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大黄素对肠黏膜屏障损伤的保护作用及机制研究
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!!!摘要"!目的!观察大黄素对大鼠肠缺血再灌注#M1%肠黏膜屏障功能的影响" 方法!3O 只雄性

NW大鼠$随机分为假手术#N%组'模型#M1%组'模型o生理盐水#M1N%组和模型 o大黄素#M1R%组" M1R

组给予 3.FId#JI!:%大黄素灌胃$M1N组给予等量生理盐水灌胃$连续 2 :$于第 2 天给药 # < 后$制备

肠缺血再灌注模型" 光镜和透射电镜下分别观察各组小肠病理改变和紧密连接损伤$并进行Z<>9-)评

分" 用7k[Re法检测肠黏膜细胞凋亡指数$c=)8=@? ,C(8半定量法测定肠黏膜 ZCA9:>?&"'g%%C9:>? 蛋白

含量" 结果!M1R组与M1组'M1N组相比$小肠病理损伤和紧密连接结构破坏明显减轻$Z<>9-)评分降

低#"-./.0%$细胞凋亡指数降低#"-./.0%$两种连接蛋白 ZCA9:>?&"'g%%C9:>? 含量增加#"-./.0%"

结论!大黄素可以缓解肠缺血再灌注造成的肠道损伤'减少肠黏膜细胞凋亡'保护肠上皮细胞间紧密连

接$对肠黏膜屏障具有保护作用"

!关键词"!大黄素&大鼠&肠缺血再灌注&紧密连接蛋白&细胞凋亡&肠黏膜屏障
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!!肠缺血再灌注#M1%是临床多种疾病的病理生

理过程$进一步发展可以导致全身炎症反应综合征
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通讯作者% 嵇!武$R&FA>C*l>H9)J;S;A<((/%(F/%?

#NM1N%和多器官功能障碍综合征#XgWN%等的发

生" 研究表明大黄素对肠缺血再灌注损伤有保护作

用$故本实验采用大鼠肠缺血再灌注模型$观察大黄

素对肠缺血再灌注肠黏膜细胞凋亡及紧密连接破坏

的影响$探讨大黄素保护肠黏膜屏障的机制$为临床

治疗肠缺血再灌注提供理论依据$现将研究结果报

告如下"
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?@材料与方法

?/?@动物@雄性健康清洁级 NW大鼠 3O 只$O \P

周龄$体重 #.. \#0. I$由南京军区南京总医院比较

医学科提供$实验动物使用许可证号*Nj5]#军%

#..2&.#P&饲养室温度 ## \#$b$环境湿度 0._$喂

以标准的大鼠饮食"

?/A@药物与试剂@大黄素购于中国药品生物制品

检定所&兔抗大鼠ZCA9:>?&" 抗体和g%%C9:>? 抗体购

于 NA?8AZ@9K公司&脱氧核糖核苷酸末端转移酶介

导的末端标记法#7k[Re%染色试剂盒'山羊抗兔

MIV&U1̀ 二抗'牛血清白蛋白#,N*%购于南京碧波

生物科技有限公司&

(

&A%8>? 抗体购于北京博奥森生

物技术有限公司&考马斯亮蓝蛋白浓度试剂盒购于

南京建成生物工程研究所&全蛋白酶抑制剂混合片

购于罗氏公司&c=)8=@? ,C(8上样缓冲液购于 a=@&

F=?8A)公司"

?/B@主要实验仪器@YRX&".". 透射电子显微镜

#日本电子株式会社%"

?/C@动物分组及模型制作@3O 只 NW大鼠正常喂养

"周后随机分为假手术#N%组'模型#M1%组'模型o生

理盐水#M1N%组和模型 o大黄素#M1R%组$每组 "#

只" 大黄素用生理盐水配制成 ". Ide的混悬液备

用" M1R组按 3.FId#JI!:%剂量给予大黄素灌胃$

M1N组给予等量的生理盐水灌胃$两组均为 " 次d:$

连续 2 :" 实验第 2 天给药 # < 后$采用肠系膜上动

脉#NX*%夹闭d松夹方法制备肠缺血再灌注模型(")

"

假手术组只分离 NX*$不夹闭&缺血 $. F>?$再灌注 #

<后麻醉大鼠'开腹取距回盲部 0 %F处回肠标本"

?/D@病理组织学观察@取 # %F回肠标本置于

"._的中性甲醛中固定$石蜡包埋$切片$UR染色$

光学显微镜下观察病理变化$按照Z<>9-)损伤分级

评分(#)

"

?/G@透射电镜观察@将回肠标本修成 " FF "̂

FF 0̂ FF大小$#/0_戊二醛和 "_锇酸双重固

定$脱水'浸透'包埋'超薄切片$透射电子显微镜观

察肠黏膜上皮细胞间紧密连接的改变"

?/I@肠黏膜细胞凋亡指数检测@取 "%F回肠标本

迅速冻于液氮中$冰冻切片$按照 7k[Re试剂盒说

明书染色$光学显微镜下观察" 3.. 倍视野内每组

随机选取 ".. 个相邻视野$计算凋亡指数"

?/J@c=)8=@? ,C(8半定量测定 ZCA9:>?&""g%%C9:>?

