参苓白术散抗脂多糖致肠隐窝上皮细胞损伤的作用及其机制
游宇
 ，刘志勇2 ，廖旺娣1 ，肖雄2 ，刘玉晖2 (1. 南昌大学第一附属医院，江西  南昌330006；2.  江西中医药大学药学院，江西  南昌330004； )
摘要: 目的 研究参苓白术散抗脂多糖（LPS）诱导肠隐窝上皮细胞（IEC-6）损伤作用及其机制。方法 用200ug.mL-1 LPS模型复制，将IEC-6细胞分为十组：空白组，模型组，低(4%)、中(8%)、高（16%）剂量参苓白术散含药血清组，10%胎牛血清（FBS）组，Y27632组、ML-7组、SB203580组、PD98059组。通过MTT法检测LPS细胞毒性；用蛋白质印迹法(western blot)检测p38MAPK、ERK1/2通路蛋白水平；用PCR技术测定肿瘤坏死因子（TNF-α）mRNA的表达；通过激光共聚焦测定细胞骨架结构蛋白纤维肌动蛋白（F-actin）的变化。结果  MTT实验中，不同浓度的LPS对IEC-6有不同程度的抑制、损伤作用。Western blot与RT-PCR结果显示：模型组与空白组比较，IEC-6细胞p38MAPK、ERK1/2、TNF-αmRNA水平明显上升；而参苓白术散含药血清对其有明显的下调作用。激光共聚焦检测纤维肌动蛋白（F-actin）实验中，模型组与空白组比较细胞微丝纤维表达显著增多；而参苓白术散含药血清组相对于模型组，细胞微丝纤维表达明显下降。结论 参苓白术散含药血清对LPS诱导的IEC-6损伤具有保护作用。
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Abstract:  Objective  To explore the effect and mechanism of Shenling Baizhu San(SLBZS) on Epithelial Cells Dysfunction by LPS in IEC-6.Methods Intestinal crypt epithelial cells (IEC-6) were induced by 200 ug.mL-1 lipopolysaccharide (LPS) and randomly divided into 10 groups :control group，model group，low-(4%)，middle-(8%) and high-dose(16%) serum containing drug group, 10% FBS control group, inhibitor SB203580 ,PD98059 ,Y27632, ML- 7 with  LPS group. Using MTT method determine the cytotoxicity of LPS. Using Western Blot determine the changes of protein level about p38MAPK and ERK1/2 and Using PCR determine

the TNF-αmRNA expression .The same way , F–actin cytoskeletal structure should be determined by laser confocal microscopy .Results In the MTT method, different concentration of LPS have different degree of inhibition and cell damage to IEC-6.In the experiment of western blot and PCR, model group compared with control group，p38MAPK and ERK1/2 protein level and TNF-α mRNA expression  have  increased significantly, while differet doses of serum congtaining SLBZS could decrease p38MAPK and ERK1/2 protein level and TNF-α mRNA expression .In the experiment of laser confocal microscopy, model group which cellular microfilament fiber increased obviously .While serum containing Shenling Baizhu San groups,which cell microfilament fiber decreased obviously. Conclusion  Shenling Baizhu San can resist epithelial cells Dysfunction induced by LPS in IEC-6,which mechanism may closely related with reducing the expression of p38MAPK and ERK1/2,restraining Cytoskeleton changes and decreasing the change of cell permeability.
Keywords: Shenling Baizu San; LPS ;MAPK;cytoskeleton;F-actin

