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ＧＬＰ２对实验性梗阻性黄疸小肠上皮细胞
紧密连接的调控

陈振勇，冯贤松，杨鹏，周有生

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 综合科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　探讨类高血糖素多肽 －２（ＧＬＰ２）对实验性梗阻性黄疸小肠上皮细胞紧密连接的调
控。方法 　 建 立 梗 阻 性 黄 疸 大 鼠 模 型，造 模 后 １０ｄ随 机 分 组，每 组 １０只。黄 疸 组 皮 下 注 射

０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ０．５ｍＬ，实验甲组腹腔注射 ２５０ｇ／（ｋｇ·ｄ），实验乙组腹腔注射 １２５ｇ／（ｋｇ·ｄ）的

ＧＬＰ２溶液 ０．５ｍＬ，每天 ２次，连续 ７ｄ后处死。另设正常对照组，用免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ检测末

端回肠黏膜紧密连接蛋白 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ及 Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４的分布和表达，并用图像分析系统对

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ图像进行定量分析。结果　正常情况下 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１染色强阳性率分别为

７０．０％，８０．０％和 ７０．０％。梗阻性黄疸时 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ分布不均，染色变淡，线条模糊。补充外源

性 ＧＬＰ２后，实验甲组的 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１染色有所恢复，且强阳性表达率分别从黄疸组的

２０．０％，３０．０％和 ２０．０％升至实验甲组的 ８０．０％，９０．０％和 ８０．０％ （均 Ｐ＜０．０５）；Ｃｌａｕｄｉｎ４表达

和分布变化不明显。实验乙组对紧密连接蛋白无影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ图像定量分析得到相同的结果。

结论　梗阻性黄疸时，补充 ＧＬＰ２可影响小肠黏膜上皮紧密连接蛋白的分布和表达；提示 ＧＬＰ２能恢

复和维持小肠黏膜上皮屏障的完整性。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（８）：７６０－７６３］
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　　梗阻性黄疸时小肠黏膜屏障发生改变。尽管
目前已有多种恢复肠道黏膜屏障的方法，但其中

仍有不少未知之处。类高血糖素多肽２（ＧＬＰ２）
作为一种肠道特异性生长调控因子，可以促进肠

黏膜生长和受损的肠黏膜修复［１］。本实验通过建

立梗阻性黄疸动物模型，研究外源性补充 ＧＬＰ２
对肠上皮紧密连接蛋白成分的影响，探讨 ＧＬＰ２
保护肠黏膜屏障的内在机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料
包括 ＧＬＰ２的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，美国多肽

公司），单克隆兔抗 ＺＯ１抗体、闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ）抗体（美国 ＺｙｍｅｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司），壳牢素
（Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４）抗体（Ｓｉｇｍａ公司），四甲基
异硫酸罗丹明（ＴＲＩＴＣ）山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中山
生物技术有限公司），ＴｒａｎｓｗｅｌｌＴＭ聚碳酸酯膜（美
国 Ｃｏｓｔａｒ公司）。另备 ＳＰ免疫组织化学染色试
剂盒（即用型 ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ广谱试剂盒，福州迈
新生物技术公司）及 ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ４１图像采集系
统（ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ，ＵＳＡ）。
１．２　实验方法
１．２．１　模型制备　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄不限，
体重 ２５０～３３０ｇ，由同济医学院实验动物中心提
供。共分 ４组，每组 １０只，即正常组、黄疸组和实
验甲、乙组。后 ３组术前禁食 １６～１８ｈ，采用
１０％水合氯醛腹腔注射麻醉，开腹结扎并切断胆
总管。术后 １０ｄ随机分组。黄疸组术后１０～１６ｄ
接受 ０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ液 ０．５ｍＬ，腹部皮下注射
２次／ｄ；实验甲组接受 ２５０ｇ／（ｋｇ·ｄ）的 ＧＬＰ２
溶液 ０．５ｍＬ，实验乙组接受同量 ＧＬＰ２液 １２５ｇ／
（ｋｇ·ｄ）腹腔注射，每天 ２次，连续 ７ｄ，注射完毕
后 ２４ｈ放血处死动物。距回盲部１０ｃｍ处环形切

取回肠组织。

１．２．２　免疫组化技术检测回肠 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和
Ｃｌａｕｄｉｎ１，４的表达　采用常规 ＳＰ法测定，实验
步骤按试剂盒说明书进行。阴性对照用 ＰＢＳ代替
一抗。反应终浓度抗 ＺＯ１及 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体均为
１∶２００，Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４抗体为１∶８００，随机选
取每一种切片染色清晰者 ５～８张，于光镜下
（４０×）随机选取 ３个视野，并在高倍镜下观察。
细胞中出现棕褐色颗粒为阳性。≥７５％的细胞染
色判为（＋＋＋），５０％ ～＜７５％染色为（＋＋），
１０％ ～≤５０％为（＋），≤１０％为（－）。
１．２．３　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ）分析　另取黏膜
组织 １００ｍｇ，加入 １ｍＬ裂解液和 １０ｍＬ缓冲液，
组织粉碎，匀浆，冰浴 ３０ｍｉｎ；４℃离心，取上清
液，用紫外可见分光光度仪测定蛋白浓度，并用蒸

