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基金项目#国家自然科学基金资助项目$

74

!

8#"9!998

%&江苏省自然科学基金资助项目$

746:;!"##"98

%&江苏高校优势学科建设工程资助

项目$

746:!!!

%&江苏省中医药局课题资助项目$

746'<##""!

"

'<##"##

%

作者单位#

#6

南京中医药大学附属医院"江苏省中医院消化科$南京
!#""!%

%&

!6

南京市中医院消化科$南京
!#"""#

%&

$6

澳门科技大学中医

药学院$澳门%&

=6

南京中医药大学第一临床医学院$南京
!#""=>

%

通讯作者#沈"洪"

)-5

#

#$8?#89!8?%

"

@

#

0AB5

#

CD-ED4EF%%%G#>$6H40

注#本文章所有实验在澳门科技大学中医药实验研究基地完成
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#
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!
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!

!"#$

!

"%

!

#!#>

!基础研究!

清肠化湿方对溃疡性结肠炎
7K

#

!:J)455C

通路的

影响及其机制

沈"洪#

"刘智群!

"朱"荃$

"朱"磊#

"翟金海=

摘要"目的"观察清肠化湿方对人结肠癌上皮细胞株"

L)

#

!%

细胞#核因子#

!:

"

EMH5-A2 NAH/42 !:

$

7K

#

!:

#%

)455

样受体"

)455

#

5BO- 2-H-./42C

$

)PQC

#蛋白的活化%表达以及白介素$

8

"

BE/-25-MOBE

#

8

$

(P

#

8

#含

量的影响$探讨其治疗溃疡性结肠炎"

M5H-2A/BR- H45B/BC

$

S&

#的可能机制& 方法"予肿瘤坏死因子 $

"

"

/M042 E-H24CBC NAH/42

#

"

$

)7K

#

"

#%脂多糖"

5B.4.45TCAHHDA2BU-C

$

PV,

#诱导
L)

#

!%

细胞炎症模型$实验

分为空白对照组$模型对照组$柳氮磺胺吡啶"

CM5NACA5AWBE-

$

,X,V

#组$清肠化湿方低%中%高剂量组& 采用

+))

法检测实验药物对细胞生长的影响$用
)2AECY-55

观察巨噬细胞趋化情况$免疫细胞荧光法检测
7K

#

!:

%

)PQ=

蛋白$

@P(,X

法检测
(P

#

8

含量& 结果"各实验药物未见抑制细胞生长& 清肠化湿方各剂量组在抑制巨

噬细胞趋化%减少
7K

#

!:

活化$降低
)PQ=

表达$减轻
(P

#

8

分泌方面$与模型对照组比较差异均有统计学意义

"

V Z"

!

"?

#$清肠化湿方高剂量组对巨噬细胞趋化的抑制作用与空白对照组比较差异无统计学意义"

V [

"

!

"?

#$而抑制
7K

#

!:

活化入核的作用高于
,X,V

组"

V Z"

!

"?

#& 结论"清肠化湿方可明显减轻
L)

#

!%

细胞

炎症反应$抑制巨噬细胞趋化$减少
7K

#

!:

活化入核%降低
)PQ=

的表达$减轻
(P

#

8

的分泌$这可能是其治疗

S&

的作用机制之一&

关键词"清肠化湿方'溃疡性结肠炎'核因子#

!:

'

)455

样受体#

=

'白介素#

8

@NN-H/ 4N \BEFHDAEF LMACDB Q-HB.- 4E 7K

#

!:J)455C VA/DYAT BE S5H-2A/BR- &45B/BC VA/B-E/C AEU

+-HDAEBC0 ,/MUT

"

,L@7 L4EF

#

"

P(S ]DB

#

^ME

!

