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"摘要#

!

目的
!

探索银杏叶提取物"

[36-)$

%对肠炎模型小鼠结肠黏膜屏障的保护作用&方法
!

将
'%

只小鼠分为正常对

照组'模型组'

[36-)$

组!建立动物模型$每天观察小鼠的一般情况'体质量变化'粪便隐血及结肠组织病理学的表现!免疫组织

化学荧光染色测定结肠组织中
"QQFP!#,.$

等紧密连接蛋白的变化&结果
!

模型组小鼠体质量下降!饮水和进食明显减少!

[36

-)$

干预治疗后小鼠的体质量回升明显$

[36-)$

组可见炎症细胞浸润少!炎症程度较模型组明显减轻&模型组结肠黏膜组织紧

密连接蛋白
.$

"

QFMP!#,.$

%'

"QQFP!#,

和
S".$

荧光分布较正常对照组分散!荧光强度减弱!边缘粗糙$经
[36-)$

干预后
[36-)$

组

荧光仍沿细胞膜分布!强度较正常对照组稍减弱!但仍强于模型组&结论
!

[36-)$

能有改善肠炎模型小鼠结肠组织炎性反应!

其机制可能与加强其肠黏膜屏障的保护作用有关&
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溃疡性结肠炎$

PFQBDMC#KBQ"F#C#+

#

WI

&是一种反复发作的

肠道炎症性疾病#严重影响患者的生活质量#目前对于
WI

的

发病机制尚不十分清楚#但更多的研究更倾向于有害物质或病

毒穿过肠道的黏膜屏障#与机体本身的免疫系统反复接触及刺

激#使机体免疫发生异常变化#从而产生大量的免疫炎性因子#

使肠道发生炎性反应'

$.'

(

)银杏叶提取物$

L

#,g"E#F"EMBT.

CDMQC

#

36[-)$

&的活性成分包括银杏内酯*白果内酯#这些银

杏黄酮
.

糖甙成分具有强大的清除自由基*抗氧化能力#但其是

否对肠黏膜屏障有调节作用仍需进一步研究)

?
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中杉有限公司&%将
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$相对分子质量
')%%%

$
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&

溶于
2%%J_

蒸馏水中后配成了
1]

浓度的液体#放入
0^

冰

箱保存备用)

?&@
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造模方法
!
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雄性小鼠按随机数字表法分

为正常对照组$

$%

只&*模型组$

$%

只&*

[36-)$

组$

$%

只&%模

型组*

[36-)$

组*自由饮用
1] ?==-!

%正常对照组*自由饮

用蒸馏水
-!

#

[36-)$

组每天予
[36-)$$J_

$
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灌肠#正常对照组和模型组给予
H6=

灌肠#时间均为
$

周#第
/

天处死所有动物)

?&A

!

动物的一般情况及疾病活动指数$

!#+BM+BMQC#K#C

R

#,!BT

#

?4Y

&

!

实验开始时#需要每天观察动物的饮食*饮水*精神状

态*体质量*毛发光泽度*活动情况*大便性状等)按照
?4Y

评

分标准评估各组小鼠
?4Y

的变化#

?4Yk

$体质量指数
:

大便

形状
:

出血情况&"

'

)

?&B

!

结肠组织大体评分及结肠病理组织染色$

5[

染色&

!

在

实验结束后#取部分结肠组织#固定*包埋*切片*

5[

染色#在

光镜下观察肠组织的病理学改变)

?&C

!

结肠组织免疫组织荧光染色
!

将新鲜结肠组织切片*固

定*封闭#室温放置
$N

#加小鼠抗紧密连接蛋白
.$

$

QFMP!#,.$

&

和
"QQFP!#,

单克隆抗体#兔抗
S".$

多克隆抗体#

0^

过夜#洗涤

液冲洗#滴加标记绿色荧光的抗兔
\Y<I

或标记红色荧光的抗

小鼠
I

R

'

#室温放置
$N

显示红色荧光或绿色荧光为阳性表

达)用
H6=

替代一抗作阴性对照#其余步骤同上)

?&D

!

统计学处理
!

采用
=H==$'&$

软件进行统计分析#计量

资料用
Cd=

表示#多组间比较采用单因素方差分析$

",B.UM

R

49>X4

&#其中组间比较应用
=9e

检验)以
#

#

%&%2

为差异

有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

实验动物
?4Y

变化情况
!

