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黄芩黄素减轻脱氧胆酸对食管上皮细胞损伤机制的探讨
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!!!摘要"!目的!考察黄芩黄素"$%&'%()&*#对脱氧胆酸诱导的人食管黏膜上皮细胞损伤的治疗作用$ 方法!原代培养人

食管黏膜上皮细胞%使用脱氧胆酸"+),-.'/,(%0)%122

!

3,(45#进行刺激%同时给以不同浓度的黄芩黄素""

!

3,(45%"2

!

3,(45#

进行干预治疗$ "# /后%采用6)70)8* 9(,00&*:和;5<=>等方法观察细胞凋亡及炎症相关指标的变化$ 结果!黄芩黄素治疗抑

制脱氧胆酸诱导的细胞凋亡%剂量依赖地降低了'%7?%7)@A 剪切体的生成和$%-蛋白的表达%同时增加$'(@# 蛋白的表达&黄芩

黄素亦治疗剂量依赖地抑制了脱氧胆酸诱导的炎症因子白介素 B"<5@B#和巨噬细胞趋化性和激活性因子"3%'8,?/%:)'/)@

3,%008%'0%*0?8,0)&* "%CDE@"#的生成%抑制了脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞中诱导型一氧化氮合酶"&*+F'&9()*&08&',-&+)7.*@

0/%7)%&GH=#的蛋白表达和细胞中的一氧化氮"*&08&',-&+)%GH#的生成$ 结论!黄芩黄素通过抑制炎症%抑制&GH=4GH通路%

减少凋亡%从而减轻了脱氧胆酸诱导的人食管黏膜上皮细胞的损伤$

!!!关键词"!黄芩黄素&脱氧胆酸&食管黏膜上皮细胞&凋亡&炎症&诱导性一氧化氮合酶
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!!过去的 A2 年里%全球食管癌的发生率增加了近

四倍%当前该病 1 年生存率只有 "2V W#2V

'"@#(

$

我国是世界上食管癌高发地区之一%每年平均病死

约 "1 万人$ 十二指肠内容物在反流时对食管黏膜

的损伤在食管癌的发生发展过程中起到重要作

用'A(

$ 脱氧胆酸"+),-.'/,(%0)#是胆酸的重要成分%

参与了胆汁反流时对食管黏膜的损伤$ 如何治疗脱

氧胆酸诱导的食管黏膜上皮的损伤成为当前的研究

热点之一$

黄芩黄素"$%&'%()&*#是富含于黄芩根中的一种
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作者单位$ "L#22PAA 上海%第二军医大学附属长海医院消

化内科&#L#MM2J" 山东青岛%济南军区青岛第

二疗养院干部二科

通讯作者$ 邹多武%;@3%&()+F,RFX,FY/,03%&(L',3

类黄酮化合物%具有抗炎*抗过敏和抗氧化作用'P(

$

在溃疡性结肠炎中已经证实口服黄芩黄素可以抑制

炎症%减轻肠黏膜损伤'1(

$ 本研究尝试采用黄芩黄

素治疗%观察其在体外对脱氧胆酸诱导的食管黏膜

上皮细胞损伤的治疗作用$

?@材料与方法

?L?@试剂与材料@脱氧胆酸"Z),-.'/,(%0)%美国

=&:3%公司#%黄芩黄素"$%&'%()&*%美国 =&:3%公司#%

人角朊细胞培养液"[=\C%]&9',公司#%白介素 B

"<5@B#和巨噬细胞趋化性和激活性因子"3%'8,?/%:)

'/)3,%008%'0%*0?8,0)&* "%CDE@"#检测试剂盒"美国

Î Z公司#%一抗抗体"美国 =%*0%D8FX公司#%二抗

"南京碧云天生物科技公司#%]>EZ_单克隆抗体

"上海康成生物工程公司#$ I<E>细胞裂解试剂盒
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"南京碧云天生物科技公司#$ $D>蛋白定量试剂

