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"摘要#
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目的
!

观察替普瑞酮对人正常胃上皮细胞增殖&迁移及凋亡等生物学现象的影响%方法
!

体外培养人正常胃上皮

细胞!
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法检测不同浓度替普瑞酮对胃上皮细胞的增殖作用并确定替普瑞酮最佳作用浓度%

7A>,+?;DD

实验&划痕实验检测替

普瑞酮最佳作用浓度对胃上皮细胞运动能力及迁移作用的影响%流式细胞法检测替普瑞酮最佳作用浓度对胃上皮细胞凋亡的影

响%结果
!

替普瑞酮作用于胃上皮细胞
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后!开始出现促进胃上皮细胞增殖的现象!从
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随着浓度增加!促进作

用越明显!而
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'1%

"

C"D

'

O

随着浓度增加!促进作用无明显改变!据此确定药物最佳作用浓度为
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浓

度替普瑞酮处理胃上皮细胞
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后!
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实验显示!对照组的迁移率为
$&'1/P%&1%/

!加药组为
'&''/P%&1('

!小室膜下蓝

染的细胞加药组明显高于对照组"
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%&%$

$#划痕实验显示加药组划痕区域细胞迁移率
$&%%P%&$/

!对照组
%&-1P%&%/

!加药组

迁移率明显高于对照组"
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浓度替普瑞酮处理胃上皮细胞
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后!加药组细胞凋亡率"

$$&(%P$&2'

$

R

低于

对照组"
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!差异有统计学意义"
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%&%$

$%结论
!

替普瑞酮能够促进人胃上皮细胞增殖及迁移!抑制人胃上皮细

胞凋亡%

"关键词#

!
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替普瑞酮又名二牛龙牛儿基丙酮#是众所周知的胃黏膜保

护剂#能够促进损伤胃黏膜的再生修复'

$

(

)人们发现替普瑞酮

的黏膜保护作用最初是由于它能促进消化性溃疡的愈合#而消

化性溃疡的愈合是一个非常复杂的过程#包括胃上皮细胞增殖

和迁移#腺体重建#肉芽组织形成#新生血管形成等#其中胃上皮

细胞增殖和迁移覆盖损伤面是关键环节之一'

1

(

#而胃黏膜上皮

细胞凋亡减少#使胃黏膜对损伤因子的抵抗能力增强#损伤不再

进一步加重)为此#本研究以人正常胃上皮细胞为对象#着重探

讨替普瑞酮对胃上皮细胞增殖*迁移及凋亡的直接影响)
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!

材料与方法

?&?

!

实验材料
!

人胃黏膜上皮细胞系
]53.$

培养于中南大

学湘雅医院医学研究中心%替普瑞酮粉剂$日本卫材公司&用无

水乙醇溶解后#无血清
8Y6\$)0%

稀释配成
2%%%

"

C"D

"

O

的

母液#并且使乙醇的最终浓度为
%&%$R

%
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试剂盒$美

国
V"A,#,

=

公司&%

9,,;N#,k

"

9YV

凋亡检测试剂盒$美国

5B#"+E#;,E;

公司&)
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方法
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细胞培养
!

]53.$

细胞培养于
8Y6\$)0%

培养液$含

$%R

胎牛血清#

$%%

"

C"D

"

CO

青霉素#

$%%

"

=

"

CO

链霉素#
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&#置
'-U

#

2R VM

1

的培养箱中培养)
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!
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检测细胞增殖活性
!

将处于对数生长期的人胃

黏膜上皮细胞以每孔
0X$%

' 接种至
()

孔培养板中#每孔
$/%

"

O

#培养
10@

贴壁后分别加入不同浓度$

%

*

$%
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0%

*
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$)%
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'1%
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&的替普瑞酮)分别连续培养
%

*

10

*

0/

*

-1@

和
()

--$1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$)

期

"

基金项目!中华消化内镜学会中国胃肠黏膜保护协作组科研基金$

4

类&资助$

1%$'%2

&)

!

