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［摘要］　目的：探讨瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）对于大鼠肠缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法：建立大鼠肠缺血再灌注损伤模型，

９９只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成１１组：假手术组（ｓｈａｍ）、肠缺血４５ｍｉｎ再灌注１５ｍｉｎ组（Ｉ４５Ｒ１５）、Ｉ４５Ｒ３０、Ｉ４５Ｒ６０、Ｉ４５Ｒ１８０、

Ｉ４５Ｒ３６０、和相应时间点的ｌｅｐｔｉｎ（０．２ｍｇ／ｋｇ）治疗组，每组９只。检测再灌注不同时间点大鼠血清中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、

白细胞介素１０（ＩＬ１０）水平的动态变化，并观察小肠组织病理学的变化。结果：与假手术组相比，肠缺血再灌注组血清中

ＴＮＦα随着时间变化显著升高，ＩＬ１０水平也高于假手术组（Ｐ＜０．０５），病理显示肠道明显损伤；与肠缺血再灌注组相比，Ｌｅｐ

ｔｉｎ治疗后血清中的ＴＮＦα水平显著降低，ＩＬ１０水平显著升高，小肠组织损伤明显减轻（Ｐ＜０．０５）。结论：Ｌｅｐｔｉｎ可通过下

调血清中ＴＮＦα、上调ＩＬ１０水平减轻肠缺血再灌注损伤对大鼠肠道的局部损伤。
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　　 肠缺血再灌注 （ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎ，ＩＩ／Ｒ）损伤是外科常见的组织器官损伤之一，
不仅可以引起肠道局部的损伤，同时也可以造成多
器官的损害［１４］，是目前相关研究的热点。国外研
究［５７］发现细胞因子（ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα等）

在肠缺血再灌注损伤所致器官功能障碍中发挥重要

作用，通过各种途径调节相关因子表达可以发挥器
官保护作用。Ｓｏｕｚａ等［８］研究认为，血清中 ＴＮＦα
与ＩＬ１０的比值可以作为肠缺血再灌注损伤所致器
官功能障碍严重程度和致死率的判断标准。
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　　瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）是由ｏｂ基因编码的活性蛋白分
子，主要由脂肪细胞产生，在调节机体摄食和能量代
谢中发挥着重要作用［９］。我们前期研究［１０１３］发现，
肠缺血再灌注损伤后不同时间大鼠外周血ｌｅｐｔｉｎ蛋
白及基因表达发生明显变化，其可能是急性重症炎
症反应中重要的应答因素，具有抑制急性炎症中缺
血再灌注损伤、保护器官作用，但其具体作用机制仍
不清楚。

　　本研究在此基础上，进一步观察腹腔注射ｌｅｐ
ｔｉｎ对肠缺血再灌注大鼠外周血ＩＬ１０、ＴＮＦα表达
的影响，探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，
体质量２００～２５０ｇ，购自军事医学科学院实验动物
研究所。动物随机分为１１组：缺血４５ｍｉｎ再灌注

１５ ｍｉｎ （Ｉ４５Ｒ１５）、３０ ｍｉｎ（Ｉ４５Ｒ３０）、６０ ｍｉｎ
（Ｉ４５Ｒ６０）、１８０ ｍｉｎ （Ｉ４５Ｒ１８０）、３６０ ｍｉｎ 组

（Ｉ４５Ｒ３６０）、 各 自 对 应 的 ｌｅｐｔｉｎ 治 疗 组

（Ｉ４５Ｒ１５＋ｌｅｐｔｉｎ、Ｉ４５Ｒ３０＋ｌｅｐｔｉｎ、Ｉ４５Ｒ６０＋ｌｅｐｔｉｎ、

Ｉ４５Ｒ１８０＋ｌｅｐｔｉｎ、Ｉ４５Ｒ３６０＋ｌｅｐｔｉｎ）以及对照组（假
手术组，ｓｈａｍ），每组９只。各组动物适应性饲养５
ｄ，术前１２ｈ禁食，自由饮水。除假手术组外，其他
各组大鼠均以戊巴比妥钠（３％）腹腔注射麻醉，暴露
肠系膜上动脉（ＳＭＡ），夹闭４５ｍｉｎ后松开形成缺血
再灌注，Ｉ４５Ｒ１５、Ｉ４５Ｒ３０、Ｉ４５Ｒ６０、Ｉ４５Ｒ１８０、Ｉ４５Ｒ３６０
及对应的ｌｅｐｔｉｎ治疗组分别于松夹后１５、３０、６０、

