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摘要

目的: 探讨多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜中的表达及其

意义.

方法: 实验组大鼠行门静脉两步结扎加左肾上腺静脉结扎;

应用免疫组化SP染色法检测iNOS ecNOS ET-1 及TNF-

在大鼠结肠黏膜中的表达情况.

结果: 实验组 iNOS ET-1 及TNF- 表达较对照组增

强(2.97 0.51 vs 2.33 0.76; 2.01 0.32 vs 1.38 0.74;

2.57 0.64 vs 1.67 0.36 P <0.05) ecNOS无明显变

化(2.01 0.69 vs 1.87 0.56 P >0.05).

结论: iNOS ET-1 TNF- 参与门脉高压大鼠结肠黏膜

局部病变.

尹朝晖, 刘浔阳, 黄飞舟, 黄穰浪, 任树平. 多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜

中的表达. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1640-1642
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0   引言

随着门脉高压性结肠病变(portal hypertensive colopathy

PHC)[1]概念的提出 局部体液因子的改变在PHC病因

学中的作用渐受关注 但有关此方面的报道甚少[2]. 本文

选取具有不同作用的一氧化氮合酶(NOS) 内皮素 1

(ET-1)及肿瘤坏死因子 (TNF- ) 应用免疫组化技

术检测他们在门脉高压大鼠结肠黏膜局部的表达情况

以期探讨门脉高压大鼠结肠黏膜病变中体液因子的变

化及意义.

1   材料和方法

1.1 材料  (1)动物与分组: 20只 SD大鼠 (225-275 g

购自中南大学湘雅医学院实验动物中心) 随机分成两组

实验组行门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎手术;

对照组为假手术组. (2)试剂: 兔抗大鼠ecNOS多克隆抗

体 兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体 兔抗大鼠ET-1多克

隆抗体 山羊抗大鼠TNF- 多克隆抗体 通用型S-P

染色试剂盒 生物素标记兔抗山羊 IgG 染色试剂盒及

DAB购自北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法  (1)动物模型制备: 对 Tanoue et al [3]方法加以改

进 应用门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎制备

门脉高压大鼠模型. (2)门静脉完全结扎后2 wk 将两

组大鼠麻醉后开腹 找到肠系膜上静脉 剪一小口 将

一根充满生理盐水的硬膜外导管置入静脉近端 以鼠

右心房水平为 0 点 测定门静脉压力. 其后小心切除
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小段乙状结肠 常规固定 脱水 透明 石蜡包埋.

(3) 免疫组化SP染色法  抗原修复(NOS ET-1应用EDTA

煮沸20 min; TNF- 应用柠檬酸缓冲液煮沸20 min) 余

同说明; DAB显色; PBS代替一抗作阴性对照. (4)判断标

准: 反应产物的染色强度以光密度值(optical density OD

值)表示. 选取结肠不同部位(黏膜 黏膜下层 肌层) 每

一部位随机选5处 应用计算机辅助HPIAS-1000 图

像分析系统测定反应产物的A值(若无记为0) 每一标

本取平均A值.

        统计学处理  应用SPSS10.0 for window统计软件分

析 检测数据以 sx ± 表示 计量资料组间比较采用 t
检验 P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 一般情况及静脉压力  实验组大鼠腹壁血管 肠系

膜血管扩张较对照组明显; 实验组大鼠有两只可见腹腔

内有少量腹水生成 余大鼠及对照组未见明显腹水生

成; 实验组大鼠门静脉压力较对照组明显升高(20.90

3.27 cm H2O vs 11.43 1.55 cm H2O P <0.01).

2.2 NOS表达情况  NOS表达阳性细胞为胞质内棕黄色

颗粒 可见于黏膜上皮 肠腺腺腔 黏膜下层血管内皮

同时在黏膜表面及肌层也可见黄染产物. 实验组中iNOS

的表达强度明显高于对照组(2.97 0.51 vs 2.33 0.76

P <0.05) 但ecNOS的表达强度两组间无明显差异(2.01

0.69 vs 1.87 0.56 P >0.05).

2.3 ET-1表达情况  阳性表达为棕黄色颗粒 主要见

于黏膜下层 黏膜上皮 黏膜表面及肌层亦可见少量黄染.

实验组表达强度高于对照组(2.01 0.32 vs 1.38 0.74

P < 0.05).

2.4 TNF- 表达情况  阳性表达于黏膜层可见黄染产

物 阳性细胞为胞质内可见棕黄色颗粒; 实验组TNF-

表达强度较对照组明显增高(2.57 0.64 vs  1.67 0.36

P  <0.01).

3   讨论

门脉高压症肠黏膜病变发病机制至今尚不清楚. 既然分

流手术可使PHC 好转 提示门静脉压力与PHC 间有

一定相关关系[ 4-6 ] 然而也有研究发现PHC与 HVPG

无明显相关 [ 7 ] 故在PHC形成中门静脉压力升高可能

并非惟一因素. 随着对门静脉高压症胃黏膜病变认识的

加深 血管活性因子等体液因子在PHC中的作用受到

关注 初步研究提示局部体液因子参与PHC的发展进

程[ 2 ]. 有学者研究认为门静脉结扎制作的大鼠门脉高压

模型可用于PHC的研究[ 2 ] 本研究中门静脉完全结扎

后2 wk 实验组大鼠门静脉压力较对照组明显升高 认

为门脉高压大鼠模型制作成功.

