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白术甲醇提取物对小肠上皮细胞增殖+迁移

及磷脂酶
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$陈蔚文#

摘要$目的$观察白术甲醇提取物"以下简称白术提取物#对小肠上皮细胞"

)9'

#

$

#增殖$迁移及磷脂

酶
'

#

!#

"

GH'

#

!#

#表达的影响!旨在探讨益气健脾中药白术促进胃肠黏膜损伤修复的作用机制% 方法$细

胞分为空白组!精脒"

5 ":1.FH

#组!白术提取物"

5"

$

#""

$

!"" :?FH

#组&负荷实验设
#

"二氟甲基鸟氨酸

'"

#

#

B<I.-1=1:8JK/.1=C<JK<C8

!

DL,E

#多胺合成抑制剂(组!精脒
M DL,E

组!白术提取物 "

5"

$

#""

$

!"" :?FH

#

MDL,E

组% 细胞贴壁培养
!6 K

!给予受试药培养相应时间后!采用实时细胞分析仪"

N8;.

#

J<:8 '8.. OC;./@8=

!

N*'O

#观察白术提取物对
)9'

#

$

细胞增殖的影响&划痕法检测白术提取物对
)9'

#

$

细

胞迁移数目的影响&采用荧光定量
G'N

法和
+8PJ8=C Q.1J

法检测
GH'

#

!# :N3O

及其蛋白表达% 结果

与空白组比较!白术提取物对细胞增殖无明显影响"

G R"

!

"5

#!精脒和白术提取物"

#""

$

!"" :?FH

#对细胞

迁移均有促进作用"

G S"

!

"#

#!并能增加细胞迁移过程
GH'

#

!# :N3O

和蛋白表达"

G S"

!

"#

#% 与
DL,E

组比较!精脒$白术提取物"

#""

$

!"" :?FH

#能逆转
DL,E

所致的细胞迁移抑制及
GH'

#

!# :N3O

及其蛋

白表达的抑制作用"均
G S"

!

"#

#% 结论$白术提取物可通过促进多胺介导的上皮细胞迁移发挥修复胃肠

黏膜损伤作用!细胞增殖不是其主要药效作用%

关键词$白术甲醇提取物&小肠上皮细胞&细胞增殖&细胞迁移&磷脂酶
'
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$$人体胃肠黏膜是机体的一道重要屏障!它可以阻

止许多毒性物质和体内外抗原物质进入胃肠管腔, 胃

肠黏膜可在药物+酒精+外力和应激等因素刺激下引起

损伤!胃肠黏膜损伤后的修复过程包括黏膜上皮细胞

迁移+增殖和分化等环节, 早期的黏膜损伤修复主要

依赖上皮细胞迁移!其中多胺是上皮细胞迁移所必需

的物质)

#

*

, 多胺$包括腐胺+精脒和精胺%普遍存在于

真核生物!它可调控细胞迁移等许多生理过程&

#

"二

氟甲基鸟氨酸 $

#

#

B<I.-1=1:8JK/.1=C<JK<C8

!

DL,E

%

可抑制多胺合成的第一个限速酶-鸟氨酸脱羧酶的活

性!从而抑制细胞内多胺合成)

#

!

!

*

,

小肠上皮细胞$

)9'

#

$

%来源于大鼠小肠隐窝!保

持了肠上皮干细胞的特性!现普遍用作胃肠黏膜损伤

的体外实验模型)

&

*

, 在
)9'

#

$

细胞的研究发现!细胞

质游离钙离子$)

';

! M

*

A/J

%是刺激细胞迁移的关键因

素&磷脂酶
'

#

!#

$

GH'

#

!#

%可催化三磷酸肌醇$

)G

&

%形

成!

)G

&

通过调控内质网
';

! M储存和
';

! M内流而调

控)

';

! M

*

A/J

&多胺则通过调节
GH'

#

!#

表达而调控

)

';

! M

*

A/J

和上皮细胞迁移)

!

!

&

*

,

胃肠黏膜损伤是中医学脾气虚证的临床表现之

一!研究发现益气健脾中药有胃肠黏膜损伤修复作

用)

6

!

5

*

, 本课题组前期研究表明!益气健脾中药黄芪+

白术+党参和甘草的不同提取部位有促进
)9'

#

$

细胞

迁移的作用!药理机制与其作用于多胺调控信号通路

有关)

5

"

#!

