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摘 要
目的 :探讨大腹皮抑制肠道内毒素移位的可能机制

,

为其临床

应用提供理论依据
.

In h ib it o yr r o le o f iN O S a n d S P in

in t 6 tS i n a l s n d o t o x i n t r a n s ! O C a t io n

i n d u c e d b y P e r ie a r P i u m a r
ce a e i n r a t s

方法
:

iw st ar 大鼠 30 只随机分为对照组
,

内毒素组及内毒素 +

大腹皮组
,

分别给对照组
、

内毒素组及 内毒素 十 大腹皮组经硅

胶管向十二指肠注入生理盐水
,

荧光内毒素及荧光内毒素 十 大

腹皮水提液
,

3 h 后观察大鼠血浆荧光内毒素含量的变化
,

同时

应用免疫组织化学法观察空
、

回肠一氧化氮合酶 ( iN O)S 及 P 物

质 ( SP )的分布变化
.
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结果 :内毒素组血浆荧光内毒素的含量显著高于对照组 ( 0
.

22 3

士 .0 以 1 vs o
·

08 7 士 O
·

01 6
,

尸 < 0
.

01 )
,

内毒素 十 大腹皮组血浆荧

光内毒素的含量明显低于内毒素组 ( 0
.

135 士 0
.

028 0 0
.

223 土

0
.

04 1
,

尸 < 0
.

05 )
,

与对照组无明显差异
.

内毒素组空
、

回肠一氧

化氮合酶的分布明显高于对照组 (l
.

97 土 0
.

27 0 3
.

37 士 0
.

31
,

2
.
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3 8 仍 2 二 9 1 土 0
.

3 1
,

2
.

1 1 上 0
.

2 3 哪 3
.

42
土 0

.

38 ; 1
.

8 1 士

0
.

3 2 仍 3
.

12 土 0
.

2 9
,

2
.

06
士 0

.

3 5 璐 2
.

7 5 土 0
.

2 6
,

2
.

08 士 0
.

20 仍

3
.

38 士 0
.

3 1
.

p < 0
.

0 5 或 p < 0
.

0 1 )
,

P 物质明显低于对照组 ( 3
.
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.
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.
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.

3 7 * 0
.

17
.

p < 0
.

05 )
,

内毒素 + 大腹皮

组空
、

回肠一氧化氮合酶及 P 物质的分布与对照组无明显差异

(尸 > 0
.
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.
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结论 :小肠一氧化氮合酶及 P 物质的变化在肠道内毒素移位中

起一定作用
,

大腹皮可通过调节小肠一氧化氮合酶及 P 物质的

分布抑制肠道内毒素移位的发生
.

朱金照
,

张捷
,

许其增
,

张志坚
,

冷恩仁
.

中药大腹皮抑制肠道内毒素移

位中 iN OS
、

SP 的作用
.

世界华人消化杂志 2以) 2 ; 10 ( 6 )
:

65 9 一 66 2

O 引言

肠道 内毒素移 位是导致 内毒素血症 的常见 原 因〔’
一

们
.

临床上许多危重疾病 由于 胃肠运动障碍而出现肠内细

菌的过度生
一

长
,

导致肠道细菌或肠道内毒素移位
,

·

诱发

多脏器功能衰竭 9j[
.

实验证明增强肠道的蠕动可有效

防止危重疾病时因胃肠功能衰竭而导致肠道内毒素移

位
,

减少一些严重并发症 的发生 〔̀ 01
.

大腹皮具有较强

促 胃肠动力作用 [” 】,

且能抑制肠道 内毒素的吸收 〔’ 2了
.

为此
,

我们通过动物实验进一步探讨大腹皮抑制肠道

内毒素移位的可能机制
,

.

为临床治疗相关疾病提供理

论依据
.

1 材料和方法
1

.

1 材料 健康成年 iW st ar 大 鼠 30 只
,

质量 170
~

州F认八甲
.

叼 g n e t
.

e o m
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21 0 9
,

中国人 民解放军第三军医大学大坪医院实验动

物中心 提供
.

荧光 内毒素 ( F仃C
一

L邢
,

eS or t n 祀 0 12 8 :

B 12 )
,

5 1目的a
公司提供

.

N o s n ( iN O S )
、

SP 兔抗鼠多克

隆抗体
,

北京中山生物技术公司提供
.

1
.

2 方法 W is atr 大 鼠 so 只随机分成对照组
,

内毒素

组及内毒素 + 大腹皮组
,

每组 or 只
.

