
安徽 医科大 学 学报Ａ ｃ ｆａＭｅ ｃ＾ｎａ ／ ｉｓ２０ １ ６Ｍａｙ ； ５ １ （ ５ ）
？

６６９
？

网络 出版时 间 ： ２０ １ ６－ ４ － １ ９ １ １ ： ０４ ：４８网络 出版地址 ： ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ． ｃｎｋ ｉ ． ｎｅ ｔ／ ｋｃｍｓ／ ｄｅ ｔａｉ ｌ／３４ ． １ ０６５ ． Ｒ ＿ ２０ １ ６０４ １ ９ ． １ １ ０４ ． ０２６ ． ｈｔｍｌ

贯叶连翘提取物对免疫性肝损伤

小鼠肠道屏障功能损伤保护作用
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摘要 目 的 研究急性免疫性肝损伤对肠道屏障功能影 响ｄ ｉｎ 、ＺＯ － ｌ 蛋 白表达有关 。

及贯叶连翘提取物 （ ＨＰＥ ） 的作用 。 方法 ６０ 只 １ ＣＲ 小 鼠随关键词 贯叶连翘提取物 ； 急性免疫性肝损 伤 ； 肠道 屏 障 ；

机分为正常组 、 模 型组 、 Ｈ ＰＥ 低剂量组 （ ２５ｍｇ／ ｋｇ ） 、 ＨＰＥ 中ＤＡＯ ； ＺＯ
－

ｌ
 ；
〇Ｃ Ｃ ｌ ｕ ｄ ｉ ｎ

剂量组 （ ５ ０ｍｇ／ ｋｇ ） 、 ＨＰＥ 高剂量组 （ １ ００ｍｇ／ ｋ ｇ ） 和地塞米松中 图分类号 Ｒ５７ ５ ． １

组 （ ２ ． ５ｍｇ／ ｋｇ ） 。 ＨＰＥ 组小 鼠灌 胃 给予不 同 剂量 ＨＰＥ ， 连续文献标志码 Ａ 文章编号 １ ０００
－
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（
２０ １ ６ ） ０５
－

０６６９
－
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１ ０ｄ 后除正常组外小 鼠禁食不禁饮 ， １ ２ｈ 后采用尾静脉注射

刀豆蛋 白 Ａ （ Ｃ〇ｎＡ ） ２０ｍｇ／ ｋ ｇ ， ８
￣

１ ２ｈ 后处死小 鼠 ， 取小肠 １ ９９ ８ 年
“

肝 － 肠轴
”

学说提出 以来 ，肠道功能屏

组织 ， ＥＵＳＡ 法测定肠匀浆二胺氧化酶 （ ＤＡＯ ） 含量 ， 免疫组障损伤在肝脏病变及相关并发症的发病机制研究中

化法测定肠组织闭锁蛋 白 （ Ｏｃｃ ｌｕｄ ｉｎ ） 、 紧 密连接相关蛋 白 － １价值更加受到研究者重视
⑴
。 研究
［
２ ３
］

证实 ， 肠道

（
ＺＯ － １ ） 蛋 白表达情况 。 结果 与正常组 比较 ， 模型组小 鼠菌群与肝细胞再生过程 中基因表达调控有关 ， 肝硬
肠匀架 ＤＡＯ 水平 明 显降低 ， Ｏｃｄｕｄ ｉｎ ＇ ＺＯ － １ 蛋 白 表达减弱 ， 化等慢性肝脏病变存在肠道屏障功能障碍 ， 肠道菌
差异有统计学意 义 （ Ｐ ＜ 〇 ．〇 丨 ） ； 与模型组 比较 ， ＨＰＥ 各剂量
群失调 、易位在肝硬化及并发症发生机制 中起到重
组 ＤＡＯ 水平显著升高 ’ Ｏｃｃ ｌ ｕ ｄ ｉ ｎ ＇ ＺＯ － ｌ 蛋 白 表达增强 ’ 差异
要作用 。 急性肝脏损伤临床多见 ，但是否 同时合并
有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 ＨＰＥ 高剂量组与 ＨＰＥ 低剂量组忆 、甘 柏 此 …ｅ  ， 丨 、 费 仏 士 姑ａ
＾ ， ＤＡＯ ． Ｏｃｅ ｌ ｕｄ ｉ ？ ． ＺＯ －＾ ＾＾＾ ｉｔ＾ｆｉ＾ （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） ｏ＾
Ｓ^

