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Abstract
AIM: To investigate the effects of exogenous 
insulin-like growth factor-Ⅰ (IGF-Ⅰ) on the 
intestinal mucosal epithelial cell apoptosis and 
the associated genes bax and bcl-2 in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP), and to explore 
the protective effect of IGF-Ⅰ on intestinal 
mucosal barrier function and its possible 
mechanisms.

METHODS: Seventy-two male Wistar rats were 
randomly divided into 3 groups: sham opera-
tion (SO) group, SAP group and IGF-Ⅰ treat-

ment group. Eight rats were killed in each group 
at 6, 12, and 24 h, respectively. Serum amylase 
level was detected by iodine-starch colorimetry. 
Pathological changes in the small intestine were 
observed. Apoptosis of mucosal cells was de-
tected by TUNEL methods, and the variation of 
the bax and bcl-2 gene expression in small intes-
tinal tissue was detected by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: In the IGF-Ⅰ treatment group, the 
apoptosis index of intestinal epithelial cells was 
decreased significantly as compared with that in 
the SAP group (6 h: 13.88 ± 1.73 vs 19.00 ± 2.78; 
12 h: 10.13 ± 1.55 vs 17.63 ± 1.60; 24 h: 9.50 ± 1.07 
vs 17.25 ± 2.76; all P < 0.05), and the pathological 
changes in intestinal tissues were obviously im-
proved. Compared with that in the SAP group, 
the bax mRNA expression was notably reduced 
in the IGF-Ⅰ treatment group (6 h: 1.10 ± 0.02 vs 
1.19 ± 0.04; 12 h: 0.97 ± 0.04 vs 1.16 ± 0.02; 24 h, 0.87 
± 0.03 vs 1.14 ± 0.03; all P < 0.05), while, the bcl-2 
mRNA expression was increased significantly in 
the IGF-Ⅰ treatment group (6 h: 0.65 ± 0.02 vs 0.57 
± 0.02; 12 h: 0.69 ± 0.04 vs 0.57 ± 0.01; 24 h: 0.72 ± 
0.02 vs 0.58 ± 0.01; all P < 0.05).

CONCLUSION: Exogenous IGF-Ⅰ may allevi-
ate SAP-induced injury of intestinal mucosa by 
altering the transcription of bax and bcl-2 genes.
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摘要
目的:  研究外源性胰岛素样生长因子 -Ⅰ
(insulin-like growth factor-Ⅰ, IGF-Ⅰ)对重症
急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)大

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)是临床上常
见的急腹症之一, 
其起病急、进展
快、病情危重、
并发症多、治疗
棘手、医疗费用
昂贵, 死亡率高达
20%-30%. 大量的
证据表明, 多种因
素造成的肠屏障
功能不全是细菌
和内毒素大量易
位的前提条件, 而
肠道细菌易位也
是胰腺炎发生感
染的主要来源, 同
时加重SIRS, 导致
MODS甚至MOF
的发生. 本文应用
外源性IGF-Ⅰ对
SAP大鼠进行干
预治疗, 观察IGF-
Ⅰ对SAP大鼠小
肠黏膜上皮细胞
凋亡和凋亡相关
基因表达的影响, 
以期了解其对肠
屏障保护作用的
机制. 

■同行评议者
刘改芳 ,  主任医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科
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鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡及凋亡相关基因
bax、bcl-2  mRNA表达的影响, 探讨其对肠道
屏障保护作用的机制. 

方法: 72只♂Wistar大鼠按照随机数字表法
分为假手术组(SO组, n  = 24)、重症急性胰腺
炎组(SAP组, n  = 24)、IGF-Ⅰ治疗组(IGF-Ⅰ
组, n  = 24). 各组动物分别于术后6、12、24 h
各处死8只, 检测血浆淀粉酶, 观察小肠组织病
理学变化, TUNEL法检测小肠黏膜上皮细胞
凋亡, RT-PCR检测小肠上皮细胞中bax和bcl-2 
mRNA的表达.  

