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摘要# 目的!探究紫草C#-’G$. ’<87#"L.水提取物对果蝇肠道损伤的保护作用与保护机制& 方法!利用十二烷基硫酸
钠 "HKH# 与百草枯诱导野生型黑腹果蝇肠道损伤$ 分析喂食正常培养基与含紫草培养基的果蝇生存率& 通过免疫染
色法检测果蝇肠道前体细胞数量’ 处于分裂期的干细胞数量’ 肠道上皮细胞内活性氧自由基水平与死亡细胞的数量$

并用G;6?B<?Z $ Z2EB型荧光显微镜观察肠道形态学变化& 结果!喂食含 "(!紫草水提取物可以明显提高果蝇的生存
率’ 显著抑制肠道损伤引起的前体细胞与肠道干细胞的过度增殖’ 降低肠道上皮细胞的死亡$ 结果具有统计学意义
")R(S("#& 此外$ "(!紫草提取物还可以降低肠道上皮细胞内活性氧的水平$ 保护和维持肠道形态& 结论!紫草水
提取物对 HKH与百草枯诱导的果蝇肠道损伤具有保护作用&
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!!紫草 "X$&7"1D’#L<L’#2&7#"#7$;"-# 为紫草科植
物新疆紫草 )C#-’G$. ’<87#"L. "F?b21# g?89BC* 或
内蒙紫草 "C#-’G$. :<&&.&. .E9:1# 的干燥根& 味甘
咸$ 性寒$ 归心’ 肝经)"* & 紫草的主要成分有两
大类! 一类是脂溶性很强的萘醌类化合物$ 具有促
进伤口愈合和抗炎’ 抗氧化’ 抗菌等广泛的药理作
用)$* ( 另一类是水溶性成分$ 主要是多糖$ 含有
量约为 $!)%* &

肠道黏膜除具有消化吸收的功能之外$ 还可以
防止病原微生物侵入内环境进而保护宿主)#* & 当
外界有害物质进入肠道引起炎症反应时$ 肠道上皮
细胞作为第一道屏障做出免疫应答! 产生大量的活
性氧自由基 "_15>C6‘1?;6D1BZ1>61B$ F[H# )’*和启
动抗菌肽 "59C646>_?a652Z1ZC6D1B$ GLQB# 的表
达))*,* & 病原体引起肠道内氧化还原水平升高’ 表
皮细胞凋亡$ 肠道干细胞通过增殖与分化来补充凋
亡细胞以维持肠道的完整性和内稳态)/*+* & 果蝇作
为模式生物$ 其肠道结构与哺乳动物相似$ 而且干
细胞增殖与分化机制与哺乳动物具有高度保守
性)"(*""* $ 因此利用果蝇作为肠道损伤模型可以快
速而深入的探讨中草药对肠道免疫功能的影响&

目前对紫草水溶性成分研究较少$ 其对肠道
免疫的影响更鲜有报道& 为此$ 本研究利用喂食
致炎因子的方法建立果蝇肠道上皮细胞损伤模型
来探究紫草提取物对果蝇肠道的保护作用及
机制&
EF材料
"S"!药材与试剂!中药紫草购自哈尔滨市人民同
泰药店$ 由东北林业大学生命科学学院王秀华教授
鉴定为紫草科新疆紫草 C#-’G$. ’<87#"L. "F?b21#

