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$$!摘$要"$目的$通过研究姜黄素对新生大鼠坏死性小肠结肠炎$6[%%肠组织病理改变'环氧合酶>"$%Z_>

"%表达'肿瘤坏死因子
"

$R67>

"

%及白细胞介素>!# $@X>!#%生成的影响'探讨姜黄素对 6[%是否有保护作用& 方

法$B# 只新生大鼠随机分为 B 组*正常对照组'溶剂对照组'6[%模型组'姜黄素干预组'每组 !# 只& 每日定时观

察各组大鼠的一般情况'连续 ? 0并于第 B 天处死'取肠道组织检测病理改变'R67>

"

)@X>!# 含量及%Z_>" 的表达&

结果$姜黄素能改善6[%模型大鼠一般情况及病理组织学征象#与正常对照组)溶剂对照组比较'6[%模型组'姜

黄素干预组 R67>

"

)@X>!# 浓度显著增高 $Mb#5#C%#姜黄素干预组 R67>

"

浓度较 6[%模型组显著下降

$Mb#5#C%)@X>!# 浓度较6[%模型组显著升高$Mb#5#C%#姜黄素干预组 %Z_>" 表达量显著低于 6[%模型组&

结论$ 姜黄素对6[%大鼠具有保护作用'其机制可能与姜黄素抑制 %Z_>" 的表达'减少 R67>

"

的含量)增加

@X>!#的含量有关& !中国当代儿科杂志#!"#"##!$!%&#H! %#HW"

!关$键$词"$姜黄素#坏死性小肠结肠炎#环氧合酶>"#新生大鼠

!中图分类号"$H=""5!$$!文献标识码"$F$$!文章编号"$!##; :;;?#$"#!#%#" :#!?" :#C
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$$ 89+,6/2,* :9;*2,-)*$ R&'JJ+M0N,j1-'(,0 +&,,QQ,K+J*QKM2KM-'( *( '(+,J+'(14&'J+*.1+&*4*P'K14K&1(P,J'

KNK4**jNP,(1J,>" $%Z_>"% ,j.2,JJ'*(' 1(0 +M-*2(,K2*J'JQ1K+*2>

"

$R67>

"

% 1(0 '(+,24,MT'(>!# $@X>!#% K*(K,(+21+'*(J

'( (,*(1+1421+JO'+& (,K2*+'f'(P,(+,2*K*4'+'J$6[%% ' '( *20,2+*'(L,J+'P1+,+&,,QQ,K+J*QKM2KM-'( 1P1'(J+6[%5<*,50=+

$7*2+N(,*(1+1421+JO,2,21(0*-4N0'L'0,0 '(+*Q*M2P2*M.J$. a!# ,1K&%* (*2-14K*(+2*4' J*4L,(+K*(+2*4' 6[%-*0,4'

1(0 KM2KM-'( '(+,2L,(+'*(5R&,P,(,214J'+M1+'*(J*Q21+JO,2,*8J,2L,0 Q*2? K*(J,KM+'L,01NJ' 1(0 +&,21+JO,2,+&,(

J1K2'Q'K,0 *( +&,B+& 01N5@(+,J+'(14+'JJM,JO,2,*8+1'(,0 Q*2,j1-'('(P+&,&'J+*.1+&*4*P'K14K&1(P,J' %Z_>" ,j.2,JJ'*('

1(0 R67>

"

1(0 @X>!# K*(K,(+21+'*(J5>*+74,+$%M2KM-'( +2,1+-,(+1-,4'*21+,0 +&,P,(,214J'+M1+'*(J1(0 &'J+*.1+&*4*P'K14

J'P(J'( 21+JO'+& 6[%5R67>

"

1(0 @X>!# K*(K,(+21+'*(J'( +&,6[%-*0,41(0 +&,KM2KM-'( '(+,2L,(+'*( P2*M.J'(K2,1J,0

J'P('Q'K1(+4NK*-.12,0 O'+& +&*J,'( +&,(*2-141(0 J*4L,(+K*(+2*4P2*M.J$Mb#5#C% 5R&,K*(K,(+21+'*( *QR67>

"

