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烫伤大鼠结肠动力基本功能单位细胞 
损害和内质网应激研究 

李颖 郭力 

【摘要】 目的 了解严重烫伤大鼠结肠壁内神经运动末梢一肌间丛 cajal间质细胞(ICC)．平滑肌 

细胞超微结构改 变以及葡 萄糖 调节蛋 白78(GRP78)、半胱 氨酸 天冬氨 酸蛋 白酶 l2(caspase一12)表达 

情况 ，探讨其在烫伤大鼠结肠动力损伤 中的可能机制 。 方 法 采用 简单随机法将 50只 SD大 鼠分 

为烫伤组(40只)：大鼠造成 30％TBSA1]I度烫伤，伤后腹腔注射乳酸林格液(50 mg／kg)复苏。于伤后 

3、6、l2、24 h处死大 鼠，在距盲肠约 5 CUl处剪取 近端结肠 4 em肠管 ，取 中间各 1 em分别用体 积分数 

3％戊 二醛 及体 积分数 10％ 甲醛固定。对照组 (10只)除不烫 伤外 ，其余处理 同烫伤组 。取戊 二醛 固 

定 的标本 ，透射电镜下观察大鼠肠道细胞变化情况 。取 甲醛 固定 的标本 ，采用免疫组织化学法检测结 

肠壁 中 GRP78和 caspase一12的表达 。 结果 透射 电镜 下 ，对照组大 鼠结肠平滑肌 细胞排列 整齐 ，肌 

细胞 内细胞器丰富 ，核居 中 ，常染色质均匀 ，线粒体嵴较 多 、滑 面内质 网较少 ，肌 间丛神经元 细胞 器丰 

富 ，紧邻肌 问丛神经元 可见 ICC；烫伤组肠道平 滑肌细胞 形状 不规则 ，排列 紊乱 ，核周 隙增宽 ，细胞 内 

有溶解性大空泡 ，线粒体 空泡 样变 ，嵴溶解 、固缩 ，粗 面内质 网扩张并部 分溶 解 ，ICC核周细 胞质 明显 

减少。烫伤组伤后 3、6、12 h GRP78评 分分别为 (4．3 4-0．9)、(6．0 4-0．7)、(4．8±1．1)分 ，均高 于对 

照组[(2．4±0．7)分 ，P <0．05]；烫伤组伤后 6～24 h caspase一12评分均高于对照组 (P <0．05)。对 

照组细胞均有 GRP78表 达 ，烫伤组强度染色主要 出现在 黏膜和肌间神经丛 、间质 细胞 ，而平 滑肌细胞 

多呈轻中度染色。烫伤后 3、12 h GRP78呈阳性表达 ，伤后 6 h呈强阳性。caspase一12在伤后3 h阳性 

表达不 明显 ，伤后 6、24 h表 达呈 弱阳性 ，伤后 l2 h表达呈 阳性 ；对照组未见 caspase．12表达 。 结论 

严重烫 伤后 大鼠结肠 壁内神经 运动 末梢一肌间丛 ICC一平滑肌细胞存在 明显病理改 变 ，这与内质网过度 

应激启动 caspase—l2凋亡通路致细胞损伤可能有关 。 

【关键词】 烧伤； 结肠； 细胞凋亡 ； 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 12； 葡萄糖调节蛋白78 
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【Abstract】 Objective To observe expressions of glucose—regulated protein(GRP78)and caspase- 

l2 in nervous system—interstitial cells of Cajal r ICC、in smooth muscle in colonic wall in rats with scald inju— 

ry，as well as their relevant uhrastructural changes，so as to probe the possible mechanisms of dynamic dam- 

age in nlurine colon after a scald injury． Methods Fifty healthy Sprague—Dawley rats were randomly di— 

vided into scald(n：40)and control(n=10)groups．Rats in scald group were inflicted with 30％ TBSA 

full—thickness scald，and received an intraperitoneal1y injection of Ringer lactate solution(50 mg／kg)for re— 

suscitation，while those in control group had similar treatment with the exception of scald． Rats in control 

group and scald group were sacrificed at 3，6，12，24 post scald hour(PSH，10 rats at each time point)for 

collection of 4 Cnl of colonic tissue，5 cIn proximal to the cecum．A segment of colonic wall，1 am in length， 

was obtained from the middle of the harvested segment of colon．and it was fixed with 3％ glutaraldehyde or 