g?89BC的干燥根& 十二烷基硫酸钠 "HKH# 购自美
国G4_1B>?公司( 百草枯 " Z5_5lE5C# 购自美国
H6:45公司$ 批号 H0..#/#$N( 磷酸化组蛋白 V%
抗体 "Q8?BZ8?V6BC?91%$ QV%# 购自美国 L6226*
Z?_1公司 "产品批号 "+)(/,)#( ,*氨基放线菌素
" ,*5469?5>C6?9?4b>69 K$ ,*GGK$ 产 品 批 号
"((#","#( 二氢乙啶 "K68bD_?1C86D6E4$ KV3# 购
自美国P9‘6C_?:19公司 "产品批号 /$#+’##&
"S$!果蝇!野生型黑腹果蝇 "K#"1"D7$6. L’6.-"H
:.1&’## N***P和 ’1:HY.6=( /CBHYV)品系果蝇为实
验室保存& 果蝇培养条件为温度 "$’ d(S’#f’
相对湿度 )(!e,(!&
"S%!仪器!HU’" 型显微镜 "日本[2b4ZEB公司#(
GJ-*$"(S# 型电子分析天平 "北京赛多利斯公
司#( G;6?B<?Z $ Z2EB型荧光显微镜 "德国U16BB公
司#( 326;’ 去离子水系统 "美国L6226Z?_1公司#&
GF方法
$S"!紫草水提取物的制备!具体配制方法参见文
献 ) "$ *& 即可得到质量浓度为 $(( 4:I4J
"$(!# 的紫草提取液& 利用无菌水稀释为 ’!或
"(!紫草提取液备用&
$S$!果蝇培养基的配置!正常培养基! 具体配制
方法参见文献 )"%*& 紫草提取物培养基! 用等体
积的 ’!或 "(!紫草提取液替代正常培养基配制中
的去离子水$ 配制成该浓度的紫草培养基&
$S%!果蝇生存率的测定!将 ) 44?2IJ百草枯或
) 4:I4JHKH "含 ’!蔗糖# 滴加在滤纸上$ 充分
润湿后$ 垫入果蝇管中备用& 随机收集正常培养基
与 ’!或 "(!紫草培养基中羽化 % e# D 的 N***P品
系果蝇$ 雌雄各 "’ 只$ 经过 $ 8 饥饿处理后$ 将
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果蝇转移至备用果蝇管中& 每 $# 8 记录死亡果蝇
数目并且更换滤纸$ 每组实验重复 % 次&
$S#!果蝇肠道前体细胞数目与形态!随机收集正
常培养基与 "(!紫草培养基中羽化 % e# D 的 ’1:H
Y.6=( /CBHYV)品系雌果蝇经过 $ 8 饥饿处理后喂
食 ) 4:I4JHKH "含 ’!蔗糖# ") 8$ 显微镜下分
离 "$ e"’ 条完整果蝇肠道放置在 #!甲醛中$ 常
温固定 %( 469$ Q.H洗 % 次每次 ’ 469$ KGQP"#r$
)*二脒基*$*苯基吲哚# 染色 "( 469$ Q.H洗 % 次每
次 ’ 469$ 甘油封片后荧光显微镜下观察并拍照$
每组实验重复 $ 次&
$S’!果蝇肠道分裂期干细胞数目!随机收集正常
培养基与 "(!紫草培养基中羽化 % e# D 的N***P品
系雌果蝇经过 $ 8饥饿处理后喂食 ) 4:I4JHKH溶
液 "含 ’!蔗糖# ") 8$ 显微镜下分离 "$ e"’ 条
完整果蝇肠道于 #!甲醛中$ 常温固定 %( 469$
Q.H0)含 (S"! 0_6C?9 X*"(( "聚乙二醇辛基苯基
醚# 的Q.H* 洗 % 次$ 每次 "( 469$ 置于含有 ’!
羊血清的Q.H0中封闭 %( 469$ 加入 " s$(( 稀释的
QV% 抗体$ # f过夜结合$ Q.H0洗 % 次$ 每次
"( 469$ 加入 " s$(( 稀释的 OP0-标记山羊抗兔
P:W结合$ 8$ Q.H0洗 % 次$ 每次 "( 469$ KGQP染
色"( 469$ Q.H0洗 % 次$ 每次"( 469$ 甘油封片后
荧光显微镜下观察并拍照$ 每组实验重复 $ 次&
$S)!果蝇肠道上皮细胞死亡数目和F[H 水平!随
机收集正常培养基与 "(!紫草培养基中羽化 % e
# D的雌果蝇$ 经过 $ 8 饥饿处理后喂食 ) 4:I4J
HKH溶液 "含 ’!蔗糖# +) 8 或 "( 4:I4JHKH 溶
液 "含 ’!蔗糖# #/ 8$ 显微镜下分离 "$ e"’ 条
完整果蝇肠道放置在 Q.H 中$ 加入 " s$(( 稀释的