0,K2,1J,0 $Mb#5#C%' O&'4,+&,K*(K,(+21+'*( *Q@X>!# '(K2,1J,0 J'P('Q'K1(+4N'( +&,KM2KM-'( '(+,2L,(+'*( P2*M. '(

K*-.12'J*( O'+& +&,6[%-*0,4P2*M. $Mb#5#C%5@--M(*&'J+*K&,-'J+2N2,JM4+J'(0'K1+,0 +&1++&,.*J'+'L,,j.2,JJ'*( *Q

%Z_>" '( +&,KM2KM-'( '(+,2L,(+'*( P2*M. O1JJ'P('Q'K1(+4N4*O,2+&1( +&1+'( +&,6[%-*0,4P2*M.5?0(247+-0(+$

%M2KM-'( &1J.2*+,K+'L,,QQ,K+J1P1'(J+6[%'( (,*(1+1421+J' .*JJ'84N+&2*MP& '(&'8'+'(P%Z_>" ,j.2,JJ'*(' 2,0MK'(PR67>

"

K*(+,(+' 1(0 '(K2,1J'(P@X>!# K*(+,(+5 !?5-(@ ?0(,*3AB*=-/,6' !"#"' #! $!%*#H! %#HW"

$$C*D E06=+*$%M2KM-'(# 6,K2*+'f'(P,(+,2*K*4'+'J# %NK4**jNP,(1J,>"# 6,*(1+1421+J

$$坏死性小肠结肠炎 $ (,K2*+'f'(P,(+,2*K*4'+'J'

6[%%是新生儿阶段严重的胃肠道急症'也是新生儿

尤其是早产儿死亡的主要原因'但其病因及发病机

制仍未完全清楚'也尚无确实有效的预防措施和治

疗方法'是新生儿重症监护病房最为棘手的问题之

一& 目前认为肠黏膜损伤)肠道内细菌作用和肠道

喂养是6[%发生的基本条件'并在一些重要的危险

因素如早产)缺氧缺血性损伤)胃肠道免疫屏障功能

低下等综合影响下引起炎症连锁反应而最终导致

6[%的发生!!"

'涉及到细胞因子和炎性介质等变

("?!(
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化& 姜黄素是从姜黄根茎中提取的一种酚类物质'

以保护正常细胞免受各种不良因素的损伤为基础'

主要有抗炎)抗氧化)调节免疫功能等药理作用!""

&

近年来姜黄素作为传统中药成为研究热点'涉及多

个研究领域'但姜黄素对 6[%的保护作用尚无报

道& 本研究采用新生 Y.21PM,>S1O4,N$ YS%大鼠的

6[%模型'以姜黄素作为药物干预'观察各组大鼠

的一般情况)体重)肠组织大体及病理改变'检测肠

黏膜肿瘤坏死因子
"

$+M-*2(,K2*J'JQ1K+*2>

"

'R67>

"

%)白细胞介素>!# $'(+,24,MT'(>!#'@X>!#%含量及环

氧合酶>"$KNK4**jNP,(1J,>"' %Z_>"%的表达'探讨姜

黄素对6[%是否有保护作用&

#F材料和方法

#5#F主要试剂与仪器

雅培加营素蛋白粉购自美国雅培公司'英脱利

匹特脂肪乳$%!B>"B%购自华瑞制药有限公司'多美

滋婴儿配方奶粉购自多美滋公司& 二甲基亚砜

$Ŝ YZ%及姜黄素购自美国 Y'P-1公司'兔抗大鼠

%Z_>" 多克隆抗体购自美国 %1N-1( 公司& 二抗试

剂盒及SFV显色试剂盒购自中杉金桥生物技术有

限公司& @X>!# 及 R67>1检测试剂盒购自北京四正

柏生物科技有限公司& %l>!## 型便携式数字测氧

仪购自浙江建德仪器设备厂' 根据实验要求自制新

生鼠保育箱及缺氧箱& 实验所需仪器由重庆医科大

学儿科研究所提供&

#G!FRV?动物模型建立

6[%动物模型的建立参见文献!?"

