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【摘 要 〕 通过检测金丝 桃昔对
一

诱导的大 鼠肠 猫膜微 血管 内皮细胞分 泌 前列环 素 分
、

血栓素

及血小板活化因子 的影响
,

探索中药复方有效成分金丝 桃什对仔猪水肿病的疗效机制
。

将培养的肠

猫膜微血管内皮细胞分为阴性对照组
、

阳性对照组
、

不同质量浓度金丝桃什处理组等 个组
,

采用
心

法测定了培

养
, ,

和 时细胞上清液中
、

及 质量浓度的变化
。

结果表明
,

不同质量浓度金丝 桃什处理组

对
一

诱导肠猫膜微血管内皮细胞过量分泌
、

无明显的抑制作用 和 产
,

质量浓度金丝桃释处

理组对
一

诱导肠钻膜微血 管内皮细胞 的分泌具 有明显 的下调作用
。

由此可 见
,

金丝桃什通过抑制
一

诱导肠猫膜微血管内皮细胞 的过量分泌
,

阻止血小板聚集
,

避免微血 栓形成
,

以 达到治疗疾病的 目

的 金丝桃昔保护大鼠肠猫膜微血管内皮细胞损伤的模型剂量为 和 拜
。

【关扭词 〕
一
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一

诱导大鼠肠猫膜微血管内皮细胞分泌
、

及 的影响

一

一

,

, 拼

一

猪水肿病
,

是仔猪

常见的由产志贺样毒素大肠埃希菌
一 。

‘
,

‘
·

,

引起 的一种急性致死

性传染病
,

临床以神经症状 和全身水肿为特征
。

本

病发病率虽不高 通常为 一
,

但病死率高

达
,

给养猪业带来了极 大的危害
。

菌毛

与志贺样毒素 型变异体
一

是致仔猪水肿

病的 的 个主要 毒力 因子 ’
一

〕。

细菌 以其

菌毛勃附于小肠上皮细胞
,

造成小肠 上皮细

胞的损害
,

引起仔猪腹泻
。

同时
,

在肠道内定居并增

殖的细菌产生
一

并被微血管吸收
,

导致感染

猪出现水肿和神经症状
。

目前
,

该病主要用抗菌药

物进行预防
,

但抗菌药物长期应用可导致药物残留
,

间接引起人体内胃肠道菌群平衡紊乱及病原体耐药

性增加等问题仁
一

门 。

中药复方 具有不 良反应少
,

不

易产生耐药性
,

基本上无药物残 留等特点
,

它不仅

可以对抗细菌毒素
,

而且还能调节机体的免疫功能
,

提高动物机体的抗病能力
。

因此
,

开发用于预防

仔猪水肿病的中药复方制剂并探索其疗效机制
,

有

着非常重要的现实意义
。

等川 研究表明
,

不 同组织 器官起源

的微血管内皮细胞
,

表现 出该组织 器官的特异性
。

因此
,

研究发生于某一器官或组织的微血管病变
,

应

采用该器官或组织的微血管内皮细胞作为研究的细

胞模型 〔〕。

等 研究表明
,

不

会使猪肠 豁膜发生严重 的病理变化
,

其靶细胞是肠

私膜血管内皮细胞
,

表现为内皮细胞空泡化
、

血管周

围水肿及微血栓形成等
。

因此
,

肠赫膜微血管内皮

细胞是研究仔猪水肿病最为理想的细胞模型
。

张涛

等〔’。
一

’‘〕研究表明
,

中药方剂及其有效成分可能通过

作用于微血管 内皮细胞
,

而对微血管 系统功能进行

调控
,

实现对细胞微环境的改善
,

使机体阴阳趋于平

衡
,

从而达到治疗疾病的 目的
,

而不是直接杀死或抑

制细菌
。

以肠勃膜微血管 内皮细胞为平 台
,

研究 中

药有效成分对微血管 内皮细胞分泌作用 的调控
,

有

助于探索中药复方有效成分对仔猪水肿病 的疗效机

制
。

本研究以
一

