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■背景资料
目前对于如何保
护损伤后胃黏膜
的研究已经从器
官水平深入到细
胞与分子水平. 对
胃黏膜损伤的治
疗, 传统的治疗方
法与内镜下局部
给药治疗都有一
定的局限性. 在中
医研究下发现, 联
用微米大黄炭与
白芨治疗胃黏膜
损伤具有更好的
效果.
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Abstract
AIM
To investigate whether micron rhubarb 
charcoal plus Bletilla striata gelatin can protect 
against gastric mucosal injury by regulating 
the expression of focal adhesion kinase (FAK), 
vinculin, and kindlin-2.

METHODS
Eighty SD rats were randomly divided into four 
groups: control group, model group, micron 
rhubarb charcoal group, micron rhubarb 
charcoal plus Bletilla striata gelatin group. 
After treatment for 14 days, the area of mucosal 
lesions was detected. Radioimmunoassay was 
used to detect the contents of prostaglandin 
E2 (PGE2) and gastrin (GAS) in serum, and 
interleukin-8 (�L-8) and tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) in the gastric mucosa. RT-PCR and 
Western blot were used to detect the mRNA 
and protein expression of FAK, vinculin and 
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白芨胶组. 造模后第14天, 检测各组大鼠黏
膜损伤面积; 放射免疫法检测各组大鼠血清
中前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)、胃
泌素(gastrin, GAS)含量及胃黏膜组织白介
素-8(interleukin-8, IL-8)、肿瘤坏死因子-α 
(tumor necrosis factor α, TNF-α)含量; 提取
胃组织总RNA和总蛋白, RT-PCR及Western 
blot检测FAK、Vinculin、kindlin-2的mRNA
及蛋白表达.

结果
与对照组相比 ,  模型组大鼠的胃黏膜损
伤面积显著增大(P <0.01), 血清中PGE2含
量显著降低(P <0.01), G A S含量显著升高
(P <0.01), 胃黏膜组织中T N F-α、I L-8的
含量显著升高(P <0.01), FAK、Vinculin、
kindlin-2的mRNA及蛋白表达均显著下降
(P <0.01); 与模型组相比, 微米大黄炭组与
微米大黄炭白芨胶组大鼠胃黏膜损伤面积
显著减少(P <0.01), 血清中PGE2含量显著
升高(P <0.01), GAS含量显著降低(P <0.01), 
胃黏膜组织中TNF-α、IL-8的含量显著降
低(P <0.01), FAK、Vinculin、kindlin-2的
mRNA及蛋白表达均显著升高(P <0.01), 微
米大黄炭白芨胶组各检测指标变化均优于
微米大黄炭组. 

结论
微米大黄炭白芨胶能显著改善模型大鼠胃黏
膜损伤状况, 对损伤胃黏膜的保护作用可能
与FAK、Vinculin、kindlin-2的表达增强有关. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本文从动物、细胞、分子水平对中

药有效成分的疗效进行了探讨, 成功构建急性

胃黏膜损伤大鼠模型, 发现联用微米大黄炭与

白芨治疗胃黏膜损伤具有更好的效果.
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0  引言

胃黏膜的完整性是保护胃组织抵抗胃酸、各

kindlin-2.

RESULTS
Compared with the control group, the injury 
area in the gastric mucosa was significantly 
increased (P < 0.01), the content of GAS in 
serum and the levels of TNF-α and �L-8 in the 
gastric mucosa (P < 0.01) were significantly 
increased, the content of PGE2 in serum and 
the mRNA and protein expression of FAK, 
vinculin, and kindlin-2 were significantly 
decreased in the model group (P < 0.01). 
Compared with the model group, the area 
of gastric mucosal lesions was significantly 
decreased (P < 0.01), the content of GAS in 
serum and the levels of TNF-α and �L-8 in the 
gastric mucosa were significantly decreased 
(P < 0.01), the content of PGE2 in serum and 
the mRNA and protein expression of FAK, 
vinculin, and kindlin-2 were significantly 
increased in the two treatment groups (P < 0.01). 
The changes in the above indexes were more 
significant in the micron rhubarb charcoal plus 
Bletilla striata gelatin group than in the micron 
rhubarb charcoal group.