模型组小鼠体质量*饮食*大

便情况的变化!实验第
$

天#饮用了
1]?==

后#观察小鼠的进

食及饮水均较多#体质量增加%实验第
'

天#饮用了
1]?==

的

模型组小鼠出现体质量有所下降#大便偏松散且量有所增加#

但无黏液及脓血#动物的进食和饮水均明显减少%实验第
2

天#

模型组出现小鼠的体毛较凌乱#毛发无光泽#精神萎靡#进食及

饮水较之前明显减少#体质量较之前有所下降#同时可见大便

偏稀#带有黏液及脓血%实验第
/

天#模型组小鼠精神差#毛较

凌乱#进食及饮水减少#体质量下降#同时肛周可见肉眼血便)

正常对照组小鼠的饮食*体质量*大便情况的变化!正常对照组

从第
$

$

/

天小鼠毛发*精神*活动*大便#体质量持续增加)

[36-)$

组小鼠的饮食*体质量*大便情况的变化!应用
[36

-)$$J_

$

1%%J

L

"

g

L

&灌肠干预实验小鼠治疗的第
1

天#小鼠

的精神尚可#进食及饮水正常#体质量未下降#可见排稀便%

[36-)$

干预
WI

小鼠的第
2

天#小鼠精神状态好#毛发有光

泽#饮食及饮水量增加#小鼠的体质量较模型组也有明显增加#

大便较稀且量较多%

[36-)$

干预
WI

小鼠第
-

天#

[36-)$

组小鼠进食及饮水较模型组明显增多#同时体质量也明显上

升#动物的精神状态良好#毛发有光泽#大便量多#无黏液及脓

血)实验结束后#综合计算各组动物的大便潜血*大便性状*体

质量等情况进行
?4Y

评分!在实验第
2

天#与正常对照组动物

?4Y

评分$

%&%%d%&%%

&比较#模型组动物
?4Y

评分明显升高

$

$&'%d%&)2

#

#

#

%&%$

&#至实验第
/

天模型组
?4Y

评分升高

最为明显$

'&%%d%&0$

#

#

#

%&%$

&#见图
$

)
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各组动物结肠黏膜组织病理学表现
!

实验结束后#蜡块

切片行
5[

染色#可见模型组小鼠结肠组织上皮破损或缺损#

黏膜层及结肠黏膜下层可见大量炎性细胞浸润#同时伴有隐窝

增生)正常对照组结肠病理切片可见结肠组织上皮完整且黏

膜光滑#黏膜层及黏膜下层无充血*水肿等表现%

[36-)$

组可

见结肠组织上皮的破损不明显#黏膜层及黏膜下层的炎症细胞

浸润较少#隐窝增生形成不明显#其炎症程度较模型组明显减

轻#且
[36-)$

组结肠病理表现较模型组隐窝破坏*病变深

度*炎症浸润均有不同程度的减轻#见图
1

)

图
$

!!

各组小鼠
?4Y

评分比较

!!

4

!模型组%

6

!正常对照组%

I

!

[36-)$

组

图
1

!!

各组动物结肠黏膜组织病理学的表现%

5[

染色
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免疫荧光染色检测结肠黏膜
QFMP!#,.$

*

"QQFP!#,

*

S".$

蛋

白的定位分布
!

实验结束后#行冰冻切片荧光染色#

QFMP!#,.$

*

"QQFP!#,

*

S".$

等紧密连接蛋白的抗体均带有荧光标记物#

QFMP.

!#,.$

*

"QQFP!#,

抗体带有红色荧光标记物#

S".$

抗体带有绿色
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标记物#通过荧光显微镜可见模型组结肠组织荧光染色后

