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!基础研究!

黄连碱通过调控
)!C"@3D

$

!C

通路防治化疗

相关性腹泻的实验研究

张新峰#

"乔翠霞!

"程旭锋&

"刘"琦&

"王怀璋#

"刘怀民#

"高启龙#
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摘要"目的"观察黄连碱对化疗相关性腹泻"

')>

#裸鼠的保护作用$并探讨其作用机制% 方法"

&!

只

裸鼠随机分为正常组&模型组&洛哌丁胺组&黄连碱组$每组
$

只'正常组腹腔注射
# :E

生理盐水$模型组&

洛哌丁胺组&黄连碱组均腹腔注射伊立替康溶液 "剂量为
&7" :F@GF

#进行造模% 正常组&模型组均灌胃

# :E "

!

7H ','

$

3;

溶液$洛哌丁胺组灌胃洛哌丁胺混悬液"

"

!

& :F@GF

#$黄连碱组灌胃黄连碱混悬液

"

&" :F@GF

#$

!

次
@

天$共
5

天% 观察裸鼠腹泻情况&小肠病理改变$

9E)IJ

法检测回肠组织中肿瘤坏死因子
"

"

*3D

$

"

#&白介素$

4

"

)E

$

4

#含量$

+8KL8MN O.1L

法检测核因子
!C

"

3D

$

!C

#抑制蛋白
"

"

)!C"

#&

3D

$

!C P47

蛋白表达% 结果"正常组均未发生腹泻$模型组&洛哌丁胺组及黄连碱组均出现腹泻'与模型组比较$洛哌丁

胺组&黄连碱组
! Q&

分腹泻发生率及腹泻评分均明显下降"

R S"

!

"7

$

R S"

!

"#

#% 洛哌丁胺组回肠破坏程

度较模型组稍减轻$差异无统计学意义"

R T"

!

"7

#$黄连碱组裸鼠回肠黏膜损伤程度较模型组及洛哌丁胺组

均明显减轻"

R S "

!

"#

#% 与正常组比较$模型组回肠组织中
*3D

$

"

&

)E

$

4

及
3D

$

!C P47

表达均升高

"

R S"

!

"#

#$

)!C"

表达明显降低"

R S"

!
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#'与模型组和洛哌丁胺组比较$黄连碱组
*3D

$

"

&

)E

$

4

及
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$
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P47

表达均明显降低"

R S"

!

"7

$

R S"

!
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表达均明显升高"

R S"

!
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$

R S"

!
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#% 结论"黄连碱可

降低伊立替康引起的
')>

发生率$减轻腹泻程度及回肠黏膜损伤$其机制可能与其上调
)!C"

表达$抑制

3D

$

!C

通路活化$减轻肠道炎症反应有关%

关键词"黄连碱' 化疗相关性腹泻' 炎症细胞因子' 核因子
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""化疗是恶性肿瘤的重要治疗手段"伴随而来的化

疗相关性腹泻 $

=W8:1LW8M;P/

$

BNV-=8V VB;MMW8;

"

')>

%"可严重影响患者的生活质量"使化疗延期或中

断"甚至导致患者死亡'

#

(

&大剂量的洛哌丁胺)奥曲肽

等西药虽可部分缓解
')>

的症状"但其不良反应又为

患者增加了新的痛苦"临床上依然缺乏安全)有效的

')>

防治方案'

!

(

* 前期研究发现香连丸防治
')>

安

全)有效'

&

#

7

(

&黄连碱为香连丸的主要活性成分之一"

具有抗感染'

4

(

)保护消化道黏膜'

%

(

"抗肿瘤'

$

(等多种

药理活性* 本研究旨在探究黄连碱对
')>

裸鼠肠道

损伤的影响及其作用机制"为其在
')>

治疗中的应用

提供一定的实验依据*

材料与方法

#

"动物"

&!

只
4 Q%

周龄雄性
IRD

级
CJEC@=

裸鼠"体重
!"