"

]LS \MAE

$

"

]LS P-B

#

"

AEU ]LX( 'BE

#

DAB

=

"

# <-.A2/

#

0-E/ 4N _AC/24-E/-2454FT

"

'BAEFCM V24RBEHBA5 L4C.B/A5 4N )2AUB/B4EA5 &DBE-C- +-UBHBE-

"

7AE`BEF

$

!#""!%

%"

&DBEA

&

! <-.A2/0-E/ 4N _AC/24-E/-2454FT

"

7AE`BEF +MEBHB.A5 L4C.B/A5 4N )2AUB/B4EA5 &DBE-C-

+-UBHBE-

"

7AE`BEF

$

!#"""#

%"

&DBEA

&

$ KAHM5/T 4N &DBE-C- +-UBHBE-

"

+AHAM SEBR-2CB/T 4N ,HB-EH- AEU

)-HDE454FT

"

+AHAM

"

&DBEA

&

= KB2C/ &5BEBHA5 +-UBHA5 ,HD445

"

7AE`BEF SEBR-2CB/T 4N )2AUB/B4EA5 &DBE-C- +-U

#

BHBE-

"

7AE`BEF

$

!#""=>

%"

&DBEA

X:,)QX&)

$

I1`-H/BR-

$

)4 41C-2R- /D- -NN-H/ 4N \BEFHDAEF LMACDB Q-HB.-

$

\LQ

%

4E /D- AH/BRA/B4E

AEU -a.2-CCB4EC 4N EMH5-A2 NAH/42 !:

$

7K

#

!:

%"

)455

#

5BO- 2-H-./42C

$

)PQC

%"

AEU H4E/-E/C 4N BE/-25-MOBE

#

8

$

(P

#

8

%"

/DMC -a.542BEF B/C .4CCB15- 0-HDAEBC0C N42 /2-A/BEF M5H-2A/BR- H45B/BC

$

S&

%

6 +-/D4UC

$

)D- L)

#

!%

H-55C Y-2- BEUMH-U /4 BEN5A00A/B4E 04U-5 1T /M042 E-H24CBC NAH/42

#

"

$

)7K

#

"

%

AEU 5B.4.45TCAHHDA2BU-C

$

PV,

%

6 L)

#

!% H-55C Y-2- UBRBU-U BE/4 > F24M.C

"

B6-6

"

/D- R-DBH5- H4E/245 F24M.

"

/D- 04U-5 H4E/245 F24M.

"

/D-

CM5NACA5AWBE-

$

,X,V

%

F24M.

"

/D- DBFD U4C- \LQ F24M.

"

/D- 0BUU5- U4C- \LQ F24M.

"

/D- 54Y U4C- \LQ

F24M.6 @NN-H/C 4E /D- H-55 F24Y/D Y-2- U-/-H/-U 1T +))6 )D- HD-04A//2AH/AE/ 4N 0AH24.DAF-C YAC 41

#

C-2R-U MCBEF )2AECY-556 )D- -a.2-CCB4EC 4N 7K

#

!: AEU )PQ= .24/-BE Y-2- U-/-H/-U MCBEF B00ME- H-55 N5M4

#

2-CH-EH- 0-/D4U6 )D- H4E/-E/ 4N (P

#

8 YAC U-/-H/-U 1T @P(,X6 Q-CM5/C

$

)D- F24Y/D 4N H-55C Y-2- E4/ BEDB1B

#

/-U BE -AHD F24M.6 ,/A/BC/BHA5 UBNN-2-EH- -aBC/-U BE -AHD U4C- \LQ F24M. BE BEDB1B/BEF /D- HD-04A//2AH/AE/ 4N
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0AH24.DAF-C

"

2-UMHBEF AH/BRA/B4E 4N 7K

#

!:

"

54YBEF -a.2-CCB4EC 4N )PQ= .24/-BE

"

AEU U-H2-ACBEF /D- C-

#

H2-/B4E 4N (P

#

8

"

YD-E H40.A2-U YB/D /D- 04U-5 H4E/245 F24M.

$

V Z"

&

"?

%

6 74 C/A/BC/BHA5 UBNN-2-EH- -aBC/-U BE

BEDB1B/BEF /D- HD-04A//2AH/AE/ 4N 0AH24.DAF-C 1-/Y--E /D- DBFD U4C- \LQ F24M. AEU /D- R-DBH5- H4E/245

F24M.

$

V ["

&

"?