经胃插人细硅胶

管至十二指肠
,

予对照组经 导管向十二指肠 注入生理

盐水 ;内毒素组住入 1 岁L F联
~

L咫 3 呵k ;g 内毒素
+

大腹皮组注人 l 留L rrF C
~

L l名 3 m留k g 及 2 50 留L 大腹

皮水提取液 10 司 / k g ,

3 h 后用 10 岁L 戊 巴比妥钠 ( 3 0

呵 k g ) ip 麻醉
,

开腹 取下腔静脉血及 留取小肠标本
.

采用荧光分光光度计法
,

用岛津 RF
.

s or 分光光度计
,

测定血浆荧光内毒素的荧光强度
.

取空
、

回肠石蜡切

片标本
,

60 ℃烤 片 4 一 6 h 后
,

于二 甲苯及酒精中脱蜡
,

清水冲洗
,

室温下 so 而 /川
2 0 :
孵育 or 而 n ,

蒸馏水 冲

洗
,

BP S 浸泡 5 而 n ,

50 而 L/ 正常山羊血清封闭
,

室温孵

育 10 而 n ,

倾去多余血清
,

分别滴加兔抗 鼠 1 :
50 N OS

n
,

1 : 100 s p 抗体 5 0 拼L
,

4 ℃ 过夜
,

BP S 漂洗 5 而
n ,

3

次
,

滴加 1 : 100 生物素标 记抗体 50 拼L
,

37 ℃孵 育 so

而 n ,

BP S 漂洗 5 而 n ,

3 次
,

再滴加辣根酶标记链酶孵 白

素 5 0 拼L
,

3 7 ℃孵育 3 0 而 n ,

即 s 漂洗 s ha n ,

3 次
,

加入新

配制的 DA B 显色
,

3 一 5 m in 钟后观察结果
,

清水冲洗
,

复染
,

脱水
,

封片
.

图像分析应用 M A S
一

5 系统
,

对 NO S

n
、

S P 免疫组 织 化 学 染 色 片进 行 图像 分 析
,

根 据

v an d
~ dn en 法 l2[ 了选取相同染色条件下不同时相点的

切片
,

每时相点 10 张
,

每张切片 于 2 0 0 倍光 镜下随机

选取 5 个视野分别观察豁膜
、

赫膜下及肌间神经丛中

阳性神经纤维及产物 的分布
、

染色情 况
,

进行判断
、

评

分
.

标准
:
特别密集 ( 4 分 )

、

密集 ( 3 分 )
、

中等 ( 2 分 )
、

稀疏 ( 1分 )
、

阴性 ( 0 分 )
.

统计学处理 数据以均数 士 标准差 ( 无 土 。
)表示

,

采用 Exc el 统计软件进行 t 检验
.

2 结果

2
.

1 血浆内毒素含量的变化 血浆荧光 内毒素含量

测定显示内毒素组显著高于对照组 ( 0
.

2 23 土 0
.

以 l m留

L * 0
.

0 87 士 o
.

ol 6 m g/ L
,

尸 < 0
.

01 )
,

内毒素
十
大腹皮组

血浆荧光内毒素的含量明显低于内毒素组 ( 0
.

135 士 0
.

02 8 m留L vs 0
.

08 7 士 0
.

ol 6 m岁L
,

尸 < 0
.

05 )
,

与对照组无

明显差异
.

2
.

2 N OS ll 免疫组化染色 N O S ll 免疫组化染色显示

其阳性产物呈棕色沉淀
,

主要分布于空
、

回肠豁膜
、

私

膜下神经丛
、

肌间神经丛中
,

肌层内有少许 N O S n 免疫

反应阳性产物表达
.

给大 鼠十二指肠注人 内毒素 3 h

后
,

大 鼠空肠 及 回肠 豁膜
、

豁膜 下层
、

肌 间神经 丛中

NOS ll 免疫反应阳性产物显著增加 ( 尸 < 0
.

01 或 尸 <

0
.

05 )
,

给大鼠十二指肠 同时注人内毒素及大腹皮 3 h

后
,

空
、

回砧膜
、

薪膜下层
、

肌间神经丛中 NOS ll 免疫反

应阳性产物 明显减少
,

与对 照组无 明显 差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
,

(表 1
,

图 l
一

2 )
.

表 1 大鼠小肠 NO S n 免疫组化染色结果

粘膜层 猫膜下层 肌间神经丛
分 组

空肠 回肠 空肠 回肠 空肠 回肠

对照组

内毒素组

内毒素
十大腹皮组

1
.

97 士 0
.

27 1
.

8 1 上 0
.

3 2 2
.

23 士 0
.

38 2
.

肠
t 0

.

