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Abstract
AIM: To investigate the effects of recombinant 
intestinal trefoil factor (rITF) on the expression 
of nitric oxide (NO) and malondialdehyde 
(MDA) induced by lipopolysaccharide (LPS) in 
infant rats.

METHODS: Ninety-six 10-day-old Wistar rats 
were divided into 3 groups. The rats in group A 
served as normal controls and were injected with 
normal saline (1 mL/kg) intraperioneally. The rats 
in group B and C were intraperioneally treated 
with LPS (1 mL/kg) and LPS (1 mL/kg) plus rITF 
(5 g/L, 0.1 mL), respectively. Intestinal tissues 

were collected at 2, 6, 24, and 72 h for the exami-
nation of NO, MDA productions, iNOS mRNA 
expression and intestinal histological changes.

RESULTS: In comparison with group A, the NO 
and MDA contents were signifi cantly increased in 
Group B and reached the peak 6 or 24 h after LPS 
administration (NO 24 h: 55.25 ± 7.30 vs 6.25 ± 2.05, 
P < 0.01; MDA 6 h: 7.60 ± 1.14 vs 5.01 ± 0.74, P < 
0.01) respectively. As compared with group B, 
the NO were decreased in group C (P < 0.05 or 
P < 0.01), but still sustained a higher level than 
that in group A at 6 and 24 h, which attained 
normal at 72 h; the content of MDA were de-
creased than that in group B (P < 0.01) and had 
no discrepancy with that in group A (P > 0.05) at 
6 and 24 h. iNOS mRNA was weakly expressed 
in group A, but signifi cantly increased in group 
B at 6 and 24 h (1.17 ± 0.15 vs 0.31 ± 0.08, P < 0.01; 
1.24 ± 0.18 vs 0.30 ± 0.05, P < 0.01). The expres-
sion of iNOS mRNA at 6 and 24 h in group C 
(0.91 ± 0.13, 0.96 ± 0.15) was markedly decreased 
that that in group B (P < 0.01). The pathological 
changes in group C alleviated notably than those 
in group B.

CONCLUSION: LPS can induce the increase of 
NO, MDA and expression of iNOS mRNA in 
intestinal tissues of infant rats, and rITF can pro-
tect intestine against injury through decreasing 
the contents of NO and MDA and inhibiting the 
expression of iNOS mRNA.
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摘要
目 的 :  探 讨 内 毒 素 ( L P S ) 致 幼 鼠 肠 组 织
N O、M D A的作用及基因重组肠三叶因子
(recombinant intestinal trefoil factor, rITF)的保
护作用. 
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■背景资料
由各种原因引起
的感染性疾病是
儿科常见疾病, 严
重感染可引起多
器官功能衰竭, 胃
肠功能障碍被认
为是始动因子, 发
病与内毒素血症
和肠屏障功能障
碍密切相关, 常提
示病情加重和预
后不良. 因此探讨
炎症性肠损伤的
发病机制, 寻求有
效的治疗方法具
有广泛的意义.

®



方法: Wistar幼鼠10日龄96只分为A组: 生理
盐水对照组, B组: LPS组, C组:LPS+rITF组, 
每组32只. 以生理盐水(1 mL /kg), EcoliO55: B5 
(1 mL /kg)、5 g/L rITF(0.1 mL)ip后2, 6, 24, 
72 h处死动物, 留取肠组织生化法检测NO, 
MDA含量, PCR法检测诱导型一氧化氮合酶
(iNOS)mRNA表达, 同时作电镜观测肠组织超
微结构变化. 

结果: B组NO和MDA含量明显高于A组, LPS
作用后6, 24 h达高峰(NO 24 h: 55.25±7.30 vs  
6.25±2.05, P < 0.01; MDA 6 h: 7.60±1.14 vs  
5.01±0.74, P <0.01). C组NO和MDA含量明显

降低, 其中6, 24 h组NO较B组下降, 但仍高于

A组, 差异显著(P <0.05或P <0.01)，至72 h基

本降至正常; 6, 24 h组MDA含量较B组下降

(P <0.01), 较A组无差异, 至72 h基本降至正常. 
iNOS mRNA在A组各时间点均有微弱的表达, 
在B组6, 24 h时表达明显增强(1.17±0.15 vs   
0.31±0.08, P <0.01; 1.24±0.18 vs  0.30±0.05, 
P <0.01), 较A组差异显著; 而C组2, 72 h iNOS 
mRNA微弱表达, 6, 24 h时表达明显减少(0.91
±0.13, 0.96±0.15), 较B组差异显著(P <0.01). 
B组超微结构改变明显, 而C组较B组超微结

构有不同程度减轻.