%

6 :M/ B/C BEDB1B/B4E 4E 7K

#

!: AH/BRA/B4E YAC DBFD-2 BE /D- DBFD U4C- \LQ F24M. /DAE BE /D-

,X,V F24M.

$

V Z"

&

"?

%

6 &4EH5MCB4E

$

\LQ H4M5U 41RB4MC5T A//-EMA/- /D- BEN5A00A/42T 2-AH/B4E 4N L)

#

!%

H-55C

"

BEDB1B/ /D- HD-04A//2AH/AE/ 4N 0AH24.DAF-C

"

2-UMH- /D- AH/BRA/B4E 4N 7K

#

!:

"

54Y-2 -a.2-CCB4EC 4N

)PQ

#

=

"

AEU A//-EMA/- /D- C-H2-/B4E 4N (P

#

8

"

YDBHD 0BFD/ 1- 4E- 4N B/C 0-HDAEBC0C N42 /2-A/BEF S&6

;@b*IQ<,

$

\BEFHDAEF LMACDB Q-HB.-

&

M5H-2A/BR- H45B/BC

&

7K

#

!:

&

)455

#

5BO- 2-H-./42 =

&

BE/-25-MOBE 8

""溃疡性结肠炎$

M5H-2A/BR- H45B/BC

"

S&

%是一种反复

发作的肠道慢性非特异性炎症性疾病"属于中医学的'泄

泻()'痢疾()'肠癖(等范畴* 近年来"随着对核因子$

!:

$

EMH5-A2 NAH/42 !:

"

7K

#

!:

%在肠道炎症中的枢纽作

用的阐明"抑制
)455

样受体 $

)455

#

5BO- 2-H-./42C

"

)PQC

%

J 7K

#

!:

通路的关键分子"阻断
S&

的炎症反应"

已成为研究热点之一* 中医学认为"

S&

活动期以湿热蕴

结为主要病机"笔者以清热化湿)敛疮生肌为治疗原则"对

刘完素治痢名方芍药汤进行化裁"拟创清肠化湿方"用于

轻)中度
S&

的治疗"取得了良好的效果+

#

$

=

,

*

本实验通过肿瘤坏死因子 $

"

$

/M042 E-H24CBC

NAH/42

#

"

"

)7K

#

"

%) 脂多糖 $

5B.4.45TCAHHDA2BU-C

"

PV,

%刺激
L)

#

!%

人类结肠癌细胞株制备炎症模型"

观察清肠化湿方对
L)

#

!%

细胞炎症状态下巨噬细胞

迁移情况的影响"

7K

#

!:

)

)PQ=

蛋白的活化)表达"

(P

#

8

的分泌情况"并探讨其作用机制*

材料与方法

#

"材料

#

!

#

"细胞株"人结肠癌上皮细胞株$

L)

#

!%

%#

购自中国科学院细胞库*

#

!

!

"实验药物"清肠化湿方$由黄连)黄芩)煨木

香)炒白芍)生地榆)白芷)徐长卿)生甘草组成%购自江

苏省 医 药 公 司" 生 产 批 号 分 别 为#

!"#"#!"#

)

!"#"#!"#

)

!"#""?"#

)

!"#"#""#

)

!""%"%"#

)

!"#"#!"#

)

!"#"#!"#

)

!"#"#!"#

&以上药物均在南京市

药品检验所进行质量检验"鉴定为合格中药饮片* 柳氮

磺胺吡啶$

CM5NACA5AWBE-

"

,X,V

%#美国
,BF0A

公司*

#

!

$

"实验试剂"

+H&4T

%

C?A

培养基及 $

PV,

%

均购自
,BF0A

公司&胎牛血清"杭州四季青公司&

D)7K

#

"

"

V-.24 )-HD

公司&兔抗
7K

#

!:

单克隆抗体"

&,)

公司&兔抗
)PQ=

多克隆抗体"

,AE/A H2MW

公司&

QD4UA0BE-

$

)Q()&

%标记的二抗"

V24/-BE /-HD

公

司&

)2AECY-55

小室"

&42EBEF

公司&人
(P

#

8

的
@P(,X

检测试剂盒"武汉博士德公司"批号#

@;"=#$

*

#

!