诱导肠 勃膜微血 管 内皮细

胞分泌前列环素
、

血栓素 及血小板

活化因子 为细胞病理模型
,

加人不 同剂量金

丝桃昔进行疗效观察
,

通过检测细胞培养上清液中
、

及 质量浓度的变化
,

验证 中药复

方有效成分金丝桃昔在仔猪水肿病发生过程中
,

对

肠豁膜微血管内皮细胞分泌细胞因子的调控作用
,

旨在为仔猪水肿病的防治提供参考依据
。

材料与方法

主要试剂与仪器

培养基来 自美国 公 司
,

批 号为

干粉来 自美国 公 司
,

批 号

为 克隆专用胎牛血清及 型胶原酶均来

自奥 地 利
,

批 号分 别 为
一

和
一 、

及

试剂盒 由

公司提供
, 一

粗制品 蛋白含量为

由扬州大学兽医学院微生物与免疫学

教研室提供 金丝桃昔标准品为中国药品生物制品

检定所产品
,

批号为
一

型酶标仪

为 公司产品
。

大鼠肠猫膜微血管内皮细胞的分离培养

选择出生 内的 大 鼠乳鼠
,

用无菌方法

取 出空肠
,

仆 液 冲洗
,

纵 向切 开 冲洗后 剪成

小段
,

吹打数次
。

用质量分数 型 胶原酶消

化
,

暴露 出微血管 网
,

接种 于 孔 细胞培 养板 中
,

基础培养基用 培养基
,

加人质量分数 瑞

的克隆专用胎牛血清
、

青霉素和 拼
,

链霉素
,

置体积分数 培养箱中培养
,

换液 次
。

细胞达 到 融合生 长 时 即行传代
。

在倒置显微镜 下
,

细 胞 呈典型 的铺路石 状 相 嵌排

列
,

无重 叠 生 长现 象
。

免疫荧 光 法 检 测 内皮 细 胞

因子的相关抗原呈 阳性
。

试验细胞准备及处理

试验采用 代细胞
。

融合生长的微血管内皮细

胞经质量分数 型胶原 酶消化后
,

将细胞 悬

液接种 于 孔 细 胞 培 养板
,

细 胞 密 度 为
一 ’ ,

每孔 拼 ,

置体积分数 培养箱中
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培养
。

待细胞融合成单层细胞后开始试验
。

试验分组

将培养已融合的肠猫膜微血管内皮细胞分为

组进行试验
。

处理 组 只加维持培养液
, 一

质量浓度 为 。 拌 阴性 对 照 组 处 理 组
一

质量浓度为 拌 阳性对照组 处理

组 质量浓度 拌 金丝桃昔预孵 后
,

加人

拌 手 处理 组 质量浓度 拌 碑

金丝桃昔预孵 后
,

加人 拌 一

处

理 组 质量浓度 拌 金丝桃昔预孵 后
,

加人 拌 一

处理 组 金丝桃昔质量

浓度 拜
。

每组设重 复孔 孔
,

分别于培养
, ,

和 时
,

收集上清液贮存于一 ℃冰箱内

待测
。

、

和的 质 浓度测定
、

及 质量浓度测定按照

公司提供的 试剂盒
、

试

剂盒及 试剂盒的操作步骤进行
。

统计学处理

统计学分析采用 中文统计软件 第

四军医大学卫生统计学教研室提供
,

数据 以
“

灭士

”
表示

,

采用方差分析进行差异显著性检验
。

结果与分析

金丝桃普对大鼠肠猫膜徽血管内皮细胞分泌
、

及 的影晌

由表 可见
,

质量浓度 拜 金丝桃昔作

用
,

质 量 浓 度 从 士

增加到 士
,

质量

浓度从 士 增加到 士

,

质量浓度从 士
,

增加 到 士 质 量 浓 度

拌 金丝桃昔作用 时
, 、

的分泌量

达到高峰
,

作用 时 的分泌量达到高峰 质

量浓度 拌 金丝桃昔作用 时 细胞上

清液中的
、

及 分泌量均逐渐下降
。

表 拌 金丝挑普对大限肠猫膜徽血管内皮细胞分泌
、

及 的影晌 ”