        内源性NO是一种强烈的血管舒张因子 也是新型

的细胞内信使和神经递质 在机体的病理生理过程中

有重要作用[8]. 由于NO稳定性差 半衰期甚短 直接

测定十分困难 作为合成NO的惟一限速酶NOS成为

研究NO的重要手段.本研究中 实验组结肠中iNOS的

表达强度明显高于对照组(P <0.05) 但 ecNOS在结肠

中的表达强度两组间无明显差异(P  >0.05). 其升高可能

是由于升高的门脉压力使肠道回流受阻 肠道淤血 水

肿 肠黏膜屏障受损 毒素物质移位 入血 同时由于

回流受阻 高毒素血液在肠局部较长时间的刺激血管

内皮等 使 iNOS 生成增加 这必然使NO生成增加

致血管扩张 加重淤血. 尚有学者认为NO使平滑肌舒

张 调节胃肠动力[9] NO 升高使结肠运动功能减弱

延长了黏膜与损伤因素接触时间 而加剧结肠黏膜损

伤.本研究中结肠处ecNOS无明显变化 可能在PHC不

起重要作用.

        ET-1可通过其受体起多效性的生物作用[10] 对于

门脉高压症肠道黏膜中ET-1表达情况尚未见报道. 本

研究中 ET-1 在实验组表达强度高于对照组. 一方

面 在通常情况下 扩血管物质与缩血管物质的释放和

激活处于一动态平衡 以此提供一相对稳定的微环境

ET-1升高可保持局部微环境相对稳定; 另一方面 由于

ET-1尚可诱导黏膜损伤[11] 过量表达的ET-1必使肠

道黏膜进一步受损.

        TNF- 是一种细胞毒性蛋白 研究表明TNF-

不仅可激活NOS基因[12, 13] 也可激活ET-1基因[14]. 本

研究中TNF- 在实验组表达强度高于对照组 升高可

能为回流受阻 水肿 淤血使肠黏膜屏障受损 毒

素物质移位 诱使肠道黏膜局部TNF- 生成增加. TNF-

升高既可激活ET-1 NOS基因 而参与门脉高压症结肠黏

膜病变过程; 同时TNF- 尚可增加血管通透性[15] 其升高

也加重肠壁水肿 损伤黏膜屏障而加重局部病变.

       由此可见 门脉高压结肠黏膜病变是多因素共同

作用的结果 其机制尚有待进一步阐明.
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摘要

目的: 探讨黄连素对人结肠癌细胞系HT-29 的作用及与

Ca2+有关的机制 为黄连素作为一种新的结肠癌化学治疗

药物进行理论上的准备和提供相关实验结果.

方法: 0.1 µmol/L 0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L
的黄连素加入到HT-29结肠癌细胞系培养液中. 分别在第1 d

第 2 d 第 3 d测量各有关值. 以 bapta-AM(33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (50 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制细胞内Ca2+和细胞膜Ca2+通道 对

比观察黄连素对细胞内Ca2+的影响及结肠癌细胞在不同

Ca2+浓度条件下各有关值. 细胞记数检测细胞的生长和增

生 用免疫荧光分光光度法检测细胞内Ca2+浓度.

结果: 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时则有明显的量效关系
抑制结肠癌细胞的生长. 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时对
细胞内Ca2+的释放有抑制作用.

结论: 黄连素能够抑制Ca2+的释放可能为黄连素抑制HT-

29细胞生长和增生的一个机制.

台卫平, 罗和生. 黄连素对HT-29人结肠癌细胞系 Ca2+的抑制作用. 世界华

人消化杂志  2003;11(10):1642-1644

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1642.asp

0   引言

结肠癌是常见的恶性肿瘤之一 他严重地危害着人们

的身体健康. 目前临床上结肠癌常用的化疗药物毒副作

用大 寻找新的化疗效果好 毒副作用小的药物 可

以提高结肠癌患者的治疗效果 提高患者的生存期及

生存质量. 已有研究证实黄连素(berberine, ber)对平滑肌

细胞内Ca2+有作用[1]. Ca2+作为第二信使可能以某种形式

参与肿瘤生长和繁殖的调节[2]. 本题采用细胞培养的方

法 将黄连素加入到结肠癌细胞培养环境中 观察培养

上清中细胞内Ca2+的改变 同时观察ber 对结肠癌细

胞生长 增生的影响 为ber作为一种新的结肠癌化疗

药物进行理论上的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  细胞系: HT-29细胞系购自中南大学湘雅医学

院肿瘤研究所 该细胞系由该所引自ATCC. 主要试剂

和仪器: berberine (Sigma) Fura-2/AM (Sigma) bapta-

AM(Sigma) verapamil(Sigma) 日本产岛津RF-5000

荧光分光光度计.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  HT-29以RPMI-1640为培养液 加入

100 mL/L热灭活的FBS及青霉素和链霉素 HT-29细胞

置于37 50 mL/L CO2培养箱中培养 以1 106/mL

细胞接种 24 h 后 分组加药: 终浓度为 0.1 µmol/L
0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L 的 ber加入到HT-
29结肠癌细胞系培养液中. 以 bapta-AM (33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (30 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制胞内Ca2+及胞膜钙通道 对比

观察黄连素对细胞内Ca2+的影响. 24 h后测量钙离子浓度.

1.2.2 生长曲线的绘制  采用氮兰四唑盐实验(MTT)法

取对数生长期的HT-29细胞按传代方式制成单细胞悬

液 以每孔4 103个细胞接种于96孔培养板中 培

养24 h 后 弃去原细胞培养液 实验组每孔加入ber
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