=

"主要仪器"

]K+\"?"V@

型超纯水器"

+B5

#

5B.42-

公司&低温超速离心机"

@..-EU42N

公司&

,.-H/2A +Aa#%"

酶标仪"美国
+45-HM5A2 <-RBH-C

公司&旋转蒸发仪"

@b@PX

公司&

&&X

#

!"

低温冷却

水循环泵"巩义市予华仪器有限公司&

<]K

#

>!#"

真空

干燥箱"上海齐欣科学仪器有限公司&倒置显微镜及荧

光显微镜"

I5T0.MC

&电热恒温鼓风干燥箱"上海博泰

实验仪器有限公司*

!

"方法

!

!

#

"中药浸膏制备"按成人用量"称取上述清

肠化湿方
#

剂"共
89 F

"投入提取罐中"浸泡"煎煮
!

次"合并
!

次药液"予旋转蒸发仪中蒸发"减压浓缩"真

空干燥箱中干燥成药物细粉* 称取清肠化湿方清膏

!>

!

=$ F

"即浸膏量
$"

!

=c

*

!

!

!

"实验分组"实验分为
>

组#空白对照组加入

含
!cK:,

的
+H&4T?A

培养基孵育"实验过程中不予

任何药物干预"模型对照组予
D)7K

#

"

$

!" EFJ0P

%孵

育
#! D

后"再予
PV,

$

# #FJ0P

%

+

?

,孵育
#? D

&实验组

在 上 述 药 物 干 预 的 基 础 上" 加 入
,X,V

$

! 0045JP

%

+

>

,

)根据前期预实验结果"加入清肠化湿方

低剂量$

#"" EFJ0P

%)清肠化湿方中剂量 $

# #FJ0P

%)

清肠化湿方高剂量$

#" #FJ0P

%孵育
!= D

*采用
+))

法

检测实验药物对细胞生长影响时"加做二甲基亚砜

$

<B0-/DT5 CM5N4aBU-

"

<+,I

%组作为阳性对照*

!

!

$

"

+))

法检测不同浓度药物对
L)

#

!%

细胞生

长的影响"取对数生长期
L)

#

!%

细胞"按
#

&

#"

=

J

孔的

浓度同时接种于
!

块
%>

孔培养板中"每孔
!"" #P

"待

细胞生长至
8"c

融合时"更换为分别含有上述浓度药

物的培养基继续培养"培养结束前
= D

"加入浓度为

? 0FJ0P

的
+))

溶液
!" #P

"

= D

后吸弃培养基"每孔

加入
#""c<+,I

溶液
#?" #P

溶解甲瓒颗粒"酶标仪

测定
=%" E0

吸光度$

X

值%* 分别在
!= D

和
=8 D

各

测定
#

次生长情况"两个时间点分别设立阴性对照组和

#

'

<+,I

阳性对照组"各组均设
$

个复孔*

!

!

=

"巨噬细胞趋化实验"取健康成年小鼠"腹

腔注射
#" 0P

预冷无菌
V:,

"脱颈椎处死"沿腹中线
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!

%

剪开"滴管吸取注入的
V:,

"

7L

=

&5

祛除红细胞"

! """ 2 J0BE

离心*

+H&4T

%

C ?A d#"cK:,

培养基

将分离提取的小鼠腹腔巨噬细胞重悬"调整细胞密度

为
#

&

#"

>

J0P

"每孔
="" #P

加入
/2AECY-55

上室"下

室为每孔
# 0P

预处理的
L)

#

!%

细胞* 将
/2AECY-55

置入培养箱中"共培养
#! D

* 将
/2AECY-55

小室取出

后用
V:,

清洗"湿棉签擦净小室上表面细胞"自然风

干"于
"

!

#c

结晶紫中浸泡
$" 0BE

"

V:,

漂净"

#"c

醋酸溶液洗脱结晶紫"于
?8" E0

测定光吸收值

$

I<

%* 以空白对照组细胞
I<

为参照"分别按公式

计算各组细胞趋化指数* 趋化指数
e

$实验组细胞

I<

值
J

对照组细胞
I<

值% &

#""c

*

!

!

?