拜 , 。 “

处理时间 · 一 ’ · 一 ’ ·

士

士

士

士

士

士

士

土

士

士

士

士

表 结果还说明
, 拌 金丝桃昔对正常的 质量浓度分别于

, ,

达到高峰
,

的

肠翻膜微血管内皮细胞
、

及 的分 质量浓度分别为 士
,

士
,

泌有一 定 的 促进 作用
,

并 在 一 定程 度 上 调 节 了 士
,

与阴性对照组相比差异均
、

及 之间的动态平衡
。

达极显著水平 尸
。

说明不同质量浓度金丝

金丝桃昔对
一

诱导的大鼠肠猫膜微血 桃昔对
一

诱导的大鼠肠猫膜微血管内皮细

管内皮细胞分泌
、

及 的影响 胞过量分泌 无明显抑制作用
。

由表 可 见
,

处 理
, ,

组 细胞 上 清夜 中的

衰 不 同质 , 浓度金丝挑普对
一

诱导肠钻膜徽血管内皮细胞分泌 的影晌 二

一

处 理 处理时间

士

士 ,

士 任 苦

士 苦

士 赞 爷

士

士 长

士 餐 仔

士 赞 璐

土 , 资

士

士 升 资

士 资

士 升 价

士 签 签

士

士 份

士 , ,

士 任

士 , 务

注 同列数据后标
,

者表示与阴性对照组相 比差异显著 此 标
, ,

者表示与阴性对照组相比差异极显著 尸
。

下表同
。

, 赞 一
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一

诱导大鼠肠猫膜微血管内皮细胞分泌 二
、

及 的影响 ,

由表 可 见
,

处 理
, ,

组 细胞 上 清液 中的 倍
,

与 阴性 对 照组 相 比 的差 异极 显 著 尸

质量浓度分别于
, ,

达到高峰
,

此时 处理 组细胞培养期内 的分泌量一

质量 浓 度分别为 士
,

士
,

直保持较高状态
。

预先加入不同质量浓度金丝桃昔

士
。

阴性对照组 处理 在培养 处理后
,

细胞上清液中 分泌量 出现不 同程度

的 一
,

细胞上清液中的 分泌量变化不 的下降
,

其中 和 拼 金丝桃昔对
一

诱

大
。

在
一

诱导下 处理
,

细胞上清液 中的 导的大 鼠肠私膜微血管内皮细胞 的分泌具

分泌量于培养的 时迅速升高 质量浓度 有明显 的下调的作用
,

细胞上清液中 的分泌

为 士
,

是正常培养细胞 处理 分泌量的 量接近正常水平
。

衰 不同质 , 浓度的金丝桃普对
一

诱导肠猫膜微血管内皮细胞分泌 的影响 , 一

一

处理 处理时间

士 士 士 土

士 , , 士 , , 士 , , 土 , ,

‘

士 士 士 , 资 土 , ,

士 井 井 士 资 关 士 , 苦 士

士 , , 士 , , 士 , , 士 , 二

由表 可 见
,

处 理
, ,

组 细胞 上 清液 中的 达极显著水平 尸
。

此结果说明
,

不同质量

浓度分别在
, ,

达到高峰
,

此时其质量浓 浓度金丝桃昔对
一

诱导 的大 鼠肠 私膜微血

度分 别 为 士
,

士
,

管内皮细胞 的分泌无显著抑制作用
。

士
,

与阴性对照组相 比差异均

裹 不同质 , 浓度的金丝挑普对 诱导肠猫膜徽血管内皮细胞分泌 的影响 一

一

” 矛

处理 处理时间

士

士

士 , ,

土 餐

土 赞 资

士

土 关 资

士 , ,

士 书 补

士 补 关

二上

士 长 苍

士 赞

士 , ,

上 并

上
‘

飞 土
、

, ,

土 赞 苦

士 餐