蛋白含量!取 $ %F回肠标本$纵向剪开肠腔$用载

玻片轻轻刮取并收集肠黏膜$置于 n#.b保存" 将

保存组织放入组织匀浆器内$每 ".. FI加 " FC全

蛋白提取液#./"0 F(Cde氯化钠 o./.0F(Cde三羟

甲基氨基甲烷 o"/._聚氧乙烯辛基苯基醚$每 ".

FCo全蛋白酶抑制剂混合片 " 片%研磨" "# ... @d

F>?#离心半径 4 %F%$3b离心 #. F>?$取上清液$测

定总蛋白含量" 分别取 3.

!

I的总蛋白加入上样缓

冲液$煮沸 ". F>? 后$先行聚丙烯酰胺凝胶电泳

#NWN&̀*VR%$后转移至聚偏氟乙烯# T̀Wa%膜上$

加入 0 Ide,N*室温封闭 " <$加入 ZCA9:>?&"'g%&

%C9:>?和
(

&A%8>?#"f0..%抗体$3b孵育过夜$漂洗后

加入MIV&U1̀ 二抗#"f$...%$室温孵育 " <$漂洗'

曝光成像" m9A?8>8;g?=软件分析测定结果$计算目

标蛋白相对含量 +目标蛋白灰度值d

(

&A%8>? 灰度

值"

?/K@统计学处理@采用 N ǸN "P/. 软件进行统计

学分析" 数据以均数h标准差#NhA%表示$多组间

均数比较采用单因素方差分析$多重比较采用 eNW

法#ZCA9:>?&"'g%%C9:>? 的含量%$方差不齐时用

W9??=887$ 法#Z<>9-)评分'凋亡指数%$"-./.0 为

差异有统计学意义"

A@结@果

A/?@大黄素对肠黏膜组织细胞超微结构的影响@N

组肠道黏膜形态完整$绒毛结构清晰$有部分绒毛尖

端上皮下间隙略增宽$紧密连接和桥粒结构清晰$形

态完整$可见大量微绒毛$排列整齐" M1组肠道黏

膜结构紊乱$绒毛破损$上皮细胞大量脱落$固有层

暴露'出血$炎症细胞在内皮下聚集$微绒毛大量脱

落'断裂$紧密连接结构模糊'肿胀$致密物质减少"

M1N组病理表现'电镜表现与 M1组相似" M1R组与

M1组和M1N组比较$肠黏膜损伤程度较轻$上皮下

间隙扩张$部分绒毛顶端破损'脱落$毛细血管充血$

电镜下破坏明显减轻$微绒毛增多$紧密连接结构大

致可见$肿胀缓解#图 "'图 #%" 统计分析$与 N 组

相比$M1组'M1N组'M1R组病理损伤明显严重#"-

./.0%&M1组与M1N 组比较无明显差别#"i.6.0%&

而M1R组与M1组'M1N组相比病理损伤明显减轻#"

-./.0%" 见表 ""

A/A@大黄素对肠黏膜细胞凋亡指数的影响@N 组

上皮及隐窝处可见少量凋亡细胞" M1组可见弥散

性分布的凋亡细胞$数量明显增加" M1N 组与 M1组

结果相似" M1R组与 M1组相比凋亡细胞数量明显

减少#图 $%" 统计分析$与 N组相比$M1组'M1N 组'

M1R组凋亡细胞数量增多#"-./.0%&M1组与 M1N

组相比无明显差别#"i./.0%&而 M1R组与 M1组'

M1N组相比凋亡细胞数量减少#"-./.0%" 见表 ""
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A/B@大黄素对肠黏膜紧密连接蛋白 ZCA9:>?&""g%&

%C9:>?含量的影响!N 组正常表达 ZCA9:>?&"'g%%C9&

:>?蛋白&M1组和 M1N 组 ZCA9:>?&"'g%%C9:>? 蛋白表

达明显下调#"-./.0%$两者之间无明显差异#"i

./.0%&M1R组 ZCA9:>?&"'g%%C9:>? 蛋白表达明显高

于M1组和M1N组#"-./.0%" 见表 ""

B@讨@论

肠缺血再灌注损伤是休克'创伤'感染等多种临

床常见疾病重要的病理生理环节$可以引起肠黏膜

*!!!!!!!!!!,!!!!!!!!!!Z!!!!!!!!!!W

图 "!四组大鼠回肠病理改变#UR #̂..$

**N组&,*M1组&Z*M1N组&W*M1R组

*!!!!!!!!!,!!!!!!!!!!!Z!!!!!!!!!!!W

图 #!四组大鼠肠黏膜上皮细胞超微结构电镜变化# 0̂....$

**N组&,*M1组&Z*M1N组&W*M1R组&图中箭头所指为紧密连接$星号所指为桥粒

*!!!!!!!!!!!,!!!!!!!!!!Z!!!!!!!!!!W

图 $!四组大鼠肠黏膜细胞凋亡的7k[Re检测#二氨基联苯胺染色 3̂..$

**N组&,*M1组&Z*M1N组&W*M1R组&图中箭头所指为凋亡细胞

表 "!四组大鼠肠黏膜屏障损伤指标比较#NhA$

组别 ! Z<>9-)病理评分 凋亡指数#_% ZCA9:>?&"#相对含量% g%%C9:>?#相对含量%

N组 "#

./33 h./44

p

)