结果: 与SAP组各时相点相比, IGF-Ⅰ治疗组
大鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡指数显著降低(6 
h: 13.88±1.73 vs  19.00±2.78; 12 h: 10.13±
1.55 vs  17.63±1.60; 24 h: 9.50±1.07 vs  17.25
±2.76; 均P <0.05), 小肠组织病理变化明显改
善; 小肠组织中bax  mRNA的表达在IGF-Ⅰ组
的各时相点较SAP组明显减弱(6 h: 1.10±0.02 
vs  1.19±0.04; 12 h: 0.97±0.04 vs  1.16±0.02; 
24 h: 0.87±0.03 vs  1.14±0.03, 均P <0.05); 
bcl-2 mRNA的表达在IGF-Ⅰ组各时相点与
SAP组相比明显增强(6 h: 0.65±0.02 vs  0.57
±0.02; 12 h: 0.69±0.04 vs  0.57±0.01; 24 h: 
0.72±0.02 vs  0.58±0.01, 均P <0.05). 

结论: 外源性IGF-Ⅰ可以减轻SAP时肠黏膜
的损伤.

关键词: 胰岛素样生长因子-Ⅰ; 重症急性胰腺炎; 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
时多种因素造成的肠黏膜屏障功能障碍是细菌

和内毒素大量移位的前提条件, 也是胰腺炎发

生感染的主要来源. 肠道细菌移位, 造成内毒素

血症或菌血症, 加重全身炎症反应, 最终发展为

多器官功能障碍, 这也是SAP死亡率居高不下的

主要原因[1-2]. 细胞凋亡在维持肠黏膜上皮细胞

稳态中起着重要作用, 研究表明肠黏膜上皮细

胞过度凋亡参与了SAP时肠黏膜屏障功能障碍

的发生, 是造成肠黏膜屏障损伤的原因之一[3]. 

胰岛素样生长因子-Ⅰ(insulin-like growth factor-
Ⅰ, IGF-Ⅰ)通过调节bcl-2家族基因表达而具有

明显的抗凋亡作用[4-6]. 我们应用外源性IGF-Ⅰ
对大鼠实验性SAP进行干预治疗, 以期了解IGF-
Ⅰ对SAP大鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡和凋亡相

关基因表达的影响及对SAP大鼠肠屏障功能保

护作用的机制. 

1  材料和方法

1.1  材料 健康♂Wistar大鼠72只, 体质量200±
20 g, 购自兰州大学医学实验动物中心. 牛磺胆

酸钠购自Sigma公司, 用生理盐水配制成浓度为

50 g/L的溶液. TGF-Ⅰ(Biovision公司), 用生理盐

水配制成浓度20 mg/L, 且分装后-20℃保存待用. 
TRIzol试剂及RT-PCR相关试剂购自大连宝生物

公司.  细胞凋亡原位检测(TUNEL)试剂盒购自德

国Roche公司.  bcl-2和bax引物由大连宝生物公

司合成. PCR扩增仪(Elmper perkin 2004).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠按照随机数字表法分为假手

术组(SO组)、重症急性胰腺炎组(SAP组)和IGF-
Ⅰ治疗组(IGF-Ⅰ组), 每组24只; 各组再分为3个
时相点(6, 12, 24 h), 每个时相点8只. 动物术前禁

食12 h, 自由饮水. 采用20 g/L戊巴比妥钠溶液腹

腔内注射麻醉(0.25 mL/100 g体质量). 常规消毒, 
沿腹白线切开入腹, 采用胰胆管逆行注射法制

作动物模型, SAP组和IGF-Ⅰ治疗组向胰胆管内

逆行推注50 g/L牛磺胆酸钠溶液, SO组推注生理

盐水, 剂量均为0.1 mL/100 g体质量(推注速度为

0.2 mL/min), 注射完毕后, 停留4 min. 观察SAP
组和IGF-Ⅰ治疗组胰腺出现水肿伴出血灶后, 缝
合腹壁各层. IGF-Ⅰ治疗组分别于术前30 min和
术后3 h经后肢内侧皮下注射IGF-Ⅰ生理盐水溶