10％ formaldehyde． The samples fixed with glutaraldehyde were used to observe uhrastruetural alterations 

under transmission electron microscope，while that with formaldehyde were used to observe expressions of 

GRP78 and caspase一1 2 in colonic wall by immunohistochemical assay． Results The colonic smooth inus— 

ele cells of rats in control group showed regular arrangment，their organelles were abundant，nucleus central— 

ly located．euchromatin distributed evenly with nlore abundant mitochondrial cristae and less smooth endo- 
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内质网是真核细胞 中蛋 白质翻译 、合成及 ca“ 

存储的场所 ，对内外环境 的变化极为敏感 ，其功能紊 

乱时出现错误折叠与未折叠蛋 白在腔 内聚集 以及 

ca“平衡紊乱的状态，称为内质网应激 (endoplasmic 

reticulum stress，ERS)。葡萄糖调节蛋 白78(glucose— 

regulated protein 78，GRP78)是 内质 网上 的伴 侣蛋 

白，也是 ERS的标志物 ，可促进 内质网中未折叠蛋 

白正确折叠、修饰，具有保护内质网功能的作用。半 

胱氨酸天冬氨酸蛋 白酶 12(caspase一12)是存在于内 

质网上的促凋亡因子 ，正常状态下与 GRP78结合， 

而过强的刺激可使 caspase一12激活，启动凋亡通路。 

笔者以大鼠结肠动力基本功能单位 (basic functional 

unit of intestinic motility，BFUIM)为研究对象，针对 

组织亚细胞器形态结构改变与功能变化的关系，探 

讨大鼠烫伤后肠道动力障碍的机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型与分组 

健康成年 SD大鼠 50只(泸州医学 院动物实验 

中心)，雌雄不限，体质量 250～300 g。采用简单随 

机法将大鼠分为烫伤组(40只)：大 鼠腹腔注射戊 巴 

比妥钠(30 mg／kg)麻醉后，背部剃毛 、置于 98℃热 

水中 15 S造成 30％TBSA m度烫伤 (经病理切片证 

实)。伤后腹腔注射乳酸林格液 (50 mg／kg)复苏 ， 

自由进食 。于伤后 3、6、12、24 h无痛断颈处死大 鼠 

(每时相点 10只)剖腹找到盲肠，距盲肠约5 em处 

剪取近端结肠肠管 4 cm，PBS漂洗，取中间各 1 cm 

分别用体积分数 3％戊二醛及体积分数 10％ 甲醛固 

定。对照组(10只)禁食 、禁水 12 h，除不烫伤外其 

余处理同烫伤组。 

1．2 检测指标 

1．2．1 肠道平滑肌细胞形态的观察 取戊二醛 

固定的肠管标本，超薄切片，锇酸染色，透射电镜下 

观察大鼠肠道细胞变化情况。 

1．2．2 免疫组织化学观察 取甲醛 固定的肠管 

标本 ，常规石蜡包埋 、切片 ，行链霉亲和素一生物素复 

合物法免疫组织化学染 色，操作按试剂盒 (加拿大 

stressgen公 司 )说 明 书进 行。用 美 国 Leica公 司 

DM4OOOB型电子成像采集系统采集免 疫组织化学 

切片图像。以细胞 内出现棕黄色颗粒为阳性 细胞 ， 

每张切片随意观察 5个视野，采用双盲法进行评分 ， 

计数 100个细胞中的阳性细胞数。 

结果判定采用综合评分法。根据细胞染色程度 

及阳性细胞面积记分。细胞着蓝色(即不着色)记 0 

分 ，黄色(轻度染色 )记 1分 ，棕黄色(中度染色)记 2 

