
吴深宝, 朱旭星, 金忠海, 童秀萍, 洪小飞, 温州医学院附属
义乌中心医院消化科 浙江省义乌市 322000
沈卫东, 南通大学附属江阴医院消化科 江苏省江阴市
214400
吴深宝, 副主任医师, 主要从事消化疾病的基础与临床研究. 
浙江省医学会临床科研基金资助项目, No. 2012ZYC-A87
作者贡献分布: 此课题主要吴深宝与朱旭星设计; 沈卫东数据分
析与论文写作; 金忠海、童秀萍及洪小飞从事研究过程. 
通讯作者: 沈卫东 副主任医师, 214400, 江苏省江阴市寿山路
163号, 南通大学附属江阴医院消化科. shenwd1976@126.com
电话: 0510-86879453 
收稿日期: 2014-04-23   修回日期: 2014-05-09
接受日期: 2014-05-14   在线出版日期: 2014-07-28

Role of cysteinyl leukotriene 
receptor 1 in intestinal 
ischemia-reperfusion injury 

Shen-Bao Wu, Xu-Xing Zhu, Zhong-Hai Jin, 
Xiu-Ping Tong, Xiao-Fei Hong, Wei-Dong Shen 

Shen-Bao Wu, Xu-Xing Zhu, Zhong-Hai Jin, Xiu-Ping 
Tong, Xiao-Fei Hong, Department of Gastroenterology, 
Yiwu Central Hospital of Wenzhou Medical University, 
Yiwu 322000, Zhejiang Province, China
Wei-Dong Shen, Department of Gastroenterology, Jiangyin 
Hospital of Nantong University, Jiangyin 214400, Jiangsu 
Province, China
Supported by: Zhejiang Medical Association Clinical Re-
search Fund, No. 2012ZYC-A87
Correspondence to: Wei-Dong Shen, Associate Chief 
Physician, Department of Gastroenterology, Jiangyin Hos-
pital of Nantong University, 163 Shoushan Road, Jiangyin 
214400, Jiangsu Province, China. shenwd1976@126.com
Received: 2014-04-23    Revised: 2014-05-09
Accepted: 2014-05-14    Published online: 2014-07-28 

Abstract
AIM: To explore the role of cysteinyl leukotriene 
receptor 1 (CysLTsR1) in intestinal ischemia-
reperfusion (I/R) injury. 

METHODS: Forty rats were divided into 5 
groups: a control group, a model group and 
low-, medium- and high-dose montelukast 
groups. After treatment, the water content of 
the small bowel was determined, and the his-
tological changes in the intestinal tissues were 
assessed by HE staining. Immunohistochemical 
assessment of the expression of CysLTR1 and 
5-lipoxygenase (5-LOX) was also performed.
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半胱氨酰白三烯受体-1在大鼠肠缺血再灌注损伤中的作用

吴深宝, 朱旭星, 金忠海, 童秀萍, 洪小飞, 沈卫东

®

■背景资料
肠缺血再灌注(in-
testinal ischemia-
reperfusion, I/R)
是出血性休克、
严重烧伤创伤、
器官移植、肠系
膜血管栓塞和外
科急危重病等临
床常见的病理生
理过程 ,  是小肠
移 植 的 最 大 障
碍 ,  I/R的发生机
制较为复杂 ,  半
胱氨酰白三烯受
体1(cysteinyl leu-
kotrienes receptor, 
CysLTsR1)参与
脑肾缺血再灌注
损伤 ;  目前关于
CysLTs和肠缺血
再灌注两者之间
的研究很少. 

RESULTS: Intestinal I/R, small bowel water 
content (model group 78.13 g ± 1.35 g vs normal 
group 78.13 g ± 1.35 g, P < 0.05), and CysLTR1 
protein and mRNA expression significantly in-
creased in the model group compared with the 
control group. Application of montelukast de-
creased intestinal water content (low-, medium-, 
and high-dose groups 76.47 g ± 1.48 g, 72.67 g ± 
5.35 g and 75.39 g ± 3.66 g vs model group 78.13 
g ± 1.35 g, P < 0.05), relieved the intestinal tis-
sue injury, and reduced CysLTR1 protein and 
mRNA expression in intestinal tissues (P < 0.05). 

