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燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症小肠损伤相关基因表达的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症小肠损伤相关基因表达的影响。 方法　 ＳＤ 大鼠随机分为正常

对照组（ＮＣ 组），实验对照组（ＴＣ 组），燕麦 β⁃葡聚糖组（Ｏｇｌｕ 组）。 ＴＣ 组和 Ｏｇｌｕ 组以盲肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）法建立脓毒症模型。 Ｏｇｌｕ 组以不同剂量燕麦 β⁃葡聚糖灌胃。 １２ ｈ 后收集各组小肠组织，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小肠组织损伤基因表达。 结果　 １）燕麦 β⁃葡聚糖减轻脓毒症诱导的小肠损伤，降低脓毒症大鼠

小肠组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃６ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；（２）脓毒症组小肠损伤相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｔｏｌｌ 样、凋亡基因 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ、ＮＦ⁃κＢ 表达明显增加；（３）燕麦 β⁃葡聚糖组小肠粘膜 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｔｏｌｌ 样、凋亡基

因 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ、ＮＦ⁃κＢ 的表达低于明显脓毒症组，而 Ｂｃｌ⁃２ 表达较高。 结论　 燕麦 β⁃葡聚糖调控脓毒症大鼠小肠

损伤基因的表达，保护小肠上皮免受脓毒症的损伤。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏａｔ β⁃ｇｌｕｃａｎ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＮＣ ｇｒｏｕｐ）， ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＴＣ ｇｒｏｕｐ）
ａｎｄ ｏａｔ β⁃ｇｌｕｃａｎ ｇｒｏｕｐ （Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ）． ＴＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｓｅｐｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ＣＬＰ ｍｅｔｈｏｄ ，ａｎｄ
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｂａｘ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ， ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ＦＡＳ ａｎｄ ＦＡＳＬ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＴＣ ｇｒｏｕｐ． （３）Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｘ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３，
Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ， ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ＦＡＳ ａｎｄ ＦＡＳＬ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｏａｔ β⁃ｇｌｕｃａｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｐｔｉｃ ｒａｔｓ，
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　 　 目前认为肠道是脓毒症发生发展的始动因

素［１］，脓毒症时造成肠黏膜上皮水肿，上皮细胞膜

及细胞间连接断裂，细胞坏死，上皮从绒毛顶端开

始脱落，甚至黏膜全层脱落而形成溃疡，造成肠道

通透性增加、肠屏障功能受损，肠道细菌及其毒素

得以吸收进入循环系统而发生细菌移位，使全身炎

症 反 应 综 合 征 （ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）加剧、失控，严重时诱发多器官功能

障碍综合征 （ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＭＯＤＳ），甚至危及患者生命［２］。 故肠功能的保护是

脓毒症治疗中极为重要的论题。 早在上世纪 ８０ 年

代，国外学者就发现燕麦和大麦中富含的水溶性 β⁃
葡聚糖对人体肠道的保护作用［３，４］，但主要强调营

养膳食方面，对肠道基因影响方面的研究极少。 为

此，我们建立大鼠脓毒症模型，研究燕麦 β⁃葡聚糖

对小肠损伤过程中基因表达的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

６０ 只清洁级 ＳＤ 雄性大鼠，６ ～ ８ 周龄，体重 ２８０
～ ３２０ ｇ，由南华大学实验动物部提供［ ＳＣＸＫ（湘）
２０１５ － ０００１］ ［ＳＹＸＫ（湘）２０１５ － ０００１］。 通过口服

管饲法每天处理小鼠，并单独饲养在 ２５℃ 和 ５５％
（相对湿度）的笼中。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｔ 试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ、ＰＣＲ 试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司；Ｔａｑ 聚合酶、ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公司；
肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白
细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ
公司；兔抗鼠 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＦＡＳ、ＦＡＳＬ、ｐ６５、
β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＴＰＢ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 燕麦 β⁃葡聚糖的提取

