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Abstract
AIM: To explore the changes of leptin in 
intestinal tract following hepatic ischemia/
reper fus ion (H- I/R) , to inves t iga te the 
association between these changes and H-I/
R-induced intestinal injury, and to find out the 
role of leptin in H-I/R-induced intestinal injury.

METHODS: A 70% H-I/R model of rats was 
established, forming 5 groups including sham-
operation and injury ones based on different 
reperfusion time. Enzyme-colorimetry was used 
to detect serum diamine oxidase activity after 
injury, hematoxylin-eosin staining and immu-
nohistochemistry were applied to investigate 
pathological variations and leptin protein ex-

pressions in duodenum after injury, respective-
ly, while reverse transcriptase-PCR was used to 
detect leptin mRNA expressions in duodenum 
after injury.

RESULTS: Compared with sham-operation 
group after injury, the four reperfusion groups 
showed no significant difference in serum di-
amine oxidase activity, but serum diamine 
oxidase level was significantly higher in 60 min 
ischemia/60 min reperfusion (I60’R60’) group 
than in I60’R360’ group (P = 0.0077). Patho-
logical investigation suggested that duodenal 
impairments at the early phase of H-I/R were 
more serious, while the impairments at the later 
phase lessened gradually. Compared with leptin 
protein expression in duodenum of sham-opera-
tion group after injury, that of I60’R240’ and I60’
R360’ groups increased significantly (0.126503 
± 0.005873, 0.129458 ± 0.003755 vs 0.079269 ± 
0.001995, both P < 0.01), and the levels of reper-
fusion groups decreased in such order as I60’
R360’, I60’R240’, I60’R60’ and I60’R150’ groups. 
Compared with leptin mRNA expression in du-
odenum of sham-operation group after injury, 
that of I60’R150’ group decreased significantly 
(0.944 ± 0.033 vs 1.022 ± 0.011, P = 0.049), and 
it was significantly lower than the level of I60’
R360’ group.

CONCLUSION: The expression changes of 
leptin in intestinal tract after H-I/R are closely 
associated with intestinal injury, suggesting that 
leptin may be a protective factor of resisting 
H-I/R-induced intestinal injury.

Key Words: Leptin; Reperfusion injury; Liver; Duo-
denum; Recovery of function; Homeostasis
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摘要
目的: 研究瘦素(leptin)在肝缺血/再灌注(H-I/
R)后肠道内的表达变化, 并探讨leptin在H-I/R
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■背景资料
研 究 表 明 ,  瘦 素 
(leptin)参与能量
代谢、神经-内分
泌、血管新生、

生殖、免疫应答
等的调节, 这提示
瘦素是与创伤修
复密切相关的代
谢因子. 探讨瘦素
在肝缺血/再灌注
后肠道内的表达
变化及其与肠道
损伤的联系, 为利
用以瘦素为核心
的调控网络进行
损伤后干预提供
了理论依据.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科; 
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
心



介导的肠道损伤中的作用. 

方法: 建立大鼠70% H-I/R模型, 大鼠随机分
成5组, 每组9只, 依次为假手术(Sham)组、

肝缺血60 min/再灌注60 min (I60'R60')组、

I60'R150'组、I60'R240'组和I60'R360'组. 采用
酶比色法检测损伤后血清二胺氧化酶活性, 采
用HE染色和免疫组织化学法分别检测损伤后
十二指肠的病理改变和leptin蛋白表达, 并采
用逆转录-PCR法观察损伤后十二指肠leptin 
mRNA表达的变化. 

结果: 与损伤后Sham组比较, 四个再灌注组血
清二胺氧化酶活性无显著差异, 但I60'R60'组
显著高于I60'R360'组(P  = 0.0077). 病理学观
察提示H-I/R早期的十二指肠损伤较重而后
期逐步减轻. 与损伤后Sham组十二指肠leptin
蛋白表达相比, I60'R240'、I60'R360'组显著升
高(0.126503±0.005873, 0.129458±0.003755 
vs  0.079269±0.001995, 均P <0.01), 再灌注
组之间按I60'R360'、I60'R240'、I60'R60'、
I60'R150'组的顺序依次递减. 与损伤后Sham
组十二指肠leptin mRNA表达相比, I60'R150'
组显著降低(0.944±0.033 vs  1.022±0.011, P  
= 0.049).

结论: Leptin在H-I/R后肠道内发生的表达变化
与肠道损伤密切相关, 提示leptin可能作为一
种保护因子对抗H-I/R介导的肠道损伤.

