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也摘要页 目的 探讨葛根芩连汤对肠道湿热证泄泻模型小鼠肠道机械屏障的作用机制遥 方法 选取 15只 SPF级雄性昆明小鼠袁
随机分为正常组 5 只和模型组 10只遥 采取野高糖高脂+高温高湿+白酒稀释液+冰水法冶复制肠道湿热证泄泻小鼠模型袁造模成功的

10 只小鼠随机分为自愈组和治疗组袁每组 5只遥 治疗组灌胃 5.07 g/渊kg窑d冤葛根芩连汤水煎液袁正常组和自愈组给予等容积无菌水袁连续灌

胃 4 d后无菌提取各组小鼠十二指肠尧空肠和回肠肠段遥 观察各组小鼠一般状态曰HE 染色观察各组肠段形态曰采用 Image J 图像处

理软件测量各组绒毛长度渊villus height, VH冤尧隐窝深度渊crypt depth, CD冤袁计算 VH 与 CD 的比值渊绒隐比袁V/C冤尧杯状细胞数目和

紧密连接蛋白平均光密度值渊average optical density value, AOD冤曰采用二步法免疫组织化学法分析各肠段密封蛋白 1渊Claudin 1冤尧
闭合蛋白渊Occludin冤和紧密连接蛋白-1渊zonula occluden-1, ZO-1冤的表达遥结果 正常组小鼠毛发有光泽袁精神状态佳袁饮水量尧肛温

和二便均正常曰治疗组小鼠毛发洁白尧精神状态良好尧大便颗粒饱满尧肛温恢复正常尧泄泻症状消失曰自愈组小鼠毛发暗淡尧肛温高尧

大便含水量较多尧挤压不成型遥 与正常组相比袁自愈组十二指肠尧空肠和回肠肠黏膜结构部分受损袁小肠腺出现萎缩袁出现炎性症状遥

与自愈组相比袁治疗组肠黏膜结构较清晰袁肠上皮细胞和固有层细胞排列紧密袁炎症情况明显改善遥 与正常组相比袁自愈组十二指肠CD
升高渊P<0.01冤袁十二指肠 V/C 和杯状细胞数降低渊P<0.05袁P<0.01冤曰治疗组十二指肠 V/C 降低渊P<0.05冤遥 与正常组相比袁自愈组空肠尧

回肠 VH和 V/C均明显降低渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与自愈组相比袁治疗组十二指肠 CD 显著降低渊P<0.01冤袁十二指肠尧回肠 V/C 升高渊P<
0.05袁P<0.01冤遥 十二指肠肠段袁与正常组相比袁自愈组和治疗组 Claudin 1尧Occludin尧ZO-1 AOD 值降低渊P<0.05袁P<0.01冤曰与自愈组相

比袁治疗组 Claudin 1尧Occludin尧ZO-1 AOD 值显著升高渊P<0.01冤遥 与正常组比较袁自愈组空肠尧回肠肠段 Occludin AOD值明显降低

渊P<0.01冤遥与自愈组比较袁治疗组空肠肠段Claudin 1 AOD值升高渊P<0.05冤袁回肠肠段 Occludin AOD值明显升高渊P<0.01冤遥结论 葛根

芩连汤可改善肠道湿热证泄泻小鼠肠道炎症水平尧促进紧密连接蛋白 Claudin1尧Occludin 和 ZO-1 的表达袁其机制可能与修复肠道

机械屏障功能有关遥
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葛根芩连汤对肠道湿热证泄泻小鼠肠道机械屏障的影响
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肠道湿热证泄泻是泄泻中常见的中医证型袁其
主要由外感湿热或内伤饮食致脾失健运袁湿热蕴结

