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姜黄素预处理对肠缺血再灌注损伤的作用研究

朱蕾　张丽

　　 【摘要】　目的　探讨姜黄素预处理对大鼠肠缺血再灌注损伤 （ＩＲＩ）的作用及其机制。方法　将３０只ＳＤ
大鼠随机均分为假手术组 （Ｓｈａｍ组）、ＩＲＩ组和姜黄素预处理组 （Ｃｕｒ组），每组１０只。Ｃｕｒ组术前１ｈ给予姜黄
素腹腔注射 （５ｍｇ／ｋｇ），Ｓｈａｍ组和ＩＲＩ组则给予等体积生理盐水腹腔注射，ＩＲＩ组和Ｃｕｒ组行小肠ＩＲＩ手术。观
察３组大鼠肠组织病理学变化。采用逆转录聚合酶链反应法检测肠组织白细胞介素 （ＩＬ）６、ＩＬ８和肿瘤坏死因
子 （ＴＮＦ）α的信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）水平。采用酶链免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）检测血清中 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα
的蛋白表达水平。采用硫代巴比妥酸反应物法检测肠组织丙二醛 （ＭＤＡ）含量，采用 ＥＬＩＳＡ检测肠组织过氧化
氢酶 （ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＰｘ）和超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）含量。采用蛋白印迹法检测肠组织中磷
脂酰肌醇３羟激酶 （ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 （ＡＫＴ）和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）的蛋白表达水平。结果　
与Ｓｈａｍ组相比，ＩＲＩ组肠组织损伤程度，肠组织与血清中的 ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ的
表达水平均明显升高，而肠组织ＣＡＴ、ＧＰｘ与ＳＯＤ含量明显降低。与ＩＲＩ组相比，Ｃｕｒ组肠组织损伤程度，肠组
织与血清中的ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ的表达水平均明显降低，而肠组织 ＣＡＴ、ＧＰｘ与
ＳＯＤ含量明显升高 （均为Ｐ＜００５）。结论　姜黄素对大鼠发生 ＩＲＩ的肠组织有保护作用，该保护作用可能与抑
制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路介导的氧化应激和炎症有关。
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　　肠缺血再灌注损伤 （ＩＲＩ）临床上常见于肠系
膜上动脉闭塞、小肠移植、失血性休克及坏死性小

肠结肠炎，其发病机制复杂，目前尚未完全清楚，

既往研究表明，氧化应激和炎症是肠 ＩＲＩ的重要致
病机制［１７］。姜黄素 （ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是从姜黄、莪术、
郁金等姜科姜黄属植物的干燥根茎中提取的一种天

然有效成分，最近研究发现其有抗氧化和抗炎的活

性［８１２］。因此，本实验以大鼠为研究对象，探讨姜

黄素对肠ＩＲＩ的作用及机制。

１　材料与方法

１１　主要试剂与仪器
白细胞介素 （ＩＬ）６、ＩＬ８、肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）α、过氧化氢酶 （ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、谷胱甘
肽过氧化物酶 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＰｘ）、超
氧化 物 歧 化 酶 （ＳＯＤ）酶 链 免 疫 吸 附 试 验
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒均购自美国 Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。姜
黄素 （美国Ｓｉｇｍａ公司）经高效液相色谱法鉴定纯
度超过９９％，用含６％乙醇和６％聚乙二醇的溶液
稀释。磷脂酰肌醇３羟激酶 （ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶
（ＡＫＴ）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）均购
自美国 ＣＳＴ公司，β肌动蛋白 （βａｃｔｉｎ）购自美
国Ａｂｇｅｎｔ公司。逆转录聚合酶链反应 （ＲＴＰＣＲ）
试剂盒购自美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司，ＲＴＰＣＲ引物
由擎科生物技术有限公司合成。

成像系统显微镜 （型号 ＨＩＴＭＡＳ３０，日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）由三峡大学仁和医院病理科实验室
临床病理组提供。

１２　动物分组与动物模型构建
雄性 ＳＤ大鼠３０只，体质量（２２０±２０）ｇ，由

武汉大学实验动物中心提供。放置在无特定病原体

（ＳＰＦ）动物饲养室内适应性喂养１周，状态良好。
按体质量随机分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、肠 ＩＲＩ组
（ＩＲＩ组）和姜黄素预处理组（Ｃｕｒ组），每组１０只。
Ｃｕｒ组术前１ｈ给予姜黄素腹腔注射 （５ｍｇ／ｋｇ），
剂量参考文献 ［１３］。Ｓｈａｍ组和ＩＲＩ组则给予等体