3 5 2
.

1 1 士 0
.

23 2
.

0 8 士 0
.

2()

3
.

3 7 士 0
.

3 l b

2
.

3 1 士 0
.

26

3
.

12 士 0
.

29 b

2
.

07
士 0

.

2 1

2
.

9 1 土 0
.

3 1
“

2
.

75 t 0
.

26J
a

2
.

53 士 0
.

29 2
.

3 8 士 0
.

肠

3
.

42
士 0

.

38 b

2
.

35
士 0

.

28

3
.

38 士 0
.

3 l b

2
.

2 1 士
.

0
.

24

“
P < 0

.

05
, b 尸 < 0

.

01 仍 对照组
.

表 2 大鼠小肠 sP 免疫组化染色结果

猫膜层 猫膜下层 肌间神经丛

分 组
空肠 回肠 空肠 回肠 空肠 回肠

对照组

内毒素组

内毒素
+ 大腹皮组

3
.

25 上 0
.

35 3
.

12 士 0
.

3 1 2
.

74 士 0
.

33 2
.

3 6 士 0
.

:巧 3
.

16 士 0
.

3 7 2
.

78 土 0
.

29

2 8 1 士 0
.

2 l
a

2
.

6 8 士 0
.

2 2
a

2
.

34
士 0

.

抖
“

1
.

95 土 0
.

22
a

2
.

7 7 士 0
.

18
a

2
.

3 7 土 0
.

17
a

3
.

03 土 0
.

3 1 3
.

07 土 0
.

3 2 2
.

63 士 0
.

2 9 2
.

4 1 土 0
.

:场 2
.

95 t 0
.

3 5 2
.

6 1 土 0
.

24

“
尸 < 0

.

仍 比 对照组
.

2
.

3 SP 免疫组化染色 免疫组化染 色显示 SP 免疫

反应 阳性产物在空肠及 回肠勃膜
、

私膜下层
、

肌间神经

丛分布较丰富
,

肌层较少
.

给大 鼠十二指肠注人 内毒

素 3 h 后
,

大 鼠空肠及 回肠赫膜
、

赫膜下层
、

肌 间神经

丛中 SP 免疫反应阳性产物明显减少 (尸 < 0
.

05 )
,

给大

鼠十二指肠同时注入 内毒素及大腹皮后
,

空
、

回勃膜
、

口,叭八甲
·

wl g n e r
、

C O m
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中国人 民解放军第三军医大学大坪医院实验动

物中心 提供
.

荧光 内毒素 ( F仃C
一

L邢
,

eS or t n 祀 0 12 8 :

B 12 )
,

5 1目的a
公司提供

.

N o s n ( iN O S )
、

SP 兔抗鼠多克

隆抗体
,

北京中山生物技术公司提供
.

1
.

2 方法 W is atr 大 鼠 so 只随机分成对照组
,

内毒素

组及内毒素 + 大腹皮组
,

每组 or 只
.

经胃插人细硅胶

管至十二指肠
,

予对照组经 导管向十二指肠 注入生理

盐水 ;内毒素组住入 1 岁L F联
~

L咫 3 呵k ;g 内毒素
+

大腹皮组注人 l 留L rrF C
~

L l名 3 m留k g 及 2 50 留L 大腹

皮水提取液 10 司 / k g ,

3 h 后用 10 岁L 戊 巴比妥钠 ( 3 0

呵 k g ) ip 麻醉
,

开腹 取下腔静脉血及 留取小肠标本
.

采用荧光分光光度计法
,

用岛津 RF
.

s or 分光光度计
,

测定血浆荧光内毒素的荧光强度
.

取空
、

回肠石蜡切

片标本
,

60 ℃烤 片 4 一 6 h 后
,

于二 甲苯及酒精中脱蜡
,

清水冲洗
,

室温下 so 而 /川
2 0 :
孵育 or 而 n ,

蒸馏水 冲

洗
,

BP S 浸泡 5 而 n ,

50 而 L/ 正常山羊血清封闭
,

室温孵

育 10 而 n ,

倾去多余血清
,

分别滴加兔抗 鼠 1 :
50 N OS

n
,

1 : 100 s p 抗体 5 0 拼L
,

4 ℃ 过夜
,

BP S 漂洗 5 而
n ,

3

次
,

滴加 1 : 100 生物素标 记抗体 50 拼L
,

37 ℃孵 育 so

而 n ,

BP S 漂洗 5 而 n ,

3 次
,

再滴加辣根酶标记链酶孵 白

素 5 0 拼L
,

3 7 ℃孵育 3 0 而 n ,

即 s 漂洗 s ha n ,

3 次
,

加入新

配制的 DA B 显色
,

3 一 5 m in 钟后观察结果
,

清水冲洗
,

复染
,

脱水
,

封片
.