结论 急性免疫性肝损伤时存在肠道屏 障功能损 伤 ，腿
置■ Ｌ ．
 ，
ＨＰＬ
） 为藤黄科金丝桃属

对损細Ｍ鹏功締做細 ，齡何齡縣 Ｇｅｅ ｌ ｕ －
’ 
ＨＰ１ｊ （

 ｅｘｍｚｒｔ ， ＨＰＥ ） 在美欧等 国用于治疗抑郁症 已有上百

２０ １ ６
－

０２ 
－

２２ 接收 年历史 ， 有抗抑郁 、抗病毒 、抗炎 、抗肿瘤 、抗氧化等

基金项 目 ： 安徽省 自 然科学基金 （ 编号 ： 〗 ４０ ８０８ ５ ＭＨ １ ７ ８ ）多种药理学作用
［

４ ９
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。 研究
［
Ｗ
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？安徽 医科 大 学 学报 ／４ ｃ ｆａ ／Ｗｍ Ｚ２０ １ ６Ｍ ａｙ ； ５ １ （ ５ ）

，

２ ． １ 小 鼠一般情况 正常组小鼠反应灵敏 、性情活
１柯料与万法

泼 、肠管颜色鲜艳 、有光泽 。 模型组小 鼠反应迟钝 、

１ ． １ 实验动物 雄性 ＩＣＲ 小 鼠 ， ＳＰＦ 级 ， １ ８ ？ ２２ｇ ，精神萎靡 ，肠管暗紫色 。

购 自 安徽医科大学实验动物 中心 。 ２ ． ２ＨＰＥ 对 急性免疫性肝损伤小 鼠肠 道组织 中

１ ． ２ 药物与试剂 ＨＰＥ 购 自 天津马克生物技术公ＤＡＯ 活性的影响 各组方差分析差异有统计学意

司 （ 批号 ： ２０ １ ３０２２５） ； 地塞米松购 自 金 陵药业股份义 （ ｆ Ｄ Ａ 。 ＝ １ ．８４ ， Ｐ＜ ０ ．０ １ ） 。 地塞米松组 、 ＨＰＥ 各剂

有限公司 （ 批号 ＝ ２０ １ ３ ０４２ ２ ） ；Ｃ ｏｎＡ 、二胺氧化酶 （ ｄ ｉ －量组肠匀 浆 中 ＤＡＯ 含量较模型组 明 显增 加 （ Ｐ＜

ａｍ ｉｎｅｏｘ ｉ ｄａ ｓｅ
，

Ｄ Ａ０
） 购 自 美 国 Ｓ ｉｇｍａ 公 司 ； 紧密连〇 ．０ １ ） ， Ｈ ＰＥ 各剂量组间 ＤＡ０ 含量差异有统计学意

接相关蛋 白 － １（ ｚｏｎｕ ｌ ａｏｃ ｃ ｌ ｕ ｄ ｅｎ ｓ － ａｓ ｓｏｃ ｉ ａ ｔｅｄｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ － １ ，义 ， ＨＰＥ 高剂量组肠匀衆 中 ＤＡＯ 含量较 ＨＰＥ 低剂

Ｚ０ － １
） 、闭锁蛋 白 （ Ｏｃ ｃ ｌｕｄ ｉ ｎ ） 抗体购 自 北京博奥森生量组明显增加 ＜ ０ ．０ １） ， 见图 １ 。

物技术有限公司 ； ＳＰ 免疫组化试剂盒购 自 北京 中 杉

金桥生物技术有限公司 。
ａ４
＿

１ ． ３ 仪器 电热恒温水浴箱 （ 北京 医疗设备 厂意

成公 司 ｈ ＳＰｅ ｃ ｔｍＭ ａｘ１ ９０ 全波长酶标仪 （ 美 国 ＭＤ
０ ３
￣

？ＡＡ
？

公司 ） ； １ ． ０ 型高速低温离心机 、分光光度仪 （ 上海精ｆＪＴＴ^
密科学仪器有限公司 ） ； ＴＧＬ － １ ６Ｈ 高速离心机 （ 珠海ｇ ｏ ． ２ －ＭｐＨ
黑马医学仪器有 限公司 ） ； Ｎ ｉ ｋ ｏｎＥＣ Ｌ ＩＰＳＥ８０ ｉ 光学§

显微镜 （ 尼康映像仪器销售 中 国有限公司 ） ； ＲＸＬ 全ｕ ＿

自 动生化仪 （ 西 门子有限公司 ） 。

１ ． ４ 造模及 给药 实验设 ： 正常组 、模型组 、 ＨＰＥ 。 。 丨 ＩＭＭＭＭＭ
各剂量组 （ ２５ 、 ５ ０ 、 １ ００ｍｇ／ ｋ ｇ ） 和地塞米松组 （ 阳性