于肠内所引起[1-2]遥 临床中引起腹泻的诱因较多袁包
括病毒及细菌感染尧肠道菌群尧饮食等袁对于腹泻的

治疗通常使用抗生素尧微生态制剂尧益生菌或补充电

解质等方法[3]袁但症状反复出现袁且抗生素的使用对

身体有潜在的损害遥研究发现袁肠道湿热证泄泻的发

病机制与肠道屏障密切相关袁肠道湿热证泄泻可引

起肠道屏障受损袁肠道通透性增加[4]遥 小肠是消化吸

收食物的重要场所袁也是机体重要的免疫器官袁肠道

功能的完整性对机体健康极为重要遥 肠道屏障包括

机械屏障尧生物屏障尧化学屏障和免疫屏障[5]袁其中

机械屏障是肠道第一防线[6]袁具有选择透过性袁既可

转运身体所需物质袁又能有效阻止细菌尧毒素和炎症

介质等进入肠内[7]遥 机械屏障主要由上皮细胞和细

胞间紧密连接构成袁细胞间紧密连接包括密封蛋白

1渊Claudin 1冤尧闭合蛋白渊Occludin冤尧紧密连接蛋白-1
渊zonula occluden-1, ZO-1冤和连接黏附蛋白分子袁
是机械屏障发挥作用的关键结构[8]遥 轮状病毒引发

的湿热证泄泻可导致 Occludin尧Claudin1 和 ZO-1 的

蛋白表达降低尧紧密连接功能丧失和肠黏膜通透性

紊乱[9]遥 研究表明袁肠道湿热证泄泻可致使新生仔

猪的十二指肠尧空肠和回肠的形态结构受损袁增加

炎症反应袁给予加味葛根芩连汤治疗后湿热证泄泻

得到改善[10]遥本课题组前期研究证实袁肠道湿热证泄

泻模型小鼠存在肠道炎症反应[11]遥

mice with intestinal dampness-heat pattern. Methods Fifteen SPF male Kunming mice were randomized into normal group (n=5)
and model group (n=10). The diarrhea model with intestinal dampness-heat pattern was replicated by the method of "high sugar and
high fat + high temperature and high humidity + liquor dilution + ice water", and 10 successfully modeled mice were randomized
into self-healing group and treatment group, with five mice in each group. The treatment group was administered with 5.07 g/(kg窑d)
Gegen Qinlian Decoction, and the normal group and self-healing group were given equal volumes of sterile water. The duodenum,
jejunum, and ileum segments of mice in each group were aseptically extracted after 4 d of gavage. The general condition of the
mice was observed; HE staining was used to observe the morphology of each intestinal segment. Image J processing software was
used to measure the villus height (VH) and crypt depth (CD) in each group, and the ratio of VH to CD (V/C), the number of goblet
cells, and the average optical density (AOD) value of tight junction protein were calculated. Two-step immunohistochemistry was
used to analyze the expressions of Claudin 1, Occludin, and zonula occluden-1 (ZO-1). Results The normal group of mice had shiny
hair, good mental state, normal water intake and rectal temperature, and normal stool and urine. The treatment group of mice had
white hair, good mental state, full stool particles, normally recovered rectal temperature, and disappearance of diarrhea symptoms.
The self-healing group of mice had dull hair, high rectal temperature, stool with high water content, and the stool did not hold
shapes when squeezed. Compared with the normal group, the mucosal structure of the duodenum, jejunum, and ileum in the self-
healing group was partially damaged, with atrophy of the intestinal glands and inflammatory symptoms. Compared with the self-
healing group, the mucosal structure in the treatment group was clearer, with tightly arranged intestinal epithelial cells and lamina
propria cells, and the inflammatory condition was significantly improved. In comparison to the normal group, the CD of the
duodenum in the self-healing group was higher (P<0.01), and the V/C and the number of goblet cells were lower (P<0.05, P<0.01) in
the duodenum; the V/C in the treatment group was lower (P<0.05). Compared with the normal group, the VH and V/C of the jejunum
and ileum in the self-healing group were significantly reduced (P<0.05, P<0.01). Compared with the self-healing group, the CD of
the duodenum in the treatment group was significantly lower (P<0.01), while the V/C of the duodenum and ileum were significantly
higher (P<0.05, P<0.01). In the duodenal segment, compared with the normal group, the AOD values of Claudin 1, Occludin, and
ZO-1 proteins were lower in both the self-healing and treatment groups (P<0.05, P<0.01); compared with the self-healing group, the
AOD value of Claudin 1, Occludin, and ZO-1 proteins in the treatment group were significantly higher (P<0.01). Compared with the
normal group, the AOD value of Occludin protein in the jejunum and ileum was significantly lower in the self-healing group (P<
0.01). Compared with the self-healing group, the AOD value of Claudin 1 protein in the jejunum was higher in the treatment group
(P<0.05), and the AOD value of Occludin protein in the ileum was significantly elevated (P<0.01). Conclusion Gegen Qinlian Decoction
can improve the level of intestinal inflammation in diarrhea mice with intestinal dampness-heat pattern and promote the expression
of tight junction proteins Claudin 1, Occludin, and ZO-1. Its mechanism may be related to its repairing function on intestinal
mechanical barrier.