'具体如下&

!5"5!$人工喂养$$新生 YS大鼠放置在保育箱

内采用代乳品人工喂养'代乳品$多美滋婴儿配方

奶粉)雅培>加营素蛋白粉及英脱利匹特脂肪乳加入

蒸馏水中%参考FM,J+10等!B"报道配制'用清洁无菌

硅胶管每 B & 经口插管喂养一次'首次喂养量为

#5! -X'以后每 "B &增加 #5! G#5? -X&

!5"5"$缺氧复氧冷刺激$$先给缺氧箱中充入氮

气'调节流速'控制氮气流量为 !C Xo-'('应用测氧仪

测得箱内氮气浓度达 !##D!$9959 #̀5"%D"后'放

入新生鼠 ? -'(后取出'随即将其放入 !##D氧气浓

度的氧仓中'保持 ? -'(后取出并立即将其置于 Bn

冰箱中冷刺激 !# -'(& " 次o0'连续 ? 0&

#5HF实验动物分组及处理

新生 ! 日龄 YS大鼠 B# 只'雌雄不限'体重范围

C G9 P'由重庆医科大学实验动物中心提供& 随机

分成 B 组'即正常对照组*与母鼠同笼'母乳喂养'生

理盐水腹腔注射$每日 ; -XoTP%#溶剂对照组*与母

鼠同笼'母乳喂养'Ŝ YZ腹腔注射$每日 ; -XoTP%#

6[%模型组*出生后 "B & 与母鼠分开'建立6[%模

型后予以腹腔注射 Ŝ YZ$每日 ; -XoTP%#姜黄素

治疗组*出生后 "B &与母鼠分开'建立 6[%模型后

予以腹腔注射姜黄素$姜黄素溶于 !#D的 Ŝ YZ配

成 !# -Po-X的悬液% $每日 ; -XoTP%& 每组 !#

只'连续 ? 0& 密切观察新生鼠的一般情况'每日定

时称量体重'于第 B 天颈椎脱臼处死'取十二指肠下

端至回盲部肠组织待检&

#5&F肠组织大体形态改变及组织病理评分

观察肠组织的色泽变化)是否有出血及积气发

生& 取上述近回盲部 ! G" K-肠组织立即固定于

BD 多聚甲醛中'石蜡包埋)切片)苏木素>伊红染色

做组织病理学检查& 肠组织病理评分参考 6104,2

标准 !C"进行双盲法评分'根据肠组织血管扩张充

血'间质水肿'固有层肿胀分离'绒毛变性脱落)坏死

等'分为 B 级*# 分'肠绒毛及上皮完整'组织结构正

常#! 分'轻微黏膜下和$或%固有层肿胀分离#" 分'

中度黏膜下和$或%固有层肿胀分离'黏膜下和$或%

肌肉层水肿#? 分'重度黏膜下和$或%固有层肿胀分

离'黏膜下和$或%肌肉层水肿'局部绒毛脱落#B 分'

肠绒毛消失伴肠坏死#组织学评分
!

" 分确定为

6[%#每例新生鼠肠组织标本观察 ? 个视野'取其平

均值&

#GIF肠组织匀浆上清液中 TRQO

!

和 'MO#" 含量的

测定

将肠组织其余部分放在冰冷的生理盐水中漂

洗)滤纸拭干称取 !# -P'用生理盐水和匀浆器制成

! -X肠组织匀浆'在 Bn低温离心机 B ### 2o-'()

离心 !C -'( 后取上清液分装于 [/管中'置于

:"#n冰箱中冷藏& [X@YF双抗夹心法检测肠组织

匀浆中R67>

"

和@X>!# 含量&

#GWF免疫组化法检测?:aO! 的表达

取上述肠组织石蜡切片'常规脱蜡脱水#置

!# --*XoX柠檬酸缓冲液$.]<5#%中加热修复抗

原'冷却至室温'/VY 冲洗 C -'('? 次#?D的 ]