%

!! F

"由上海西普尔 #必凯实验动物

有限公司提供"许可证证号#

I'\e

$沪%

!"#&

+

""#4

"饲养温度
!! Q!7

&"相对湿度
7"H

%

4"H

"自

由进食和饮水"适应性饲养
#

周后开始实验* 该实验

对动物的处理严格遵守中华人民共和国科技部
!""4

年颁布的,关于善待实验动物的指导性意见-*

!

"药物"盐酸黄连碱$纯度
T6$H

%"购自中国

食品药品检定研究院 $批号#

##"%&&

%&伊立替康

$

'R*

$

##

%"购自江苏恒瑞医药股份有限公司$批号#

#5##"4#4

%&洛哌丁胺购自西安杨森制药有限公司

$批号#

#&#!##47$

%*

&

"试剂与仪器"核因子
!C P47

$

3D

$

!C P47

%

抗体$批号#

;O67"!"

%)

3D

$

!C

抑制蛋白
"

$

)!C"

%抗

体$批号#

;O&!7#$

%和
%

$肌动蛋白$

%

$

;=LBN

%抗体

$批号#

;O75%!5

%"均购于英国
JO=;:

公司&白介

素
4

$

)E

$

4

%酶联免疫吸附试验$

9E)IJ

%试剂盒购于上

海蓝基生物科技有限公司$批号#

9"!)"""4

%&肿瘤坏

死因子
"

$

*3D

$

"

%

9E)IJ

试剂盒购于武汉博士德生

物工程有限公司$批号#

9e"7!4

%*

仪器#

JI!"7""J

超声波清洗器$购自天津奥特

赛恩斯仪器有限公司%&

,B..P1M8

纯水系统$购自美国

,B..BP1M8

公司%&

\I

$

#"7

十万分之一电子天平$购自

瑞士
,8LL.8M *1.8V1

公司%&

C;=G:;N J..8FM; 45U

高速冷冻离心机 $购自美国
C;=G:;N '1-.L8M

公

司%&

*W8M:1 6"!

$

`E*I

超低温冰箱和
,-.LBKG;N

,e&

酶标仪$均购自美国
*W8M:1

公司%&

R?+9U

RJ'#"""

蛋白电泳系统和
[8. >1= \U f

凝胶成像

仪$均购自美国
CB1

$

U;V

公司%*

5

"药物配制"精密称取黄连碱"溶于
"

!

7H

羧

甲基纤维素钠$

','

$

3;

%生理盐水溶液"制备浓度

为
4"" :F@E

的黄连碱混悬液&以同样的方法制备浓

度为
4 :F@E

的洛哌丁胺混悬液* 伊立替康溶于生

理盐水"制备成
% :F@:E

的生理盐水溶液"避光"

5

&保存*

7

"动物模型制备)分组与给药"

')>

模型制备方

法#根据参考文献'

5

"

7

("采用腹腔内注射
'R*

$

##

溶

液 $剂量为
&7" :F@GF

%法建立
')>

裸鼠模型*

分组与给药#采用
9_=8..

.随机数发生器/ 将

&!

只裸鼠随机分为正常组)模型组)洛哌丁胺组)黄连
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%

碱组"每组
$

只* 正常组腹腔灌注
# :E

生理盐水"模

型组)洛哌丁胺组)黄连碱组均按照.

')>

模型制备方

法/进行处理* 造模后"正常组)模型组均灌胃
# :E

"

!

7H ','

$

3;

溶液"洛哌丁胺组灌胃洛哌丁胺混悬

液$

"

!

& :F@GF

"

!

次
@V

%

'

5

"

7

(

"黄连碱组灌胃黄连碱混

悬液$

&" :F@GF

"

!

次
@V

"相当于
4" GF

的成人每日口

服
5"" :F

%

'

6

(

&灌胃给药
5

天* 于末次给药后
#! W

"

处死裸鼠"解剖"于回盲瓣上方
& =:

处取回肠组织

! =:

"一部分组织采用甲醛固定"另一部分液氮保存*

4

"检测指标及方法

4

!

