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细胞外信号调节激酶在应激性溃疡发病中的作用
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［摘要］　目的：探讨细胞外信号调节激酶１／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）在实验性应激性溃疡发病中

的作用。方法：采用浸水束缚（ｗａｔｅｒｉｍｍｅｒｓｉｏｎｒｅｓｔｒａｉｎｔ，ＷＩＲ）应激实验复制大鼠应激性溃疡模型。检测 ＷＩＲ应激５ｍｉｎ、１５

ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ和３．５ｈ各时间点的胃黏膜ＥＲＫ１／２活化情况，并观察特异性ＥＲＫ１／２抑制剂ＰＤ９８０５９预处理（１ｍｇ／ｋｇ，

ｉｖ．）对胃黏膜损伤的影响。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＥＲＫ１／２和ｃａｓｐａｓｅ３表达，激酶活性分析方法检测ＥＲＫ１／２活性，电泳迁

移率变动分析（ＥＭＳＡ）检测转录因子活化蛋白１（ＡＰ１）和核因子κＢ（ＮＦκＢ）ＤＮＡ结合活性，Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹检测ＴＮＦα和ＩＬ

１βｍＲＮＡ表达，采用溃疡指数（ＵＩ）计分和病理学检查评价胃黏膜病变程度，ＴＵＮＥＬ技术检测和定量细胞凋亡。结果：正常

大鼠胃黏膜仅检测到极微弱的磷酸化ＥＲＫ１／２表达，ＷＩＲ应激１５ｍｉｎ后胃黏膜ＥＲＫ１／２即发生活化并于３．５ｈ后达到峰值。

ＰＤ９８０５９抑制ＥＲＫ活化后，胃黏膜 ＡＰ１和 ＮＦκＢ活性及ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达显著下调，胃黏膜损伤程度也明显减

轻，同时伴有胃黏膜ｃａｓｐａｓｅ３活化和凋亡轻度增加。结论：ＥＲＫ１／２活化在浸水束缚应激诱导的胃黏膜损伤中发挥了重要作

用。
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　　应激性溃疡是各种应激情况引起的以胃黏膜充
血、水肿、糜烂和出血等为主的急性胃黏膜病变，常
见于休克、严重创伤、大手术、烧伤、全身严重感染等
危重患者，具有较高的病死率［１］。近２０年来随着抑
酸药物的广泛使用，临床上应激性溃疡的发病率虽
然有明显下降，但其防治效果仍有待进一步提高，因
此阐明其发病的分子机制具有潜在的临床意义。细
胞外信号调节激酶１／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉ
ｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）信号转导通路在调控机体应激、

炎症反应和细胞增殖及凋亡等过程中起到了重要作

用［２］，本研究通过复制经典的浸水束缚（ｗａｔｅｒｉｍ
ｍｅｒｓｉｏｎｒｅｓｔｒａｉｎｔ，ＷＩＲ）应激性溃疡大鼠模型，观察
了大鼠胃黏膜 ＥＲＫ１／２动态活化情况，并探讨了

ＥＲＫ１／２活化在胃黏膜炎症反应、溃疡和细胞凋亡
中的作用，以初步了解其在实验性应激性溃疡发病
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中的作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠，清洁级，周龄８周，
体质量２００～２１０ｇ，购于第二军医大学实验动物中
心。大鼠适应性饲养１周后用于本实验。

１．２　主要试剂　ＥＲＫ１／２特异性抑制剂ＰＤ９８０５９
购于Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；小鼠抗ｐｈｏｐｈｏＥＲＫ１／２单
抗、兔抗ｐａｎＥＲＫ１／２多抗、ＥＲＫ１／２激酶分析试剂
盒和兔抗ｃａｓｐａｓｅ３多抗购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为Ｐｉｅｒｃｅ公司产
品；［α３２Ｐ］ＡＴＰ、［α３２Ｐ］ｄＣＴＰ、ＥＣＬ试剂盒、ＤＮＡ
随机引物标记试剂盒（ＭｅｇａｐｒｉｍｅＤＮＡｌａｂｅｌｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ）。核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）和
活化蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）启动子结合
位点寡核苷酸、电泳迁移率变动分析（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔ
ｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ）试剂盒（Ｇｅｌｓｈｉｆｔａｓ
ｓａｙｓｙｓｔｅｍ）为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＴＵＮＥＬ试剂盒
为ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ产品。

