
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

!

',-.,/0 !"#$

!

1234 %$

!

52

!

#

" !"###"

基金项目#国家$

67%

计划%资助项目&

52

!

!""6&8$!!7"$

'

作者单位#

#4

北京中医药大学东直门医院脾胃内科&北京
#"""!6

'(

!4

河南省中医学院第三附属医院中医内科教研室&郑州
9$"""%

'

通讯作者#景"姗!现在江苏省南通市中医院脾胃内科&江苏
!!:"""

'!

);3

#

#$"$!97:!6$

!

<

#

=,>3

#

?>-@AB,-"CA>-,4D2=

EF(

#

#"

!

7::#G&'(+

!

!"#$

!

"#

!

"":%

溃疡性结肠炎大鼠肺)肠组织先天与后天免疫应答

的改变及中药复方的干预作用

景"姗#

"王新月#

"杨"雪!

"杨"舒#

"朱"立#

"盛益华#

"闫"昕#
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摘要"目的"通过观察溃疡性结肠炎!

.3D;/,H>I; D23>H>A

"

J&

#大鼠模型肺$肠组织先天免疫应答与后

天免疫应答的改变及中药复方的干预作用"探讨%肺与大肠相表里&的中医学理论' 方法"

7"

只大鼠随机分

为正常对照组$模型组$从肺论治组$从肠论治组及柳氮磺胺吡啶组"正常对照组
#"

只"模型组与治疗组各

#$

只"除正常对照组外"其余各组大鼠大鼠均用结肠黏膜致敏联合三硝基苯磺酸加
$"K

乙醇灌肠的免疫复

合法制
J&

大鼠模型"进行药物!从肺论治方$从肠论治方及柳氮磺胺吡啶#灌胃干预"治疗后
9

周杀检取材"

采用放射免疫方法检测肺$肠组织和血清中肿瘤坏死因子#
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M

#的含量"采用
<N(OP

法检测血清
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#

含量(采用
R;,3 H>=;

#

S&R

法检测肺$肠组织中
)233

样受体
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#$核转录因

子$
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5L

#
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#$中性粒细胞移动抑制因子!
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#$黏膜地址素黏附分子#

#

!

+,Q&P+
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#基因转录水平的

改变' 结果"本
J&

模型肺组织中
)5L

#

!

含量"

)NR9 =R5P

"

(N

#

M

含量"

+(L =R5P

"

+,Q&P+

#

# =R5P

表达均较正常对照组明显升高!

S T"

!
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#(与模型组比较"从肺论治方$从肠论治方肺组织中
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含量"
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+,Q&P+
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表达水平均明显降低!

S T"

!
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#(模型组肠组织

中
+,Q&P+
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表达较正常对照组明显升高!

S T"
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#(与模型组比较"各治疗组肺$肠组织中
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#'模型组血清中
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含量较正常对照组明显升高!
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#(与模型组比较"从肺论治方$从肠

论治方均能明显降低血清中
)5L

#

!

含量!

S T"

!

"$

"

S T"

!

"#

#' 结论"本
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模型肠组织发生损伤的机制

主要与后天免疫应答激活相关"同时伴有先天免疫应答功能降低(肺组织发生损伤的机制与先天免疫应答$

后天免疫应答均相关(从肺论治$从肠论治均能明显改善肺$肠组织免疫失衡' 以上说明了肺$肠组织的特殊

联系"为%肺与大肠相表里&的中医学理论提供了实验依据'
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""溃疡性结肠炎&

.3D;/,H>I; D23>H>A
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'与克罗

恩病&

&/2B-
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A Q>A;,A;

!

&E

'同属于炎症性肠病&
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#

U3,==,H2/0 _2`;3 Q>A;,A;

!

(8E

'!均是肠道的慢性

非特异性炎症性疾病!其中
J&

是以侵及结肠黏膜且

以溃疡为主的慢性非特异性炎症性肠病!其病因和发

病机制尚未完全明了!可能与遗传)环境)饮食)心理和

免疫系统失调有关+ 其病程常反复迁延!并有上百种

肠外表现*

#

!

!

,

+ 其疾病临床特征)组织病理学表现和

免疫抑制剂的治疗有效性提示本病的发生与免疫系统

失调相关+ 近年来国内外多有
J&

并发呼吸系统疾病

的报道!并把其作为
J&

肠外表现之一*

%

,

+

J&

并发

肺部病变多数应用糖皮质激素治疗且取得良好效果!

而单独用抗生素治疗无明显疗效!说明其发病与自身

免疫功能失调有关*

9

$

:

,

+ 中医学认为!