"

Z

"

室温孵育 !# -'('/VY冲洗 C -'('? 次#滴加正常山

羊血清封闭非特异性抗原'?=n'?# -'('倾去#滴加

!sC## 稀释的兔抗大鼠 %Z_>" 多克隆抗体 Bn过

夜'/VY冲洗 C -'('? 次#滴加生物素标记山羊抗兔

@PW抗体'?=n'?# -'('/VY 冲洗 C -'('? 次& 滴加

辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素工作液'?=n'?#

(??!(
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-'('/VY冲洗 C -'('? 次#SFV显色 ? -'('苏木素

复染后中性树脂封片& 用 /VY 代替一抗作阴性对

照'%Z_>" 以细胞质或核膜上出现棕黄色为阳性表

达'每张切片在 B## 倍光学显微镜下随机选定 < 个

视野'应用@-1P,>.2*.4MJ<5# 图像分析软件进行分

析'测试每个视野内阳性表达区域的光密度值'取其

平均值为该组大鼠的代表值&

#5YF统计学方法

用 Y/YY !!5C 统计学软件分析'计量资料以均

数 标̀准差$R̀ D% 表示#多组样本均数比较用单因

素方差分析'组间两两比较用XYS>=检验#病理积分

比较用e2MJT14>\144'J检验#Mb#5#C 为差异有统计

学意义&

!F结果

!5#F一般情况及体重变化

正常对照组和溶剂对照组大鼠生长发育良好'

体重稳定增长'活动度及对刺激反应良好'进食及排

便正常#6[%模型组大鼠相继出现倦怠嗜睡'体重

下降'喂养困难'吐奶及胃潴留'腹胀)腹泻'肉眼可

见黑红色血便& 姜黄素干预组大鼠倦怠嗜睡)喂养

困难)吐奶及胃潴留等症状出现较晚且较轻'体重缓

慢增长'无腹胀)腹泻及血便& 见表 !&

!5!F肠组织大体形态改变

正常对照组和溶剂对照组大鼠肠管色泽粉嫩'

呈淡黄色'弹性佳'无积气出现# 6[%模型组大鼠回

盲部近端肠管呈黑红色改变'肠腔可见不同程度积

气'严重者呈串珠样'有少量的出血#姜黄素干预组

大鼠回盲部近端肠管呈黄红色改变'肠腔可见少量

积气'无出血&

!5HF肠组织镜下病理学改变及组织病理学评分

正常对照组和溶剂对照组肠绒毛及上皮完整'

组织结构正常#6[%模型组肠组织坏死严重'肠绒

毛参差不齐'变性水肿'部分绒毛坏死)脱落消失'腺

体排列紊乱)消失'重度黏膜下和固有层分离'黏膜

下和肌肉层水肿'肌层变薄甚至断裂#姜黄素干预组

肠绒毛轻度充血水肿'少数绒毛上皮细胞空泡变性&

B 组大鼠双盲法病理评分及组间比较显示正常对照

组和溶剂对照组差异无统计学意义#6[%模型组与

正常对照组和溶剂对照组比较差异有统计学意义

$Mb#5#!%#姜黄素干预组与 6[%模型组比较差异

有统计学意义$Mb#5#!%'且姜黄素干预组病理评

分显著低于6[%模型组& 见表 !)图 !&

!G&F肠组织匀浆上清液中TRQO

!

和'MO#" 的含量

正常对照组和溶剂对照组R67>

"

)@X>!# 的含量

比较差异无统计学意义$Mc#5#C%#6[%模型组和

姜黄素干预组 R67>

"

)@X>!# 的含量高于正常对照

组和溶剂对照组'差异有统计学意义$Mb#5#C%#

姜黄素干预组 R67>

"