,*GGK或 KV3于常温染色 %( 469$ Q.H 洗 % 次$
每次 ’ 469$ #!甲醛固定 %( 469$ Q.H洗 % 次$ 每
次’ 469$ KGQP染色 "( 469$ Q.H 洗 % 次$ 每次
’ 469$ 甘油封片后荧光显微镜下观察并拍照$ 每
组实验重复 $ 次&
$S,!果蝇肠道形态学变化!随机收集正常培养基
与 "(!紫草培养基中羽化 % e# D 的雌果蝇$ 经过
$ 8饥饿处理后喂食 ) 4:I4JHKH 溶液 "含 ’!蔗
糖# +) 8$ 显微镜下分离出 "$ e"’ 条完整果蝇肠
道于 Q.H 中$ 显微镜下观察肠道长度与黑色素瘤
并拍照$ 每组实验重复 $ 次&
$S/!统计学处理!采用Q_6B4) 软件进行统计学分
析$ 组间差异采用单因素方差分析$ 以 )R(S(’
为差异显著的标准&
HF结果
%S"!对致炎因子诱导后果蝇生存率的影响!如图
"G所示$ 成体果蝇在处理百草枯 # D 后$ 正常组
生存率降为 /S+!$ 而喂食 "(!紫草提取物的果蝇
生存率为 /#S#!$ 比正常组提高了 ,’S’!$ 具有
显著差异 ")R(S("#( 喂食 ’!紫草提取物的果蝇
生存率为 ",S/!$ 比正常组提高 /S+!& 另如图
".所示$ 成体果蝇处理 HKH ’ D 后$ 正常组生存
率降为 ,S/!$ 喂食 "(!紫草提取物的果蝇生存率
为 +(S(!$ 比正常组提高了 /$S$!$ 具有统计学
意义 ")R(S("#( 而喂食 ’!紫草提取物的果蝇生
存率为 %"S"!$ 比正常组提高 $%S%! ")R
(S(’#& 结果表明$ "(!紫草提取物能够明显提高
由百草枯和 HKH 诱导损伤的果蝇生存率$ 因此以
下实验均采用 "(!紫草提取物继续分析其对果蝇
肠道损伤的保护作用&

注! 与正常组比较$!)R(S(’$!!)R(S("

图 EF紫草提取物对百草枯或6>6处理后果蝇生存率的影响
L#SQEF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".13&+#+%/&%()",,&3#(,/X (&)%()!2#(-’%&% 3̂%("&6>6
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%S$!对果蝇肠道前体细胞数量与形态的影响!喂
食致炎因子可诱导果蝇肠道干细胞增殖活动增
强)"#*"’* $ 导致肠道上皮细胞中的前体细胞数量显
著增加)")* $ 因此果蝇可以通过前体细胞的自我更
新对由致炎因子导致的肠道上皮损伤进行修复& 但
是$ 由于肠道干细胞过度增殖而大量积累的前体细
胞将破坏肠道内环境的平衡状态)",* & ’1:HY.6=(
/CBHYV)品系果蝇自身携带绿色荧光蛋白报告基
因$ 可 以 特 异 性 标 记 果 蝇 肠 道 前 体 细 胞
"Z_?:196C?_>122B#& 因此利用此品系果蝇分析紫草
提取物对果蝇肠道前体细胞增殖的影响& 如图 $G
和 $.所示$ 果蝇肠道中WOQ阳性细胞数目在只喂
食 ’!蔗糖或 "(!紫草提取物时处于正常水平$ 而
喂食 HKH后明显增加& 但是$ 在 HKH 诱导后喂食
紫草提取物$ 果蝇肠道中 WOQ阳性细胞数量与

HKH诱导组相比减少了 $(S(! ")R(S("#$ 几乎
恢复到正常水平& 此外$ 如图 $G和 $-所示$ HKH
诱导能够引起 WOQ阳性细胞面积显著增大$ 喂食
紫草提取物的实验组中 WOQ阳性细胞面积显著减
小 ")R(S("#$ 但与蔗糖组及紫草组中正常状态
下的细胞大小相比$ 其 WOQ阳性细胞面积仍然增
大& 这表明$ 紫草提取物可以有效缓解由 HKH 诱
导的前体细胞过度增殖$ 但并不能完全抑制& 前体
细胞为二倍体$ 具有较小的细胞核$ 其中 3.细胞
可以通过细胞核内复制分化成具有营养吸收功能的
肠上皮细胞 "19C1_?>bC1B$ 3-B#$ 而 3-细胞是多
倍体且具有较大细胞核)"/* & 因此喂食 HKH 后出现
的大细胞是向3-细胞分化时处于过渡状态的前体
细胞& 因此$ 紫草提取物可以有效缓解由 HKH 诱
导的果蝇肠道前体细胞过度增殖&

注! 与蔗糖组比较$jj)R(S("( 与紫草组比较$ tt)R(S("( 与 HKH组比较$!!)R(S("