馏水将各样本统一稀释为 ５μｇ／μＬ，－７０℃保
存。各取样本 １０μＬ及 ５μＬ的预染 Ｍａｒｋｅｒ，加入
上样缓冲液；混合后 １００℃煮沸蛋白变性 ５ｍｉｎ，
分别经７．５％和１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离１ｈ
或 ２ｈ。电 转 ３０ｍｉｎ；取 出 硝 酸 纤 维 膜，染 色
１ｍｉｎ，用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ洗膜数次，封闭
液中 封 闭 １ｈ。分 别加 一抗 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和
Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４抗体，均以 １∶１０００稀释；以

βａｃｔｉｎ（武汉博士德产品）为内参，１∶２０００稀释，
４℃孵育过夜。加入 １∶２０００的二抗［四甲基异硫
酸罗丹明 （ＴＲＩＴＣ）山羊抗兔 ＩｇＧ］室温下孵育
１ｈ。将膜放入显色液中，震荡孵育 ５～１０ｍｉｎ，暗
室下胶片显影，扫描。以 βａｃｔｉｎ蛋白进样对照。
采用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ软件定量测量平均光密度
（ＯＤ）值。
１．３　统计学处理

实验数据用 ｘ±ｓ表示，用简明医学统计软件
进行分析。组内多样本计量资料用四格表确切概
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率检验；样本均数的组间比较采用精确概率 ｑ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　末端回肠 ＺＯ１蛋白和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达
正常组 ＺＯ１均匀分布于小肠上皮细胞的边

缘和细胞膜顶端，沿绒毛下方连续分布，呈强阳性

表达（７０．０％）。而黄疸组 ＺＯ１分布不均，染色
变淡，边缘粗糙有毛刺状突起，强阳性表达率下降

为 ２０．０％（Ｐ＝０．０３）。实验甲、乙组的 ＺＯ１染
色向细胞边缘集中明显，但细胞中间仍有间断染

色；强阳性表达率分别为 ８０．０％和 ６０．０％，相比
黄疸组，实验甲组明显升高（Ｐ＝０．０１），乙组变
化不明显（Ｐ＝０．０８）；但实验甲、乙两组间没有
差异（Ｐ＝０．２４）（表 １）。

与 ＺＯ１相似，正常组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ连续分布于小
肠上皮细胞的边缘，主要定位于细胞膜和细胞质，

呈强阳性表达（８０．０％）。黄疸组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ染色散
乱，强阳性表达率下降为 ３０．０％（Ｐ＝０．０３）。实
验甲、乙组染色有所恢复，强阳性表达率分别为

９０．０％和 ５０．０％，实验甲组与与黄疸组相比差异
有显著性（Ｐ＝０．０１），乙组没有变化（Ｐ＝０．２４）；
但实验甲、乙两组间没有差异（Ｐ＝０．０７）（表１）。
２．２　末端回肠 Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白的表达

正常组大多数黏膜上皮表达 Ｃｌａｕｄｉｎ１，主要
集中在细胞膜。黄疸组 Ｃｌａｕｄｉｎ１的表达被扰乱，
染色强度降低，强阳性表达率为 ２０．０％（Ｐ＝
０．０３）。与黄疸组相比，实验甲组 Ｃｌａｕｄｉｎ１的染
色强阳性表达率升至 ８０．０％（Ｐ＝０．０１），实验
乙组变化不明显（Ｐ＝０．０８），实验甲、乙两组间
差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。Ｃｌａｕｄｉｎ４的染色强阳
性率正常组为 ６０．０％，黄疸组 ５０．０％，实验甲组
６０．０％，乙组 ４０．０％，４组间差异均无显著性
（Ｐ＝０．３２）（表 ２）。