山西产燕麦品种：晋燕 ８ 号，山西省农科院高寒

作物研究所提供。 燕麦原料经布勒磨粉机分离燕

麦麸皮和燕麦粉。 收集麸皮并粉碎过筛后冷藏备

用。 根据 Ｂｈａｔｔｙ［５］ 和 Ａｈｍａｄ［６］ 所述的方法，从燕麦

麸中提取高分子量 β⁃葡聚糖，不同之处在于固体：
液体比例为 １ ∶ ８，ｐＨ ７􀆰 ０。 通过控制酸水解时间

（ＨＣｌ，ｐＨ １􀆰 ０，８０℃），从初始分离物获得中等分子

量的 β⁃葡聚糖和低分子量 β⁃葡聚糖的样品。 然后

将分离物进行彻底透析 ３ ｄ，并通过冷冻干燥浓缩。

通过 ＡＯＡＣ 官方方法 ９９５􀆰 １６，使用测定试剂盒

（Ｍｅｇａｚｙｍｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｂｒａｙ， Ｉｒｅｌａｎｄ）测定每种样

品的总 β⁃葡聚糖含量。 通过具有多角度激光散射

（ＳＥＣ⁃ＬＬＳ）的尺寸排阻色谱法测定 β⁃葡聚糖样品的

分子量的值。 使用凯氏定氮法测定蛋白质的量。
通过在 １２１℃的真空烘箱中将称重的样品干燥 ５ ｈ
并测量重量损失来分析水分。 使用 Ｕｂｂｅｌｏｈｄｅ 毛细

管粘度计，在 ３７℃下测定各 β⁃葡聚糖溶液的特性粘

度［η］，并根据 Ｈｕｇｇｉｎｓ 方程进行计算。 ３％ （ｗ ／ ｖ）
燕麦 β⁃葡聚糖溶液进行流变学测量。 通过配有锥

板几何形状 （４，２０ ｍｍ） 的受控应变流变仪 （ ＴＡ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，ＵＳＡ）测量粘度，并且在 ３７℃从 ０􀆰 １ ／ ｓ ～
１００ ／ ｓ 的剪切速率下进行稳定剪切速率扫描。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验分组与处理

６０ 只大鼠随机分为正常对照组 （ＮＣ 组，ｎ ＝
２０），实验对照组（ＴＣ 组，ｎ ＝ ２０），燕麦 β⁃葡聚糖组

（Ｏｇｌｕ 组，ｎ ＝ ２０）。 实验前均适应性喂养 ３ ｄ。 ＴＣ
组和 Ｏｇｌｕ 组以 ＣＬＰ 法［７，８］ 建立脓毒症模型。 建模

方法：实验大鼠用氯胺酮（６０ ｍｇ ／ ｋｇ，肌注）麻醉，仰
面固定四肢在操作台上，随后在腹部中线行一个 ２
ｃｍ 切口，暴露盲肠，找到回盲瓣的远端，用 １８ 号针

头穿刺两次，并挤出少许粪便，将肠管返回腹腔。
逐层缝合腹部伤口，术后用立即 ３０ ｍＬ ／ ｋｇ 生理盐

水复苏，然后将动物放回笼内。 Ｏｇｌｕ 组经口灌胃给

予 ３％的 Ｏｇｌｕ 溶液，依据文献给予不同剂量［９］：５００
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；１０００ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）；２０００ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）。
ＴＣ 组予以糖盐水喂养，实验 １２ ｈ 后三组分别处死

１０ 只大鼠［８］，取各组大鼠全部小肠组织，分为 ３ 部

分：一部分用蒸馏水漂洗，浸泡于多聚甲醛中，进行

病理切片观察［１０］；一部分用 ０􀆰 ９％生理盐水按 １０％
浓度制成匀浆，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，
冷冻于液氮中，用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测炎症因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃６，依据文献，以小肠粘膜病理损伤及