*

, 白术是益气健脾代表方剂如四君子汤+

补中益气汤+参苓白术散等的组成药物之一!其有健

脾益气+燥湿利水+止汗+安胎等功效, 本实验选择

白术甲醇提取物$简称白术提取物!主要含白术内

酯+挥发油等成分%作为受试药!观察其对
)9'

#

$

细

胞增殖和细胞迁移的影响!并观察其对细胞迁移过

程
GH'

#

!# :N3O

和蛋白表达的影响!以探讨其修

复胃肠黏膜损伤的药理作用机制,

材料与方法

#

$细胞株$大鼠小肠隐窝$

)9'

#

$

%细胞株$

#&

代 %! 购 自
O:8=<A;C */U8 '-.J-=8 '1..8AJ<1C

$

O*''

%!批号#

5456#"#7

, 选择生长速度稳定+形态结

构均匀饱满的
!!

%

!4

代细胞用于正式实验,

!

$药物$白术药材来源于菊科植物白术$

OJ

#

=;AJ/.1B8P :;A=1A8UK;.;8 NK<@1:;

%的根茎$由广

州中医药大学中药鉴定教研室童家
!

老师鉴定%!本

实验所用白术药材为麸炒白术!购自广州同康药业有

限公司$批号#

#!"&"&

%, 药材的提取方法如下)

4

*

#精

确称量
!"" ?

白术药材饮片!粉碎后加入
4"" :H

7"c

甲醇
&5

&超声提取
&" :<C

$

#"" +

!

6" aX@

%!

重复提取
&

次后用
!""

目纱布过滤所有药液!并采用

"

!

!! ":

有机滤膜抽滤!收集滤液得白术甲醇提取

液, 用旋转蒸发仪将上述所得白术甲醇提取液浓缩至

约
!"" :H

!真空干燥箱
6"

&干燥后得
!#?

白术甲醇

提取物$总得率
#"

!

5c

!以下简称白术提取物%, 实验

前以
G^V

配成所需浓度并 "

!"

&保存!实验剂量以

白术提取物重量表示,

&

$主要试剂及仪器$

UX %

!

& AD,9,

$

)C]<J=1

#

?8C

公司!批号#

4##!#5$

%&

G^V

$

)C]<J=1?8C

公司!批

号#

4##!"#&

%&胎牛血清$

I;J;. Q1]<C8 P8=-:

!

L^V

%

)C]<J=1?8C

公司!批号#

#"!%4"5

&

G8C VJ=8U

$

)C]<J=1

#

?8C

公司!批号#

###$!$5

%&

*=/UH9

*,

9TU=8PP

$

)C

#

]<J=1?8C

公司!批号#

#"654&&

%&精脒$

V<?:;

公司!

批号#

^'^X%$750

%&

DL,E

$

V<?:;

公司!批号#

"&7b6%#!0

%&表皮生长因子 $

8U<B8=:;. ?=1\JK

I;AJ1=

!

9WL

%!

G8U=*8AK

公 司 产 品! 批 号#

&#!7'Y#"

&荧光定量
G'N

反应试剂盒
VY^N

G=8:<T 9T *;`

*,

$

$

*ObONO

公 司! 批 号#

Ob!7"#

%&

N3O

提取试剂盒
N3O<P1 G.-P =8;?8CJ

$

*ObONO

公司!批号#

O%$"&

"

#

%&逆转录试剂盒

G=<:8VA=<UJ

*,

N* ,;PJ8= ,<T

$

*ObONO

公司!批

号#

Ob!&"#

%&小鼠单克隆
%

#

;AJ<C

一抗$

OQA;:

公

司!批号#

WN###!47

"

#

%&小鼠单克隆
GH'

#

!#

一抗

$

OQA;:

公司!批号#

647667

%&山羊抗小鼠
XNG

标

记二抗$

OQA;:

公司!批号#

WN#"#"4#

"

#

%&

G=8A<

#
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P<1C G.-P G=1J8<C

*,

VJ;CB;=BP

$

^<1

#

N;B

公司!批

号#

#$#

"

"&%5

%&

'.;=<J/

*,

+8PJ8=C 9'H P-QPJ=;J8

$

^<1

#

N;B

公司!批号#

#%"

"

5"$"

%&

VDV

#

GOW9

蛋

白上样缓冲液$碧云天生物技术公司!批号#

G5"#5

%&

凝胶配制试剂盒 $碧云天生物技术公司!批号#

G""#!O

%, 主要仪器
)[

#

%#

型荧光相差倒置显微镜

$日本奥林巴斯公司%&

&###

型
'E

!

