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　 　 【摘要】 　 目的　 观察高原寒冷环境猪腹部肠管火器贯通伤后未直接损伤肠道继发性通透性改变及可能机

制。 方法　 ５５ 只实验猪分为高原寒冷组（ＨＣ）及平原常温组（ＬＮ）共 ２ 个大组，每个大组下按照观察时间点将分为

０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ ５ 个实验亚组，ＨＣ 组下每个亚组 ６ 只实验猪，ＬＮ 组下每个亚组 ５ 只实验猪。 按照分组时间点

安乐死实验猪，取肠道组织，以 ＥＬＩＳＡ 法检测肠道组织匀浆炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的水平以及血液中肠道通透性

标志蛋白二氨氧化酶（ｄｉａｒｎｉｎｅ ｏｘｉｄｓｅ，ＤＡＯ）、Ｄ－乳酸（Ｄ⁃ｌａｃｔａｔｅ，Ｄ⁃ＬＡ）浓度；取 ＬＮ⁃０ ｈ、ＬＮ⁃８ ｈ 以及 ＨＣ⁃８ ｈ 时间点

实验猪肠道组织，使用 ＨＥ 染色后观察其肠道病理变化并评分，通过蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测肠道通透性

相关的咬合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、闭合小环蛋白 １（ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎ⁃１，ＺＯ⁃１）、闭合蛋白 ３（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３）与通道相关的 Ｔｏｌｌ
样受体 ４（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ４，ＴＬＲ４）、核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）、肌球蛋白轻链激酶（ｍｙｏｃｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＬＣＫ）的含量。 结果　 ＨＣ 组与 ＬＮ 组伤后均导致了典型的腹部肠管贯通伤，腹腔感染评分及肠管粘连在

两组间无明显差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ＨＣ 组与 ＬＮ 组实验猪血清中 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 随时间逐渐增加，ＨＣ 组 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 在全

部时间点均显著高于 ＬＮ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１），ＨＣ 组的 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 增加最快的时间段为 ４～８ ｈ 而 ＬＮ 组则为 ８
～２４ ｈ。 ＨＣ 组肠道组织病理评分显著高于 ＬＮ 组实验猪（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＬＮ 组与 ＨＣ 组肠道组织炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃６ 随时间均不断升高，ＨＣ 组炎症因子增加最明显的时间点为 ４～８ ｈ，ＬＮ 组为 ８～２４ ｈ。 ＨＣ 组实验猪肠道组织中

的 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 在全部时间中均高于 ＬＮ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５、Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＨＣ⁃８ ｈ 组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 与 ＺＯ⁃１ 较 ＬＮ⁃８ ｈ
时间点均下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 对比 ＬＮ⁃８ ｈ 显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＨＣ⁃８ ｈ 组 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ 与 ＭＬＣＫ 均高于 ＬＮ⁃８ ｈ 组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 高原寒冷环境会导致腹部肠管火器贯

通伤后继发性肠道通透性增加，其机制可能与 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 通路的激活相关。
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ｏｒ Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｔｈｅ ｆａｓｔｅｓｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＤＡＯ ａｎｄ Ｄ⁃ＬＡ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ４ ｈ ｔｏ ８ ｈ， ｗｈｉｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ， ｉｔ ｗａｓ ８ ｈ
ｔｏ ２４ ｈ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｉｇｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｂｏｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ＬＮ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｆｏｒ ａ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ４ ｈ ｔｏ ８ ｈ，
ｗｈｉｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ， ｉｔ ｗａｓ ８ ｈ ｔｏ ２４ ｈ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１， ｏｒ Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃
１ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ａｔ ８ ｈ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ８ ｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ
ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＬＮ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ， ＴＬＲ４， ＮＦ⁃κＢ， ａｎｄ ＭＬＣＫ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ８ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｈｉｇｈ⁃
ａｌｔｉｔｕｄｅ ｃｏｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ａ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ａｂｄｏｍｉｎａｌ⁃ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｆｉｒｅａｒｍ
ｉｎｊｕｒｙ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｔ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ； ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｆｉｒｅａｒｍ ｉｎｊｕｒｙ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ； ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 腹部在火器伤受伤部位中占有很大比例［１］，且
死亡率高［２］，肠道在腹腔中分布范围广，在火器伤