盒"上海申能博彩生物科技有限公司#%;D5试剂盒

"上海申能博彩生物科技有限公司#%细胞中一氧化

氮"*&08&',-&+)%GH#试剂盒"Z>\@\CZ>#*细胞中

诱导型一氧化氮合酶 "&*+F'&9()*&08&',-&+)7.*@

0/%7)%&GH=#试剂盒"南京碧云天生物科技公司#$

?LA@人食管黏膜上皮细胞的培养@无菌条件下取

食管癌患者手术切除的一段正常食管长约 # WA

'3%沿纵轴切开后%将黏膜层与肌层分离%仔细修剪

去黏膜下组织%浸于含 2L1V的Z&7?%7)分离酶"]&9@

',公司#的消化液中%摇床 AJ b热消化 # WA /%将鳞

状上皮细胞层与其基底间质细胞分离%随后将上皮层

剪碎%置于 2L21V胰蛋白酶溶液中 AJ b热消化 #2

3&*%得到单细胞悬液$ 加入 "2V小牛血清液终止消

化%经 #22 目不锈钢网过滤$ 滤液离心 1 3&*""122

843&*%半径 B '3#弃上清液%E$= 溶液洗涤 A 次%使

用[=\C培养液接种细胞%#P / 后首次换液%于 AJ

b含 1VDH

#

的培养箱中常规培养及传代$ 选取第

A W1 代的食管黏膜上皮细胞进行试验$ 细胞使用

脱氧胆酸"122

!

3,(45#刺激%同时给以不同浓度的

黄芩黄素""

!

3,(45%"2

!

3,(45#进行干预治疗$ "#

/吸取培养液并提取细胞蛋白进行各项检测$

?LB@6)70)8* 9(,00&*:分析蛋白表达水平@以 P b

预冷的E$=洗细胞 A 次%吸除残液%加 " c=Z= 凝胶

加样缓冲液"含蛋白酶抑制剂#"22

!

54孔%使用一

次性细胞刮板将培养板底细胞全部刮起后离心 "1

3&*"P b%"#222 843&*%半径 B '3#%收集上清液后

"22 b变性 "2 3&*$ 制备 BV的 =Z=@E>];凝胶%加

样 B

!

5电泳&湿转法转膜%将 GD膜室温封闭 P /%

之后依次加入相应的一抗和二抗$ 最终显色试剂盒

显色$ ]>EZ_作为内参蛋白$ 所得蛋白条带扫描

照片%以软件 <3%:)̀ AL2 进行灰度值分析%计算出

相对值$

?LC@酶联免疫吸附测定";5<=># <5@B 和 CDE@"!

吸取培养液%离心 "2 3&*"P b%"122 843&*%半径 B

'3#%吸取上清液%使用 <5@B 和 CDE@" 的 ;5<=>试

剂盒进行检测%按说明书操作$

?LD@细胞中 GH含量检测!按照 "d"222 比例%用

其Z>\@\CZ>试剂盒提供的稀释液稀释 Z>\@\C

Z>%终浓度为 1

!

3,(45$ 细胞收集后%用稀释好的

Z>\@\CZ>溶液重悬细胞%细胞浓度为 " c"2

J

435%

细胞培养箱内 AJ b孵育 #2 3&*%每隔 A W1 3&* 颠

倒混匀$ 酶标仪记录吸光度值$

?LE@统计学处理@采用 =E== "#L2 统计软件分析$

每组实验独立重复 A 次%结果以均数 e标准差"3e

=#表示% 组间比较采用 >GHa>"方差分析#%If

2g21 为差异有统计学意义$

A@实验结果

AL?@黄芩黄素治疗对脱氧胆酸诱导的食管上皮细

胞凋亡的影响@ 6)70)8* 9(,00&*:结果显示脱氧胆酸

刺激增加食管上皮细胞中凋亡标志蛋白 '%7?%7)@A

剪切体"'()%S)+ '%7?%7)@A#的生成%提示脱氧胆酸诱

导了食管上皮细胞凋亡$ 黄芩黄素剂量依赖性地降

低了'%7?%7)@A 剪切体的生成%从而减轻了脱氧胆酸

诱导的食管上皮细胞凋亡$ 另外同时也发现黄芩黄

素剂量依赖性地增加 $'(@# 蛋白的表达并降低了

$%-蛋白的表达$ 见图 "$

与对照组比较%

!

If2L21&与脱氧胆酸刺激组比较%

h

If2L21

图 "!黄芩黄素对脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞凋亡的影响

ALA@黄芩黄素减轻脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞

炎症因子的生成@实验结果显示脱氧胆酸增加食管

上皮细胞生成并分泌的<5@B 和CDE@" 蛋白水平$ 黄

芩黄素可剂量依赖性地降低了食管上皮细胞生成并

分泌的<5@B和CDE@"蛋白水平%提示黄芩黄素可减

轻脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞炎症因子的生成$

见图 #$

与对照组比较%

!