土 , 爷

讨 论

据文献〔
, 一

报道
,

仔猪水肿病发病迅 速
,

左右开始出现症状
, 一

以非特异性机

制被吸收进人血液循环
,

与血管内皮细胞和平滑肌

细胞受体结合
,

阻碍靶细胞的蛋白质合成
,

从而造成

细胞的变性和死亡
,

使血管通透性增强
,

引起组织水

肿和神经症状
。

因此水肿病防治的关键在于及时阻

断
一

与血管 内皮细胞 受体的结合
,

调控 内

皮细胞细胞因子
、

及 的分泌
,

维持

微循环动态平衡
,

从而达到治疗 的 目的
。

本研究复

制的细胞病理模型进一步证实了这一结果
。

在仔猪水肿病 的发生发展过程 中
,

肠 赫膜微血

管内皮细胞分 泌 的
、

及 的动态平

衡是调控血管壁紧张度
、

微血管内微血栓形成的重

要 因素
,

当其失衡后往往会引起组织器官微循环 中

微血栓的形成
,

导致局部血液循环障碍
,

使病情进一

步恶化
,

甚至引起仔猪迅速死亡
。

金丝桃昔是黄酮类成分
,

具有清除 自由基
、

抑制大鼠脑缺血损伤时氧 自由基和 的产生 ’ 、

阻滞 通道
、

抑制
, 内流 ’ 〕、

减轻缺血引起的

组织器官损伤
、

降低高脂血症时氧 自由基对血管内

皮细胞的损害及保护血管 内皮细胞 等作用 ” 。

其

对微血管内皮细胞分泌细胞因子的调控作用 尚未见

报道
。

本试验结果表明
,

阴性对照组肠 私膜微血管内

皮细胞细胞 因子
、

及 的分泌始终

处于 平 稳 状 态
,

平 均 质 量 浓 度 分 别 为 士
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、

士 及 士

,

它们之间的动态平衡维持着肠猫膜

局部血液循环的正常进行
。 一

作用下肠猫膜

微血管内皮细胞
、

及 的分泌量 出

现大幅度的增加 预先加入不同质量浓度金丝桃昔

后
, 、

及 的分泌量 出现不 同程度的

下降
,

其中质量浓度 和 拌 的金丝桃昔处理

对
一

诱导 的肠猫膜微血管 内皮细胞

的分泌具有明显 的下调作用
,

使其分泌量接近正常

水平
。

此结果说明
,

金丝桃昔在仔猪水肿病的治疗

过程中
,

发挥了中和外毒素
一

损伤的作用
,

抑制了肠猫膜微血管内皮细胞 的过度分泌
,

而对
、

的分泌 下 调作用 不 明显
。

是强烈的血管收缩剂和血小板聚集剂
,

分泌

量恢复正常可阻止微血管进一步收缩
,

缓解局部血

液循环障碍
,

防止血小板聚集
,

避免微血管内微血栓

的形成
,

抑制了病情的进一步恶化
。

拌 金丝桃昔单独作用时
,

肠戮膜微血管

内皮细胞
、

及 的分泌量均会出现

一定程度的升高现象
。

这表明金丝桃昔对动物机体

的局部微血管内皮细胞可能具有双向调节作用
。

金

丝桃昔既 可 以促进 正 常肠 戮膜微血 管 内皮细 胞
、

及 的分泌
,

也可以抑制肠乳膜微

血管内皮细胞 的过度分泌
。

本试验说明
,

和 拌 碑

金丝桃昔对
一

诱导的大鼠肠猫膜微血管内皮细胞分泌 具

有明显的下调作用
,

是临床治疗仔猪水肿病的理想

剂量
。

和 拜 金丝桃昔处理使
一

诱

导的肠猫膜微血管内皮细胞 的分泌量下降
,

这也可能就是中药复方有效成分金丝桃昔的疗效机

制
,

但还需从分子水平做进一步深人研究
。
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