CONCLUSION: CysLTR1 participates in the patho-
genesis of intestinal ischemia-reperfusion injury, 
and may be a target for treatment of I/R injury. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨半胱氨酰白三烯受体1(cysteinyl 
leukotrienes receptor, CysLTsR1)在肠缺血再灌
注(intestinal ischemia-reperfusion, I/R)损伤中的
可能作用. 

方法: 以I/R大鼠肠I/R损伤模型为研究对象, 
并运用不同剂量CysLTsR1拮抗剂孟鲁司特
(0.2、2和20 mg/kg)加以干预, 通过免疫组织
化学染色方法和RT-PCR法检测大鼠肠组织
CysLTsR1蛋白和mRNA表达水平, 并应用光
学显微镜观察小肠病理改变、检测小肠质量
变化、确定CysLTsR1拮抗剂孟鲁司特对小肠
的炎症程度的影响. 

结果: 肠I/R可造成肠组织损伤, 小肠含水量增

■同行评议者
门秀丽, 教授, 河
北联合大学(原华
北煤炭医学院)病
理生理学教研室
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■研发前沿
半胱氨酰白三烯
受体(CysLTsR)是
否参与肠缺血再
灌注损伤的病理
过程 ,  研究其在
肠I/R损伤中所起
的作用.

加(模型组78.13 g±1.35 g vs  正常组 78.13 g±
1.35 g, P <0.05), 肠I/R时肠组织CysLTsR1蛋白
和mRNA表达水平升高(P <0.05); 应用孟鲁司
特后, 小肠含水量降低(低、中、高剂量组分别
为76.47 g±1.48 g、72.67 g±5.35 g及75.39 g±
3.66 g), 肠组织损伤减轻, 肠组织CysLTsR1蛋
白表达和mRNA表达水平均减低(P <0.05). 

结论: C y s LTs R1参与了肠I/R损伤的形成, 
孟鲁司特可以减轻肠 I /R对肠组织的损伤 , 
CysLTsR1是保护肠I/R损伤的新的作用靶点. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 半胱氨酰白三烯受体1; 肠缺血再灌注; 孟

鲁司特 

核心提示:  半胱氨酰白三烯受体1(c y s t e i n y l 
leukotrienes receptor 1, CysLTsR1)参与了肠缺血
再灌注(intestinal ischemia-reperfusion, I/R)损伤
的形成, 孟鲁司特可以减轻I/R对肠组织的损伤, 
CysLTsR1是保护I/R损伤的新的作用靶点. 
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0  引言

肠道缺血再灌注(intestinal ischemia-reperfusion, 
I /R)是出血性休克、严重烧伤创伤、器官移

植、肠系膜血管栓塞和外科急危重病等临床常

见的病理生理过程, 是小肠移植的最大障碍, 同
时肠缺血疾病又有较高的死亡率. 肠I/R的发生

机制较为复杂, 中性粒细胞活化、细胞因子和

氧自由基是参与发病的重要机制. 半胱氨酰白

三烯(cysteinyl leukotrienes, CysLTs)是CysLTs
是直接炎症效应物质, 通过半胱氨酰白三烯受

体(CysLTsR)介导平滑肌痉挛、微血管渗漏等

反应, 参与炎症、哮喘、脑肾I/R损伤、创伤、

肿瘤和休克等多种炎症病理过程[1,2]. 目前关于

CysLTs和肠I/R两者之间的研究很少. 本研究在

肠I/R损伤前后检测CysLTsR1中的表达, 并应用

其受体拮抗剂孟鲁斯特对肠I/R损伤的影响, 探
讨CysLTsR1在肠I/R损伤中的作用及其拮抗剂对

肠I/R损伤的保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 40只♂Wistar大鼠, 体质量320 g±30 g. 