J&

发病多为

感受外邪!加之内伤饮食)情志不调)劳倦所伤)先天禀

赋不足等因素的共同作用!湿热与积滞客于肠道!与肠

中气血相互搏结!大肠传导失司!气血壅滞!脂膜血络

受损!重则肉腐成脓而致*

7

,

+ 病程较长!久之脾肾亏

虚!湿热积滞!气滞血瘀(肠中湿热)浊毒)瘀血内蕴!循

经上扰!上熏于肺!肺失宣降!痰浊内生(同时肺之功能

受损!宗气生成不足!气血运行不畅!反过来又加重肠

中淤滞+ 此理论不仅解释了
J&

的肺部病变机制!也

指导着中医临床对
J&

的治疗*

M

,

+ 本实验在前期研究

的基础上!以结肠黏膜免疫致敏联合三硝基苯磺酸

&

)58O

'加乙醇灌肠的复合方法建立大鼠
J&

模型!

检测肺)肠组织中细胞因子)趋化性因子)黏附分子和

细胞内信号转导分子等免疫学相关指标!探讨
J&

大

鼠模型肺损伤的固有免疫应答与适应性免疫应答发生

机制!以及中药复方从肺论治方)从肠论治方的干预机

制!为临床治疗
(8E

合并肺损伤提供实验依据!也进

一步从该角度阐明 $肺与大肠相表里%中医学理论的

物质基础+
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')白细胞

介素&
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#
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&美国
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大鼠模型的制备)分组"

7"

只大鼠随机

分为正常对照组)模型组)从肺论治组)从肠论治组及

柳氮磺胺吡啶组!正常对照组
#"

只!模型组与治疗组

各
#$

只!除正常对照组外!其余各组大鼠均用于复制

J&

模型+ 参照文献*

6

!

#"

,!采用结肠黏膜致敏联合

三硝基苯磺酸加
$"K

乙醇灌肠的免疫复合法复制
J&

大鼠模型!造模过程如下+

%

!

#

"家兔肠黏膜抗原的制备"选用健康新西兰

家兔
#"

只!以空气栓塞法处死!剖腹取结肠!无菌生

理盐水冲洗干净!刮取结肠黏膜组织!加等量生理盐

水!用超声粉碎仪粉碎!制成肠黏膜组织匀浆液!

9

(!

% """ / G=>-

离心
%" =>-

!取上清!用
8&P

试剂盒进

行蛋白定量*

6

!

#"

,

+

%

!

!

"抗原预免疫与
)58O

灌肠"家兔肠黏膜抗

原液与等体积的完全弗氏佐剂混匀!制成抗原乳化液+

随机选择
:"

只
*>AH,/

大鼠制作
J&

大鼠模型(其余

#"

只设为正常对照组+ 模型组分别于预免疫第
#

)

#$

)

!!

天注射抗原乳化液于足跖)腹股沟等部位!每次

注射量含抗原蛋白
M =@G

只!第
!6

天用
#"K

的水合

氯醛麻醉大鼠!

)58O

&稀释成浓度
#!" =@G=N

'与

$"K

乙醇
#

)

#

比例混合!按
)58O #"" =@Gb@

体重进

行灌肠+ 灌肠时用直径
! ==

)长约
#" D=

的硅胶管

从肛门缓慢插入肠腔内
M D=

左右!快速&

$ A

内'注

入混合液!约
"

!

$ d"

!

7 =NG

只+

9

"给药"灌肠后第
!

天!大鼠即出现明显的浓血

便!稀便!大鼠陆续死亡!灌肠后
#

周给药+ 从肺论治

组#给予黄芪桔梗汤!方药组成#生黄芪
%" @

"桔梗

: @

"赤白芍各
#" @

"陈皮
#" @

"连翘
#! @

"薏苡仁

%" @

"白及
#" @

"炒黄芩
#" @

"炒枳壳
#" @

"防风

#" @

"五倍子
: @

"生甘草
#" @

!由北京中医药大学

第一临床医学院中药房提供!制成免煎颗粒!使用时

#!

剂中药以纯净水稀释至
#""" =N

!每毫升含生药

#

!

6:M @

(从肠论治组#采用黄芪黄连汤!方药组成#

生黄芪
%" @

"黄连
#" @

"木香
: @

"赤白芍各
#$ @

生甘草
: @

"三七粉
% @

"五倍子
: @

"炒白术
#" @

焦槟榔
#" @

"生地榆
#$ @

"蒲公英
!" @

"炒薏仁

!" @

!由北京中医药大学第一临床医学院中药房提供!

制成免煎颗粒&方法同上'!每毫升含生药
!

!

"7: @

+

西药对照组#柳氮磺胺吡啶 &每粒
"

!

!$ @

!批号#

]%#"!"9$"

'!由上海三维制药有限公司生产!使用时

取
#M"

粒研碎后以纯净水溶解稀释至
7"" =N

!每毫

升含
"

!