炎症因子确认脓毒症模型［１１］。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取与实时定量 ＰＣＲ

采用实时定量 ＰＣＲ 法检测肠道组织细胞膜外

Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、
ＴＬＲ６）基因表达。 即将肠组织制成匀浆后，采用

ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡ，并将其逆转录为

ｃＤＮＡ。 加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 正向和反向引物以及 ＳＹＢＲ
后（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ），实时定量 ＰＣＲ 于 ＡＢＩ
７５００ 上进行扩增。 扩增条件：９４℃ 预变性 １０ ｍｉｎ，
随后进入以下 ３５ 个循环：９４℃ １ ｍｉｎ，５８℃ １ ｍｉｎ，
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７２℃ ３ ｍｉｎ。 本研究所用的引物如下：ＴＬＲ２：ｆｏｒｗａｒｄ
５′⁃ ＧＣＴＣＣＴＧＴＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣ⁃３′， ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ ＣＣＧ
ＡＡＡＧＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧＧＴＴ⁃３′； ＴＬＲ４： ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ ＡＧ
ＧＣＡＧＣＣＡＴＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡ⁃３′， ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ ＧＧＴＴＧＡＧ
ＴＡＧＧＧＧＣＡＴＴＴＧＡ⁃３′；ＴＬＲ５：ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ ＡＡＣＧＣＴＴＴ
ＧＣＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴ⁃３′， ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ ＡＣＣＣＴＣＴＧＡＴＧＧＡ
ＣＴＧＡＴＧＣ⁃３′；ＴＬＲ６：ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ ＡＣＴＧＡＣＣＴＴＣＣＴＧＧ
ＡＴＧＴＧＧ⁃３′， ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ ＧＣＡＣＣＡＣＴＣＡＣＴＣＴＧＧＡＣＡ
Ａ⁃３′；β⁃ａｃｔｉｎ， ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＡＣＣ ＣＡＣ ＡＣＴ ＧＴＧ ＣＣＣ
ＡＴＣ ＴＡ⁃３′， ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＣＧＧ ＡＡＣ ＣＧＣＴＣＡ ＴＴＧ ＣＣ⁃
３′。 结果以 ２ － ΔΔＣｔ表示。
１􀆰 ３􀆰 ４　 蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小肠组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ 基因的表达以及 ＮＦ⁃κＢ 的

核转位。 即采用 Ｐｉｅｒｃｅ 提供的试剂盒提取细胞总蛋

白和核蛋白。 测定其浓度后，将加入等体积的 ２ ×
ＳＤＳ 上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎ，取 ２０ μＬ 蛋白用于 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ。 电泳结束后，将其电转印到硝酸纤维素膜

上。 用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，后，加入兔抗鼠

Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＦＡＳ、ＦＡＳＬ 以及 ｐ６５ 或 β⁃ａｃｔｉｎ
或 ＴＰＢ 一抗（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）４℃孵育过夜，并采用 ＥＣＬ
发光 （ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ， ＭＡ）、 显影 （ ＶＬ Ｃｈｅｍｉ⁃
Ｓｍａｒｔ ３０００，Ｖｉｏｇｅｎｅ Ｂｉｏｔｅｋ， ＣＡ）。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行数据统计，实验数据

用平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用独立

样本 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 病理组织学

病理学分析显示正常组肠粘膜完整（图 １ Ａ）。
脓毒症组中，上皮细胞间隙增大，绒毛上皮细胞和

隐窝细胞数量减少，绒毛上皮排列紊乱，大量炎性

细胞浸润（图 １Ｂ）。 相比之下，在燕麦 β⁃葡聚糖组

中，上皮细胞间隙仅在少数区域扩大，隐窝上皮细

胞丰富，炎性细胞减少（图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 各组小肠组织中炎性因子水平比较

脓毒症组小肠组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃６ 水

平显著高于正常对照组及燕麦 β⁃葡聚糖组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；燕麦 β⁃葡聚糖组仍高于正常对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 （表 １）
２􀆰 ３　 各组小肠损伤相关基因表达

２􀆰 ３􀆰 １　 燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症大鼠小肠组织 Ｂｃｌ⁃２
和 Ｂａｘ 蛋白表达的影响

与正常对照组相比，脓毒症组（ＴＣ 组）Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达下调，Ｂａｘ 表达明显增加，燕麦 β⁃葡聚糖处理

后 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达上调，而 Ｂａｘ 蛋白表达下降，并且

随燕麦 β⁃葡聚的剂量增加而下降明显。 见图 ２。
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症大鼠小肠组织

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活化表达的影响

注：Ａ：对照组；Ｂ：脓毒症组；Ｃ：Ｏｇｌｕ 组。

图 １　 各组空肠组织病理学检查（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｊｅｊｕｎｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 １　 各组小肠组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃６ 水平（ｐｇ ／ ｍｇ）
Ｔａｂ． １　 ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

