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摘要# 目的!观察生姜泻心汤 "生姜’ 干姜’ 黄连等# 对伊立替康 "Ŝ9+""# 导致的迟发性腹泻结直肠癌小鼠的治
疗效果% 探讨其可能的作用机制& 方法!采用氧化偶氮甲烷I葡聚糖硫酸钠 "@jFIoCC# 诱导的雌性结直肠癌小鼠模
型% 随机分为正常组’ 模型组’ 生姜泻心汤组& 生姜泻心汤组灌胃生姜泻心汤% 正常组和模型组均灌胃生理盐水% 检
测腹泻指数’ 直肠病理形态% 测定!+葡萄糖醛酸苷酶活性’ 白介素+") "BA+")# 含有量和尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移
酶 "@" "QL9"@"# 表达& 结果!生姜泻心汤组腹泻指数显著低于模型组% 这可能与显著抑制 !+葡萄糖醛酸苷酶的活
性% 提高血清BA+") 的含有量和QL9"@" 的表达有关& 结论!生姜泻心汤对 @jFIoCC 诱导结直肠癌小鼠由伊立替康
导致的迟发性腹泻有一定的治疗作用&
关键词! 生姜泻心汤( 伊立替康 "Ŝ9+""#( 迟发性腹泻( 白介素+") "BA+")#( 尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶 "@"
"QL9"@"#
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!!结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤% 在 #(")
年占所有癌症发病率的 ,H4!% 为世界第三大常见
癌症% 在我国新发病例数超过 #4 万% 死亡病例占
一半以上% 有年轻化趋势% 且预后不良)"* & 临床
用于结直肠癌的化疗方案以含有伊立替康 " Ŝ9+
""# 的EjAEB?B方案为主% Ŝ9+"" 主要的副作用
为迟发性腹泻% 具有发病急’ 致死率高的特点% 临
床上尚未有良好的预防和治疗措施)#+%* & 研究认
为% 迟发性腹泻发生与肝肠循环导致 Ŝ9+"" 活性
代谢产物的浓度升高’ 肠黏膜的损伤以及肠功能紊
乱的发生等因素有关))+4* &

生姜泻心汤出自张仲景的 0伤寒论1% 主要用
于 +胃中不和% 心下痞硬% 噫气臭% 胁下有水气%
腹中雷鸣不利者具,% 有和胃降逆% 散水消痞之功
效% 临床用于腹泻% 疗效确切)’* &

本研究以结直肠癌小鼠为模型% 观察了中药复
方生姜泻心汤对 Ŝ9+"" 导致的迟发性腹泻的影响%
旨在探讨生姜泻心汤抑制迟发性腹泻发生的作用
机制&
HI材料与方法
"H"!药品与试剂!氧化偶氮甲烷 "美国 C0N./公
司% @)%’*#( 葡聚糖硫酸钠 "美国 C0N./公司%
%#’4*#( 盐酸伊立替康注射液 "辉瑞制药有限公
司% 规 格 ) .AI(H" N% 进 口 注 册 证 批 号
#("#()#,#( 小鼠白介素+") -ABC@试剂盒 "美国
9CK公司% F4,,$#( 尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移
酶 "@" -ABC@ 试 剂 盒 " 美 国 9CK 公 司%
FA(#’%))#( 对硝基酚+!+#+葡萄糖醛酸苷溶液
"美国 C0N./公司% D"*#4#& 干姜 "批号 %"($("#’
黄连 "批号 %(%#("#’ 黄芩 "批号 %""#("#’ 半夏
"批号 %"##("#’ 甘草 "批号 %(4")"#’ 大枣 "批
号 %($"%"#’ 党参 "批号 "((’("# 购自北京同仁

