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　　摘要：目的　研究缺血预处理（ＩＰ）对大鼠移植小肠细胞外基质的早期保护作用。方法　ＳＤ大
鼠随机分为假手术组（Ｓ组，ｎ＝６），小肠移植组（ＳＢＴ组，ｎ＝１２），缺血预处理加小肠移植组（ＩＰＳ

ＢＴ，ｎ＝１２）。建立大鼠异位节段小肠移植模型。各组移植肠冷保存／再灌注 １ｈ取材。检测层粘连
蛋白（ＬＮ）的表达。电镜观察小肠上皮细胞基底膜结构的变化。结果　Ｓ组、ＳＢＴ组和 ＩＰＳＢＴ组 ＬＮ表
达灰度值分别为 ３９．５２±２．６０，１３．５３±０．４４和 ２５．４０±１．７９，ＳＢＴ组明显低于 Ｓ组（Ｐ ＜０．０５），
而 ＩＰＳＢＴ组明显高于 ＳＢＴ组（Ｐ＜０．０５）。电镜显示，Ｓ组小肠上皮基底膜呈线性均匀连续完整的结

构；ＳＢＴ组上皮基底膜断裂、甚至缺失；ＩＰＳＢＴ组上皮基底膜破坏程度比 ＳＢＴ组为轻。结论　移植小
肠细胞外基质是冷保存／再灌注损伤靶点；ＩＰ对细胞外基质冷保存／再灌注损伤有明显的保护作用。
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　　缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）是指

预先反复短暂缺血以延缓或减轻组织后续再灌注

损伤的现象［１］。临床小肠移植在获取移植物和移

植过程中，冷保存／再灌注损伤是不可避免的事件，

它不仅影响移植物的功能和存活，而且可能加剧移

植物的急慢性排斥反应，也是移植物原发性失功能

的原因［２］。因此减轻移植物的冷保存／再灌注损伤

对保证移植物的存活和功能有着重要意义。Ｙｉｎ［３］

的研究表明，ＩＰ对移植肝再灌注损伤具有保护作

用。然而关于 ＩＰ在小肠移植中的作用研究甚少。

细胞外基质是移植肠再灌注损伤作用的早期靶

点［４］。本研究通过建立大鼠异位节段小肠移植模

型，探讨 ＩＰ对移植肠细胞外基质的保护作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物分组和设计

健康雄性 ＳＤ大鼠，体重（２８０±２０）ｇ，购自西

安交大医学实验动物中心。适应性饲养 １周后，随

机分为：（１）假手术组（Ｓ组，ｎ＝６），接受麻醉、剖

腹术和左肾切除术。（２）大鼠异位节段小肠移植

组（ＳＢＴ组，ｎ＝１２），供、受体移植配对时体重相

近。（３）ＩＰ加大鼠异位节段小肠移植组（ＩＰＳＢＴ组，

ｎ＝１２），供肠切取前实施 ＩＰ，即用无损伤显微外科

动脉夹，夹闭肠系膜上动脉 １０ｍｉｎ。松夹再灌注

１０ｍｉｎ后，切取供肠操作同 ＳＢＴ组。移植物血管蒂

重建成功，移植肠再灌注 １ｈ后，ＳＢＴ和 ＩＰＳＢ组取移

植小肠，Ｓ组取小肠组织备检。

１．２　异位节段小肠移植

参照 Ｍｏｎｃｈｉｋ［５］和 Ｗａｎｇ［６］的 方 法 并 加 以 改

进［７］。

１．３　检测项目

１．３．１　移植肠层粘连蛋白（ＬＮ）的表达　各组分

别取材，以 ４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋。连

续切片厚约 ４μｍ，行 ＳＰ免疫组织化学染色。兔抗

大鼠 ＬＮ多克隆抗体（购自武汉博士德生物工程有

限公司）工作浓度为 １∶１００。阴性对照用 ＰＢＳ代替

ＬＮ多克隆抗体。ＤＡＢ染色，封片光镜观察。免疫

组化结果判定：ＬＮ是基底膜的主要成分之一，免

疫组化阳性表达为基底膜呈棕黄色。采用德国

ＱＷｉｎ５５０ＣＷ 图像信号采集与分析系统对各组进行

ＬＮ表达定量分析。每张切片随机选取 ５个高倍视

野，测定 ＬＮ阳性产物灰度值，取平均灰度值作为

ＬＮ表达量。

１．３．２　移植肠组织形态学观察

１．３．２．１　光镜观察　各组小肠组织的石蜡切片，

常规 ＨＥ染色，行光镜检查。

１．３．２．２　电镜观察　移植肠冷保存／再灌注 １ｈ

后，各组采取大小约 １ｍｍ×２ｍｍ×１ｍｍ的移植小肠

组织块，２．５％戊二醛固定 ３ｈ，ＰＢＳ浸洗，１％四氧

化锇后固定 ２ｈ，梯度酒精脱水，环氧树脂 ８１２包

埋，超薄切片，醋酸铀、柠檬酸铅染色，透射电镜

（ＨｉｔａｃｈｉＨ－６００）观察。

１．４　统计学方法

实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

单因素方差分析 ｑ检验。Ｐ ＜０．０５认为有统计学

差异。

２　结　果

２．１　ＬＮ表达定量分析

Ｓ组、ＳＢＴ组和 ＩＰＳＢＴ组小肠上皮细胞基底膜呈

现 ＬＮ免疫反应阳性染色，为棕色。ＳＢＴ组移植小

肠 ＬＮ表达灰度值明显低于 Ｓ组（Ｐ ＜０．０５），而

ＩＰＳＢＴ组移植小肠 ＬＮ表达灰度值明显高于 ＳＢＴ组

（Ｐ＜０．０５），但仍低于 Ｓ组（Ｐ ＜０．０５）（附表）。

说明 ＩＰ有保护小肠上皮细胞外基质基底膜的作

用。

附表　 ＬＮ在各组表达量

组别 ｎ ＬＮ表达灰度值

Ｓ ６ ３９．５２±２．６０

ＳＢＴ ６ １３．５３±０．４４１）

ＩＰＳＢＴ ６ ２５．４０±１．７９２）

　　１）与Ｓ组比，ｑ＝２９．８７，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＢＴ组比，ｑ＝１３．６４，Ｐ

