO* +&A)* *̂A)(

讨!!论

在消化道发育期间!正在发育的肠的间充质来源

的细胞和上皮细胞之间的交流对指导正常的上皮发

育模式至关重要$ 但是!许多在胃肠道发育中调节形

.,*.
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态形成事件的信号的本质还鲜为人知$ 以前的研究

已经证实通过 SQS<) 传导信号在其他一些组织调节

发育过程中起到重要作用
/O0

$ 这些观察报告和我们

证明了的 SQS<) 在未分化肠上皮中发育时期特异性

的表达都强烈支持以下假说!即成纤维细胞生长因子

通过 SQS<) 传导信号是一个细胞间的交流通路!它

可能在正常肠发育中对调节形态形成事件起到重要

作用$

已经观察到的 SQS<) 表达在发育中的时期特异

性的改变证实这个受体的一个主要功能是调节隐窝

形成$ 在本实验中!我们证明 SQS<) 严格在肠隐窝

表达!而未分化上皮就在肠隐窝中表达!与之前的报

道一致
/(0

!在乳鼠的肠"出生后 + W(% 天#发育时期!

我们发现 SQS<) 表达增加!而且也具备形成小肠的

隐窝以及隐窝数目增加的特点!另外在这一时期!0̀J

;/ 表达信号也明显增强$ 突变小鼠隐窝深度大于野

生小鼠间接表明 SQS<) 促进隐窝形成$ 通过 SQS<)

传导信号可能潜在地调节许多与隐窝形成有关的一

些进程!包括上皮组织内陷入周围的间充质!在隐窝

形成过程中上皮细胞的空间重排!上皮干细胞和母代

细胞的命运!新生隐窝的细胞复制!隐窝分裂或谱系

定型和分化$ 许多证据表明在调节肠上皮细胞和其

他细胞类型的细胞增生中存在 SQS<) 的激活$ 例

如!体外的应用培育的 P=M1( 细胞表达 SQS<) 的研

究表明调节其受体影响这些细胞的增生反应
/(0

$ 细

胞表面的 SQS<) 不在全部转化 N增生细胞群表达!

而是局限在下半部分的隐窝的小部分复制细胞亚群

表达$ 这个部位由上皮干细胞和未分化的母代细胞

占据!最终不同的上皮细胞谱系都是由它们转化来

的$ 这表明 SQS<) 在隐窝形态形成中就调节干细胞

的命运或增生起到严格限制的作用$

细胞表面的 SQS<) 只在下部的隐窝表达!与反

映增生信号的 0̀;/ 处在同一部位!表明 SQS<) 的激

活可能刺激细胞的增生!另外的报告提供证据表明

SQS<) 的激活能调节细胞的分化
/,0

$ SQS<) 激活对

一种特定细胞类型增生和"或#分化的最终效应有赖

于特别的生理的或发育的内容$ 比如!4G=D=

/*0

等人

最近证实在鼠胚胎中导入定向的!持续激活的 SQJ

S<) 导致在短暂的时间 "胚胎 %O W%, 天#发生增强

的生长板软骨细胞增生而在整个骨发育时期呈分化

抑制$

SQS<) 在肠发育过程中通过什么机制来发挥作

用还不清楚$ SQS<) 能激活一些下游的信号传导通

路!包括 6U5U%F)!74N) 激酶依赖的!7XPN

+

依赖

的和 <=3F<=aFZ2D1[:> 激活蛋白酶依赖的信号传导级

联
/+!-0

$ 然而!确定在体内哪种下游信号传导通路被

SQS<) 介导的信号传导激活以及这些信号传导事件

对上皮发育的关系仍需要进一步的研究$

不仅有许多种类的受体形式存在!而且它和许多

的 SQS3的结合不具有唯一特异性!都使理解 SQS<)

在调节组织形态形成中的作用变得更复杂!并且它和

其他的 SQS受体的配体结合特性有重叠
/'0

$ 因此!

其他的 SQS<3也可能在出生后发生的肠形态形成事

件中发挥作用$ 例如!SQS<(

0

d "eQS受体#!和它

的特异性的配体 SQS+ "eQS# 和 SQS%&!都被证实

在整个胃肠道中表达
/%&0

$ 在体外!表明 SQS<(

0

d

与肠损伤后的上皮再生和促进一种人结肠上皮细胞

系分化成杯状细胞有关
/%%0

$ 这些数据表明 SQS<(

0

d 也可能调节肠上皮发育的有关事件$ 然而!目前

对在出生后胃肠道发生的上皮的形态形成时期中的

发育时相特异性的!局部的和细胞特异性的 SQS<%'

SQS<( 和 SQS<O 的表达都还不清楚$ 因此!对出生

后肠形态形成过程中的每一个关于这些受体的表达

的系统都需要评估它们是否可能调节这个发育时期

中出现的形态形成事件$

既然我们的结果表明 SQS<) 表达于肠隐窝!可

能参与调节位于隐窝部分的上皮干细胞和未分化的

母代细胞的增生并促进隐窝形成!因此!需要研究来

确定体内直接控制这个信号传导通路的生物效应以

便更精确地理解在肠发育过程中 SQS<) 介导的信号

传导的重要功能和确定调节这些过程的潜在的分子

机制$
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不同病因导致的应激性胃黏膜损伤及

其血液 $B%B]%S

"

的改变

张宏亮!徐!杨!范!晓

摘!要!目的!探讨不同病因导致的应激性胃黏膜损伤改变及其血液中 RU'UBSN

*

的浓度变化及二者的关系$ 方法

通过建立急性甲胺磷中毒及急性心肌梗死动物模型!采用胃黏膜溃疡指数评定是否发生胃黏膜损伤!应用放射免疫分析法测定

应激性胃黏膜损伤时血液中 RU'UBSN

*

的变化$ 结果!"%#成功建立大鼠急性甲胺磷中毒及急性心肌梗死动物模型$ "(#急

性甲胺磷中毒及急性心肌梗死两种应激状态下胃黏膜发生了损伤$ ")#不同病因所致应激性胃黏膜损伤时血液中 RU'UBSN

*

浓度增加$ 结论!"%#临床危重疾病的应激状态下胃黏膜发生了损伤!胃黏膜溃疡指数增加$ "(#不同病因所致的应激性胃黏

膜损伤时血液中 RU'UBSN

*

浓度增加!表明 RU'UBSN

*

在应激性胃黏膜损伤时有重要作用$

关键词!应激!溃疡指数!内皮素!肿瘤坏死因子
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!!应激是生活中常见的致病因素!机体在应激状态

下!如严重创伤'中毒'急性心肌梗死等!可发生急性

胃黏膜损伤或应激性溃疡 "3D̀:33/@M:̀!6l#并出血$

6l的病理生理过程涉及机体神经内分泌失调'体液

因子改变'胃黏膜屏障功能削弱及胃黏膜损伤因素作

用相对增强等诸多方面$ 在体液因子改变的方面!内

皮素"RU#和肿瘤坏死因子"UBSN

*

#引起了越来越

多研究者的注意$ RU是一种强烈的血管张力调节因

子!UBSN

*

是一种具有多种生物学活性的细胞因

.+*.
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