堂药店( 生姜另购 "市购生姜新鲜干燥根茎% 余
霖研究员鉴定% 产地山东临沂#&

生姜泻心汤! 生姜 "# N’ 干姜 $ N’ 黄连 $ N’
黄芩 , N’ 半夏 , N’ 甘草 , N’ 大枣 "# N’ 党参, N%
水煎浓缩至 " NI.A% % i保存% 备用& Ŝ9+"" 溶
于生理盐水% 配制成 ) .NI.A生理盐水溶液% 避
光% % i保存&
"H#!动物模型与分组!#% 只体质量 "’ ‘#( N健康
雌性 BS?小鼠购自北京华阜生物科技股份有限公
司 )合格证号 Cpab "京# #("$+((#$*% 按体质量
在第 " 天腹腔缓慢注射 "( .NI]N@jF% 正常喂养
" 周之后% #! oCC 水饲养 " 周% 然后正常饮水 #
周% 此为 " 周期% 连续 % 个周期% 共 "( 周),* & 结
直肠癌小鼠模型造模完成后% 随机分为 $ 组% 正常
组’ 模型组’ 生姜泻心汤组% 每组 ’ 只& 正常组腹
泻注射生理盐水% 模型组和生姜泻心汤组均按人鼠
体表面积换算注射 Ŝ9+"" 溶液 "Ŝ9+"" 溶液量为
$*H’ .NI]N#% 连续注射 % V& 造模完成后% 生姜泻
心汤组按人和小鼠等效剂量计算生姜泻心汤提取物
的每天用量 ’H)’ NI]N进行灌胃% 连续 4 V% 正常
组和模型组均灌胃等量生理盐水% 连续 4 V& 末次
给药后小鼠禁食 "# M% 摘眼球取血% 分离血清% 置
于g#( i保存% 取血完毕后取小鼠肝组织% 于
g#( i保存% 用 " .A生理盐水冲洗取小鼠盲肠和
结肠内容物于 -̂ 管中% g#( i保存% 取距离肛门
上方 # <.左右位置直肠组织 # <.% %!多聚甲醛固
定% 石蜡包埋&
"H$!指标检测及方法
"H$H"!迟发性腹泻指数!末次注射 Ŝ9+"" 后出现
的腹泻认为是迟发性腹泻% 故末次腹腔注射 Ŝ9+
"" 后每天观察 % M 腹泻情况% 按照 0药理实验方
法学1 )"(* % 以腹泻指数作为评定腹泻的主要指标&
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腹泻率% 一组动物中排便的动物与该组动物总数之
比( 稀便率% 每只动物所排的稀便数与总便数之
比( 稀便级% 表示稀便程度% 以稀便污染滤纸形成
污迹面积的大小定级% 统计方法为先逐个统计每一
堆稀便的级数% 然后将该鼠所有稀便级数相加% 除
以稀便次数% 得稀便的平均级数% 见表 "( 腹泻指
数指稀便率与稀便级的乘积& 造模成功标准为模型
组与正常组比较% 腹泻指数有统计学差异&

表 HI稀便级
$(1OHIA&Q’&&"-!#(’’%&(

级数 " # $ %
污迹直径I<. k" "H( ‘"H, #H( ‘$H( l$

"H$H#!小鼠直肠组织病理形态学观察!将直肠组
织 "离肛门约 # <.处直肠# 用生理盐水冲洗干
净% 快速置于 %!多聚甲醛溶液中固定% 经组织经
常规脱水’ 透明’ 浸蜡和石蜡包埋切片% 切片厚度
% T.% G-染色% 光学显微镜下观察小鼠肠道的病
理形态学改变% 通过 B̂C 图像分析软件分别对 G-
染色切片进行半定量分析% 每张切片选取一有代表
性区域% 分别对异形杯状细胞进行定量分析% 计算
每视野中异形杯状细胞的光密度 "## 值&
"H$H$!肠道 !+葡萄糖醛酸苷酶测定!取盲肠’ 结
肠内容物% 称重% , 倍生理盐水匀浆% % ((( RI.06
离心 "( .06% 得到肠内容物匀浆上清% 分离上清液
置于无菌 -̂ 管中& 吸取 # .A% 加入 # .A对硝基
酚+!+#+葡萄糖醛酸苷溶液% $4 i保温 " M( 吸取
# .A待测上清液% 加入 # .A生理盐水溶液作为空
白对照% $4 i保温 " M( 待 " 中样品保温结束后取
出% 每管加入 (H% .A(H" ..>1IA的 D/(G% 终止
反应% 离心 ""( ((( RI.06% ) .06% % i#% 取其
上清液( 待 # 中空白保温结束后取出% 每管加入
(H% .A(H" ..>1IAD/(G( 在 %() 6.波长下% 用
空白校正零点后测定样品的 #值& !+葡萄糖醛酸
苷酶活性计算! 在 TG4H(’ $4 i条件下% 每小时
内底物释放 " (.>1对硝基酚所需的酶量为 " 个活
力单位% 记作 Q& 对硝基酚+吸光度的回归公式为
Ff(H(() ,:g(H("# % "’f(H,,) "# )""* % 依次计
算出对硝基酚法所测得的每毫升反应液中所含对硝
基酚的含有量&
"H$H%!BA+") 和QL9"@" 检测!将小鼠肝组织经液
氮研磨后用 [̂C液进行匀浆处理% 匀浆液经 % i’
% ((( RI.06离心 ) .06% 取上清液& 用酶联免疫分
析法检测血清和肝组织中 BA+") 和 QL9"@" 的表达
水平% 详细步骤参照试剂盒说明&

