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!基础研究!

健脾方药提取物对小鼠小肠类器官的干预
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摘要$目的$探讨健脾方药四君子汤多糖提取物#黄芪甲苷对小鼠小肠类器官的干预作用$ 方法$取

$

%

<

周龄小鼠小肠约
!" D>

"经过清洗#剪切#消化"分离出小肠隐窝细胞团后"接种于含有多种细胞因子的

基质胶中"在基质胶
9F

结构支撑下"培养形成具有小肠上皮样形态的立体多叶结构"即小肠类器官$ 光镜

下观察小肠类器官的形态特征%采用免疫荧光染色后在激光共聚焦显微镜下观察
=

#钙黏蛋白&

=

#

D+EL;.?,

'

的表达%传代
!

天后的小鼠小肠类器官分为
9

组( 对照组#四君子多糖组&终浓度为
#"" >BIM

'以及黄芪甲

苷组&终浓度为
#" !>12IM

'"继续培养
$5 L

后观察四君子汤多糖提取物#黄芪甲苷对小肠类器官出芽生长

及增殖细胞核核抗原
6?

#

<H

表达$ 结果$分离出的小鼠隐窝细胞团
#

天类似囊状"中心具有单个内腔%

!

%

9

天开始出芽%

$

%

:

天出芽增多"管腔结构进一步清晰"形成小肠类器官"初步建立了小肠类器官培养模式%

四君子多糖组&

#"" >BIM

'小肠类器官出芽数量较对照组明显增多&

!

!

9#

&

#

!

<" NO $

!

#:

&

#

!

K#

"

P Q

"

!

":

'%黄芪甲苷组较对照组中小肠类器官
6?

#

<H

表达明显增高$ 结论$小肠类器官模型的构建为探讨肠黏

膜修复的病理生理机制及药物干预提供了更完善的体外研究模型$ 四君子汤多糖提取物#黄芪甲苷的肠黏

膜保护作用可能与其促进隐窝干细胞更新能力有关$

关键词$类器官% 隐窝%

9F

培养% 四君子汤多糖提取物% 黄芪甲苷
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$$类器官
9F

培养是一种新兴的研究组织成体干细

胞生长'分化'器官形成的体外系统(

#

)

!是将具有干性潜

能的细胞进行
9F

培养!从而形成与相应器官类似的组

织(

!

!

9

)

* 类器官的培养首先需要具有干性的细胞!其次

需要支持其三维生长的基质(

$

)

* 类器官模型是介于体

外细胞培养和体内动物模型的中间形式!能够更好地模

拟生物体内细胞间的相互作用(

:

!

<

)

!且具有自我更新和

自我增殖能力!维持了来源组织的生理结构和功能*

小肠类器官培养可在体外生长形成类似绒毛+隐

窝的结构!经过传代后!具有稳定的表型和遗传学特

性(

H

!

5

)

!有利于动态监控并研究小肠黏膜损伤修复的

生理病理机制(

K

)

* 本研究通过分离小鼠小肠具有干

性的隐窝或者干细胞!体外构建小肠类器官模型!分析

其形态及其生物学特性!在此基础上探讨健脾方药四

君子汤多糖提取物以及黄芪甲苷的干预作用*

材料与方法

#

$动物$

6*

小鼠!

$

%

<

周龄!体重
!" B

左右!

雌雄不限!购自广州中医药大学实验动物中心
7P_

级

动物室!动物合格证号#

413 $$""H!"""$:HKK

!动物

实验由广州中医药大学伦理委员会审核通过 $

413

!"#<"<"

%*

!

$药物$黄芪甲苷# 购自上海禾午生物科技有限

公司!

Z0!K5`

!货号#

7##"!K

* 四君子汤多糖部位的

提取'分离及纯化#四君子汤饮片$人参'炒白术'茯苓'

炙甘草各等份!购自广州同康药业有限公司%粉碎!先进

行煎煮'水提醇沉'

7;N+B

法去除蛋白'过
F=W=

#

:!

纤

维素柱进一步分离纯化得到四君子汤多糖*

9

$主要仪器和试剂$主要仪器#二氧化碳培养箱

$型号#

9###

!厂家#

(L;.>1>;R;. _?OL;. 7D?;,R?S

#

?D

%* 主要试剂#

',R;OR?%-2R G.B+,1?E X.1@RL *;E?

#

-> *1-O; \+O+2 *;E?->

$

M1R

#

#5%5559H

!购自

7(=*%=MM

%'

X;,R2; %;22 F?OO1D?+R?1, U;+B;,R

$

M1R

#

#HX5!:!K

!购自
7(=*%=MM

%'

F-2];DD1

,

O

PL1OTL+R; \-SS;.;E 7+2?,;

$

F

#

P\7

%

@?RL1-R %+2

#

D?-> +,E *+B,;O?->

$

M1R

#

"$##W#5

!购自
M=

#

WX=4=

%'

F*=*I_

#

#! @?RL #: >* Y=P=7 ]-SS;.