"免疫细胞荧光检测
L)

#

!%

细胞
7K

#

!:

及

)PQ=

蛋白"调整
L)

#

!%

细胞密度为
!

&

#"

?

"种植于

预先放置有灭菌盖玻片的
!=

孔板中"

$9

(培养细胞至

9"c f8"c

融合"加入
!" EFJ0P)7K

#

"

孵育
#! D

"

7K

#

!:

组在所有药物干预结束前加入
# #FJ0P PV,

继续

诱导
#? 0BE

&

)PQ=

组细胞实验方法如前述"在
)7K

#

"

干预结束后"加入
# #F J0P PV,

诱导
#? D

"再予实验

药物干预* 实验结束后"弃上清培养基"预冷的
V:,

洗

$

次"

=c

多聚甲醛固定
$" 0BE

"

V:,

洗涤
$

次 &

? 0BE

"

"

!

!c)2B/4Eg

#

#""

破膜
#? 0BE

"

V:,

洗
$

次&

? 0BE

"

?c:,X

封闭
# D

"加入按
#

)

?"

稀释的一抗

$9

(湿盒内孵育
! D

"

V:,

洗
$

次&

? 0BE

"加入
#

)

?"

稀释的
)Q()&

标记的二抗室温避光孵育
$" 0BE

"

V:,

洗
$

次&

#" 0BE

"抗荧光淬灭封片液封片"荧光显微镜

观察并拍照* 红色荧光为阳性染色"用
(0AF-V24 V5MC

软件进行图像分析* 计数入核细胞数目"观察
7K

#

!:

活化情况"计算阳性细胞百分率+

9

,

&用平均荧光强度统

计
)PQ=

蛋白表达情况*

!

!

>

"

@P(,X

法检测
L)

#

!%

细胞上清液
(P

#

8

含

量"收集细胞上清液"至
#

!

? 0P @..E-U42N

管"

# >"" 2 J0BE

离心
? 0BE

"取上清* 按试剂盒说明书"

按
#"" #P

孔将样本加入相应的孔中"

$9

(孵育

%" 0BE

"洗板
$

次&除空白孔外"加入生物素化抗体工

作液
#"" #PJ

孔"

$9

(孵育
>" 0BE

"洗板
$

次&除空白

孔外"加入酶结合物工作液
#"" #PJ

孔"

$9

(孵育

>" 0BE

"洗板
?

次&加显色剂
#"" #PJ

孔"

$9

(孵育

#? 0BE

&终止液
#"" #PJ

孔"混匀后
? 0BE

内在酶标仪

上检测各孔吸光度$

X

%"测量波长为
=?" E0

*

$

"统计学方法"应用
,V,, #9

!

"

统计软件* 各

实验独立重复
!$

次"计量资料以
a

*

C

表示"两组间比

较采用配对
/

检验"多组间比较采用
IE-YAT

#

X7I3X

* 统计作图采用
_2A.DVAU V2BC0?

*

V Z

"

!

"?

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组
L)

#

!%

细胞生长情况比较$图
#

%"从加药

后的
!= D

后开始观察"结果显示不同浓度药物与细胞共

培养
=8 D

"细胞增殖良好"与本组
!= D

比较差异有统计

学意义$

V Z"

!

"?

%* 各组与空白对照组比较"生长趋势一

致"各组间比较差异均无统计学意义$

V ["

!

"?

%*

""注#

#

为空白对照组&

!

为
<+,I

组&

$

为模型对照组&

=

为

,X,V

组&

?

为清肠化湿方低剂量组&

>

为清肠化湿方中剂量组&

9

为

清肠化湿方高剂量组&与本组
!= D

细胞数量比较"

"

V Z"

!

"?

图
#

$各组
L)

#

!%

细胞生长情况比较

!

"各组小鼠腹腔巨噬细胞趋化比较$图
!

%"与

空白对照组比较"模型对照组巨噬细胞迁移数目明显

增多"差异有统计学意义$

V Z"

!

"?

%*与模型对照组比

较"各药物治疗后迁移减少"差异有统计学意义

$

V Z"

!

"?