"H%!统计学分析!实验数据录入 C ĈC "4H( 统计
软件进行分析% 数据用均数 d标准差 "Ld2# 表
示% 组间比较采用单因素方差分析% -k(H() 为差
异有统计学意义&
JI结果
#H"!生姜泻心汤对迟发性腹泻指数的影响!正常
组小鼠腹泻发生率低% 模型组和生姜泻心汤组均
"((!发生不同程度的腹泻% 模型组和生姜泻心汤
组腹泻指数与正常对照组相比有显著性差异 "-k
(H("#% 说明造模成功& 其中生姜泻心汤组腹泻指
数与模型组相比下降% 组间有显著性统计学差异
"-k(H("#% 见表 #&

表 JI生姜泻心汤对腹泻指数的影响 $!L"&
$(1OJI?--&,+"-:%&0Q5#(0Q _#&R#0A&,",+#"0"0!#(’’%&(

#0!&R $!L"&

组别
动物

数I只

平均稀便

率I!
平均稀

便级
腹泻指数

正常组 ’ ")H’) (H)$) (H(’) d(H((,
模型组 ’ "(( #H4) #H4) d(H"%!!

生姜泻心汤组 ’ "(( "H*4 "H*4 d(H#,!!))

!!注!与正常组比较%!!-k(H("(与模型组比较%))-k(H("

图 HI各组小鼠直肠黏膜病理变化 $/?% UHNN&
2#QOH I ;&,+(43*,".( )(+%"4"Q#,(4,%(0Q&."-&(,%

Q’"*)3#,&$/?% UHNN&

#H#!病理组织学检查!光镜下观察% 可见正常组
小鼠肠隐窝和绒毛结构清晰完整% 黏膜排列规则整
齐% 绒毛上皮杯状细胞数目较多% 散在分布% 固有
层内未见淋巴细胞等炎性细胞浸润% 黏膜表面光
滑% 固有层内有稠密的大肠腺% 排列整齐% 无淋巴
细胞浸润( 模型组肠黏膜肿胀% 大量隐窝结构破坏
和绒毛缩短或脱失% 失去直肠正常结构% 上皮空泡
形成% 伴大量炎性细胞浸润% 淋巴细胞浸润& 与模
型组比较% 生姜泻心汤组肠黏膜肿胀有改善% 表现
为绒毛结构基本正常% 隐窝结构尚存在% 但排列不
规整% 少量或无炎性细胞浸润% 固有层腺体排列较
规整% 可见少量淋巴细胞浸润% 见图 "& 通过对
G-染色切片中异形杯状细胞进行统计分析% 生姜
泻心汤组与模型组相比% 异形杯状细胞数量明显减
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少% 两组具有极其显著的统计学差异 "-k(H("#%
见表 $&

表 KI各组小鼠直肠/?染色结果 $!L"&
$(1OKI/?.+(#0#0Q ’&.*4+."-’&,+*3 "-&(,%Q’"*)3#,&

$!L"&

组别 直肠黏膜"##
正常组 (H(’’ d(H(#%
模型组 (H*)( d(H()%!!

生姜泻心汤组 (H#%( d(H()"!!))

!!注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%))-k(H("

#H$!肠道!+葡萄糖醛酸苷酶活性测定!正常组结
肠和盲肠内容物中 !+葡萄糖醛酸苷酶活性较低%
与正常组相比% 模型组结肠和盲肠内容物中 !+葡
萄糖醛酸苷酶活性显著升高 "-k(H("#% 生姜泻
心汤组的结肠内容物中 !+葡萄糖醛酸苷酶活性升
高 "-k(H()#% 盲肠内容物中 !+葡萄糖醛酸苷酶
活性与正常组相比无统计学差异 "-l(H()#& 与
模型组相比% 生姜泻心汤组的结肠和盲肠内容物中
!+葡萄糖醛酸苷酶活性显著降低 "-k(H("#% 见
表 %&

表 SI!7葡萄糖醛酸苷酶活性 $!L"&
$(1OSI8,+#6#+T "-!7Q4*,*’"0#!&$!L"&

组别 结肠IQ 盲肠IQ
正常组 ’%*H44 d)4H*" ’)#H*’ d*(H#(
模型组 " ’*(H($ d4,H("!! " %$#H%# d"**H*)!!