中受到损伤的可能性最大［３］。 高原环境恶劣的气

候条件，落后的医疗及基础设施建设，都制约着火

器伤的救治。 在腹部肠管火器贯通伤后期确定性

的手术救治过程中，腹部探查以及肠管切除再吻合

是其治疗的主要方法，直接损伤的肠道因为部分组

织已经坏死，一部分肠管将会被切除，其余未直接

损伤的肠道将重建消化道，此时肠道的继发性损伤

将是影响吻合部位以及机体恢复的重要因素［４］。
然而高原低压缺氧环境对机体的影响是持续作用

的，并不会因为机体脱离高原环境而快速停止。 因

此高原寒冷环境腹部火器伤后送至平原环境后继

发性肠道的损伤情况，高原环境对火器伤后肠道屏

障功能和通透性的影响及可能的机制研究则在后

期的救治中至关重要。 本研究在高原寒冷环境猪
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肠管火器贯通伤模型建立的基础上通过检测血液

中肠道通透性标志性蛋白、组织中炎症因子、肠道

组织紧密连接（ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）蛋白以及损伤相关

的通道蛋白，研究肠道通透性改变及可能的机制，
为后期进一步救治提供理论基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 普通清洁级长白猪 ５５ 头，２～３ 月龄，均系公猪，
体重 ３０～ ３５ ｋｇ，检疫合格证明（ＮＯ． ９００１０６８３２３），
购于新疆泰昆农牧科技有限责任公司（动物生产许

可证号：新兵 Ｂ０３０１０１）。 实验猪送达后于新疆军区

总医院特殊环境医学重点实验室大型动物饲养间

［ＳＹＸＫ（军）２０１７－００４９］预饲养 ４～７ ｄ，将实验猪单

笼饲养，按照自然光照条件，未进行饲养环境光暗

处理，环境温度 （ ２６􀆰 ３ ± ３􀆰 ６）℃，相对湿度 （ ４６ ±
１８）％。 所有实验猪在适应性饲养期间不限食水，
本实验方案获得新疆军区总医院动物伦理委员会

批准（ＤＷＬＬ２０１９０３１４），并符合动物福利 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 硫酸阿托品（天津金耀）；盐酸氯胺酮注射液

（江苏恒瑞）；猪 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（武汉菲

恩）；猪 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（武汉菲恩）；猪 Ｄ⁃
ＬＡ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海科兴）；猪 ＤＡＯ ＥＬＩＳＡ 试剂

盒（武汉菲恩）；ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体（ＣＳＴ）；ＭＬＣＫ 抗体

（博奥森）；ＴＬＲ４ 抗体（ＮＯＶＵＳ）；ＺＯ⁃１ 抗体（博奥

森）； Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 抗 体 （ 博 奥 森 ）； Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗 体

（Ａｂｃａｍ）。 西北特殊环境人工实验舱（新疆军区总

医院）；显微图像分析采集系统 （ Ｌｅｉｃａ）；酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳、转膜设备（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型建立