积生理盐水腹腔注射，ＩＲＩ组和 Ｃｕｒ组行小肠 ＩＲＩ
手术。

ＩＲＩ手术具体方式如下：在大鼠腹腔注射１０％
水合氯醛 （４ｍｌ／ｋｇ），麻醉状态下行腹部正中切
口，钝性分离肠系膜上动脉 （ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ
ａｒｔｅｒｙ，ＳＭＡ）根部，用微血管夹夹闭 ＳＭＡ根部，
完全阻断血流４５ｍｉｎ后松开血管夹，恢复肠道血
流形成再灌注。缝合腹部，再灌注 ４ｈ后处死大
鼠，收集肠组织及血清样本。Ｓｈａｍ组操作同上，
但开腹后不夹闭ＳＭＡ。
１３　肠组织病理学检查

小肠组织切片经１０％中性甲醛固定、石蜡包
埋，苏木素伊红 （ＨＥ）染色之后，在光镜下观察
小肠组织病理学变化。小肠损伤程度用 Ｆａｎ等［１３］

报道的积分法评估：０分为正常绒毛和腺体；１分
为部分绒毛顶部上皮轻度受损；２分为上皮下腺体
轻度受损；３分为上皮下间隙扩大，毛细血管充
血；４分为上皮与固有层中度分离，腺体受损；
５分为部分绒毛顶部脱落；６分为绒毛脱落明显，
毛细血管扩张；７分为固有层绒毛脱落，腺体受损
明显；８分为固有层开始消化分解；９分为出血、
溃疡。

１４　肠组织 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα的信使 ＲＮＡ水
平的检测

称取适量肠组织，于液氮中研磨成粉末状提取

总ＲＮＡ，紫外分光光度计测量浓度，ＲＴＰＣＲ法按
试剂盒说明书的步骤进行操作。以管家基因 β
ａｃｔｉｎ作为内参对照基因，按公式２ΔΔＣＴ计算各组信

使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）相对表达量。引物序列见表１。
１５　血清中 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα的蛋白表达水
平的检测

采用 ＥＬＩＳＡ法检测血清中促炎症细胞因子
ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα的蛋白表达水平，按试剂盒说
明书的步骤进行操作。

１６　肠组织 ＭＤＡ、ＣＡＴ、ＧＰｘ和 ＳＯＤ含量的检测
利用硫代巴比妥酸反应物法检测肠组织丙二醛

·０４·
SOURCE: http://www.science-truth.com
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（ＭＤＡ）的含量，具体操作按说明书进行。按照
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书测定肠组织ＣＡＴ、ＧＰｘ和ＳＯＤ
的活性，具体步骤按试剂盒说明书进行。

１７　肠组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的蛋白表达
水平的检测

采用蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测。从５０ｍｇ
肠组织提取总蛋白，以含５０μｇ蛋白质的上样量，
经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜，以

５％脱脂奶粉封闭 １ｈ。ＰＩ３Ｋ（１∶１０００），ＡＫＴ
（１∶１０００），ｍＴＯＲ（１∶１０００），βａｃｔｉｎ（１∶３０００）
一抗孵育过夜，再次振洗后加入羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ
（二抗）３７℃孵育 １ｈ。洗膜后加电化学发光
（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂，Ｋｏｄａｋ
化学发光仪曝光显示目的蛋白，并拍照。以

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ对条带进行定量分析，以目的条带和
βａｃｔｉｎ条带积分灰度值比值作为结果。
１８　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１２０软件进行统计学分析。计量资
料采用均数±标准差表示，组间比较采用单因素方
差分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结　果

２１　３组大鼠肠组织病理学变化的比较
如图１所示，ＩＲＩ组肠黏膜绒毛结构完整性大

量破坏，黏膜明显充血肿胀，可见大量出血，炎症

细胞聚集和肠黏膜脱落，其损伤评分为 （６５±
１０）分，与 Ｓｈａｍ组损伤评分 （０５±０１）分相
比，ＩＲＩ组肠组织损伤明显增加 （Ｐ＜００１）。Ｃｕｒ
组肠黏膜绒毛结构完整性破坏，黏膜充血肿胀，少

量出血，炎症细胞聚集和肠黏膜脱落明显减少，其

损伤评分为 （２０±０５）分，与ＩＲＩ组相比，肠组
织损伤明显减轻 （Ｐ＜００５）。
２２　３组大鼠肠组织 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦαｍＲＮＡ
水平的比较