１８０、３６０ｍｉｎ各时间点心脏取血，处死后取小肠置

于液氮保存备用。Ｌｅｐｔｉｎ治疗组于再灌注同时（即
夹闭ＳＭＡ后４５ｍｉｎ）予腹腔注射ｌｅｐｔｉｎ（０．２ｍｇ／

ｋｇ，ＡｍｅｒｉｃａｎＰｅｐｔｉｄｅ公司）。假手术组仅分离

ＳＭＡ但不夹闭，６０ｍｉｎ处死取血及相应组织，测定
相应结果，其测得值作为本批大鼠血流阻断前的基
础对照值。

１．２　小肠组织病理形态观察　取小肠回盲部１０
ｃｍ以上肠管，经１０％的中性甲醛固定，石蜡包埋、
切片，常规 ＨＥ染色（苏木精染色１０ｍｉｎ，分化水洗
后入伊红复染１５ｓ），行组织学检查，并按照小肠组
织损伤评价标准［１４］进行评分。

１．３　放射免疫分析法测定血清 ＴＮＦα、ＩＬ１０浓
度　血液样品静止３０ｍｉｎ后离心１０ｍｉｎ，２０００×ｇ，
收集上层血清，按照ＴＮＦα、ＩＬ１０放免试剂盒说明
（北京北方生物技术公司）进行操作，自动γ计数仪
（上海核福光电仪器有限公司）测量放射性活度，间接
测定大鼠外周血中ＴＮＦα、ＩＬ１０最终浓度。

１．４　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ软件进行统计分析，
数值以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组大鼠小肠组织形态学观察结果　肠缺血
再灌注损伤后肉眼见肠壁明显充血，严重部分呈紫
红色。ＨＥ染色后发现，随着缺血再灌注的发生，组
织出现明显损伤，肠绒毛破坏、脱落，并伴有固有层
弥漫出血，炎症细胞浸润，甚至出现大量出血
（图１）。

图１　小肠组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＡａｎｄＥａｒｅｆｒｏｍｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｇｒａｄｅ０）；Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄａｍａｇｅｓｏｆＩ４５Ｒ１５（ｇｒａｄｅ５），Ｉ４５Ｒ６０（ｇｒａｄｅ４）ａｎｄＩ４５Ｒ３６０
（ｇｒａｄｅ３），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｆ，Ｇ，ａｎｄＨｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄａｍａｇｅｓｏｆｌｅｐｔｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓｏｆＩ４５Ｒ１５（ｇｒａｄｅ５），Ｉ４５Ｒ６０（ｇｒａｄｅ４）ａｎｄＩ４５Ｒ３６０（ｇｒａｄｅ

３），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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　　再灌注后，损伤组与假手术组的肠黏膜病理损
伤评分有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；但ｌｅｐｔｉｎ治疗组各
时间点小肠损伤评分比损伤未治疗组明显减轻

（Ｐ＜０．０５）。详见图２。

２．２　各组大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ１０的检测结果　如

表１所示，随着再灌注时间延长，ＩＩ／Ｒ损伤组再灌注

后血清中的 ＴＮＦα水平呈明显上升趋势（Ｐ＜
０．０５），Ｌｅｐｔｉｎ治疗组于再灌注后６０ｍｉｎ明显回落

（Ｐ＜０．０５）；ＩＩ／Ｒ损伤组ＩＬ１０水平呈波动性变化

（先高后低），但均比假手术组高（Ｐ＜０．０５），Ｌｅｐｔｉｎ
治疗组ＩＬ１０水平较损伤组增高，且于１８０ｍｉｎ处出

现分泌高峰，与损伤组差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组大鼠小肠组织病理损伤评分结果

Ｆｉｇ２　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

ｆｒｏｍＩＩ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄｌｅｐｔｉｎｔｒｅａｔｅｄＩＩ／Ｒｇｒｏｕｐ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ４５Ｒｇｒｏｕｐａｔ

ｔｈｅｓａｍｅｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｉｍｅ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

表１　肠缺血再灌注损伤组及ｌｅｐｔｉｎ治疗组大鼠血清ＴＮＦα及ＩＬ１０水平的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１０ｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎＩＩ／ＲｇｒｏｕｐｓａｎｄｌｅｐｔｉｎｔｒｅａｔｅｄＩＩ／Ｒｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｔｅｎｔ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ Ｉ４５Ｒ１５ Ｉ４５Ｒ３０ Ｉ４５Ｒ６０ Ｉ４５Ｒ１８０ Ｉ４５Ｒ３６０

ＴＮＦα ＩＩ／Ｒ １４．７±１．９ ２３．１±２．１ ２２．１±２．５ ２６．８±３ ２３．６±１．７ ２１．１±１．５

Ｌｅｐｔｉｎｔｒｅａｔｅｄ １４．７±１．９ ２１．０±２．４ ２３．４±１．４ １９．５±１．９△ １８．４±２．１△ １７．４±２．４

ＩＬ１０ ＩＩ／Ｒ １２．９±１．０ ２２．８±３．１ １８．２±１．２ １７．８±２．０ １７．０±１．９ １９．３±２．３

Ｌｅｐｔｉｎｔｒｅａｔｅｄ １２．９±１．０ ２２．１±２．６ ２０．５±２．０ １８．６±１．６ ２４．３±３．３△ ２２．５±３．４

　ＶａｌｕｅｓｆｏｒｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｂａｓｉｃｌｅｖｅｌｓｂｅｆｏｒｅＩＩ／Ｒｉｎｊｕｒｙ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩＩ／Ｒｉｎｊｕｒｙ

ｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ

３　讨　论

　　机体在遭受到严重的损伤（如缺血再灌注损伤）

时，大量促炎细胞因子的释放可导致全身炎性反应

综合征（ＳＩＲＳ）及多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）。

ＴＮＦα在此过程中出现较早，其通过刺激急性期的

蛋白分泌，提高上皮细胞通透性，介导中性粒细胞黏

附及其他细胞因子释放，所以 ＴＮＦα是ＩＩ／Ｒ损伤

中关键介质之一［１５］。在这一病理过程中，机体同时

会产生代偿性抗炎反应，及通过生成内源性抗炎介

质以对抗促炎介质的释放。ＩＬ１０是一种具有明显

抗炎作用的细胞因子，可以减轻系统性炎症反应并

减少炎性细胞因子产生。因此，Ｓｏｕｚａ等［８］认为，血

清中ＴＮＦα与ＩＬ１０的比值可以作为ＩＩ／Ｒ损伤所

致器官功能障碍严重程度的判断标准。

　　本实验通过检测再灌注不同时间点各项指标的

动态变化，从细胞因子水平探讨了ｌｅｐｔｉｎ的作用效

果和方式。结果发现，损伤组缺血再灌注早期（１５

ｍｉｎ）即可观察到肠黏膜严重损害，３ｈ后逐渐改善；

外源性ｌｅｐｔｉｎ治疗后小肠黏膜病变较损伤组显著减

轻，且评分稳定在低水平，未见明显的时间变化规

律。这说明ｌｅｐｔｉｎ治疗不能完全避免肠道的再灌注

损伤，但可以防止再灌注损伤加剧（尤其针对于再灌

注早期），可能是通过保护肠道黏膜的完整性，从而

减轻坏死物质的产生和吸收，但具体作用机制仍有

待进一步研究。结果还发现，ＩＩ／Ｒ损伤后大鼠血清

中促炎因子ＴＮＦα含量明显上升，而ｌｅｐｔｉｎ治疗组

再灌注６０ｍｉｎ后血清ＴＮＦα含量与ＩＩ／Ｒ损伤组相

比显著降低，提示ｌｅｐｔｉｎ可明显抑制 ＴＮＦα的释

放。ＩＬ１０作为具有抗炎作用的细胞因子，于再灌注

后６０ｍｉｎ达到最低峰值；而ｌｅｐｔｉｎ治疗组１８０ｍｉｎ
达到最高值，两组虽呈现出不同的变化趋势。总体

来讲，ｌｅｐｔｉｎ治疗后可以明显提高血清中ＩＬ１０水

平。提示ｌｅｐｔｉｎ可能通过降低ＩＩ／Ｒ损伤时血清中

ＴＮＦα与ＩＬ１０的比值，发挥改善重要器官功能的

作用。Ｈａｃｉｏｇｌｕ等［１６］研究发现ｌｅｐｔｉｎ可以在一定

程度上改善ＩＩ／Ｒ诱导的氧化损伤，而本研究结果表

明ｌｅｐｔｉｎ可以通过调节炎性细胞因子水平抵抗ＩＩ／Ｒ
损伤，这说明ｌｅｐｔｉｎ可能通过多种途径、在不同水平

上对抗ＩＩ／Ｒ损伤。
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　　综上所述，治疗性应用ｌｅｐｔｉｎ可能对减轻大鼠

ＩＩ／Ｒ损伤造成的肠道损伤具有一定的效果，而这种

保护作用可能与其能够纠正血清中ＴＮＦα与ＩＬ１０
的比值有关，但具体机制仍有待探讨。下一步实验

拟从转录因子水平对其作用的分子机制进行探讨，

进一步明确ｌｅｐｔｉｎ的作用机制，为此类疾病的临床

治疗提供新的线索。
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贾泽军

·书　讯·

《实验动物学（第三版）》已出版

　　本书由崔淑芳编著，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０４７４１，３１０页，１６开，定价：４０．００元。

　　全书共１１章，约５１万字。在第二版的基础上对教材做了较大篇幅的修订，力求做到：①内容更加系统、全面，结构框架更

加合理，能适合不同层次和不同专业学生的需要以及广大科技工作者的需求；②既有系统的理论阐述，又有详细的动物实验操

作技术；③注重加强与生物医学相关学科的相互交融，尤其是在实验技术章节，力求突出分子水平、细胞水平和整体实验动物

水平多层次实验技术的结合；④内容的先进性：对免疫缺陷动物、胚胎工程动物、基因工程动物、实验动物生物信息学等实验动

物学科前沿领域的介绍力求做到细致、新颖。读者对象：高等医药院校的本科生，特别是研究生，也可供实验动物研究人员参

考。

　　本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５
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