
书书书

·１４０　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年２月第３１卷第２期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．２

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００１４０ ·论　著·

小鼠小肠缺血再灌注损伤早期ＪＮＫ磷酸化的作用

郑德义１，２，王建明１，２，贾一韬１，付晋凤２，吕开阳１，郑兴锋１，夏照帆１

１．第二军医大学长海医院烧伤科，上海２００４３３

２．昆明医学院第二附属医院烧伤科，昆明６５０１０１

　　［摘要］　目的　探讨ｃＪｕｎ氨基端激酶（ＪＮＫ）活化及其介导凋亡信号通路在小鼠小肠缺血再灌注损伤中的作用。方
法　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组（Ｓ）和缺血再灌注不同时间［即刻（０）、０．５、１、４、６、１２ｈ］组，夹闭肠系膜前动脉４０ｍｉｎ后
再灌注造成小肠缺血再灌注损伤模型，假手术组不夹闭动脉。假手术后及再灌注后不同时间处死小鼠取小肠标本，Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹法检测小肠ＪＮＫ、磷酸化ＪＮＫ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达水平，观察回肠组织病理学改变。结果　肠缺血再
灌注早期肠组织病理损伤最重，至１２ｈ肠组织结构基本恢复正常。肠缺血及再灌注早期，小肠组织ＪＮＫ持续活化，与假手术

组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与假手术组比较，再灌注０．５、１ｈ小肠组织Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３明显增加（Ｐ＜０．０１），同时

抗凋亡Ｂｃｌ２蛋白明显下调（Ｐ＜０．０１），各组间促凋亡蛋白Ｂａｘ表达无统计学差异。结论　肠缺血再灌注早期小肠组织ＪＮＫ
活化、抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达下调，可能参与了ｃａｓｐａｓｅ３依赖的细胞凋亡和组织损害。
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　　肠缺血再灌注（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

ＩＩ／Ｒ）是严重烧创伤及危重病患者的常见病理生理

改变，被认为是引发脓毒症及多器官功能衰竭的始

动因素［１］。肠损伤后肠黏膜屏障功能受损，促使肠
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道细菌及内毒素移位、中性粒细胞活化及氧自由基

和细胞因子等的生成释放，导致肠道及远隔器官损

害［２］。ＩＩ／Ｒ损伤引起的细胞凋亡也是肠上皮细胞死

亡的一种主要机制［３］。

　　ｃＪｕｎ氨基端激酶（ｃＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，

ＪＮＫ）是丝裂原活化蛋白激酶家族的重要成员之一，

ＪＮＫ信号通路的激活与细胞凋亡密切相关，同时抑

制ＪＮＫ和ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶活化可以减轻

大鼠肠缺血再灌注损伤［４］，但是ＪＮＫ活化在小鼠肠

损伤中的作用尚不完全清楚。本实验通过建立

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠ＩＩ／Ｒ模型，以活化的半胱氨酸天冬氨

酸特异性蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）作为凋亡指标，观察不

同再灌注时间小肠磷酸化ＪＮＫ（ｐｈｏｓｐｈｏＪＮＫ）及凋

亡相关蛋白 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ水平的变化过程，探讨

ＪＮＫ磷酸化（活化）及其介导的凋亡信号通路在ＩＩ／

Ｒ损伤中的可能作用及意义。

１　材料和方法

１．１　动物分组　１０周龄ＳＰＦ级、健康雄性Ｃ５７ＢＬ／

６小鼠，体质量２３～２６ｇ，由第二军医大学实验动物

中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。经

１２ｈ昼夜交替、自由食水适应性饲养１周后用于本

实验。动物随机分为假手术组（Ｓ）以及肠缺血后再

灌注不同时间［即刻（０）、０．５、１、４、６和１２ｈ］组，每

组６只。

１．２　主要试剂　ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒为美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；全细胞裂解液，兔抗小鼠磷酸化

ＪＮＫ（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）、ＪＮＫ、分 裂 型 Ｃａｓｐａｓｅ３
（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）（Ａｓｐ１７５）和Ｂａｘ多克隆抗体，

Ｂｃｌ２（５０Ｅ３）单克隆抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗小鼠

β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）ＩｇＧ 抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公