作者简介!刘浪$

$(/-T

&#住院医师#硕士#主要

从事胃肠疾病临床与基础研究)

!

#

!

通迅作者&
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!
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后#加入
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$

2C

=

"

CO

&

1%

"

O

#置于
'-U

#

2RVM

1

的培养

箱中避光培养
0@

)小心吸出培养液#每孔加入二甲亚砜$

46.

3M

&

$2%

"

O

#室温振荡
$%C#,

溶解)以
0(%,C

为测定波长#用

酶标仪检测
L?

0(%

值)各时间点实验均重复
'

次#每组别设
'

个复孔#结果取平均值)

?&@&A

!

7A>,+?;DD

迁移实验检测细胞迁移能力
!

以含乙醇$浓

度为
%&%$R

&的
8Y6\$)0%

为对照组#将替普瑞酮$

/%

"

C"D

"

O

&和等体积含乙醇的
8Y6\$)0%

与对数生长期的
]53.$

细胞

作用
10@

后#

%&12R

胰酶消化#用无血清培养基重悬细胞#调

整细胞浓度至
$X$%

)

"

CO

%取细胞悬液
$%%

"

O

分别接种到各

组
7A>,+?;DD

小室中#再往实验组
7A>,+?;DD

小室中加入替普

瑞酮#对照组加入等体积含乙醇的
8Y6\$)0%

#调整最终小孔

内液体积为
1%%

"

O

$最终替普瑞酮浓度为
/%

"

C"D

"

O

#乙醇浓

度为
%&%$R

&%于下室加入
)%%

"

O

含
'%R

胎牛血清的培养液#

每组设
'

个复室#

'-U2R VM

1

培养箱孵育
10@

)同时#每组

各设置一孔细胞作为参照!同样吸取
$%%

"

O

细胞悬液#进行
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药物处理后染色#检测
L?

0-%

值$

'

复孔"组&)取出小室去

除培养基和非转移细胞#将小室浸泡在
]#;+C>

染液中
1%C#,

#

再将小室冲洗*晾干后显微镜下拍照#然后用
$%R

醋酸脱色#洗

脱液在酶标仪上
2-%,C

测其
L?

2-%

值#计算并比较两组细胞迁

移率#迁移率
d]#;+C>

染色后
L?

2-%

值"接种时
L?

0-%

值)

?&@&B

!

细胞划痕实验检测细胞迁移能力
!

细胞长满单层后#

分别用最佳浓度$

/%

"

C"D

"

O

&的替普瑞酮和乙醇溶剂$浓度

%&%$R

&预处理
10@

的胃上皮细胞做划痕实验$

'

复孔"组&#用

$%

"

O

枪头在中间划一横线#使用无血清培养基轻轻漂洗
1

次#加入低浓度血清培养基#减少细胞增殖的影响#分别于
%

*

/

*

10@

镜下观察并拍照#并应用
_\3.5D;C;,<+

检验软件检测

两组细胞迁移的宽度差异#计算各组细胞迁移率#迁移率为拍

照时间点迁移距离与,

%@

-划痕区宽度值的比值)

?&@&C

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

以含乙醇$浓度为
%&%$R

&

的
8Y6\$)0%

为对照组#替普瑞酮$浓度
/%

"

C"D

"

O

&作用对数

生长期的胃上皮细胞
0/@

后#

%&12R

胰酶消化#冷
YW3

液洗涤

1

次#

$2%%A

"

C#,

离心
2C#,

#收集细胞#加入适量染色缓冲液

重悬细胞#调整细胞浓度至
$X$%

)

#

$X$%

-

"

CO

#取细胞悬液

$%%

"

O

加入
2

"

O9,,;N#,k.9YV

染色液#室温避光
$2C#,

#

再加入
Y\

染色液#轻轻混匀#避光放置
$%C#,

后立即用流式

细胞仪检测各组细胞凋亡情况$

'

复孔"组&#凋亡率
d

$早期凋

亡细胞数
f

晚期凋亡细胞数&"细胞总数
X$%%R

)

?&A

!