＋

１ ２ ３ ４ ５ ６

对照 ） （ ２ ． ５ｍｇ／ ｋ ｇ ） ，共 ６ 组 ， 每组 １ ０ 只 。 ＨＰＥ 高剂图 ｉｈｐｅ 对急性免疫性肝损伤小 鼠肠道组织 中 ｄａｏ 活性的影 响

量组 、 ＨＰＥ 中剂量组 、 ＨＰＥ 低剂量组及地塞米松组 １ ： 正常组 ； ２ ： 模型组 ； ３ ： Ｈ ＰＥ 低 剂量组 ； ４ ： Ｈ ＰＥ 中剂量组 ； ５ ： Ｈ ＰＥ

经灌 胃给予相应剂量药物 ， 正常组和模型组分别给
；

６
： 
ｉｆｔＳｍ ￥ ＩＥｆｔＳ＜ ａ〇 １ ；Ｍ  ｔ ｔ

予等体积生理盐水 ， ｉ 次／ ｄ ，连续则 。 末次给药后
较 与 ＨＰＥ 低剂量组 比较 ：
Ａ Ａ
Ｐ ＜ ａ （Ｍ

除正常组 ， 各鹏经尾静脉注射 ２０ｍｇ／ｋｇＣ ｏｎＡ ， 正
２ ． ３ＨｐＥ 对急性免疫性肝损伤小 鼠肠道病理组织

学变化的 ｆ彡响 ｉｅ常组小關肠绒毛结构完整 、排
１ ． ５

１列整齐 ， 无明显炎性细胞浸润 。 模麵可见肠黏膜
Ｉ ． ５ ． １ 小肠组织 中 ＤＡ０ 含量测定
—

取小鼠小肠组
充血 、水肿 ， 绒毛结构紊乱 ， 部分 出 现断裂 、坏死脱
织称重 ’ 洗净后代 预冷生理盐水 于匀浆器制备３紐炎性细胞浸润 。 ■ 给药麵织充血 、 水肿 明
浆 ，按照 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡｉ式剂盒操作步骤测淀 ＤＡ０ 含量 。
显改善 ， 肠域毛脱落 、倒伏情况好转 ， 部分完整 。 见

Ｉ ． ５ ． ２ 肠道组 织 ＨＥ 观察 按照 常规方法制 备石图 ２
蜡切片后 ＨＥ 染色观察肠组织病理学改变 。

１ ． ５ ． ３肠道组织 中 Ｏｃ ｃ ｌｕｄ ｉ ｎ 、 ＺＯ － ｌ 蛋 白 表达 测 定 」

采取免疫组化法检测 ， 取肠组织石蜡切 片常规脱

蜡水化 、微波法抗原修复 ，按照操作步骤分别测定肠

组织 ０ Ｃ Ｃ ｌＵｄ ｉｎ 、 Ｚ０ － ｌ 蛋 白 表达情况 ， 再采用 Ｉｍ ａｇｅ － 丨“
＇

Ｃ

ＰｒｏＰｌ ｕｓ６ ．０ 图像分析软件对各免疫组化 图 片进行

平均光密度检测 和分析 。 以参数平均光密度代表一

ＺＯ － １
、
０ ｃ ｃ ｌｕ ｄ ｉｎ 蛋 白 的颗粒密度 。

１ ． ６ 统计学处理 应用 ＳＰＳＳ１ ７ ． ０ 软件进行分析 ，
Ｄ Ｅ

计量资料 以 ％表不 。 组间 比较米用方差分析 。 图 ２ 肠道组织 变化 ＨＥ ｘ ２００

２
Ａ
： 正常组 ； Ｂ ： 模型组 ； Ｃ ： 地塞米松组 ； Ｄ ： ＨＰＥ 低剂量组 ； Ｅ ： ＨＰＥ

中剂量组 ； ｆ ： ｈｐｅ 高剂量组
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＇

ｔａｒｉｓ ｙＶｆｅｆｅ ｉ ｎａｆｏ ／ｌ ｒａ ／ｍ ！
＇

２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ  ；
５ １
 （
５
）
？

６ ７ １ ？

２ ． ４ＨＰＥ 对 急性 免疫性肝损伤小 鼠肠道组织 中，
３讨论
Ｏ ｃｄｕｄ ｉ ｎ
、
ＺＯ － １ 表 达 的 影 响 光镜下 可 见 Ｏ ｃ ｃ ｌｕ －

