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大鼠舌下腺ＴＦＦ２、ＴＦＦ３在实验性胃溃疡愈合过程中表达的变化

顾彩霞，吴靖芳，张　静，王浩宇，张江兰，任君旭
河北北方学院组织学与胚胎学教研室，张家口０７５０２９

　　［摘要］　目的　探讨舌下腺三叶因子２（ＴＦＦ２）和三叶因子３（ＴＦＦ３）在大鼠实验性胃溃疡自愈期间表达的变化。
方法　雄性ＳＤ大鼠分为溃疡组（４２只）和正常对照组（６只）。溃疡组在胃前壁近胃窦处将０．０１ｍｌ冰醋酸注入黏膜下层制
作实验性胃溃疡模型，对照组不作任何处理。分别以免疫组织化学ＳＰ法和ＲＴＰＣＲ检测溃疡组和正常组舌下腺ＴＦＦ２及

ＴＦＦ３基因和多肽表达情况。结果　ＴＦＦ２及ＴＦＦ３免疫反应阳性物质主要位于纹状管、闰管和肌上皮细胞，管腔内亦有阳性
物质表达。ＴＦＦ２的积分光密度在溃疡第１天时与正常组相比明显增高，第２天最低，第４、第６天逐渐升高（Ｐ＜０．０１），第

１０～２３天均维持在较高水平（Ｐ＜０．０５）；而ＴＦＦ３的积分光密度在溃疡第１、第２天时接近正常组，第４、第６天逐渐增强并高于

正常组（Ｐ＜０．０５），到第１０天达高峰（Ｐ＜０．０１），至第２３天仍高于正常组（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ显示ＴＦＦ２ｍＲＮＡ和ＴＦＦ３

ｍＲＮＡ的转录情况与相应多肽的表达趋势相似。结论　舌下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３基因在大鼠实验性胃溃疡自愈期间表达增高，
可能参与胃溃疡愈合过程的调节。
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　　舌下腺是以黏液性腺泡为主的混合性腺体，导
管系统包括闰管、纹状管、小叶间导管和总导管。贾
友苏等［１］报道舌下腺分泌管上皮细胞含Ｐ物质、血
管活性肽、神经肽 Ｙ。我们发现舌下腺导管上皮细
胞还含有胃泌素与β内啡肽

［２］。舌下腺与下颌下腺

在胚胎发生、形态结构和功能方面关系密切。舌下
腺纹状管细胞与下颌下腺纹状管细胞的生理特征大

致相同，其纹状管细胞的神经肽均参与多种组织和
细胞的生理活动调节［３］。三叶因子２（ｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ
２，ＴＦＦ２）和三叶因子３（ｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ３，ＴＦＦ３）是三
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叶因子家族的２个重要成员，集中分布在消化性溃
疡好发的胃窦和十二指肠。三叶因子与消化性溃疡
和炎症性肠病的关系密切，且对幽门螺杆菌感染所
致胃损伤有保护作用［４］。研究发现，人颌下腺、舌下
腺和腮腺三叶因子家族分泌入唾液，并与黏液结合，
保护口腔黏膜，促进溃疡愈合［５７］。我们发现下颌下
腺ＴＦＦ２及ＴＦＦ３参与大鼠实验性胃溃疡的愈合过
程［８］，本研究旨在探讨舌下腺 ＴＦＦ２及 ＴＦＦ３在大
鼠实验性胃溃疡愈合过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＴＦＦ２、ＴＦＦ３多克隆抗体（武汉博
士德生物技术有限公司），ＳＰ９００１试剂盒（北京中杉
金桥生物技术有限公司）。ＴＲＩｚｏｌ、ｄＮＴＰＭｉｘ（赛
百盛生物工程有限公司），ＡＭＶ反转录酶（Ｍ９００４），

ＲＮＡａｓｅ抑制剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）、２×ＴａｑＰＣＲ（北
京盛旭百川生物工程公司），ＴＦＦ２、ＴＦＦ３及内参照