结论: LPS可致幼鼠肠组织NO和MDA含量增
加及诱导iNOS mRNA表达增加, rITF可抑制
iNOS mRNA表达而减少NO含量, 同时降低
MDA含量, 发挥对肠损伤的保护作用. 
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0  引言

小儿胃肠功能障碍被认为是多器官功能衰竭的

始动因子, 发病与内毒素血症和肠屏障功能密

切相关, 常提示病情加重和预后不良. 而肠三叶

因子(intestinal trefoil factor, ITF)是近年发现的

新型表皮生长因子, 对肠黏膜屏障具有保护作

用, 在胃肠道的损伤修复及胃肠的先天性免疫

中有重要的作用[1,2]. 近年来受到广泛关注, 但多

局限于烧伤及溃疡性结肠炎的研究, 对幼鼠炎

症性肠损伤是否有保护作用, 报道甚少. 我们应

用内毒素致肠损伤, 探讨ITF的保护作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 Wistar幼鼠10日龄, 体质量18-30 g, 96
只, 由中国医科大学第二临床医院动物室提供. 
分为A组: 生理盐水组(1 mL/kg). B组: 内毒素组

EcoliO55: B5(LPS 1 mL/kg, Sigma公司, 用生理盐

水配制成5 g/L). C组: 内毒素+三叶因子组(LPS 
1 mL/kg+rITF 0.1 mL/只),  rITF(基因重组小肠

三叶因子rITF由北京大学蛋白质工程及植物基

因工程国家重点实验室提供). 每组32只. 三组幼

鼠ip后放回母鼠笼内继续哺乳, 至2, 6, 24, 72 h
分别断头处死动物, 留取近回盲部肠组织约1-2 
cm放于25 g/L戊二醛中固定, 备作电镜检测, 其
余肠组织放于-80℃液氮中保存, 以备生化法检

测NO, MDA含量及PCR法检测iNOS mRNA表

达.
1.2 方法 从液氮中取出肠组织立即称质量, 加
入生理盐水后在冰浴中用超声波匀浆机充分匀

浆, 以3 500 r/min 4℃离心, 制备100 g/L肠组织

匀浆液; 采用生化方法检测肠组织匀浆液中NO, 
MDA含量. 采用考马斯亮兰法测定匀浆液中蛋

白含量(g/L), 生化检测试剂盒均购于南京建成

生物工程研究所, 按试剂盒说明操作进行检测. 
iNOS mRNA表达: 提取总RNA后行RT-PCR, 扩
增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析后, 紫外灯

下观察RT-PCR产物并拍照, 用Kodak ID型凝胶

成像系统输入计算机, 以该软件进行扩增产物的

半定量分析. iNOS扩增片断为418 bp, 引物: 上游 
5-CTACCTACCTGGGGAACACCTGGGG-3; 下
游5-GGAGGAGCTGATGGAGTAGTAGCGG-3; 
β-actin: 上游5-GATTGCTCAGGACATYYCTG-3; 
下游5-GATTGCTCAGGACATTT-3. iNOS引物

和内参照β-actin引物均由上海博亚生物技术有

限公司合成. 反转录和PCR扩增所需要的酶及其

他试剂均购自日本TaKaRa公司. 常规行透射电

镜观察肠组织超微结构变化. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 

SPSS12.0统计软件进行方差分析, 组间比较采用

q检验, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 肉眼所见 B组动物在ip LPS后0.5 h即出现懒

动, 随之出现口唇、皮毛青紫、呼吸急促、精神

萎靡、吃奶少; 1-2 h出现腹泻, 腹胀明显, 至6 h
上述症状明显加重, 成活鼠24 h观察其体质量不

增或明显下降, 临床症状部分缓解. LPS后72 h观
察青紫、呼吸状态好转, 部分体重可恢复至用

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠三叶因子(ITF)
是近年发现的新
型表皮生长因子, 
具有促进细胞增
殖与迁移, 增强黏
膜屏障作用, 对肠
黏膜具有保护和
损伤后修复功能
及抗凋亡作用. 在
成人多局限于烧
伤及溃疡性结肠
炎的研究, 对新生
鼠缺血缺氧造成
的坏死性小肠炎
也有保护作用. 