"/.3 h./P4

p

)

2/## h./O0

p

)

#/#3 h./0$

p

)

M1组 "#

$/3. h./P2

"

"./22 h#/##

"

$/4O h./O0

"

"/#4 h./34

"

M1N组 "#

$/$4 h"/.#

"

"./4P h#/##

"

$/34 h./2O

"

"/"$ h./$O

"

M1R组 "#

#/32 h./PO

"

p

)

4/03 h"/P3

"

p

)

2/$3 h"/#O

p

)

#/#P h./3O

p

)

!注*与 N组比较$

"

"-./.0&与M1组比较$

p

"-./.0&与M1N组比较$

)

"-./.0
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屏障受损$进一步发展可导致肠内细菌及内毒素移

位$诱发 NM1N'XgWN和肠源性感染" 肠缺血再灌注

导致肠黏膜屏障受损的机制是一个复杂的过程$目

前还未完全阐明$主要包括组织氧代谢障碍'氧自由

基损伤'细胞因子和炎症介质的作用'白细胞与内皮

细胞的相互作用等" 西医预防和治疗肠黏膜屏障受

损的措施一直存在不足之处$相关研究也未取得突

破性进展($)

" 近年来$人们逐渐把治疗研究的重点

转移到了中医药方面$并取得了一些成就(3)

" 现代

研究证实大黄素具有改善肠道血液循环'促进肠道

蠕动'刺激肠道分泌和杀灭微生物'降低肠道黏膜通

透性'抗炎及免疫调节等作用" 在急性重症胰腺炎

中$大黄素可以显著降低血清淀粉酶'肿瘤坏死因

子&

*

'白细胞介素&4 的水平$减轻胰腺组织病理损

伤$抑制[a&

+

,#核因子%活化$诱导细胞因子 7Va&

(

"#人转移生长因子
(

"%基因的表达$促进多种细

胞外基质成分合成$增加胰腺组织W[*合成和蛋白

含量$参与胰腺组织的再生和修复" 亦有研究证实

大黄素对重症胰腺炎所致肠黏膜屏障损伤也具有保

护作用$通过抑制小肠潘氏细胞分泌的隐凹素&

3F1[*的下调(0)

$并下调,AG#促凋亡因子%基因的

表达抑制肠黏膜细胞过度凋亡$从而减轻肠黏膜屏

障的损害$降低肠道内毒素的易位(4)

" 大黄素可以

通过增加大鼠肝移植后 ,%C&##,细胞淋巴瘤d白血

病&# 蛋白%蛋白表达$抑制肝细胞的凋亡$从而减轻

急性排斥反应程度(2)

" 大黄素预处理在肝脏缺血

再灌注时可以降低丙二醛的含量$减轻了脂质过氧

化损害程度(O)

" 本实验观察了大黄素对肠缺血再

灌注肠黏膜病理组织学的影响$大黄素预处理组肠

黏膜病理损伤明显减轻$Z<>9-)评分降低$从而从

病理学的角度明确了大黄素对肠缺血再灌注肠黏膜

屏障具有保护作用"

肠黏膜屏障主要由机械屏障'生物屏障'免疫屏

障(P&".)及化学屏障构成$其中机械屏障是肠黏膜屏

障的根本" 机械屏障的结构基础是肠黏膜上皮细胞

及细胞与细胞之间完整的连接" 其中肠黏膜上皮细

胞死亡的主要方式是细胞凋亡$约占死亡细胞总数

的 O._" 在肠缺血再灌注的过程中$细胞凋亡起了

非常重要的作用" 肠黏膜细胞凋亡的增加与肠缺血

再灌注损伤密切相关("")

" 大量的凋亡导致肠黏膜

屏障功能障碍$上皮细胞通透性增加$肠内细菌和内

毒素移位("#)

" 本研究结果显示大黄素预处理可以

减少肠缺血再灌注造成的肠黏膜细胞凋亡"

细胞与细胞之间的连接方式有多种$包括紧密

连接'粘附连接和缝隙连接$最主要的方式是紧密连

接" 紧密连接的破坏可以导致水和物质跨上皮转运

的紊乱$是肠黏膜屏障受损的重要环节" 紧密连接

破坏的最重要的标志是紧密连接蛋白的减少" 本实

验结果显示$大黄素预处理组肠缺血再灌注肠黏膜

上皮之间紧密连接的破坏明显减轻$微绒毛增多$紧

密连接蛋白的含量增多"

上述研究证实大黄素可以保护肠黏膜细胞减少

凋亡$保护紧密连接结构减少破坏$维护肠黏膜屏障

的完整性$降低肠黏膜通透性$进一步证实了大黄素

对肠道缺血再灌注所致肠黏膜屏障损伤具有保护作

用$为大黄素在肠黏膜屏障损伤中的预防和治疗提

供了理论依据"
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