购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物

中心, 合格证号: SCXK-(军)2007-004. 孟鲁司特

(杭州默沙东制药有限公司, 生产批号: 110705); 
Rabbit polyclonal to CysLTsR1 Antibody购自

Abam公司, SP免疫组织化学染色试剂盒(福州

迈新生物技术开发有限公司); 高纯总RNA快速

提取试剂盒购自Generay公司; 逆转录试剂盒Re-
vert Aid First Strand cDNA synthesis Kit购自Fer-
mentas公司; qPCR试剂IQ SYBR Green Supermix
购自Bio-Rad公司. 
1.2 方法
1.2.1 分组与造模: 40只大鼠按体质量随机分为: 
正常对照组(8只)、模型组(8只)、孟鲁司特干

预组分3组, 每组各8只(0.2、2和20 mg/kg). 实验

大鼠术前禁食12 h, 不禁水. 给药组术前1 h 灌胃

给药, 正常对照组和模型组给予等体积生理盐

水. 10%水合氯醛(3 mL/kg)腹腔注射麻醉, 仰卧

位固定, 腹部皮肤备皮, 常规消毒、铺巾, 上腹

部沿正中线切一长4-6 cm切口, 暴露肠系膜前

动脉, 距其根部约0.5-0.8 cm, 游离约0.4-0.6 cm
肠系膜前动脉, 对照组不夹闭血管, 手术组用小

动脉夹夹闭, 并记时, 45 min后松开肠系膜前动

脉夹. 在进行肠系膜前动脉夹闭期间, 间断地向

腹腔内注射约15-20 mL/kg生理盐水, 以预防松

开动脉夹后出现的一过性低血容量反应. 关腹

后再向腹腔内追加25-30 mL/kg生理盐水(内含

5万单位青霉素钠), 以达到既扩容又预防腹腔

操作时污染的目的. 术毕放回鼠笼饲养观察. 一
鼠一笼, 自由进食、饮水. 再灌注90 min后处死

大鼠. 
1.2.2 小肠含水量测定: 取距离盲肠10-20 cm处

剪取末端回肠组织2 cm, 取部分小肠标本, 用电

子天平称量小肠湿质量, 置90 ℃电热干燥箱内

烘烤72 h, 称干质量, 小肠含水量 = (组织湿质量-
组织干质量)/组织湿质量×100%. 
1.2.3 HE染色: 按操作步骤常规进行脱蜡、脱

苯、染色、脱水、透明、封片, 然后观察并拍

照, 观察大鼠小肠病理损伤. 
1 . 2 . 4  免疫组织化学检测 I / R大鼠肠组织中
CysLTsR1的表达: 操作步骤严格按照SP免疫组

织化学染色试剂盒操作; 结果判定: 以细胞染色

呈棕色为强阳性结果; 在100倍镜下, 随机选取

8-10个视野, 使用Image-Pro-Plus软件进行平均

光密度扫描, 然后取均数.  
1.2.5 RT-qPCR法测定CysLTsR1 mRNA和5-
脂氧合酶(5-l ipoxygenase, 5-LOX) mRNA水
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■相关报道
肠I/R的发生机制
较为复杂, 中性粒
细胞活化、细胞
因子和氧自由基
是参与发病的重
要机制 .  半胱氨
酰白三烯(cyste-
inyl leukotrienes, 
CysLTs是CysLTs
是直接炎症效应
物质 ,  通过半胱
氨酰白三烯受体
(CysLTsR)介导平
滑肌痉挛、微血
管渗漏等反应, 参
与炎症、哮喘、
脑肾缺血再灌注
损伤、创伤、肿
瘤和休克等多种
炎症病理过程 . 
目前关于CysLTs
和肠缺血再灌注
两者之间的研究
很少.

平: TRIzol-离心柱法提取细胞总RNA. RNA
纯度的测定和R N A的定量以相应溶剂为对照

(blank), 取2 μL RNA溶液于Merinton SMA4000
检测, 观察A 260/280、A 260/230比值及连续波长吸

收峰, 并计算RNA溶液浓度, 判断RNA提取质

量: A 260/280>2.0且<2.3, 则可以满足后续RT-qPCR
所需. 将反应液加入384孔板内, 封膜后, 将384
孔板置入7900HT荧光定量PCR仪中, 按以下反

应条件进行PCR扩增和荧光定量, 95 ℃ 1 min; 
95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s, 95 ℃ 15 s, 40个循环; 
60 ℃ 15 s, 9 ℃ 15 s. 荧光定量数据分析采用参

照基因的∆Ct法计算每个样本目的基因的表达

值, 为对反应体系中的基因扩增进行均一化处

理, 使用管家基因GAPDH作为内参照基因, 目的

基因表达值 = 2Ct(GAPDH)-Ct(目的基因). 
统计学处理 运用SPSS16.0进行统计分析, 

计量资料以mean±SD表示, 组间比较采用单

因素方差分析, 组内比较采用配对样本t 检验, 
P <0.05具有统计学意义.  