": @

柳氮磺胺吡啶+ 均按成人每公斤体重用

量
M

倍灌胃给药!正常组)模型组用相同体积的纯净水

灌胃!每日
#

次+ 治疗
9

周后杀检取材+

$

"实验指标的测定

$

!

#

"采用放射免疫方法检测肺)肠组织和血清

中肿瘤坏死因子&

)5L

#

!

'!白介素&

(N

'#

M

含量(采用

<N(OP

法检测黏膜地址素黏附分子&

+,Q&P+

#

#

'含

量"分别于给药
9

周!各组大鼠禁食
!9 d9M B

!以
#"K

水合氯醛腹腔注射麻醉后!腹主动脉取血!留取血上清!

冷冻于液氮罐中备用+ 同时摘取整个肺组织!取肛门以

上
!

*

#" D=

结肠组织!生理盐水冲洗后!滤纸吸干水

分!分装于冻存管中!冷冻于液氮罐中+ 使用时取出肺)

肠组织!各加
$

倍的生理盐水!超声粉碎机匀浆!

9

(!

%

$"" /G=>-

离心
!" =>-

!取上清!存放于
#

!

$ =N <S

管

中+ 各组随机选取选取
7

个样本!放射免疫法检测大鼠

肺)肠组织和血清中
)5L

#

!

)

(N

#

M

含量的变化!检测方法

同说明书(

<N(OP

法检测血清中
+,Q&P+

#

#

的含量!检

测方法同说明书+

$

!

!

"检测肺)肠组织
)223

样受体&

)233 3>b; /;

#

D;VH2/A

!

)NR

'

9

)核转录因子 $

"8

&

-.D3;,/ U,DH2/

b,VV,8

!

5L

#

"8

')中性粒细胞移动抑制因子&

+(L

')

+,Q&P+

#

# =R5P

的表达"均采用
R;,3 H>=;

#

S&R

方法+ 从上述液氮冻存样品中各组随机选取
:

个样

本!各取
$"

*

#"" =@

样本!加入
# =N )/>^23

后用超

声细胞粉碎仪破坏组织+ 使用时取
# =N

组织的
)/

#

>^23

匀浆液加入
!"" #N

氯仿!盖紧盖子!剧烈摇晃
#$
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#

A

!室温孵育
$ =>-

!

9

(

#! """

'

@

离心
#$ =>-

!取

上清液加至
9"" #N

预冷异丙醇的新
<S

管内! $

!"

( 孵育样品
%" =>-

!

9

(

#" """

'

@

离心
#" =>-

!弃

上清液(加入
7$K

冷乙醇
# =N

!

9

(

7 $"" / G=>-

离

心
$ =>-

!弃乙醇(再次加入
7$K

冷乙醇
# =N

!

9

(

7

$"" / G=>-

离心
$ =>-

!弃乙醇!每次尽量吸干试管中

残余液体!空气或真空干燥
$ d #" =>-

( 加
$" #N

E<S&

处理水溶解+ 紫外分光光度计检测
R5P !%"

)

!:"

)

!M" -=

处的吸光度!

R5P

浓度计算方法#

R5P

浓度&

#@G#N

'

a FE

!:"

'

9"

'稀释倍数 '

#

++ 测得

FE

!:"

GFE

!M"

在
#

!

M

*

!

!

"

之间!

FE

!:"

GFE

!%"

e !

!表

明
R5P

的纯度较高!无
E5P

及蛋白质污染+ 逆转录

反应体系及条件#

R5P

产物#

M #@

(

F3>@2 Q)

#

! #N

(

$

'

+

#

+N1

反转录酶缓冲液#

#" #N

(

Q5)SA

#

! #N

(

R5,A;

抑制剂#

! #N

(

E<S& ]

!

F

#补充至
$" #N

(离

心混匀!反应条件#

9!

(

# B

!

66

(

$ =>-

!

9

(保存+

S&R

引物由
S/>=;/

软件设计而成!设
YPSE]

为内

参对照!引物序列与
R5P

产物如下#

)NR9

&

##: _V

'#

上游引物#

$

%#

&)))&PYYYPP))PYY&)&&

#

%

%!下

游引物#

$

%#

&&PPYP)&PP&&YP)YYP&

#

%

%(

5L

#

"8

&

#:7 _V

'# 上 游 引 物#

$

%#

P)&)Y)))&&&&)

#

&P)&))

#

%

%! 下游引物#

$

%#

Y)Y&Y)&))PY)YY

#

)P)&)Y

#

%

%(

+(L

&

#7M _V

'# 上游引物#

$

%#

)&)&

#

&Y&&P&&P)Y&&)P)Y

#

%

%! 下 游 引 物#

$

%#

YYY)&Y&)&Y)Y&&P&)PPP

#

%

%(

+,Q&P+

#

#

&

M# _V

'# 上 游 引 物#

$

%#

&&YPPP)&&P&

#

&PYPP&&

#

%

%!下游引物#

$

%#

)&&PP)Y&P&&Y)

#

&P&)&

#

%

%(

YPSE]

&

#6$ _V

'# 上游引物#

$

%#

&&P)

#

YYPYPPYY&)YYY

#

%

%!下游引物#

$

%#

&PPPY))

#

Y)&P)YYP)YP&&

#

%

%+

R;,3 H>=;

#

S&R

反应体系#

DE5P

稀释
%

倍!