关键词: 瘦素; 再灌注损伤; 肝; 十二指肠; 功能恢

复; 内环境稳定
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0  引言

肝缺血/再灌注(H-I/R)常发生于肝移植、肝切

除、腹腔挤压伤复苏时, 引起损伤的主要原因

是活性氧生成、Ca2+超载和白细胞活化, 是导致

临床相关疾病患者不良预后的重要原因[1-3]. 瘦
素(leptin)是一种由ob基因表达, 含167个氨基酸, 
分子质量为16 kDa的活性因子, 主要作用是抑制

摄食、促进能量消耗[4-5]. 近年的研究证实leptin
参与能量代谢、神经-内分泌、血管新生和生殖

的调控[6-8], 能够加速糖和脂肪的氧化以代偿细

胞损伤, 并能够增强免疫系统功能[9-10]. 由于肝、

肠道是营养吸收、能量代谢的重要器官, leptin
又是与创伤修复密切相关的代谢因子, 而且尚
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未见leptin与H-I/R介导的肠道损伤相关联的报

道, 我们设想leptin在H-I/R后肠道内的表达发生

一定的变化, 这些变化与肠道结构破坏、功能

受损存在一定的联系. 我们通过建立大鼠70% 
H-I/R模型, 采用酶比色法检测损伤后血清二胺

氧化酶(DAO)活性, 采用HE染色和免疫组织化

学法分别检测损伤后十二指肠的病理改变和

leptin蛋白表达, 并采用逆转录-PCR法观察损伤

后十二指肠leptin mRNA表达的变化, 探讨leptin
在H-I/R介导的肠道损伤中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 免疫用清洁级♂新西兰白兔3只, 体质

量1250 g; 实验用清洁级♂SD大鼠45只, 体质

量250 g, 均由中国人民解放军总医院实验动物

中心提供(许可证编号D98010). 重组鼠leptin购
自Pepro Tech®公司; 福氏完全及不完全佐剂购

自Gibco BRL®公司; AMV酶、Oligo(dT)15购自

Promega®公司; 琼脂糖购自Sigma®公司. DAO检

测试剂由中国人民解放军总医院第一附属医院

黎君友老师馈赠; 磷酸盐缓冲液、生物素化羊抗

兔IgG、辣根过氧化物酶标记的链亲合素、二氨

基联苯胺四盐酸(DAB)染色试剂盒购自北京中

杉金桥®公司; TRIzol试剂、RNA酶抑制剂、Taq
酶、dNTPs购自北京鼎国®公司; leptin、β-actin
引物由北京赛百盛®公司合成; 其他试剂均为国

产分析纯级.
1.2 方法 
1.2.1 leptin抗血清的制备: 将leptin抗原120 μg与
3 mL福氏完全佐剂充分混匀后, 以背部皮内多

点注射法免疫新西兰白兔, 每只白兔注射1 mL. 
首次免疫后2 wk进行加强免疫, 采用福氏不完全

佐剂. 之后每隔4 wk进行1次加强免疫, 共计4次. 
末次免疫后1 wk于清醒状态下分离白兔右侧颈

内动脉并插管持续放血, 收集血样按4℃、3000 
g  15 min, 冻存血清于-80℃备用.
1.2.2 大鼠70% H-I/R模型的建立: 大鼠随机分

成5组, 每组9只, 依次为假手术(Sham)组、肝缺

血60 min/再灌注60 min(I60'R60')组、I60'R150'
组、I60'R240'组和I60'R360'组. 实验前12 h禁
食、不限水, 实验时以1%戊巴比妥钠(60 mg/kg, 
ip)麻醉大鼠, 无菌条件下开腹, 取右侧肋缘下斜

切口, 充分显露第一肝门. 以微血管夹夹闭肝蒂

左分叉, 60 min后取出血管夹进行再灌注, 腹腔

内注射1 mL生理盐水后关腹[11]. Sham组开腹后仅

钝性分离肝蒂左分叉, 但不夹闭阻断肝叶供血.