药前, 死亡率约20％. 而C组上述临床症状较B组
轻, 而且出现的时间较B组晚, 体质量下降少或

无明显下降, 死亡率约10％, A组鼠活泼、吃奶

好、体质量增加明显, 无死亡. 
B组动物在ip LPS后2 h可见肠管、肠系膜

轻度充血肿胀, 6 h时可见充血肿胀明显, 有胃潴

留, 部分肠管扩张, 肠腔内有出血; 24 h仍有胃潴

留及肠管充血, 72 h上述症状有好转. C组以上

症状较B组轻, A组无明显变化.
2.2 NO, MDA和iNOSmRNA含量 内毒素作用

后2 h见NO明显增加, 致24 h达高峰, 72 h NO明

显减少, 其中6, 24 h组NO含量较A组明显增加

(P <0.01). C组较B组NO含量于6, 24 h明显减少

(P <0.05和P <0.01), 但仍高于A组(P <0.01), 至72 
h下降与A, B组无差异(表1), B组肠组织MDA
含量明显增加, 其中6, 24 h组较A组增加明显

(P <0.01), 并于6 h达高峰, 72 h组下降较A组无差

异; C组较B组MDA含量明显下降, 其中6, 24 h
组差异显著(P <0.01), 72 h组下降较B组无差异

(表1). iNOS mRNA在A组各时间点均有微弱的

表达, B组各时间点iNOS mRNA表达较A组明显

增强, 其中6，24 h组较A组差异显著(P <0.01)(图
1), 并于24 h表达最强. 而C组2, 72 h iNOS mRNA
表达微弱; 6, 24 h时表达明显减少, 各时间点iN-
OSmRNA表达较B组差异显著(P <0.01)(表1). 
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2.3 电镜结果 正常肠上皮细胞可见肠绒毛排列

整齐, 紧密连接完整, 内质网及线粒体清晰; 内
毒素作用下线粒体呈空泡样改变, 微绒毛排列不

整、部分断裂、缺失, 部分紧密连接增宽或断

裂, 细胞核浓缩, 染色质边聚; 肠三叶因子组肠组

织损伤较内毒素组减轻(图2).

3  讨论

感染是儿科常见病之一, 其危重症常伴发胃肠功

能障碍, 发病机制与内毒素和肠黏膜屏障功能密

切相关. 内毒素血症可通过缺氧、炎症介质释

放、自由基增多使肠黏膜屏障受损, 大量细菌移

位, 最终造成多器官功能衰竭, 甚至死亡[3]. 我们

应用内毒素(LPS)ip引起幼鼠腹泻、腹胀及肠管

充血水肿等胃肠功能紊乱症状, 电镜下见肠组织

线粒体空泡、微绒毛损伤、紧密连接断裂证明

内毒素可引起肠损伤. 研究表明LPS能降低上皮

细胞的抵抗力、促进细胞凋亡的产生并疏松紧

密连接而增加上皮细胞通透性, 促进细菌移位, 
损伤肠黏膜屏障, 引起肠炎症改变, 包括固有层

水肿, 绒毛结构的丢失, 炎性细胞浸润[4,5]. 在一

定条件下还可激发细胞因子和其他炎性介质如

TNF-α, IL-8, IL-1β, IL-6的连锁反应, 引起全身

各器官的损害[6,7]. 炎症同时可引起组织缺血, 改
变过氧化物酶体及线粒体内细胞色素氧化酶系

统, 甚至改变一氧化氮合酶的活性而产生氧自由

基, 同时消耗大量ATP. ATP不足使钙泵活性下降, 
并阻碍呼吸链的传递, 介导质子过氧化反应, 促
进氧自由基的形成, 进一步损伤细胞膜和结构[8]. 
而质子过氧化物反应的最终产物MDA含量可间

接反应组织氧自由基损害的程度. 
我们的研究证明肠损伤时伴有NO、MDA

升高, 同时iNOSmRNA表达增强, 在6，24 h明
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表 1  幼鼠肠组织NO，MDA和iNOSmRNA的变化 (mean±SD, n = 8)

  指标                                                           2 h                                    6 h                                    24 h                                 72 h

  NO       

  (μmoL/g)     

  MDA       

  (μmoL/g)        

  INOSmRNA     

  (iNOS/β-actin  

   积分A比值)

A

B

C

A

B

C

A

B

C

  4.50±0.93

11.25±3.62

  9.25±2.25

  4.75±0.46

  5.18±0.54

  5.07±0.36

  0.31±0.09

  0.99±0.22d

  0.31±0.11b

     6.25±2.05

   55.25±7.30d

   42.50±9.30db

     5.12±0.25

     7.34±1.23d

     5.41±0.36b

     0.30±0.05

     1.24±0.18d

     0.96±0.15db

   5.75±1.67

 39.13±7.64d

 30.88±5.19ad

   5.01±0.74

   7.60±1.14d

   5.59±0.38b

   0.31±0.08

   1.17±0.15d

   0.91±0.13db

     5.25±1.16

   13.25±4.53

     8.38±3.38

     5.25±0.53

     5.55±0.77

     5.66±0.46

     0.29±0.04

     0.97±0.21d

     0.29±0.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  A组.