ＧＡＰＤＨ引物由赛百盛生物工程技术有限公司合
成。ＳＩＧＭＡ３Ｋ３０型低温高速离心机、ＵＶ２０００型
紫外分光光度计（美国Ｌａｂｔｅｃｈ公司）、Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
５３３１ＰＣＲ扩增仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、ＤＹＣ３１Ｄ型水
平凝胶电泳仪（北京六一仪器厂）、凝胶分析系统
（ＵＶＰＧＥＬＤＯＣＩＴ，美国）。

１．２　大鼠实验性胃溃疡模型的制作和实验分
组［８］　雄性８周龄ＳＤ大鼠（北京维通利华实验动物
技术有限公司）共４８只，体质量１８０～２３０ｇ。大鼠
分为实验性胃溃疡组（简称溃疡组）４２只，空白对照
组（简称正常组）６只。两组动物饲养条件相同。溃
疡组用３％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉。腹部
剃毛，消毒，在无菌条件下（手术切口长约２ｃｍ）暴露
胃。在胃前壁近胃窦处将０．０１ｍｌ冰醋酸注入黏膜
下层。注射后，胃壁表面立即形成一个圆形或椭圆
形的隆起，然后该处变为一乳白色不透明区，直径约

５ｍｍ。将大网膜覆盖于注射区后，逐层缝合腹壁切
口。对照组为正常大鼠，不作任何处理。

１．３　取材　取材前禁食１２ｈ，不限饮水。动物用

３％戊巴比妥钠麻醉后，迅速开胸，主动脉插管，剪开
右心耳，首先灌注生理盐水１００ｍｌ，继之灌注４％多
聚甲醛磷酸缓冲液２５０ｍｌ，维持２０ｍｉｎ。对照组与
溃疡组在手术后第１天同时取材；溃疡组在手术后
第１、２、４、６、１０、１４和２３天分批取材（每个时间点６
只）。先打开腹腔，将胃取出，测量溃疡体积；然后将
大鼠头部伸展，沿颈部前正中线切开皮肤，手术分离
浅筋膜。可见舌下腺位于两侧下颌下腺的头侧，灰
白色，直径约０．１５ｃｍ。选用右侧舌下腺作免疫组
化，左侧舌下腺提取总ＲＮＡ，做ＲＴＰＣＲ。

１．４　溃疡局部测量　沿胃大弯剪开胃壁，洗去内容
物，将其摊平，可见溃疡一般为圆形，用吸水纸将溃疡
处的水吸净。用注射器向溃疡内注入水，使水与溃疡
周围黏膜面平。所用的水量就代表溃疡的体积。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测舌下腺 ＴＦＦ２ｍＲＮＡ 和 ＴＦＦ３
ｍＲＮＡ的表达　取左侧舌下腺组织，在液氮中研磨成
粉末，按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ。取２μｇ总ＲＮＡ
为模板，用ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ反转录合成ｃＤＮＡ，进行

ＰＣＲ扩增，引物序列见表１。ＰＣＲ扩增：反应总体系

２０μｌ，含有ｃＤＮＡ４μｌ，上游、下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μｌ，２×ＴａｑＰＣＲ（北京盛旭百川生物工程公司）１０

μｌ。ＰＣＲ条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、

７２℃延伸６０ｓ，循环３５次；７２℃总延伸１ｍｉｎ。ＰＣＲ反
应产物于１．５％琼脂糖中电泳，用ＵＶＰＧＥＬＤＯＣＩＴ
凝胶成像系统观察并成像。根据 ＴＦＦ２、ＴＦＦ３与

ＧＡＰＤＨ基因条带的光密度比值对ＴＦＦ２ｍＲＮＡ和

ＴＦＦ３ｍＲＮＡ表达水平进行半定量分析。

１．６　免疫组化染色检测舌下腺 ＴＦＦ２和 ＴＦＦ３的
表达　将右侧舌下腺置于Ｂｏｕｉｎ’ｓ液中，石蜡包埋，
连续切片，厚６μｍ，裱贴于涂有ＡＰＥＳ的载片，行免
疫组化染色。步骤：石蜡切片常规脱蜡至水；用甲
醇Ｈ２Ｏ２封闭 １０ ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶；

