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内容提要 目的：观察黄芪注射液（2345676893:;<=>4:";，2.）对小肠隐窝细胞株（./01(）增殖、分化、移行

及其对细胞内鸟氨酸脱羧酶（?@0）和多胺含量的影响，探讨其粘膜修复的作用机理。方法：./01(细胞接种

后-*A，加入2.。加药后+-A收获细胞，分别检测?@0BC!2水平、?@0蛋白、?@0活性及细胞内腐胺含

量；-*A观察细胞增殖和细胞分化；细胞接种后&-A损伤细胞，并加入2.，加药后-*A、*DA及&-A观察细胞移

行。结果：2.能明显抑制./01(细胞增殖，促进细胞分化，对细胞移行无明显影响。2.(-,)!-)’"7／B8各

剂量组可明显增加?@0BC!2水平，与对照组比较差异有显著性（!#’,’)!’,’+）。2.各剂量组对?@0
蛋白均无明显影响。2.随着剂量增加，逐渐升高./01(细胞?@0活性和腐胺含量，具有剂量依赖关系。结

论：2.通过诱导./01(细胞?@0活性和多胺的生物合成促进细胞分化，而对细胞移行无明显作用。

关键词 ./01(细胞株 增殖 分化 移行 黄芪注射液
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黄芪是常用的益气健脾中药之一。国内对其药理

作用的研究较为深入，资料较多，涉及免疫、胃肠运动

等方面（+!$）。但有关其对胃肠粘膜的影响，未见文献

报道。经动物实验表明黄芪注射液（2345676893:;<=>1
4:";，2.）对消炎痛引起的胃肠粘膜损伤具有预防保护

作用（另文报道）。为探讨其粘膜修复的细胞分子生物

学机理，进一步观察了2.对正常大鼠小肠隐窝细胞

株（./01(）增殖、分化、移行及其对细胞内鸟氨酸脱羧

酶（?@0）和多胺含量的影响。
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材料和方法

! 材料 "#：每支含生药$%&／!%’(，成都地奥九

泓制 药 厂，批 号%%%)%*+。#,-./细 胞 株：购 自 美 国

"0--公司，批号-12.!)3$。细胞培养液45,5、超

滤胎牛血清（6789）、4:(;<==>?@磷酸缓冲液（4.A89）、

胰岛素、庆大霉素、总1B"提取试剂盒（1B"01#C>(
1<D&<EF）、10.A-1试剂盒、辣根过氧化酶标记的羊抗

小鼠#&G均为G#8-H公司产品。,2#9"试剂盒为

IA2产品。抗H4-单克隆抗体购自美国2D;JK@K>E
公司。2.〔!.!*-〕鸟氨酸（比活性)$L!%’-K／’’>(）购

自B,B公司。上、下游引物由上海生物工程公司设

计合成。培养瓶、培养板购自美国->MEKE&公司，酶联

免疫检测仪为日本三洋产品，A-1仪为美国A,公司

产 品。 噻 唑 蓝〔+.（*，).4K’<FNO(FNKDC>(.$.O(）.$，).
6KPN<EOF<FMDC>(K:’ ;M>’K6<，500〕，二 甲 基 酰 胺