液50 mg/kg体质量(浓度20 mg/L), 即2.5 mL/kg体
质量, 而SO组和SAP组则于相同时间点经上述

途径注射生理盐水2.5 mL/kg体质量. 术后禁食,
自由饮水.
1.2.2 标本采集及预处理: 各组动物分别于术后

6、12、24 h 3个时相点各取8只用20 g/L戊巴比

妥钠溶液腹腔内注射麻醉(0.25 mL/100 g体质量)
后, 无菌条件下取右心室血5 mL加入灭热源的

肝素抗凝管, 分离血浆后保存于-70℃待检. 开腹

取距回盲部2 cm处回肠组织, 置于冰冷的生理盐

水中, 沿纵轴剪开肠管, 冲洗干净肠内容物, 用
滤纸吸干水后, 分别用100 g/L中性甲醛和25 g/L
戊二醛固定做病理形态学检查, 另一部分装入

■研发前沿
国内外关于IGF-
Ⅰ在SAP中的作
用的研究内容主
要是SAP时IGF-
Ⅰ在各组织器官
中的表达以及外
源性IGF-Ⅰ在改
善胰腺微循环、
对相关细胞因子
的相互影响等方
面 ,  然而外源性
IGF-Ⅰ对重症急
性胰腺炎时肠黏
膜屏障功能及肠
黏膜上皮细胞凋
亡的研究较少.
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用DEPC处理过的冻存管后即刻投入液氮内保

存待检. 用全自动生化分析仪测定检测血浆淀

粉酶.
1.2.3 小肠组织病理形态学观察: 小肠组织石蜡

切片行HE染色, 由专一病理医师光镜下观察组

织损伤程度. 采用Chiu氏6级评分法[7]评估损伤

程度. 用25 g/L戊二醛溶液固定的小肠组织, 经
脱水、包埋、超薄切片后于JEM-1230型透射电

镜上观察.
1.2.4 肠黏膜上皮细胞凋亡检测: 采用末端脱

氧核苷酸转移酶介导的d U T P缺口末端标记

(TUNEL)法, 检测小肠组织切片中凋亡细胞的核

酸断裂片断并计算凋亡指数(AI). 结果判断: 以
肠上皮细胞核内发现棕色颗粒为阳性. 光镜下

计数每100个上皮细胞中凋亡细胞个数, 每张切

片任选5个视野, 求其平均值, 即凋亡指数.
1.2.5 凋亡相关基因bax、bcl-2  mRNA表达的检
测: 从液氮内取出小肠组织样本放入用DEPC预
处理过的研钵, 迅速加入液氮研磨成粉末, 采用

TRIzol试剂提取总RNA, 在20 mL体系中分别用

目的引物(下游引物)反转录合成cDNA后应用

聚合酶链式反应(PCR)检测bax、bcl-2  mRNA表

达, 以β-actin为内参, 取10 mL PCR产物在10 g/L
琼脂糖凝胶上电泳. 引物序列(Primer Premier 5.0
设计, 大连宝生物公司合成)及反应条件分别为: 
bax , 上游引物: 5'-GAAGCTGAGCGAGTGTC
TCCG-3', 下游引物: 5'-TGGTCACTGTCTGCC
ATGTGG-3'(扩增产物524 bp); bcl-2 , 上游引物: 
5'-CGGGCTGGGGATGACTTCTCT-3', 下游引

物: 5'-GCATCCCAGCCTCCGTTATCC-3'(扩增

产物296 bp); β-actin, 上游引物: 5'-ATGGATGAC
GTATCGCTG-3', 下游引物: 5'-ATGAGGTAGTT
GTCAGGT-3'(扩增产物445 bp); 反应条件: 变性

94℃、退火为bax  57℃, bcl-2为60℃, β-actin为
54℃, 延伸72℃, 循环次数34. 取10 μL PCR产物

在10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 用DNA半定量扫描

仪测定电泳带面积和光密度值, bax、bcl-2与内

参照基因β-actin的比值,代表组织bax , bcl-2相对

表达量. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用SPSS11.0进行统计学处理, 多组间比较采用单

因素方差分析, 组间两两比较采用Bonferroni或
Tamhane法, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 血浆淀粉酶 SAP组血浆淀粉酶在各时相点