培养箱 $美国

*K8=:1

公司%&

T'9HH<?8CA8 N*'O DG

实时细胞

分析仪及
9

#

G.;J8 #$

板$瑞士
N1AK8

公司%&

G1\8=

#

G;A ZC<]8=P;.

*,电泳系统 $美国
^<1

#

N;B

公司%&

'K8:<D1A

*,

[NV

M成像系统$美国
^<1

#

N;B

公司%&

'L[

#

7$

荧光定量
G'N

仪$美国
^<1

#

N;B

公司%,

6

$实验方法

6

!

#

$细胞增殖情况检测$参照文献)

#&

*方法!

实时细胞分析仪$

N8;.

#

J<:8 '8.. OC;./@8=

!

N*'O

%

采用电子阻抗技术检测贴壁细胞黏附于
9

#

U.;J8

板底

部电阻值的变化!并将变化的电阻值转换为细胞指数

)细胞指数
d

$

e

<

#

e

"

F#5&

%!

e

<

表示
<

小时的电阻值!

e

"

表示起始电阻值*

)

#&

*

!从而反映细胞增殖等情况, 将

)9'

#

$

细胞消化并配成
#"

5

A8..P F:H

细胞悬液!向
9

#

G.;J8

板各孔添加
#"" "H

培养液后置于
N*'O

中!平

衡
9

#

G.;J8

板各孔细胞指数, 取下
9

#

U.;J8

板!往各孔

加入
#"" "H #"

5

A8..P F:H

的细胞悬液!室温静置

&" :<C

后将
9

#

G.;J8

板放置于
N*'O

中!设置每次记

录时间和次数分别为
&" :<C

和
!""

次, 培养
!& K

后!暂停
N*'O

!取出
9

#

G.;J8

板!从各孔吸弃
#"" "H

培养液!空白组加入
#"" "H

培养液!其余各组则分别

加入含
5"

+

#""

+

!"" :?FH

白术提取物及
&" C?FH

9WL

的培养液各
#"" "H

, 将
9

#

G.;J8

板重新置于

N*'O

中!观察
!6 K

和
&$ K

药物对细胞生长曲线的

影响!每组
&

个复孔!重复
!

次实验,

6

!

!

$划痕法检测细胞迁移能力$参照文献

)

4

!

7

*方法!

)9'

#

$

细胞以
#

'

#"

$

A8..P F

孔密度均匀地

接种于
$

孔板!每孔加入含
#"c L^V

的
AD,9,

!

!

5 :H

!于
&%

&!饱和湿度!

75c

空气
M5c 'E

!

环

境中培养
!6 K

以使细胞均匀贴壁!吸弃培养液!用手

术刀片在
$

孔板中央轻轻划一直线!细胞刮刀刮除直

线右侧细胞以建立
)9'

#

$

细胞迁移模型, 首先进行白

术提取物促进
)9'

#

$

细胞迁移剂量筛选实验!以

5 ":1.FH

精脒为阳性对照药!白术提取物配制成

#!

!

5

+

!5

+

5"

+

#""

+

#5" :?FH

和
!"" :?FH $

个给药

浓度!结果发现
#!

!

5

+

!5

+

5" :?FH

剂量组无明显作

用!而
#""

+

#5"

+

!"" :?FH

剂量组可促进细胞迁移!

因此将
5"

+

#""

+

!"" :?FH

三个剂量确定为后续实验

的低+中+高剂量, 随后进行
DL,E

负荷下白术提取

物对 细 胞 迁 移 影 响 的 实 验#

DL,E

组 加 入 含

!

!

5 ::1.FH

终浓度
DL,E

的
AD,9,

!其余各组则在

DL,E

负荷基础上分别加入
5 ":1.FH

精脒或高

$

!"" :?FH

%+中$

#"" :?FH

%+低$

5" :?FH

%剂量的白

术提取物!即
DL,E M

精脒组+

DL,E M

白术提取物

组, 培养
!6 K

后!于倒置显微镜下观察细胞迁移情况

并每孔选取
4

个视野拍照!以
):;?8

#

G=1 G.-P

软件

统计越过划痕线的细胞数目$即细胞迁移数%!每组
&

个复孔!重复
!

次实验,

6

!

