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大黄素对肠上皮细胞损伤的保护作用及机制研究

丁博文!嵇!武!白小武!车金辉!张!强!李秋荣

!!!摘要"!目的!观察缺氧Y复氧"ADC8N9@YF<8ND?<:@>98:%UY,#损伤条件下大黄素"QJ8K9:#对肠上皮

细胞表达紧密连接蛋白SBBIHK9:和nS6' 的影响%以研究大黄素对肠黏膜屏障的保护作用机制$ 方法!

体外培养肠上皮细胞株#@B860 建立UY,模型%将细胞随机分为正常细胞"L#组)缺氧复氧"UY,#组)缺

氧复氧lU@:`平衡盐溶液"UY,lU_[[#组)缺氧复氧 l大黄素"UY,lQL#组$ 检测跨上皮细胞电阻

">F@:=<C9>A<I9@I<I<B>F9B@IF<=9=>@:B<%"QQ,#值&使用透射电子显微镜观察紧密连接的变化&用 m<=><F: GI8>

法测定SBBIHK9:和nS6' 蛋白的表达水平&半定量,"6T#,法测定SBBIHK9:和nS6' 的J,L4表达水平$

结果!与UY,组)UY,lU_[[ 组相比%UY,lQL组的紧密连接破坏明显减少& UY,lQL组的 "QQ,

值)SBBIHK9:和 nS6' 的蛋白及J,L4表达水平明显高于UY,组)UY,lU_[[组"J\&.&1#$ 结论!大

黄素可通过减少SBBIHK9:)nS6' 的破坏并增加其表达来保护肠黏膜屏障$

!关键词"!大黄素&紧密连接&#@B860 细胞&缺氧Y复氧
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BIHK9: @:K nS6' 8E9:><=>9:@I<C9>A<I9@IB<II=K@J@?<K GDADC8N9@YF<8ND?<:@>98: "UY,#%>8=>HKD>A<J<BA@6
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#@B860 B<II=M<F<BHI>HF<K 9: ;9>F8>8<=>@GI9=A UY,J8K<I."A<B<II=M<F<@;<F@?<IDF@:K8J9V<K 9:>8E8HF?F8HC=

*L":8FJ@IB<II=#?F8HC%UY,"ADC8N9@YF<8ND?<:@>98:#?F8HC%UY,lU_[[ "ADC8N9@YF<8ND?<:@>98: @:K U@:`=

G@I@:B<K =8IH>98:#?F8HC%UY,lQL"ADC8N9@YF<8ND?<:@>98: @:K QJ8K9:#?F8HC."A<>F@:=<C9>A<I9@I<I<B>F9B@I

F<=9=>@:B<""QQ,#;@IH<M@=J<@=HF<K& >F@:=J9==98: <I<B>F8: J9BF8=B8C<M@=H=<K >88G=<F;<>A<BA@:?<=8E

"]& m<=><F: GI8>@:@ID=9=M@=<JCI8D<K >8K<><B>>A<<NCF<==98: I<;<I8ESBBIHK9: @:K nS6' CF8><9:& [<J96

hH@:>9>@>9;<F<;<F=<>F@:=BF9C>98: C8IDJ<F@=<BA@9: F<@B>98: ","6T#,#M@=H=<K >8K<><B>>A<J,L4<NCF<==98:

I<;<I8ESBBIHK9: @:K nS6'.9,/%$&/!#8JC@F9:?M9>A >A<UY,?F8HC @:K UY,lU_[[ ?F8HC%>A<K@J@?<<N6

><:>8E"]M@==9?:9E9B@:>IDF<KHB<K 9: >A<UY,lQL?F8HC."A<"QQ,;@IH<%>A<CF8><9: @:K J,L4<NCF<==98:

I<;<I8ESBBIHK9: @:K nS6' 9: >A<UY,lQL?F8HC M<F<8G;98H=IDA9?A<F>A@: >A@>8E>A<UY,?F8HC @:K UY,

lU_[[ ?F8HC "J\&.&1#.:()+$%/'()!QJ8K9: B@: K<BF<@=<>A<K@J@?<8ESBBIHK9: @:K nS6'%@:K 9:BF<@=6

9:?>A<9F<NCF<==98: >8CF8><B>>A<9:><=>9:@IJHB8=@G@FF9<F.