较SO组显著升高(P <0.05), 虽然在6 h相点IGF-Ⅰ
组与SAP组血浆淀粉酶无显著差异, 但在12和24 
h两组差异显著(P <0.05), IGF-Ⅰ组与SO组比较

各时相点均无明显差异(表1). 
2.2 小肠组织病理学检查及评分结果 光镜示SO
组小肠黏膜结构基本正常; SAP组6 h时即有小

肠壁充血、水肿、伴少量炎症细胞浸润, 少部

分绒毛融合、脱落、缺损, 此后上述改变更明

显; IGF-Ⅰ组上述病理变化明显减轻. 肠组织病

理学评分显示SAP组较SO组各相应时相点明显

增高(均P <0.05), 而IGF-Ⅰ组则较SAP组各相应

时相点明显降低(P <0.05, 表1).
电镜示S O组小肠上皮细胞间连接结构完

整, 偶见凋亡细胞; SAP组肠上皮细胞间紧密连

接基本正常, 吸收细胞肿胀明显, 微绒毛紊乱, 
稀疏、长短不一, 同时可见明显细胞凋亡及凋

亡后坏死现象, 表现为核沿细胞膜浓缩、染色

质凝集等核边界现象, 12 h后微绒毛稀疏、脱落

及线粒体肿胀更加明显. 经IGF-Ⅰ治疗后微绒毛

虽较稀疏, 但无明显缺损, 吸收细胞肿胀明显减

轻, 凋亡细胞数量亦明显减少(图1). 
2.3 肠黏膜上皮细胞凋亡检测 TUNEL法显示

SAP组各时相点即可见较多的凋亡上皮细胞, 凋
亡指数较SO组和IGF-Ⅰ组明显增高, 以6 h达高

峰(P <0.01). IGF-Ⅰ组各时相点凋亡细胞明显减

少, 凋亡指数虽高于SO组, 但两组各时相点间均

没有明显的统计学差异(表1).
2.4 小肠组织中bax和bcl-2  mRNA的表达 bax  
mRNA在SAP组表达强于其他各组, 术后6 h即
达峰值, 且变化与细胞凋亡指数呈显著的正相

关(r  = 0.56, P <0.05), 而在IGF-Ⅰ组则呈明显下

降, 与SAP组各时相点相比差异均有统计学意

义(P <0.01); bcl-2  mRNA的表达在SO组较弱, 
SAP组表达虽有所增强, 但与SO组差别无统计

学意义, 而在IGF-Ⅰ组的表达则明显增强均(均
P <0.05), 以24 h最明显(P <0.01), 且与SO组和

SAP组各相应时相点的差异均有统计学意义(均
P <0.05). bax , bcl-2  mRNA表达的比值在SAP组
明显高于SO组, 在IGF-Ⅰ组明显低于SAP组, 差
异均有统计学意义, 而IGF-Ⅰ组与SO组相比, 比
值虽然均低于各相应时相点, 但只在24 h差异有

统计学意义(表2, 图2).

3  讨论

既往对于细胞凋亡和凋亡相关基因的研究表

明, 凋亡失调参与了病理状态下肠黏膜的病变

■相关报道
Pugazhenthi et al
发现IGF-Ⅰ能通
过激活核转录因
子cAMP反应元件
结合蛋白在转录
水平上调bcl-2 , 并
增强bcl-2启动子
活性; Metsuzaki  
et al认为IGF-Ⅰ
可能通过PI3激酶
/Akt信号途径来
抑制凋亡.
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过程. 王兴鹏 et al [3]研究发现, 肠黏膜上皮细胞

凋亡参与了SAP时肠屏障功能障碍的发生, 肠
上皮细胞过度凋亡是损伤黏膜屏障的原因之一. 
肠黏膜屏障功能受损, 通透性增加, 其为SAP时
肠道细菌移位及内毒素血症的形态学基础[8]. 另
外许多基因参与细胞凋亡的调控, bcl-2基因家