如表２所示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＩＲＩ组大鼠肠
组织ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平均明
显升高 （Ｐ＜００５～０００１）；与 ＩＲＩ组相比，Ｃｕｒ
组的ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平均明
显降低 （均为Ｐ＜００５）。
２３　３组大鼠血清中 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα蛋白表
达水平的比较

如表３所示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＩＲＩ组大鼠血
清中 ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα蛋白表达水平均明显升
高 （Ｐ＜００５～０００１）。与 ＩＲＩ组相比，Ｃｕｒ组
ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα分泌均明显减少 （均为

Ｐ＜００５）。这提示姜黄素预处理可减轻促炎症细
胞因子ＩＬ６、ＩＬ８和ＴＮＦα的分泌。

表 １　本实验所用基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

基　因 种属 上游引物序列 （５’ｔｏ３’）　 下游引物序列 （３’ｔｏ５’）　

ＴＮＦα 大鼠 ＣＴＧＡＡＣＴＴＣＧＧＧＧＴＧＡＴＣＧＧ ＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴＴＧＡＧＡ

ＩＬ８ 大鼠 ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧ

ＩＬ６ 大鼠 ＡＧＣＴＴＣＣＴＴＧＴＧＣＡＡＧＴＧＴＣ ＧＡＣＡＧＣＣＣＡＧＧＴＣＡＡＡＧＧＴＴ

βａｃｔｉｎ 大鼠 ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ

注：Ａ图为Ｓｈａｍ组；Ｂ图为ＩＲＩ组；Ｃ图为Ｃｕｒ组
图 １　３组大鼠肠组织病理学的变化

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ， ×１００）

·１４·
SOURCE: http://www.science-truth.com
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表 ２　３组大鼠肠组织 ＩＬ６、ＩＬ８和

ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平的比较

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６，

ＩＬ８ａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅ

ｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珔ｘ±ｓ）

组　别 ｎ ＩＬ６ｍＲＮＡ ＩＬ８ｍＲＮＡ ＴＮＦαｍＲＮＡ

Ｓｈａｍ组 １０ １０±０１ １０±０２ １０±０１

ＩＲＩ组 １０ ６０±０８ｂ ５０±０４ａ １４５±２８ａ

Ｃｕｒ组 １０ ２０±０３ｃ ２５±０３ｃ ６５±０８ｃ

　　注：与 Ｓｈａｍ组比较，ａＰ＜００５，ｂＰ＜０００１；与 ＩＲＩ组

比较，ｃＰ＜００５

表 ３　３组大鼠血清中 ＩＬ６、ＩＬ８和

ＴＮＦα蛋白表达水平的比较

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＩＬ６，ＩＬ８ａｎｄＴＮＦαｉｎｓｅｒｕｍ ｏｆｒａｔｓ

ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珔ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组　别 ｎ 　ＩＬ６ 　ＩＬ８ 　ＴＮＦα

Ｓｈａｍ组 １０ １００±２０ １００±１０ １００±２０

ＩＲＩ组 １０ ９００±１００ｂ ６５０±５０ａ １７００±１５０ａ

Ｃｕｒ组 １０ ４００±５０ｃ ３５０±４０ｃ ８５０±１００ｃ

　　注：与 Ｓｈａｍ组比较，ａＰ＜００５，ｂＰ＜０００１；与 ＩＲＩ组

比较，ｃＰ＜００５

２４　 ３组 大 鼠 肠 组 织 中 ＭＤＡ、ＣＡＴ、ＧＰｘ和
ＳＯＤ含量的比较

如表４所示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＩＲＩ组肠组织
ＭＤＡ含量明显升高，ＣＡＴ、ＧＰｘ和 ＳＯＤ含量明显
降低 （Ｐ＜００５～０００１）；与 ＩＲＩ组相比，Ｃｕｒ组
肠组织ＭＤＡ含量明显降低，ＣＡＴ、ＧＰｘ和 ＳＯＤ含
量明显升高 （均为Ｐ＜００５）。

表 ４　３组大鼠肠组织中 ＭＤＡ、ＣＡＴ、

ＧＰｘ和 ＳＯＤ含量的比较

Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＤＡ、ＣＡＴ、ＧＰｘ

ａｎｄＳＯＤｃｏｎｔｅｎｔｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ

ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珔ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组　别 ｎ ＭＤＡ ＣＡＴ ＧＰｘ ＳＯＤ

