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云母对大鼠非甾体抗炎药相关小肠损伤的保护及对

肿瘤坏死因子．Ot、核因子．KB的影响
孟立娜 方 莉 吕 宾 吴炜烽

摘要 目的观察云母对大鼠非甾体抗炎药(non—steroidal anti-inflammatory drugs，NSAIDs)相关小肠损

伤的保护作用及其对炎症因子肿瘤坏死因子-a(TNF—Ot)、核因子．KB(NF—KB)表达的影响，探讨其肠黏膜保

护的可能机制。方法 用小剂量双氯芬酸灌胃制备大鼠NSAIDs相关小肠损伤模型，按随机数字表法将24只

雄性SD大鼠随机分成3组：空白组、模型组、云母干预组，每组8只。空白组以l mL／(100 g·d)生理盐水灌

胃，模型组以7．8 mg／(kg·d)双氯芬酸灌胃，云母组于造模前1 d给予云母120 mg／(kg·d)灌胃，造模当

天起。云母干预组每天120 rag／(kg·d)灌胃l h后，再以7．8 mg／(kg·d)双氯芬酸灌胃，连续5 d后处死

所有大鼠。观察大鼠小肠黏膜大体及组织学损伤并作评分，放免法测定血清TNF-(It变化，免疫组化法检测

肠上皮NF．KB表达。结果 小剂量双氯芬酸可致大鼠肠黏膜损伤，出现腹水，腹膜粘连，小肠黏膜红斑糜

烂、多发溃疡、肠腔狭窄，并可见穿孔等；云母干预组大鼠肠黏膜损伤明显减轻，腹腔炎症明显改善，多以小

肠黏膜局部充血水肿、糜烂为主。模型组大鼠小肠损伤大体评分(4．38±1．41)及组织学评分(4．00±1．85)

均较空白组(0．00±0．00；0．00 4-0．00)显著升高(均P<0．01)；云母组小肠损伤大体评分(1．25±1．58)及

组织学评分(1．75±0．71)均较模型组明显降低(P<0．05)。模型组血清TNF—Ot水平及肠黏膜NF—KB表达

明显高于空白组(22．20．4-5．42 VS 6．19±2．76、5．75 4-0．46口s 1．38±1．19，P<0．01，P<0．05)；云母干预组

大鼠的血清TNF．n水平(9．6l±4．02)及肠黏膜NF—KB表达(0．13士0．35)较模型组显著下降(P<0．01)。

结论 云母可有效减轻大鼠NSAID相关小肠损伤，可抑制小肠黏膜NF—KB活性，下调炎症因子TNF·Of．表

达。对NSAIDs所致小肠损伤具有防治作用。
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Effect of Muscovite on Non-steroidal Anti-Inflammatory Drug Associated IntestinaI Injury and Its Influences

on Tumor Necrosis Factor—a and Nuolear Factor-KB In Rats MENG Li—na，FANG Li，LU Bin。et al Department

of Gastroenterology．，irs￡Affiliated Hospital，Zhejiang Chinese Medical University，Hangzhou(310006)

ABSTRACT Objective To examine the efficacy of muscovite on non-steroidal anti·inflammatory drug

(NSAID)associated intestinal injury in rats，and its influences on the expressions of inflammatory factors，tumor

necrosis factor-oc(TNF·a)and nuclear factor-KB(NF—KB)，for researching its possible mechanism of intestinal

mucosaI protection．Methods NSAID associated intestinal injury in rat was induced by intra—gastric infusion of di—

clofenac．Twenty-four male Sprague·Dawley rats were randomly and equally assigned to three groups：normal

control group，model control group and Muscovite group，8 in each group．The normal control group received

physiological saline 1 mL／1 OOg and the other two groups received diclofenac 7．8 mg／kg respectively every day

for 5 days：while to the Muscovite group，Muscovite 1 20 mg／kg was gastric infused once on the day before mod—

eling。followed with 1 20 mg／kg per day。given an hour before diclofenac infusion in the modeling days．All rats

were killed on the 6th day，their gross changes and histological injury of intestinal mucosa were observed and

scored．serum level of TNF—a was assayed in radioimmunoassay and NF-KB activity was determined by immuno—

histochemistry．Results The small dosage diclofenac administration can cause intestinal damage。revealing obvi—

ously erythema，erosion，multiple ulcer，intestinal stricture，even perforation，etc．Intestinal injury in the Musco—

vite group was obviously milder than that in the model control group，only showed changes of local congestion，e-
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dema and erosion．The scores of gross and histological intestinal features in the model control group were 4．38