统计学处理
!

采用
3Y33$(&%

软件进行数据处理分析#

计量资料以
EP>

表示#两组间比较采用
5

检验#多组间比较采

用单因素方差分析#以
B

%

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

677

实验观察替普瑞酮对胃正常上皮细胞增殖能力的

影响
!

用不同浓度替普瑞酮$

%

*

$%

*

1%

*

0%

*

/%

*

$)%

*

'1%

"

C"D

"

O

&处理胃上皮细胞#连续培养
%

*

10

*

0/

*

-1

和
()@

后分别测定

L?

0(%

值#采用单因素方差分析法比较药物作用
()@

后各组细

胞间的增殖差异#结果显示
$%

"

C"D

"

O

替普瑞酮组的胃上皮细

胞的增殖能力明显高于
%

"

C"D

"

O

组$

B

%

%&%2

&#

1%

"

C"D

"

O

组

明显高于
$%

"

C"D

"

O

组$

B

%

%&%2

&#

0%

"

C"D

"

O

组明显高于
1%

"

C"D

"

O

组$

B

%

%&%2

&#

/%

*

$)%

*

'1%

"

C"D

"

O

组均明显高于
0%

"

C"D

"

O

组$

B

%

%&%2

&#而
/%

*

$)%

*

'1%

"

C"D

"

O

组间差异无统

计学意义$

B

$

%&%2

&#见图
$

)结果表明#在
%

#

/%

"

C"D

"

O

范

围内#随着替普瑞酮浓度增加#胃正常上皮细胞的增殖能力随之

增强%继续加大替普瑞酮浓度#胃正常上皮细胞的增殖无明显变

化)由此可见#替普瑞酮明显促进胃正常上皮细胞增殖#同时#

选择
/%

"

C"D

"

O

为最佳药物浓度进行后续的实验)

图
$

!!

替普瑞酮对胃正常上皮细胞增殖能力的影响

@&@

!

7A>,+?;DD

实验和细胞划痕实验观察替普瑞酮对胃正常

上皮细胞迁移能力的影响

@&@&?

!

7A>,+?;DD

实验
!

替普瑞酮$

/%

"

C"D

"

O

&处理胃正常上

皮细胞
10@

#

]#;C+>

染色观察转移至
7A>,+?;DD

小室膜下侧面

的细胞#细胞被染成蓝紫色#染色的程度反应迁移细胞的数量#

将膜下侧面的细胞进行
L?

2-%

检测#利用接种时的参照孔细胞

L?

0-%

值计算迁移率)加药组细胞的迁移率为
'&''/P%&1('

#

对照组细胞的迁移率为
$&'1/P%&1%/

#加药组细胞迁移率明

显高于对照组$

B

%

%&%$

&)见图
1

)

!!

9

!对照组%

W

!加药组)

图
1

!!

替普瑞酮对胃正常上皮细胞迁移率的影响$

X0%%

%

@&@&@

!

细胞划痕实验
!

细胞划痕后继续培养加药组$

/%

"

C"D

"

O

&和对照组细胞并观察划痕周围细胞向中间空白区迁

移情况#分别测量
%

*

/

*

10@

两组细胞划痕区的宽度#以此计算

各组细胞的迁移率#替普瑞酮作用
/@

后#加药组的迁移率为

%&20P%&1%

#对照组为
%&'/P%&%'

#两组差异无统计学意义

$

B

$

%&%2

&#而替普瑞酮作用
10@

后#加药组细胞已经完全迁

移覆盖划痕区#迁移率为
$&%%P%&$/

#对照组迁移率为
%&-1P

%&%/

#加药组迁移率明显高于对照组$

B

%

%&%2

&)见图
'

)

图
'

!!