2  结果

2.1 对小肠含水量的影响 与正常对照组比, 模型

对照组大鼠小肠含水量显著增加(P <0.05); 与模

型对照组比, 孟鲁司特低、中、高剂量组小肠

含水量均显著减少(P <0.05)(表1). 
2.2 显微镜观察各组大鼠肠组织的病理学变化 
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表  1  各组小肠含水量比较 (mean±SD, g)

分组 小肠含水量

正常对照组 78.13±1.35

模型对照组 81.83±2.41a

低剂量组(0.2 mg/kg) 76.47±1.48c

中剂量组(2 mg/kg) 72.67±5.35c

高剂量组(20 mg/kg) 75.39±3.66c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型对照组.

图  1  各组大鼠肠组织的病理学变化(HE×250). A: 正常组; B: 模型组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组.
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■创新盘点
本研究在肠I/R前
后检测CysLTsR1
中的表达 ,  并应
用其受体拮抗剂
孟 鲁 斯 特 对 肠
I/R的影响 ,  探讨
CysLTsR1在肠I/R
中的作用及其拮
抗剂对肠I/R的保
护作用.

正常组: 显微镜下观察可见, 肠组织由4层结构

组成, 黏膜与黏膜下层向管腔内突起, 形成许多

皱襞, 黏膜下层无腺体, 绒毛发达, 排列紧密, 无
充血、水肿或炎细胞浸润; 肌层由两层平滑肌

组成, 浆膜外有脂肪组织, 无明显病变; 模型组: 
由4层结构组成, 黏膜下层绒毛皱缩, 出血性坏

死, 可见明显炎细胞浸润; 肌层厚度变薄, 有出

血现象. 低剂量组: 与模型组相比, 绒毛皱缩程

度有所减轻, 绒毛变宽, 可见明显炎细胞浸润; 
肌层无明显病变. 中剂量组: 与模型组相比, 绒
毛皱缩程度有所减轻, 出血性坏死, 可见明显炎

细胞浸润; 肌层无明显病变. 高剂量组: 本变程

度有所减轻, 绒毛皱缩程度减轻, 少量绒毛存在

出血性坏死; 肌层无明显病变(图1).
2 . 3  免疫组织化学观察肠 I / R动物模型中
CysLTsR1表达 在100倍高倍镜下, 随机选取

8-10个阳性表达视野, 使用Image-Pro-Plus软件

进行平均光密度扫描显示: 模型组较正常组 , 
CysLTsR1阳性表达显著提高(P <0.05); 中剂量孟

鲁斯特治疗组 CysLTsR1阳性表达显著高于正常

组, 低于模型组(P <0.05), 说明孟鲁斯特能改善

肠I/R损伤现象(图2). 
2.4 肠I/R动物模型中CysLTsR1 mRNA和5-LOX 
mRNA的表达 与对照组相比, 模型组CysLTsR1m-
RNA表达明显升高(P <0.05), 而5-LOX表达无明

显升高; 孟鲁斯特各剂量组显著降低CysLTsR1m-

2014-07-28|Volume 22|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com
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图  2  半胱氨酰白三烯受体1蛋白光密度表达结果(SP×100). A: 对照组; B: 模型组; C: 中剂量组; D: 光密度水平. 1: 正常组; 2: 
模型组; 3: 中剂量组. aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.
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图  3  CysLTsR1 mRNA和5-LOX mRNA表达结果. A: CysLTsR1 mRNA表达; B: 5-LOX mRNA表达. 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 
低剂量组; 4: 中剂量组; 5: 高剂量组. aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组. CysLTsR1: 半胱氨酰白三烯受体1.
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RNA的表达(P<0.05), 5-LOX mRNA的表达较模

型组也明显上升(P<0.05)(图3).  