&

$荧光定量
G'N

检测
GH'

#

!# :N3O

表达$

细胞以
#

'

#"

$

A8..PF

孔的密度接种于六孔板!培养
!6 K

后!用
# :H

移液器吸头沿孔中央轻轻做一直线划痕建

立
)9'

#

$

细胞损伤模型!接着按实验方法'

6

!

!

(往各孔

加入
!

!

5 :H

含受试药的
AD,9,

&培养
!6 K

后用

N3O

提取试剂盒
N3O<P1 G.-P =8;?8CJ

提取各组细

胞总
N3O

!并立即检测
N3O

纯度和完整性!将总
N3O

保存于"

4"

&低温冰箱, 采用逆转录试剂盒
G=<:8

#

VA=<UJ

*,

N* ,;PJ8= ,<T

将各组
# """ C? N3O

逆转

录为
AD3O

!逆转录条件参照试剂盒说明书&接着以荧

光定量
G'N

反应试剂盒
VY^N G=8:<T 9T *;`

*,

$

!

!5 "H

体系对各组
AD3O

进行荧光定量
G'N

反应!反

应条件参照试剂盒说明书!连续进行
6"

个循环, 荧光

定量
G'N

反应的引物序列为
%

#

;AJ<C

上游#

5

(#

WWOWO**O'*W'''*WW'*''*O

#

&

(!

!& QU

&

%

#

;A

#

J<C

下游#

5

(#

WO'*'O*'W*O'*''*W'**W'*W

#

&

(!

!6 QU

&

GH'

#

!#

上游#

5

(#

WOWW'' OO'''*O*W'

#

'OO'

#

&

(!

!" QU

&

GH'

#

!#

下 游#

5

(#

WWO*WO*

#

WWWW'*'**WW*OO

#

&

(!

!# QU

, 以
%

#

;AJ<C

为内参

对
GH'

#

!#

进行相对定量!

GH'

#

!# :N3O

表达分析

采用
!

"

!!'J法计算!每组
&

个复孔!重复
!

次实验,

6

!

6

$

+8PJ8=C Q.1J

检测
GH'

#

!#

蛋白表达$按

实验方法'

6

!

&

(分别加入
!

!

5 :H

含受试药的
AD

#

,9,

&

!6 K

后用
N)GO

裂解液$强%提取各组细胞总蛋

白!采用
^'O

试剂盒对蛋白进行定量!将总蛋白保存

于"

4"

&低温冰箱待用, 加入溴酚蓝指示剂制备上

样样品!接着进行
VDV

#

GOW9

电泳&电泳结束后!参

照
,;=a8=

切取
GH'

#

!#

和
%

#

;AJ<C

分子量所在的凝

胶制成'三明治(结构!置于转膜液中
!"" :O

恒流转

膜
7" :<C

&剪取
G0DL

膜!

*^V

清洗
&

遍后!将其置

于含
5c ^VO

的
*^V*

中封闭
# K

!洗膜后分别用小

鼠来源
%

#

;AJ<C

一抗和小鼠来源
GH'

#

!#

一抗
6

&孵

育过夜!洗膜后加入山羊抗小鼠
XNG

标记二抗室温

孵育
#

!

5 K

!洗膜后加入
9'H

发光液反应
5 :<C

!

[

光
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!

%

片曝光条带并显影定影!

'K8:<D1A

*,

[NV

M成像系统

观察蛋白条带!采用
):;?8 H;Q

软件统计分析条带灰

度值, 每组
&

个复孔!重复
!

次实验,

5

$统计学方法$采用
VGVV #%

!

"

统计软件分

析, 数据以
T

)

P

表示!数据先进行方差齐性检验!然

后进行单因素方差分析!采用
HVD

法进行组间比较,

G S"

!

"5

为差异有统计学意义,

结$$果

#

$各组
)9'

#

$

细胞增殖情况比较$表
#

%$给药

!6 K

或
&$ K

后!与空白组比较!

9WL

组细胞指数升

高 $

G S"

!

"#

%!

5"

+

#""

+

!"" :?FH

白术提取物组细

胞指数比较!差异均无统计学意义$

G R"

!