细胞划痕实验检测替普瑞酮对胃正常上皮

细胞迁移能力的影响$

X$%%

%

@&A

!

流式细胞术观察替普瑞酮对胃正常上皮细胞凋亡的影响

!

替普瑞酮$

/%

"

C"D

"

O

&处理细胞
0/@

后#

9,,;N#,.k

"

Y\

双染

法检测细胞凋亡#如图
0

所示#凋亡图右下象限$

J\7Vf

"

Y\

T

&为早期凋亡细胞#右上象限$

J\7Vf

"

Y\f

&为晚期凋亡细

胞#左下象限$

J\7VT

"

Y\T

&为正常活细胞)加药组与对照组

/-$1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$)

期



比较#早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞明显减少%加药组细胞凋

亡率为$

$$&(%P$&2'

&

R

#对照组细胞凋亡率为$

12&)$P%&

$2

&

R

#加药组细胞凋亡率低于对照组$

B

%

%&%$

&)

!!

9

!对照组%

W

!加药组)

图
0

!!

流式细胞术检测替普瑞酮对胃正常上皮

细胞凋亡的影响

A

!

讨
!!

论

!!

替普瑞酮是众所周知的胃黏膜保护剂#在临床广泛用于急

慢性胃炎*胃溃疡的治疗#但其胃黏膜保护作用的具体机制尚

不明确)既往以动物模型为研究对象#结果表明替普瑞酮不仅

能上调前列腺素
51

*

_M

*己糖胺的表达#下调内皮素
.$

$

57.$

&

的表达#增强胃黏膜血流和加强黏液碳酸氢盐屏障#还能降低

胃黏膜溶酶体酶活性和减轻脂质过氧化#减轻胃黏膜损伤'

'.0

(

)

\+@#@>A>

等'

2

(

*

b><>,>B;

等'

)

(和
\+"#A

等'

-

(以动物胃黏膜细胞

为模型进一步从细胞水平#证明了替普瑞酮能够促进胃上皮细

胞增殖及迁移#以及
3F;C>+F

等'

/

(和
7>K>,"

等'

(

(以鼠和猪等

胃黏膜上皮细胞为研究对象#证明了替普瑞酮能够显著降低胃

黏膜上皮细胞的凋亡#从而起到促进溃疡愈合*减轻胃黏膜细

胞损伤的作用)而以上研究均以动物模型或动物胃黏膜细胞

为研究对象#与人胃黏膜细胞存在一定的差异#本研究首次选

用人胃黏膜上皮细胞为研究对象并成功证明了替普瑞酮能够

促进人正常胃上皮细胞增殖及迁移#抑制人正常胃上皮细胞凋

亡#从细胞水平上对替普瑞酮的胃黏膜保护机制进行了初步

探讨)

胃上皮细胞系源于人胎儿正常胃黏膜上皮细胞用
3k0%

病毒感染转化而建立#保留了人正常胃黏膜上皮细胞骨架结

构#接种于裸鼠
)

个月无致瘤性#适宜于各种致病因子及药物

等对其损伤或保护作用机制的研究'

$%

(

#已得到广泛应用)例

如#有研究通过体外培养胃上皮细胞探讨三叶肽因子*中药制

剂等对胃黏膜上皮的保护作用及分子机制'

$$.$1

(

#也有研究以

胃上皮为细胞模型探讨氯吡格雷*幽门螺杆菌等对胃黏膜上皮

细胞的损伤作用及分子机制'

$'.$0

(

)与以往动物胃黏膜细胞相

比#该细胞系消除了物种之间可能的生物差异性#与人正常胃

黏膜上皮细胞机能更为接近#为进一步探讨替普瑞酮对胃黏膜

保护的相关信号通路和靶分子机制提供了一个更好的细胞

模型)

该研究结果表明#用不同浓度替普瑞酮处理人胃正常上皮

细胞后#细胞的增殖能力明显增强#且在一定范围内随着浓度

增加#作用越明显#具有一定浓度依赖性%同时#

7A>,+?;DD

迁移

实验和划痕实验表明加入替普瑞酮后胃正常上皮细胞的迁移

能力明显增强#替普瑞酮促进胃上皮细胞增殖和迁移的作用#

不仅有利于消化性溃疡的愈合#同时对于改善再生黏膜修复质

量也具有重要意义)研究还表明#替普瑞酮有抗肿瘤作用'

$2

(

)

然而#这一系列的分子机制目前还不清楚)据以往研究#

\+@#.