也运藻赠憎燥则凿泽页 diarrhea; intestinal dampness-heat pattern; Gegen Qinlian Decoction; mechanical barrier; intestinal morphol鄄
ogy; tight junction protein
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葛根芩连汤出自东汉著名医学家张仲景撰著的

叶伤寒杂病论窑太阳篇曳袁由葛根尧黄芩尧黄连和炙甘草

组成袁为解表清里方剂袁主治协热下利证[12]遥 方中葛

根辛甘而凉袁归脾尧胃经袁既能解表退热袁又能升脾胃

清阳之气而治下利袁故为君药曰黄连尧黄芩清热燥湿尧
厚肠止利袁故为臣药曰炙甘草甘缓和中袁调和诸药袁为
佐使药袁全方共奏解肌透表尧清热解毒尧利湿止泻之

功遥 葛根芩连汤在临床上常用于治疗急性肠炎尧细
菌性痢疾尧胃肠型感冒等表证未解尧里热甚者[13]遥 研

究表明袁葛根素可促进 Occludin 的表达袁重建肠道

机械屏障袁并抑制炎症细胞因子的表达袁减轻肠易激

综合征泄泻大鼠的泄泻和结肠炎症反应[14]遥 加味葛

根芩连汤可上调紧密连接蛋白 ZO-1尧Claudin 1 和

Occludin的表达袁改善小鼠葡聚糖硫酸钠诱导的溃疡

性结肠炎[15]遥 既往研究表明袁葛根芩连汤可在一定程

度上改善肠道湿热证泄泻袁但具体机制有待深入研

究袁故本研究旨在探讨葛根芩连汤对肠道湿热证泄

泻模型小鼠肠道形态和细胞间紧密连接的影响袁进
一步明确葛根芩连汤对肠道湿热证泄泻的作用机

制袁为临床葛根芩连汤的临床使用提供科学依据遥
1 材料

1.1 动物来源

选取 4 周龄 SPF 级雄性昆明小鼠 15 只袁体质

量 18~22 g袁由湖南斯莱克景达实验动物有限公司

提供[动物生产许可证号院SCXK渊湘冤2016-0002]袁饲
养于湖南中医药大学实验动物中心[实验单位使用

许可证号院SYXK渊湘冤2019-0009]袁环境室温为 23~
25 益袁相对湿度为 50%~70%遥实验方案经湖南中医

药大学动物实验伦理委员会批准渊伦理批准号院
SLBH202207050001冤遥
1.2 主要试剂与仪器

葛根尧黄芩尧黄连尧炙甘草渊生产批号分别为NG21
050606尧HH21050603尧HH21042702尧210402冤购于湖

南中医药大学第一附属医院遥 56 度红星二锅头渊北
京红星股份有限公司袁规格院50 mL冤曰4%多聚甲醛

组织固定液渊北京兰杰柯科技有限公司袁批号院BL鄄
539A冤曰PBS 磷酸缓冲液渊上海博湖生物科技有限公

司袁批号院20201119冤曰Claudin 1 抗体尧Occludin 抗体尧
ZO-1 抗体尧PV9000 通用二步法检测试剂盒渊北京中