!!';,1 <(-3/(!<J8K9:& >9?A>cH:B>98:& #@B860 B<II=& ADC8N9@YF<8ND?<:@>98:

!!肠黏膜屏障包括机械屏障)免疫屏障)微生物屏

障和化学屏障%机械屏障是肠黏膜屏障的基础和最

重要的部分''(

$ 紧密连接形成的连续环周上皮细

胞间连接%是构成肠黏膜机械屏障最重要的结
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构'0(

$ 大黄素是中药大黄的重要单体%具有多种功

效%如抑菌)抗炎)改善微循环)抗癌等%具有较好的

临床应用价值'*(

%近来有研究证实大黄素对肠黏膜

屏障具有一定的保护作用$ 本实验通过建立肠上皮

细胞缺氧Y复氧" ADC8N9@YF<8ND?<:@>98:%UY,#模型%

研究大黄素对紧密连接蛋白的影响%探讨大黄素保

护肠黏膜屏障的内在机制$

=>材料与方法
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=.=>材料!肠上皮细胞株 #@B860 细胞"中国科学

院上海细胞生物学研究所#)大黄素"江苏食品药品

检定所%纯度 %̂%.%3#)OII9B<II插入式培养皿

"O9II9C8F<公司#)兔抗鼠多克隆紧密连接蛋白 SB6

BIHK9:和nS6' 抗体"[@:>@#FHV公司#)辣根过氧化

物酶"U,T#6羊抗兔二抗"[9?J@公司#),"6T#,试

剂盒"北京全式金生物公司#)甘油醛6*6磷酸脱氢酶

"g4T$U#引物"北京全式金生物公司#$

=.?>主要实验仪器!紫外分光光度计"_<B̀J@:

#8HI><F#)]QO6'&'& 透射电子显微镜"日本电子株式

会社#)O9II9B<II"O电阻测定系统"O9II9C8F<公司#$

=.@>#@B860 细胞的培养!#@B860 细胞在 *5i)13

#S

0

和 %&3相对湿度的 #S

0

培养箱中培养%0 )* K

换液一次%每 1 K 按 '** 的比例传代$ #@B860 细胞

接种于 2 孔培养板内%供 m<=><F:6GI8>及 ,"6T#,分

析&接种于O9II9B<II聚碳酸酯膜"-.1BJ

0

%&.-

(

J#%

供跨上皮电阻值">F@:=<C9>A<I9@I<I<B>F9B@IF<=9=>@:B<%

"QQ,#的检测及透射电镜分析$

=.C>#@B860 细胞UY,损伤模型的建立方法!取生

长达到 (&3 )%&3融合的 #@B860 细胞%随机分为四

组*正常细胞"L#组)UY,组)缺氧复氧 lU@:`=平

衡盐溶液"UY,lU_[[#组)缺氧复氧 l大黄素"UY

,lQL#组$ UY,lQL组细胞在 UY,前 *& J9: 用

'&

(

J8IYe大黄素处理$ 将细胞置入密闭容器中%

通入 %13L

0

)13#S

0

的混合气体后将容器置于培

养箱中孵育 %& J9:"缺氧#%取出%置入培养箱中孵

育 0 A"复氧#$

=.E>"QQ,值的检测!用 O9II9B<II"O电阻测定系

统测定#@B860 细胞单层的"QQ,值$ "QQ,是反映

肠黏膜屏障通透性的主要指标之一%与细胞单层的

通透性在一定范围内呈负相关$

=.F>透射电镜观察细胞间紧密连接的变化!将

O9II9B<II聚碳酸酯膜剪下%依次经固定)脱水)包埋)修

块)切片%用醋酸铀)硝酸铅双重染色%透射电镜照相$

=.G>m<=><F: GI8>检测!将刮取得到的#@B860 细胞

加入细胞裂解液提取蛋白%考马斯亮蓝法测定蛋白

质浓度$ 取样品蛋白 -&

(

?%以聚丙烯酰胺凝胶电

泳"[$[6T4gQ#电泳分离蛋白质%湿转移法将蛋白

条带转移至聚偏氟乙烯"T+$d#膜$ 加入兔抗鼠

SBBIHK9:)nS6' 一抗"'*1&& 稀释#%-i下孵育过夜%

加入羊抗兔 U,T6P?g抗体"'**&&& 稀释#%室温孵

育 ' A%Q#e法显色$ 相应蛋白表达值为条带的灰度

值除以
)

6@B>9:灰度值$

=.H>,"6T#,检测!按照 "F9V8I说明书方法提取

#@B860 细胞总,L4%紫外分光光度计测量计算,L4

纯度和浓度$ 在 0&

(

I逆转录反应体系中%以 0.&

(

?