的含量低于 6[%模型组'差

异有统计学意义 $Mb#5#! %'但姜黄素干预组

@X>!#的含量高于 6[%模型组'差异有统计学意义

$Mb#5#C%& 见表 "&

!GIF肠组织?:aO! 免疫组化检测

%Z_>" 在正常对照组和溶剂对照组大鼠肠组织

表达量极少#在 6[%模型鼠肠上皮的绒毛)腺体以

及粘膜下层和肌层 %Z_>" 的表达明显增强'其光

密度值明显高于正常对照组和溶剂对照组'差异

有统计学意义$Mb#5#C%#姜黄素干预组 %Z_>"

的表达呈弱阳性'其光密度值高于正常对照组和

溶剂对照组'但显著低于 6[%模型组$Mb#5#C%&

见表 ")图 "&

$$ 表 #F各组大鼠实验前后体重及病理评分
$R̀ D%

组别 鼠数
实验前

体重$P%

实验后

体重$P%

肠组织

病理评分

正常对照组 !# <59# #̀5;= ;5B9 #̀599 #5?? #̀5?C

溶剂对照组 !# <5;# #̀5CB ;5?? #̀5C9 #5?= #̀5B?

6[%模型组 !# <59C #̀5C"

<5?" #̀5C"

1

?5"# #̀5C=

1

姜黄素干预组 !# <5;B #̀5<B

=5"< #̀5=!

1'8

!5<# #̀5BB

1'8

E值 #5!## !95?=C :

/值 : : ?"5<=<

M值 #59C9 b#5#! b#5#!

$$1*与正常对照组及溶剂对照组比较'Mb#5#!#8*与6[%模型组

比较'Mb#5#!

$$表 !F各组大鼠肠组织 ?:aO! 表达及肠组织匀浆

TRQO

!

和'MO#" 含量
$$R̀ D%

组别 鼠数
%Z_>"

光密度值

R67>

"

$.Po-X%

@X>!#

$.Po-X%

正常对照组 !# C5C "̀5C ;5; "̀5! "!5< B̀5<

溶剂对照组 !# C59 "̀5? ;59 "̀5" ""5< C̀5#

6[%模型组 !#

?C5? ?̀5#

1

!95C "̀59

1

";5= C̀5?

1

姜黄素干预组 !#

!=5< "̀5"

1'8

!B5= !̀5=

1'8

??5? C̀5"

1'8

E值 ! ;<B5=B C#5";" !!5;"?

M值 b#5#! b#5#! b#5#!

$$1*与正常对照组和溶剂对照组比较'Mb#5#C#8*与6[%模型组

比较'Mb#5#C

(B?!(
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FF图 #F回盲部肠段病理切片$苏木精O伊红染色# !̂""%F

8*正常对照组# P*溶剂对照组'F)V组肠绒毛及上皮完整'组

织结构正常# ?*6[%模型组'肠绒毛变性水肿'部分绒毛坏死)脱落消失'重度黏膜下和固有层分离'黏膜下和肌肉层重度水肿'肌层

变薄甚至断裂# J*姜黄素干预组'肠绒毛轻度充血水肿'少数绒毛上皮细胞空泡变性&

FF图 !F肠组织 ?:aO! 的表达$免疫组化# &̂""%F

8*正常对照组'%Z_>" 在肠粘膜各层几乎不表达# P*溶剂对照组'

%Z_>" 在肠粘膜各层表达量极少# ?*6[%模型组'%Z_>" 在肠粘膜各层表达明显增加'呈深棕黄色强阳性表达# J*姜黄素干预组'

%Z_>" 在肠粘膜各层表达较6[%模型组明显减弱& %Z_>" 以细胞质或核膜上出现棕黄色为阳性表达&

HF讨论

虽然6[%的发病机制仍不清楚'但目前多认为

由于肠粘膜的缺血)缺氧以及高渗液的接触导致肠

粘膜的损伤& 新生儿由于先天和后天的免疫防御能

力不足'局部微生物可通过损伤的肠粘膜进入机体

组织'导致炎性介质释放和激活各种细胞因子'引发

炎症连锁反应'最终导致 6[%'甚至发生全身炎症

反应综合征& 致炎因子 R67>

"

是 6[%发生的关键

介质'在炎症级联反应中起重要作用!<"