%*清肠化湿方高剂量组较空白对照组比较"

差异无统计学意义$

V ["

!

"?

%*

""注#

#

为空白对照组&

!

为模型对照组&

$

为
,X,V

组&

=

为清

肠化湿方低剂量组&

?

为清肠化湿方中剂量组&

>

为清肠化湿方高

剂量组&图
=

)图
>

)图
9

同&与空白对照组比较"

"

V Z"

!

"?

&与模

型对照组比较"

#

V Z"

!

"?

图
!

$各组小鼠腹腔巨噬细胞趋化比较

$

"各组
L)

#

!%

细胞
)PQ=

蛋白表达比较$图
$

)

=

%

空白对照组
)PQ=

在细胞膜或细胞浆微弱表达"模型对照

组
)PQ=

表达增加"细胞膜或细胞浆见强红色荧光"差异

有统计学意义$

V Z"

!

"?

%* 与模型对照组比较"各药物组

)PQ=

表达降低"差异有统计学意义$

V Z"

!

"?

%*
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""注#箭头所示为#阳性表达的
L)

#

!%

细胞$细胞膜或细胞浆

见红色荧光%&

X

为空白对照组&

:

为模型对照组&

&

为
,X,V

组&

<

为清肠化湿方低剂量组&

@

为清肠化湿方中剂量组&

K

为清

肠化湿方高剂量组&图
?

同

图
$

$各组
L)

#

!%

细胞
)PQ=

蛋白表达比较

$

QD4UA0BE-

法" &

=""

%

""注#与模型对照组比较"

"

V Z"

!

"?

图
=

$各组
L)

#

!%

细胞
)PQ=

蛋白表达比较

=

"各组
L)

#

!%

细胞
7K

#

!:

蛋白活化比较$图

?

)

>

%"空白对照组
7K

#

!:

在细胞浆表达"模型对照

组
7K

#

!:

活化入核"细胞核见红色荧光"与模型对照

组比较"各药物组
7K

#

!:

入核数量减少"差异有统计

学意义$

V Z "

!

"?

%* 清肠化湿方高剂量组与
,X,V

组比较"差异有统计学意义$

V Z"

!

"?

%*

?

"各组
L)

#

!%

细胞
(P

#

8

分泌比较$图
9

%"与

正常对照组比较"模型对照组
(P

#

8

分泌明显增多$

V Z

"

!

"?

%&与模型对照组比较"各药物组
(P

#

8

分泌量降

低"差异有统计学意义$

V Z"

!

"?

%*

讨""论

S&

近年来在我国的病例报道有逐年增加趋势"已

""注#箭头所示为阳性表达的
L)

#

!%

细胞$

7K

#

!:

入核后细

胞核见红色荧光%

图
?

$各组
L)

#

!%

细胞
7K

#

!:

蛋白活化的比较

$

QD4UA0BE-

法" &

=""

%

注#与模型对照组比较"

"

V Z"

!

"?

&与
,X,V

组比较"

#

V Z"

!

"?

图
>

$各组
L)

#

!%

细胞
7K

#

!:

蛋白活化比较

""注#与模型对照组比较"

"

V Z"

!

"?

图
9

$各组
L)

#

!%

细胞
(P

#

8

分泌比较

成为临床常见的难治性疾病* 迄今为止"

S&

的特异

性致病因素和发病机制仍未明确"目前多认为是多因

素)多机制作用的结果* 清肠化湿方中"黄芩)黄连清
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热燥湿&煨木香)炒白芍)生地榆理气和血&白芷消痈敛

疮)徐长卿理气止痛&生甘草和中调药* 处方简单"共

奏清热化湿"调气和血"敛疮生肌之效*

肠上皮细胞$

BE/-C/BEA5 -.B/D-5BA5 H-55C

"

(@&

%是

宿主黏膜屏障重要的组成部分* 肠上皮一方面必须对

存在的天然菌群保持'沉默("另一方面又时刻准备抵

御入侵的病原体* 在研究炎症性肠病发病机制中"建

立炎症细胞模型是必不可少* 由于原代分离培养肠上

皮细胞比较困难"目前"主要使用结肠癌细胞株进行研

究"