　 　 按照随机数法将 ５５ 头实验猪分为高原寒冷组

（ＨＣ）及平原常温组（ＬＮ）共 ２ 个大组，每个大组下

按照观察时间点将分为 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ ５ 个

实验亚组，ＨＣ 组下每个亚组 ６ 头实验猪，ＬＮ 组下每

个亚组 ５ 头实验猪。 待实验猪预适应结束后，将 ＨＣ
组实验猪放置于西北特殊环境人工实验舱内，调节

高度为 ６０００ ｍ（大气压 ４７􀆰 ３３ ｋＰａ，空气氧分压为

９􀆰 ８７ ｋＰａ，温度 １０ ℃），待实验舱达到相应高度后停

留 ４８ ｈ，出舱前 １２ ｈ 禁食，６ ｈ 禁水，余下时间自由

食水。 高原暴露结束后将实验猪置于靶场，使用硫

酸阿托品注射液＋盐酸氯胺酮注射液对猪注射麻醉

后，将其呈四肢体下垂悬吊于靶场，专业射手调教

手枪后，距离实验猪约 ２ ｍ 的距离瞄准右侧腹部髂

前上棘前方 ３ ｃｍ，腹中线靠背侧 ３ ｃｍ 交界处标记

点射击完成造模。 平原常温组除将实验猪放置于

海拔 ８００ ｍ（大气压 ８９􀆰 ８７ ｋＰａ，空气氧分压为 １８􀆰 ８
ｋＰａ，温度 ２５ ℃）４８ ｈ 外，按上述相同方法建模。
１􀆰 ３􀆰 ２　 检测指标

　 　 记录实验猪体重、伤情及解剖情况，腹腔感染

情况采用腹腔感染评分系统进行评分［５］，使用酶联

免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒测定两组实验猪

各时间点血清标本中 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 含量以及肠道组

织中 ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 的含量。 使用回肠组织 ＨＥ 染

色切片，两位专业病理医生分别观察切片并按肠道

Ｃｈｉｕ’ｓ 六级评分标准打分，取均值，分值相差 ２ 分

及以上者引入第 ３ 位病理医生观察并评分［６］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 肠 道 组 织 ＺＯ⁃１、 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白以及 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＬＣＫ 蛋白的

表达。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２５ 统计软件进行数据处理，使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图像分析，使用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 进行绘图，符合正态分布的计量指标用平均

数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，不符合正态分布的指标采用

中位数±四分位间距表示 Ｍ（ＱＬ，ＱＵ）。 组间比较用

独立因素 Ｔ 检验，组内比较采用单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），多重比较方差齐用 ＬＳＤ⁃Ｔ 检

验，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验，非正态分布资

料采用非参数检验。 检验水准 α ＝ ０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

　 　 ＨＣ 组暴露后体重为（２８􀆰 ３４４±１􀆰 ７１２） ｋｇ，较进

舱前（３２􀆰 ５７０±１􀆰 ４１６） ｋｇ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 创

伤后 ＨＣ 组与 ＬＮ 组实验猪在各时间点取材前均存

活，解剖时均观察到有肠管贯通伤。 两组腹腔感染

情况均随时间增加而加重，表现为损伤部位肠管肿

胀，腹腔内纤维膜覆盖，肠管表面出现白色米粒样

结节，但两组各时间点间对比均无差异性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 两组肠管均在 ４ ｈ 时间点开始出现肠管粘

连，并随时间增加表现更加严重，表现为肠管与腹

壁、肠系膜、肠管间粘连加重，两组各时间点间对比

也均无差异性（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 详细见表 １。
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２􀆰 ２　 血清 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 检测结果

　 　 如图 １ 所示两组实验猪肠道 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 总体

趋势均随时间而逐渐增加。 ＨＣ 组实验猪血清中的

ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 在 ２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 时间点均显著高于

ＬＮ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＨＣ 组的 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ
增加最快的时间段为 ４～８ ｈ，而 ＬＮ 组则为 ８～２４ ｈ。

表 １　 ＨＣ 与 ＬＮ 组实验猪伤后不同时间点腹腔感染及腹腔粘连情况
（􀭰ｘ±ｓ 或 Ｍ（ＱＬ，ＱＵ），ＬＮ＝ ５ 只 ／时间点，ＨＣ＝ ６ 只 ／时间点）

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｉｇｓ ｉｎ ＨＣ ａｎｄ ＬＮ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
（􀭰ｘ±ｓ ｏｒ Ｍ（ＱＬ，ＱＵ）， ＬＮ＝ ５ ｐｉｇｓ ／ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ， ＨＣ＝ ６ ｐｉｇｓ ／ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ０ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ８ ｈ ２４ ｈ