族就是最主要的凋亡调控基因, 包括两大类: 抑
制凋亡的基因如bcl-2、bcl -xl、bcl -w等和促进

凋亡的基因如bax、bad、bak等. Bcl-2蛋白作用

于线粒体膜通透转运孔(permeability transition 
pore, PTP)复合体, 阻止PTP的开放, 维持内膜跨

膜电位及线粒体膜的稳定性, 同时抑制细胞色

素C自线粒体释放至胞质, 阻止胞质细胞色素C
对caspase蛋白酶的激活, 阻止凋亡诱导因子等, 
从而发挥抑制细胞凋亡的作用. 而bax是个可溶

性蛋白质, 当受到凋亡刺激时构象发生变化, 从
细胞浆转位于线粒体并与线粒体外膜结合, 直
接降低线粒体外膜稳定性或与bcl-2结合形成异

源二聚体的结构, 阻断bcl-2的抑制细胞凋亡功

能, 或者通过促进caspase、细胞色素C等的释放

而发挥促进细胞凋亡的作用. 既然肠黏膜上皮

细胞的过度凋亡是造成SAP早期肠黏膜屏障功

能损害并发生内毒素和肠道细菌移位的原因之 
一[9], 是SAP早期肠屏障功能障碍的一个重要的

分子生物学基础[10], 因此如果能够阻断这种过

度凋亡, 则有助于保护肠黏膜屏障功能.  
IGF-Ⅰ是对机体生长发育起着重要调节作

用的单链多肽. 有人研究了SAP状态下回肠IGF-
Ⅰ mRNA表达的变化, 发现肠道局部IGF-Ⅰ水

平的降低与肠黏膜屏障受损有关. 对放射性肠

表  2  小肠组织bax 和bcl-2  mRNA表达及bax /bcl-2 变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                        bax 	                                       bcl-2 		                              bax /bcl-2

	         6 h	            12 h	            24 h                  6 h	     12 h               24 h               6 h	               12 h              24 h

SO组	      0.85±         0.86±         0.83±         0.54±         0.56±         0.54±         1.59±        1.55±         1.55±

                     0.04             0.03            0.03             0.04            0.05             0.03             0.14            0.15            0.11

SAP组	      1.19±         1.16±         1.14±         0.57±         0.57±         0.58±         2.24±        2.10±         2.06±

                     0.04b            0.02b           0.03b            0.02             0.01             0.01             0.11a           0.10a           0.16a

IGF-Ⅰ组      1.10±         0.97±         0.87±         0.65±         0.69±        0.72±         1.69±        1.41±        1.21±

                     0.02d            0.04d           0.03d            0.02d           0.04c            0.02d           0.08d           0.11d           0.07d 

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组相应时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组相应时间点.

表  1  血浆淀粉酶、小肠组织病理学评分及凋亡指数 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                 血浆淀粉酶(U/L)		                  肠组织病理学评分		             凋亡指数

	         6 h	                12 h	     24 h                6 h             12 h             24 h            6 h              12 h            24 h

SO组	   1287.50±     1290.63±       1091.50±       0.63±       0.75±       0.63±       8.00±       8.13±       8.13±

	     109.11	         155.72            178.05	       0.53	        0.46	          0.52	          1.31           2.03           2.03

SAP组	   3063.38±     2777.00±       2336.38±       2.38±       2.88±       2.75±     19.00±      17.63±     17.25±

                    676.33a          262.25b           279.92b         1.06b         0.99b          0.71b         2.78b          1.60b         2.76b

IGF-Ⅰ组	  2262.38±     1572.50±       1322.75±       1.63±       1.38±       1.25±     13.88±     10.13±       9.50±
	     760.19	         635.90c            334.64d          0.52           0.52d         0.46c          1.73d          1.55d          1.07d

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组相应时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组相应时间点.

A B C D E F

图  1  SAP组及IGF-Ⅰ组12 h小肠组织透射电镜图. A: SAP组(×12 000); B: IGF-Ⅰ组(×8000); C: SAP组(×15 000); D: IGF-
Ⅰ组(×25 000); E: SAP组(×5000); F: IGF-Ⅰ组(×5000).