杉金桥生物技术有限公司袁批号院AF0127尧DF7504尧
AF5145尧R1510-33冤遥

PRX-280C 型人工气候箱渊江苏天翎仪器有限公

司冤曰BCD220WP3CX 型超低温冰箱渊合肥美菱股份

有限公司冤曰徕卡 RM2235 型轮转石蜡切片机[徕卡

显微系统渊上海冤有限公司]曰金迪 YD-A 生物组织摊

片机渊浙江省金华科迪仪器有限公司冤曰Motic BA410
研究型显微镜渊麦克奥迪实业集团有限公司冤遥
1.3 葛根芩连汤水煎液的制备

葛根芩连汤制备过程[11]院先将葛根加水浸泡 30 min袁
再将黄芩尧黄连和炙甘草浸泡 30 min袁葛根武火煮

沸后转文火继续煎煮 20 min袁加入剩余药味袁沸腾

后继续煎煮 30 min袁三层纱布过滤曰往滤渣中继续

加水 200 mL袁大火煮沸后转小火煎煮 30 min过滤袁合
并两次所得滤液袁小火浓缩得到含生药量为 0.25 g/mL
的水煎液袁4 益冰箱保存备用遥
2 方法

2.1 动物分组尧造模及给药

小鼠适应性饲养 3 d 后随机分为正常组 5 只和

模型组 10 只遥 模型组采用野高糖高脂+高温高湿+白
酒+冰水法冶复制肠道湿热证泄泻小鼠模型遥 15 d 后

出现饮水量增加尧肛温升高尧毛发变暗尧精神状态差尧
小便短黄尧粪便黄褐臭秽袁则提示造模成功[11]遥 造模

成功后袁模型组小鼠分为治疗组和自愈组袁每组 5
只遥根据课题组前期研究结果袁治疗组小鼠每天给药

剂量为 5.07 g/kg[11]袁灌胃葛根芩连汤水煎液体积为

20 mL/渊kg窑d冤袁2 次/d袁连续治疗 4 d遥 正常组和自愈

组给予等量无菌蒸馏水遥
2.2 小鼠一般状态观察

根据叶泄泻中医诊疗专家共识意见渊2017冤曳[16]中

肠道湿热证泄泻症状袁每天观察小鼠的大便性状尧饮
水量尧体质量尧肛温尧小便尧毛发尧精神状态尧活动程度

等情况遥
2.3 HE染色法检测小鼠肠道形态

无菌条件下采集各组小鼠十二指肠尧空肠和回

肠的肠段袁每个肠段约 3 cm袁放入 4%多聚甲醛中固

定遥 十二指肠尧空肠和回肠组织用乙醇和二甲苯脱

水袁石蜡包埋袁切成 4 滋m 厚薄片袁采用 HE 染色在

光学显微镜下观察各肠段的病理变化遥 并用 Image
J Pro Plus 6.0 图像处理软件测量各组绒毛长度

渊villus height, VH冤尧隐窝深度渊crypt depth, CD冤袁计
算 VH 与 CD 的比值渊绒隐比袁V/C冤和杯状细胞数袁每
个样本随机测量 5 组读数取平均值遥 VH 为小肠固

有层和上皮共同凸向肠腔形成的长度袁CD 为小肠
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上皮在绒毛根部下陷至固有层而形成的管状腺的