@>A>

等'

2

(成功证明替普瑞酮通过诱导
Q3Y-%

的高表达促进溃

疡边缘细胞增殖和迁移以及新生血管及组织不断形成#从而加

速溃疡的愈合)最新的研究显示
C7M8

信号转导通路活化能

促进胃上皮细胞的迁移'

$)

(

)此外#替普瑞酮还能够激活

69Ya

信号通路#

69Ya

激活后能活化上皮细胞的增殖#

69Ya

途径激活也能下调
B2'

及
KM

基因表达#促进细胞增

殖'

$-

(

)因此#作者推测替普瑞酮可能通过激活胃上皮细胞内

69Ya

信号通道以及
Q3Y-%

*

C7M8

等靶分子参与调节胃上

皮细胞的增殖与迁移)

该实验结果同时也发现替普瑞酮能够显著降低人胃黏膜

上皮细胞的凋亡#替普瑞酮通过抑制胃上皮细胞凋亡从而减轻

胃黏膜损伤)早先的研究发现替普瑞酮能诱导热休克蛋白

$

Q3Y

&如
Q3Y-%

*

Q3Y-1

*

Q3Y(%

高表达#而
QY3

是机体内重

要的抗凋亡因子'

/.(

(

)随着替普瑞酮能刺激
Q3Y

的表达被证

实#替普瑞酮能抑制细胞凋亡的研究越来越受到人们的关注#

人们相继证明了替普瑞酮通过激活
Q3Y

的表达#对阿尔茨海

默病*心肌纤维化及药物相关性肝肾损害等诸多疾病具有明显

的抗细胞凋亡作用'

$/.1%

(

)替普瑞酮作为一种无毒害作用的

Q3Y

诱导剂#受到研究者们的青睐#但是目前具体的凋亡机制

尚不明显#对于替普瑞酮保护人胃黏膜的途径及具体分子机制

还有待进一步实验)

综上所述#该研究首次选用人胃黏膜上皮细胞为研究对象

并成功证明了替普瑞酮能够促进人正常胃上皮细胞增殖及迁

移#抑制人正常胃上皮细胞凋亡#从而对替普瑞酮的胃黏膜保

护机制进行了初步探讨#也为进一步探讨替普瑞酮对胃黏膜保

护的相关信号通路和靶分子机制提供了一个更好的细胞模型)
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流体力学的原理推测#导管越粗#两端压力差越小#分流流速越

低#反之分流流速越快)当肺动脉压下降后#分流束通过收缩

的导管受压将产生一个左向右的快速分流束#这标志导管正处

于关闭状态#故对照组分流速高于动脉导管未闭组)此外#在

本研究中通过绘制
8MV

曲线得出
O9

"

9M

*导管最细处宽度

及最大分流速度的最佳临界点分别为
$&'1CC

*

1&2)CC

及

$/2&2EC

"

+

)并得出相应的灵敏度*特异度#并测算出阳性似

然比*阴性似然比)其中分流束最细处的宽度的灵敏度*特异

度*阳性似然比及阴性似然比的试验指标最为理想#对临床具

有重要的指导意义)若通过超声预测动脉导管自然关闭的可

能性很小#临床医师将需采取干预措施'

$'

(

)

综上所述#超声心动图参数对预测早产儿动脉导管未闭早

期能否自然关闭具有重要的参考价值)
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