５％～１０％正常羊血清室温孵育３０ｍｉｎ，倾去多余的
血清，分别滴加兔抗人 ＴＦＦ２及 ＴＦＦ３多克隆抗体
（工作浓度为１１００），４℃湿盒中过夜；ＰＢＳ洗５
ｍｉｎ×３次，滴加生物素标记二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，滴加辣根过氧化物酶标记的链
酶卵白素（三抗），３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３
次；ＤＡＢ 显色，苏木精复染细胞核。对照实验用

ＰＢＳ代替一抗，其余步骤相同。用ＯＬＹＭＰＵＳＢＨ
２显微镜拍照，ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０软件进行图像分析，
每张切片随机取５个视野，测定溃疡组与正常对照
组大鼠舌下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３的阳性目标的积分光
密度。

１．７　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ
１１．０统计软件对数据进行方差分析和ｑ检验。检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　胃溃疡愈合过程局部体积的变化　胃溃疡术
后第１天，大鼠胃体前壁即可见一个直径约４ｍｍ的
溃疡，边界清楚，周围黏膜充血水肿。至术后第４天
溃疡最为明显，可见周围大网膜包裹及粘连肝脏，难
以分离。术后第１０天，溃疡组织变硬，形成瘢痕，溃
疡面积变小，至第１４天左右溃疡面积缩小，第２３天
已经接近完全愈合。溃疡体积变化趋势见图１。
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表１　舌下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３基因检测的引物序列及片段长度

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴＦＦ２，ＴＦＦ３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｕｂｌｉｎｇｕａｌｇｌａｎｄ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｎｓｅ（５′３′） Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ（５′３′）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
θ／℃

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
（ｂｐ）

ＴＦＦ２ ＴＣＴＴＧＧＴＡＧＴＧＧＴＣＣＴＴＧＴＣＴＴＧ ＧＡＡＧＡＴＣＡＧＧＴＴＧＧＡＡＡＡＧＣＡＧ ５５ ２９７
ＴＦＦ３ ＡＴＧＧＡＧＡＣＣＡＧＡＧＣＣＴＴＣＴ ＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＴＣＡＡＡＡＣＡＧ ５７ １９３
ＧＡＰＤＨ ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴ ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ ５８ ５９５

图１　造模后胃溃疡体积的变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｖｏｌｕｍｅａｆｔｅｒ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒｍｏｄｅｌ
Ｐ＜０．０１ｖｓ２３ｄ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　胃溃疡愈合过程中舌下腺 ＴＦＦ２及 ＴＦＦ３多
肽的变化　免疫组化结果显示，正常组 ＴＦＦ２及

ＴＦＦ３免疫反应阳性物质呈弱阳性，主要位于舌下

腺的纹状管、少数闰管和肌上皮细胞，管腔内亦有阳
性信号分布，且近腔面处尤多（图２Ａ、２Ｅ）。溃疡组

和正常组大鼠的舌下腺ＴＦＦ２及ＴＦＦ３多肽阳性物

质平均光密度有统计学差异（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）。其中ＴＦＦ２在制模后的第１天阳性信号表达
增强，平均光密度明显增高；第２天最低，接近正常
组；第４、第６天逐渐升高，第６天达高峰，明显高于
正常组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），第１０～２３天均维持
在较高水平，与正常组间存在差异（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ、

２Ｃ、２Ｄ，图３）。而舌下腺ＴＦＦ３阳性表达在溃疡组
术后第１、第２天时接近正常组，术后第４、第６天平
均光密度逐渐增强并高于正常组（Ｐ＜０．０５），到术
后第１０天达高峰（Ｐ＜０．０１），第２３天平均光密度值
仍高于正常组（Ｐ＜０．０５），见图 ２Ｆ、２Ｇ、２Ｈ 及
图３。　　　　

