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　　［摘要］　目的　研究肠道补充低聚半乳糖（ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＧＯＳ）对冷束缚应激（ｃｏｌｄｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ，ＣＲＳ）大鼠

肠黏膜紧密连接和屏障功能的影响。方法　４０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成正常对照组、ＧＯＳ组、ＣＲＳ组和ＣＲＳ＋ＧＯＳ组，每组
１０只，正常对照组仅给予基础饮食，ＧＯＳ组每天给予ＧＯＳ（４ｇ／ｋｇ）喂养，共１０ｄ；ＣＲＳ组大鼠于普通喂养第１０天，被束缚固定

后置于４℃冰箱３ｈ，制备ＣＲＳ模型；ＣＲＳ＋ＧＯＳ组在每天给予ＧＯＳ（４ｇ／ｋｇ）喂养的第１０天制备ＣＲＳ模型。建模成功后，各

组大鼠经心脏采血，检测血浆二胺氧化酶（ｄｉａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓ，ＤＡＯ）浓度；处死大鼠，取回肠组织行病理检查及电镜检查，再采用免

疫组化法检测细胞紧密连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，并以实时定量ＰＣＲ法检测其在ｍＲＮＡ水平的表达。结果　与正常对照组
相比，ＣＲＳ组及ＣＲＳ＋ＧＯＳ组大鼠血浆ＤＡＯ浓度均明显增高（Ｐ＜０．０１）；ＣＲＳ组血浆ＤＡＯ浓度又明显高于ＣＲＳ＋ＧＯＳ组

（Ｐ＜０．０１）；ＣＲＳ组及ＣＲＳ＋ＧＯＳ组大鼠肠黏膜ｏｃｃｌｕｄｉｎ在蛋白和 ｍＲＮＡ水平的表达均较正常对照组显著降低（Ｐ＜０．０１）；

ＣＲＳ组上述指标又明显低于ＣＲＳ＋ＧＯＳ组（Ｐ＜０．０１），正常对照组与ＧＯＳ组间上述指标的差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

结论　添加ＧＯＳ喂养可以降低大鼠血浆ＤＡＯ浓度，增加回肠ｏｃｃｌｕｄｉｎ在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达，提示ＧＯＳ可能具有改
善紧密连接和维护肠屏障功能的作用。
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　　应激性生活事件被认为与消化系统最常见的慢

性疾病，如功能性胃肠道病症（ＦＧＩＤ）、炎症性肠病

（ＩＢＤ）、胃食管反流病（ＧＥＲＤ）和消化性溃疡（ＰＵ）

等的发病或症状加重相关；急、慢性应激可以引起肠

道显著的病理生理改变［１］。迄今为止应激引起肠道

功能障碍的具体机制尚不清楚，但肠黏膜屏障功能

障碍是其可能的一种机制［２］。二胺氧化酶（ｄｉａｍｉｎｅ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）在人类小肠黏膜上层绒毛中有较高