司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体、化学

发光（ＥＣＬ）试剂盒为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。

１．３　模型制备及标本采集　小鼠术前禁食２４ｈ，自

由饮水，腹腔注入１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，

仰卧位固定于电热保温毯上，同时电烤灯保温。常

规消毒，经腹壁中线切口入腹，外置肠襻用温盐水纱

布覆盖，暴露左侧腹腔，钝性分离并用无创动脉夹夹

闭肠系膜前动脉近根部，暂时关闭腹腔。立即皮下

注入生理盐水０．５ｍｌ，缺血４０ｍｉｎ松开动脉夹，肠

道血供恢复，缝线关闭腹腔。假手术组同样经历以

上手术操作但不夹闭动脉。在拟定时间点麻醉后处

死小鼠，切取整段小肠立即置于冰面，距盲肠５ｃｍ
以近取出小肠约１５ｃｍ，远端１ｃｍ回肠经１０％多聚

甲醛固定用于病理检查，余肠段立即置于冰盐水中，

纵行剖开小肠，冰盐水漂洗去除肠内容物，置－７０℃
保存。

１．４　提取肠组织蛋白及蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹）分析　全细胞裂解液提取小肠组织总蛋白［５］，

ＢＣＡ法定量蛋白浓度后，置－７０℃保存。取７５μｇ
样品常规进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳后，半干电转移（３００ｍＡ、１ｈ）至ＰＶＤＦ膜上，用

含５％脱脂奶粉的０．０６％ Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨

基甲烷溶液（ＴＢＳＴ）封闭２ｈ后洗膜，加入相应抗体

（１２０００）４℃过夜孵育，洗膜后加入山羊抗兔ＩｇＧ
抗体（１５０００）于室温孵育１ｈ，最后加入ＥＣＬ试剂

显色。经过电脑扫描成像，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件

分析相应蛋白条带的光密度（Ｄ）值。以ＪＮＫ 为

ｐｈｏｓｐｈｏＪＮＫ内参照，β肌动蛋白表达水平为凋亡

相关蛋白内参照。

１．５　小肠组织大体及光镜检查　肉眼观察全小肠

损伤情况，然后取距离盲肠５ｃｍ以近１ｃｍ回肠组

织常规病理切片，ＨＥ染色，光学显微镜下观察回肠

组织病理变化。

１．６　统计学处理　计量数据以珔ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行单因素方差分析，两两比较

采用ＳＮＫ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　小肠大体及组织病理学改变　假手术组大体

和 ＨＥ染色病理表现（图１Ａ）未见异常。肠缺血再

灌注组肠损伤大体表现为小肠管扩张、肠腔积液明

显，呈节段性!血、坏死，以空肠远端及回肠近端肠

损伤最为严重；肠缺血４０ｍｉｎ后再灌注１ｈ肠病理

损伤最严重，表现为肠绒毛结构破坏，黏膜固有层、

甚至隐窝弥漫性出血，伴有炎性细胞浸润（图１Ｂ），

而再灌注１２ｈ肠组织结构基本恢复正常（图１Ｃ）。

２．２　ＩＩ／Ｒ小鼠小肠组织ｐｈｏｓｐｈｏＪＮＫ表达的动态

变化　结果如图２所示，假手术组小鼠肠道仅检测

到微弱的ＪＮＫ活化，肠缺血再灌注即刻至伤后１ｈ，

小肠组织ＪＮＫ持续活化，与假手术组比较分别增加

３．８３、３．２５、２．１７倍（各再灌注时间点磷酸化ＪＮＫ相

对值与假手术组平均值的比值），差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。此后随时间延长ＪＮＫ活化下降，与假

手术组比较差异无统计学意义。
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图１　ＩＩ／Ｒ后回肠病理变化

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｌｅｕｍｉｎｍｉｃｅａｆｔｅｒｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＩＩ／Ｒ）

Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｍａｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ．Ｂ：ＩＩ／Ｒ１ｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｈａｄｖｉｌｌｉｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌ

ｔｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｕｓｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｉｎｌａｍｉｎａｐｒｏｐｒｉａａｎｄｃｒｙｐｔ．Ｃ：ＩＩ／Ｒ１２ｈｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｉｎｇａｌｍｏｓｔｎｏｒｍａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＩＩ／Ｒ后小肠组织磷酸化ＪＮＫ表达

Ｆｉｇ２　ＰｈｏｓｐｈｏｒＪＮＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＩＩ／ＲａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．３　小肠组织凋亡相关蛋白活化Ｃａｓｐａｓｅｓ３、Ｂｃｌ２
和Ｂａｘ表达的动态变化　以分裂型Ｃａｓｐａｓｅｓ３的
最小相对分子质量１７０００代表Ｃａｓｐａｓｅｓ３最佳活
化水平，并以活化Ｃａｓｐａｓｅ３程度作为凋亡判断指
标。Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白免疫印迹结果（图３）显示：假手术
组Ｃａｓｐａｓｅｓ３无明显活化，至再灌注０．５ｈ和１ｈ小
肠组织凋亡明显增加，Ｃａｓｐａｓｅｓ３活化水平与假手
术组比较有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。