"5

%,

表
#

$各组
)9'

#

$

细胞增殖情况比较$$

T

)

P

%

组别
C

细胞指数

!6 K &$ K

空白
$ 5

*

6#

)

#

*

"7 $

*

#4

)

#

*

6"

9WL $

$

*

6%

)

"

*

&%

"

%

*

"#

)

"

*

&5

"

白术提取物
5" :?FH $ 5

*

4"

)

"

*

$" $

*

6%

)

"

*

%4

白术提取物
#"" :?FH $ 5

*

%&

)

"

*

!$ $

*

&4

)

"

*

#5

白术提取物
!"" :?FH $ 5

*

#&

)

"

*

4% 5

*

4&

)

"

*

7$

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

!

$各组不同情况下
)9'

#

$

细胞迁移数目比较

!

!

#

$无
DL,E

负荷时各组
)9'

#

$

细胞迁移数目

比较$表
!

%$与空白组比较!精脒组和白术提取物

#""

+

#5"

+

!"" :?FH

组细胞迁移数目均明显增加

$

G S"

!

"#

%!因此后续实验剂量选择为白术提取物

5"

+

#""

和
!"" :?FH

,

表
!

$无
DL,E

负荷时各组细胞迁移

数目比较$个!

T

)

P

%

组别
C

细胞迁移数目

空白
$ !57

*

!7

)

&"

*

"%

精脒
$

6!4

*

$%

)

&7

*

!"

"

白术提取物
#!

*

5 :?FH $ !$#

*

4$

)

&"

*

$%

白术提取物
!5 :?FH $ !5#

*

!$

)

&!

*

7$

白术提取物
5" :?FH $ !54

*

!5

)

&"

*

"5

白术提取物
#"" :?FH $

6#&

*

5"

)

!%

*

4"

"

白术提取物
#5" :?FH $

655

*

5"

)

5"

*

"%

"

白术提取物
!"" :?FH $

5"%

*

$4

)

6#

*

!%

"

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

!

!

!

$

DL,E

负荷下各组
)9'

#

$

细胞迁移数目比

较$表
&

!图
#

%$与空白组比较!

DL,E

组细胞迁移数

减少$

G S"

!

"#

%&与
DL,E

组比较!精脒
M DL,E

组+

#"" :?FH

白术提取物
M DL,E

组+

!"" :?FH

白术提

取物
MDL,E

组细胞迁移数均增加$

G S"

!

"#

%,

表
&

$

DL,E

负荷下各组细胞迁移目比较$$个!

T

)

P

%

组别
C

细胞迁移数目

空白
$ !5!

*

%

)

&!

*

7

DL,E $

#5&

*

4

)

#4

*

4

"

精脒
MDL,E $

!$"

*

$

)

!!

*

&

!

白术提取物
5" :?FH M DL,E $ #%"

*

4

)

!!

*

&

白术提取物
#"" :?FH M DL,E $

!#&

*

4

)

!!

*

#

!

白术提取物
!"" :?FH M DL,E $

!5!

*

6

)

!%

*

4

!

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

&与
DL,E

组比较!

!

G S"

!

"#

$$注#

O

为空白组&

^

为
DL,E

组&

'

为精脒
MDL,E

组&

D

为

白术提取物
5" :?FH M DL,E

组&

9

为白术提取物
#"" :?FH M

DL,E

组&

L

为白术提取物
!"" :?FH M DL,E

组

图
#

$

DL,E

负荷下各组细胞迁移数目比较$$ '

#""

%

&

$各组不同情况下
)9'

#

$

细胞迁移过程
GH'

#

!#:N3O

表达水平比较

&

!

#

$无
DL,E

负荷时各组细胞
GH'

#

!# :N3O

表达比较$表
6

%$与空白组比较!精脒组+

#"" :?FH

白术提取物组和
!"" :?FH

白术提取物组
GH'

#

!#

:N3O

表达均增加$

G S"

!

"#

%,

表
6

$无
DL,E

负荷时各组细胞迁移过程

GH'

#

!# :N3O

表达比较$$

T

)

P

%

组别
C GH'

#

!# :N3O

相对表达量

空白
$ #

*

&!

)

"

*

&&

精脒
$

#

*

7#

)

"

*

!"

"

白术提取物
5" :?FH $ #

*

&$

)

"

*

!$

白术提取物
#"" :?FH $

!

*

!7

)

"

*

!&

"

白术提取物
!"" :?FH $

#

*

76

)

"

*

!6

"

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#
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!

%

"!")$$"

&

!

!

$

DL,E

负荷下各组细胞
GH'

#

!# :N3O

表

达比较 $表
5

% $与空白组比较!