炎症因子
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ

正常对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ　

脓毒症组
Ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ

燕麦 β⁃葡聚糖组
Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ

ＴＮＦ⁃α １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １０ ４􀆰 ７２ ± ０􀆰 ４４∗ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ３１∗＃

ＩＬ⁃１β ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０１ ６􀆰 ２６ ± ０􀆰 ７１∗ ３􀆰 ７９ ± ０􀆰 ２３∗＃

ＩＬ⁃６ 　 ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０１ ５􀆰 ８９ ± ０􀆰 ７８∗ ３􀆰 ９２ ± ０􀆰 ２７∗＃

注：与正常对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与脓毒症组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｐｓｉｓ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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注：１：ＮＣ 组；２：ＴＣ 组；３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组；４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ
Ｏｇｌｕ 组；５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组。

图 ２　 各组大鼠小肠组织 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． １：ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ２：ＴＣ ｇｒｏｕｐ； ３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ；
４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ

注：Ａ：各组大鼠小肠组织细胞膜外 Ｔｏｌｌ 样受体表达；Ｂ：实时定量 ＰＣＲ 扩增曲线；１：正常对照组；２：脓毒症组；３ ∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ

组；４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组；５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组。；与正常对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与脓毒症组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 各组大鼠小肠组织细胞膜外 Ｔｏｌｌ 样受体表达及 ＰＣＲ 扩增

Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ；
１：Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ２：ＴＣ ｇｒｏｕｐ； ３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｐ； ５ ∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＣ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 与正常对照组相比，脓毒症组（ＴＣ 组）Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋 白 表 达 明 显 增 加， 燕 麦 β⁃葡 聚 糖 处 理 后

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达下降，并且随燕麦 β⁃葡聚有剂量

增加而下降明显。 见图 ３。

注：１：ＮＣ 组；２：ＴＣ 组；３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组；４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ
Ｏｇｌｕ 组；５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组。

图 ３　 各组大鼠小肠组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活化表达

Ｎｏｔｅ． １：ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ２：ＴＣ ｇｒｏｕｐ； ３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ４∶
１０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ３􀆰 ３　 燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症大鼠肠道组织细胞

膜外 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ６）基因表

达的影响

与正常对照组相比，脓毒症组（ＴＣ 组）Ｔｏｌｌ 样受

体 ２，４，５ 表达明显增加，燕麦 β⁃葡聚糖处理后各

Ｔｏｌｌ 样受体表达下降，并且随燕麦 β⁃葡聚有剂量增

加而下降明显。 见图 ４。
２􀆰 ３􀆰 ４　 燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症大鼠小肠细胞凋亡

时 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ 基因表达的影响

脓毒症大鼠小肠细胞凋亡基因 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ 表

达明显增加，而燕麦 β⁃葡聚糖下调 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ 凋

亡基因的表达，随麦 β⁃葡聚糖剂量增加，两者表达

明显减少。 见图 ５。
２􀆰 ３􀆰 ５　 燕麦 β⁃葡聚糖对脓毒症大鼠小肠组织 ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 亚基核转位的影响

脓毒症模型组中细胞核内 ＮＦ⁃κＢ 亚基 ｐ６５ 含

量明显增高，而用不同浓度 Ｏｇｌｕ 处理后，细胞核内

ｐ６５ 水平逐渐降低，表明 ＮＦ⁃κＢ 活性受到抑制。 而

细胞核内参 ＴＢＰ（ＴＡＴＡ 盒结合蛋白）水平无明显变

化。 见图 ５。

注：１：ＮＣ 组；２：ＴＣ 组；３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组；４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ
Ｏｇｌｕ 组；５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组。

图 ５　 各组大鼠小肠组织 ＦＡＳ 和 ＦＡＳＬ 表达

Ｎｏｔｅ． １：ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ２：ＴＣ ｇｒｏｕｐ； ３ ∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ４ ∶
１０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＳ ａｎｄ ＦＡＳＬ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：１：ＮＣ 组；２：ＴＣ 组；３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组；４∶ １０００ ｍｇ ／ ｋｇ·
ｄ Ｏｇｌｕ 组；５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ 组。

图 ６　 各组大鼠小肠组织 ＮＦ⁃κＢ 表达

Ｎｏｔｅ． １：ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ２：ＴＣ ｇｒｏｕｐ； ３∶ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ４∶
１０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ； ５∶ ２０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ Ｏｇｌｕ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