CONCLUSION
Micron rhubarb charcoal plus Bletilla striata 
gelatin can significantly improve gastric 
mucosal injury in rats, and the protective effect 
may be related to un-regulating the expression 
of FAK, vinculin, and kindlin-2. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究微米大黄炭白芨胶调控局部黏着斑激
酶(focal adhesion kinase, FAK)、Vinculin、
kindlin-2对胃黏膜损伤的保护作用.

方法
选用80只SD大鼠, 随机分为4组处理: 对照
组、模型组、微米大黄炭组、微米大黄炭
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■创新盘点
本文成功构建急
性胃黏膜损伤大
鼠 模 型 ,  发 现 微
米大黄炭白芨胶
能显著减轻大鼠
胃黏膜损伤面积, 
显著降低胃泌素
及炎症因子白介
素 -8、肿瘤坏死
因子 - α 分泌 ,  增
强前列腺素E 2分
泌 ,  并 能 增 强 黏
着 斑 激 酶 ( f o c a l 
adhesion kinase, 
FA K )、Vi n c u -
lin、kindlin-2的
表达, 可以通过重
建胃黏膜屏障减
轻胃黏膜损伤.
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种蛋白酶、胆汁酸、乙醇等的前提. 当胃黏膜

受到损伤时, 胃黏膜上皮的细胞会快速的修复

缺损, 保持胃黏膜细胞层的完整性; 胃黏膜的

保护和修复与胃黏膜细胞的增殖、凋亡和迁

移直接相关[1]. 目前对于如何保护损伤后的胃

黏膜的研究已经从器官水平深入到细胞与分

子水平. 
胃黏膜损伤如果并发出血, 治疗时首先需

要止血, 传统的治疗方法是通过静脉注射药

物[2], 但是该法见效慢, 而且治疗效果不肯定. 
目前内镜下局部给药是治疗胃溃疡出血的新

兴治疗方法[3,4], 但是该法对设备的要求较高, 
治疗具有一定的局限性, 治疗药物在出血部位

不能有效的黏连在一起, 止血效果不是很好. 
中医研究发现, 大黄与白芨均具有一定的止血

效果[5,6], 大黄炒炭后对于化瘀止血效果更佳, 
白芨煎煮后呈胶状, 除了具有止血功效外, 还
具有黏附性[7], 因此联用微米大黄炭与白芨治

疗胃黏膜损伤具有更好的效果. 研究[8,9]发现, 
胃黏膜上皮细胞及细胞间的紧密连接复合体

对于胃黏膜上皮屏障的形成具有重要的意义. 
连接复合体形成过程中, 除了紧密连接外, 黏
附连接对复合体的形成可能也具有一定的作

用. 关于微米大黄炭白芨胶对胃黏膜损伤的保

护与黏附连接之间的关系还不清楚. Vinculin
是一种骨架蛋白, 主要分布于细胞与细胞及

细胞与细胞外基质连接处 [10]. 研究 [11,12]发现

Vinculin蛋白参与调控黏着斑的许多生物学功

能, 如细胞黏附、伸展、迁移等. 黏着斑激酶

(focal adhesion kinase, FAK)的N端与多种受体络

氨酸激酶结合, C端与黏着斑构成中多种蛋白结

合, 从而调节细胞与外基质间的黏附连接[13,14]. 
kindlin是一种新发现的黏着斑蛋白, 主要通过

与整合素胞内段结合调控细胞与细胞外基质

黏附及细胞与细胞间连接[15], kindlin-2的主要

功能是形成和维持细胞与细胞间的连接.
本研究构建了乙醇引起的急性胃黏膜损

伤模型, 探讨了微米大黄炭白芨胶对模型大鼠

胃黏膜损伤的保护作用, 并探究微米大黄炭白

芨胶作用与黏附连接之间的关系, 以期为临床

治疗胃黏膜损伤提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 S D大鼠由华中科技大学附属同济

医院动物中心提供 ,  实验动物生产许可证

号: S C X K(湘)2011-0003, 实验动物合格证

号: No. 43004700007902. 微米大黄炭、微米

大黄炭白芨胶由武汉市中西医结合医院制剂

室制备; FAK单抗、Vinculin单抗、kindlin-2
单抗、β-a c t i n单抗及过氧化物酶标记的二

抗购自英国Abcam; PrimerScript反转录试剂

盒购自大连宝生物工程有限公司; 前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)放射免疫分析试

剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司; 胃
泌素(gastrin, GAS)、白介素-8(interleukin-8, 
IL-8)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor α, 
TNF-α)含量放射免疫分析试剂盒购自上海生

