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!基础研究!

化瘀通阳方对溃疡性结肠炎大鼠

巨噬细胞炎性蛋白#

!

的影响

郝$冉#!

$施丽婕!

$笪如桥#"

$杜丽明##

$张栋栋#$

$刘$旭#%

$白洁琼#$

摘要$目的$观察化瘀通阳方对溃疡性结肠炎"

E&

#大鼠巨噬细胞炎性蛋白#

!

"

+(F

#

!

#的影响$ 方法

将
G7

只
*=>H:/

大鼠随机取
#7

只为空白对照组%其余
7"

只为模型组%采用葡聚糖硫酸钠"

BII

#自由饮用

结合灌胃方法进行模型复制%将模型组随机分为生理盐水组&美沙拉嗪组&化瘀通阳组%每组
#"

只%分别给予

生理盐水&美沙拉嗪灌肠液&化瘀通阳中药进行灌肠治疗%给药
#"

天后剖取大鼠结肠黏膜组织$ 用生物素标

记各组黏膜组织的总蛋白%采用细胞因子抗体芯片分析各组的差异表达蛋白$ 对筛选出的蛋白采用免疫组

化方法进行验证$ 结果$芯片分析筛选出模型组中
+(F

#

!

表达较空白对照组有显著差异%美沙拉嗪组&化瘀

通阳组较模型组为低表达$ 免疫组化验证空白对照组未见或见少量棕色染色的
+(F

#

!

蛋白表达%模型组染

色程度高于空白对照组%评分比较差异有统计学意义"

F J"

!

"G

#%美沙拉嗪组&化瘀通阳组与生理盐水组比

较%染色程度低于生理盐水组"

F J"

!

"G

#$ 结论$

E&

大鼠活动期
+(F

#

!

表达明显升高'化瘀通阳方与美沙

拉嗪皆能够降低
+(F

#

!

的表达$

关键词$溃疡性结肠炎' 化瘀通阳方' 巨噬细胞炎性蛋白#

!

' 抗体芯片
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#

!
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+(F

#

!

%
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$

BII

%

>23.H=2- ,-W M,>H/=A ,W<=-=>H/,H=2- 2K BII
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4 &2<O,/:W \=HP HP: -2/<,3 >,3=-: M/2.O

"

HP: >H,=-=-M W:M/::
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$
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%
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%
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#
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&
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#

!

&
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#

[2W0 AP=O

$$溃疡性结肠炎$

.3A:/,H=Q: A23=H=>

"

E&

% 是一种原

因不明的慢性自身免疫性肠炎"容易引起多种并发症"

严重地影响了患者的生活质量' 其发病机制至今尚不

完全明确"缺乏有效的治疗方法' 现代药物多应用
G

#氨

基水杨酸(免疫制剂(激素或生物制剂治疗虽然能缓解

症状"促进黏膜愈合"但不良反应较多' 而研究发现中

医药在本病的预防(治疗及改善生活质量等方面显示出

了优势)

#

*

' 本研究主要探讨化瘀通阳方对
E&

大鼠模

型巨噬细胞炎性蛋白#

!

$

<,A/2OP,M: =-K3,<<,H2/0

O/2H:=-

#

!

"

+(F

#

!

%的影响'

材料与方法

#

$动物$

IFZ

级雄性
*=>H:/

大鼠
G7

只"购自

北京华阜康有限责任公司 $许可证号#

I&Xc

$京%

!"#7

"

"""7

"合格证#

52

!

##7"#%"""!G"96

%' 鼠龄

$

周"体重为
#6" d #8" M

' 大鼠正常饮食"在室温

!!

%下饲养"相对湿度
7"_ d9"_

"正常光照"自由

饮水' 本实验遵守国家有关实验动物保护和使用

准则'

!

$药物与试剂$化瘀通阳方由蒲黄
#" M

(五灵

脂
#" M

(薤白
#" M

组成$以上药物由天津中医药大学

第一附属医院药剂科提供%"按照中药常规煎法制成

每千克
!