分 ，深棕黄色(强度染色)记 3分。无细胞染色记 0 

分 ，细胞染 色 面积小 于 25％记 1分，染 色 面积在 

25％ ～50％记 2分 ，染色面积大于 50％记 3分 。根 

据上述 2项指标的积分数将细胞 GRP78和 caspase． 

12的表达分为：阴性 (一)，积分为 0～1分 ；弱阳性 

(+)，积分为 2—3分；阳性(++)，积分为4～5分 ； 

强阳性(+++)，积分为 6—7分。 

1．3 统计学处理 

数据以 ±s表示，采用 SPSS 14．0统计软件行 

单因素方差分析。表达强度用非参数 Ridit检验。 

2 结果 

2．1 透射电镜下细胞形态变化 

对照组大鼠结肠平滑肌细胞排列整齐 ，肌细胞 

内细胞器丰富，核居中，常染色质均匀，线粒体嵴较 

一一～一一～一一～一一一一一一 
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多 、 滑 面 内 质 网 较 少 。 肌 问 丛 神 经 元 细 胞 器 丰 富 ， 有

大 量 线 粒 体 及 粗 面 内 质 网 ， 神 经 膨 体 内 有 较 多 的 突

触 小 泡 。 紧 邻 肌 问 丛 神 经 元 可 见 c a j a l 间 质 细 胞

( I C C ) ， 其 核 周 胞 质 和 突 起 内 含 发 育 良 好 的 线 粒 体 、

内 质 网 和 高 尔 基 体 。 烫 伤 组 大 鼠 肠 道 平 滑 肌 细 胞 形

状 不 规 则 ， 排 列 紊 乱 ， 核 周 隙 增 宽 ， 肌 细 胞 胞 质 内 有

较 多 溶 解 性 空 泡 ， 内 质 网 扩 张 呈 空 泡 样 ；肌 间 丛 可 见

神 经 元 胞 质 部 分 溶 解 ， 线 粒 体 肿 胀 ， 嵴 溶 解 ， 粗 面 内

质 网 扩 张 ， 部 分 溶 解 。 I C C 核 周 的 细 胞 质 明 显 减 少 ，

线 粒 体 肿 胀 或 空 泡 样 变 ， 胞 质 内 可 见 许 多 自 噬 性 空

泡 。 胞 内 细 胞 器 的 数 量 较 正 常 减 少 ， 核 糖 体 减 少 ， 内

质 网 扩 张 ， 粗 面 内 质 网 脱 颗 粒 ， 核 内 异 常 染 色 质 明

显 。 见． 图 1 。

图 1 2 组 大 鼠 肠 道 平 滑 肌 细 胞 形 态 变 化 。 a ． 对 照 组 平 滑 肌 细

胞 排 列 整 齐 ， 胞 核 完 整 ， 细 胞 连 接 紧 密 ( 白 色 箭 头 ) ， 神 经 细 胞 线

粒 体 ( 短 黑 色 箭 头 ) 、 内 质 网 丰 富 ( 长 黑 色 箭 头 ) 透 射 电 镜 ×

1 2 0 0 0 ；b ． 烫 伤 组 大 鼠 伤 后 3 h 平 滑 肌 细 胞 膜 周 边 有 扩 张 小 泡 ，

线 粒 体 轻 度 扩 张 透 射 电 镜 × 1 5 0 0 0

2 ． 2 免 疫 组 织 化 学 结 果

2 ． 2 ． 1 G R P 7 8 和 c a s p a s e 一 1 2 评 分 各 组 G R P 7 8

和 c a s p a s e 一 1 2 评 分 情 况 见 表 l 。

2 ． 2 ． 2 G R P 7 8 和 c a s p a s e 一 1 2 表 达 对 照 组 大 鼠

肠 道 细 胞 均 有 G R P 7 8 表 达 ， 烫 伤 组 强 度 染 色 主 要 出

1 9 5

现 在 黏 膜 、 肌 间 神 经 丛 和 间 质 细 胞 ， 而 平 滑 肌 细 胞 多

呈 轻 中 度 染 色 ( 图 2 ) 。 烫 伤 组 伤 后 3
、

1 2 h G R P 7 8

表 达 呈 ( + + ) ， 伤 后 6 h 呈 ( + + + ) 。 c a s p a s e 一 1 2

在 烫 伤 后 3 h 阳 性 表 达 不 明 显 ， 伤 后 6
、

2 4 h 表 达 呈

( + ) ， 伤 后 1 2 h 表 达 呈 ( + + ) ； 对 照 组 未 见

c a s p a s e 一 1 2 表 达 。 见 图 2
。

表 l 各 组 大 鼠 G R P 7 8 与 c a s p a s e
一 1 2 评 分 情 况 ( 分 ，

i ± s )