１．３　大鼠应激性溃疡模型复制　采用 ＷＩＲ应激复
制大鼠应激性溃疡模型。大鼠禁食但不禁水４８ｈ
后，经乙醚轻度麻醉，束缚于木板上，垂直浸于２３℃
水中，水面平胸骨剑突。

１．４　动物分组　６０只大鼠随机分成４组：正常对
照组（１０只）、ＷＩＲ应激模型组（３０只）、ＰＤ９８０５９处
理组（１０只）和处理对照组（１０只）。正常对照组不
予 ＷＩＲ应激及药物干预，ＰＤ９８０５９处理组于 ＷＩＲ
应激前１ｈ尾静脉注射１ｍｇ／ｋｇ的ＰＤ９８０５９，对照
组动物在应激前注射等体积对照溶剂。ＷＩＲ应激
模型组动物在浸入水中５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、

２ｈ和３．５ｈ后各处死５只动物，迅速将胃取出置冰
上，沿胃大弯剪开，冰冷生理盐水冲洗后，用灭菌载
玻片将胃体黏膜刮下，置液氮中冻存。

１．５　胃黏膜损伤评价　大鼠胃经１０％中性甲醛固
定２４ｈ后，于１０倍放大镜下对溃疡指数（ｕｌｃｅｒｉｎ

ｄｅｘ，ＵＩ）进行评分：斑点糜烂计１分；溃疡长度＜１
ｍｍ计２分；１～２ｍｍ计３分；２～３ｍｍ计４分；＞３
ｍｍ计５分；宽度＞１ｍｍ时分值×２。另取部分胃
黏膜行常规病理学检查。

１．６　胃黏膜胞质蛋白和核蛋白提取　按我们以前
的方法进行［３］。蛋白浓度采用ＢＣＡ法定量，以牛血
清白蛋白（ＢＳＡ）为标准品。标本置－７０℃冻存待
测。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析　按我们以前的方法进
行［３］。采用ＦｌｕｏｒＳＭｕｌｔｉＩｍａｇｅｒ扫描条带并用４．１
版本Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件（ＢｉｏＲａｄ）分析各条带面积
灰度值。ｐａｎＥＲＫ１／２水平为内参照。

１．８　ＥＲＫ１／２激酶活性分析　按试剂盒说明书进
行。ＥＲＫ１／２底物 ＭＢＰ的磷酸化水平采用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹检测。

１．９　ＥＭＳＡ　按我们以前的方法［３］进行。采用

ＥＭＳＡ实验检测胃黏膜组织核提取物中 ＮＦκＢ和

ＡＰ１的ＤＮＡ结合活性。

１．１０　胃黏膜组织总ＲＮＡ提取与 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹
分析　按我们以前的方法［４］进行。

１．１１　胃黏膜细胞凋亡检测　按我们以前的方法［５］

进行。ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，应用图像分析系
统进行定量灰度扫描。

１．１２　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素
方差分析（ＡＮＯＶＡ）或ｔ检验比较组间差异，所有统
计分析均经ＳＰＳＳ１１．０软件处理完成。

２　结　果

２．１　应激性溃疡大鼠胃黏膜ＥＲＫ１／２活化的动态
变化　正常对照大鼠胃黏膜仅检测到极微弱的磷酸
化ＥＲＫ１／２表达，ＷＩＲ应激１５ｍｉｎ后ＥＲＫ１／２即
明显活化，为正常水平的（２．１±０．４）倍（ｎ＝５，Ｐ＜
０．０５）；３．５ｈ后ＥＲＫ１／２活化达到最大值，为正常
水平的（７．６±１．５）倍（ｎ＝５，Ｐ＜０．０１），总ＥＲＫ１／２
水平在 ＷＩＲ应激期间无明显变化，见图１。

图１　ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜ＥＲＫ１／２活化的动态变化（Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹）

Ｆｉｇ１　ＴｅｍｐｏｒａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲＫ１／２ｉｎｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｉｎＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．２　ＰＤ９８０５９对应激性溃疡大鼠胃黏膜ＥＲＫ１／２
活化的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，在 ＷＩＲ应激前