$" d#$" #N

!以减少上样误差(稀释

后的
DE5P

#

% #N

(

!

'

O[8R Y/;;- S&R +,AH;/

+>X

#

#" #N

(上游引物#

"

!

$ #N

(下游引物#

"

!

$ #N

(补

充
QQ]

!

F

至
!" #N

+

R;,3 H>=;

#

S&R

反应条件#

)NR9

)

5L

#

"8

&

6$

(

#" =>-

!

6$

(

%" A

!

$$

(

%"

A

!

7!

(

!" A

'

9"

个循环(

+(L

&

6$

(

#" =>-

!

6$

(

%" A

!

:"

(

%" A

!

7!

(

!" A

'

9"

个循环(

+,Q&P+

#

#

)

YPSE]

&

6$

(

#" =>-

!

6$

(

%" A

!

$9

(

%" A

!

7!

(

!" A

'

9"

个循环+ 计算样品中
DE5P

相对含

量# 应用
+XS/2

#

+X%"""V

软件分析各个样品的
&H

值!根据
&H

值计算样品中
DE5P

的相对含量+

$&H

,

各组目的基因的
&H

值$内参
YPSE] &H

值(

$$&H

,

各组
$&H

值 $正常组
$&H

值的均值!所有样品中

DE5P

的相对含量,

!

$$&H

+

:

"统计学方法"所有实验数据应用
OSOO

#%

!

"

专业统计软件包进行单因素方差分析检验!计

量资料以
X

&

A

表示!组间两两比较采用
NOE

检验!

方差不齐则采用非参数检验!

S T "

!

"$

为差异有统

计学意义+

结""果

#

"各组大鼠一般情况"造模前各组大鼠毛色光

洁!活泼好动!粪便成颗粒状!无黏液脓血+ 造模后!注

射抗原乳化液加弗式佐剂后!大鼠腹股沟注射部位形成

结节!足部瘀肿灼热!少数注射部位出现化脓+ 大鼠精

神不振)反应迟钝)倦怠少动!毛色欠佳+ 模型组死亡
$

只!治疗组各死亡
9

只!死亡率
%7

!

#K

!主要发生在
)5

#

8O

灌肠后
#

周内!灌肠后第
!

天即发生脓血便+

!

"各组大鼠肺组织中
)5L

#

!

含量比较&表
#

'"

与正常对照组比较!模型组肺组织中
)5L

#

!

明显升高

&

S T"

!

"#

'(与模型组比较!从肺论治组)从肠论治组

肺组织中
)5L

#

!

明显降低&

S T"

!

"#

'!柳氮磺胺吡啶

组肺组织中
)5L

#

!

与模型组比较!差异无统计学意义

&

S e"

!

"$

'(与柳氮磺胺吡啶组比较!从肺论治组肺组

织中
)5L

#

!

明显降低&

S T"

!

"#

'+ 与正常对照组比

较!模型组肠组织中
)5L

#

!

明显降低&

S T"

!

"$

'!各

治疗组肠组织中
)5L

#

!

与模型组比较!差异无统计学

意义&

S e"

!

"$

'+ 与正常对照组比较!模型组血清中

)5L

#

!

含量明显升高&

S T"

!

"$

'(与模型比较!从肺论

治)从肠论治组血清中
)5L

#

!

含量明显降低 &

S T

"

!

"$

!

S T"

!

"#

'+

%

"各组大鼠肺)肠组织中
)NR9 =R5P

及
5L

#

"8 =R5P

表达比较&表
#

'"与正常对照组比较!模

型组肺组织中
)NR9 =R5P

表达水平明显升高

&

S T"

!

"#

'(与模型组比较!各治疗组肺组织中

)NR9 =R5P

表达水平均明显降低&

S T "

!

"$

!

S T

"

!

"#

'+ 与正常对照组比较!模型组肠组织中
)NR9

=R5P

表达水平有下降趋势!但差异无统计学意义

&

S e"

!

"$

'+ 与模型组比较!从肺论治组)从肠论治

组肠组织中
)NR9 =R5P

表达水平明显升高&

S T

"

!

"$

'+ 与正常对照组比较!模型组肺组织中
5L

#

"8

=R5P

表达水平差异无统计学意义&

S e "

!