L)

#

!%

人结肠癌细胞株表面低表达
)PQ=

蛋白"

对
PV,

低反应性"经
)7K

#

"

刺激后可上调
)PQ=

的表

达"增强对
PV,

的反应性+

8

,

*

白细胞浸润是炎症反应的关键环节之一"在

)7K

#

"

)

PV,

所致炎症发生过程中"白细胞通过血管壁

渗出到血管外"并在局部组织中大量聚集"而单核
J

巨

噬细胞通常是到达浸润部位的主要炎症细胞之一* 细

胞迁移发生于多种生理及病理过程中"包括胚胎形成)

机体免疫)急慢性炎症及慢性肿瘤等+

%

,

"当机体感染

_

$菌时"脂多糖释放入血"与血浆中的脂多糖结合蛋

白$

5B.4.45TCAHHDA2BU- 1BEUBEF .24/-BE

"

P:V

%结合

形成复合物"再由
P:V

运送至单核
J

巨噬细胞"使细胞

内多条信号通路活化从而促进大量细胞因子和黏附分

子等基因的表达"引起瀑布式的炎症级联反应+

#"

,

* 本

实验用
)7K

#

"

)

PV,

共刺激
L)

#

!%

细胞"制备炎症模

型"并进行相应的药物干预* 通过对小鼠腹腔注射

V:,

冷刺激"成功诱导巨噬细胞浸润"并将分离提取

的巨噬细胞与
L)

#

!%

细胞共培养"模型对照组巨噬细

胞迁移明显增多"提示造模成功* 同时"运用
+))

法

检测实验用药的细胞毒作用"均未见抑制细胞生长*

)PQC

是一类广泛分布在免疫细胞尤其固有免疫细

胞以及某些体细胞表面的模式识别受体$

.A//-2E 2-H4F

#

EB/B4E 2-H-./42

"

VQQ

%"

PV,

是
)PQ=

的主要配体*

7K

#

!:

与一类被称为
7K

#

!:

抑制蛋白$

(!:

%的物质结合在

一起"以无活性的状态存在于细胞浆中"当受到
)7K

#

"

)

PV,

等细胞外信号刺激时"被表面的
)PQ=

识别"向细胞

内传递活化信号"

(!:

发生磷酸化进而泛素化和降解"于

是受其抑制的
7K

#

!:

得已被激活"脱离抑制蛋白的
7K

#

!:

迅速从细胞质易位到细胞核* 业已证实"

(P

#

8

基因启

动子上含有
7K

#

!:

结合位点"与
7K

#

!:

位点结合后"导

致相应的基因表达
0Q7X

"促进其细胞因子的释放&释放

的细胞因子又可反过来进一步活化
7K

#

!:

"由此形成一

个正反馈调节"使炎症不断放大* 鉴于肠上皮在应对常

驻菌和
PV,

时应保持免疫沉默"故理论上
(@&

表达低水

平的
)PQ=

十分合理"其目的在于保护宿主在高浓度的

PV,

环境中不致发生肠道慢性炎症的激活"本实验研究

发现"预先用
)7K

#

"

刺激"可增强其对
PV,

的反应性"造

成
(@&

对常驻菌的过度反应"从而启动或加重肠道炎症*

本实验通过用
)7K

#

"

)

PV,

共刺激"制备
L)

#

!%

细

胞炎症模型"观察清肠化湿方抑制炎症的作用* 实验表

明"炎症状态下"巨噬细胞趋化明显增多"清肠化湿方治疗

后"

7K

#

!:

入核数量减少"

)PQ=

蛋白表达降低"

(P

#

8

分

泌量降低"高剂量的清肠化湿方$

#" #FJ0P

%对巨噬细胞

趋化的抑制作用与空白对照组比较无明显差异"同时"抑

制
7K

#

!:

活化入核的作用高于
,X,V

组$

! 0045JP

%*

中药清肠化湿方可能通过抑制
)PQ=

的表达"减少
7K

#

!:

活化"减轻
(P

#

8

分泌"进而减轻炎症反应"这可能是清

肠化湿方治疗
S&

的作用机制之一*
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