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　　［摘要］　目的　探讨潘妥洛克减轻胃缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤和凋亡途径的关系。方法　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手
术组、模型组（溶剂＋手术组）、给药组（潘妥洛克＋手术组），每组１０只。夹闭小鼠腹腔动脉３０ｍｉｎ后松开动脉夹再灌注１ｈ
制作胃Ｉ／Ｒ模型，根据分组情况于手术前１ｈ腹腔注射溶剂１０ｍｌ／ｋｇ或２ｍｇ／ｍｌ的潘妥洛克溶液１０ｍｌ／ｋｇ。再灌注１ｈ后取

胃标本铺平，拍照软件分析计算出血百分比。应用蛋白免疫印迹法检测比较各组Ｃａｓｐａｓｅ８、分裂型Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、丝

氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ）以及磷酸化ＡＫＴ的表达水平。结果　给药组胃黏膜糜烂出血面积明显减少，与模型组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；给药组凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ８、分裂型Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ及Ｂｃｌ２与模型组相比无明显差异，而上游

促修复抑制凋亡的关键信号蛋白ＡＫＴ的磷酸化水平比模型组明显降低（Ｐ＜０．０１）。结论　潘妥洛克减轻胃缺血再灌注损
伤不依赖于抑制Ｃａｓｐａｓｅ３促凋亡途径，而可能与潘妥洛克抑制ＡＫＴ的磷酸化有关。
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　　烧创伤应激、失血性休克、败血症、胃肠道某些血管性疾

病常可引起急性胃黏膜损伤［１４］，其损伤机制与胃的缺血再

灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）密切相关。研究表明，胃缺

血造成急性缺血缺氧，再灌注后产生大量氧自由基，引起黏

膜损伤出血，其间细胞坏死和细胞凋亡同时存在［５］。质子泵

抑制剂减轻胃Ｉ／Ｒ损伤除了抑制胃酸，是否也通过凋亡途径

尚不了解。本实验通过建立Ｃ５７ＢＬ／６小鼠胃缺血再灌注损

伤模型，应用质子泵抑制剂潘妥洛克预处理，观察其对

Ｃａｓｐａｓｅ３促凋亡通路相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ８、分裂型Ｃａｓｐａｓｅ

３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２，以及ＰＩ３ＫＡＫＴ促修复信号通路关键蛋白

ＡＫＴ磷酸化水平的影响，旨在进一步探讨质子泵抑制剂的

作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　潘妥洛克为德国 ＡＬＴＡＮＡ 公司产品；

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 ＡＫＴ、磷 酸 化 ＡＫＴ、Ｃａｓｐａｓｅ８、分 裂 型

Ｃａｓｐａｓｅ３（Ａｓｐ１７５）、Ｂａｘ多克隆抗体和Ｂｃｌ２（５０Ｅ３）单克隆

抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根过氧化

物酶标记的β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）兔抗小鼠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。

１．２　动物分组　健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＳＰＦ级，８１２周

龄，由第二军医大学实验动物中心提供，动物合格证号

ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。经过１２ｈ昼夜交替、自由饮水及鼠齿

类饲料适应性饲养１周后用于本实验。动物随机分为假手

术组（ｓｈａｍ＋ｖｅｈｉｃｌｅ）、模型组（溶剂＋手术，Ｉ／Ｒ＋ｖｅｈｉｃｌｅ）和

给药组（潘妥洛克＋手术，Ｉ／Ｒ＋ｐａｎｔｏｌｏｃ）。每组１０只小鼠，

其中４只用于大体观察拍照分析出血面积，６只用于分子生

物学指标检测。

１．３　模型制备及标本采集　手术前小鼠禁食１２ｈ，自由饮

水。根据分组于手术前１ｈ腹腔注射溶剂（０．９％ ＮａＣｌ）１０

ｍｌ／ｋｇ，或２ｍｇ／ｍｌ的潘妥洛克溶液１０ｍｌ／ｋｇ。模型制备参

照 Ｗａｄａ等［６］的方法，１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射

麻醉，打开腹腔寻找并夹闭腹腔动脉，３０ｍｉｎ后松开动脉夹

形成再灌注。假手术组不夹闭腹腔动脉，余操作相同。于再

灌注１ｈ后深麻醉处死动物后取材。采用随机数字法抽取

大体观察拍照和分子生物学检测的动物个体，用于大体观察

和拍照的胃标本沿纵轴大弯侧剖开并漂洗内容物后平铺拍

照，用于分子生物学检测的胃组织立即置于冰盐水中，剖开

后用冰盐水漂洗去除胃内容物，置８０℃冷冻保存。

１．４　胃黏膜出血面积分析　用ＩｍａｇｅＪ１．４图像分析软件

对各组胃黏膜出血面积（整个照片中的红色区域）进行识别

计算，并计算出血面积所占全胃黏膜面积的百分比进行统计
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分析［６］。