"$

'!模

型组肠组织中
5L

#

"8 =R5P

表达水平明显降低&

S

T"

!

"#

'+ 与模型组比较!柳氮磺吡啶组肺组织及肠

组织中
5L

#

"8 =R5P

表达水平均明显降低 &

S T

"

!

"#

!

S T "

!

"$

'!从肺论治组及从肠论治组肺)肠

组织中
5L

#

"8 =R5P

与模型组比较!差异无统计学

意义&

S e"

!

"$

'+
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#

" !'###"

表
#

#各组大鼠肺)肠组织及血清中
)5L

#

!

)

(N

#

M

含量及
)NR9 =R5P

)

5L

#

"8 =R5P

)

+(L =R5P

表达比较"&

X

&

A

'

组别
)5L

#

!

&

-@G=N

'

(N

#

M

&

-@G=N

'

)NR9 =R5P 5L

#

"8 =R5P +(L =R5P

正常对照 肺组织
6

-

969

&

#

-

%:!

&

7

'

#

-

$$#

&

"

-

#69

&

7

'

#

-

"$"

&

"

-

%!:

&

:

'

"

-

M67

&

"

-

#9"

&

:

'

#

-

"77

&

"

-

#M$

&

:

'

肠组织
!#

-

%6"

&

#

-

6%$

&

7

'

#

-

6M%

&

"

-

!9%

&

7

'

#

-

"M7

&

"

-

!M:

&

:

'

#

-

"9#

&

"

-

"66

&

:

'

"

-

6:!

&

"

-

%$$

&

:

'

血清
9

-

#7M

&

"

-

$6:

&

7

'

"

-

7:#

&

"

-

#M"

&

7

' - - -

模型 肺组织
#7

-

9%:

&

!

-

!M7

&

7

'

!!

#

-

666

&

"

-

!M"

&

7

'

!!

!

-

%M#

&

"

-

%$9

&

:

'

!!

"

-

M6"

&

"

-

#M7

&

:

'

!

-

%:M

&

"

-

9%$

&

:

'

!!

肠组织
#M

-

M:"

&

#

-

%#9

&

7

'

!

#

-

M::

&

"

-

#66

&

7

'

#

-

""M

&

"

-

!#6

&

:

'

"

-

9#!

&

"

-

#"#

&

:

'

!!

"

-

M$%

&

"

-

!":

&

:

'

血清
$

-

#:!

&

"

-

9$!

&

7

'

!!

"

-

7$M

&

"

-

!%"

&

7

' - - -

从肺论治 肺组织
##

-

!9%

&

!

-

MM#

&

7

'

""##

#

-

$:#

&

"

-

#M%

&

7

'

""

#

-

6%%

&

"

-

#::

&

:

'

""

"

-

7%9

&

"

-

#97

&

:

'

"

-

6$$

&

"

-

%#!

&

:

'

""

肠组织
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""注#与正常对照组同组织
G

血清比较!

!

S T"

-

"$

!

!!

S T"

-

"#

(与模型组同组织
G

血清比较!

"

S T"

-

"$

!

""

S T"

-

"#

(与柳氮磺吡啶组同组织
G

血清

比较!

#

S T"

-

"$

!

##

S T"

-

"#

(&'内数据为样本数

""

9

"各组大鼠肺)肠组织及血清中
(N

#

M

含量比较

&表
#

'"与正常对照组比较!模型组肺组织中
(N

#

M

含

量明显升高&

S T"

!

"#

'!肠组织及血清中
(N

#

M

含量无

明显改变&

S e"

!

"$

'(与模型组比较!各治疗组肺组织

中
(N

#

M

含量均明显降低&

S T"

!

"#

'!柳氮磺吡啶组肠

组织中
(N

#

M

含量明显降低&

S T"

!

"$

'!从肺论治组血

清中
(N

#

M

含量明显升高&

S T"

!

"$

'+

$

"各组大鼠肺)肠组织中
+(L =R5P

表达比较

&表
#

'"与正常对照组比较!模型组肺组织中
+(L

=R5P

表达水平明显升高&

S T"

!

"#

'!肠组织中
+(L

=R5P

表达水平差异无统计学意义&

S e"

!

"$

'(与模

型组比较!各治疗组肺组织中
+(L =R5P

表达均明显

降低&

S T"

!

"#

'!从肺论治组肠组织中
+(L =R5P

表

达水平明显升高&

S T"

!

"#

'+

:

"各组大鼠肺)肠组织
+,Q&P+

#

# =R5P

和血

清中
+,Q&P+

#

#

蛋白表达状况&表
!

'"与正常对照

组比较!模型组肺组织中
+,Q&P+

#

# =R5P

表达水

平明显升高&

S T"

!