DL,E

组
GH'

#

!#

:N3O

表达降低$

G S "

!

"#

%&与
DL,E

组比较!精

脒
M DL,E

组+白术提取物
#"" :?FH MDL,E

组和

白术提取物
!"" :?FH MDL,E

组
GH'

#

!#:N3O

表

达均增加$

G S"

!

"#

%,

表
5

$

DL,E

负荷下各组细胞迁移过程

GH'

#

!# :N3O

表达比较$

T

)

P

%

组别
C GH'

#

!# :N3O

相对表达量

空白
$ #

*

&!

)

"

*

&&

DL,E $

"

*

$&

)

"

*

#4

"

精脒
MDL,E $

#

*

!$

)

"

*

!$

!

白术提取物
5" :?FH M DL,E $ "

*

%6

)

"

*

!!

白术提取物
#"" :?FH M DL,E $

#

*

66

)

"

*

6$

!

白术提取物
!"" :?FH M DL,E $

#

*

!%

)

"

*

5&

!

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

&与
DL,E

组比较!

!

G S"

!

"#

6

$ 各组不同情况下
)9'

#

$

细胞迁移过程

GH'

#

!#

蛋白表达比较

6

!

#

$无
DL,E

负荷各组细胞
GH'

#

!#

蛋白表达

比较$表
$

!图
!

%$与空白组比较!精脒组+

#"" :?FH

白术提取物组和
!"" :?FH

白术提取物组
GH'

#

!#

蛋

白表达均升高$

G S"

!

"#

%,

表
$

$无
DL,E

负荷时各组细胞迁移过程
GH'

#

!#

蛋白表达比较$$

T

)

P

%

组别
C

光密度比值$

GH'

#

!#F%

#

;AJ<C

%

空白
$ "

*

7#

)

"

*

"$

精脒
$

#

*

!&

)

"

*

"6

"

白术提取物
5" :?FH $ "

*

47

)

"

*

"5

白术提取物
#"" :?FH $

#

*

#7

)

"

*

"6

"

白术提取物
!"" :?FH $

#

*

!!

)

"

*

"%

"

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

$$注#

O

为空白组&

^

为精脒组&

'

为白术提取物
5" :?FH

组&

D

为白术提取物
#"" :?FH

组&

9

为白术提取物
!"" :?FH

组

图
!

$无
DL,E

负荷时各组细胞
GH'

#

!#

蛋白表达电泳图

6

!

!

$

DL,E

负荷下各组细胞
GH'

#

!#

蛋白表达

比较$表
%

!图
&

%$与空白组比较!

DL,E

组
GH'

#

!#

蛋白表达降低$

G S"

!

"#

%&与
DL,E

组比较!精脒
M

DL,E

组+白术提取物
#"" :?FH M DL,E

组和白术

提取物
!"" :?FH MDL,E

组
GH'

#

!#

蛋白表达增加

$均
G S"

!

"#

%,

表
%

$

DL,E

负荷下各组细胞迁移过程

GH'

#

!#

蛋白表达比较$$

T

)

P

%

组别
C

光密度比值$

GH'

#

!#F%

#

;AJ<C

%

空白
$ "

*

7#

)

"

*

"5

DL,E $

"

*

!6

)

"

*

"&

"

精脒
MDL,E $

"

*

7!

)

"

*

"%

!

白术提取物
5" :?FH MDL,E $ "

*

!5

)

"

*

"6

白术提取物
#"" :?FH MDL,E $

"

*

47

)

"

*

"%

!

白术提取物
!"" :?FH MDL,E $

"

*

4$

)

"

*

"$

!

$$注#与空白组比较!

"

G S"

!

"#

&与
DL,E

组比较!

!

G S"

!

"#

$$注#

O

为空白组&

^

为
DL,E

组&

'

为精脒
M DL,E

组&

D

为白术提取物
5" :?FH M DL,E

组&

9

为白术提取

物
#"" :?FH M DL,E

组&

L

为白术提取物
!"" :?FH M

DL,E

组

图
&

$

DL,E

负荷下各组细胞
GH'

#

!#

蛋白表达电泳图

讨$$论

胃肠黏膜损伤是急慢性胃炎+萎缩性胃炎+胃和十

二指肠溃疡+炎症性肠病等胃肠疾病的主要病理环节

之一, 脾气虚证是慢性浅表性胃炎+萎缩性胃炎和消

化性溃疡等病常见的中医证型!胃肠黏膜损伤因素与

中医学脾气虚病机和证候密切相关)

#6

*

,

本研究在前期工作基础上!主要考察白术甲醇提

取物对小肠上皮细胞增殖+迁移及磷脂酶
'

#

!#

表达

的影响, 白术的化学成分主要为挥发油+内酯类+苷

类+多糖等&挥发油在白术根茎约含
#

!