!

6 M

生药的药液"依据徐叔云教授主编的+药

理实验方法学,中的药物剂量换算法)

!

*

"按相当于成

人
9

!

%

倍等效量"计算得出大鼠的给药浓度为

"

!

G7 MD<S

'葡聚糖硫酸钠$

W:`H/,- >.3OP,H: >2W=

#

.<

"

BII

"美国
+F

公司"批号#

+$996

%"美沙拉嗪灌

肠液$德国莎尔福
Z,3]

药厂"批号#

#GVG$

%"

RRN

#

YS+

#

#

试剂盒$美国
N,0Y=2H:AP

公司%"

N,[[=H R-

#

H=

#

+(F

#

!

$美国
>,-H,

公司"批号#

LU%8""%#

%"苏木

素#伊红染色液(二甲苯溶液$北京百浩生物有限公

司%"各浓度梯度乙醇 $北京龙迈达斯科技有限公

司%"柠檬酸钠抗原修护液 $碧云天生物医药研究

所%"

V=[A2

山羊血清$上海酶联生物有限公司%"二

抗$美国
U0<:W

公司%"

(<,M:e.,-H SRI7"""

扫

描仪$美国
V;

公司%"显微镜$日本欧林巴斯公司%"

切片机$德国莱卡公司%'

%

$分组与
E&

模型制备及干预方法$从
G7

只大

鼠中随机取
#7

只为空白对照组"自由饮用蒸馏水' 其余

7"

只为模型组"采用
BII

自由饮用结合灌胃方法进行模

型复制)

%

*

"给予
G_ BII

溶液自由饮用
6

天"并且每天每

只给予
7 <S G_ BII

溶液灌胃"所有大鼠均正常饮食'

造模期间模型组大鼠死亡
7

只"空白对照组大鼠无死亡'

造模第
6

天结束后随机抽取模型组中
9

只大鼠处死&在

空白对照组中随机取
7

只大鼠处死"并与模型组对照"观

察
E&

模型组大鼠是否建立"随机留取模型组及空白对

照组各
7

只大鼠黏膜组织"以备抗体芯片检测细胞因子

之用' 造模成功后第
!

天"将模型组大鼠随机分为生理

盐水组(美沙拉嗪组(化瘀通阳组"每组
#"

只"分别给予生

理盐水(美沙拉嗪灌肠液 $

"

!

"%9 MD<S

%(化瘀通阳中药

剂$

"

!

G7 MD<S

%进行灌肠治疗"每次
! <S

"保留
#" <=-

"

每天
#

次"共治疗
#"

天'

#"

天后将所有大鼠脱颈处死并

取材'

7

$取材$各组大鼠腹腔麻醉后使用脱颈椎法处

死大鼠"肉眼观察黏膜损伤状态"选取损伤明显处长约

# d! A<

"

7_

中性甲醛溶液浸泡固定"制作病理切片'

随机取
7

只美沙拉嗪组及
7

只化瘀通阳组大鼠肠组织

重量约
!"" <M

黏膜"迅速放入液氮中" "

$"

%保存"

用于检测抗体芯片'

G

$观察指标及方法

G

!

#

$大鼠疾病活动指数$

W=>:,>: ,AH=Q=H0 =-

#

W:`

"

BR(

%$观察大鼠的活动状态(皮毛光泽度"并记

录每天每只大鼠的体重(粪便性状及便潜血情况"便潜

血测定采用邻联甲苯胺法)

7

*检测"进行大鼠
BR(

评

分'

BR(

评分标准见表
#

)

G

*

'

表
#

#

BR(

评分标准

计分$分% 体重下降率$

_

% 大便性状 便血情况

"

无 正常便 潜血$ "%

# # dG

松散便 潜血$

f

%

! 9 d#"

潜血$

f f

%

% ## d#G

稀便 潜血$

f f f

%

7

&

#G

肉眼血便

$$注#每只大鼠每日
BR(

评分为
%

项评分和的平均值

G

!