■相关报道
在烧伤动物模型
和新生鼠缺血缺
氧 模 型 中 已 证
实ITF的保护作
用. 敲除编码鼠
ITF基因后, 小鼠
由于肠道内缺乏
ITF, 缺乏保护作
用, 当饮用硫酸
葡 聚 糖 钠 溶 液
时, 1/2死于结肠
炎, 当给予口服
重组ITF后肠黏
膜 损 伤 明 显 减
轻. 
1 彭曦、汪士

良、陶麟辉、

王风君、赵
云、王裴. 肠
三叶因子与
严重烧伤后
肠道损伤及
修复关系. 第
三军医大学学
报  2000; 22: 
1023-1025

1 057 bp
770 bp
612 bp
495 bp
392 bp

β = actin
690 bp
iNOSmRNA
418 bp

M    1    2     3    4    5    6    7    8     9    10  11  12

图 1  肠组织iNOSmRAN表达扩增产物RT-PCR电泳. M: DNA 
Marker; 1: A2 h; 2: A6 h; 3: A24 h; 4: A72 h; 5: B2 h; 6: B6 h; 7: 
B24 h; 8: B72 h; 9: C2 h; 10: C6 h; 11: C24 h; 12: C72 h.
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显, 电镜亦示明显损伤, 证明NO、MDA升高与

肠损伤有一定的关系. NO是由L-精氨酸在一氧

化氮合酶(NOS)作用下生成的, 其NOS分为三型, 
神经型(nNOS)、内皮型(eNOS)和诱导型(iNOS), 
前两者统称为结构型, 能诱导产生少量NO, 维
持胃肠道的完整性, 发挥生理作用[9]. 而在LPS, 
TNF-α，IL-1β等作用下iNOS基因表达明显, 可
诱导产生大量NO, 产生致炎和对细胞的损伤作

用[10-13]. 过量的NO又可影响多种免疫活性物质

的形成, 如TNF-α、IL-1、IL-2等, 引起局部和全

身炎症反应, NO与O2
-作用形成过氧化亚硝酸盐

(peroxynitrite), 可使蛋白质或酶失活, 抑制呼吸

链酶, 破坏线粒体结构, 启动质子过氧化反应, 引
起肠组织损伤, 并使肠上皮细胞通透性增强[14-18]. 
而抑制iNOS基因表达, 从而可以抑制NO的大量

产生, 减轻组织及脏器损伤[19,20]. 在我们的研究

中, 由于iNOSmRNA的表达使NO生成增多, 增强

促炎性细胞因子的作用, 使肠组织细胞线粒体空

泡状, 细胞间紧密连接不完整, 肠绒毛受损. 
ITF是三叶肽家族成员之一, 由肠黏膜上皮

杯状细胞分泌, 广泛存在于胃肠道, 能与黏液中

黏蛋白结合, 形成稳定的凝胶复合物, 抵抗胃肠

道胃酸, 蛋白酶和机械损伤, 从而增强了胃肠道

黏膜屏障的防御能力[21,22]. 在胎龄20 d之后的鼠

类及早产儿均有不同表达, 在胃肠道的先天防

御上起一定的作用[23,24]. ITF可促进上皮细胞向

损伤处的迁移, 被认为是内源性具有抗调亡特

性的肽类物质[25,26]. 在肠道的自我保护和损伤后

修复中占有重要地位. 口服和皮下注射ITF能预

防和治疗乙醇和消炎痛引起的大鼠胃溃疡使胃

溃疡指数下降, 并随剂量增加保护作用增强, 且
不影响胃酸分泌[27,28]. 在实验性结肠炎模型中, 
杯状细肠合成和分泌ITF, 维持肠黏膜上皮细胞

的完整性并于炎症时发挥其黏膜修复作用. 敲

除编码鼠ITF基因后, 小鼠由于肠道内缺乏ITF, 
缺乏保护作用, 当饮用硫酸葡聚糖钠溶液时, 1/2
死于结肠炎, 当给予口服重组ITF后肠黏膜损

伤明显减轻[29-31]. 证明ITF对肠道损伤具有一定

的保护作用[32-34]. 在我们的研究中给予外援性

ITF可使肠组织损伤减轻, 并能降低肠组织NO, 
MDA含量, 同时降低iNOSmRNA表达, 抑制了

过量产生的NO、MDA对肠组织的毒性作用, 电
镜也同时观察到其线粒体、肠绒毛改变有好转, 
因此, rITF对内毒素作用肠损伤有一定的保护作

用, 与Giraud[35]研究相似. 
我们的研究证明基因重组 I T F通过下调

iNOSmRNA表达使NO生成减少, 降低MDA的

含量, 降低内毒素作用下幼鼠肠组织的炎症反

应, 对肠黏膜损伤具有一定的防御作用, 为预防

重症感染患儿胃肠道损伤提供了理论基础.
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