"#

'!与模型组比较!各治疗组肺组

织中
+,Q&P+

#

# =R5P

表达水平均明显降低&

S T

"

!

"#

'(以从肺论治组最为明显+ 与正常对照组比较!

模型组肠组织中
+,Q&P+

#

# =R5P

表达水平明显升

高&

S T "

!

"#

'(与模型组比较!各治疗组肠组织中

+,Q&P+

#

# =R5P

表达水平均明显降低 &

S T

"

!

"#

'!其中从肺论治组最为显著+ 与正常对照组比

较!模型组血清中
+,Q&P+

#

#

蛋白含量没有显著性

差异&

S e "

!

"$

'(与模型组比较!各治疗组血清中

+,Q&P+

#

#

蛋白含量均明显升高 &

S T "

!

"$

!

S T

"

!

"#

'+

表
!

#各组大鼠肺)肠组织中
+,Q&P+

#

# =R5P

和

血清中
+,Q&P+

#

#

蛋白表达状况"&

X

&

A

'

组别
+,Q&P+

#

# =R5P

肺组织 肠组织
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#

#

&
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'
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""注#与正常对照组同组织
G

血清比较!

!

S T"

-

"$

!

!!

S T"

-

"#

(与模

型组同组织
G

血清比较!

"

S T"

-

"$

!

""

S T "

-

"#

(与柳氮磺吡啶组同组

织
G

血清比较!

#

S T"

-

"$

!

##

S T"

-

"#

(&'内数据为样本数

讨""论

)NRA

是病原相关分子模式&

SP+SA

'家族成员!

在机体对各种病原体的产生固有免疫应答及随后的适

应性免疫应答中发挥着重要作用+

)NR 9

是肠道黏膜

固有免疫系统识别肠腔内的模式识别受体!与配体脂

多糖&

NSO

'结合后!激活核转录因子
5L

#

"8

!促进单

核细胞分泌细胞因子*

##

,

+ 研究发现!

J&

患者结肠黏

膜上皮细胞及固有层细胞大量表达
)NR9

*

##

!

#!

,

+

5L

#

"8

的活化可激活众多
(8E

发病相关分子的表达!

包括炎性因子&

(N

#

#8

)

)5L

)

(N

#

:

)

M

!

(&P+

#

#

及其他活

化因子与黏附分子')共刺激分子 *

&E9"

)

&EM"

)

&EM:

和诱导性
)

细胞辅助刺激分子&

(&FO

' ,

*

#%

,

+

升高的炎性因子可以直接损伤肠黏膜或者募集诱导

)NR9

阳性巨噬细胞聚集到炎症黏膜!同时肠腔内的

抗原物质透过破坏的黏膜屏障直接进入上皮细胞!进

一步加剧了炎症反应*

#!

,

+ 另外!阻滞
5L

#

"8

可使实

验性结肠炎减轻!提示其促炎作用*

#9

,

+ 但又有研究显



" !(###" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

!

',-.,/0 !"#$

!

1234 %$

!

52

!

#

示
5L

#

"8

通过发挥黏膜保护作用!维持了肠黏膜上皮

的内环境稳态+ 比如体内肠黏膜内皮细胞的
5L

#

"8

激活失败会导致辐射诱导的上皮细胞凋亡显著增

加*

#$

,

+ 通过
+0EMM

靶向基因缺失间接阻滞肠上皮

细胞
5L

#

"8

的活化!使得
EOO

诱导的结肠炎小鼠症状

加重*

#:

,

+

(N

#

M

是一种强有力的中性粒细胞趋化因子

和活化因子! 炎症反应时!主要由单核巨噬细胞)内皮

细胞)表皮细胞及
)

细胞在
(N

#

#

)

)5L

#

!

和
NSO

的刺

激下产生!主要通过趋化)激活中性粒细胞而导致组织

损伤!对嗜碱性粒细胞和
)

细胞也有一定的趋化作用+

研究发现!活动期
J&

患者
(N

#

M =R5P

转录水平明

显高于非活动期
J&

患者和正常对照组*

#7

,

+

J&

患

者肠黏膜组织中
(N

#

M =R5P

的水平及其组织培养液

中
(N

#

M

水平均显著升高!且与肠黏膜组织镜检炎症严

重程度相关*

#M

,

+

)5L

#

!

主要由
NSO

激活的单核巨噬

细胞产生!在炎症反应中!促进中性粒细胞聚集与活

化)促进内皮细胞黏附分子表达和引起凝血酶原效应

等!促进机体炎症反应的启动和发生+

)5L

#

!

能促进

肠上皮细胞分泌和
(N

#

M

表达!诱导结肠上皮细胞凋

亡!促进
J&

发生*

#6

,

+

J&

患者血液)肠组织及粪便

中
)5L

#

!