!

$病理观察$中性甲醛固定
!7 P

后"将组织
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#

在流动的水下冲洗至少
#" <=-

"置于不同浓度的乙

醇液体中"浸蜡
!

!

G P

"石蜡包埋组织"切片"切片厚

度
%!<

' 拷片"置于乙醇溶液中"用蒸馏水冲洗"苏

木素染液染色"流水冲洗后用
L;

分化液浸泡"置于

返蓝液中"再次流水置于伊红染液中染色"置于乙醇

溶液中"用中性树胶封片"并进行光镜观察'

G

!

%

$细胞因子检测$应用
RRN

#

YS+

#

#

细胞因

子抗体芯片试剂盒进行细胞因子检测"按照抗体芯片

说明书进行操作' 在孵育盒中加入
!

!

G <S

封闭缓冲

液"孵育
# P

&抽去封闭液后"加入
!

!

G <S

封闭液稀释

好的样品&去除样品"用不同的洗液洗膜
6

次&加入生

物素标记抗体"孵育
! P

"重复洗膜
G

次&加入稀释的

LNF

#链霉亲和素"孵育
! P

"重复洗膜
G

次&检测反应

抗体芯片膜与检测缓冲液混匀"孵育
#" <=-

"去除过

量检测试剂"干燥后将膜夹在两塑料薄膜之间&使用扫

描仪进行扫描' 抗体芯片样本图像用扫描仪进行扫

描"提取芯片数据"按照选取信号值
! !""

为表达有

意义' 应用扫描仪配套的分析软件计算出每个有表达

意义细胞因子的差异倍数值"按差异倍数值
! !

!

"

倍

表示该细胞因子表达上调"差异倍数值
" "

!

G

倍表示

该细胞因子表达下调'

G

!

7

$免疫组化染色$以多聚赖氨酸防脱片处

理后的玻片捞片"把切片置于
9$

%烤箱中烤片
!

'

$ P

"依次于二甲苯溶液
!

道
#G <=-

"置于各浓度乙

醇"冲洗后置于缓冲液中"在高压条件下进行抗原修

复"滴加过氧化氢"入
FYI

洗液
%

道"滴加山羊血清

覆盖"滴加配置好的一抗覆盖"孵育
# P

"在
FYI

缓

冲液中
%

道"滴加二抗孵育
"

!

G P

"冲洗后滴加
BRY

显色剂显色"镜下控制显色程度"终止"苏木素
#G >

复染细胞核"脱水后置于二甲苯溶液透明"中性树胶

封片' 镜下观察
+(F

#

!

蛋白在肠黏膜的表达情况"

根据免疫组化染色定量评分标准进行评价"评分标

准见表
!

'

表
!

#免疫组化染色定量评分

内容 计分$分% 蛋白染色情况

蛋白染色程度
#

不着色

!

着浅棕色

%

着棕色"核蓝色

7

着棕褐色或深棕黄色"核深蓝色

阳性蛋白数量
#

少于视野范围内细胞数的
G_

!

视野范围内细胞数的
G_ d!G_

%

视野范围内细胞数的
!9_ dG"_

7

超过视野范围内细胞数的
G"_

$$注#免疫组化评分为阳性染色程度评分与阳性蛋白数量评分之积

9

$统计学方法$采用
IFII !!

!

"

统计学软件

进行分析' 符合正态性分布"计量资料以
`

(

>

表示"

组间比较采用单因素的方差分析&不符合正态分布"计

数资料用中位数表示"组间比较采用秩和检验'

F J

"

!