距离遥
2.4 二步法免疫组织化学法检测 Claudin1尧Oc鄄
cludin和 ZO-1 蛋白表达情况

首先将各组织石蜡切片进行脱蜡和水化袁然后

用 3%过氧化氢去离子水孵育 10 min袁PBS 冲洗 3
次袁每次 2 min遥 接着分别滴加一抗 Claudin 1渊1颐
200冤尧Occludin渊1颐200冤和 ZO-1渊1颐200冤袁4 益过夜袁PBS
冲洗遥 随后袁滴加 Polymer Helper 室温孵育 20 min袁
PBS洗涤遥 再滴加二抗 HRP 标记山羊抗兔 IgG 抗

体袁室温孵育 20 min袁用 PBS 冲洗遥 DAB 溶液显色袁
最后用自来水充分冲洗尧苏木素复染尧脱水尧透明尧封
片遥 使用显微镜观察并拍摄 IHC 染色的结果袁运用

Image J软件计算紧密连接蛋白 Claudin 1尧Occludin和
ZO-1 的平均光密度渊average optical density, AOD冤
值袁在 200 倍视野下每组选取 5 个样本测定AOD值遥
AOD 值包含表达面积和表达浓度信息袁在选定的面

积一定时袁AOD 值越大袁表示紧密连接蛋白Claudin1尧
Occludin和ZO-1的表达越强袁表示其相对表达量越高遥
2.5 统计学分析

各组所得数据采用野曾依s冶表示袁利用 SPSS 26.0
进行组间差异分析遥 服从正态分布的数据组间比较

采用单因素方差分析袁非正态分布采用 Kruskal-Wal鄄
lis H 检验遥 以 P<0.05 表示差异有统计学意义遥

3 结果

3.1 小鼠一般状态观察

治疗前袁正常组小鼠精神状态良好袁活泼灵敏袁
饮水量尧肛温和二便均正常袁模型组小鼠出现毛发暗

淡无光泽袁活动减少袁爪甲抓握力差袁大便稀黄袁肛门

污秽袁饮水量增加遥 治疗 4 d 后袁治疗组小鼠毛发洁

白有光泽袁活跃好动袁精神状态佳袁大便颗粒饱满袁肛
温恢复正常袁泄泻症状消失曰自愈组小鼠大便含水量

较多袁挤压不成型遥
3.2 各组小鼠肠道形态的情况比较

3.2.1 各组小鼠十二指肠形态的情况比较 正常组

微绒毛边缘整齐袁黏膜结构完整袁肠上皮细胞紧密有

序排列遥自愈组肠黏膜结构部分受损袁浅层黏膜部分

坏死袁肠上皮细胞数目减少袁小肠腺伴有一定程度萎

缩袁绒毛顶端脱落袁肌层可见部分炎症细胞浸润袁中
央乳糜管扩张遥 与自愈组相比袁治疗组小鼠肠黏膜结

构较清晰袁肠上皮细胞和固有层细胞排列紧密袁绒
毛顶端部分坏死脱落袁肌层炎症消退遥 详见图 1遥

与正常组相比袁自愈组 CD 升高渊P<0.01冤袁V/C 和

杯状细胞数降低渊P<0.05袁P<0.01冤曰治疗组 V/C 降低

渊P<0.05冤遥 与自愈组相比袁治疗组 CD 显著降低渊P<
0.01冤袁V/C 显著升高渊P<0.01冤曰各组间的 VH 无统计

学意义渊P>0.05冤遥 详见表 1遥

图 1 各组小鼠十二指肠 HE 染色渊伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.1 Mouse duodenal HE staining in each group (伊200, bar: 100 滋m)

表 1 各组小鼠十二指肠 VH尧CD尧V/C 和杯状细胞的情况比较

Table 1 Comparison of duodenal VH, CD, V/C and goblet cells in each group
组别

正常组

自愈组

治疗组

十二指肠 VH/滋m
395.883依68.704
330.840依88.892
349.818依76.803

十二指肠 CD/滋m
71.106依7.514

109.501依18.380**
73.706依12.930##

十二指肠 V/C
5.546依0.554
3.003依0.629**
4.714依0.252*##

十二指肠杯状细胞数/个
37.000依3.000
29.800依3.701*
33.400依6.189

注院与正常组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与自愈组比较袁##P约0.01遥
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3.2.2 各组小鼠空肠形态的情况比较 正常组空肠