Ｓｈａｍ组 １０ １００±２０ １００±７ １０５±１５ １０６±９

ＩＲＩ组 １０１７００±３００ｂ ３５±５ａ ３２±４ａ ２８±５ａ

Ｃｕｒ组 １０ ５００±１５０ｃ ５１±５ｃ ６０±５ｃ ７５±７ｃ

　　注：与 Ｓｈａｍ组比较，ａＰ＜００５，ｂＰ＜０００１；与 ＩＲＩ组

比较，ｃＰ＜００５

２５　３组大鼠肠组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ蛋
白表达水平的比较

如图２、表５所示，与Ｓｈａｍ组相比，ＩＲＩ组肠
组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的蛋白表达水平明显
升高 （Ｐ＜００５～００１），而与 ＩＲＩ组相比，Ｃｕｒ组
肠组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的蛋白表达水平明
显降低 （Ｐ＜００５～００１）。结果提示，姜黄素预
处理可明显抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路激活。

图 ２　３组大鼠肠组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ

ａｎｄｍＴＯＲｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

表 ５　３组大鼠肠组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和

ｍＴＯＲ蛋白表达水平的比较

Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴａｎｄｍＴＯＲｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ

ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珔ｘ±ｓ）

组　别 ｎ ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ ｍＴＯＲ

Ｓｈａｍ组 １０ ００７±００３ ００６±００２ ０１３±００２

ＩＲＩ组 １０ ０３１±００３ｂ ０６５±００７ａ ０５５±００５ａ

Ｃｕｒ组 １０ ０１８±００２ｄ ０２９±００４ｄ ０２２±００３ｃ

　　注：与Ｓｈａｍ组比较，ａＰ＜００５，ｂＰ＜００１；与ＩＲＩ组比

较，ｃＰ＜００５，ｄＰ＜００１

３　讨　论

在众多内脏器官中，肠组织是对缺血最敏感的

器官之一。研究证实，大面积烧伤、严重创伤休

克、心脏旁路手术、重症胰腺炎等应激状态均存在

不同程度的肠ＩＲＩ。随着研究的深入，肠道被认为
是诱发多器官功能障碍综合征 （ＭＯＤＳ）的起始器
官。肠ＩＲＩ发生后，不仅引起肠道局部组织损害，
还导致肠道内毒素和细菌移位，进入体循环，引起

网状内皮系统反应，促使大量促炎症细胞因子入

·２４·
SOURCE: http://www.science-truth.com
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血，进一步在循环系统播散，引起毒血症、休克、

ＭＯＤＳ，甚至死亡［１７］。由此可见，寻找减轻肠 ＩＲＩ
的药物或方法具有重要的临床现实意义。

姜黄素是从姜科植物中提取的一种小分子量的

多酚类物质，是姜黄中的最有效成分，约占姜黄总

重量的２％ ～８％。既往大量研究表明，姜黄素具
有清除自由基，抗氧化、抗微生物，抗炎、抗癌以

及改善心血管系统等生物学活性［７１２］。炎症和氧化

应激正是肠ＩＲＩ的重要发病机制［１４１６］。

本研究结果显示肠ＩＲＩ可导致肠道损伤明显加
重，促炎症细胞因子 （ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα）和氧
化酶 ＭＤＡ含量明显升高，及抗氧化酶 （ＣＡＴ、
ＧＰｘ、ＳＯＤ）含量明显降低，这进一步证实了炎症
和氧化应激在ＩＲＩ中起着重要的作用［１４１６］。而用姜

黄素腹腔注射预处理，可明显减轻肠道损伤，减少

促炎症细胞因子和氧化酶 ＭＤＡ表达，并明显提高
抗氧化酶如 ＣＡＴ、ＧＰｘ和 ＳＯＤ的活性。上述结果
均提示姜黄素可通过抑制炎症和氧化应激来减轻

肠ＩＲＩ。
最近研究发现，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路在

肠ＩＲＩ起重要作用［７］，可调节炎症和氧化应激［１７］。

本研究发现，姜黄素预处理可明显抑制 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路激活，提示姜黄素可通过抑
制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号途径激活而减轻炎症和氧
化应激，与其它学者报道的结论一致［１８］。

综上所述，姜黄素对大鼠肠ＩＲＩ的肠组织有保
护作用，推测姜黄素可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路介导炎症和氧化应激而减轻肠ＩＲＩ。
然而，是否还有其他信号途径涉及姜黄素减轻肠

ＩＲＩ的机制呢，尚需进一步研究。
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