注 ：G R P 7 8 为 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 7 8
，

c a s p a s e 一 1 2 为 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸

蛋 白 酶 1 2 ；与 对 照 组 比 较 ，

“

P < 0 ． 0 5

3 讨 论

严 重 烫 伤 患 者 常 伴 有 胃 肠 道 动 力 功 能 障 碍 ， 在

烫 伤 后 早 期 ， 胃 肠 道 病 理 改 变 和 动 力 异 常 可 先 于 临

床 症 状 出 现 。 对 胃肠 道 动 力 功 能 障 碍 机 制 和 防 治 的

研 究 在 烧 伤 后 肠 源 性 感 染 中 具 有 重 要 意 义 。 有 实 验

证 明 ， 严 重 烫 伤 大 鼠 胃 肠 道 的 排 空 及 推 进 速 率 明 显

下 降 。 郭 力 等
。。

对 烫 伤 豚 鼠 胃肠 道 动 力 机 制 的 研 究

表 明 ， 豚 鼠 烫 伤 及 腹 腔 注 射 L P S 后 ， 肠 道 组 织 中 降 钙

素 基 因 相 关 肽 含 量 明 显 增 高 ， 而 N a
+ _K

’
一 A T P 酶 、

M g
“

． A T P 酶 、
C a

“
一 A T P 酶 及 C a

“
一 M g

“
一 A T P 酶 含

量 明 显 降 低 。 1 9 9 5 年 有 报 道 ： 烫 伤 大 鼠 肠 道 平 滑 肌

细 胞 线 粒 体 跨 膜 电 势 差 A Om 下 降 或 丧 失 ， 膜 通 透 性

图 2 2 组 大 鼠 结 肠 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 7 8 ( G R P 7 8 ) 、 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白酶 1 2 ( c a s p a s e - 1 2 ) 表 达 情 况 链 霉 亲 和 素 一 生 物 素 复 合 物 法 × 4 0 0 。

a
～ e ． G R P 7 8 表 达 情 况 ；a l ～ e 1 ． c a s p a s e 一 1 2 表 达 情 况 ．a ．对 照 组 有 阳 性 表 达 ， 黏 膜 细 胞 部 分 中 度 染 色 ， 平 滑 肌 细 胞 染 色 轻 或 无 ， 肌 间 丛 神 经 细

胞 及 问 质 细 胞 轻 中 度 染 色 ；b ． 伤 后 3 h
， 环 纵 行 肌 之 间 细 胞 胞 质 有 巾 强 度 的 阳 性 颗 粒 ， 平 滑 肌 少 许 轻 度 染 色 或 无 染 色 ；C ． 伤 后 6 h

， 黏 膜 细 胞 、

肌 间 丛 神 经 元 及 间 质 细 胞 呈 强 阳 性 ， 平 滑 肌 细 胞 中 度 染 色 ， 平 滑 肌 排 列 较 紊 乱 ；d ． 伤 后 1 2 h
， 肌 间 细 胞 阳 性 染 色 仍 然 呈 中 强 度 ， 平 滑 肌 轻 度

染 色 ；e ． 伤 后 2 4 h
， 平 滑 肌 细 胞 及 肌 间 细 胞 中 均 有 轻 中 度 染 色 颗 粒 ；a 1 ． 对 照 组 阴 性 表 达 ；b 1 ． 伤 后 3 h ， 阳 性 染 色 不 明 显 ， 环 行 肌 有 部 分 轻 度

染 色 颗 粒 ；c 1 ． 伤 后 6 h
，

c a s p a s e 一 1 2 表 达 呈 阳 性 ， 环 纵 行 肌 之 间 神 经 元 、 问 质 细 胞 强 度 染 色 ， 平 滑 肌 细 胞 染 色 较 少 ；d 1 ． 伤 后 1 2 h 表 达 阳 性 ， 各