黏膜结构完好袁绒毛长而完整袁固有层细胞和上皮细

胞排列紧密袁形态结构规则遥 与正常组比较袁自愈组

肠黏膜出现断裂袁绒毛部分受损袁微绒毛边缘参差不

齐袁肠上皮细胞减少较为严重袁且固有层分离水肿及

出现炎性症状曰与自愈组对比袁治疗组肠黏膜结构清

晰袁固有层结构完整袁肠绒毛部分松脱袁空肠炎症得

到改善遥 详见图 2遥
与正常组相比袁自愈组 VH 和 V/C 均明显降低

渊P<0.01冤遥 与自愈组相比袁治疗组 VH尧CD尧V/C 和杯

状细胞数差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 2遥
3.2.3 各组小鼠回肠形态的情况比较 正常组小鼠

回肠黏膜结构清晰袁上皮细胞排列紧密袁形态规则袁
杯状细胞较多袁微绒毛排列紧密整齐曰自愈组小鼠黏

膜显著变薄尧坏死袁部分脱落袁部分黏膜皱襞消失袁小

肠腺萎缩袁肌层淋巴细胞增多袁脱落的绒毛中炎性细

胞聚集曰与自愈组比较袁治疗组可见一定程度的改

善袁上皮细胞排列紧密袁肠黏膜和小肠腺恢复完整袁
微绒毛排列整齐袁炎症得到一定程度减轻遥 详见图3遥

与正常组相比袁自愈组尧治疗组 VH尧V/C 均降

低渊P<0.05袁P<0.01冤袁治疗组 CD 降低渊P<0.05冤遥与自

愈组相比袁治疗组 V/C 升高渊P<0.05冤遥各组间杯状细

胞数差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 3遥
3.3 各组小鼠各肠段紧密连接蛋白的表达水平比较

3.3.1 各组小鼠各肠段Claudin 1 的表达水平比较

十二指肠肠段袁与正常组相比袁自愈组和治疗组

AOD 值降低渊P<0.05袁P<0.01冤曰与自愈组相比袁治疗

组 AOD 值显著升高渊P<0.01冤遥 空肠肠段袁与自愈组

相比袁治疗组 AOD 值升高渊P<0.05冤遥回肠肠段袁各组

之间差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见图 4尧表 4遥

表 2 各组小鼠空肠 VH尧CD尧V/C 和杯状细胞的情况比较

Table 2 Comparison of jejunal VH, CD, V/C and goblet cells in each group
组别

正常组

自愈组

治疗组

注院与正常组比较袁**P约0.01遥

空肠 VH/滋m
306.569依17.396
221.404依4.330**
252.851依6.649

空肠 CD/滋m
71.451依14.659
77.914依3.765
74.265依3.765

空肠 V/C
4.353依0.194
2.843依0.028**
3.404依0.020

空肠杯状细胞数/个
46.400依7.893
35.400依7.162
45.200依11.904

图 3 各组小鼠回肠 HE 染色渊伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.3 HE staining of ileum in each group of mice (伊200, bar: 100 滋m)

正常组 自愈组 治疗组

图 2 各组小鼠空肠 HE 染色渊伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.2 Staining of jejunal HE in each group (伊200, bar: 100 滋m)

正常组 自愈组 治疗组
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图 4 各组小鼠各肠段 Claudin 1 的表达水平比较渊二步法免疫组织化学袁伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.4 Comparison of Claudin 1 expression levels in each intestinal segment of mice in different

groups (two-step immunohistochemistry, 伊200, bar: 100 滋m)