研生物科技有限公司; 游标卡尺购自上海赛拓

五金工具有限公司; 酶标仪购自美国Thermo. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠分组及处理: 选SPF级、体质量约为

200 g的SD大鼠80只, 根据完全随机法选60只
用于制备胃黏膜损伤模型. 大鼠分为4组处理: 
对照组, 正常饮食, 生理盐水灌胃(4 mL/只), 
灌胃1次/d; 模型组, 正常饮食, 生理盐水灌胃

(4 mL/只), 灌胃1次/d; 微米大黄炭组, 正常饮食, 
给予微米大黄炭(8 g/kg•d), 灌胃1次/d; 微米大

黄炭白芨胶组, 正常饮食, 给予微米大黄炭白芨

胶(12 g/kg•d), 灌胃1次/d. 饲养条件相同. 
1.2.2 大鼠模型制备: 各组大鼠均于第13天灌胃

后, 禁食不禁水. 第14天给药后1 h, 正常对照组

给予1 mL/只生理盐水灌胃; 其余组大鼠均给

予5 mL/kg无水乙醇灌胃. 通过观察胃黏膜组

织形态判定造模成功与否.
1.2.3 大鼠黏膜损伤检测: 每组随机挑选6只大

鼠处死后, 将大鼠仰卧固定于鼠板上, 对腹部进

行常规消毒, 沿剑突向下至腹部剪开, 完整切下

大鼠的胃组织, 向胃内注射1 mL 40 g/L甲醛, 并
置于40 g/L甲醛中浸泡10-15 min以固定组织. 
取出胃组织, 沿胃大弯剪开, 使用生理盐水冲洗

后, 观察黏膜损伤情况, 并使用游标卡尺测量黏

膜损伤的最大长径L及最大宽径W, 按照面积 = 
1/(4×L×W×π)计算黏膜损伤面积. 
1.2.4 放射免疫法检测血清PGE2、GAS含量: 
每组随机选择6只大鼠麻醉后取心脏采集血液, 
离心后上清转移至新的离心管中, 按照放射免

疫试剂盒说明进行操作, 检测血清中PEG2、

GAS的含量. 
1 .2 .5  放射免疫法检测胃黏膜组织 I L-8、
TNF-α含量: 每组随机选择6只大鼠处死后取

■名词解释
黏 着 斑 激 酶
(FAK): 是整合蛋
白介导的信号转
导中的重要成员, 
有酪氨酸蛋白激
酶活性, 并可自身
磷酸化; 具有类似
FAK作用的FAK
家族新成员不断
发 现 .  新 近 发 现
FAK可抑制细胞
凋亡, FAK本身是
胱冬肽酶的底物. 
作为信号分子的
FAK, 还与细胞内
其他信号转导通
路存在串话, 直接
参与了细胞多种
功能的调节. 
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胃组织, 分别刮取各组胃黏膜至离心管中, 称
质量后向离心管中加入冰冷的生理盐水制备

10%的匀浆液, 按照相应的放射免疫试剂盒说

明进行操作, 检测胃黏膜中IL-8、TNF-α含量. 
1.2.6 RT-PCR检测FAK、Vinculin、kindlin-2 
mRNA表达: 每组随机挑选6只大鼠, 剪取胃窦

部组织, 液氮研磨后加入1 mL TRIzol, 冰上静

置30 min, 加入200 μL氯仿震荡15 s充分混匀, 
冰上静置3 min, 离心取上清液至新离心管中, 
加入等体积异丙醇, 震荡30 s后置于-20 ℃放置

30 min, 离心取沉淀, 加入1 mL无水乙醇漂洗2
次, 待沉淀晾干后加入20 μL无酶水溶解, 琼脂

糖凝胶电泳检测所提取RNA的纯度, 微量核酸

仪检测RNA浓度. 利用Primer Script反转录试

剂盒将RNA反转录成cDNA, 设计引物按照荧

光定量试剂盒说明配置反应体系, 样品置于定

量PCR仪检测, 并分析mRNA的相对表达水平. 
1.2.7 Wes te rn b lo t检测FAK、Vincu l in、
kindlin-2蛋白表达: 每组随机选6只大鼠, 剪取