的J,L4为模板将J,L4逆转录为B$L4$ T#,反

应以g4T$U为内参%使用TF9J<F1.& 软件设计引物

序列"表 '#$ 反应条件*%1i 1 J9:%%1i 1 =%20i

'1 =%50i ' J9:$ T#,扩增循环 *1 次$ T#,反应

产物经 '.13琼脂糖凝胶电泳%数字成像仪照相分

析%结果以 SBBIHK9:Yg4T$U)nS6'Yg4T$U的整合

光密度值"9:><?F@><K K<:=9>D;@IH<%P$+#的比值表

示$

表 '!,"6T#,引物序列及长度

引物名称 !!!!!!引物序列 长度

g4T$U

SBBIHK9:

nS6'

1-6"g44#ggg44g#"#4#"gg6*-

1-6"##4##4###"g""g#"g"46*-

1-644g4g""g4#4g"###4"gg#4"4#6*-

1-64"##4#4gg#g44g""44"gg44g6*-

1-6g44"g4"gg""gg"4"gg"g#g6*-

1-6"#4g44g"g"g"#"4#"g"##g6*-

*&2GC

'*0GC

'%'GC

=.I>统计学方法!计量数据以均数 /标准差"I/

G#表示%应用 [T[['5.& 统计软件包分析%各组间的

比较采用单因素方差分析%J\&.&1 为差异有统计

学意义$

?>结>果

?.=>"QQ,值的检测!与 L组比较%UY,)UY,l

U_[[和 UY,lQL三组 "QQ,值显著降低 "J\

&.&1#& UY,)UY,lU_[[ 两组 "QQ,值明显低于

UY,lQL组"J\&.&1#&UY,)UY,lU_[[ 两组间

差异无统计学意义"J &̂.&1%表 0#$

表 0!各组#@B860 细胞"QQ,值检测结果#I/G$

!!组别 & 检测结果"3 初始"QQ,#

L组 '0 '&&.*( /-.0(

UY,lQL组 '0

-2.(* /''.(*

"

UY,组 '0

0-.1& /%.'%

"

p

UY,lU_[[组 '0

01.01 /(.''

"

p

!注*与L组比较%

"

J\&.&1&与UY,lQL组比较%

p

J\&.&1

?.?>透射电镜检测紧密连接!L组紧密连接完整

清晰&UY,lQL组紧密连接可见肿胀%但结构仍比

较清晰&UY,)UY,lU_[[ 组紧密连接结构肿胀模

糊%破坏明显"图 '#$

?.@>m<=><F: GI8>检测 SBBIHK9: 和 nS6' 蛋白的表

达!与 L组相比%UY,lQL)UY,)UY,lU_[[
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三组SBBIHK9:和nS6' 蛋白表达水平明显降低"J\

&.&1#&UY,)UY,lU_[[ 两组的 nS6' 和 SBBIHK9:

蛋白表达水平显著低于 UY,lQL组"J\&.&1#&

UY,)UY,lU_[[ 两组间差异无明显统计学意义

"J &̂.&1%图 0)表 *#$

图 '!#@B860 细胞的透射电镜变化

#醋酸铀)硝酸铅双重染色 Z01 &&&$

!注%4%L组!_%UY,lQL组!#%UY,组!$% UY,lU_6

[[组!

$

%紧密连接

图 0!各组#@B860 细胞中SBBIHK9:)nS6' 蛋白的表达

表 *!各组#@B860 细胞中SBBIHK9:)nS6' 蛋白的

相对表达#3&I/G$

!!组别 & SBBIHK9:蛋白 nS6' 蛋白

L组 2 '&& /'-.5* '&& /%.12

UY,lQL组 2

2-.*1 /5.'&

"

15.-1 /(.'5

"

UY,组 2

*(.*& /-.0&

"

p

0%.1' /2.*%

"

p

UY,lU_[[组 2

*-.*5 /-.(0

"

p

*0.-% /1.('

"

p

!注*与 L组比较%

"

J\&.&1&与 UY,lQL组比较%

p

J\

&.&1

?.C>,"6T#,检测SBBIHK9:和nS6' 的J,L4表达

!相对于 L组%UY,lQL)UY,)UY,lU_[[ 三组

nS6' 和SBBIHK9:的J,L4表达水平明显下调"J\

&.&1#&UY,)UY,lU_[[ 两组的 nS6' 和 SBBIHK9:

的J,L4表达水平显著低于 UY,lQL组 "J\

&.&1#&UY,)UY,lU_[[两组间差异无统计学意义

"J &̂.&1%图 *)表 -#$

图 *!各组#@B860 细胞中nS6')SBBIHK9: J,L4的表达

表 -!各组#@B860细胞中nS6')SBBIHK9: J,L4的表达#I/G$

!!组别 & SBBIHK9: J,L4 nS6'J,L4

L组 2 &.(&( /&.''5 &.%10 /&.'&'

UY,lQL组 2

&.2-( /&.&2'

"

&.510 /&.&*'

"

UY,组 2

&.-*' /&.&'-

p

&.1*1 /&.&'2

"

p

UY,lU_[[组 2

&.-2- /&.&01

"

p

&.-(- /&.&1'

"

p

!注*与L组比较%

"