１．５　胃组织蛋白提取及蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）分

析　全细胞裂解液提取胃组织总蛋白的方法同文献［７］，

ＢＣＡ法定量蛋白浓度后，８０℃保存。取１００μｇ样品加样后

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋白分子半干法电转至ＰＶＤＦ
膜上，用含５％脱脂奶粉和０．０６％ Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨

基甲烷溶液（ＴＢＳＴ）封闭４０ｍｉｎ后洗膜，加入相应抗体（１

１０００）４℃ 过夜孵育，将膜漂洗后加入兔抗小鼠ＩｇＧ抗体（１
１０００）于室温孵育１ｈ，最后加入ＥＣＬ化学发光试剂暗室

曝光底片。底片扫描后用ＩｍａｇｅＪ１．４软件进行蛋白条带的

光密度值分析。磷酸化 ＡＫＴ以 ＡＫＴ表达水平为参照，其

余凋亡相关蛋白以βａｃｔｉｎ表达水平为内参照。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，使用ＳＰＳＳ１１．０统计

软件进行方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　胃黏膜出血面积比较　假手术组胃黏膜基本正常；模

型组胃黏膜出血明显，约占全胃面积的（２６．３３±４．６３）％，与

假手术组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，

潘妥洛克２０ｍｇ／ｋｇ预处理后（给药组）胃黏膜出血面积明显

减少（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　各组胃黏膜出血面积比较
Ｐ＜０．０１与其他组比较．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．２　胃组织中凋亡相关蛋白的表达　模型组Ｃａｓｐａｓｅ８、分

裂型Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２蛋白表达与假手术组相比均明显升

高（Ｐ＜０．０１），给药组与模型组相比无明显差异。Ｂａｘ蛋白
表达在各组间无明显差异（图２）。

２．３　各组胃组织磷酸化和非磷酸化ＡＫＴ表达　ＡＫＴ磷酸

化活化在模型组明显高于假手术组（Ｐ＜０．０１），与模型组相
比潘妥洛克２０ｍｇ／ｋｇ预处理后 ＡＫＴ磷酸化活化明显降低

（Ｐ＜０．０１，图３）。

３　讨　论

　　胃的缺血再灌注损伤可能比我们以往所认识到的更为

普遍。在危重病和严重创伤休克患者常见的应激性消化道

出血［４］，其本质尚未完全阐明，文献提示其机制与消化道缺

血再灌注损伤相似［５，７］。质子泵抑制剂减轻胃缺血再灌注

损伤，是否影响凋亡途径尚无研究报道。但有文献报道应用

质子泵抑制剂会促进移植物抗宿主反应的胃黏膜细胞凋

亡［８］，还可以诱导人类Ｂ细胞瘤的凋亡［９］。本实验建立了

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠胃缺血再灌注损伤模型，结果显示，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠胃缺血３０ｍｉｎ再灌注１ｈ能引起明显的胃黏膜出血糜

烂，与 Ｗａｄａ等［６］以大鼠胃缺血再灌注肠损伤情况基本一

致。提前给予质子泵抑制剂潘妥洛克干预后可以明显减少

胃黏膜糜烂出血面积。对凋亡相关蛋白的检测发现，胃缺

血再灌注引起胃组织Ｃａｓｐａｓｅ８、分裂型Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２
明显升高（Ｐ＜０．０１），提前给予潘妥洛克干预并不能逆转

Ｃａｓｐａｓｅ８、分裂型 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｃｌ２的升高；促凋亡蛋白

Ｂａｘ表达在各组间无明显差异。提示潘妥洛克减轻胃缺血
再灌注黏膜糜烂出血不依赖于抑制Ｃａｓｐａｓｅ３促凋亡通路。

图２　蛋白免疫印迹法检测缺血再灌注后

各组胃组织凋亡相关蛋白表达

Ｐ＜０．０１与假手术组比较．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　各组胃组织ＡＫＴ磷酸化水平比较
Ｐ＜０．０１与其他组比较．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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　　凋亡通路是一个复杂的调控网络，促修复和凋亡同时并存，并处

于某种动态平衡。ＡＫＴ蛋白磷酸化在ＰＩ３ＫＡＫＴ促修复信号通路

中起关键作用［１０］。本实验发现，潘妥洛克预处理组 ＡＫＴ磷酸化水

平比模型组明显降低（Ｐ＜０．０１）。提示潘妥洛克预处理可能抑制了

ＰＩ３ＫＡＫＴ促修复信号通路活化。

　　综上所述，潘妥洛克预处理明显减轻胃黏膜糜烂出血不依赖于

抑制Ｃａｓｐａｓｅ３促凋亡通路，而可能与其抑制ＰＩ３ＫＡＫＴ促修复信

号通路关键蛋白ＡＫＴ磷酸化有关，尚需进一步研究。
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