胃窦部组织, 液氮研磨后, 加入裂解液、蛋白

酶抑制剂及PMSF于冰上放置1 h, 离心取上清

液, BCA法检测上清中蛋白浓度, 分别取50 μg
制备蛋白样品. 配置蛋白胶, 蛋白胶凝固后上

样, 电压调至80 V进行电泳30 min, 随后将电压

调至120 V继续电泳, 直至溴酚蓝跑出蛋白胶. 
转膜后使用5%脱脂奶粉室温孵育3 h, 分别加

入FAK单抗、Vinculin单抗、kindlin-2单抗、

β-actin单抗作为一抗(1∶500), 4 ℃孵育过夜, 
TBST清洗后加入辣根过氧化物酶标记的二抗

(1∶1000)室温孵育1 h, TBST清洗, 加入ECL发
光剂进行显影5 min后利用自动凝胶成像系统

采集图像, 对蛋白表达进行灰度分析时, 以相

对灰度值即目的蛋白灰度值除以β-act in的灰

度值作为结果进行统计.
统计学处理 本研究数据均使用SPSS21.0

软件进行处理, 使用GraphPad Prism 5统计软

件绘图. 组间差异采用单因素方差法进行分析, 
所有的数据均以mean±SD来表示, 以P <0.05为
差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠胃黏膜损伤检测 每组随机选取6
只大鼠, 处死后取出胃组织, 检测胃黏膜损伤

面积, 并进行统计, 结果如图1所示, 对照组大

鼠经灌胃处理后, 胃黏膜有轻度损伤; 与对照

组相比, 模型组大鼠胃黏膜损伤面积显著增多

(P <0.01), 说明成功建立了胃黏膜损伤模型; 与
模型组相比, 微米大黄炭组与微米大黄炭白芨

胶组大鼠胃黏膜损伤面积显著减少(P <0.01), 
微米大黄炭白芨胶组胃黏膜损伤面积更少. 
2.2 放射免疫法检测血清PGE2、GAS含量 每
组各选取6只大鼠, 心脏取血后分离上清, 利用

放射免疫法检测血清中PGE2及GAS的含量, 统
计结果如图2所示, 与对照组相比, 模型组大鼠

血清中PGE2含量显著降低, GAS含量显著升

高, 均具有显著性差异(P <0.01); 微米大黄炭组

和微米大黄炭白芨胶组大鼠血清中PGE2含量

较模型组显著升高, GAS含量较模型组显著降

低, 均具有显著性差异(P <0.01), 微米大黄炭白

芨胶组血清中PGE2及GAS含量变化更为显著. 
2.3 放射免疫法检测胃黏膜IL-8、TNF-α含量 
每组各选取6只大鼠, 处死后取胃组织, 取胃黏

膜称重后制备匀浆, 放射免疫法检测胃黏膜组

织中炎症因子IL-8、TNF-α的含量, 统计结果

如图3所示, 与对照组相比, 模型组中TNF-α、
IL-8的含量显著升高(P <0.01); 微米大黄炭组

和微米大黄炭白芨胶组大鼠胃黏膜组织中

TNF-α、IL-8的含量较模型组显著降低, 差异

显著(P <0.01), 微米大黄炭白芨胶组TNF-α、
IL-8的含量下降的更显著. 
2.4 RT-PCR检测FAK、Vinculin、kindlin-2 
mRNA表达 每组随机选取6只大鼠, 提取胃

窦部组织总R N A, RT-P C R检测黏附相关基

因FAK、Vinculin、kindlin-2的表达, 对照组

mRNA表达设为1, 统计结果如图4所示, 与对

照组相比, 模型组三者mRNA表达均显著降低

(P <0.01); 与模型组相比, 微米大黄炭组和微

米大黄炭白芨胶组三者mRNA表达显著升高

(P <0.01), 微米大黄炭白芨胶组三者的表达高
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于微米大黄炭组(P <0.05). 
2.5 Western blot检测FAK、Vinculin、kindlin-2
蛋白表达 每组随机选取6只大鼠, 提取胃窦部

组织总蛋白, Western blot检测黏附相关蛋白

FAK、Vinculin、kindlin-2的表达, 并进行统计, 
结果如图4所示, 与对照组相比, 模型组3种蛋

白表达均显著降低(P <0.01); 与模型组相比, 微
米大黄炭组和微米大黄炭白芨胶组3种蛋白表

达显著升高(P <0.01), 微米大黄炭白芨胶组三

者的表达高于微米大黄炭组(P <0.05). 