的含量和活性，肠黏膜细胞受损、坏死后可被释放入

血或随坏死脱落的细胞进入肠腔内，导致其活性在

血浆和肠腔增高而在肠黏膜内降低，故ＤＡＯ浓度在

外周血中的变化可间接反映肠黏膜屏障的完整性和

损伤程度［３］。上皮细胞紧密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，

ＴＪ）位于上皮细胞膜外侧的顶部，分隔细胞顶面与基

侧面，防止上皮细胞间隙中的物质溢出和大分子在

细胞间隔中穿行；细胞间的ＴＪ破坏可能导致肠上皮

对大分子物质的通透性增加［４］。在炎症、肠缺血再

灌注损伤、细菌毒素、应激等作用下，ＴＪ会产生迅速

的调节反应［６７］。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ是第一个被发现的组成

ＴＪ的蛋白，是ＴＪ的主要成分［８］，在维持上皮细胞屏

障功能方面具有重要作用。本实验主要通过观察微

生态 制 剂 低 聚 半 乳 糖 （ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，

ＧＯＳ）早期干预对冷束缚应激（ｃｏｌｄｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ，

ＣＲＳ）大鼠肠黏膜通透性及肠黏膜上皮ＴＪ蛋白ｏｃ

ｃｌｕｄｉｎ表达的影响，初步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只，体质量

１５０～１６０ｇ，由中国科学院上海实验动物中心提供

［ＳＣＸＫ（沪）２００２－０００６］。ＧＯＳ（西安德施普生物制品

有限公司），冷束缚大鼠固定器（苏杭实验动物仪器

厂），日立 Ｈ８００透射电镜（第二军医大学电镜室），

ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲ试剂盒［宝生物工程（大连）有限

公司］，兔抗ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗（Ｚｙｍｅｄ公司），鼠兔通用

型二抗（上海增健生物科技有限公司），ＲＮＡｄｉｒｅｃｔ

ＳＹＢＲ○ＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ［东洋纺（上

海）生物科技有限公司］，ＤＡＯ试剂购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　实验动物分组　４０只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠适应性

喂养１周，自由饮水及进食，随后被随机分为４组：

正常对照组、ＧＯＳ组、ＣＲＳ组和ＣＲＳ＋ＧＯＳ组，每

组１０只。实验开始前大鼠禁食２４ｈ，自由饮水。正

常对照组大鼠在笼中自由活动，仅接受基础饮食

（ｂａｓａｌｄｉｅｔ）、无菌水饲养；ＧＯＳ组大鼠每天的饮水

中添加 ＧＯＳ（４ｇ／ｋｇ）［２，９］，共１０ｄ，余处理同对照

组；ＣＲＳ组大鼠于普通喂养第１０天，在乙醚轻度麻

醉状态下被固定于专门的器具中，活动受限，置于

４℃冰箱，３ｈ后解除束缚，将大鼠放回鼠笼；ＣＲＳ＋

ＧＯＳ组大鼠每天的饮水中添加ＧＯＳ（４ｇ／ｋｇ），于喂

养后第１０天，采用与ＣＲＳ组相同的方法制备模型。

实验结束后予１％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，心脏取

血２ｍＬ，分离血清待测；取血后处死大鼠，取回肠组

织待测。

１．３　血浆ＤＡＯ浓度检测　配制ＤＡＯ标准品后，

进行标本检测。在试管中依次加入０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

３．０ｍＬ、０．００４％ 辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）０．１ｍＬ、

０．５％二盐酸邻联茴香胺（ｏｄｉａｎｉｓｉｄｉｎｅ）０．１ｍＬ、血

浆０．５ｍＬ、０．１７５％戊二胺０．１ｍＬ。空白管用ＰＢＳ
液代替样本。置３７℃水浴３０ｍｉｎ，在ＤＵ７型紫外可

见光分光光度计波长４３６ｎｍ处测定光密度值，以

ＤＡＯ标准品倍比稀释建立标准曲线，将检测结果与之

对比，计算ＤＡＯ含量［５］。

１．４　组织病理学改变（ＨＥ染色法）　回肠组织经

生理盐水冲洗后按以下步骤进行病理检测：４％甲

醛固定２４ｈ，梯度乙醇脱水、二甲苯透明，石蜡包埋，

组织切片机切成３～４μｍ切片，３７℃烤片４ｈ，石蜡

切片脱蜡至水，苏木精染色５～１０ｍｉｎ，自来水冲洗

３～４ｍｉｎ，７５％乙醇盐酸分化，温热水５～１０ｍｉｎ显

蓝，９５％乙醇冲洗１ｍｉｎ，伊红复染２ｍｉｎ，脱水透明

（９５％乙醇和纯乙醇脱水，二甲苯各２次，每次２

ｍｉｎ），树脂封固，镜检观察。

１．５　透射电镜检测　对切取的大鼠回肠组织，先用

４％多聚甲醛固定２４ｈ，再切成１ｍｍ×２ｍｍ大小，

放入固定液中；０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ液漂洗，１％四氧

化锇固定液４℃下固定２ｈ，再以ＰＢＳ液漂洗；梯度

乙醇、丙酮脱水，再用１１丙酮／包埋剂浸透２ｈ，

１２丙酮／包埋剂浸透过夜，纯包埋剂浸透１ｈ；聚合
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（３７℃１２ｈ，６０℃３６ｈ）；切片经饱和醋酸铀、柠檬酸