$

M1R

#

#5F5K:<$

!购自
7(=*%=MM

%'

*+R.?B;2 "

X_U +,E PL;,12 U;E

#

_.;; \+O;>;,R *;>].+,;

*+R.?V

$

M1R

#

H9#:<5H

!购自
\F

%*

$

$研究方法

$

!

#

$小肠隐窝分离'培养$脱颈椎处死小鼠!无

菌状态下取出整段小肠!放入冷的
F

#

P\7

$含双抗%

中!去除肠外壁薄膜'脂肪'血管!纵向剖开清洗肠腔*

将清洗后的肠段剪成
!

%

9 >>

的小段!并转移到

:" >M

离心管!加入
#: >M

预冷的
F

#

P\7

!吹打
9

次!

放置
9" O

!使肠碎片自然沉降!吸弃上清液!留下少量

的液体覆盖碎片表面&重复此操作
#:

%

!"

次!直至上

层液清澈* 弃上清!加入室温的
D;22

#

E?OO1D?+R?1,

!: >M

!室温震荡
#: >?,

!静置
9" O

!弃上清* 加入

#" >M

含
"

!

#`\7W

的冰冷
F

#

P\7

!吹打
9

次!放置

9" O

沉降* 取上清过
H" !>

细胞滤器!收集滤液!重

复此操作
$

次* 将后两次滤液合并!

!""

'

B I>?,

离

心
: >?,

*弃上清后加入
#" >M

含
"

!

#` \7W

冷
F

#

P\7

重悬!再次离心!收集沉淀* 加入
#" >M F*=*I

_#!

!取
# >M

到六孔板中!镜下观察评估分离的隐窝

形态并计数* 沉淀隐窝细胞团按
#

(

#

加入
1.B+,1?E

B.1@RL >;E?->

和
>;R.?B;2

形成混悬物!加入
!$

孔

板$

:" !MI

孔%形成穹顶状* 放入二氧化碳培养箱中

#" >?,

!待胶固化后!加入
H:" !M

的
1.B+,1?E B.1@RL

>;E?->

!同时在剩余空孔中加入
H:" !M

无菌
F

#

P\7

!保证培养板的湿化!放入二氧化碳培养箱$

:`

%G

!

!

9H

)%中* 每周更换培养基
9

次* 一周后多聚甲

醛固定
>;R.?B;2

并石蜡包埋'切片!分别进行
Y=

'

PW7

及免疫荧光染色* 传代
!

天后的小鼠小肠类器官分为

9

组#对照组'四君子多糖组$终浓度为
#"" >BIM

%以及

黄芪甲苷组$终浓度为
#" !>12IM

%* 免疫荧光对
=

#

D+EL;.?,

以及增殖标记物
6?

#

<H

进行标记*

$

!

!

$四君子汤多糖提取物对小肠类器官的影响

传代
!

天后!光镜下可见隐窝细胞团闭合成轮廓清晰的

圆形!加入四君子汤多糖提取物$终浓度为
#"" >BIM

%

共培养
$5 L

!光镜下观察类器官形成及出芽数*
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$黄芪甲苷对小鼠小肠类器官
6?

#

<H

表达的

影响$传代
!

天后!光镜下可见隐窝细胞团闭合成轮

廓清晰的圆形!加入黄芪甲苷$终浓度为
#" !>12IM

%

共培养!

$5 L

后吸掉培养液!将含有小肠类器官的基

质胶直接涂在防脱片上!

$`

的多聚甲醛固定后!细胞

免疫荧光观察
6?

#

<H

的表达*

:

$统计学方法$采用
7P77 #K

!

"

进行统计学

分析!所有数据用
V

&

O

表示!两组间的比较采用
R

检

验!

P Q"

!

":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$小鼠小肠类器官模型$图
#

!

!

%$培养
9

%

: L

后开始闭合形成轮廓清晰的圆形!分离出的小鼠隐窝细

胞团
#

天类似囊状!中心具有单个内腔&

!

%

9

天开始

出芽&

$

%

:

天出芽增多!管腔结构进一步清晰!形成小

肠类器官!即由衬有绒毛样上皮的囊状中心结构与周围

隐窝样芽泡状结构组成&传代后培养
:

天即可形成小肠

类器官&直接涂片后进行
Y=

染色!可见成型的小肠腺

$$注#

W

为取出的小鼠小肠&

\

为第
#

天的小肠类器官&

%

'

F

为
!

%

9

天的小肠类器官!开始出芽$黑色箭头%&

=

为第
$

天的

小肠类器官&

_

为第
:

天的小肠类器官

图
#

#小鼠小肠类器官形成的动态观察

$$注#

W

为直接涂片后进行
Y=

染色&

\

为切片
Y=

染色&

%

为

切片
PW7

染色&

F

为细胞核表达$蓝色荧光%&

=

为上皮钙黏蛋白

=

#

D+EL;.?,

$绿色荧光%&

_

为
*;.B;

图

图
!