图 GFE[!紫草提取物对6>6处理后果蝇肠道前体细胞数量和形态的影响
L#SQGF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".(-).3RP)&1%.!(-)1#_)",’&"S).#("&*)//1#.%!3/(

R#!S3(",,&3#(,/X %,()&P)S#.S (&)%()!2#(-6>6

%S%!对果蝇肠道分裂期干细胞数量的影响!本实
验利用QV% 染色的方法分析果蝇肠道中处于分裂
期的干细胞数量$ 来探讨受 HKH 刺激后紫草提取
物对果蝇肠道干细胞增殖的影响& 如图 %G和 %.
所示$ 只喂食 ’!蔗糖时$ 果蝇肠道上皮仅存在极

少量的QV% 阳性细胞& 经过 HKH 诱导后肠道上皮
出现大量 QV% 阳性细胞$ 而喂食紫草提取物后
QV% 阳性细胞减少了 ,,S/! ")R(S("#$ 恢复到
正常水平& 结果说明$ 紫草提取物可以有效抑制由
HKH诱导的肠道干细胞过度增殖&
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G&喂食 HKH ") 8后果蝇中肠QV% 染色 "V3$ m"((# !.&QV% 阳性细胞数量定量分析

注! 与 HKH组比较$!!)R(S("

图 HFE[!紫草提取物对6>6处理后果蝇肠道干细胞增殖的影响
L#SQHF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".(-)%*(#+#(X ",96$’&"/#,)&%(#".#.%!3/(R#!S3(",

,&3#(,/X %,()&P)S#.S (&)%()!2#(-6>6

%S#!对果蝇肠道死亡细胞数量和细胞内 F[H 水平
的影响!果蝇喂食致炎因子后生存率降低可能是由
肠道上皮细胞的大量死亡引起的$ 因此本实验采用
,*GGK染色的方法分析肠道上皮细胞死亡情况&
成体果蝇在喂食 ’!蔗糖的条件下肠道上皮死亡细
!!

胞数目很少$ 经过 HKH 处理后$ 果蝇肠道上皮出
现大量死亡细胞$ 而喂食紫草提取物后死亡细胞的
数量减少了 )+S(! ")R(S("#$ 见图 #& 因此$
紫草提取物可以显著抑制 HKH 诱导后肠道上皮细
胞的大量死亡&

注! 与蔗糖组比较$jj)R(S("( 与 HKH组比较$!!)R(S("
图 WFE[!紫草提取物对6>6处理后果蝇肠道上皮细胞死亡与8=6水平的影响

L#SQWF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".#.()1(#.%/)’#(-)/#%/*)//!)%(-%.!(-)8=6/)+)/",,&3#(,/X %,()&
P)S#.S (&)%()!2#(-6>6
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!!在外源物质入侵机体时$ 果蝇肠道通过生成
F[H来维持肠道内环境的氧化还原平衡$ 但 F[H
的过度积累会造成机体损伤)"+* & 本实验采用 KV3
染色的方法检测紫草提取物清除 F[H 的能力& 如
图 #-所示$ 成体果蝇在喂食 ’!蔗糖的条件下肠
道上皮F[H的量很少$ 在致炎因子 HKH 的刺激下
中肠大部分细胞产生大量的 F[H$ 而喂食紫草提
取物后果蝇中肠细胞中 F[H 水平明显降低& 以上
结果表明$ 紫草提取物可以有效清除果蝇肠道上皮
细胞由于致炎因子 HKH 刺激而产生的过量 F[H$
避免由氧化应激引起的机体损伤&
%S’!对果蝇肠道形态学影响!肠道上皮细胞的大
量死亡可能会影响肠道的形态变化& ) 4:I4J
HKH处理成体果蝇 +) 8 后分离完整肠道$ 分析各
组果蝇肠道形态变化& 如图 ’ 和表 " 所示$ 喂食
HKH 的果蝇可以在中肠与尾肠连接的部位观察到
清晰的黑色素瘤$ 并且肠道长度与蔗糖组相比缩
短了 )#S(! ")R(S("#& 而喂食紫草提取物后
的果蝇$ 中肠与尾肠连接的部位没有观察到黑色
素瘤的产生$ 并且肠道长度与 HKH 组相比中肠明
显增长$ 增加了 ""+S)! ")R(S("#$ 但略短于
蔗糖组& 此结果表明紫草提取物可以明显缓解
HKH诱导引起的肠道缩短现象$ 有效保护和维持
果蝇肠道形态&