腹腔感染（评分）
Ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
（ｓｃｏｒｅ）

ＬＮ ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～０􀆰 ０００） １􀆰 ００（１􀆰 ０００～２􀆰 ０００） ２􀆰 ００（１􀆰 ５００～２􀆰 ０００） ３􀆰 ００（２􀆰 ５００～３􀆰 ０００） ４􀆰 ００（４􀆰 ０００～４􀆰 ５００）
ＨＣ ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～０􀆰 ０００） １􀆰 ５０（１􀆰 ０００～２􀆰 ０００） ２􀆰 ００（１􀆰 ７５０～２􀆰 ０００） ３􀆰 ００（３􀆰 ０００～３􀆰 ２５０） ４􀆰 ００（４􀆰 ０００～４􀆰 ２５０）
Ｚ ０􀆰 ０００ －０􀆰 ３１６ －０􀆰 １３６ －１􀆰 ３５４ －０􀆰 １３６
Ｐ １􀆰 ０００ ０􀆰 ７５２ ０􀆰 ８９２ ０􀆰 １７６ ０􀆰 ８９２

腹腔粘连（ｎ）
Ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎｓ

ＬＮ ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～０􀆰 ０００） ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～０􀆰 ５００） ５􀆰 ４００±１􀆰 ８１７ ５􀆰 ６００±１􀆰 ６７３ ９􀆰 ４００±２􀆰 ５１０
ＨＣ ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～０􀆰 ０００） ０􀆰 ００（０􀆰 ０００～１􀆰 ０００） ５􀆰 ５００±１􀆰 ６４３ ５􀆰 ６６７±１􀆰 ７５１ １０􀆰 ５００±２􀆰 ３４５
Ｚ ／ Ｆ ０􀆰 ０００ －０􀆰 ４７１ －０􀆰 ０９６ －０􀆰 ０６４ －０􀆰 ７５１
Ｐ １􀆰 ０００ ０􀆰 ６３７ ０􀆰 ９２６ ０􀆰 ９５０ ０􀆰 ４７２

注：ＨＣ 组与同组前一时间点相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；ＬＮ 组与同组前一时间点相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１；与相同时间

ＬＮ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 ＬＮ 组与 ＨＣ 组肠道通透性相关指标 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 检测结果

Ｎｏｔｅ． ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． ＬＮ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ

ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＡＯ ａｎｄ Ｄ⁃ＬＡ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 肠道炎症因子检测结果

　 　 如图 ２ 所示两组实验猪肠道炎症因子 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 总体趋势均随时间而逐渐增加。 在随时间点

的变化趋势中，ＨＣ 组 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 含量急剧升高，最
早出现在 ４～８ ｈ 之间，而 ＬＮ 组出现这一现象的时

间段为 ８～ ２４ ｈ 之间。 ＨＣ 组实验猪肠道组织中的

ＩＬ⁃６ 在 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 时间点均显著高于 ＬＮ
组（Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＨＣ 组实验猪肠道组织

中的 ＴＮＦ⁃α 在 ０ ｈ、２ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 时间点对比 ＬＮ 组

显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１）；在剩下的 ４ ｈ 时间

点也高于 ＬＮ 组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 肠道病理学评分

　 　 选择 ＬＮ 组 ０ ｈ 时间点（ＬＮ⁃０ ｈ）、ＬＮ 组 ８ ｈ 时间

点（ＬＮ⁃８ ｈ）与 ＨＣ 组 ８ ｈ 时间点（ＨＣ⁃８ ｈ）距子弹直

接损伤部位 １０ ｃｍ 肠道组织包埋切片后 ＨＥ 染色，
进行观察评分。 如图 ３ 所示，ＨＣ⁃８ ｈ 平均病理评分

为 ３􀆰 ８３（３􀆰 ５５～３􀆰 ９０）对比 ＬＮ⁃０ ｈ 平均病理评分的

分值 ０􀆰 ００（０􀆰 ０２～ ０􀆰 ２４）与 ＬＮ⁃８ ｈ 平均病理评分的

分值 １􀆰 ６７（１􀆰 ５１～１􀆰 ６９）均显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 肠道通透性相关蛋白表达结果

　 　 如图 ４ 所示，肠道紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１
与 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 均表现出在 ＬＮ⁃０ ｈ 组含量最高，ＬＮ⁃８ ｈ
组次之，而 ＨＣ⁃８ ｈ 组含量最少。 ＨＣ⁃８ ｈ 时间点实验