ｄ ｉ ｎ
、
ＺＯ － ｌ 蛋 白 阳性颗粒定位于肠道细胞 间 ， 呈棕黄肠道屏障包括机械屏障 、化学屏障 、免疫屏障和

色 。 各组间方差分析差异有统计学意义 ＝生物屏障等 ， 机械屏障与肠黏膜通透性关系最密切 。

２ ．４３ ７
，

Ｆ
Ｚ （Ｗ
＝６ ．６ ３ ７
 ） ， 模 型组 小 鼠 肠 道 Ｏｃｄｕｄ ｉ ｎ 、肠道黏膜上成屏障功能的解剖基础源于肠上皮细胞

ＺＯ － １ 表达显著减弱 ，平均光密度显著低于正常组 （ Ｐ间的 紧密连－ （ ｔ ｉ ｇｈ ｔｊ ｕ ？ ｃ ｌ ｉ 〇ｎ ｓ ， ＴＪ ｓ ） ， ＴＪ ｓ 由 多种 紧密

＜ ０ ． ０ １
） 。
ＨＰＥ 各 剂量组 Ｏｃｃ ｌｕｄ ｉ ｎ 、 ＺＯ － ｌ 表达 显著连接蛋 白组合构成 ， 如 ＺＯ － １ 、 〇Ｃ Ｃ ｌ ｉＨ ｌ ｉ ｎ 和 Ｃ ｌ ａｕｄ ｉ ｎ 家

增强 ， 平均光密度显著高 于模型组 （ Ｚ
３

＜ ０ ． ０５
，
Ｐ＜族等 ， 对维持上皮细胞极性 及 调节肠道通透性起重

０ ． ０ １
） ，
Ｈ ＰＥ 各 剂 量组 间 随 Ｈ ＰＥ 浓 度增加 ， Ｏ ｃ ｃ ｌ ｕ －要作用 。 这些 紧密连接蛋 白 的表达异常或 由 于细胞

ｄ ｉ ｎ
、
Ｚ （ ） － ｌ 表达增强 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 见图 ３ ￣ ４ 、表 １ 。骨架结构改变引 起的 紧密连接蛋 白分布异常皆可导

＿

 ｉ ＿＾致 ＴＪ ｓ 破坏 。 肠上皮细胞 ＴＪ ｓ 中 ， Ｏ ｃ ｃ ｌ ｕｄ ｉ ｎ 通过
＇

／／ ；
＇

，

；
＇

＇ ？
；

．

：

＊

 ， 胞膜外部分与 相 邻细 胞 发生结合 而
＇

产生 细 胞旁封

闭 ， ＺＯ － 丨 则 在连接 ０ （Ｔ ｌ Ｕ ＜ ｌ ｉ ？ 中起桥 梁作用 ， ＺＯ － １ 仅

厂篇 起打 Ｔ ） 形成的装 ｆｌｄ平台作用 ， 同时又是 Ｏｃｃ ｌｕ （ 丨 ｉ ｎ 与
Ａ １ ５细胞 内 卄 祀 系统迮接 及 丨 ， Ｙ Ｕ 传 咩 机 制 屮 的 Ｈ 贤

＾ ：
＇

结构 ，在维持肠顏上皮屏障功能的完整性方面具
＇

有重要作用 ｄａｏ 活性与绒毛高度和黏膜细

胞的核酸和蛋 白合成密切相 关 ， 肠黏膜上皮细胞受

卜Ｉ ｋ 、Ｖ
、

：’ Ｄ Ｅ ？ Ｉ
．

？Ｖ损或坏死后 ， 引起血液和肠腔内 ＤＡＯ 活性升高 ， 肠
图 ３Ｈ ＰＥ 对急性免疫性肝损伤小 鼠小肠黏膜 ＤＡ０ 活性 降 低 ， ＤＡＯ 是反映小肠黏膜结构功

Ｏｃｄ ｕｄ ｉ ｎ 表达的影响 ＳＰ ｘ ＭＯ能的较为理想 的指标
＾ １ ５
；

。 本研究结果表 明 急性

Ａ
： 丨 丨 ：常组 ； Ｂ ： 地 塞 米松组 ； Ｃ ： 模型组 ； ｎ ： Ｈ Ｐ Ｋ 高 剂 彳 组 ； Ｋ ： Ｈ ＰＥ免疫性肝损伤小 鼠肠组织匀浆 中 ＤＡＯ 含量较正常