"G

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠
BR(

评分比较$图
#

"表
%

%$空白对

照组大鼠毛色色泽正常"饮食正常"体重保持或稍有增

加' 生理盐水组(化瘀通阳组(美沙拉嗪组大鼠在造模

第
7

天后明显出现精神不佳"少食"大便次数增加"大

便潜血阳性"部分出现肉眼血便"体重明显减轻' 造模

期间共死亡大鼠
7

只' 化瘀通阳组及美沙拉嗪组在分

别灌肠治疗第
6

天和第
9

天后出现体重上升"活动增

加"饮食增加"大便无潜血或潜血$

f

%' 与空白对照

组比较"模型组
BR(

评分升高$

F J "

!

"#

%"与生理盐

水组比较"美沙拉嗪组(化瘀通阳组
BR(

评分明显降

低$

F J"

!

"G

%"美沙拉嗪组与化瘀通阳组评分比较"差

异无统计学意义$

F g"

!

"G

%'

图
#

#造模期间
BR(

评分

表
%

#治疗后各组大鼠
BR(

评分比较$$分"

`

(

>

%

组别
- BR(

评分

生理盐水
$ #

)

!9

(

"

)

7%

美沙拉嗪
8

"

)

G8

(

"

)

!$

!

化瘀通阳
8

"

)

9%

(

"

)

!9

!

$$注#组间
Z ^7

!

#G

"

F J"

!

"G

&与生理盐水组比较"

!

F J"

!

"G

!

$各组大鼠结肠组织病理形态观察比较$图
%

%

空白对照组结肠黏膜组织可见结肠隐窝"柱状细胞

表面具有纹状缘"杯状细胞丰富"肠道黏膜层(黏膜

基层(浆膜层结构清晰$图
%R

% ' 造模后模型组肠

管结构破坏严重"结构不清晰"隐窝细胞大面积丢

失"炎细胞浸润达到黏膜下层$图
%Y

% ' 治疗后化

瘀通阳组结肠黏膜可见杯状细胞丢失"炎细胞浸润

在隐窝基底层$图
%&

% ' 美沙拉嗪组结肠纹状缘(
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#

! !'###!

杯状细胞(黏膜层(黏膜肌层(黏膜下层结构完整'

炎细胞浸润达黏膜肌层$图
%B

% ' 生理盐水组结肠

黏膜可见隐窝细胞丢失"炎细胞浸润达黏膜下层

$图
%;

% '

图
!

#各组大鼠结肠组织病理观察#$

L;

%

%

$各组大鼠细胞因子检测比较$图
%

%$按照筛

选标准从
8"

种细胞因子中初步筛选出有表达意义的

细胞因子共
!9

种"其中"模型组肠黏膜组织中
+(F

#

!

较空白对照组呈高表达' 治疗后美沙拉嗪组与化瘀通

阳组肠黏膜组织较模型组均呈低表达' 造模后模型组

与空白对照组比较"差异倍数为
#"

!

G" g!

!

"

"细胞因

子表达上调"治疗后化瘀通阳组(美沙拉嗪组与模型组

比较"差异倍数分别为
"

!

"8

(

"

!

#6

"均
J !

!

"

"细胞因

子表达下调'

7

$各组大鼠免疫组化评分比较$图
7

"表
7

(

G

%

空白对照组未见棕色染色的
+(F

#

!

蛋白"模型组蛋白

表达较空白对照组升高"染色程度高于空白对照组"两

组评分比较"差异有统计学意义$

F J"

!

"G

%' 与生理

盐水组比较"化瘀通阳组(美沙拉嗪组评分明显降低

$

F J"

!

"G

%'

表
7

#两组肠黏膜
+(F

#

!

蛋白免疫组化染色

评分比较$)分"

+

$

O!G

"

O6G

%*

组别
-

评分 平均秩
U F

空白对照
#" "

)

""

$

"

)

""

"

!

)

""

%

6

)

GG

"

!

)

%# "

)

"!

模型$$

#" 7

)

""

$

#

)

G"

"

7

)

G"

%

#%

)

7G

$$注#

R

为空白对照组$ *

7""

%&

Y

为模型组 $ *

!""