（457），十二烷基硫酸钠（949），五肽胃泌素，腐胺为

美国9K&’D公司产品。

$ 溶液配制 完全培养液（=45,5）：由3)Q
45,5，)Q6789，胰岛素!%!&／’(和庆大霉素)%!&／

’(组 成。500溶 液：500适 量，+RS水 浴 中 溶 于

%L%!’’>(／2，PTRL*的4.A89，浓度为)’&／’(，过滤

除菌，小量分装，置棕色瓶中，*S保存。457溶液：用

蒸馏水稀释成)%Q应用液。甲肷溶解缓冲液：949适

量，以)%Q457配成$%Q的溶液。"#溶液："#适量，

用4.A89稀 释 成%L/$)’&／’(、!L$)’&／’(、$L)’&／

’(、)’&／’(、!%’&／’(、$%’&／’(的 溶 液。胃 泌 素 溶

液：五肽胃泌素用$"+滴+%Q氢氧化铵溶解，调PT
为RL)，实验前用培养介质稀释到所需浓度。

+ 方法

+L! 细胞培养 #,-./细胞到货后立即复苏。

将细胞冻存管在+RS水浴中轻轻摇动，细胞解冻后，

迅速从水浴拿出，R%Q酒精消毒，将细胞转入含=4.
5,5且预先孵育了!)’KE的$)=’$ 的组织培养瓶

中，在3%Q空气U!%Q-H$的潮湿环境中，+RS条件

下培养。)天传代!次，每周换液+次。传代)次后

的细胞用于实验。

+L$ "#对#,-./细胞增殖的影响 对数生长期

细胞以每孔!V!%*／$%%!(的密度接种于3/孔微量培

养板，孵育$*N，加入不同剂量的"#!%!(，使其终浓度

分别 为/$L)!&／’(、!$)!&／’(、$)%!&／’(、)%%!&／’(、

!%%%!&／’(，空白组加等量4.A89，阳性对照组加胃泌

素，终浓度为$)%E&／’(。每组设+个复孔。$*N后每

孔加入500溶液!%!(，继续孵育*N，每孔吸去上清

!$%!(，加入$%Q949溶液!$%!(，置微型混合器振荡

!)’KE，室温过夜，次日用酶标仪在)R%E’处测定每孔

H4值。

+L+ "#对#,-./细胞分化的影响 /孔培养板

每孔加!滴=45,5，放置盖玻片使其与培养板底部

粘贴牢固。对数生长期细胞每孔$V!%/／$%%%!(的密

度接种于/孔培养板，孵育$*N，加入不同剂量的"#
各!%%!(，使 其 终 浓 度 分 别 为!%%!&／’(、)%%!&／’(、

!%%%!&／’(，阳性对照组加胃泌素，终浓度为)%%E&／

’(，空白组加等量4.A89，每组设+个复孔。$*N后取

出盖玻片，!%Q福尔马林固定$%’KE，常规T,染色，

树胶封片，显微镜观察细胞分化的形态特征。

+L* "#对#,-./细胞移行的影响 对数生长期

细胞每孔$V!%/／$%%%!(的密度接种于/孔培养板，

R$N后，用!W’’长的单面刀片轻刮单细胞层，产生约

!W’’V（W"!%）’’的损伤区，立即更换培养液，并加

入不 同 剂 量 "#溶 液!%%!(，使 其 终 浓 度 分 别 为

/$L)!&／’(、!$)!&／’(、$)%!&／’(、)%%!&／’(、!%%%!&／

’(，阳性对照组加胃泌素，终浓度为$)%E&／’(，空白组

加等量4.A89，每组设+个复孔。加药后$*、*WN和

R$N倒置显微镜下放大!%%倍，检测移行到损伤部位

的细 胞 数。从 刮 出 细 胞 的 标 志 线 起，肉 眼 观 察 每

!’’$范围内细胞数量，观察相邻的/个部位。

+L) "#对#,-./细胞H4-’1B"水平、H4-
蛋白表达、H4-活性及腐胺含量影响 细胞以每孔$
V!%/／$%%%!(的密度接种于/孔培养板，孵育$*N，加

入不 同 剂 量 "#溶 液!%%!(，使 其 终 浓 度 分 别 为

/$L)!&／’(、!$)!&／’(、$)%!&／’(、)%%!&／’(、!%%%!&／

’(，阳性对照组加胃泌素，终浓度为$)%E&／’(，空白组

加等量4.A89，每组设*个复孔。治疗后!$N，收获细

胞，培养板放在冰上，用预冷的4.A89洗细胞+次，加

入不同溶液进行以下实验。

+L)L! H4-’1B"水平检测 用10.A-1方法

检测（*）。H4-=4B"扩增产物长度为+%%;P，用!LWQ
琼脂糖凝胶电泳，溴乙啶染色，紫外检测器显示4B"
条带，测定光密度值，表示H4-’1B"的相对含量。