１ｈ静脉注射１ｍｇ／ｋｇＰＤ９８０５９后，应激３．５ｈ后胃黏
膜磷酸化 ＥＲＫ１／２水平较 ＷＩＲ应激对照组下降
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（７４±１０）％（ｎ＝５，Ｐ＜０．０１），激酶活性分析结果证实

ＥＲＫ１／２活性下降（９２±１３）％（ｎ＝５，Ｐ＜０．０１），见图２。

图２　ＰＤ９８０５９对 ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜

ＥＲＫ１／２活化的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和激酶活性分析）

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎＥＲＫ１／２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎ

ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｉｎＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔｓ
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ；３：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ＋ＰＤ９８０５９

２．３　ＰＤ９８０５９对应激性溃疡大鼠胃黏膜 ＡＰ１和

ＮＦκＢ活化的影响　ＥＭＳＡ实验结果表明 ＷＩＲ应
激３．５ｈ后，ＰＤ９８０５９处理组大鼠胃黏膜 ＡＰ１和

ＮＦκＢ活性分别较对照组下降（６５±１５）％和（７７±
１１）％（ｎ＝５，Ｐ值均＜０．０１），见图３。

图３　ＰＤ９８０５９对 ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜

ＡＰ１和ＮＦκＢ活化的影响（ＥＭＳＡ）

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎＡＰ１ａｎｄＮＦκＢ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｉｎＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔｓ（ＥＭＳＡ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ；３：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ＋ＰＤ９８０５９

２．４　ＰＤ９８０５９对应激性溃疡大鼠胃黏膜促炎性细
胞因子基因表达的影响　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹检测结果
表明正常大鼠胃黏膜存在较高水平的ＴＮＦα和ＩＬ
１βｍＲＮＡ表达。ＷＩＲ应激３．５ｈ后ＴＮＦα和ＩＬ
１βｍＲＮＡ表达显著增加，分别为正常对照组的
（１６±４）倍和（２５±６）倍。ＰＤ９８０５９处理组大鼠胃黏
膜ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ水平较 ＷＩＲ应激对照组
分别下降（８６±９）％和（７８±７）％（ｎ＝５，Ｐ 值均＜
０．０１），见图４。

图４　ＰＤ９８０５９对 ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜ＴＮＦα和

ＩＬ１β基因表达的影响（Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹）

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎＴＮＦαａｎｄ

ＩＬ１βｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｉｎ

ＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔｓ（Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ；３：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ＋ＰＤ９８０５９

２．５　ＰＤ９８０５９对应激性溃疡大鼠胃黏膜损伤的影
响　大鼠禁食２４ｈ后胃黏膜未见明显异常，ＷＩＲ应
激３．５ｈ后大鼠胃黏膜存在明显病变，表现为弥漫
性充血水肿，腺上皮部分坏死脱落，胃体广泛分布有
点、线状溃疡，而ＰＤ９８０５９处理组大鼠胃黏膜溃疡
面和出血点明显减少，仅见散在分布，见图５。大鼠
胃黏膜病变参数计分结果表明，ＰＤ９８０５９处理组大
鼠ＵＩ显著低于 ＷＩＲ应激对照组［（５．３±０．５）ｖｓ
（３３．０±５．５），ｎ＝５，Ｐ＜０．０１］。

图５　ＰＤ９８０５９对 ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜损伤的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｌｅｓｉｏｎｓｉｎＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔｓ（ＨＥ，×４０）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ；３：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ＋ＰＤ９８０５９
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２．６　ＰＤ９８０５９对应激性溃疡大鼠胃黏膜细胞凋亡
和ｃａｓｐａｓｅ３活化的影响　ＴＵＮＥＬ染色图像分析
结果表明，正常对照组大鼠胃黏膜上皮散在染色阳
性细胞，单位面积内平均像素点为１２８０±１９６（ｎ＝
５），ＷＩＲ应激３．５ｈ时阳性细胞数显著增加，平均像
素点达２４５２０±３７３６（ｎ＝５），显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），而 ＰＤ９８０５９ 处理组凋亡细胞数增加为

３６５５０±４５３０（ｎ＝５），显著高于于 ＷＩＲ应激对照
组（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明正常大鼠胃
黏膜检测不到活性ｃａｓｐａｓｅ３蛋白（相对分子质量为

