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# 00-4EQ K+JF

%裂解) 细胞裂解物以
#" """

(

X

在
8

&下进行离心
#" 0=S

后收集上清液"研究
(!G

$

"

*

M

$

(!G

$

"

蛋白的表达) 要确定
,F

$

!G

核易位"制备核

提取#在裂解前"用低渗缓冲液$

#" 00-4EQ H;K;J

"

MH

为
7

!

9

"

"

!

7$# 00-4EQ

亚精胺"

"

!

#$ 00-4EQ

精

胺"

"

!

# 00-4EQ ;C)I

及
"

!

# 00-4EQ ;])I

%"培养

细胞并允许其在
8

&膨胀) 然后将细胞在
%""

(

X

条

件下沉降
#" 0=S

) 除去上清液"并用
!

倍体积的新鲜

低渗缓冲液加
K(

混合物取代) 细胞在
C-USB/

匀浆

器$

#" e#$

击%中进行匀浆"并加入蔗糖恢复缓冲$

#

倍体积的
$"" H;K;J

"

MH

为
7

!

9

"

7

!

$# 00-4EQ

亚

精胺"

#

!

$ 00-4EQ

精胺"

! 00-4EQ ;C)I

"

! 00-4EQ

;])I

及
#" 00-4EQ C))

在
9

体积的
7

!

$d

的蔗

糖%) 细胞核沉淀在
#8 """

(

X

"离心
# 0=S

) 除去

上清液后"用裂解缓冲液将沉淀再悬浮) 总裂解物

或核提取物中的蛋白质浓度用
G&I

进行量化) 相

当量的蛋白质"在
#!d JCJ

$

KI];

中凝胶和电吸)

将
K3CF

膜用
$d

脱脂牛奶封闭"在
8

&下整夜探测

(!G

$

"

*

M

$

(!G

$

"

"

M$"

"

L/4I

和
$

#肌动蛋白$

#

)

# """

%

兔抗"然后用增强化学发光法检测配对的
HLK

偶联碱

性磷酸酶标记山羊抗兔)

$

!

$

"统计学方法"采用
JKJJ ##

!

$

软件包对

数据进行分析"计量资料采用
@

*

O

表示"采用

JRU>/SR R

检验和单因素方差分析)

K W "

!

"$

为差异

有统计学意义)

结""果

#

"不同浓度清化肠饮在
QKJ

诱导后对
),F

$

"

*

(Q

$

6

表达水平比较$图
#

*

!

%"与阴性对照比较"

QKJ

刺激能诱导
&<B-

$

!

细胞
),F

$

"

和
(Q

$

6

的释放$

K W

"

!

"$

%"并呈剂量依赖性$

K W"

!

"$

%)

""注#与未给予
QKJ

刺激清化肠饮浓度
"

*

$" #XE0Q

比较"

!

K W"

!

"$

&与清化肠饮浓度
" #XE0Q

比较"

"

K W"

!

"$

&

S f%

图
#

%不同浓度清化肠饮在
QKJ

诱导后

),F

$

"

表达水平比较

""注#与未给予
QKJ

刺激清化肠饮浓度
"

*

$" #XE0Q

比较"

!

K W"

!

"$

&与清化肠饮浓度
" #XE0Q

比较"

"

K W"

!

"$

&

S f%

图
!

%不同浓度清化肠饮在
QKJ

诱导后
(Q

$

6

表达水平比较

!

"不同浓度清化肠饮对
&<B-

$

!

细胞存活率的

影响$图
%

%"

"

*

$

*

#"

*

$" #XE0Q

不同浓度清化肠饮

对
&<B-

$

!

细胞存活率无明显影响"各浓度间比较"差

异亦无统计学意义$

K Y"

!

"$

%)

%

"清化肠饮对
QKJ

诱导的肠上皮细胞
,F

$

!G

通路相关蛋白的影响$图
8

"表
#

%"清化肠饮可抑制

QKJ

刺激后的
(!G

$

"

的磷酸化"

M

$

(!G

$

"

的表达情况

随着清化肠饮浓度增加而下降 $

K W"

!

"$

%"

(!G

$

"

则无
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图
%

%不同浓度清化肠饮对
&<B-

$

!

细胞存活率的影响

明显变化$

K Y "

!

"$

%)

M$"

*

L/4I

的表达水平随着

清化肠饮浓度的增加而下降$

K W "

!