J\&.&1&与UY,lQL组比较%

p

J\&.&1

@>讨>论

肠黏膜屏障具有防止肠道内病原微生物及毒素

由肠腔侵入肠外器官的作用%以机械屏障最为重要%

其基础为单层上皮细胞和细胞间的紧密连接'-(

$

nS6')SBBIHK9:是构成紧密连接的两种重要组成部

分'1(

$ nS6' 与 nS60 形成稳定的复合体%直接结合

SBBIHK9:蛋白%形成一个网络支架%将 SBBIHK9: 和肌

动蛋白系统连接在一起形成稳定的连接系统%在信号

传导过程中起转化作用%从而控制细胞周围屏障'2(

$

肠黏膜屏障功能的损害是一复杂的过程%诸多

因素可能参与了这一过程的调控$ 目前的治疗有给

予肠内营养支持等'5(

%但其具体的作用机制未完全

阐明$ 大黄素曾长期作为导泻)抗炎药使用$ 许多

研究证实大黄素可以显著降低肿瘤坏死因子""Ld6

*

#和白细胞介素62"Pe62#的表达水平以及过氧化物

酶"OTS#的活性'(6%(

$ 大黄素具有的潜在细胞因子

抑制作用是由于它抑制了核因子"Ld6

+

_#的活性$

大黄素还具有清除氧自由基抗氧化作用%增加超氧

化物歧化酶)谷胱甘肽过氧化酶的活性%减少丙二醛

含量等''&(

$

本研究通过体外培养肠上皮细胞株 #@B860 细

胞制作UY,模型模拟肠缺血Y再灌注"PY,#损伤$

肠缺血时%肠系膜血管处于低灌注状态%导致肠绒毛

上皮细胞坏死脱落%肠黏膜屏障功能受损)肠通透性

增加&再灌注后%产生大量氧自由基%造成组织细胞

氧化应激损伤%进一步削弱肠屏障功能'''(

$ UY,损

伤后m<=><F: GI8>和 ,"6T#,检测结果显示%#@B860

细胞SBBIHK9:)nS6' 蛋白的表达量和 J,L4的表达
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水平均明显下降$ nS6' 蛋白表达减少会引起 SB6

BIHK9:等跨膜蛋白从细胞骨架上解离%SBBIHK9:蛋白

表达减少可使其封闭细胞旁缝隙的能力缺失%引起

紧密连接开放''0(

$ 透射电镜下观察到 #@B860 细胞

间紧密连接结构破坏明显%"QQ,值显著下降%#@B86

0 单层细胞通透性大幅上升进一步证实肠黏膜屏障

的完整性受到严重破坏%屏障功能下降$ 大黄素处

理组SBBIHK9:)nS6' 的蛋白表达量和 J,L4的表达

水平明显上升%表明大黄素对紧密连接结构蛋白在

蛋白表达水平和基因转录水平都具有显著的保护作

用$ 电镜观察也显示细胞间紧密连结构的破坏减

轻%"QQ,值升高%证实大黄素可以有效抑制 #@B860

单层细胞通透性增加%保护肠上皮细胞的屏障功能$

因此%我们推测大黄素对肠黏膜屏障功能的保

护作用可能是通过减少紧密连接结构蛋白 SBBIH6

K9:)nS6' 的破坏%增加其表达%维持肠黏膜屏障的

完整性来实现的$ 本研究对于大黄素对肠黏膜屏障

损伤的治疗提供了部分理论依据%提示大黄素在治

疗消化系统疾病中具有很大潜力$
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!个!!案!

左氧氟沙星注射液致皮疹!皮肤瘙痒 ' 例

沈达涛!沈!弘

!!!关键词"!左氧氟沙星注射液&皮疹&皮肤瘙痒
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=>病例报告

患者%男%1& 岁%管理人员$ 因咽痛)咳嗽)发热及胃纳

差 ' K%于 0&'& 年 1 月 '% 日就诊$ 患者发病后未服任何药

作者单位% 0'&&'2 江苏南京%南京陆军指挥学院第一干休

所卫生所

物%既往无药物过敏史$ 体格检查*"*(.1 i%T(& 次YJ9:%

,0& 次YJ9:%_T''&Y50 JJU?%咽部充血%扁桃体不肿大%颈

无抵抗%双肺呼吸音清%未闻及干湿音%心率 (& 次YJ9:%心

律齐%各瓣膜听诊区未闻及病理性杂音$ 腹部平软%无压痛

反跳痛%肝脾肋下未触及%双下肢无水肿$ 实验室检查*白细

胞 '& Z'&

%

Ye%尿常规)7线胸片正常$ 诊断*急性上呼吸道

感染$ 给予盐酸左氧氟沙星注射液 '&& JI"重庆莱美药业

有限公司%生产批号 &%'''%#0 次YK%静脉滴注&利巴韦林

&.- ?加入生理盐水01&JI%'次YK%静脉滴注$先静脉滴注
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