１７０００）表达，ＷＩＲ应激３．５ｈ后ｃａｓｐａｓｅ３发生降
解，活性ｃａｓｐａｓｅ３表达增加，而无活性ｃａｓｐａｓｅ３（相
对分子质量为３２０００）水平则相应下降；ＰＤ９８０５９处
理组大鼠胃黏膜活性ｃａｓｐａｓｅ３水平为 ＷＩＲ应激对
照组的（１．７±０．２）倍（ｎ＝５，Ｐ＜０．０５），其增加程度
与凋亡细胞数增加基本一致，见图６。

图６　ＰＤ９８０５９对 ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜

ｃａｓｐａｓｅ３活化的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎ

ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｉｎＷＩＲｓｔｒｅｓｓｒａｔ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ；３：ＷＩＲｓｔｒｅｓｓ＋ＰＤ９８０５９

３　讨　论

　　本实验结果显示应激过程中胃黏膜总ＥＲＫ１／２
水平无明显变化，应激１５ｍｉｎ后胃黏膜磷酸化

ＥＲＫ１／２水平开始明显增加，３．５ｈ时达到最大值，
激酶活性分析结果也证实ＥＲＫ１／２活性明显增加。
为进一步证实ＥＲＫ１／２活化是否参与了胃黏膜损伤
的发生，本研究观察了ＰＤ９８０５９对胃黏膜病变程度
的影响。ＰＤ９８０５９为 ＥＲＫ１／２上游激酶 ＭＥＫ１／２
的特异性抑制剂，通过阻断 ＭＥＫ１／２激活而抑制

ＥＲＫ１／２磷酸化。研究发现在 ＷＩＲ应激前１ｈ静脉
注射１ｍｇ／ｋｇ的ＰＤ９８０５９可有效抑制 ＷＩＲ应激大
鼠胃黏膜ＥＲＫ１／２磷酸化和ＥＲＫ１／２活性，同时胃
黏膜损伤和坏死也明显减轻，这证实 ＥＲＫ１／２同

ｐ３８ＭＡＰＫ一样，在应激性溃疡的发生中也有着重
要作用。

　　本研究结果显示应激时伴随着ＥＲＫ１／２活化，
胃黏膜ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达水平也显著升

高，而抑制ＥＲＫ１／２活化后其水平明显下降，并且

ＡＰ１和 ＮＦκＢ活性也显著下调。结果提示 ＷＩＲ
应激时胃黏膜ＥＲＫ１／２活化是诱导ＡＰ１和ＮＦκＢ
活化及其下游促炎性细胞因子表达的重要调控因

素，这可能是应激性溃疡时胃黏膜炎症反应发生的
机制之一。传统观点认为胃黏膜上皮细胞坏死是应
激性溃疡时胃黏膜损伤的主要机制，但也有学者［６］

认为脂质过氧化和炎症反应等引起的胃黏膜上皮细

胞凋亡也是一重要因素。由于 ＥＲＫ１／２、ＡＰ１和

ＮＦκＢ均是调控细胞增殖和凋亡的重要信号转导通
路，本研究也观察了抑制ＥＲＫ１／２活化对胃黏膜细
胞凋亡的影响。结果发现ＰＤ９８０５９预处理可导致

ＷＩＲ应激大鼠胃黏膜细胞凋亡数目轻度增加，同时

ｃａｓｐａｓｅ３活化也同比增加，这证实抑制ＥＲＫ１／２活
化具有诱导胃黏膜细胞凋亡的作用，这可能与其下
游信号 ＡＰ１和 ＮＦκＢ活化同时受抑制有关。然
而，我们上面结果也证实ＥＲＫ１／２活化参与了胃黏
膜损伤。这一矛盾结果一方面提示细胞凋亡在应激
性溃疡的发病中的作用可能并不重要，另一方面也
提示适度诱导胃黏膜上皮细胞凋亡可能有助于黏膜

修复过程，是一有利因素。事实上，细胞坏死是应激
性时胃黏膜损伤的主要病理学特征，尽管也伴有上
皮细胞凋亡，但凋亡主要见于应激停止后的胃黏膜
损伤修复期。

　　总之，本研究初步证实ＥＲＫ１／２活化在实验性
应激性溃疡的发生中发挥了重要作用，进一步研究
其活化机制及其作用机制对于探索应激性溃疡的防

治新途径具有潜在的指导意义。
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