±1．41 and 4．00土1．85，while in the Muscovite group were 1．25±1．58 and 1．75±0．71。respectively，all high-

er than those in the normal control group(0．00±0．00 and 0．00±0．00，P<0．01 and P<0．05)，respectively。

but the elevation in the model contml group were more significant(尸<0．05)．Similar results were shown in com-

parisons of TNF-a and NF·KB Ievels between groups．the values were 6．1 9±2．76 and 1．38±1．1 9 in normaI

controI；22．20±5．42 and 5．75±0．46 in modeI controI；9．61±4．02 and 0．13±0．35 jn the Muscovite group．

respectively(all P<0．01)．Conclusion Muscovite could effectively reduce the NSAID associated intestinaI mu-

cosa|injury by inhibiting the activity of NF·KB in intestinal mucosa．and down-regulating the expression of TNF-a

in blood plasma．SO muscovite iS proved to have protective function for intestine．

KEYWORDS non—steroidal anti—inflammatory drugs；Muscovite；mucosa protection；tumor necrosis factor—

a：nuclear factor-KB

非甾体抗炎药(non—steroidal anti．inflammatory

drugs，NSAIDs)具有解热、镇痛、消炎、抗风湿、抗血小

板聚集等作用。NSAIDs临床应用相当广泛，现已成

为全球使用最多的药物之一⋯。然而NSAIDs所致的

胃肠不良事件仍长期困扰I临床医生及NSAIDs服用

者。NSAIDs相关胃肠并发症多无腹痛等临床症状，

常以出血、穿孔等并发症为首发表现¨’，目前国内外

尚缺乏防治这些不良事件的理想药物。记载有报道称

云母治疗“脾虚泄泻”患者有良好疗效，云母有黏膜保

护作用，可用于治疗胃溃疡和结肠炎¨。’。本研究利

用小剂量双氯芬酸灌胃制备大鼠NSAIDs相关小肠损

伤模型，予中药云母进行干预，研究云母对大鼠

NSAIDs相关小肠损伤的保护作用，观察大鼠炎症因

子血清TNF—a、肠上皮NF—xB表达变化，为临床应用

云母防治NSAIDs相关小肠损伤提供实验依据。

材料与方法

l 动物SPF级健康雄性SD大鼠，8—9周龄，

220—260 g(浙江中医药大学动物实验中心提供)。

2药品及试剂 双氯芬酸缓释片(北京诺华制

药有限公司，批号：X0222)；云母粉(浙产绢云母组

成，江苏江阴中药厂制剂，3 g／袋，浙江省中医院中

药房提供。)。TNF-d放射免疫分析药盒购自北京北方

生物技术研究所；NF—KBP65旺单位一抗、DAB显色剂

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，免疫组化En—

vision系统试剂盒购自Dako公司。

3 动物分组及造模方法 按随机数字表将24只

SD雄性大鼠随机分为空白组、模型组、云母干预组，

每组8只。造模药物双氯芬酸按照人类常规口服剂量

折算成大鼠剂鼍为7．8 mg／(kg·d)，双氯芬酸、云母

分别溶于生理盐水，配置成0．78 ms／mL双氯酚酸溶

液和12 ms／mL云母溶液。空白组以1 mL／(100 g·d)