3  讨论

肠I/R是临床常见的病理生理过程. 如何减轻肠

I/R损伤是临床上的重点难点之一, 其中对I/R损
伤机制的研究是如何治疗的前提. 目前认为氧

自由基损伤, 钙离子超载, 微血管损伤和中性粒

细胞、巨噬细胞等聚集、活化产生炎性介质和

细胞因子等与肠I/R损伤机制有关[3-5].
CysLTs(包括LTC-4、LTD-4和LTE-4)作为

5-LOX的代谢产物, 是众多炎症反应的最终直

接效应物质, 通过激活CysLTR, 在肾、肝、膀

胱I/R损伤中起着重要作用[6-11]. CysLTR属G蛋

白偶联受体, 分为CysLTsR1、CysLTR2两型[12]. 
CysLTsR1在人体多种组织和细胞上表达, 在脾

脏、小肠、大肠、心脏、胰腺、肾脏、肝脏

和子宫均有表达, 通过原位免疫杂交和免疫组

织化学证实在巨噬细胞、单核细胞、微血管

内皮细胞上也有表达[13-15]. 我们通过免疫组织

化学和RT-PCR检测, 发现在大鼠肠I/R模型中, 
CysLTsR1蛋白和mRNA水平表达均明显升高. 
目前, CysLTs/CysLTsR途径与肠I/R损伤的关系

知之甚少. 
据报道CysLTs可提高血管渗透性、引起

中性粒细胞浸润和引起炎症细胞因子释放

CysLTs[16,17]. 研究认为I/R诱导的损伤是中性粒

细胞依赖的, 由此推测pranlukast对I/R的保护作

用至少部分是通过阻滞CysLTsR1减少炎症反应, 
如减少中性粒细胞的浸润[18-20], 而应用CysLTsR1
受体拮抗剂pranlukast可减轻吲哚美辛引起的肠

黏膜损害程度, 并呈剂量依赖性[21-25]. 
我们通过大鼠肠I/R模型, 在I/R时小肠含水

量增加明显, 而应用孟鲁司特后, 小肠含水量减

少, 提示孟鲁司特可减少肠I/R引起的液体渗出; 
应用显微镜观察肠I/R前后的形态学改变, 发现

大鼠I/R时, 黏膜下层绒毛皱缩, 出血性坏死, 可
见明显炎细胞浸润; 肌层厚度变薄, 有出血现象, 
表明肠I/R可引起肠黏膜结构的破坏. 另外, 在
I/R时小肠含水量增加明显, 而应用孟鲁司特后, 
发现肠道病变程度有所减轻, 表现为绒毛皱缩

程度有所减轻, 绒毛变宽, 可见明显炎细胞浸润; 
肌层无明显病变. 形态学的改变表明孟鲁司特

肠I/R的损伤有保护作用. 
另外, 通过免疫组织化学光密度扫描显示, 

动物模型组肠组织CysLTsR1表现强阳性, 肠组

织病理损伤重, 应用孟鲁司特后的大鼠肠组织

的CysLTsR1表现明显减弱, 而相应的病理损伤

程度也轻, 表明CysLTsR1的表达强度与肠损伤

程度密切相关. 荧光定量qPCR检测也表明, 动
物模型组CysLTsR1 mRNA表达水平明显高于

应用孟鲁司特组的CysLTsR1 mRNA表达水平, 
也从基因水平上反映了CysLTsR1的表达强度

与肠损伤密切相关 ,  而在应用了孟鲁司特后 , 
5-LOX mRNA有所上升, 可能机制为在抑制了

CysLTsR1信号后, 5-LOX反馈性升高. 
总之 ,  C y s LTs R1参与了肠I /R损伤的形

成, 孟鲁司特可以减轻肠I/R对肠组织的损伤, 
CysLTsR1是保护肠I/R损伤的新的作用靶点[26,27]. 
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■同行评价
本文对临床防治
肠 I / R损伤具有
一定的指导意义, 
研究内容部分由
创新性.
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