#

"腹泻情况"末次给药结束后"将裸鼠置于

代谢笼中"每笼
#

只"笼底铺滤纸"观察每只裸鼠大便

情况)肛周及尾巴粪便污染情况"按照文献'

5

"

7

(对各

组裸鼠的腹泻情况进行评分"计算各组裸鼠
! Q &

分

腹泻发生率 $

H

%* 腹泻评分方法#

"

分"大便正常&

#

分"大便轻微湿软&

!

分"大便较湿)不成形"肛周轻

度污迹&

&

分"大便呈水样"肛周重度污迹*

! Q&

分腹泻发生率$

H

%

g

$

!

分腹泻的裸鼠数

量
f&

分腹泻的裸鼠数量%

@ $

'

#""

*

4

!

!

"回肠组织病理形态学观察"回肠组织石蜡

包埋"

Z9

染色"观察肠黏膜组织病理变化"评价肠黏

膜损伤程度'

5

"

7

(

#

"

分"黏膜绒毛正常&

#

分"上皮下间

隙增大"伴毛细血管瘀血&

!

分"上皮下间隙扩张"伴上

皮层同固有层中度分离&

&

分"绒毛两侧上皮层同固有

层分离"部分绒毛顶端破损&

5

分"绒毛破损"固有层毛

细血管暴露&

7

分"固有层破坏和不完整)出血和溃疡*

4

!

&

"回肠组织中
*3D

$

"

和
)E

$

4

含量测定"采用

9E)IJ

试剂盒测定肠组织中
*3D

$

"

和
)E

$

4

含量"具体

步骤按参考文献'

5

"

7

(及试剂盒说明书进行操作*

4

!

5

"

+8KL8MN O.1L

法检测回肠组织中
3D

$

!C

P47

)

)!C"

蛋白表达"取裸鼠回肠组织加入组织裂解

液"

"

&匀浆"离心"分离上清"进行蛋白定量&取等量

蛋白样品$

7" &F@

孔%"进行聚丙烯酰胺$

#!H

%凝胶电

泳"半干转膜仪转膜"

7H

脱脂奶粉封闭"加入
#

(

&""

的
3D

$

!C P47

)

)!C"

一抗"

#

(

7""

的
%

$

;=LBN

"

5

&过

夜&次日
RCI

洗涤后加入
#

(

& """

的抗
3D

$

!C P47

)

)!C"

二抗及
#

(

7 """

的
%

$

;=LBN

二抗"室温孵育
# W

"

RCI

洗涤&

9'E

显色"

\

线胶片曝光* 采用
^-;NLBL/

?N8

$

C)?

$

UJ>

公司%软件测量各个显色条带的吸光

度值* 目标蛋白的定量以目标蛋白印迹的密度与内参

$

%

$

;=LBN

%印迹密度的比值表示*

%

"统计学方法"采用
IRII #%

!

"

统计软件"计

量资料以
_

)

K

表示"多组间比较采用单因素方差分

析"计数资料组间比较采用
'

!检验"

R S"

!

"7

为差异

有统计学意义*

结""果

#

"各组裸鼠腹泻情况比较$表
#

%"正常组均未

发生腹泻"模型组)洛哌丁胺组及黄连碱组均出现腹

泻"但各组腹泻程度不同&与模型组比较"洛哌丁胺组)

黄连碱组
! Q&

分腹泻发生率及腹泻评分均明显下降

$

R S"

!

"7

"

R S"

!

"#

%*

表
#

$各组裸鼠
! Q&

分腹泻发生率)腹泻评分和

回肠损伤程度比较

组别""

N

! Q&

分腹泻发生

情况'只$

H

%(

腹泻评分

$分"

_

)

K

%

回肠损伤程度

$分"

_

)

K

%

模型""

$ $

$

#""

%

!

*

7!

)

"

*

7% 5

*

&4

)

"

*

4!

洛哌丁胺
$

5

$

7"

%

!

#

*

45

)

"

*

%7

!

&

*

$6

)

"

*

47

黄连碱"

$

!

$

!7

%

!!

#

*

!7

)

"

*

54

!!

!