图像分析应用 M A S
一

5 系统
,

对 NO S

n
、

S P 免疫组 织 化 学 染 色 片进 行 图像 分 析
,

根 据

v an d
~ dn en 法 l2[ 了选取相同染色条件下不同时相点的

切片
,

每时相点 10 张
,

每张切片 于 2 0 0 倍光 镜下随机

选取 5 个视野分别观察豁膜
、

赫膜下及肌间神经丛中

阳性神经纤维及产物 的分布
、

染色情 况
,

进行判断
、

评

分
.

标准
:
特别密集 ( 4 分 )

、

密集 ( 3 分 )
、

中等 ( 2 分 )
、

稀疏 ( 1分 )
、

阴性 ( 0 分 )
.

统计学处理 数据以均数 士 标准差 ( 无 土 。
)表示

,

采用 Exc el 统计软件进行 t 检验
.

2 结果

2
.

1 血浆内毒素含量的变化 血浆荧光 内毒素含量

测定显示内毒素组显著高于对照组 ( 0
.

2 23 土 0
.

以 l m留

L * 0
.

0 87 士 o
.

ol 6 m g/ L
,

尸 < 0
.

01 )
,

内毒素
十
大腹皮组

血浆荧光内毒素的含量明显低于内毒素组 ( 0
.

135 士 0
.

02 8 m留L vs 0
.

08 7 士 0
.

ol 6 m岁L
,

尸 < 0
.

05 )
,

与对照组无

明显差异
.

2
.

2 N OS ll 免疫组化染色 N O S ll 免疫组化染色显示

其阳性产物呈棕色沉淀
,

主要分布于空
、

回肠豁膜
、

私

膜下神经丛
、

肌间神经丛中
,

肌层内有少许 N O S n 免疫

反应阳性产物表达
.

给大 鼠十二指肠注人 内毒素 3 h

后
,

大 鼠空肠 及 回肠 豁膜
、

豁膜 下层
、

肌 间神经 丛中

NOS ll 免疫反应阳性产物显著增加 ( 尸 < 0
.

01 或 尸 <

0
.

05 )
,

给大鼠十二指肠 同时注人内毒素及大腹皮 3 h

后
,

空
、

回砧膜
、

薪膜下层
、

肌间神经丛中 NOS ll 免疫反

应阳性产物 明显减少
,

与对 照组无 明显 差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
,

(表 1
,

图 l
一

2 )
.

表 1 大鼠小肠 NO S n 免疫组化染色结果

粘膜层 猫膜下层 肌间神经丛
分 组

空肠 回肠 空肠 回肠 空肠 回肠

对照组

内毒素组

内毒素
十大腹皮组

1
.

97 士 0
.

27 1
.

8 1 上 0
.

3 2 2
.

23 士 0
.

38 2
.

肠
t 0

.

3 5 2
.

1 1 士 0
.

23 2
.

0 8 士 0
.

2()

3
.

3 7 士 0
.

3 l b

2
.

3 1 士 0
.

26

3
.

12 士 0
.

29 b

2
.

07
士 0

.

2 1

2
.

9 1 土 0
.

3 1
“

2
.

75 t 0
.

26J
a

2
.

53 士 0
.

29 2
.

3 8 士 0
.

肠

3
.

42
士 0

.

38 b

2
.

35
士 0

.

28

3
.

38 士 0
.

3 l b

2
.

2 1 士
.

0
.

24

“
P < 0

.

05
, b 尸 < 0

.

01 仍 对照组
.

表 2 大鼠小肠 sP 免疫组化染色结果

猫膜层 猫膜下层 肌间神经丛

分 组
空肠 回肠 空肠 回肠 空肠 回肠

对照组

内毒素组

内毒素
+ 大腹皮组

3
.

25 上 0
.

35 3
.

12 士 0
.

3 1 2
.

74 士 0
.

33 2
.

3 6 士 0
.

:巧 3
.

16 士 0
.

3 7 2
.

78 土 0
.

29

2 8 1 士 0
.

2 l
a

2
.

6 8 士 0
.

2 2
a

2
.

34
士 0

.

抖
“

1
.

95 土 0
.

22
a

2
.

7 7 士 0
.

18
a

2
.

3 7 土 0
.

17
a

3
.

03 土 0
.

3 1 3
.

07 土 0
.

3 2 2
.

63 士 0
.