十二指肠

空肠

回肠

正常组 白愈组 治疗组

表 3 各组小鼠回肠 VH尧CD尧V/C 和杯状细胞的情况比较

Table 3 Comparison of ileal VH, CD, V/C and goblet cells in each group
组别

正常组

自愈组

治疗组

回肠 VH/滋m
280.027依8.230
143.050依2.151*
160.607依13.096*

回肠 CD/滋m
98.851依14.745
85.619依12.019
78.396依8.446*

回肠 V/C
2.864依0.277
1.691依0.181**
2.040依0.189**#

回肠杯状细胞数/个
53.500依8.226
36.500依11.475
37.250依11.529

注院与正常组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与自愈组比较袁#P约0.05遥

3.3.2 各组小鼠各肠段 Occludin 蛋白的表达水平

比较 十二指肠肠段袁与正常组比较袁自愈组和治疗

组 AOD 值显著降低渊P<0.01冤曰与自愈组比较袁治疗

组 AOD 值显著升高渊P<0.01冤遥 与正常组比较袁自愈

组空肠尧回肠肠段 AOD 值明显降低渊P<0.01冤曰与自

愈组比较袁治疗组回肠肠段 AOD 值明显升高渊P<
0.01冤遥 详见图 5尧表 5遥
3.3.3 各组小鼠各肠段 ZO-1 蛋白的表达水平比较

十二指肠肠段袁与正常组比较袁自愈组和治疗组

AOD 值显著降低渊P<0.01冤曰与自愈组比较袁治疗组

AOD 值显著升高渊P<0.01冤遥 详见图 6尧表 6遥
4 讨论

随着生活方式改变袁肠道湿热证泄泻的发病率

呈增长趋势[17]遥 中医学认为肠道湿热证泄泻的发病

机制为湿热伤及中焦袁津为热迫而下注[18]袁其临床表

现为腹痛腹泻尧泻下急迫尧便稀臭秽袁其发展和恶化

注院与正常组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与自愈组比较袁#P约0.05袁
##P约0.01遥

组别

正常组

自愈组

治疗组

十二指肠

0.535依0.033
0.429依0.031**
0.489依0.028*##

空肠

0.483依0.023
0.439依0.024
0.535依0.102#

回肠

0.600依0.033
0.566依0.016
0.605依0.046

表 4 各肠段 Claudin 1的 AOD值比较

Table 4 Comparison of AOD values of Claudin 1 in each
intestinal segment
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十二指肠

空肠

回肠

正常组 白愈组 治疗组

图 5 各组小鼠各肠段 Occludin的表达水平比较渊二步法免疫组织化学袁伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.5 Comparison of the expression levels of Occludin in each intestinal segment of mice in

different groups (two-step immunohistochemistry, 伊200, bar: 100 滋m)