细 胞 均 有 不 同 程 度 的 中 强 度 染 色 ， 胞 质 胞 核 均 着 色 ；e 1 ． 伤 后 2 4 h 表 达 呈 弱 阳 性
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改变 、线粒体肿胀 ，最终导致氧化 磷酸化脱耦联和 

ATP衰竭 ，功能不能执行。韩斌盛等 通过对烫伤 

状态下豚鼠肠道平滑肌细胞线粒体膜电位及细胞凋 

亡的相关检测观察到，在烫伤及 LPS作用后线粒体 

内膜的电负性显著增强，内膜的通透性较正常增高 ， 

最终导致线粒体供能障碍 ，从而认 为肠道平滑肌细 

胞线粒体膜 电位改变是细胞凋亡的一条重要途径 。 

本实验结果表明，烫伤后大 鼠肠道平滑肌细胞 

核周隙增宽，核异染色质增加 ，肌丝排列紊乱 ，肌细 

胞胞质内较多溶解性大空泡，细胞 骨架和滑面内质 

网减少，线粒体肿胀，空泡样变或溶解。肌间丛神经 

元、ICC出现局部胞质空泡，线粒体肿胀，嵴溶解，粗 

面内质网扩张并部分溶解。这些亚细胞结构的变化 

应该伴随有功能上的变化。已有研究观察到，内质 

网可能是细胞内诱导凋亡的一个新场所 ，因此提出 

了ERS反应性凋亡途径 。 

在严重烫伤后早期 的应激状态下 ，肠道缺血缺 

氧，细胞 ERS维持稳态 ，但过强的持久应激使细胞 

功能明显受损。本研究结果表 明，烫伤后 3 h大鼠 

结肠细胞 GRP78显著升高 ，这是 ERS自我保护以维 

持细胞稳态的结果。伤后 6 h达最高值 ，伤后 12 h 

明显减少 ；而 caspase一12在伤后 12 h表达较强。烫 

伤后 12 h随着 GRP78的降低 ，应激的保护作用 减 

弱，caspase．12的 表 达 却 显 著 增 高，损 伤 加 重。 

GRP78与 caspase一12交互作用共同调控着凋亡 的发 

生。GRP78水平升高可增强细胞在应激状态下的生 

存能力 ，具有细胞保护作用。GRF78可抑制 caspase— 

l2所致凋亡 ，GRP78被未折叠蛋 白反应诱导表达 ， 

并发生重新分布，在胞质中形成亚群并充 当内质网 

膜蛋白，可与 caspase一7和 caspase．12形成复合物 ，阻 

止 caspase一12激活 ，并 阻止其从 内质 网释放 。我 

们的实验也观察到，在烫伤 l2 h后随着 GRP78的降 

低，应激保护作用降低 ，损伤加重 ，oaspase．12的表达 

显著增高。由此推测 ，烫伤后早期肠道动力 BFUIM 

不仅在结构上有不 同程度的病理改变 ，其 内质网功 

能也发生一些变化 。内质 网对缺血缺氧十分敏感， 

内环境的紊乱促使 内质网未折叠蛋 白积聚，从 而诱 

导 ERS，使得 GRP78大量表达并与内质 网中错误折 

叠和未折叠蛋白结合，恢复蛋白质的正确构象 ，使蛋 

白质能够在细胞应激状态下继续正确合成，维持 内 

环境 的稳定 。正 常状 态下 GRP78与 caspase-7和 

caspase一12以复合物形式存在，而 ERS后 GRP78从 

复合物上分离与腔内未折叠蛋白结合 ，导致 caspase一 

12激活、释放增多，发生细胞凋亡 。caspase．12定 

位于内质网，可能是介导 ERS反应性凋亡的关键分 

子，在死亡 受 体或 线 粒体 凋亡 中不被 活化 ，并 且 

caspase一12缺陷鼠能抵抗 ERS反应性凋亡而对其他 

死亡刺激仍可发生凋亡 。因此 ，我们认 为大 鼠烫 

伤后肠道动力功能单位的损伤与内质网过度应激启 

动 caspase一12凋亡通路可能存在一定关系。 
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