图 YFE[!紫草提取物对 6>6处理后果蝇肠道长度和黑
色素瘤的影响 %<;& ZGY’

L#SQYF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".
(-)*-%.S)1",S3(/).S(-%.!R)/%.#_%(#".",
,&3#(,/X (&)%()!2#(-6>6%<;& ZGY’

表 EFE[!紫草提取物对 HKH 处理后果蝇肠道长度的影响

%(M1& -NEY’

7%PQEF;,,)*(1",5#*’6$- ’0/,#"1- % 3̂)"31)0(&%*(".(-)

*-%.S)1",S3(/).S(-",,&3#(,/X (&)%()!2#(-6>6

%(M)& *NEY’

组别 肠道平均长度I44
蔗糖组 ’S$’ d(S’/
HKH组 "S/+ d(S’"
紫草nHKH组 #S"’ d(S##jj!!

!!注! 与蔗糖组比较$jj)R(S("( 与 HKH组比较$!!)R(S("

WF讨论
紫草具有抗病原微生物’ 抗肿瘤’ 抗免疫缺

陷’ 抗炎等药理活性$ 其多种提取物及活性单体具
有较好的抗菌活性)$(* & 肠道作为摄食和外源因子
入侵的主要部位$ 其对外来入侵能够做出免疫应
答& 果蝇的肠道结构’ 功能和作用机制与哺乳动物
相似)$"* $ 因此本实验建立果蝇肠道炎症损伤模型
来研究紫草对肠道上皮的保护机制&

结果表明$ 百草枯和 HKH 诱导肠道损伤后$
喂食紫草提取物可以显著提高果蝇的生存率( 经
HKH诱导后$ 紫草提取物可以有效的缓解肠道炎症
引起的前体细胞与干细胞的过度增殖’ 减少上皮死
亡细胞数量和降低上皮细胞中活性氧自由基的水
平$ 进而保护肠道形态和避免黑色素瘤的产生& 此
外$ ’!和 "(!紫草培养基与正常培养基中羽化的
果蝇个体大小及生长状态保持一致$ 而且成体果蝇
在连续 ) D 只喂食 ’!蔗糖’ ’!或 "(!紫草提取
物时生长状态良好$ 生存率始终为 "((!$ 表明喂
食蔗糖与紫草提取物对果蝇不会造成任何损伤& 与
’!紫草提取物相比$ "(!紫草提取物对肠道损伤
的缓解作用更加明显& 此外$ 紫草提取物对由 HKH
诱导的前体细胞过度增殖的现象可以有效缓解$ 但
不能完全抑制& 综上所述$ 紫草可以缓解氧化应激
与炎症引起的肠道损伤$ 提高果蝇肠道的免疫功
能$ 此结果可以为紫草的临床应用提供实验依据&
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摘要# 目的!探讨六味地黄方 "熟地黄$ 山药$ 泽泻等# 及其配伍对更年期动脉粥样硬化模型大鼠的影响& 方法!
用健康雌性大鼠$ 假手术组切除双侧卵巢下方少量脂肪$ 其余动物切除双侧卵巢$ 以高脂饲料喂养并灌胃给予维生素
K% 复制大鼠更年期动脉粥样硬化模型& %( D后$ 将总胆固醇k’ e"( 44?2IJ的大鼠随机分为 ) 组! 模型组’ 苯甲酸
雌二醇组’ 六味地黄方组’ 熟地I泽泻组’ 山茱萸I丹皮组’ 山药I茯苓组$ 灌胃给药& 油红染色检测血管病变程度$
放免法检测血中 )*酮*前列腺素O"" ")*<1C?*QWO""#’ 血栓烷素.$ "0X.$#’ 炎性相关因子-反应蛋白 "-FQ#’ 肿瘤
坏死因子""0MO*"#’ 白介素 ) "PJ*)# 水平$ 免疫组化和\1BC1_9 a2?C法检测大鼠主动脉雌激素膜受体 WQF%( 的表
达& 结果!六味地黄方及其配伍能够不同程度地减轻模型大鼠血管病变$ 改善血中 )*<1C?*QWO""和0X.$ 平衡$ 降低血
中炎性因子表达$ 升高主动脉雌激素膜受体 WQF%( 表达& 结论!六味地黄方具有治疗更年期动脉粥样硬化的作用$
各药对相互配伍协同阻止动脉粥样硬化的形成&
关键词! 六味地黄方( 更年期动脉粥样硬化( 内皮功能( 炎性因子( 雌激素受体
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