3  讨论

正常状态下胃黏膜的自我保护与外界损伤处

于平衡状态, 当乙醇等有害物质对胃黏膜的损

害作用超出这一平衡时, 即会诱发胃黏膜损伤

的发生. 本研究向大鼠灌服无水乙醇, 检测胃

黏膜损伤面积发现, 模型组大鼠胃黏膜损伤面

积显著高于对照组, 说明成功构建了胃黏膜损

伤大鼠模型.
目前急性胃黏膜损伤涉及到的分子比较

多, 主要包括表皮生长因子、血管内皮生长

因子、TGF-α、NO、GAS和PGE2等
[16]. 其中

表皮生长因子可以抑制胃酸的分泌; 血管内

皮生长因子具有维持黏膜完整的作用; TGF-α
可增加胃黏膜血流; NO通过维持胃黏膜血流

而发挥黏膜保护作用; 前列腺素能提高胃黏

膜的抗损伤能力, 还有抑制胃酸分泌和清除

氧自由基的功能[17]. GAS具有促进胃酸分泌的

作用[18,19], 胃酸过多分泌会进一步刺激损伤部

位, 加剧胃黏膜损伤. PGE2是一种细胞保护因

子, 能抑制胃酸的分泌, 具有保护胃黏膜的作

用[20]. IL-8通过趋化中性粒细胞在炎症部位聚

集, 促进溶酶体酶的释放, 加快粒细胞的呼吸

代谢, 加剧炎症的发生[21-23]. TNF-α能诱使白细

胞穿出细胞壁, 释放过氧化物酶, 加剧胃黏膜

损伤, 减慢血流量, 造成胃黏膜防御下降[24,25]. 
分别检测各组大鼠血清中PGE2、GAS及胃黏

膜组织中IL-8、TNF-α的含量, 结果显示, 与
对照组相比, 模型组大鼠PGE2含量显著降低, 
GAS、IL-8、TNF-α含量均显著升高; 与模型

组相比, 微米大黄炭组和微米大黄炭白芨胶组

大鼠PGE2含量显著升高, GAS、IL-8、TNF-α
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图 2 各组大鼠血清PGE2及GAS含量检测. A: 大鼠血清PGE2含量统计; B: 大鼠血清GAS含量统计. aP <0.05 vs  对照组, 
bP<0.01 vs  模型组. PGE2: 前列腺素E2; GAS: 胃泌素.
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含量显著降低, 但微米大黄炭白芨胶组各种因

子含量变化更为显著. 说明微米大黄炭白芨胶

能更好的促进PGE2分泌, 降低GAS及炎性因子

IL-8、TNF-α的分泌. 
治疗胃溃疡最重要的是重构胃黏膜屏障, 

胃黏膜防御屏障主要由胃黏膜上皮细胞及连

接复合体构成 [26]. 连接复合体存在于上皮细

胞间, 由紧密连接及黏附连接构成[27]. 研究发

现, 连接复合物的解离或缺失会导致上皮细胞

屏障功能损伤. 黏着斑是连接复合体重要的

骨架结构, 其形成受黏附相关蛋白的调控[28-30]. 
RT-PCR及Western blot检测各组大鼠FAK、

Vinculin及kindlin-2的表达, 结果显示, 与对照

组相比, 模型组3种蛋白表达均显著降低; 与模

型组相比, 微米大黄炭组和微米大黄炭白芨胶

组3种蛋白表达显著升高, 微米大黄炭白芨胶

组三者的表达高于微米大黄炭组. 说明微米大

黄炭白芨胶能显著促进黏附连接的重建. 
总之, 微米大黄炭白芨胶能显著减少胃黏

膜损伤面积, 增强细胞保护因子PGE2的分泌, 
减弱GAS及炎症因子IL-8、TNF-α的分泌, 上
调黏附相关蛋白的FAK、Vinculin及kindlin-2
的表达重建胃黏膜屏障. 以上研究可能为临床

上胃黏膜损伤的治疗提供理论基础. 
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