的主要原因之一为肠道屏障受损[19]遥 葛根芩连汤为

解表清里的经典方剂袁临床主要用于治疗湿热泄泻

等胃肠道疾病[20]遥
肠道机械屏障是肠道屏障的一个重要组成部

分袁而肠道形态是评估肠道屏障完整性的重要指标袁
指标包括 VH尧CD尧V/C 和杯状细胞数[21]遥肠绒毛作为

肠黏膜的重要组成部分袁不但吸收营养物质尧帮助物

质运输袁还能通过蠕动排出定植肠道内的有害物

质遥 VH 增加袁有利于增强肠道物质吸收功能遥CD 反

映小肠上皮细胞的成熟程度袁CD 越浅表明肠上皮

细胞成熟率越高袁分泌功能增强[22]遥 V/C 值可用于评

价肠绒毛的萎缩程度及肠道功能状态袁V/C 值增加

意味着肠黏膜吸收功能增强[23]遥 在 HE 染色中袁杯状

细胞为空泡状袁其主要功能是分泌黏蛋白袁维持肠道

屏障稳态及发挥润滑作用[24]遥 杯状细胞能分泌黏蛋

白形成肠道黏液层袁保护肠上皮袁在肠黏膜损伤后的

重建过程中起重要作用[25]遥 本研究中发现袁采用葛根

芩连汤对肠道湿热证泄泻小鼠进行干预后袁由肠

道 HE 染色图片可以看出袁治疗组小鼠肠道微绒毛恢

复到排列整齐状态袁炎性浸润程度降低袁且治疗后的

小鼠肠道十二指肠和回肠的 V/C 值较自愈组增加袁
十二指肠的 CD 变浅遥本研究结果提示袁葛根芩连汤

对肠道湿热证泄泻小鼠十二指肠尧空肠和回肠的肠

道形态具有一定改善作用袁可促进肠道吸收尧屏障和

免疫功能的恢复遥
机械屏障主要由肠上皮细胞和细胞间紧密连接

组成袁为肠道抵抗外界环境的首要防线袁能有效阻

止病原体的侵袭和有害物质的进入[26]遥 细胞间紧密

连接蛋白是肠黏膜上皮细胞的关键结构袁在调控肠

道黏膜通透性和维持细胞内环境稳定中起到重要

表 5 各肠段 Occludin 的 AOD值比较

Table 5 Comparison of AOD values of Occludin in
each intestinal segment

组别

正常组

自愈组

治疗组

注院与正常组比较袁**P约0.01曰与自愈组比较袁##P约0.01遥

十二指肠

0.486依0.015
0.337依0.011**
0.404依0.046**##

空肠

0.379依0.003
0.313依0.010**
0.348依0.013

回肠

0.508依0.078
0.391依0.013**
0.523依0.064##
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十二指肠

空肠

回肠

正常组 白愈组 治疗组

图 6 各组小鼠各肠段 ZO-1的表达水平比较渊二步法免疫组织化学袁伊200袁标尺院100 滋m冤
Fig.6 Comparison of the expression levels of ZO-1 in each intestinal segment of mice in

each group (two-step immunohistochemistry, 伊200, bar: 100 滋m)

作用[27]遥 Claudin 1 和 Occludin 属于跨膜蛋白袁ZO-1
为细胞质蛋白袁可与一些跨膜蛋白结合发挥选择性

屏障保护作用[28]遥 ZO-1 蛋白表达减少袁将导致其他

紧密连接蛋白的表达下调袁使得紧密连接结构完整

性遭到破坏袁引起肠黏膜屏障功能下降[29]遥 Occludin
的缺乏袁会导致肠黏膜屏障功能障碍袁肠道通透性增

加袁引起腹泻[14]遥 本研究分析了正常组尧自愈组和治

疗组小鼠肠道中 Claudin 1尧Occludin 和 ZO-1 的蛋白

表达情况袁其中二步法免疫组织化学结果显示肠道

湿热型泄泻致使自愈组小鼠十二指肠组织中

Claudin 1尧Occludin尧ZO-1 及空肠和回肠段 Occludin
的表达减少袁肠道机械屏障遭受破坏遥 采用葛根芩

连汤治疗后袁小鼠十二指肠中 Claudin 1尧Occludin尧
ZO-1的 AOD值袁空肠中 Claudin 1的 AOD值以及回

肠中 Occludin的 AOD值均增加袁提示蛋白表达上调袁
说明葛根芩连汤可能通过调控肠道紧密连接蛋白

促进受损伤的肠道机械屏障修复遥
综上所述袁葛根芩连汤可改善肠道湿热证泄泻

小鼠的肠道炎症状态袁调控紧密连接蛋白 Claudin 1尧
Occludin 和 ZO-1 的表达水平遥 本研究从肠道形态

和紧密连接蛋白的角度探讨了葛根芩连汤对肠道湿

热证泄泻的作用机制袁明确了葛根芩连汤对肠道机

械屏障的作用遥肠道湿热证泄泻的治疗具有多靶点尧
多方面等特点袁后续将从化学屏障尧免疫屏障等方面

进一步扩展研究范围袁提供更加充实的实验依据阐

释葛根芩连汤的疗效机制遥
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