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝、肠道是营养
吸收、能量代谢
的重要器官, 国内
外尚未见leptin与
肝缺血/再灌注介
导的肠道损伤相
关 联 的 报 道 .  同
时, 由于leptin可
能参与创伤后内
环境紊乱的恢复
过程, 研究leptin
在肝缺血/再灌注
介导的肠道损伤
中的变化, 成为证
明leptin是否对肠
道损伤发挥保护
效应的一个主要
环节.
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1.2.3 血清及十二指肠样品的制备: 损伤后于相

应时间点、相同麻醉条件下对各组大鼠行心脏

抽血, 血样置37℃水浴20 min后, 按4℃、3000 g
离心20 min, 保存血清于-20℃. 抽血后迅速取出

十二指肠并均分为2份, 一份置液氮速冻后存于

-80℃, 另一份采用常规石蜡包埋法经梯度酒精

脱水、二甲苯透明后, 制作成石蜡块. 采用Leica® 
RM2135切片机连续切片, 厚度4 μm, 分别用于

HE染色和免疫组织化学检测.
1.2.4 血清DAO活性的检测: 血清DAO活性测

量的标准点为75、150、300、600、1200、
2400、4800、9600 U/L, 设立空白对照管、标

准管和样品管. 各取40 μL蒸馏水、标准品和血

清样品加入含0.2 mol/L pH7.2磷酸缓冲液240 
μL、40 mg/L辣根过氧化物酶8 μL、5 g/L邻联

茴香胺8 μL、1.75 g/L二盐酸尸胺8 μL的混合液, 
室温避光混匀2 min, 置37℃避光水浴30 min后, 
于436 nm处以空白对照管调零后测量各管的吸

光度. 以标准管的DAO活性由低至高为横坐标, 
以其对应的调零后吸光度为纵坐标, 作出标准

曲线. 将各血清样品的调零后吸光度代入标准

曲线, 即可计算出相应样品的DAO活性. 
1.2.5 十二指肠损伤的观察: 十二指肠标本的石

蜡切片经二甲苯脱蜡、梯度酒精处理至水洗, 
以Gill改良苏木素溶液染色、盐酸酒精分化、

稀氨水返蓝、伊红溶液染色, 再经梯度酒精处

理、二甲苯透明后, 用中性树脂封片. 采用Leica® 
DC300F型图像采集系统观察并拍摄HE染色结果.
1.2.6 十二指肠leptin蛋白表达的检测: 采用链

霉卵白素-过氧化物酶连结三步法检测十二指

肠标本的leptin蛋白表达. 石蜡切片经二甲苯脱

蜡、梯度酒精处理至水洗, 依次经内源性过氧

化物酶清除、抗原修复、正常血清封闭、抗体

结合、DAB染色、蒸馏水洗涤, 再经Gill改良苏

木素溶液染色、盐酸酒精分化、稀氨水返蓝、

梯度酒精处理、二甲苯透明后, 用中性树脂封

片. 所用一抗为1∶50自制leptin抗血清, 二抗为

1∶200生物素化羊抗兔IgG, 显色时加入1∶200
辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, 三种试剂均

以磷酸盐缓冲液稀释. 采用Leica® DC300F型图

像采集系统拍摄免疫组织化学染色结果, 每组

切片随机挑选9个视野进行拍摄, 采用Image Pro 
Plus® 6.0软件定量分析每个视野图像中特异性

阳性染色的累积光密度与特异性组织区域面积

像素的比值.
1.2.7 逆转录-PCR: 采用TRIzol试剂提取十二指

肠总RNA, 操作步骤按说明书进行. 提取总RNA
后, 以三蒸水为空白对照, 测量样品260 nm处的

紫外吸光值并计算出总RNA浓度, 随后进行逆

转录. 以β-actin mRNA表达作为cDNA合成及

PCR反应的内源性参照, leptin和β-actin的引物序

列及反应条件如表1. 于15 g/L琼脂糖电泳检测

PCR产物, 并用Gel-Pro®凝胶成像仪拍摄和分析

电泳图像.
统计学处理 采用统计软件Stata 7.0进行数

据处理, 使用单因素方差分析F检验和t检验分别

进行多样本组间和两样本间比较. 测量结果以

mean±SD表示, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 损伤后各组血清DAO活性的变化 与损伤后

■相关报道
目 前 认 为 肝 缺 
血 / 再 灌 注 的 损
伤机制包括自由
基释放、中性粒
细胞聚集、内皮 
素 / N O失衡、核
因子-κB活化、前
炎症细胞因子和
黏附分子释放、

肝细胞凋亡等, 而
leptin与这些因素
都 有 关 联 ,  提 示
他参与调节肝缺 
血/再灌注介导的
脏器损伤. 前期研
究也证实leptin在
损伤后发挥迟缓
而持续的保护效
应.