%&

&

为

化瘀通阳组 $ *

#""

%&

B

为美沙拉嗪组$ *

#""

%&红色圆圈表示

+(F

#

!

信号

图
%

#各组大鼠抗体芯片结果

表
G

#治疗后肠黏膜
+(F

#

!

免疫组化染色评分

比较$)分"

+

$

O!G

"

O6G

%*

组别
-

评分 平均秩

生理盐水
$ %

)

""

$

%

)

""

"

7

)

""

%

!"

)

$#

美沙拉嗪
8

!

)

""

$

#

)

""

"

!

)

""

%

!

8

)

9#

化瘀通阳
8

!

)

""

$

#

)

""

"

!

)

G"

%

!

#"

)

$8

$$注#组间
Z ^##

!

9G

"

F J"

!

"G

&与生理盐水组比较"

!

F J"

!

"G

讨$$论

E&

是一种直肠和结肠的慢性非特异性炎症性疾

病' 本病发病原因尚不明确"主要包括环境(感染(免

疫以及遗传之间的复杂交互反应所致)

9

*

"这些反应引

起非特异性炎症细胞的激活"炎性细胞因子与介质产

生"最后造成肠黏膜的损伤'

+(F

#

!

是一种趋化因子"

分子量为
9]B

"其
AB5R

编码
#""

个氨基酸"成熟蛋

白质有
6%

个氨基酸残基' 其具有种属特异性"人的

+(F

#

!

基因定位于
7

号染色体"鼠定位于
G

号染色体"

属于
&X&

类趋化因子"鼠的
+(F

#

!

主要受体是
&X

#

&N!

' 对中性粒细胞具有较强的趋化作用' 它能选择

性诱导中性粒细胞在组织聚集"其作用一方面可特异

性趋化中性粒细胞到炎症组织"加强中性粒细胞对病

原菌的清除"参与集体的防御反应&另一方面"它能活

化中性粒细胞释放过量的髓过氧化酶$

<0:32O:/2`=

#

W,>:

"

+FC

%等酶类"造成组织损伤' 有研究表明"炎
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#

图
7

#各组免疫组化结果

症反应中
+(F

#

!

可促进白细胞与内皮细胞外基质中

带有硫酸乙酰的葡聚糖相互作用"增加白细胞与内皮

细胞的黏附"且可上调白细胞表面黏附分子
&B##[D

&B#$

的表达"可导致白细胞穿越内皮细胞到达炎症

部位)

6

*

&研究证明"脂多糖所诱导的
+(F

#

!

是通过
)233

受体
7

$

)SN7

%涉及到核因子
"Y

$

-.A3:,/ K,AH2/

"Y

"

5Z

#

"Y

%及其抑制蛋白
"Y

$

=-P=[=H2/ O/2H:=- "Y

"

(

#

"Y

%所表达的)

$

*

' 此因子表达水平时间越长"炎症

越严重' 熊玉宝)

8

*认为
+(F

#

!

通过诱导白细胞的趋

化和活化在小鼠急性胰腺炎肺损伤模型的病理过程中

发挥了关键作用&米续等)

#"

*认为在慢性非细菌性前列

腺炎大鼠的前列腺液中
+(F

#

!

含量明显高于正常组

前列腺液中
+(F

#

!

含量"提示
+(F

#

!

在慢性非细菌性

前列腺炎中起着很重要的作用&曾玉兰等)

6

*认为支气

管炎大鼠中白细胞总数及中性粒细胞(

+(F

#

!

显著增

高"提示慢性支气管炎(肺组织内存在中性粒细胞的聚

集(活化"且与
+(F

#

!

的特异性趋化作用密不可分'

有研究表明"在一些动物炎症和损伤的模型中"

+(F

#

!