6c

!挥发油主

要包括苍术酮+苍术醇等&内酯类化合物包括白术内

酯
'

+白术内酯
$

+白术内酯
(

等)

#5

*

, 本实验受试药

白术甲醇提取物经高效液相色谱仪检测发现含有白术

内酯
'

+白术内酯
$

+白术内酯
(

等成分)

4

*

&实时细胞

分析仪的检测结果显示!

5"

+

#""

+

!"" :?FH

的白术提

取物均不能提高细胞生长过程的细胞指数!提示其主

要药理作用并非促进
)9'

#

$

细胞增殖&研究白术提取

物对
)9'

#

$

细胞迁移的影响!剂量筛选实验结果表明!

当剂量低于
5" :?FH

时!白术提取物对细胞迁移的影

响不明显!而剂量高于
5" :?FH

时!白术提取物表现

出促进细胞迁移的作用!且随剂量提高而药效增加&多

胺合成抑制剂
DL,E

可抑制
)9'

#

$

细胞迁移!但

#""

+

!"" :?FH

的白术提取物可逆转
DL,E

对细胞迁

移的抑制!使细胞迁移数恢复至正常水平,
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!

%

在
)9'

#

$

细胞!)

';

! M

*

A/J

是刺激细胞迁移的主要

因素!而)

';

! M

*

A/J

的增加主要源于经细胞膜钙离子通

道的钙离子内流和细胞内钙储存$如内质网和肌浆

网%的释放)

#$

*

!本课题组另一项研究表明!白术甲醇提

取物其能增加
)9'

#

$

细胞迁移过程多胺含量!提高钾

通道蛋白
b]#

!

# :N3O

和蛋白表达!增加膜电位和

)

';

! M

*

A/J

!提高钙通道蛋白
*NG'# :N3O

和蛋白

表达&逆转
DL,E

对上述指标的抑制作用)

4

!

7

*

, 本实

验进一步观察白术提取物对细胞迁移多胺调控信号通

路中与)

';

! M

*

A/J

调控有关的另一个指标---

GH'

#

!#

表达的影响,

GH'

#

!#

可催化三磷酸肌醇$

)G

&

%形成!

)G

&

通过调制内质网
';

! M储存动员和
';

! M内流而调

控)

';

! M

*

A/J

&多胺通过提高
GH'

#

!#

表达而提高

)

';

! M

*

A/J

和促进细胞迁移)

!

!

&

*

, 本研究结果显示!加

入
DL,E

减少细胞内多胺后!

)9'

#

$

细胞迁移被抑

制!

GH'

#

!#:N3O

和蛋白表达也被抑制&而在
DL,E

负荷下加入
#""

+

!"" :?FH

的白术提取物后!可逆转

DL,E

所致的细胞迁移抑制和
GH'

#

!

#

:N3O

和蛋白

表达抑制&这与本受试药对细胞迁移多胺调控信号通

路其它指标的研究结果相吻合!表明对该信号通路中

)

';

! M

*

A/J

的调控是白术提取物促进细胞迁移的重要

作用机制,

本实验结果还表明!白术提取物可促进
)9'

#

$

细

胞迁移!但对
)9'

#

$

细胞增殖无明显影响, 本研究团

队以往的研究发现!益气健脾中药的不同提取部位!对

)9'

#

$

细胞的作用可能不同!以细胞增殖为例!有的促

进细胞增殖!有的抑制细胞增殖!有的无明显影响)

#%

*

&

同一提取部位也有强弱不同的作用效应!如白术糖提

取物促进
)9'

#

$

细胞迁移的作用较明显)

$

*

!而对

)9'

#

$

细胞增殖的影响则较弱)

#4

*

, 提示益气健脾中药

化学成分复杂!不同提取物的作用效应有差异&即使是

同一提取物!药效也有强弱不同的作用方向, 因此针

对不同提取物的不同药效作用!分别研究其药理作用

机制!可更准确地阐释益气健脾中药的作用机制及药

效物质基础,
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