生理盐水灌胃，模型组以7．8 ms／(kg·d)双氯芬酸

液灌胃，云母干预组云母给药剂量参考王良静等¨1研

究，于造模前1 d给予云母120 mg／(kg·d)灌胃，连

用5 d，造模当天起，每天120 mg／(kg·d)云母灌胃l

h后，再以7．8 mS／(kg·d)双氯芬酸灌胃。5天后处

死大鼠，造模期间大鼠正常饮食饮水。

4 标本制备 末次给药24 h后，以3％戊巴比

妥钠0．15 mL／100 g腹腔注射麻醉处死大鼠，打开腹

腔，取下腔静脉血5 mL，静置20 rain后，

3 000 r／10min，取血清一20℃保存，待测TNF．0【。观

察大鼠腹腔，分离全段肠系膜，剖开全部小肠，进行

大体观察；距回盲部40 cm近侧端取空肠l ca，用冰

生理盐水冲洗干净后，置4％甲醛液中固定，常规石

蜡包埋，德国LEICA RM2235石蜡切片机切片，厚度

4斗m，进行HE染色，组织学评分以及免疫组化法检

测NF．KB。

5 检测指标

5．1 小肠黏膜大体评分肠黏膜损伤大体形态

评分按下列标准¨’。0分：无损伤；1分：局部充血、水

肿但未出现溃疡；2分：有溃疡，但没有明显炎症；3

分：有溃疡，仅有一处出现炎症；4分：有多处溃疡和

炎症，溃疡大小<l cm；5分：有多处溃疡和炎症：至少

有一处溃疡大小>l cm。

5．2 小肠黏膜组织学评分4％甲醛液固定空肠

标本，常规脱水石蜡包埋切片、HE染色，光镜下按

Chiu CT‘¨法分级：0分：肠黏膜绒毛正常；1分：绒毛顶

端E皮下出现囊状间隙，并伴有毛细血管充血；2分：

上皮下间隙扩大，中度固有层水肿，中央乳糜管扩

张；3分：固有层明显水肿，肠黏膜上皮层细胞变性、

坏死，少数绒毛顶端脱落；4分：上皮细胞层变性、坏

死、脱落，部分绒毛脱落；固有层裸露，毛细血管扩

张、充血；5分：绒毛脱落，固有层崩解，出血或溃疡形
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成。光镜下每样本随机计数20个视野，每个视野按