猪的肠道通透性蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 与 ＺＯ⁃１ 的相对表达
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注：ＨＣ 组与同组前一时间点相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；ＬＮ 组与同组前一时间点相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１；与

相同时间 ＬＮ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 ＬＮ 组与 ＨＣ 组伤后不同时间肠道组织炎症因子变化

Ｎｏｔｅ． ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． ＬＮ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ

ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ
＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＬＮ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

注：与 ＨＣ⁃８ ｈ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＬＮ 组与 ＨＣ 组回肠 ＨＥ 染色切片病理评分

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＣ⁃８ ｈ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｌｅｕｍ ｉｎ ＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐ

量较 ＬＮ⁃８ ｈ 时间点均下降，差异具有统计学意义（Ｐ
＜０􀆰 ０５），而 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 蛋白的相对表达量对比 ＬＮ⁃８ ｈ
则是显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＨＣ⁃８ ｈ 组对比 ＬＮ⁃０ ｈ
组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１ 与 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 的含量明显减少（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 ＬＮ⁃８ ｈ 组相较于 ＬＮ⁃０ ｈ 组，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 含量

降低但无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），ＺＯ⁃１ 的差异具有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 则是显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。

２􀆰 ６　 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 通道蛋白表达结果

　 　 如图 ５ 所示，ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 通路蛋白在

ＨＣ⁃８ ｈ 组表达量最高，ＬＮ⁃８ ｈ 组次之，ＬＮ⁃０ ｈ 表达

量最低。 ＨＣ⁃８ ｈ 组实验猪的 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 与 ＭＬＣＫ
的相对表达量均高于 ＬＮ⁃８ ｈ 组，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＨＣ⁃８ ｈ 组对比 ＬＮ⁃０ ｈ 组 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃
κＢ 与 ＭＬＣＫ 的含量显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＬＮ⁃８ ｈ 组

相较于 ＬＮ⁃０ ｈ 组，ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 与 ＭＬＣＫ 的含量有
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注：与 ＨＣ⁃８ ｈ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 ＬＮ 组与 ＨＣ 组肠道通透性相关蛋白表达结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＣ⁃８ ｈ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＬＮ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

注：与 ＨＣ⁃８ ｈ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＬＮ 组与 ＨＣ 组肠道 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 通路蛋白表达结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＣ⁃８ ｈ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ＬＮ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ
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所增高，但差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 高原环境对肠道屏障功能有损伤作用［７］，其作