■创新盘点
本研究通过在大
鼠SAP早期使用
外源性IGF-Ⅰ, 探
讨其对肠黏膜上
皮细胞凋亡、凋
亡相关基因的影
响, 以期为SAP的
治疗寻找新的途
径并提供理论依
据.
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炎、小肠切除、烧伤等所致的肠黏膜损伤实验

研究发现, 给予外源性IGF-Ⅰ恢复循环中IGF-Ⅰ
水平后, 肠上皮细胞DNA、蛋白合成增加, 肠黏

膜结构和功能均得到不同程度恢复[11]. 另外有

研究表明IGF-Ⅰ对多种细胞凋亡均有一定的抑

制作用[12-15]. 本研究发现, SAP时肠黏膜上皮细

胞存在着明显的凋亡, 并且凋亡指数与肠损伤

病理评分呈正相关, 另外SAP组bax  mRNA表达

明显增强, 在6 h达峰值, 与小肠黏膜上皮细胞凋

亡指数和病理评分的变化相一致. bcl-2  mRNA
在SO组呈低表达, 在SAP组表达虽然有所增强, 
但与SO组各时间段间差异无统计学意义, 这说

明机体可能存在某种调节机制, 当某种因素致

使肠黏膜上皮细胞过度凋亡时, 机体通过这种

自身的调节作用使凋亡抑制基因表达增强来抑

制过度凋亡, 但这种作用还不足以对抗严重损

伤所致的过度凋亡. 经IGF-Ⅰ治疗后, 大鼠小肠

黏膜细胞凋亡率明显下降, 小肠组织结构显著

改善, bax  mRNA表达明显减弱, 而bcl-2  mRNA
表达则明显增强. 相应bax , bcl-2  mRNA表达的

比值在SAP组也明显增高, 而在IGF-I组则明显

下降且低于对照组, 这说明经IGF-I治疗后, 在
bax  mRNA下降的同时也存在bcl-2  mRNA表达

的增强. 提示外源性IGF-Ⅰ对SAP时小肠黏膜

上皮细胞凋亡的抑制作用部分是与其对bcl-2与
bax双方的调节相关, 即通过上调凋亡抑制基因

的表达, 同时抑制促凋亡基因的表达, 从而抑制

SAP时肠黏膜上皮细胞的过度凋亡, 对肠黏膜

屏障起到保护作用. 另外, bax , bcl-2  mRNA表达

的比值能更好地反映在凋亡促进基因与凋亡抑

制基因双方力量的抗衡中机体组织细胞的凋亡

状态, 即上调意味着促进凋亡, 下调意味着抑制

凋亡. Pugazhenthi et al [16]发现IGF-Ⅰ能通过激活

核转录因子cAMP反应元件结合蛋白在转录水

平上调bcl-2 , 并增强bcl-2启动子活性. Metsuzaki  
et al [17]认为IGF-Ⅰ可能通过PI3激酶/Akt信号途

径来抑制凋亡. 那么IGF-Ⅰ到底通过何种途径对

SAP时小肠黏膜上皮细胞bcl-2与bax的表达起调

节作用, 还有待于进一步的探讨. 
总之, 使用外源性IGF-Ⅰ能够减轻SAP大鼠

小肠组织的损伤, 但本研究只是从外源性IGF-Ⅰ
对凋亡相关基因bax和bcl-2  mRNA水平的影响

一个侧面来了解他对肠黏膜屏障的保护作用机

制, 但他对bax与bcl-2蛋白水平的影响以及他对

其他凋亡相关基因(如bcl -xl、bcl -w、bad、bak
等)的影响, 同时对GH-IGF-Ⅰ轴、胰岛素及血

糖水平的影响及最佳剂量、副作用等方面的问

题也有待于进一步探讨.
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图  2  各组大鼠小肠组织mRNA的表达. A: bax  mRNA; B: bcl-2  mRNA; C: β-actin mRNA. 1, 4, 7: 6 h; 2, 5, 8: 12 h; 3, 6, 9: 
24 h; 1-3: SO组; 4-6: SAP组; 7-9: IGF-Ⅰ组; M: marker.

■应用要点
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轻氧化应激和缺
血再灌注等原因
所致的肠黏膜细
胞的过度凋亡, 而
对肠黏膜屏障功
能具有保护效应.
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