是在间接的肠道损伤时所诱导的血小板激活因子的主

要角色"同时也是导致中性粒细胞浸润和后续组织损

伤的主要诱导趋化因子)

##

*

'

以上可以表明"

+(F

#

!

与炎症所诱导的疾病密切

相关"而
E&

的发病机制与炎症介导相关"本实验表明

E&

的发病可能与
+(F

#

!

的表达升高有关"通过化瘀

通阳方或美沙拉嗪治疗后的大鼠"

+(F

#

!

的表达较生

理盐水组降低' 可以推测"当肠黏膜组织受到损伤后"

通过
)SN7

涉及到的
5Z

#

"Y

及
(

#

"Y

表达
+(F

#

!

"

+(F

#

!

在病损处形成浓度梯度"并与其受体
&X&N!

结合

后"吸引中性粒细胞黏附于细胞壁"使中性粒细胞不可

逆的黏附在血管内皮表面"穿过内皮细胞间隙和基底

膜"随着浓度梯度进入到病变部位"加强中性粒细胞对

病原菌的清除' 同时"浸润的中性粒细胞分泌大量的

+(F

#

##

"

+(F

#

##

激活整合素"增强了中性粒细胞与细

胞间黏附分子#

#

$

=-H:/A:33.3,/ ,WP:>=2- <23:A.3:

#

#

"

(&R+

#

#

%黏附的作用"促进中性粒细胞的黏附(迁移"

从而反向诱导
+(F

#

!

的表达"最终导致大量中性粒细胞

的浸润"引发进一步的炎症反应和组织损伤)

#!

*

' 因此"

在疾病发病初期"

+(F

#

!

可诱导中性粒细胞到病变部

位"对损伤部位的病原菌进行清除"当疾病进一步发展"

中性粒细胞对
+(F

#

!

的正反馈作用使得
+(F

#

!

进一步

趋化和活化中性粒细胞到病变部位"加重疾病的炎症反

应' 经过治疗后美沙拉嗪组与化瘀通阳组肠黏膜
+(F

#

!

的表达均出现下降"因此可以提出"可能由于
+(F

#

!

的表达下降"减少了中性粒细胞的活化"并减少炎症的

损伤"最终使
E&

病情减轻'

本实验在制备
BII

诱导
E&

大鼠模型的基础上

发现自拟化瘀通阳方可以明显改善大鼠体重(减轻血

便和腹泻症状' 古人注意到血瘀与泄泻的关系"+医

林改错, 中记载 -腹肚作泻"久不愈者"必瘀血为

本.

)

#%

*

' 现代研究也发现血瘀是贯穿
E&

发病的始

终"运用活血化瘀之法可有一定的效果态)

#7

*

' 方中蒲

黄(五灵脂均有止血(活血散瘀的功效' 卫阳为机体阳

气的重要部分"具有保护卫表"抵御外邪的作用' 卫阳

具有自稳功能"能够识别-自我与非我."对-非我.如

致病因素产生抗争和排斥"而对-自我.则采用和平共

处的非干扰状态)

#G

*

' 卫阳又具有类似于现代免疫学

中的免疫功能' 它不仅在体表起到了防御作用"同时

在机体内部与病邪的斗争中发挥着抵御作用"卫阳滋

生于脾"宣发于肺"卫气固"则邪不入侵"当机体受到外

邪的侵袭时"卫阳因其疾滑利的特性而首先抵御外

邪' 故以薤白宣通卫阳"配合活血化瘀之剂自拟了化

瘀通阳方"并应用该方在临床上取得了初步疗效)

#9

*

'

本研究也证实了此方可以改善
E&

大鼠的形态学结

构"促进肠黏膜愈合"并降低
+(F

#

!

的表达'

本研究为探索性实验"样本量较少"有待于加大样

本量"进行更深入的研究' 同时对于
+(F

#

!

在
E&

的

具体作用机制尚待进一步研究"在今后研究中应进一

步分析化瘀通阳方的药理成分及作用机制'
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