＜０．０５

２．２　小肠上皮细胞基底膜形态学分析
光镜下观察发现三组上皮细胞基底膜的形态

结构有所不同。Ｓ组基底膜呈线性、连续、完整、均

匀结构。ＳＢＴ组基底膜线性结构有不同程度的破

坏，出现分解断裂甚至缺失。ＩＰＳＢＴ组基底膜结构

破坏程度明显较 ＳＢＴ组为轻。透射电镜下上皮基

底膜形态学变化与光镜下形态学变化一致（附图）。

７３
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　　　　　　　　　　　　　　　　Ａ，Ｂ：Ｓ组小肠上皮基底膜呈线性连续完整的结构

　　　　　　　　　　　　　　　　Ｃ，Ｄ：ＳＢＴ组小肠上皮基底膜分解断裂、甚至消失

　　　　　　　　　　　　　　　　Ｅ，Ｆ：ＩＰＳＢＴ组小肠上皮基底膜破坏程度比 ＳＢＴ组为轻

附图　上皮基底膜光镜和电镜下形态学变化

３　讨　论

小肠移植是治疗终末期肠衰竭如短肠综合征

惟一有效的方法［８，９］。除了排斥反应和多源性感染

外，冷保存／再灌注损伤也是临床小肠移植所面临
的主要障碍。缺血再灌注损伤作为一种非特异性

损伤，可以提高移植物免疫原性，加剧急慢性排斥

反应程度，从而影响移植物的存活和功能［２］。因此

预防和减轻移植小肠的冷保存／再灌注损伤有十分
重要的临床意义。研究［１０］表明，小肠是对缺血再

灌注损伤十分敏感的组织，但多数研究集中在如何

减轻和预防冷保存／再灌注对移植小肠上皮的损
伤，而较少注意其对细胞外基质的作用。细胞外基

质对小肠上皮再生分化有促进作用［１１］，也就是说

完整的细胞外基质结构对受损小肠上皮再生修复

有重要意义。Ｍｕｅｌｌｅｒ［４］发现移植小肠的细胞外基
质是冷保存和再灌注损伤的早期靶点，在再灌注

２０ｍｉｎ后，受体血内细胞外基质成分之一的透明质
酸升高。生理条件下，消化道黏膜自我更新速度很

快。Ｔａｇｕｃｈｉ［１２］研究发现小肠缺血 ３０ｍｉｎ再灌注 １ｈ
后，由再灌注损伤触发的上皮修复过程已经开始。

因为再灌注时小肠上皮细胞再生修复速度很快，可

能合成细胞外基质成分，为了准确显示冷保存／再
灌注对细胞外基质的损伤作用和 ＩＰ的干预作用，
避免再灌注过程中小肠上皮再生修复对再灌注和

ＩＰ作用的混杂影响［１３］，故本实验在移植肠血管重
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建成功再灌注 １ｈ后，各组立即取材进行研究。
ＬＮ系一具有多种生物学功能的基底膜非胶原

糖蛋白，是细胞外基质的主要成分之一，能调节细

胞黏附、移动和生长分化等。它主要由基底膜的上

皮细胞和内皮细胞合成。基底膜上皮细胞能分泌

酶类如胶原酶，分解基底膜，因此基底膜处于不断

合成和降解的动态平衡状态，维持完整结构。本实

验结果显示，Ｓ组小肠上皮基底膜呈线性连续完整
均匀的结构，而 ＳＢＴ组移植小肠基底膜断裂甚至缺
损。ＳＢＴ组 ＬＮ表达平均灰度值较之 Ｓ组明显下降
（Ｐ＜０．０５）。此结果进一步证实细胞外基质亦是
冷保存／再灌注损伤的靶点。再灌注时多形核白细
胞依靠层粘连蛋白介导趋化至小肠绒毛，多形核白

细胞释放氧自由基和蛋白水解酶分解基底膜，而小

肠上皮细胞因冷保存／再灌注损伤合成层粘连蛋白
能力下降；破坏增多合成减少即导致基底膜变薄并

断裂缺损。与 ＬＮ免疫组化结果一致，透射电镜检
查显示小肠上皮细胞基底膜 Ｓ组基底膜结构完整，
而 ＳＢＴ组小肠基底膜出现裂隙变薄和断裂。

ＩＰ的保护作用可分为早期保护（产生于 ＩＰ后 １
～３ｈ）和晚期保护（第二窗口效应，产生于 ＩＰ后
２４ｈ）［１４］，但 ＩＰ保护作用的机制仍不甚清楚［１５］。
本实验结果表明，经过短暂的 ＩＰ，移植肠上皮细胞
基底膜结构较单纯移植组明显好转，ＬＮ染色灰度
值上升（Ｐ ＜０．０５），透射电镜下上皮细胞基底膜
损伤的程度较单纯移植组为轻。说明 ＩＰ的确对移
植肠的细胞外基质基底膜冷保存／再灌注损伤有保
护作用，而且可能是 ＩＰ的早期保护。因此在器官
移植领域，实施 ＩＰ可能具有非常重要的临床实际
意义。通过 ＩＰ可以减轻移植物的冷保存／再灌注
损伤，对改善移植物的功能和延长移植物存活有着

十分重要的意义。
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