　　促凋亡蛋白Ｂａｘ表达持续存在，各组间相互比
较无统计学差异。在假手术组，小肠组织抗凋亡

Ｂｃｌ２蛋白高水平表达；与假手术组比较，再灌注０．５
ｈ、１ｈ和４ｈＢｃｌ２蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０１）、而
再灌注即刻和６ｈ与之比较无统计学差异。

３　讨　论

　　本实验结果显示，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肠缺血４０ｍｉｎ
再灌注损伤早期即表现出严重的肠损伤，尤以再灌
注１ｈ肠组织损害最严重，伤后１２ｈ肠组织结构基
本恢复正常，与 Ｕｄａｓｓｉｎ等［６］以大鼠肠缺血３０ｍｉｎ
后再灌注肠损伤情况基本一致，进一步揭示了小肠
缺血再灌注损伤与修复的动态变化规律，但应充分
考虑动物种属差异、不同的缺血及再灌注时间对肠
损伤的影响。另一方面，本研究以小肠组织表达活
化的Ｃａｓｐａｓｅ３作为凋亡指标，观察肠缺血再灌注

细胞凋亡的动态变化，结果显示，肠缺血再灌注早期
小肠组织活化Ｃａｓｐａｓｅ３水平显著增加，它作为细
胞凋亡程序的最终执行者，导致小肠组织细胞凋亡。
肠缺血再灌注除了直接导致细胞坏死外，细胞凋亡
同样是肠损伤的重要方式［３］，但肠缺血再灌注介导
的细胞凋亡信号通路目前尚不清楚。

图３　ＩＩ／Ｒ后小肠组织凋亡相关蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＩＩ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄ

ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　ＪＮＫ也称应激活化蛋白激酶，在缺血再灌注、

内毒素（ＬＰＳ）等多种应激条件下ＪＮＫ磷酸化（活

化）并转移到细胞核，激活活化蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒ

ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１），启动与细胞凋亡和增殖相关基因

的转录及蛋白表达增加，从而调控细胞凋亡与增殖。

本实验结果显示肠缺血即引起ＪＮＫ活化显著增加，

再灌注１ｈ内持续高水平活化。ＪＮＫ的活化可能引
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起下游底物ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ基因转录增加
［９］，从而促进

肠缺血再灌注后细胞凋亡相关基因的转录及蛋白表

达。心、肾缺血再灌注均能激活ＪＮＫ信号转导通路

引起心肌细胞和肾小管上皮细胞的凋亡［７８］，抑制

ＪＮＫ和ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶活化，能减轻大鼠

肠缺血再灌注损伤［４］，但ＪＮＫ活化在肠缺血再灌注

损伤中的机制仍不清楚。

　　由于ＪＮＫ活化可通过影响Ｂｃｌ２凋亡蛋白家族

的表达来调控细胞凋亡［１０］，本实验进一步探讨小肠

缺血再灌注肠损伤后凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的

表达差异，结果表明，在缺血再灌注早期，抗凋亡蛋

白Ｂｃｌ２表达下调，而促凋亡蛋白Ｂａｘ表达持续存

在，组间水平无显著差异。Ｂｃｌ２和Ｂａｘ通常以二聚

体结合形式调控细胞凋亡，Ｂｃｌ２可通过减少氧自由

基的产生和脂质过氧化物的形成、增加细胞内谷胱

甘肽等抗氧化剂，从而发挥抗细胞凋亡作用。肠缺

血再灌注导致ＪＮＫ活化及抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２下调，

可能参与了 Ｃａｓｐａｓｅ３依赖性细胞凋亡和组织坏

死。

　　综上所述，小肠缺血再灌注损伤后细胞凋亡与

组织坏死并存，在缺血再灌注肠损伤早期ＪＮＫ持续

活化、Ｂｃｌ２蛋白表达下调和细胞凋亡增加与早期小

肠病理损害之间，存在明显的时相关联性。本实验

初步揭示了肠缺血再灌注后ＪＮＫ活化过程及其与

肠损伤与凋亡的关系，对进一步阐明ＪＮＫ的活化机

制及其在ＩＩ／Ｒ肠损伤中的作用具有指导意义。
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ｓｗｉｔｃｈｆｏｒＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｄｅａｔｈｕｎｄｅｒｅｘｃｅｓｓｉｖｅｓｔｒｅｔｃｈ［Ｊ］．Ａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓ，２００９，１４：７６４７７０．

［本文编辑］　孙　岩