#小鼠小肠类器官的形态特性

管样结构&

Y=

染色后光镜下可见清晰的上皮细胞围绕

形成的腺腔结构$红色箭头标记%及隐窝细胞团!显示肠

道类器官是由单层极化柱状上皮细胞构成&

PW7

染色

显示肠道类器官粘液分泌细胞的产生及黏液分泌后进

入腔!还有分化成熟的杯状细胞$黑色箭头指示%&维持

细胞间结构完整及极性的上皮钙黏蛋白
=

#

D+EL;.?,

$绿色荧光%在类器官石蜡切片上有表达*

!

$四君子汤多糖提取物对小鼠小肠类器官生长

的影响$图
9

%$小肠类器官进行传代!加入四君子汤

多糖提取物$

#"" >BIM

%共培养
$5 L

后!发现小肠类

器官出芽数量较对照组明显增多($

!

!

9#

&

#

!

<"

%

NO

$

$

!

#:

&

#

!

K#

%!

P Q"

!

":

)*

$$注#

W

为对照组&

\

为四君子多糖组

图
9

#四君子多糖提取物对小鼠小肠类器官生长的影响

9

$黄芪甲苷对小鼠小肠类器官
6?

#

<H

表达的影响

$图
$

%$通过激光共聚焦显微镜可见小肠类器官的增

殖标记物
6?

#

<H

的表达$绿色荧光%!黄芪甲苷干预

$5 L

后较正常对照组中小肠类器官
6?

#

<H

的表达明显

增高*

讨$$论

小肠上皮的更新速度在成体哺乳动物各器官中是

最快的* 小肠干细胞位于隐窝的底部!分布在潘氏细

胞间!能够快速增殖产生过渡扩增$

R.+,O?R +>T2?S

#

/?,B

!

(W

%细胞(

#"

)

!这些细胞沿着隐窝纵轴向上迁移

至隐窝上部!同时继续增殖'分化为肠上皮细胞'潘氏

细胞'肠内分泌细胞和杯状细胞等* 潘氏细胞成熟后

下移至隐窝底部!其他各细胞则沿隐窝+绒毛轴

$

D./TR

#

N?22-O

%上移至绒毛顶部!并死亡脱落入肠腔

中(

##

!

#!

)

* 小鼠成体肠干细胞培养形成的类器官主要

表现为芽生结构!在体外形成类似
D./TR

#

N?22-O

结构!

由单层的类似绒毛细胞的结构相连接!并且分化形成

各种肠黏膜细胞和腺腔结构*

9F

培养类器官技术在研究机体生理病理学'基因

治疗'构建疾病模型及药物筛选等方面均有广阔的应

用前景(

#9

)

* 小鼠胃类器官和小肠类器官可分别作为

可靠的模拟胃上皮和肠上皮结构'功能的体外研究模

型!用于后续的实验研究(

#$

!

#:

)

*
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为黄芪甲苷组
6?

#
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的表达$绿色荧

光%&

F

为黄芪甲苷组
6?

#

<H

细胞核表达$蓝色荧光%

图
$

#黄芪甲苷对小鼠小肠类器官
6?

#

<H

表达的影响

四君子汤及黄芪在临床胃肠黏膜损伤相关疾病中

应用广泛并具有独特疗效* 已有研究表明#四君子汤

及黄芪在胃肠黏膜损伤修复'提高肠道黏膜免疫功能'

调节胃肠运动以及抗肿瘤方面发挥重要作用!能提高

脾虚大鼠肠黏膜屏障功能!减轻应激引起的胃肠黏膜

损伤(

#<

)

* 目前尚未见四君子汤多糖提取物'黄芪甲苷

对肠道隐窝干细胞生长'分化研究的报道*

本实验成功建立了小鼠肠道类器官原代培养及传

代培养模型!其形态结构与在体小肠腺体结构类似!利

用小肠类器官的球状结构形成率'每个类器官出芽个

数评判类器官的生长情况(

#H

)

!可以体外评估肠黏膜干

性细胞的增殖'分化能力* 研究发现!四君子汤多糖提

取物干预后的小肠类器官出芽数明显高于对照组!提

示四君子汤多糖提取物可能有助于小肠隐窝细胞增

殖!提高其生长'分化能力* 黄芪甲苷干预后的小肠类

器官的
6?

#

<H

表达明显增强!提示黄芪甲苷可促进小

肠类器官
6?

#

<H

表达!有助于小肠隐窝细胞的增殖!提

高小肠的更新能力* 益气健脾方药四君子汤多糖提取

物'黄芪甲苷的肠黏膜保护作用可能与其促进隐窝干

细胞更新能力有关* 类器官的培养在国内尚在起步阶

段!是国内相关领域工作的开端!后续将基于该平台做

更多的深入探索*

利益冲突!所有研究人员声明本文不存在任何利

益冲突关系*
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