大量的基础及临床研究均已表明燕麦 β⁃葡聚

糖对肠道有很好的保健作用［１２，１３］，燕麦 β⁃葡聚糖纤

维在减少心血管疾病风险和控制血糖方面的作用

已得到广泛的确认，但其他潜在的益处，包括调节

肠道微生物群和炎症，仍在被探索［１４］。 膳食 β⁃葡
聚糖可能会改变幼猪肠组织反应，在断奶后期特异

性调控了肠段基因的选择和形态的表达［１５］。 在给

予回肠造口术患者富含燕麦 β⁃葡聚糖饮食后发现，
其小肠和结肠细胞系免疫功能是增强的，这些对肠

细胞的免疫刺激作用有可能有助于增强宿主对侵

袭性病原体的抵抗能力［１６］。
本研究建立脓毒症模型，发现其脓毒症能明显

诱导大鼠小肠损伤，而燕麦 β 葡聚糖能减轻脓毒症

诱导的小肠病理改变，能抑制炎症反应，如脓毒症

模型大鼠中小肠组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平

的降低所示。 进一步探索燕麦 β 葡聚糖保护小肠

的分子机制，动物实验发现燕麦 β⁃葡聚糖对肠道功

能的调节影响到基因层次，其抑制长链脂肪酸和胆

固醇的体外肠吸收，是由于 β⁃葡聚糖下调参与脂肪

酸合成和胆固醇代谢的基因的表达，减少肠道脂肪

酸结合蛋白和脂肪酸转运蛋白 ４ ｍＲＮＡ［１７］。 同样我

们知道脓毒症模型中存在大鼠小肠上皮细胞凋亡，
Ｂｃｌ⁃２ 家族基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调， 而 Ｂａｘ 表达升

高［１８，１９］。 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白是 ｂｃｌ⁃２ 原癌基因的编码产物，
是细胞存活促进因子，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族是一个特别的

家族，目前已发现 ２５ 种 Ｂｃｌ⁃２ 家族同源蛋白，其成

员中有些促进凋亡，如 Ｂａｄ、Ｂｉｄ、Ｂａｘ，有些成员阻止

细胞凋亡，如 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘ、Ｂｃｌ⁃ｗ、Ｂｃｌ⁃２ 能够阻止细

胞色素 Ｃ 从线粒体释放到细胞质，从而抑制了细胞

凋亡。 本研究使用燕麦 β⁃葡聚糖干预后，ＲＴ⁃ＰＣＲ
显示 Ｂｃｌ⁃２ 表达上调，Ｂａｘ 表达下调，Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比

例有所改善，提示燕麦 β⁃葡聚糖能明显防止脓毒症

诱导的小肠上皮细胞凋亡，且增加燕麦 β⁃葡聚糖剂

量，能提升这种保护效应。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋亡过

程中最主要的终末剪切酶，也是细胞毒性 Ｔ 淋巴细

胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）杀伤机制的重要组成

部分，细胞凋亡受到严格调控，在正常细胞 ｃａｓｐａｓｅ
处于非活化的酶原状态， 凋亡程序一旦开始，
ｃａｓｐａｓｅ 被活经随后发生凋亡蛋白酶的层叠级联反

应，发生不可逆的凋亡，在肠上皮细胞凋亡中发挥

重要作用［２０］。 我们的研究中发现，脓毒症模型小肠

３４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ２７ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １２