+L)L$ H4-蛋白测定 用IA2公司,2#9"试

剂盒测定H4-蛋白。用!%%!(溶于碳酸盐缓冲液中

的蛋白溶液包被酶标板，+RS孵育+N，*S过夜。次日

倒掉包被液，用$%%!(洗涤液清洗酶标板+次，每次

$’KE。每孔加$%%!(封闭液，+RS孵育+%’KE后，同上

法洗涤酶标板。每孔中加入!%%!(稀释)%%倍的小鼠

抗H4-单克隆抗体，+RS孵育+%’KE，洗涤酶标板。

每孔加!%%!(稀释!%%%倍的辣根过氧化物酶标记的
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羊抗小鼠免疫球蛋白!"#抗体，$%&孵育$’()*，洗涤

酶标板。每孔加入+’’!,酶反应底物，盖上酶标板，轻

摇+-()*，可见孔中显示蓝色，每孔中加入-’!,终止液

使反应停止，在酶标仪.’-*(波长，测定每孔光密度

（/0）值。

$1-1$ /02活性测定 用放射技术检测34〔+4
+.2〕鸟氨酸（-51+(2)／((63）释放+.2/5的量（.）。

$1-1. 细胞内腐胺含量测定 用7832分析法

检测细胞内腐胺含量（.，-）。

. 统计学方法 用9899统计软件包进行独立!
检验。

结 果

+ :!对!;24<细胞增殖的影响 见表+。:!
<51-!"／(,、+5-!"／(,、5-’!"／(,、-’’!"／(,、+’’’!"／

(,等剂量组均明显抑制!;24<细胞增殖，与对照组和

胃泌素组比较差异有显著性（"!’1’-"’1’+）。:!
胃泌素可明显促进!;24<细胞增殖，与对照组比较差

异均有显著性（"!’1’+）。

表! :!对!;24<细胞增殖的影响 （=，"#>$）

组别 !;24<细胞增殖

对照 +’’
胃泌素 +’?1.->’1??##

:! <51-!"／(, @+1-%>+1$@##$

+5-!"／(, @-1%5>$1??#$

5-’!"／(, @<1+%>.1$?$

-’’!"／(, @51.?>51’+#$

+’’’!"／(, %?15<>’1.<##$

注：与对照组比较，#"!’1’-，##"!’1’+；与胃泌素组比较，$"
!’1’-；%A$

5 :!对!;24<细胞分化的影响 空白对照组大

部分为梭形细胞，排列不规则，无形成腺体的趋势（见

图+）。!;24<细胞在:!作用下，分化程度明显增高，

低倍镜下细胞呈现典型的上皮细胞形态，细胞排列呈

条索状，部分呈腺管状排列（见图5）。高倍镜下可观

察到隐约有细胞连接样结构，上皮细胞似有微绒毛形

成的趋势（见图$）。胃泌素不但诱导细胞分化，而且

促进细胞增殖，细胞为多角形，呈条索状排列，形成腺

图+ 空白对照组，大部分为梭形细胞，细胞排列不规则，无形成腺体的趋势。7;B+’’ 图5 :!组，细胞胞浆丰富，透亮，呈

多边形或楔形，为典型上皮细胞形态，细胞排列呈条索状，部分排列呈腺管状。7;B5’’ 图$ :!组，上皮细胞胞浆丰富而透亮，

排列呈索状，并有形成腺管趋势，细胞间隐约见细胞连接样结构，上皮细胞似有形成微绒毛趋势。7;B.’’ 图. 胃泌素组，上皮

细胞为多角形，胞浆丰富而透亮，呈条索状排列，形成腺管的趋势明显，可见有丝分裂相，细胞连接。7;B+’’
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管的趋势明显，可见有丝分裂相，细胞连接（见图!）。