If2L21&与脱氧胆酸刺激组比较%

h

If2L21

图 #!黄芩黄素对脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞

炎症因子生成的影响
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ALB@黄芩黄素对脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞&G@

H=蛋白表达和GH生成的影响@6)70)8* 9(,00&*:结

果显示脱氧胆酸增加食管上皮细胞中 &GH= 蛋白表

达%并相应对增加细胞中 GH的含量$ 黄芩黄素可

剂量依赖性地降低了食管上皮细胞中 &GH= 的蛋白

表达和细胞中的GH的水平$ 见图 A$

与对照组比较%

!

If2L21&与脱氧胆酸刺激组比较%

h

If2L21

图 A!黄芩黄素对脱氧胆酸诱导的食管上皮细胞

&GH=表达和GH生成的影响

B@讨@论

脱氧胆酸诱导的食管黏膜上皮细胞的凋亡是通

过D%7?%7)@A 的激活来介导的$ 黄芩黄素抑制脱氧

胆酸诱导的D%7?%7)@A 的激活%其机制涉及 $'(@# 和

$%-$ 作为线粒体凋亡的主要物质%$%-蛋白表达增

加将促进细胞凋亡%而 $'(@# 蛋白则可以通过与前

者作用起到抑制凋亡的作用'M(

$ 本实验中黄芩黄

素减少了 $%-蛋白表达同时增加 $'(@# 蛋白表达%

从而抑制了脱氧胆酸诱导的食管黏膜上皮细胞的

凋亡$

炎症介导的食管黏膜上皮损伤是胃肠反流性疾

病的一个重要发病机制$ 胃肠吻合术后%<5@B"也被

称为中性白细胞激活肽@"#的大量生成与其介导的

炎性细胞浸润在食管黏膜损伤的早期就被发现'J(

$

临床研究也发现胃肠反流患者血清中 <5@B 的水平

与内窥镜观察得到的食管黏膜损伤评分高度相

关'B(

$ <5@B 和巨噬细胞趋化蛋白@" "CDE@"#共同

负责启动初始的受损黏膜部位单核细胞和巨噬细胞

的募集'K(

$ 本研究发现脱氧胆酸刺激增加了食管

黏膜上皮细胞中<5@B 和CDE@" 和表达%证实了脱氧

胆酸刺激诱导了食管黏膜上皮炎症的发生$ 同时

CDE@" 可抑制细胞中<5@B 和CDE@" 的表达%从而抑

制脱氧胆酸诱导的炎症反应$

GH作为一种小分子信号因子广泛参与了许多

生理过程$ 细胞产生过多的 GH%它们一方面会与

过氧化物反应生成+过氧化亚硝基,导致细胞膜脂

质氧化并造成损伤%另一方面会抑制细胞三羧酸循

环系统的一系列酶的活性%减少细胞的有氧呼吸%从

而破坏能量代谢'"2(

$ 在病理损伤的应激条件下%作

为合成 GH的主要酶%&GH= 被发现在胃肠反流性疾

病和食管癌患者的食管黏膜组织中高表达%而 GH

的主要代谢产物硝基酪氨酸"也被作为细胞蛋白损

伤的标志物之一#在受损黏膜组织中的堆积亦提示

&GH=4GH在黏膜损伤过程中的重要作用'""@"A(

$ 本

研究亦发现脱氧胆酸刺激可以诱导 &GH= 的表达并

增加GH的合成%也发现黄芩黄素则抑制了细胞中

&GH=的表达%减少了 GH的合成%由此部分阐明了

在胃肠反流性疾病和食管癌患者的食管黏膜组织

&GH=4GH激活的原因%为进一步采用黄芩黄素治疗

胃肠反流性疾病及食管癌提供了一定的实验基础$
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等'#"(对 AB 例 EDH= 进行药物治疗的比较分析%发

现经维生素Z联合二甲双胍治疗后%患者卵巢内积

液显著减少%子宫内膜血流存在率显著减少%这一结

果与本研究的结果相符合%说明维生素 Z联合二甲

双胍是治疗 EDH= 的有效药物&

)

两组患者治疗后

总有效率 =%(()评分情况比较)治疗后%观察组患者

=%(()评分显著低于对照组%差异有统计学意义"If

2L21#$ <8%*&等'##(对维生素 Z联合二甲双胍治疗

EDH=的疗效进行了对比分析%发现 K2L22V的患者

=%(()评分大幅度降低%说明维生素 Z联合二甲双

胍%对EDH=患者的排卵率*子宫容受性均有大幅度

的优化作用%是治疗EDH=的高效药物$
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