& [0,4J*(

等!="通过研究6[%患儿血浆中细胞因子水平发现'

不仅促炎因子水平升高'抗炎因子 @X>!# 的水平也

是升高的& 本研究表明'与对照组新生鼠比较'

R67>

"

及@X>!# 在6[%模型鼠的肠组织中表达显著

升高'与文献报道一致!="

& 其可能原因是在炎症急

性期'不仅促炎因子水平升高'同时也启动机体的抗

炎反应及自动修复机制&

近年研究发现姜黄素具有抑制多种炎症因子的

作用'且对多种炎性疾病有治疗作用& d&1(P等!;"

发现姜黄素可通过减少结肠黏膜 R&4细胞因子

$@76>

/

) R67>

"

%的表达'增加 R&" 细胞因子$@X>B)

@X>!#%的表达'治疗由三硝基苯磺酸诱导的结肠炎&

Y'00'iM'等!9"报道姜黄素可减轻组织损伤'减少致

炎基因表达和细胞因子的血浆蛋白水平'并可下调

由脂多糖诱导的 R67>

"

的表达& 也有报道姜黄素

预处理对大鼠感染性脑水肿有保护作用!!#"

& 本研

究结果表明用姜黄素处理后的 6[%模型鼠一般情

况明显改善'组织损伤明显减轻'并且姜黄素能明显

抑制肠粘膜 R67>

"

的表达'增加 @X>!# 表达& 这些

均表明姜黄素对 6[%的保护作用伴随着促炎作用

的减弱'抑炎作用的相对增强&

%Z_是一种膜结合蛋白'它包括两种同功酶

%Z_>! 和%Z_>"& %Z_>! 在胃肠黏膜中是结构性表

达'催化保护胃肠黏膜的前列腺素的生成'其表达不

受炎症因子诱导& %Z_>" 在正常人肠黏膜中不表达

或处于低水平'而脂多糖)炎症介质及应急则能诱导

其高表达!!!"

& %Z_>" 的高表达与肠炎密切相

关!!""

& %&M(P等!!?"发现在非炎性疾病新生儿的肠

上皮各层中没有发现 %Z_>" 的表达& 炎性条件下

%Z_>" 的表达则明显升高!!B"

& 本实验的结果显示

6[%模型鼠肠粘膜%Z_>" 的表达量很高'而经姜黄

素处理后的6[%模型鼠肠粘膜 %Z_>" 的表达量显

著降低'这可能由于致炎细胞因子 R67>

"

是 %Z_>"

强诱导剂'高水平的 %Z_>" 将导致组织损伤'而低

水平或适中水平将起到黏膜保护作用'姜黄素通过

抑制致炎症细胞因子的释放)下调高表达的 %Z_>"

而起到黏膜保护作用&

(C?!(
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核因子>

1

V$67>

1

V%作为促炎基因表达的枢纽

之一'其激活后可诱导大量炎症介质的合成和释放'

造成过度的炎症反应& 姜黄素能阻碍肠上皮细胞

67>

1

V的活化!!C"

& %&M(P等!!?"研究发现在 6[%模

型大鼠肠组织中 67>

1

V和 %Z_>" 的表达具有协同

诱导作用'67>

1

V调节 %Z_>" 可能是通过前炎细胞

因子R67>

"

等诱导实现的& 因此 67>

1

Vo炎症因

子o%Z_>" 途径可能在6[%的发病机制中具有重要

作用'姜黄素可能通过抑制 67>

1

V调控致炎因子进

而下调了%Z_>" 的表达'从而降低了新生大鼠6[%

的危险性& 但由于6[%的病因及发病机制复杂'姜

黄素对炎症因子以及 %Z_>" 的调控机制有待进一

步研究&

综上所述'姜黄素可以改善6[%大鼠的一般情

况'减轻肠组织损伤'降低促炎因子 R67>

"

及炎性

介质%Z_>" 的表达'相对增加抑炎因子 @X>!# 的表

达'从而对6[%大鼠具有保护作用'这一发现可能

为新生儿6[%的防治工作开辟了一个新的途径&
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