铅染色，在光镜下半薄切片定位观察，再用超薄切片

机切片，常规染色后在透射电镜下观察、拍照。

１．６　小肠黏膜ｏｃｃｌｕｄｉｎ在蛋白及基因水平的表达检测

１．６．１　免疫组织化学染色　回肠组织标本经二甲

苯脱蜡和梯度乙醇水化，ＰＢＳ洗３次，微波抗原修

复；再以ＰＢＳ漂洗，３％Ｈ２Ｏ２孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，

１％小牛血清孵育２０ｍｉｎ；滴加兔抗ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗

（１４００稀释），４℃孵育过夜；ＰＢＳ漂洗，滴加鼠兔通

用型二抗５０μＬ，室温静置３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗，ＤＡＢ
显色１ｍｉｎ；苏木精复染、盐酸乙醇分化；晾干、滴加

树脂封片、镜检。将免疫组化染色片在０．５ｃｍ×１．０

ｃｍ样品截面上，用计算机图像处理系统进行定量灰

度扫描，２００倍放大系数下，每个切片随机挑选５个

视野，求出给定面积的灰度值。灰度值范围为０～

２５５，染色越深，灰度越低。运用ＩｍａｇｉｎＰｒｏＰｌｕｓ软

件计算并比较各自表达量所对应的灰度值，用于反

映ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的相对表达水平（灰度值低代表蛋

白表达水平高）。

１．６．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测　取回肠组织进行

ＲＮＡ抽提，取５μｇ行电泳以检测 ＲＮＡ纯度和浓

度。使用ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲ试剂盒将 ＲＮＡ反转

录为ｃＤＮＡ，保存于４℃冰箱。使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５．０软件设计引物序列，由上海生化生物工程公司合

成，分别是：βａｃｔｉｎ，引物序列为５′ＣＣＴＧＴＡＣＧＣ

ＣＡＡ ＣＡＣＡＧＴ ＧＣ３′、５′ＡＴＡ ＣＴＣＣＴＧＣＴＴ

ＧＣＴＧＡＴＣＣ３′，退火温度５６℃，产物长度２１１ｂｐ；

ｏｃｃｌｕｄｉｎ：引物序列为 ５′ＡＡＡ ＣＣＣ ＧＡＡ ＧＡＡ

ＡＧＡＴＧＧＡＣＣ３′、５′ＴＣＡＣＴＴＴＧＣＣＧＴＴＧＧ

ＡＧＧＡＧ３′，退火温度５８℃，产物长度１９８ｂｐ。建

立２５μＬ的实时ＰＣＲ反应体系，用 ＡＢＩ７５００ＰＣＲ
仪进行扩增。荧光定量ＰＣＲ的结果以Ｃｔ值显示，

采用相对定量２－ΔΔＣｔ法比较各基因表达的差异。

１．７　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行

统计分析。所有实验数据均以珚ｘ±ｓ表示，各组之间

的比较采用方差分析，两组间比较采用配对ｔ检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　血浆ＤＡＯ浓度　ＣＲＳ组、ＣＲＳ＋ＧＯＳ组大鼠