QFMP!#,.$

*

"QQFP!#,

阳性蛋白表达呈现红色显像#结肠组织细胞

与细胞紧密连接处红色荧光分布不连续*不整齐且较零乱#边

缘粗糙呈锯齿状%同时红色显色面积减少#且荧光强度减弱%正

常对照组结肠黏膜
QFMP!#,.$

*

"QQFP!#,

阳性蛋白红色荧光在结

肠细胞与细胞连接处呈连续性分布*边缘光滑#红色显色面积

较大#荧光强度增强%

[36-)$

组
QFMP!#,.$

*

"QQFP!#,

阳性蛋白

红色荧光在结肠细胞与细胞连接处沿胞膜分布#呈连续性分

布*边缘较光滑#红色显色面积较模型组大#红色荧光强度较正

常对照组稍减弱#但仍强于模型组)通过荧光显微镜可见模型

组结肠组织荧光染色后
S".$

阳性蛋白表达呈现绿色显像#结

肠组织细胞与细胞紧密连接处红色荧光分布不连续*不整齐且

较零乱#边缘粗糙呈锯齿状%同时绿色显色面积减少#且荧光强

度减弱%正常对照组结肠黏膜
S".$

阳性蛋白绿色荧光在结肠

细胞与细胞连接处呈连续性分布*边缘光滑#绿色显色面积较

大#荧光强度增强%

[36-)$

组
S".$

阳性蛋白绿色荧光在结肠

细胞与细胞连接处沿细胞膜分布#呈连续性分布*边缘较光滑#

绿色显色面积较模型组大#绿色荧光强度较正常对照组稍减

弱#但仍强于模型组#见图
'
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随着生活水平的提高#人们的饮食结构也随之改变#多方

的调查研究发现#

WI

的发病率较以前明显上升#严重影响患

者的生活质量#所以
WI

的治疗成为亟待解决的问题)目前对

于
WI

的发病机制尚不十分清楚#但是多数研究认为更多的有

害物质或病毒穿过肠道的黏膜屏障#与机体本身的免疫系统反

复地接触及刺激#使机体的免疫发生异常变化#从而产生大量

的免疫炎性因子#不断刺激肠道#使肠道发生炎性反应#造成肠

道的黏膜水肿*出血*糜烂等症状)由此可见肠道的黏膜屏障

起到了关键性的作用)

肠黏膜屏障在正常情况下是肠道的保护性屏障#它把有害

物质与机体分开#避免机体受到侵害#完整的肠道黏膜屏障是

2)-'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1-

期



由肠道上细胞连接而成的#细胞与细胞之间有紧密连接蛋白#

这种蛋白之间的紧密连接是其主要的连接方式#对细胞的连接

及屏障形成的完整性起着决定性的作用'

0.2

(

)在正常情况下#

结肠组织黏膜能有效阻止有害菌穿透黏膜进入深部组织#肠道

黏膜上皮的完整性是肠道黏膜屏障的结构基础#有利于机体的

内环境稳定#是机体健康的保证'

).(

(

)如果有害物质对细胞与

细胞之间的紧密连接蛋白造成损害#使细胞与细胞之间的连接

不紧密*不连贯#有破损*裂缝#使屏障的保护作用降低#此时有

害物质能穿过细胞之间连接的屏障对机体的免疫系统不断地

进行刺激#引起机体免疫紊乱#炎症产生#最终导致
WI

的发

生)由此可见#紧密连接蛋白的连贯性*黏膜屏障的完整性#在

肠道保护方面起着重要的作用)

西医主要采用糖皮质激素*免疫抑制剂*生物制剂治疗

WI

#但是同时也会伴发严重的不良反应#给患者带来了痛苦)

在中医方面关于
WI

的研究也较多#取得的成果也较显著#银

杏是中国较为古老的一种植物#银杏叶中含有苦内酯*天然活

性黄酮等对人体健康有益的多种成分#在
WI

的研究中也显示

了很大的作用)

36[-)$

具有扩张血管*溶解胆固醇*改善血

液循环*清除自由基*清除过氧化脂质*保护组织等作用)也有

研究表明#

36[-)$

可抑制炎性细胞因子的表达#对大鼠实验

性结肠炎具有抑制肠道炎症#保护肠道作用#但在
36[-)$

治

疗
WI

的紧密连接蛋白的连贯性*黏膜屏障的完整性方面的研

究较少)

综上所述#应用
36[-)$

干预
WI

小鼠可以使
WI

小鼠血

便减少#腹泻减轻#进食增加#精神萎靡症状减轻#病理结果及

免疫荧光检查显示#

36[-)$

干预
WI

小鼠可以恢复紧密连接

蛋白的连贯性*减少紧密连接蛋白破损#使肠黏膜完整性增加#

减少肠道出血#小鼠的进食及体质量逐渐增加#

WI

症状首先

获得改善)
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