组织 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达增加，喂食燕麦 β⁃葡聚糖后能明

显抑制 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达，从而减少了小肠上皮细胞

的凋亡，且在实验使用的剂量范围内有一定的剂量

依赖性。
Ｔｏｌｌ 样受体是参与非特异性免疫（天然免疫）的

一类重要蛋白质分子，当微生物突破机体的物理屏

障，如皮肤、粘膜等时，ＴＬＲ 可以识别它们并激活机

体产生免疫细胞应答［２１］。 肠上皮细胞表达 Ｔｏｌｌ 样
受体，其在保守的微生物因子如脂多糖（ＬＰＳ）上诱

导上皮反应，包括上皮细胞增殖，分泌型 ＩｇＡ 分泌到

内腔中并产生粘蛋白和抗微生物肽，从而促进肠屏

障功能［２２］。 在肠上皮细胞和对照鱼的固有层细胞

中，ＴＬＲ２ 以低水平表达。 肠上皮通过其促炎基因的

表达，炎性细胞因子的释放和炎性细胞的募集直接

参与粘膜免疫反应。 如在炎症性肠病肠易激综合

征患者小肠粘膜中 Ｔｏｌｌ 样受体 ２，４，５ 和 ９ 的表达明

显增加［２３，２４］。 脓毒症小肠粘膜存在炎症反应，在本

研究中，脓毒症大鼠空肠组织中 Ｔｏｌｌ 样受体 ２，４，５
表达较正常对照组明显增加，而在燕麦 β⁃葡聚糖组

表达下降，提示了燕麦 β⁃葡聚糖可能导致肠黏膜

ＴＬＲｓ 的表达下降及其信号转导通路活化减弱，从而

减轻肠粘膜炎症。
Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 作为可直接启动细胞凋亡的信号途

径，也是是负向调节介导肠上皮细胞细胞凋亡最为

重要的膜蛋白分子［２５］。 在本研究中，脓毒症组小肠

组织 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 基因表达明显增加，而燕麦 β⁃葡聚糖

组 Ｆａｓ 和 Ｆａｓｌ 凋亡基因的表达明显下调，随燕麦 β⁃
葡聚糖剂量增加，这种效应更加明显。 前面的研究

均提示燕麦 β⁃葡聚糖可以调节肠道免疫反应，富含

燕麦 β⁃葡聚糖的粪便水刺激细胞因子诱导的肠细

胞免疫反应［１６］。 使用燕麦 β⁃葡聚糖的小鼠在肠细

胞中表现出增加的肠 ＮＦ⁃κＢ 反式激活，特别是在小

肠近端（回肠），但是在结肠中未被激活［２６］。 本研

究脓毒症模型组中细胞核内 ＮＦ⁃κＢ 亚基 ｐ６５ 含量

明显增高，而用不同浓度燕麦 β⁃葡聚糖处理后，ｐ６５
水平逐渐降低，表明 ＮＦ⁃κＢ 活性受到抑制。

综上所述，燕麦 β⁃葡聚糖能通过不同途径抑制

脓毒症大鼠的小肠细胞凋亡，从而实现其脓毒症肠

道保护作用，但是如在动物和人体中观察到的，燕
麦 β⁃葡聚糖对肠道免疫的影响研究还处在初期，从
宏观到微观的潜在机制，都需要进一步评估。
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􀦌 􀦌

􀦌􀦌专家问答

问：影像实验室的建设或选择应考虑哪些问题？ 对建设规范有哪些要求？ 与动物房如何合理衔接？
答：一般情况下影像实验室应建设在动物房内，动物的传递可设置传递窗，减少污染和降级使用的可

能。 目前，动物房的建设要求越来越严格很多都是比照国际实验室的认证。 动物房有很多细节需要留意，
现在国际上有一个 Ｔｏｐ 实验室认证，具体要求包括动物只出不进、排气、内部压力（正压，也就是外面的气体

不能进入）、温度，等。 可以说，在整个影像中心与实验动物房的建设中，动物房部分的要求越来越严格，而
设备则越做越简单。 举个例子，早期的磁共振是所有设备里面大家最头疼的，因为早期磁共振设备大概有

六七千公斤重，对建筑物的承载、震动等都需要进行非常缜密的计算，而且必须有设备防护，这些综合在一

起，可能一个学校里能找到一两个点来安装磁共振设备就不错了。 但现在的磁共振当然越做越简单了，几
乎像活体光学设备一样简单，现在的磁共振自带屏蔽，磁场的安全范围也没有问题，还可以实现在一个房间

里同时有 ＰＥＴ、ＣＴ 和 ＭＲ 三台设备，从而做到将代谢、结构和功能融合在一起。 所以说，对动物房的要求越

来越高，而把设备越做越简单的目的不是让设备的功能变少，而是为了更方便做实验，这就是目前的发展

趋势。
（感谢第四军医大学 师长宏 教授和冷泉港生物科技股份有限公司分子影像部门副总经理 王志宇 先生

的解答）
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