图２　舌下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３阳性物质在胃溃疡愈合过程中的变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＦＦ２ａｎｄＴＦＦ３ｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｓｕｂｌｉｎｇｕａｌｇｌａｎｄｄｕｒｉｎｇｈｅａｌｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ
☆：Ｌｕｍｅｎ；：Ｉｎｔｅｒｃａｌａｔｅｄｄｕｃｔ；，：Ｍｙｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ，Ｅ：ＴＦＦ２（Ａ）ａｎｄＴＦＦ３（Ｅ）ｐｅｐｔｉｄｅｓａｒｅｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｃａｖｏｓｕｒｆａｃｅ

ｏｆｔｈｅｓｔｒｉａｔｅｄｄｕｃｔｉｎｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ＢＤ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＦＦ２ｐｅｐｔｉｄｅｏｎｔｈｅ１ｓｔ，６ｔｈ，ａｎｄ２３ｒｄｄａｙａｆｔｅｒｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ；ＦＨ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＦＦ３ｐｅｐｔｉｄｅｏｎｔｈｅ１ｓｔ，１０ｔｈ，ａｎｄ２３ｒｄａｆｔｅｒｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ．ＩＨＣ，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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图３　溃疡愈合期间舌下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３表达的半定量分析

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＦＦ２ａｎｄＴＦＦ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｓｕｂｌｉｎｇｕａｌｇｌａｎｄｄｕｒｉｎｇｈｅａｌｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｎ）；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　胃溃疡愈合过程中舌下腺 ＴＦＦ２及 ＴＦＦ３
ｍＲＮＡ表达　ＴＦＦ２、ＴＦＦ３及ＧＡＰＤＨ的ＲＴＰＣＲ
产物分别为位于２５０～５００ｂｐ、１００～２５０ｂｐ和

５００～７５０ｂｐ的清晰扩增带（图４Ａ、４Ｂ），将所得条带
进行光密度检测，ＴＦＦ２／ＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＦ３／ＧＡＰ
ＤＨ 比值结果见图４Ｃ，其变化趋势与 ＴＦＦ２及

ＴＦＦ３多肽的免疫组化结果类似。

图４　舌下腺ＴＦＦ２、ＴＦＦ３ｍＲＮＡ在溃疡愈合期间的变化

Ｆｉｇ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＦＦ２，ＴＦＦ３ｍＲＮＡｉｎ

ｓｕｂｌｉｎｇｕａｌｇｌａｎｄｄｕｒｉｎｇｈｅａｌｉｎｇｏｆｇａｓｔｒｉｃｕｌｃｅｒ
Ａ：ＴＦＦ２ｍＲＮＡ；Ｂ：ＴＦＦ３ｍＲＮＡ；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＦＦ２

ａｎｄＴＦＦ３ｍＲＮＡｖｅｒｓｕｓＧＡＰＤＨ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒ

ｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｎ）；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　实验性胃溃疡虽是局部病变，但受全身神经内
分泌免疫系统的调节。本实验应用敏感的免疫组织
化学ＳＰ法观察到：舌下腺ＴＦＦ２肽在制模后的早
期，除第２天时阳性信号较弱外，第１、４、６天溃疡组

ＴＦＦ２的表达均显著强于正常组，且第６天最高
（Ｐ＜０．０１），第１０～２３天其表达仍维持较高水平。

ＴＦＦ２的ＲＴＰＣＲ结果显示ＴＦＦ２ｍＲＮＡ与免疫组
化结果一致，也在第１天转录水平较高，说明ＴＦＦ２
在大鼠实验性胃溃疡修复早期表达增强。推测一方
面由于应激性引起，另一方面 ＴＦＦ２和ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ
一样属早期反应基因，有胃溃疡实验表明，损伤后