组明显降低 ，提示急性肝损伤存在肠道通透性增加 ，

ｆ： 存在肠道屏障＾能受损 。 进
一步测定肠组织 （ ）－ １ ^

４￥卷讀滅終汾毫 ｄ ｉｎ 和 ＺＯ － １ 蛋 白表达情况显示 ， 模型组 Ｏｃｄｕｄ ｉ ｎ 和
１會 、 細漏祕 ＺＯ － １ 蛋 白表达情况较 ＩＥ常组明显降低 ，提示急性免
￥疫性肝损伤引起屏障功能障碍可能与改变 Ｏｃ ｃ ｌｍ ｌ ｉ ｎ
？ ？

 ．
４
：在细胞中 的位置分布 ，减少 ｚｏ － ｉ 的表达有关 。 肠道

通透性增加可能与 Ｏｃｄ ｕｄ ｉ ｎ 和 ＺＯ － １ 蛋 白 表达减少
Ｗ顆有关 。
Ｅ 作为藤黄科金丝桃属多年生草本植物 ， Ｈ ＰＥ 有

图 ４Ｈ ＰＥ 对急性免疫性肝损伤小 鼠 ＺＯ － 丨 表达的影 响 ＳＰ Ｘ ２００抗氧化 、抗炎等广泛药理作用 ，研究
？
表明 ， Ｈ ＰＥ 对

Ａ
： 丨 Ｉ ：常组 ； Ｂ ： 地塞 米松组 ； Ｃ ： 模型绀 ； Ｈ Ｈ Ｐ Ｋ 高剂量组 ； Ｅ ： Ｈ Ｐ Ｋ急性免疫性肝损伤有保护作用 。 本研究进一步研究

巾 显示 ，通 过 预 先 灌 胃 给予 Ｈ ＰＥ ， 能够 升 高 肠 匀 浆

ＤＡＯ 含量 ， 呈现剂量依赖性趋势 ， 进
一步免疫组 化

表 １ 小 鼠肠道组织 （ ＞ Ｃ Ｃ ｌ Ｕ ｄ ｉ ｎ 、 Ｚ〇－ ｉ 表达情况
表明 ， ＨＰＥ 能够增加肠组织 Ｏ ｃｄｕｄ ｉ ｎ 和 ＺＯ － １ 蛋 白

＿ Ｕ ｒ ｈ Ｋ 丨 ｍ 平均光密度 训 料忧紐 表达水平 ， 随着 Ｈ ＰＥ 浓度增 加呈现升高趋势 ， 提示
正常 ０ ． ３３９ １± ０ ． ０ ３ ２３ ０ ？ ８ ６４８ ± ０ ． ５ ９０９

模勒 ０ ． ２２５ １± ０ ． ０ １ ５２
＊ ＊

０ ． ３ ０６６ ± ０ ． ２５ １０
＊ ＊ＨＰＥ 对急性免疫性肝损 彳力 引 起 的肠道 屏 障功 目匕有

地塞米松 ０ ． ２８ ２ ４± ０ ． ０ ３ １７
＃ ＃０ ． ７６４２ ± ０ ． ４０ １６
＃ ＃

保护作用 ， 其机制可能与增加 ０ｃ ｃ ｌ ｕ （ 丨 ｉ ｎ 和 ＺＯ － 丨 蛋 白
Ｈ ＰＥ
低 剂遣 ０ ． ２３０３± ０ ． ０ ３０３
料

０ ． ４４７８ ± ０ ． ３ １ ４表达有关 ，
Ｈ Ｐ Ｅ中 剂 齡 ０
＂

＞

５ ９２＋ ００４２９
Ａ Ａ０５ ７ ２９＋ ０３７２０ Ａ Ａ

■ 。＾ １ ３ ± ０』２４＾ａ ６６ ５ ６Ａ ３Ｗ综上所述 ，急性肝损伤存在肠道屏障功能障碍 ，

与 ｜ 丨 ：常组 比较 ：
＊ ＊

Ｐ ＜ ０ ． ０ １
； 与模 型组 比较 ：
＃ ＃

Ｐ ＜ ０ ． （） １
； 与 ＨＰＥＨ
ＰＥ 对急性肝ｆｅ伤引 起 的肠道屏 障功 目 ｇ ｆｅｊ守具有

低 剂量纽 比较 ：
Ａ Ａ
Ｐ ＜ ０ ． ０ １
； 与 ＨＰＥ 中 Ｉｆ ｉ ｊ 量 比较 ：
ｖ ｖ
／

？

＜ ０ ． ０ １保护作用 ， 其机制可能与增加 Ｏｃ ｃ ｌｕｄ ｉ ｎ 和 Ｚ０
－

１ 蛋 白

表达有关 。
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