生姜泻心汤组 " ($*H"" d,"H,$!)) ,#%H%) d"#%H)$))

!!注! 与正常组比较%!-k(H()%!!-k(H("( 与模型组比较%
))-k(H("

#H%!生姜泻心汤对血清和肝组织中 BA+") 和
QL9"@" 表达的影响!模型组小鼠血清 BA+") 和
QL9"@" 表达较低& 与正常组相比% 模型组小鼠血
清和肝组织中 BA+") 和 QL9"@" 的表达显著下调
"-k(H("#( 与模型组相比% 生姜泻心汤组模型组
小鼠血清和肝组织中 BA+") 和 QL9"@" 的表达显著
上调 "-k(H("#% 见表 )&
表 VI小鼠血清和肝组织=C7HV’ B]$H8H的表达 $!L"&
$(1OVI?R)’&..#"0."-=C7HV (0!B]$H8H #0+%&.&’*3

(0!4#6&’+#..*&."-3#,&$!L"&

组别 BA+")I"6N.Ag"# QL9"@"I"Q.Ag"#
正常组 ""’H*’ d*H") *H44 d(H))
模型组 ,*H%) d#H$%!! )H#* d(H$$!!

生姜泻心汤组 "$$H%# d$H$))) 4H4# d(H#4))

!!注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%))-k(H("

KI讨论
迟发性腹泻是指使用 Ŝ9+"" #% M 之后出现剂

量限制性毒性反应% 其严重并且不可预测性% 甚至
危及生命)"#* & 目前研究认为)"$+"%* % Ŝ9+"" 的代谢

产物 4+乙基+"(+羟基喜树碱 " CD+$’#% 其活性为
Ŝ9+"" 的 "(( ‘" ((( 倍% CD+$’ 由肝脏尿苷二磷
酸葡萄糖醛酸转移酶 "@" "QL9"@"# 灭活% 成为
无活性的 CD+$’L% 三者均随胆汁排泄% 肠道菌群
产生的 !+葡萄糖醛酸苷酶可以将 CD+$’L转化为
CD+$’% 从而增加 CD+$’ 在肠道内的浓度及其与肠
道上皮接触的时间% 从而导致腹泻的发生& 本实验
发现% 生姜泻心汤能显著降低肠道 !+葡萄糖醛酸
苷酶的活性% 减少肠道中无活性的 CD+$’L的转
化% 降低肠道内 CD+$’ 的浓度% 从而延缓 Ŝ9+""
导致的迟发性腹泻的发生&

BA+") 可激活 9细胞和 Db细胞% 并抑制活化
诱导的细胞死亡 "@BSo# 发生% 促进 So’ q记忆
性’ 9细胞增殖与生存’ BA+") 大量表达% 有助于
减少 CD+$’ 引起的肠黏膜的损伤% 从而降低迟发性
腹泻的发生率)")+"** & 本实验显示% 生姜泻心汤能
有效促进小鼠血清中 BA+") 的表达% 减少 CD+$’ 引
起的肠黏膜的损伤% 维持肠道黏膜正常功能提供了
保护作用% 从而降低迟发性腹泻的发生率&

CD+$’ 主要是通过肝脏 QL9"@" 转变为无活性
的 CD+$’L% QL9"@" 是决定肠内 CD+$’ 浓度和肠
毒性大小的关键指标)"4+"’* % 其高表达有助于降低
肠内 CD+$’ 的浓度与减少其与肠道上皮接触的时
间% 维持肠道正常的结构和功能% 减少迟发性腹泻
的发生& 生姜泻心汤显著提升 QL9"@" 蛋白的表
达% 降低肠道中 CD+$’ 浓度% 维持肠道正常的结构
和功能% 可能也是其作用靶点之一&

综上所述% 降低肠道 !+葡萄糖醛酸苷酶的活
性% 促进小鼠血清中 BA+") 的表达% 提升 QL9"@"
蛋白的表达% 从而降低肠道 CD+$’ 的浓度和接触时
间% 维持肠道正常结构和功能% 可能是生姜泻心汤
治疗 Ŝ9+"" 导致结直肠癌小鼠迟发性腹泻多作用
靶点的体现% 其涉及的多途径的作用机制为临床治
疗 Ŝ9+"" 导致的迟发性腹泻提供了一种选择&
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