标准进行单独评分，20个视野的平均数为最后病理

评分。

5．3放射免疫法检测血清TNF—d含量 由本院

放免中心检测，按照北京北方生物技术研究所提供的

放免分析药盒说明书进行。

5．4免疫组化法检测小肠黏膜NF—KB表达 采

用免疫组化Envision二步法进行(按试剂盒说明书)。

主要步骤：石蜡切片常规脱蜡至水，EDTA／枸橼酸钠

溶液浸泡，微波炉处理进行抗原修复，30 mL／L H：O：

封闭内源性过氧化物酶15 min，滴加一抗(4℃过夜，

37℃复温30 min)，滴加Envision二抗(37℃

45 min)，DAB溶液显色3～4 min，苏木素复染8

min，盐酸酒精分化40 s，脱水透明及中性树胶封固。

一抗、二抗均按l：100稀释，PBS取代一抗作为空白

对照。NF—KB阳性表达以胞核或胞核胞浆呈棕色颗粒

状染色为标准，着色明显高于背景或背景不着色而细

胞着色者为阳性细胞。参照Mattern J等¨1的方法进

行NF—KB阳性表达判定。每张切片按阳性细胞染色

强度和阳性细胞百分数多少分级。阳性染色深度：未

见染色为0分，轻度染色为1分(染成浅黄色)，中度

染色为2分(染成棕黄色)，深度染色为3分(染成棕

褐色)，≥1分为表达阳性；阳性细胞数记分：O％一

l％为0分，2％一25％为1分，26％一50％为2分，

5l％一75％为3分，76％一100％为4分。阳性染色深

度与阳性细胞百分数之和分4级：0一1分阴性(一)，

2—3分弱阳性(+)，4—5分中度阳性(++)，6～7分

强阳性(+-1-4-)。

6统计学方法实验结果均采用露±s表示，运

用SPSS 10．0统计软件分析。方差齐两组间比较采用

t检验，方差不齐两组间比较采用近似t检验，等级资

料两组间比较采用秩和检验，P<0．05为差异有统计

学意义。

结 果

1一般情况造模5天后，空白组及云母组大

鼠全部存活，造模第1天大鼠食欲良好，大便成形，

体重增长速度快；云母组部分大鼠较造模第1天活动

稍迟钝，部分大鼠解稀便，无黑便。造模第3天开始

模型组大鼠摄食减少，懒动拱背，毛发枯黄，缺乏光

泽，大便减少，部分大鼠消瘦，腹壁毛发湿透；造模第

4天模型组大鼠死亡2只，死于肠道出血、穿孑L，尸检

分别为：打开腹腔可见少量腹水，小肠肠管扩张明显，

见溃疡穿孔；腹腔内中等量腹水，小肠肠壁充血水肿，

部分肠管出血。造模第5天模型组3只大鼠濒临死

亡，即予抽血、解剖，留取标本。

2各组小肠黏膜大体评分比较(图1) 空白组

大鼠未出现肉眼可见损伤；模型组大鼠腹水较多，小

肠黏膜充血发红，局部增厚及多发溃疡形成，部分肠

管发生穿孔，坏死黑变；云母干预组打开腹腔见少到

中等量腹水，该组大鼠多表现为黏膜局部充血水肿，

可见肠壁散发小溃疡，最大纵径<1 cm，仅1只大鼠

发生肠粘连，肠管扩张，未见穿孔，死亡大鼠按照最

大分值统计。模型组大体损伤评分(4．38±1．41)明

显高于空白组(0．00±0．00)，差异有统计学意义

(P<0．01)；云母干预组(1．25±1．58)则较模型组显

著降低，差异有统计学意义(P<0．05)。

3各组小肠黏膜组织学评分比较(图2) 模型

组小肠黏膜组织形态异常，绒毛中心分离坏死、脱落，

固有层崩解，出血伴溃疡形成，黏膜下大量中性粒细

胞浸润(死亡大鼠按Chiu氏分级最高级统计)，其组

织学评分(4．00±1．85)明显高于空白组(0．00±0．00，

注：A为宅白组。小肠黏膜尤明显肉眼损伤；B为模型组，小肠黏膜允血发红，局部

增厚及多发溃疡形成；C为云母干预组．小肠黏膜有局部充血水肿

图1各组大鼠小肠损伤大体观
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注：A为空白组，小肠黏膜组织形态正常，绒毛完整；B为模型组，小肠绒毛中心坏死脱落，

固有层崩解，出血伴溃疡形成，间质有充血、水肿；C为云母干预组，小肠绒毛结构基本完整，黏

膜下可见轻中度炎性改变及肉芽组织形成

图2各组大鼠小肠黏膜组织学表现(HE。x200)

注：A为空白组；B为模型组；C为云母干预组

图3各组大鼠小肠黏膜NF—KB表达(SP。x100)

P<0．01)；云母干预组小肠黏膜表现为轻度炎性改

变，可见部分再生上皮，绒毛基底部极少见分离，其

组织学评分(1．75±0．71)明显低于模型组(P<

0．05)。

4 血清TNF—a水平变化 模型组大鼠血清

TNF-d(22．20土5．42)表达较空白组(6．19±2．76)明

显升高，差异有统计学意义(P<0．01)；云母干预组

血清TNF—d(9．61±4．02)较模型组显著下降，差异有

统计学意义(P<0．01)。

5小肠黏膜NF-KB表达(图3，表1)肠黏膜NF-

KB阳性细胞为胞核或胞核胞浆棕褐色着色。模型组

(5．75±0．46)与空白组(1．38 4-1．19)比较，NF—KB阳

性表达明显升高，差异有统计学意义(P<0．05)，云母

干预组NF．KB阳性表达(0．13±0．35)较模型组明显下

降，差异有统计学意义(P<0．05)。

表1 各组大鼠小肠黏膜NF．KB表达

组别 。—————』坚兰坠墨垄————一阳性率(％)组别 n—————————=二———一阳性率(％)一 + ++ +++

空白8 2 5 1 0 75

模型8 0 0 6 2 100’