2 9 2
.

4 1 土 0
.

:场 2
.

95 t 0
.

3 5 2
.

6 1 土 0
.

24

“
尸 < 0

.

仍 比 对照组
.

2
.

3 SP 免疫组化染色 免疫组化染 色显示 SP 免疫

反应 阳性产物在空肠及 回肠勃膜
、

私膜下层
、

肌间神经

丛分布较丰富
,

肌层较少
.

给大 鼠十二指肠注人 内毒

素 3 h 后
,

大 鼠空肠及 回肠赫膜
、

赫膜下层
、

肌 间神经

丛中 SP 免疫反应阳性产物明显减少 (尸 < 0
.

05 )
,

给大

鼠十二指肠同时注入 内毒素及大腹皮后
,

空
、

回勃膜
、

口,叭八甲
·

wl g n e r
、

C O m
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有 调节作用 我们以 往研究表 明大腹 皮能显著 促进胃 7o a zh LFH̀ 橱DWInt estinalendotox 而andliv erdi~ sh沙肠 运动其 促动力 作用与胃 肠道sP 的分布 增力口有 ,糯 耀 留樱t 豁糕 ri目,sloc aiot即。ies ntialtn

豁 薯黑 溉 黑糕 氦 糕烹汽 黑 9罐必 蒸燃军i 薰凝翼 、二

雷 熏摹馨茬 的““ 性通“促 进肠道 传输以” “肠道 ò撼 巢异薰 薰飞 燕戮 澎翼 :罗 燕耀NOS神 经元广泛 分布于 人和动物 的整个 胃肠道 ”enue 撬岔默 军罢羔 溉黔器 i羔洽器 豁篮沂练 』瓷

有 人报道胃 肠道“OS 的分布 存在种属 的差异 且三种 ,2数篇 撰留 架黑l黑 黑粼 黯熟dlos Umfori gas*豁 靛 鬓箕 i默 粱氯嘉 誉霎 13黔 黔 霎彝鉴; 鹭塔锁 ;嘿 敷糕

膜 下层和肌 间神经丛 中NOS 阳性神经 及其产 物易见 搬 鑫{县器 岁handbao terialtranloc atioǹci rrhosis~肌 层较少 研究发现 在内毒素 等因素 刺激下 胃肠平 4̀塑糕 轰an1o蒸 tn[,黯聪 六瓮 溉冀忠 默笃黑 i氯

戈 翼霎聋矍 瓮罢罄 雳黔 了器 撂氛髻燮 乳 巧翼 戴黛 薰 煮巍 薰i裁 笠默毒 素血症时 小肠No S及、No S的表达 均增强 大鼠内 黯 黑飞烹 穿集篇 器瓮黔 篇糕黑 猛黑 劣鉴

毒 素血症后 肠道传 输及MM C减少应 用NOS 抑制剂” 募̀ 潇默: 篡黑赞 翼点言芳了 i嘿糯 贯黑戈黑 篇默里 鳖矗纂 粼驾黔 缘零 抓尹蹂 黯 籍凳 17戴 ;蒸翼 蒸慧菩: 、驾鱿梦 嚣器i瓢 :耀 黯

NA NC能神 经释放的 抑制性神 经递质 在胃肠 运动调 ,,款 。EEwan 。,F、 ujnction、 ietsit、 ~、、 ladn

节 中的也有 重要作用 〔̀32」我 们发现 给大鼠十 二指肠 ,。盆黑 点吮忽 黑A只忽 二尝淤 寻粼』霖 ;辈豁ePPid [朋d咐燕少是嘿薰攫蒸 加

粼粼
撒
撰
蒸欺

3h 后空 回豁膜豁 膜下层 肌间神 经丛中No sn免 2,嘿 蕊i韶 念豁霆裂孟 黔了锣器 、K2明 d、K3ac hrk、

疫 反应阳胜 产物明显 减少由 “匕说明空 回肠中 Nosll 器 瓮黑瓮 盗蕊盅甥 劣trihut ioǹ山̀ ]eum̀he 1o~馨 竺驾霭鸳 藻霭琴 篇潺篡 笙霖 易京窘篡 甘盘 咒蒸 燃泌 淤 ;蒸鞘 黯贸 默 黯

表 达可能存 在两方面 作用一 方面可 能通过此 作用促 ’3熬』 落镖黯 熟点几点 黑嘿 j黑玺器 右会猛 儿刀进 肠道蠕动 来减少肠 道内毒 素的吸收 另一方 面可能 24盆 篡,,M 。utsonJM 。ho。w *Owtran sionsljnat ioin
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