血浆 ＤＡＯ 浓度分别为（２４．７５±２．７３）Ｕ／ｍＬ、

（１７．３６±１．５０）Ｕ／ｍＬ，均 明 显 高 于 正 常 对 照 组

（８．４２±２．５８）Ｕ／ｍＬ，Ｐ＜０．０１），ＣＲＳ组血浆ＤＡＯ
浓度又明显高于ＣＲＳ＋ＧＯＳ组（Ｐ＜０．０１），但血浆

ＤＡＯ浓度在正常对照组和 ＧＯＳ组（９．１０±２．３１）

Ｕ／ｍＬ之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　小肠组织病理学改变的光镜观察　小肠黏膜损

伤以Ｃｈｉｕ分级法［１０］为评分标准。各组大鼠小肠壁层

次清楚，其中正常对照组和ＧＯＳ组大鼠肠道黏膜上皮

结构完整，无明显充血和异常淋巴细胞浸润，评分０
级。ＣＲＳ组大鼠肠黏膜变薄、萎缩，浅层有部分坏死，

上皮细胞脱落，部分绒毛顶端固有层有明显充血水

肿，肠黏膜上皮细胞与固有层间距离增宽，评分３级；

ＣＲＳ＋ＧＯＳ组大鼠肠黏膜变薄，无明显细胞脱落、坏

死，充血水肿不明显，评分１级。结果如图１所示。

２．３　小肠绒毛顶端超微结构的透射电镜观察　正

常对照组和ＧＯＳ组肠黏膜上皮细胞表面微绒毛排

列整齐，柱状上皮细胞结构完整；细胞器结构未见异

常；细胞间紧密连接、中间连接、桥粒及缝隙连接清

楚，无增宽。ＣＲＳ组大鼠肠段主要表现为上皮细胞

微绒毛稀疏、排列不整、呈倒伏状、部分缺如；上皮细

胞连接增宽、部分紧密连接增宽或开放；线粒体肿

胀，内质网扩张。ＣＲＳ＋ＧＯＳ组大鼠肠段部分上皮

细胞微绒毛结构完整，细胞间连接稍增宽，有轻微溶

解现象，但较之ＣＲＳ组大鼠肠段超微结构的改变要

微小。结果如图２所示。

２．４　小肠黏膜ｏｃｃｌｕｄｉｎ在蛋白及基因水平的表

达　免疫组化染色结果显示，ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白细胞表

面、细胞间、胞质内均有表达，阳性染色呈棕黄色，正

常对照组（图３Ａ）和ＧＯＳ组（图３Ｂ）较ＣＲＳ组（图３Ｃ）

和ＣＲＳ＋ＧＯＳ组（图３Ｄ）染色深。相对定量分析结果

显示，ＣＲＳ组和ＣＲＳ＋ＧＯＳ组平均灰度值均显著高于

正常对照组（Ｐ＜０．０１），ＣＲＳ组又高于ＣＲＳ＋ＧＯＳ组

（Ｐ＜０．０１），但正常对照组和ＧＯＳ组之间差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５，图３Ｅ）。说明ＣＲＳ组和ＣＲＳ＋ＧＯＳ
组大鼠小肠上皮细胞间ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较正常对照

组均明显降低，但ＣＲＳ＋ＧＯＳ组的表达水平较ＣＲＳ组

有所增加。与此相对应的是，在ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达

水平方面，ＣＲＳ组和ＣＲＳ＋ＧＯＳ组也较正常对照组降

低（Ｐ＜０．０１），且ＣＲＳ＋ＧＯＳ组表达水平高于ＣＲＳ组

Ｐ＜０．０１）；正常对照组与ＧＯＳ组之间差异也无统计

学意义（Ｐ＞０．０５，图３Ｆ）。
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图１　各组大鼠小肠组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧＯＳ（ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，４ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，×１０ｄ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＣＲＳ（ｃｏｌｄｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ）ｇｒｏｕｐ，

ａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄｔｈｅｒａｔｓ’ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｂｅｃａｍｅｔｈｉｎｎｅｄｗｉｔｈａｔｒｏｐｈｙ，ｐａｒｔｉａｌｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｍｕｃｏｓａｌ，ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｓｈｅｄ

ｄｉｎｇａｎｄｏｂｖｉｏｕｓｅｄｅｍａａｔｔｈｅｌａｍｉｎａｐｒｏｐｒｉａｏｆｖｉｌｌｉｔｏｐ；ｔｈｅｇａｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｌａｍｉｎａｐｒｏｐｒｉａｂｅｃａｍｅｗｉ

ｄｅｒ；Ｄ：ＣＲＳ＋ＧＯＳｇｒｏｕｐ，ａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄｔｈｅｒａｔｓ’ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｂｅｃａｍｅｔｈｉｎｎｅｒｗｉｔｈｎｏｏｂｖｉｏｕｓｃｅｌｌｓｈｅｄｄｉｎｇ，ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｒｅｄｅｍａ．

Ａ′，Ｂ′，Ｃ′，Ｄ′：ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏＡ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＤ）；×４０（Ａ′Ｄ′）

图２　各组大鼠小肠绒毛顶端超微结构改变

Ｆｉｇ２　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｕｓｔｉｐｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧＯＳ（ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，４ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，×１０ｄ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＣＲＳ（ｃｏｌｄｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ）ｇｒｏｕｐ，

ａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｊｕｎｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｗｉｄｅｎｅｄａｎｄｓｏｍｅｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｗｉｄｅｎｅｄ；Ｄ：ＣＲＳ＋ＧＯＳｇｒｏｕｐ，

ａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｊｕｎｃｔｉｏｎｓｂｅｃａｍｅｓｌｉｇｈｔｌｙｗｉｄｅｎｅｄ，ｗｉｔｈｓｌｉｇｈｔｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｐｈｅｎｏｍｅｎａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００００

图３　各组大鼠小肠黏膜ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的免疫组化检测及ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ的相对含量

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＡＤ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧＯＳ（ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，

４ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，×１０ｄ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＣＲＳ（ｃｏｌｄｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＣＲＳ＋ＧＯＳｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ａｖｅｒａｇｅｇｒａｙｓｃａｌｅｖａｌｕｅｏｆｓｍａｌｌｉｎ

ｔｅｓｔｉｎａｌｏｃｃｌｕｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎ；Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣＲＳｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　动物研究显示，大鼠急性束缚模型（ａｃｕｔｅｒｅ

ｓｔｒａｉｎｓｔｒｅｓｓ）建立成功后，在肠黏膜组织形态学方

面尚未有明显改变时，即出现旁细胞通路（ｐａｒａｃｅｌ

ｌｕｌａｒｐａｔｈｗａｙ）通透性的增高，细胞ＴＪ开放，说明细

胞间ＴＪ的破坏是早期肠屏障功能受损，通透性增高

的主要原因［１１］。

　　Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白作为ＴＪ的主要成分，具有４次跨

膜结构，与ｃｌａｕｄｉｎ１、ｃｌａｕｄｉｎ２及其他一些外周膜蛋

白等连接共同构成上皮的紧密连接结构［１２１３］，在维

持上皮细胞屏障功能方面具有重要作用。肠黏膜

ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白及其 ｍＲＮＡ水平的变化可以在一定

程度上反映肠黏膜紧密连接及肠屏障的破坏情况。

在许多炎症性肠疾病中，均发现有肠黏膜ｏｃｃｌｕｄｉｎ

水平的下降［１４１５］。许多肠致病菌及其毒素也会破坏

肠上皮的ＴＪ结构、减少ｏｃｃｌｕｄｉｎ含量，并可能与激

活宿主的细胞信号转导通路有关［１６１８］。在一项大型

临床研究中发现胃肠炎水样泻后，肠易激综合征

（ＩＢＳ）组的肠道通透性比对照组明显增高［１９］。

　　改善肠道的屏障功能可能是预防或改善应激诱

导的肠道功能障碍的新对策，目前在肠屏障功能方

面，很重要的一个研究领域就是对微生态制剂的研

究。微生态制剂主要包括益生菌（ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ）、益生

元（ｐｒｅｂｉｏｔｉｃｓ）及两者共同构成的合生素（ｓｙｎｂｉｏｔ

ｉｃｓ）等一系列微生态物质，它们在保护肠屏障功能方

面的作用既有共性，又有区别。长期以来，国内外学

者对益生菌的研究较多，而关于益生元的研究才刚

起步，很多研究还处于空白。常见的益生元有各种

低聚糖类，如：低聚果糖、低聚木糖、ＧＯＳ、低聚麦芽

糖等。研究表明，益元生可能通过抑制病原微生物、

免疫调节、促进有机酸生成、营养上皮细胞的机制来

保护肠道屏障［２０２１］。

　　体外采用单层肠上皮细胞进行研究显示，在受

Ｅ．ｃｏｌｉ作用的小肠上皮细胞反应体系中加入乳酸杆

菌等益生菌可以避免ＴＪ破坏，增加ｏｃｃｌｕｄｉｎ及细胞

骨架蛋白的表达［２２］。我们的研究结果显示，与对照

组相比，各ＣＲＳ组大鼠小肠上皮细胞间ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋

白表达和 ｍＲＮＡ水平均明显降低，ＣＲＳ＋ＧＯＳ组

的ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达和 ｍＲＮＡ 水平均高于 ＣＲＳ

组，提示添加 ＧＯＳ可以增加ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ和蛋

白表达水平，从而改善紧密连接和维护肠屏障功能。

　　目前的研究发现应激与一些消化道常见疾病密

切相关，但具体机制不明确，预防和治疗仍缺乏有效

的手段。因此，与此相关的研究是目前研究的热点。

微生态制剂用于应激反应性疾病的防治还有许多亟

待解决的问题，其应用前景值得观察和期待。
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