０．５～２ｈ，首先表达ＴＦＦ２，４８ｈ后再表达ＴＦＦ３，可
能ＴＦＦ２的高表达是对损伤的快速反应［９］。术后第

２天可能由于分泌活动大量增加，分泌活动优于合
成活动，导致溃疡组 ＴＦＦ２肽低表达；术后第４～６
天溃疡开始愈合，细胞合成开始明显增强，第１０～
２３天为溃疡愈合较平稳时期，合成和分泌都高于正
常组。ＴＦＦ２在导管上皮细胞靠近腔面处阳性信号
聚集及导管腔内有少量阳性信号表达。可推测，舌
下腺内所含ＴＦＦ２随唾液进入消化道，在胃肠道中
发挥作用，参与胃黏膜损伤后的修复。张绍荣等［１０］

研究证实了ＴＦＦ２基因治疗没有减少大鼠的胃酸分
泌，而是通过增加胃壁黏液糖蛋白促进溃疡愈合。
推测舌下腺ＴＦＦ２可能主要通过唾液进入胃增加胃
壁黏液层，保护胃黏膜。

　　本研究还发现，实验性溃疡期间舌下腺内的

ＴＦＦ３肽是在第４～６天开始增强，与正常组相比显
著增加（Ｐ＜０．０５），同时 ＴＦＦ３的ＲＴＰＣＲ结果显
示ＴＦＦ３ｍＲＮＡ与其免疫组化结果一致。提示舌
下腺导管细胞内合成功能达高峰；而分泌功能也较
活跃，所以ＴＦＦ３阳性信号并未达到顶峰。而第１０
天时，其阳性信号达高峰，提示舌下腺的合成活动优
于分泌释放，此时胃溃疡处于平稳的愈合再生期，在
大量ＴＦＦ３作用下胃溃疡大部分修复；至第２３天，
舌下腺分泌活动仍高于正常组，提示肉眼看胃溃疡
部位虽基本恢复正常，但组织结构仍在修复和愈合。
近期有研究检测了水浸束缚大鼠胃黏膜，在早期和
晚期均发现 ＴＦＦ３表达增强，故认为 ＴＦＦ３在早期
细胞迁移和晚期细胞增殖中均起重要作用［５，１１］。国
外学者对 ＨＴ２９／Ｂ６研究发现：ＴＦＦ３是通过下调

Ｅ钙黏蛋白、加强细胞间连接、促进细胞迁徙，上调
上皮细胞中ｔｉｇｈｔｅｎｉｎｇｃｌａｕｄｉｎ１的含量、下调ｔｉｇｈｔ
ｅｎｉｎｇｃｌａｕｄｉｎ２的含量，增强表层细胞的抵抗力、降
低上皮的渗透性来达到黏膜修复的目的［１２］。有实
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验证明，非甾类抗炎药物、乙醇以及应激导致的胃黏
膜损伤均能通过外源性 ＴＦＦ３的应用而减轻［１３］。
结合我们的结果，可以推论：ＴＦＦ３可能通过增加胃
表面黏液层和通过循环转运两条途径对胃肠上皮起

保护和修复作用。

　　综上所述，本研究发现在胃溃疡愈合过程中舌
下腺ＴＦＦ２和ＴＦＦ３的表达增加，认为胃溃疡愈合
过程中舌下腺可能通过ＴＦＦ２及ＴＦＦ３的合成和释
放起到了保护胃黏膜，促进溃疡修复的作用，但其调
节机制有待进一步深入研究。
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·书　讯·

《医用化学·生物化学实验指导》已出版

　　该书由李凤丽、张玮玮主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０１０１７，１６开，定价：１４．００元。

　　该书以人民卫生出版社新版大专教材为蓝本，根据教学大纲，结合实际情况，组织有丰富教学经验的教师编写。全书分两

部分，共１９个实验，介绍了医用化学和生物化学的典型实验，各实验均按实验目的、原理、器材与试剂、内容及方法、注意事项、

思考题等进行介绍。旨在巩固学生的实验操作技能和验证课堂理论，从而使学生扎实地掌握基础知识和基本理论，掌握基本

操作技术和测定方法，培养学生求真务实、独立思考及严谨的科学作风。该书适于医学院校学生及具有中等文化程度以上的

化学爱好者阅读。

　　该书由第二军医大学出版社出版发行科发行，全国各大书店均有销售。
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