*

%7

)

"

*

%#

!!"

""注#与模型组比较"

!

R S"

!

"7

"

!!

R S"

!

"#

&与洛哌丁胺组比较"

"

R S"

!

"#

!

"各组裸鼠回肠损伤程度$表
#

)图
#

%"正常组

回肠黏膜腺体排列正常"结构完整&模型组回肠黏膜

形态被破坏"结构不完整"小肠绒毛高度降低及数量

减少)溃疡形成"小肠隐窝细胞破坏)减少"腺体排列

紊乱"黏膜下水肿"炎症细胞浸润&洛哌丁胺组回肠

破坏程度较模型组稍减轻$

R T "

!

"7

%&黄连碱组裸

鼠回肠黏膜损伤程度较模型组及洛哌丁胺组均明显

减轻$

R S"

!

"#

%*

""注#

J

为正常组&

C

为模型组&

'

为洛哌丁胺组&

>

为黄连

碱组

图
#

$各组裸鼠回肠组织病理结果$$

Z9

" '

!""

%

&

"各组裸鼠回肠组织中
*3D

$

"

)

)E

$

4

含量比较

$表
!

%"与正常组比较"模型组
*3D

$

"

和
)E

$

4

表达均

升高$

R S"

!

"#

%&与模型组和洛哌丁胺组比较"黄连碱

组
*3D

$

"

和
)E

$

4

表达均明显降低 $

R S "

!

"7

"

R S

"

!

"#

%*
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表
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$各组裸鼠回肠组织中
*3D

$

"

)

)E

$

4

含量比较

$

PF@F

"

_

)

K

%

组别""

N *3D

$

" )E

$

4

正常""

$ 57

*

$!

)

%

*

&7 !5

*

$7

)

!

*

6"

模型""

$

4%

*

67

)

##

*

"%

!

&7

*

"&

)

!

*

%!

!

洛哌丁胺
$ 47

*

&!

)

##

*

76 &!

*

%4

)

!

*

$4

黄连碱"

$

7%

*

"7

)

6

*

6%

"#

!$

*

!#

)

&

*

"6

""#

""注#与正常组比较"

!

R S "

!

"#

&与模型组比较"

"

R S "

!

"7

"

""

R S

"

!

"#

&与洛哌丁胺组比较"

#

R S"

!

"7

5

"各组裸鼠回肠组织中
3D

$

!C P47

和
)!C"

表

达比较$图
!

%"与正常组比较"模型裸鼠小肠组织中

3D

$

!C P47

表达明显升高"

)!C"

表达明显降低$

R S

"

!

"#

%&与模型组和洛哌丁胺组比较"黄连碱组
3D

$

!C

P47

表达均明显降低"

)!C"

表达均明显升高 $

R S

"

!

"7

"

R S"

!

"#

%*

""注#与正常组比较"

!

R S "

!

"#

&与模型组比较"

"

R S"

!

"7

"

""

R S"

!

"#

&与洛哌丁胺组比较"

#

R S"

!

"7

图
!

$各组裸鼠回肠组织中
3D

$

!C P47

和
)!C"

表达

讨""论

')>

形成机理十分复杂"细胞毒类化疗药物以及

一些靶向治疗药物"可引起小肠上皮细胞损伤)脱落"

肠壁表层坏死及炎症反应等"进而导致小肠内吸收和

分泌失衡"最终形成
')>

'

!

"

#"

(

* 临床上
')>

的防治常

采用综合治疗方案"包括对症止泻)保护胃肠黏膜)抗

感染和营养支持治疗'

!