" #$对$%&’(细胞移行的影响 见表)。结果

显示$%&’(细胞损伤后出现细胞移行，)!*细胞移行

数量最多，!+*和,)*移行数量减少。胃泌素明显促

进细胞移行，与对照组比较)!!,)*差异均有显著性

（!!-.-/）。#$对细胞移行无明显促进作用，与对照

组比较差异无显著性（!"-.-0），与胃泌素组比较，)!
!,)*差异均有显著性（!!-.-/）。

表! #$对$%&’(细胞移行作用的时间和

剂量反应 （细胞数量，#"1#）

组别
$%&’(细胞移行

)!* !+* ,)*
对照 !(.-1!.0$ /!.,1/.!$ /0."1/.!$

胃泌素 ,/.+1".0% )".+1/.-% )!.)1/.)%

#$ ().0"2／34 !/.01).!$ /".01-.0$ /(.-1-.5$

/)0"2／34 !-.+1/.5$ /".+1/.)$ /0.)1/.)$

)0-"2／34 !!.)1).+$ /!."1-.+$ /0.01-.+$

0--"2／34 !!.+1).+$ /,.-1!.0$ /".,1/.-$

/---"2／34 !,.)1).,$ /(.+1/.+$ /".,1-.0$

注：与对照组比较，%!!-.-/；与胃泌素组比较，$!!-.-0；$6"

! #$对$%&’(细胞78&39:#水平、78&蛋

白、78&活性及腐胺含量的影响 见表"。#$().0!
)0-"2／34各剂量组78&39:#水平均明显增加，与

对照组比较差异有显著性（!!-.-0或!!-.-/）；

0--"2／34剂量组对78&39:#无明显影响；/---"2／

34剂量组78&39:#水平降低（!!-.-/）。胃泌素

78&39:#水平也明显增加，与对照组比较差异有显

著性（!!-.-/）。#$)0-!/---"2／34与胃泌素比较，

差异有 显 著 性（!!-.-0!-.-/），而().0"2／34和

/)0"2／34剂量组与胃泌素之间差异无显著性。#$各

剂量组对78&蛋白均无明显影响，与对照组比较差异

无显著性。胃泌素明显增加78&蛋白，与对照组比较

差异有显著性（!!-.-/）。#$各剂量组与胃泌素比

较，差异有显著性（!!-.-/）。随着#$剂量增加，

78&活性逐渐升高，具有剂量依赖关系，其中)0-"2／

34和0--"2／34两组与对照组比较差异有显著性（!
!-.-0!-.-/）。胃泌素也明显增加78&活性，与对

照组比较差异有显著性（!!-.-0）。#$().0"2／34与

胃泌素组比较，差异有显著性（!!-.-0），其他剂量组

差异无显著性。#$明显增加$%&’(细胞腐胺含量，与

对照组比较差异有显著性（!!-.-0!-.-/），具有一

定的剂量依赖关系。胃泌素也明显增加$%&’(细胞腐

胺含量，与对照组比较差异有显著性（!!-.-/）。#$
与胃泌素比较差异亦有显著性（!!-.-/）。图0为

78&39:#9;’<&9产物的琼脂糖凝胶电泳条带。

/!+依 次 为 8:#标 准 品，#$().0"2／34，#$/)0"2／34，#$

)0-"2／34，#$0--"2／34，#$/---"2／34，胃泌素和空白对照

图0 $%&’(细胞78&39:#9;’<&9产物的琼脂糖凝

胶电泳条带

讨 论

$%&’(是=>?@ABC等（(）从正常大鼠小肠隐窝细胞

分离出来并经体外培养传代而建立的细胞株，它保持

了小肠上皮干细胞未分化的特性，在组织学和免疫学

方面与增殖隐窝细胞无明显差别，而且在合适条件下，

能分化为成熟的肠上皮细胞。该细胞自建株以来被国

外学者广泛运用于小肠粘膜修复的细胞、分子和基因

机理的研究（,!5）。

肠粘膜损伤后的修复，主要依靠位于肠腺隐窝部

位的隐窝细胞不断增殖、分化和上皮细胞的移行，形成

新的上皮细胞（/-，//）。大量研究表明多胺对正常粘膜生

长和损伤后粘膜修复具有重要作用，细胞内多胺水平

由78&调节，78&是多胺生物合成的第一个关键酶。

本研究结果显示，#$具有诱导$%&’(细胞分化的

表" #$对$%&’(细胞78&39:#、78&蛋白、78&活性及腐胺含量的影响 （#"1#）

组别
78&39:#
（78值）

78&蛋白

（78值）

78&活性

（D3A4／32D@A）

腐胺含量

（B3A4／32D@A）

对照 50.)+1/.0( -.,!1-.-) -.)!1- -.!(1-.-)
胃泌素 //-.!!1".)"%% -.5!1-.-)%% -.!/1-.-"% ).!!1-.-0%%