"$

%"而呈剂量

依赖性)

图
8

%清化肠饮对
QKJ

诱导的肠上皮细胞

,F

$

!G

通路相关蛋白的影响

讨""论

(GC

多引起肠道和肠道外症状"易复发"治疗难度

大"同时与结肠癌的发病率有一定关系"严重损害患者

的生活质量) 有研究认为首先由于肠上皮屏障被感

染*毒素和药物等因素破坏"导致大量抗原侵袭肠组织"

进而诱发遗传易感宿主的黏膜免疫反应'

#

"

!

(

&其次这

种免疫调节失衡"可能激活其他细胞因子*炎症介质等

活性分子的作用"使得炎症过程被逐级放大和持久化"

最终体现为
(GC

的临床表现和病理损伤'

%

(

)

a&

作为

(GC

的主要形式"是慢性肠道炎症反应的结果'

#

#

%

(

)

由于其确切的病因目前尚未完全了解"因此尚未见长

期有效的治疗) 近几年来中医药已广泛用于
(GC

的

治疗'

#$

#

#9

(

) 清化肠饮治疗
(GC

"已在临床上取得较

好疗效"其抗炎活性的具体分子生物学机制尚不

明了'

#8

(

)

(Q

$

6

和
),F

$

"

作为促炎细胞因子"在
(GC

的发病

机制中发挥着重要的作用'

!"

(

"本实验研究通过
QKJ

刺激的人结肠上皮细胞
&<B-

$

!

建立体外炎症模型"

发现不同浓度清化肠饮呈剂量依赖性地降低
),F

$

"

和
(Q

$

6

分泌)

)-44

样受体是一类模式识别受体

$

KLLO

%"能特异性地识别病原微生物进化中保守的

抗原分子"即病原相关分子模式$

KI+KJ

%) 炎症反

应是受
)-44

样受体$

)QL

%严格调控'

!#

(

) 不同的
)QL

识别不同的
KI+K

"如
)QL8

$

6

#

#"

"

!:

#

!9

%就是

QKJ

的一种特定的配体) 激活的配体结合后"

)-44

样

受体通过核转录因子$如
,F

$

!G

%转导免疫相关的信

号)

,F

$

!G

参与
(GC

肠道免疫调节的生理过程"特别

是在炎症反应方面) 在未受刺激的细胞中"

,F

$

!G

与

一类被称为
(!G

$

=SP=1=R-2 -V ,F

$

!G

%的抑制蛋白结

合在一起"被+囚禁,在细胞质中&然而"当细胞受到病

理刺激"

(!G

在
(!G

激酶$

(TT

%的作用下发生磷酸化

而降解"与
,F

$

!G

解离"从而迅速由细胞质移位到细

胞核"与多种基因的启动子部位
!G

位点结合"促进相

应基因转录"进而释放各种致炎因子"从而引起炎症反

应'

!!

#

!:

(

) 本研究采用
*/OR/2S 14-R

分析发现"在

&<B-

$

!

细胞中清化肠饮能够以剂量依赖的方式抑制

(!G

$

"

的磷酸化和
,F

$

!G

核移位"

M

$

(!G

$

"

和
L/4I

的

表达水平随着清化肠饮剂量的增加而降低"

M$"

的表

达水平随着清化肠饮剂量的增加而增高"提示清化肠

饮能够抑制
QKJ

介导的
,F

$

!G

信号通路的激活)

表
#

%清化肠饮对
QKJ

诱导的肠上皮细胞
,F

$

!G

通路相关蛋白的影响"$

@

*

O

%

清化肠饮浓度$

#XE0Q

%

QKJ M

$

(!G

$

"E(!G

$

" M$"E$

$

<BR=S L/4IE$

$

<BR=S R

值
K

值

"

#

"

+

%#8

*

"

+

"$! "

+

6:6

*

"

+

##8 "

+

#7#

*

"

+

"8% $

+

$6 "

+

"!7

" g

!

+

#8$

*

"

+

#"%

!

%
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"98
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*

"

+

#!"

!

#"
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"""

#" g

#

+

"%6

*

"

+

!"8

"

!

+

"#%

*

"

+

#87

"

"

+

89:

*

"

+

"69

"

8

+

7" "

+

"#$

$" g

"

+

$6#

*

"

+

":#

#

#

+

"":

*

"

+

$%!

#

"

+

!#!

*

"

+

"#$

#

#8

+

9! "

+

"88

""注#与未给予
QKJ

刺激清化肠饮浓度
" #XE0Q

比较"

!

K W"

!

"#

& 与清化肠饮浓度
" #XE0Q

比较"

"

K W"

!

"$

& 与清化肠饮浓度
#" #XE0Q

比

较"

#

K W"

!

"$
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