用机制主要是高原缺氧会加重小肠微绒毛缺氧状

态造成肠道上皮损伤，同时缺氧会导致产生一些缩

血管物质，进一步导致肠道缺血、缺氧，加重肠道损

伤，其次高原环境改变肠道内菌群结构也是导致肠

道屏障功能受损的一大因素［８］，而且高原环境也会

诱导肠道炎症通路相关蛋白合成增加，导致肠道炎

症因子大量释放加重肠道屏障功能损伤。 机体各

类型的损伤会通过应激反应造成肠道屏障功能损

伤，同时机体的炎症反应产生的大量炎症因子也被

证实会对肠道屏障功能造成损伤［９］，同时高原缺氧

环境会导致大脑部分功能抑制，两者共同作用使得

实验猪在高原环境摄食减少，而且高原应激等损伤

会导致机体消耗增加，使得实验猪体重显著下降。
大量研究表明高原寒冷缺氧环境会导致细菌繁殖

降低，感染时限延长，但我们研究发现高原环境中

实验猪体温相比平原环境一直保持在高位［１０］，这也

许是导致本实验中 ＨＣ 组与 ＬＮ 组在腹腔感染以及

肠道粘连中无差异的原因之一。
二氨氧化酶（ｄｉａｒｎｉｎｅ ｏｘｉｄｓｅ，ＤＡＯ）主要存在于

哺乳动物的绒毛顶端肠上皮细胞，主要在肠黏膜表

达，通常血液中的 ＤＡＯ 含量非常低［１１］，但当肠道上

皮细胞受损时，其中的 Ｄ⁃ＬＡ 会释放到机体血液中，
导致血中 ＤＡＯ 含量增加［１２］。 大量研究表明，ＤＡＯ
的含量反映了肠粘膜的完整性，以及肠道黏膜损伤

和恢复情况［１３］。 在机体内，Ｄ⁃乳酸 （ Ｄ⁃ｌａｃｔａｔｅ， Ｄ⁃
ＬＡ）主要由胃肠道内的细菌代谢而产生，但哺乳动

物没有可以代谢 Ｄ⁃ＬＡ 的酶［１４］，其无法通过正常的

肠道上皮屏障，因此 Ｄ⁃ＬＡ 在正常机体血液中含量

很少。 但当肠道黏膜上皮细胞受损时，Ｄ⁃ＬＡ 会通过

损伤的肠道屏障进入到循环血液中，导致血清 Ｄ⁃ＬＡ
水平升高［１１，１５］。 在本实验中，无论是 ＬＮ 组还是 ＨＣ
组实验猪，其血清中的 ＤＡＯ 和 Ｄ⁃ＬＡ 水平均随时间

而增加，而且 ＨＣ 组的 ＤＡＯ、Ｄ⁃ＬＡ 增加最快的时间

段为 ４～８ ｈ 而 ＬＮ 组则为 ８～２４ ｈ。 结果说明两组实

验猪在伤后肠道通透性均不断增加。 而 ＨＣ 组肠道

通透性增最快的时间段为 ４～ ８ ｈ，ＬＮ 组为 ８ ～ １２ ｈ，
说明高原环境暴露对机体的影响是持续的，即使脱

离了缺氧环境，机体的损伤还是会更加严重，所以

发生在高原环境的创伤即使脱离了高原环境仍要

警惕损伤加重，而且相较于平原更加严重，同时损

伤的峰值可能会提前出现，这与高原缺氧导致的炎

症反应以及应激反应可能相关［１６］。 鉴于 ＨＣ 组 ４ ～
８ ｈ 时间段肠道损伤加重最为明显，而 ＬＮ 组在 ８ ～
２４ ｈ 明显，因此我们选择了 ＬＮ⁃０ ｈ、ＬＮ⁃８ ｈ 以及 ＨＣ⁃
８ ｈ 时间点来进一步观察高原寒冷环境对火器伤后

肠道的损伤与平原常温组的区别，也有利于进一步

的机制研究。 在对 ＬＮ⁃０ ｈ、ＬＮ⁃８ ｈ 以及 ＨＣ⁃８ ｈ 的肠

道病理观察与评分中，我们发现 ＨＣ⁃８ ｈ 组的肠道病

理评分要显著高于 ＬＮ⁃８ ｈ 与 ＬＮ⁃０ ｈ，而且在观察中

发现 ＨＣ⁃８ ｈ 的 ６ 头实验猪几乎都存在着多少不一

的肠道上皮绒毛脱落，顶端基底层暴露，固有层血

管扩张充血的情况。 结果同样印证了高原寒冷环

境会进一步加重火器伤后肠道的继发性损伤，导致

血清中肠道通透性相关指标升高。
大量研究表明肠道组织紧密连接蛋白的表达

与细胞间紧密连接结构和肠道屏障功能有着密不

可分的联系［１７］。 细胞紧密连接相关蛋白主要由

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ 家族以及 Ｊａｍｓ 等跨膜蛋白构成，
紧密连接相关蛋白与咬合蛋白家族和细胞骨架构

成紧密连接复合体，组成紧密连接复合体的蛋白之

间通过不同的调节机制共同调节肠道上皮的屏障

功能［１８］。 有研究表明高原环境可导致肠道通透性

增加，张方信等［１９］观察到急进高原大鼠肠道中紧密

连接蛋白相比平原地区表达减少，而且这种减少的

趋势随着在高原停留时间的增加而加快。 在本研

究中，通过检测 ＬＮ⁃０ ｈ、ＬＮ⁃８ ｈ、ＨＣ⁃８ ｈ 肠道组织中

的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 以及 ＺＯ⁃１ 蛋白的相对表达

量，我们发现创伤后上述蛋白表达减少， 这与

Ｋａｔｚｅｎｂｅｒｇｅｒ 等［２０］ 和 Ｃｏｒｓｏｎ 等［２１］ 所观察到的现象

一致，而高原环境会进一步降低 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３
以及 ＺＯ⁃１ 蛋白的表达，说明高原寒冷环境与创伤具