#$ ().0"2／34 /-5./,1/.+,%% -.,-1-.-/$$ -.)51-.-)$ -.(,1-.-)%$$

/)0"2／34 /-+.-+1)./+%% -.,-1-.-/$$ -."/1-.-" /.//1-.-)%$$

)0-"2／34 /-/.(/1/.(/%$ -.,/1-.-/$$ -."(1-.-/%% /.//1-.-"%%$$

0--"2／34 50.!/1"./0$$ -.,"1-.-)$$ -."+1-.-)% /.,/1-.-,%$$

/---"2／34 ++.001).-+%%$$ -.,(1-.-/$$ -."+1-.-! /.,!1-.-(%%$$

注：与对照组比较，%!!-.-0，%%!!-.-/；与胃泌素组比较，$!!-.-0，$$!!-.-/；$6"

·)!!· 中国中西医结合杂志)--)年(月第))卷第(期

万方数据



药理作用，同时能明显增加!"#$%&’水平，!"#活

性和多胺含量，提示它可能通过激活!"#，促进多胺

的生物合成，在粘膜损伤的早期通过诱导细胞分化，发

挥其粘膜修复作用。’(对细胞增殖无促进作用，其原

因可能与干细胞在药理作用下较快分化成为较成熟的

上皮细胞有关。胃泌素对()#*+细胞同时具有促进增

殖、分化、移行，增加!"#基因和蛋白表达、!"#活性

和多胺合成的作用，结果与国外文献相似。’(与胃泌

素的差异，在于胃泌素不但诱导细胞分化，而且促进细

胞增殖和移行，其解释可能是胃泌素在粘膜损伤修复

的整个过程参与了调控机制，也可能与其剂量有关。

中医学认为“脾主运化”、“四季脾旺不受邪”，即

“脾”的生理与胃肠运动、消化、吸收及粘膜屏障等功能

相关，因此黄芪益气健脾的作用可能与其维护粘膜完

整及其屏障功能、调节胃肠局部免疫有关。临床研究

证明（,-）黄芪等益气健脾类药对胃肠疾病具有治疗作

用。药理学研究也表明黄芪具有明显的提高机体免疫

和促进胃肠运动的作用（,!.），但其在防治粘膜损伤中

的作用，目前了解尚不多。本结果表明，’(能通过诱

导()#*+细胞!"#活性和多胺合成促进细胞分化，从

细胞分子药理水平阐明了黄芪益气健脾，修复粘膜的

作用机理。’(是否通过诱导细胞因子产生发挥粘膜

修复作用，需进一步研究。
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幸林中西医临床辅助软件

〔简介〕 本软件是运用神经网络技术的大型计算机智能化诊疗软件，已经通过中国中医诊断专业委员会组织的专家鉴定。

软件以临床为中心、以诊断为重点、以中西医结合为方向，辅助医生把握诊疗过程中的结构性互动关系，作出迅速准确的处理。随

盘附送教学软件，深入浅出，一学便会。

〔特征〕 全科病域（,601种疾病），介入式自动辨证推理，简单鼠标操作，无缝式病历管理，中英文跟随对译提示，全面协助诊疗

过程每一环节，直至财务记账统计。

〔对象〕 医生。单机版适用于医院独立科室、社区医院、乡镇医院、诊所、药店、学校等。

〔销售〕 年费制，现五折优惠价71O元／年。可随时升级，升级免费，但需刻盘费和邮寄费共1O元／次。正版软件,OO元即寄，

可试用,个月。

〔服务〕 跟踪医学最新发展，软件随时更新，随时升级。可按用户特殊要求制作特定的诊疗内容。开办中医智能化培训班。

〔总经销〕 深圳市泰然工贸园-,O栋.N 洛泰克实业有限公司 邮编：7,1O6O；深圳市百花一路国城花园,_+N 幸林软件

（深圳）工作站 邮编：7,1O-1；电话：O377—.30-.3,，-3O3,00；)*$:BA：9=:AB;<E@CD"-,F;/F@$
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