表  1  PCR所用的引物序列及反应条件

     
引物名		               核酸序列及PCR反应条件		               产物大小(bp)	                GenBank

leptin	     上游引物: 5'-ACCTGGAGAACCTGCGAGAC-3'			     336	            NM_013076

	     下游引物: 5'-AGGAGTAGGAGAAACGGACA-3'

	     变性: 94℃ 30 s, 退火: 55.6℃ 30 s, 延伸: 72℃ 30 s, 循环: 35

β-actin	     上游引物: 5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'			     445	            NM_031144

	     下游引物: 5'-TGGAAGGTGGACAGTGAGGC-3'

	     变性: 94℃ 30 s, 退火: 55.7℃ 30 s, 延伸: 72℃ 30 s, 循环: 35

图  1  损伤后各组血清DAO活性. aP<0.05 vs  I60'R360'.
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Sham组血清DAO活性相比, 4个再灌注组与之均

无显著差异. 再灌注组之间两两相比, I60'R60'组
显著高于I60'R360'组(P  = 0.0077), I60'R150'组趋

向于显著高于I60'R360'组(P  = 0.0858), 其他组之

间无显著差异(图1).
2.2 损伤后各组十二指肠的病理学变化 与Sham
组相比, I60'R60'组十二指肠黏膜上皮层柱状细

胞活动性增加、排列不规则、嗜酸性染、胞

质减少, 刷状缘局灶性萎缩、缺失, 杯状细胞数

增加, 黏膜固有层充血. I60'R150'组十二指肠黏

膜上皮层柱状细胞活动性增加、排列极不规

则、广泛水肿、坏死, 刷状缘广泛萎缩、崩解, 
杯状细胞数增加、坏死, 黏膜固有层充血减轻. 
I60'R240'组十二指肠黏膜上皮层柱状细胞活动

性增加、排列紊乱、弥漫性水肿、坏死, 刷状

缘弥漫性萎缩、崩解, 杯状细胞数增加、广泛

坏死, 黏膜固有层充血减轻. I60'R360'组十二指

肠黏膜上皮层柱状细胞活动性减低、排列趋于

规则、无明显水肿、尚有局灶性坏死, 刷状缘

趋于完整、仅局限性缺失, 杯状细胞数减少、

无明显坏死, 黏膜固有层无充血(图2).
2.3 损伤后各组十二指肠l ep t in蛋白表达的变

化 与损伤后Sham组十二指肠lept in蛋白表达

(0.079269±0.001995)相比, I60'R60'组(0.089756
±0.014883)、I60'R150'组(0.074811±0.010886) 
与之无显著差异 ,  I60 'R240 '组 (0 .126503±

0.005873)、I60'R360'组(0.129458±0.003755)显
著升高(均P <0.01). 再灌注组之间两两相比均有

显著差异(均P <0.01), 按I60'R360'、I60'R240'、
I60'R60'、I60'R150'组的顺序依次递减(图3).
2.4 损伤后各组十二指肠leptin mRNA表达的变

化 与损伤后Sham组十二指肠leptin mRNA表达

(1.022±0.011)相比, I60'R150'组显著降低(0.944
±0.033, P  = 0.049), I60'R60'(0.990±0.001)、
I60'R240'(0.968±0.041)、I60'R360'组(1.041±
0.017)与之均无显著差异. 再灌注组之间两两相

比, I60'R360'组显著高于I60'R150'组(P  = 0.014), 
并趋向于显著高于I60'R240'组(P  = 0.065), 其他

组之间均无显著差异(图4).

3  讨论

H-I/R造成的损伤机制主要是自由基释放、中

性粒细胞聚集、内皮素/NO失衡、核因子-κB
活化、前炎症细胞因子和黏附分子释放、肝细

胞凋亡等[12-17], 目前研究发现leptin与内皮素、

NO、核因子-κB、多种炎症细胞因子、氧源性

自由基、中性粒细胞聚集及细胞凋亡都存在联

系[18-23], 而且我们前期的工作也初步证实leptin
在急性炎症反应中发挥一定的保护效应[4,6,24-26], 
我们考虑leptin与H-I/R介导的内环境紊乱(尤其

是肠道损伤)可能存在某些联系. 但目前国内外

尚无这方面的报道, 若能揭示leptin在H-I/R介导

■创新盘点
本研究发现leptin
在肝缺血/再灌注
后的肠道内发生
显著的表达变化, 
这些表达变化与
肠道损伤紧密相
关, leptin表达水
平的增高与肠道
损伤的修复存在
密 切 联 系 ,  提 示
leptin对肝缺血/再
灌注后的肠道结
构受损和屏障功
能改善很可能扮
演了抗损伤因子
的重要角色.