有协同作用，两者将会进一步增加肠道的通透性。
肠道中的紧密连接复合体相关蛋白的表达与分布

受多种因素的影响，其中研究最多的就是炎症反应

对该类蛋白的影响［２２－２３］。 有相关细胞实验表明组

织中炎症因子 ＴＮＦ⁃α 增加会导致 Ｃｌａｕｄｉｎ 家族与

ＺＯ⁃１ 表达减少与分布异常［２４］。 在本次研究中通过

对组织匀浆检测其中的炎症因子 ＴＮＦ⁃α 与 ＩＬ⁃６，结
果提示 ＨＣ 与 ＬＮ 组火器伤后 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 均逐渐升

高，而且在上升的趋势中，ＨＣ 组同样在 ４ ～ ８ ｈ 幅度

最大，而 ＬＮ 组则为 ８～２４ ｈ，这与肠道通透性标志蛋

白表现一致。 上述结果提示高原环境进一步降低

０４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ９ 月第 ３４ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ９



Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 以及 ＺＯ⁃１ 蛋白的表达可能与肠

道组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量增加相关。
ＭＬＣＫ 是一种蛋白激酶，它通过磷酸化调节肌

球蛋白轻链 ＭＬＣ⁃２，诱导 ＡＴＰ 供能的肌动蛋白－肌
球蛋白收缩［２５］。 有研究发现 ＴＮＦ⁃α 诱导的细胞骨

架结构改变与 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的激活有密切关系，ＴＮＦ⁃
α 通过 ＮＦ⁃κＢ 亚基引起 ＭＬＣＫ 转录启动子激活，诱
导 ＭＬＣＫ 转录，最终导致 ＭＬＣＫ 蛋白表达增加［２６］。
ＭＬＣＫ 将进一步激活 ＭＬＣ 蛋白轻链，使 ＭＬＣ 结构

发生变化，同时激活肌球蛋白头部的 ＡＴＰ 酶，产生

能量，使细胞骨架－肌动蛋白产生滑动，导致紧密连

接的 前 肌 动 球 蛋 白 环 收 缩 和 张 力 增 加， 引 起

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ 家族、ＺＯ⁃１ 等紧密连接蛋白和周

围细胞骨架蛋白的重新分布，最终导致紧密连接结

构改变， 细胞旁路开放， 导致肠粘膜通透性增

加［２７－２８］。 经典的炎症通路中，肠道中的 ＬＰＳ 通过损

伤的肠道上皮细胞以及上皮细胞旁通路进入内环

境，作用于肠道组织细胞胞膜上的 ＴＬＲ４ 蛋白受体，
ＴＬＲ４ 级联激活下游的 ＭＹＤ８８、ＮＦ⁃κＢ，激活的 ＮＦ⁃
κＢ 进入细胞核进一步启动下游炎症因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 的基因转录，从而产生大量的炎症因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６，而 ＴＮＦ⁃α 进一步作用于该通路，形成炎症瀑

布［２９－３１］。 在本研究中，我们观察到肠道组织中的

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 增加，同时发现火器伤后 ＬＮ⁃８ ｈ 肠道组

织中的 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 以及 ＭＬＣＫ 均较 ＬＮ⁃０ ｈ 升高，
而 ＨＣ⁃８ ｈ 较 ＬＮ⁃８ ｈ 又进一步升高了，而 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 以及 ＺＯ⁃１ 蛋白表达下降。 因此我们推测

高原寒冷环境通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 信号通路降

低腹部肠管火器贯通伤后肠道组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃３ 以及 ＺＯ⁃１ 的蛋白的含量，进一步损伤肠

道屏障功能。
综上所述，高原寒冷环境腹部肠管火器贯通伤

可导致机体未直接损伤的肠道继发性通透性较平

原腹部肠管火器贯通伤进一步增加，其机制可能与

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＬＣＫ 信号通路的激活相关。
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