表１　小肠黏膜ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达的变化

组别 例数
ＺＯ１蛋白染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

正常组　 １０ ３ ７ ７０．０１） ２ ８ ８０．０１）

黄疸组　 １０ ８ ２ ２０．０ ７ ３ ３０．０

实验甲组 １０ ２ ８ ８０．０１） １ ９ ９０．０１）

实验乙组 １０ ４ ６ ６０．０２） ５ ５ ５０．０２）

　　注：与黄疸组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＞０．０５

表２　小肠黏膜１，Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白的表达

组别 例数
Ｃｌａｕｄｉｎ１染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

Ｃｌａｕｄｉｎ４染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

正常组　 １０ ３ ７ ７０．０１） ４ ６ ６０．０

黄疸组　 １０ ８ ２ ２０．０ ５ ５ ５０．０

实验甲组 １０ ２ ８ ８０．０１） ４ ６ ６０．０

实验乙组 １０ ４ ６ ６０．０２） ６ ４ ４０．０３）

　　注：与黄疸组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＞０．０５；３）４组间比较，Ｐ＞０．０５

２．３　紧密连接蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ图片

以 βａｃｔｉｎ为内参，ＺＯ１蛋白条带在 ２８０ｋＤ

左右，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白条带在 ３８０ｋＤ（图 １），Ｃｌａｕ

ｄｉｎ１蛋 白 条 带 在 ２４０ｋＤ 左 右，Ｃｌａｕｄｉｎ４在

３００ｋＤ（图 ２）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像定量处理结果

用图像分析仪测定条带的平均 ＯＤ值。黄疸

组的 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１的 ＯＤ值较正常
组均有明显下降（均 Ｐ＜０．０５），实验甲组的数据
较黄疸组升高明显（Ｐ＜０．０５）。实验乙组尽管
数据有所恢复，但与黄疸组差异无显著性（Ｐ＞
０．０５）。Ｃｌａｕｄｉｎ４的 ＯＤ值，各组间变化不明显
（Ｐ＞０．０５）（表 ３）。
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!"# $%&'()*+,

*%-./0.122

+%-./0.314,

图１　ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ结果

!"# $%&'()*+,

*--./0.12345)

+)-./0.12346,

图２　Ｃｌａｕｄｉｎ１，Ｃｌａｕｄｉｎ４的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ结果

表３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ图像分析结果（ＯＤ值，ｘ±ｓ）

组别 ＺＯ１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ Ｃｌａｕｄｉｎ１ Ｃｌａｕｄｉｎ４
正常组 ０．２５２２±０．０１８６ ０．５５２８±０．０２０１ ０．３２３２±０．０１７３ ０．６５３４±０．０３０６
黄疸组 ０．２１５７±０．０２１９１） ０．５１７０±０．０２１２１） ０．２８３１±０．１２４５１） ０．６３８９±０．０２４１
实验甲组 ０．２４７３±０．０１５５２） ０．６０２１±０．０４５８２） ０．３２５４±０．０２６６２） ０．６５０２±０．１５０８
实验乙组 ０．２２１４±０．０３２１３） ０．５２７９±０．０５７３３） ０．３０１６±０．１０４１３） ０．６４２８±０．２０９０４）

　　注：与正常组比较，１）Ｐ＜０．０５；与黄疸组比较，２）Ｐ＜０．０５，３）Ｐ＞０．０５；４）各组间比较，Ｐ＞０．０５

３　讨　论

笔者前期的实验证实［２］，梗阻性黄疸时肠黏

膜通透性的变化与肠上皮紧密连接蛋白的一系

列改变有关。梗阻发生时与肠黏膜通透性密切

相关的紧密连接蛋白 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１，
首先从位置上发生改变，正常情况下这些蛋白分

布于细胞边缘，沿细胞膜分布；胆道梗阻时分布

散乱，细胞质内也有零星分布。从数量上看，梗

阻发生时，这些蛋白染色强度均下降，与文献报

道一致［３］。

使用生长激素、Ｌ－精氨酸、谷氨酰胺、蛙皮
素和神经降压素等［４］均可使受损的肠黏膜屏障恢

复。ＧＬＰ２是近年来发现的一种具有特异性促进
肠黏膜生长与损伤后修复的、有 ３３个氨基酸残
基的多肽，是肠道中与营养相关的一种激素，由

肠道 Ｌ细胞受肠内营养素刺激产生［１］。

ＧＬＰ２对小肠具有多种生理功能，包括维持
生长、屏障功能、消化、吸收及血流动力学等，其

机制较复杂，涉及到独特的信号机制和多重的间

接介质。ＧＬＰ２的生理功能系通过 ＧＬＰ２受体来
实现。ＧＬＰ２受体是一种 Ｇ蛋白偶联受体，信号
通过复杂的 Ｇ蛋白家族影响 ｃＡＭＰ和细胞分裂素
活化蛋白激酶，导致细胞增殖和抗凋亡效应。包

括小肠内分泌细胞、上皮下肌纤维母细胞和肠神

经元存在 ＧＬＰ２受体表达 ［５］。

本研究发现，ＧＬＰ２能改变小肠上皮紧密连
接蛋白的数量和分布。梗阻发生时紧密连接蛋

白 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１从数量和分布上均
发生改变。外源性给予大剂量的 ＧＬＰ２，能纠正
破坏的紧密连接蛋白，分布有所恢复，阳性表达

率接近正常。而小剂量的 ＧＬＰ２不产生明显的
效果。说明 ＧＬＰ２发挥生理功能需要一定的药
物浓度支持。而且 ＧＬＰ２对 Ｃｌａｕｄｉｎ４不产生作
用，提示 Ｃｌａｕｄｉｎ４在小肠上皮紧密连接中具有另
外的作用和机制。

ＧＬＰ２能促进小肠上皮细胞增殖，抑制细胞
凋亡，加快肠上皮形态结构修复，进而促进肠黏

膜屏障功能恢复。虽然 ＧＬＰ２能有效和特异性
地刺激肠黏膜上皮生长的作用已被确认，但其作

用机制所涉及的信号传导通道很复杂，如 ｃＡＭＰ
依赖的蛋白激酶途径等［６］。因而更深一层的机制

还待进一步研究。
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