(

"以及中医药治疗'

&

#

7

(

* 前期

临床研究发现"西医常规治疗联合香连丸防治
')>

$湿

热证%"可进一步提高疗效'

&

(

* 本实验发现"黄连碱组

! Q&

分
')>

的发生率及腹泻程度均较模型组明显下

降&黄连碱组裸鼠肠黏膜损伤程度较模型组明显减轻)

肠道损伤程度也明显降低*

炎症反应是
')>

发病的重要病理过程&

*3D

$

"

)

)E

$

4

是重要的促炎因子"在炎症反应过程中起重要作

用"研究显示
')>

发生后"

*3D

$

"

)

)E

$

4

的释放可加剧

炎症反应"进而加重肠黏膜损伤'

##

(

* 本研究发现"模

型组裸鼠回肠组织中
*3D

$

"

)

)E

$

4

含量均明显高于正

常组"而黄连碱组裸鼠回肠组织中
*3D

$

"

)

)E

$

4

含量

均明显低于模型组&提示黄连碱可减少
')>

裸鼠回肠

组织中
*3D

$

"

和
)E

$

4

的分泌"从而减轻肠道炎性反

应和肠道损伤*

3D

$

!C

是调控炎症因子表达的重要转录激活因

子'

#!

#

#5

(

"与各种炎症损伤密切相关&化疗药物可激活

3D

$

!C

"产生大量炎症因子"从而加重炎症反应&

3D

$

!C P47

亚单位是
3D

$

!C

家族参与炎症因子基因转

录的主要成分*

)!C

是
3D

$

!C

的特异性抑制因子"

)!C

家族主要成员
)!C"

是细胞内最主要的
3D

$

!C

抑

制蛋白* 生理状态下
)!C"

与
3D

$

!C P47

结合"使

3D

$

!C P47

处于非活化状态&病理状态下"

)!C"

被磷

酸化而降解"从而使
3D

$

!C

进入细胞核"参与多种炎

症因子的调控'

#7

(

* 本研究发现"与模型组比较"黄连

碱组
3D

$

!C P47

表达明显降低"

)!C"

表达则明显升

高"说明黄连碱可抑制
')>

裸鼠小肠组织中
3D

$

!C

P47

的表达"并抑制
)!C"

的降解"抑制
3D

$

!C

信号通

路的激活"从而抑制各种炎性细胞因子的表达而发挥

抗炎作用*

综上所述"上调
)!C"

表达"抑制
3D

$

!C

通路活

化"进而下调促炎细胞因子
*3D

$

"

)

)E

$

4

的表达"从而

减轻肠道炎症反应"修复肠道损伤"可能是黄连碱防治

')>

的作用机制之一*
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张晶晶

第二十二次全国儿科中西医结合学术会议征文通知

由中国中西医结合学会儿科专业委员会主办$深圳市儿童医院承办的第二十二次全国儿科中西

医结合学术会议定于
!"#$

年
6

月
%

(

6

日在广东省深圳市召开$届时将进行有关小儿呼吸&神经&血

液&泌尿&新生儿等中西医结合学术交流$并将举行第七届中国中西医结合学会儿科专业委员会常委

和全体委员会议% 会议期间还将进行换届工作$选举产生第八届儿科专业委员会% 开展第三届优秀

论文征文评选工作$并设优秀论文奖% 诚挚邀请全国儿科相关医务人员参会并积极投稿% 现将会议

有关征文事宜通知如下)

征文内容""

#

#中西医结合及中医&西医各专业的临床论著&实验研究&护理经验和专题综述%

"

!

#临床疑难&重症&少见病例报道% "

&

#中西医结合药理&药效研究% "

5

#中西医结合理论及方法研

究% "

7

#对儿科中西医结合工作的建议等%

征文要求" "

#

# 稿件
!"#%

年
#!

月
&#

日后未公开发表% "

!

#稿件需有摘要和
@

或全文"

&

# 稿件

一律用
,B=M1K1]L +1MV

文档$摘要要求
$"" Q# """

字$包括目的&方法&结果&结论等要素% "

5

#稿件

请注明作者单位&准确通信地址&邮政编码&电话及
9

$

:;B.

等联系信息% "

7

#文档名称请注明各亚专

科方向$文件名如)*呼吸#论文题目+&*肾脏#论文题目+等便于分专业顺利审稿% "

4

#稿件请发至)

:B;1V11:<]1_:;B.2=1:

'截止日期)

!"#$

年
%

月
!&

日'联系人)赵淼 "

#76#5"#""$7

#%