A B C

D E

图  2  损伤后各组十二指肠的病理学变化(HE染色×200). A: Sham; B: I60'R60'; C: I60'R150'; D: I60'R240'; E: I60'R360'.
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的肠道损伤中的作用, 对于相关外科手术、创

伤等疾病的诊治将具有积极的意义. 我们采用

的70% H-I/R模型而非100% H-I/R模型, 避免了

因全肝血流阻断后肠道淤血引起的细菌移位和

内毒素释放对观察指标的潜在影响[27]. 同时, 自
制的leptin抗血清具有良好的效价和特异性, 已
应用于前期的相关研究[28-29].

D A O是一种含有脱氨的丁二胺和组胺的

细胞质酶, 发挥控制肠黏膜增殖的作用, 外周

血D A O活性的变化能反映创伤后肠黏膜屏障

功能受损和修复情况, 是判断肠黏膜屏障功能

的敏感指标[30-31]. 我们的结果发现, 损伤后再灌

注组血清DAO活性与Sham组均无显著差异, 这
符合70% H-I/R模型仅夹闭部分门脉血流而不

会造成显著肠道淤血、坏死的实验条件; 同时, 
H-I/R早期I60'R60'组血清DAO活性显著高于损

伤后期的I60'R360'组, 以及I60'R150'组趋向高于

I60'R360'组, 则说明H-I/R早期的十二指肠黏膜

受损情况比损伤后期要严重得多. 十二指肠HE

染色的结果提示, H-I/R早期的肠道损伤较重而

后期逐步减轻, 也说明H-I/R后期机体对肠道损

伤存在有效的抗损伤、促修复机制.
既然lep t in是联系能量代谢、免疫调控和

神经-内分泌三大功能系统的枢纽 ,  我们考虑

leptin在H-I/R后受损肠道内的表达水平会发生

某些变化, 这些变化可能与改善肠道的内环境

紊乱有关. 从蛋白水平的结果来看, 损伤后十二

指肠leptin蛋白表达在H-I/R早期无显著变化, 至
损伤后期显著升高, 提示H-I/R后期受损的肠道

黏膜屏障逐步恢复时伴随着lept in蛋白表达的

升高. 从基因水平的结果来看, 十二指肠leptin 
m R N A表达于H-I/R早期即有下降的趋势, 于
I60'R150'组显著降低, 损伤后期又逐步恢复, 虽
然与Sham组无显著差异, 但是I60'R360'组显著

高于I60'R150'组而且趋向高于I60'R240'组, 提示

H-I/R早期高代谢造成的能量储备不足和肠道严

重受损抑制了十二指肠leptin mRNA表达, 损伤

后期能量储备的逐步升高和肠道损伤逐步修复

则反馈诱导十二指肠leptin mRNA表达回升至

Sham组水平, 同时他也促进了十二指肠leptin蛋
白的表达.

总之, 结合血清DAO活性、十二指肠HE染
色结果、leptin蛋白表达和基因表达的结果, 我
们发现leptin表达水平的增高与肠道损伤的修复

存在密切联系, leptin对H-I/R后肠道结构受损和

■应用要点
探讨leptin在肝缺
血/再灌注介导的
肠道损伤中的作
用, 为充分利用以
leptin为核心的代
谢、免疫及神经-
内分泌网络进行
内源性和外源性
的干预, 开拓早期
诊治肝缺血/再灌
注介导的肠道损
伤和消化系统脏
器创伤的新方法
有积极的意义.

图  3  损伤后各组十二指肠leptin蛋白表达的变化(免疫组织化学染色×200). A: 阴性对照; B: Sham; C: I60'R60'; D: 

I60'R150'; E: I60'R240'; F: I60'R360'.

A B C

D E F

M     G1    G2   G3    G4   G5    N

leptin400 bp
300 bp

b-actin500 bp
400 bp

图  4  损伤后各组十二指肠lept in  mRNA表达的变化. 
M: Marker; G1: Sham; G2: I60'R60'; G3: I60'R150'; G4: 

I60'R240'; G5: I60'R360'; N: 阴性对照.
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屏障功能改善很可能发挥了抗损伤因子的重要

角色. 充分利用以leptin为核心的代谢、免疫及

神经-内分泌网络进行内源性和外源性的干预, 
将有助于开拓早期诊治H-I/R介导的肠道损伤和

消化系统脏器创伤的新方法.

致谢: 感谢廖杰、于力方、李宁老师与钟苑、周

国垠、吕效兴同志对本研究的部分操作给予的
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