水平明显增高*

!"

,

+ 但有研究发现
)5L

#

!

基

因敲除小鼠制作的葡聚糖硫酸钠&

EOO

'模型表现出

比野生型小鼠更严重的结肠炎!干扰素#

%

&

(L5

#

%

'和诱

导性一氧化氮合酶 &

>5FO

'

=R5P

的表达明显升

高*

!#

,

+ 体外研究也证实!小剂量的
)5L

#

!

可以促进

创伤模型肠上皮细胞的迁移和肠黏膜损伤的修复!而

大剂量的
)5L

#

!

则起抑制作用!故认为
)5L

#

!

在肠

黏膜损伤和修复的过程中起到双重作用*

!!

,

+

+(L

是

一种主要的前炎性因子! 垂体前叶和外周血单核
G

巨噬

细胞是其主要来源*

!%

,

+

+(L

参与多种病理生理过程!

如抑制活化的巨噬细胞游走)激活淋巴细胞)杀伤肿瘤

细胞)诱导巨噬细胞等分泌多种促炎因子)以及抑制糖

皮质激素的抗炎作用等*

!9

,

!是先天性免疫和获得性免

疫的重要调节因子+ 在
J&

患者中!

+(L

可能是通过促

进巨噬细胞在局部肠黏膜浸润)以及诱导巨噬细胞产生

(N

#

M

而诱导
J&

肠黏膜损害*

!%

,

+

+,Q&P+

#

#

是一种

选择性表达于肠道黏膜及其相关淋巴组织血管内皮细

胞表面的黏附分子!主要介导淋巴细胞向正常黏膜组织

的选择性归巢!整合素家族成员
!9&7

为其受体!高表

达于
&EM

f

)

细胞的杀伤性
)

细胞&

)c#

'!二者相互作

用参与免疫应答中的
)

淋巴细胞归巢*

!$

,

+

(8E

患者的

炎症结肠部位血管内皮细胞
+,Q&P+

#

#

表达上调!活

性氧及炎症因子
(N

#

#

)

)5L

#

!

可诱导
+,Q&P+

#

#

表达

于淋巴管上!通过介导淋巴细胞聚集于肠道组织并产生

黏膜损伤!在
(8E

的发展中发挥着重要作用*

!:

,

+ 半抗

原诱导结肠炎小鼠*

!7

,或
(N

#

!

基因敲除结肠炎小鼠*

!M

,

的结肠固有层小静脉上
+,Q&P+

#

#

表达水平明显升

高!恶唑酮*

!6

,

)

)58O

和
EOO

*

%"

,诱导小鼠结肠炎模型

的结肠黏膜固有层和黏膜下层血管
+,Q&P+

#

#

表达也

增加+

OB>@;=,HA. )

等*

%#

,应用抗
+,Q&P+

#

#

单克

隆抗体对小鼠实验性结肠炎进行预处理! 能够显著减

少肠黏膜上淋巴细胞向内皮细胞的黏附+

!9

整合素拮

抗剂能够明显阻滞
(N

#

#"

缺陷小鼠肠炎模型疾病的进

展*

%!

,

+ 因而通过阻滞
!9&7

和
+PQ&P+

#

#

可能会成

为治疗
(8E

的一种有效方法*

%%

,

+

笔者前期研究已发现此
J&

大鼠模型肠组织发生

损伤的同时亦发生肺组织损伤*

%9

,

!且肺损伤发生的同

时肝肾组织未发生明显损伤*

%$

,

!说明肺肠组织之间存

在不同于其他组织的特殊联系+ 本实验选取导师王新

月治疗
J&

经验方从肺论治方---黄芪桔梗汤)从肠

论治方---黄芪黄连汤为实验用药!其中黄芪桔梗汤

由生黄芪!桔梗!赤白芍!炒黄芩!炒枳壳等组成!方中

生黄芪补气!桔梗宣肺祛痰!陈皮理气健脾)燥湿化痰!

连翘解毒消痈!薏苡仁健脾清热排脓!炒黄芩清热燥

湿)泻火解毒)凉血止血!五倍子敛肺降火)涩肠止泻)

止血!以上诸药均归肺经(白芍养血柔肝缓急止痛!归

肝)脾经(赤芍清热凉血活血!归肝经(白及收敛止血)

消肿生肌!归脾)胃)肝经(炒枳壳行气宽中除胀!归脾)

胃)大肠经(防风胜湿止泻!归膀胱)肝)脾经(生甘草调

和诸药+ 综观全方!归于肺经的中药占较大比重!具有

益气补中!宣肺化痰!清热解毒!缓急止痛!涩肠止泻!

凉血止血等功效!主要通过从肺论治)扶正祛邪使肠中

热毒得解+ 黄芪黄连汤由生黄芪!黄连!木香!赤白芍

各!三七粉!炒白术!生地榆等组成+ 其中生黄芪补气!