云母干预8 5 2 l 0 37．5△

注：与空白组比较，‘P<O．05；与模型组比较，△P<0．05

讨 论

NSAIDs用于抗炎、解热、镇痛已有100多年历史，

NSAIDs药物相关的胃肠损伤，轻者表现为黏膜充血、

水肿、糜烂及一过性浅表溃疡，重者可造成多发溃疡

合并消化道出血、穿孔甚至危及生命∽3。本实验大鼠

经7．8 mg／(kg·d)双氯芬酸灌胃后，短期内出现不

同程度肠道损伤，模型组大鼠小肠黏膜充血，肠壁见

多发圆形或类圆形溃疡，沿肠管纵轴分布；部分肠道

粘连，伴局部肠管扩张或肠腔狭窄，其中模型组死亡

2只，濒死3只，均因肠道出血穿孔，腹腔感染所致，

实验证实小剂量双氯芬酸口服短期内即可引起大鼠小

肠损伤。

近年来临床开始重视NSAIDs相关小肠损伤，但

国内外尚缺乏有效的防治药物。中药云母，属硅酸盐

类矿物药，首载于《神农本草经》，性“甘、温”，归入

脾、肺、膀胱经，具有“主身皮死肌，中风寒热，除邪

气，安五脏，益子精，明目“和”下气坚肌，续绝补中，

疗五劳七伤“之功效。云母为层状硅酸盐类晶体结构

矿物，其主要成分为二氧化硅(SiO：)和氧化铝

(Al：O，)，具有吸附性、膨胀性、可塑性和离子交换性

等特殊的物理性质，故可吸附于黏膜表面，加强黏膜

万方数据



屏障功能。钱云等¨叫采用大鼠慢性胃炎模型，观察

云母的黏膜保护作用，证实云母可吸附于胃黏膜表

面，促进黏液分泌、PGE，合成，减少炎细胞浸润，逆

转肠上皮化生，从而促进组织修复再生和维持胃黏膜

完整性。我们对模型大鼠予云母干预，发现云母干预

组大鼠小肠黏膜大体及组织学损伤评分均较模型组显

著降低，提示云母对NSAIDs相关小肠损伤具有较好

的黏膜保护作用，可有效减轻大鼠小肠损伤，这一结

果为临床防治NSAIDs相关小肠损伤提供了实验依

据。

细胞因子及炎症介质在肠道损伤中的作用受到广

泛关注。NF—KB作为多种信号转导途径的枢纽，其激

活可以调节多种炎性因子和免疫基因的表达⋯’，NF—

KB活化可促发下游炎症因子TNF．a、IL-6等进一步释

放，从而产生一系列炎症反应，造成组织损伤。本实

验显示，在空白组中部分大鼠NF．xB有弱表达，而模

型组小肠上皮NF．KB活性显著增加，血清TNF一仅表

达明显升高；经云母干预后，大鼠肠黏膜NF—KB活性

较模型组显著降低，血清TNF—Q水平亦较模型组明显

降低，提示云母除可吸附于黏膜表面，减少炎细胞浸

润、加强黏膜屏障等作用外，还具有抑制炎症因子激

活作用，可抑制肠上皮NF．KB活化，减少TNF—ot表

达，从而下调NF—xB介导的一系列炎症反应，减少炎

症瀑布效应的发生，减轻肠道损伤，这可能是云母保

护NSAIDs相关小肠损伤的机制之一。

云母干预组肠黏膜NF-KB活性甚至低于空白组，

推测可能与云母的黏膜吸附功能有关。云母具有天然

层状结构，有较好的吸附作用，可吸附于黏膜表面，

推测其除可加强黏膜屏障功能外，对炎症因子亦有吸

附作用。
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