归脾)肺经(黄连清热燥湿泻火解毒!木香行气止痛!焦

槟榔消积行气!生地榆凉血止血解毒!五倍子敛肺降

火)涩肠止泻)止血!以上诸药均归大肠经(赤白芍养血

活血!柔肝缓急止痛!与木香相配取芍药汤调气和血之

意!蒲公英解毒消痈!三七粉化瘀止血!以上
9

味药均

归肝经(炒薏苡仁利水渗湿)健脾除痹)清热排脓!归

脾)胃)肺经(炒白术补气健脾!归脾)胃经(生甘草调和

诸药+ 综观全方!以归于大肠经的中药最为多!其次为

归于肝经的中药!通过行气化瘀解毒!益气活血治疗

J&

+ 本研究结果显示模型组肺组织中
)NR9 =R5P

)

)5L

#

!

)

(N

#

M

)

+(L =R5P

)

+,Q&P+

#

# =R5P

表达

增多!从肺论治)从肠论治)及柳氮磺胺吡啶均能明显

降低其表达!且从肺论治方对
)NR9 =R5P

)

)5L

#

!

)

+(L =R5P

)

+,Q&P+

#

# =R5P

的降低作用较从肠
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论治方更强!说明中性粒细胞)淋巴细胞均在肺组织中

表达增加!也说明先天免疫应答后天免疫应答均参与

肺组织的损伤!从肺论治方对缓解肺部炎症更有优势+

模型组肠组织中
)NR9 =R5P

)

(N

#

M

)

+(L =R5P

表

达未发生明显变化!说明先天免疫应答不是肠组织的

损伤主要原因!从肺论治组肠组织中
+(L =R5P

升高!

联系其能够降低肺组织
+(L

基因转录!可能是把肺组织

中的炎症反应转移至肠组织中所致+ 模型组肠组织中

5L

#

"8 =R5P

)

)5L

#

!

表达水平较正常组明显降低!可

能与调亡基因和负反馈机制的激活有关+ 模型组肠组

织中
+,Q&P+

#

# =R5P

较正常组明显升高!从肺论治

组)从肠论治组及柳氮磺胺吡啶均能明显降低肠组织中

+,Q&P+

#

# =R5P

表达!说明肠损伤的发病机制与

+,Q&P+

#

#

介导淋巴细胞向肠黏膜定向归巢有关!也

说明适应性免疫应答在本
J&

模型肠组织损伤中发挥

作用+ 模型组血清中
)5L

#

!

表达升高可能是因为肺组

织中
)5L

#

!

表达升高影响较多+ 模型组血清中
(N

#

M

表

达未发生明显变化!说明其对中性粒细胞的趋化作用主

要局限于肺组织(从肺论治组治疗后血清中
(N

#

M

含量

反而明显升高!说明治疗在直接降低肺炎症反应的同

时!也使部分
(N

#

M

转移到血清以间接降低炎症反应+

模型组血清中
+,Q&P+

#

#

含量与正常组比较未见明显

升高!联系肺)肠组织中
+,Q&P+

#

# =R5P

转录水平

均明显升高!可能由于此时的淋巴细胞主要由外周向特

异性组织归巢+ 西药组)从肺论治组)从肠论治组血清

中
+,Q&P+

#

#

含量均较模型组明显升高!联系其肺)肠

组织中
+,Q&P+

#

# =R5P

表达水平明显降低!可能是

由于各治疗组能减少淋巴细胞向肺)肠组织归巢!增加

淋巴细胞向外周血与其他组织归巢所致+

总之!本研究提示本
J&

模型肠组织发生损伤的

机制主要与后天免疫应答激活相关!主要是
+,Q

#

&P+

#

# =R5P

表达升高!介导淋巴细胞归巢与局部

肠组织引起组织损伤!同时伴有先天免疫应答功能降

低!如
)5L

#

!

)

5L

#

"8=R5P

表达下降+ 肺组织发生

损伤的机制与先天免疫应答)后天免疫应答均相关!如

先天免疫应答中的
)5L

#

!

)

)NR9 =R5P

!

(N

#

M

!

+(L

=R5P

表达升高!后天免疫应答中的
+,Q&P+

#

#

升

高!说明淋巴细胞与巨噬细胞)中性粒细胞共同参与肺

组织损伤!从肺论治)从肠论治均能明显减轻肺)肠组

织炎症反应+ 肺肠组织共同为黏膜免疫应答的一部

分!以上研究发现其免疫应答机制并不完全一致!说明

J&

引起肺损伤的并不是局部炎症反应对整体的影

响!而是存在组织特异性!从而为$肺与大肠相表里%

中医学理论的提供了实验依据+
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