脂多糖(LPS)是革兰氏阴性菌细胞壁主要成分,是细菌主要致病因素。当其进入机体时,引起内毒素血症,刺激机体炎症因子的产生增加,产生局部或系统性炎症反应;而这种炎症反应的发生又可进一步损害肠道屏障功能[1-2]。另外,内毒素直接接触肠黏膜上皮细胞时,可直接破坏紧密连接的蛋白质,或通过破坏紧密连接蛋白的磷酸化和去磷酸化过程,间接造成紧密连接的破坏,导致肠黏膜上皮的抵抗力下降[3]。
研究发现，机体发生炎症反应时，丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号转导激活，p38MAPK、细胞外信号调节蛋白激酶（ERK1/2）通道蛋白表达明显增加，其中p38 MAPK信号通路是参与免疫调节与炎症反应调控的重要信号[4]，ERK1/2对多种组织的重建以及肿瘤细胞的基因表达、增殖、凋亡、迁移和分化都起到重要作用[5-6]。参苓白术散具有调节脾胃气虚湿困、行气利湿、调节肠道菌群失衡、调节通路蛋白、减少炎症相关蛋白的释放等功效[7-9]。本课题前期动物实验研究表明，参苓白术散能明显改善小鼠炎症性肠炎，消除小鼠便血、腹泻等症状，阻止病变部位炎症的蔓延，并修复损失组织。本实验从细胞实验开始展开，通过western blot、聚合酶链式反应（PCR）、激光共聚焦荧光染色标定等技术，研究参苓白术散通过调节p38MAPK、ERK1/2通路的作用，以及抑制肿瘤坏死因子（TNF-α）表达， 减少细胞骨架、通透性的改变，从而起到抗肠隐窝上皮细胞损伤的作用。
1   材料与方法
1.1  动物与细胞株  SD大鼠，雄性，体质量200-250g，SPF级，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，生产许可为SCXK（湘）2013-0004；鼠小肠隐窝上皮细胞(IEC-6细胞)， 购于中国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞中心。
1.2  药物与试剂  参苓白术散，云南白药集团股份有限公司，批号：Z20044106；脂多糖，ROCK阻断剂Y27632，MLCK阻断剂ML-7，MAPK抑制剂SB203580,ERK抑制剂PD98059,均为美国Sigma公司产品 ，批号分别为：113M4068V， 063M3901V,IAD10110025,SLBB4912V,081M4607V；胎牛血清，墨西哥GIBCO,批号：1093917； DMEM，Thermo ,批号：MAE1391 ；Hoechst ，凯基公司,批号：20140320；SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（6×)，TRIzol Reagent，DNA MarkerⅠ，EasyScriptTM Two-Step RT-PCR SuperMix试剂盒，均为北京全式金生物技术有限公司产品, 批号分别为：J10706，H20801，G10525ERK，H31203。Β-Actin抗体，美国Affinity,批号：19U71； p38MAPK抗体， 磷酸化p38MAPK Antibody，ERK1/2抗体，磷酸化Pho-ERK1/2抗体， 均为Cell Signaling 公司，批号分别为：16,10,13,12。Antibody Goat Anti-Rabbit IgG ， HRP-Conjugate，Anti-Mouse IgG, HRP-Conjugate，均为北京全式金公司，批号：J10603，J10710； 
1.3  仪器  细胞培养箱，日本SANYO公司；倒置普通光学显微镜德国Leica公司；超低温冰箱，台式高速冷冻离心机，均为美国Thermo公司；医用超净工作台，苏州冯氏实验动物设备有限公司； AllegraTM X-12R型离心机，美国Becskman公司；数显恒温水浴锅，国华实验仪器公司；PCR仪，德国 Eppendorf 公司；PCR电泳槽，北京市六一仪器厂；Western-Blot电转仪，美国 Bio-Rad 公司；TS100-F倒置显微镜，日本Nikon公司；共聚焦高内涵，美国GE公司。
1.4 参苓白术散含药血清的提取 将40只雄性大鼠随机分为2组，分别为空白组、给药组。空白鼠用蒸馏水灌胃，给药组用1g·kg-1参苓白术散溶液灌胃。给药剂量按下面公式换算：鼠的剂量(g·kg-1)=6.25×人的剂量9g/60kg），且浓缩提取参苓白术散液浓度为0.1 g·mL-1。每天灌胃1次，连续1周灌胃，每3天称重，更新给药剂量，最后一次灌药前禁食不禁水12h。末次灌药后2h，腹主动脉取血，提取含药血清，56℃度灭活，-80℃保存备用。

1.5 MTT检测细胞毒性实验 检测原理为活细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶能够使MTT还原成水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒并沉积在细胞质中，然而死细胞不能如此形成蓝紫的结晶。二甲基亚砜（DMSO）能够溶解细胞中的结晶。将IEC-6细胞以104/孔接种于96孔板，每组四个副孔，待细胞贴壁后，加入相应完全培养基和不同浓度LPS处理。24h后向96孔板中加入5mg.mL-1 的MTT溶液50uL, 37℃避光孵育4h,取出，小心吸取上清液，每孔加入100μL DMSO溶解，放置摇床振荡至结晶溶解，在酶标仪上490nm处检测吸收值。
1.6 细胞模型复制与分组 IEC-6细胞贴壁长满培养瓶后，用200 ug.mL-1 LPS对细胞模型复制分组。将细胞分为10组，其分别是空白组（10%空白血清）、模型组（200 ug.mL-1 LPS+10%空白血清）、低剂量组（4%含药血清＋LPS组）、中剂量组（8%含药血清＋LPS组）、高剂量组（16%含药血清＋LPS组）、10%FBS阴性对照组，MAPK抑制剂SB203580 +LPS组,ERK抑制剂PD98059+LPS组,ROCK阻断剂Y27632 +LPS组，MLCK阻断剂ML-7 +LPS组，作用24h后，在显微镜下观察。
1.7  细胞蛋白提取 将模型复制成功的细胞，用1×PBS清洗，加入RIPA裂解液以及PMSF配置液，细胞裂解完全后，用细胞刷刮下细胞，至于1.5mL的离心管，用台式高速冷冻离心机12000×g的转速进行离心，离心10min,取上清液，再取少量上清液用BCA试剂盒测定细胞蛋白含量。将上清液中加入6×蛋白质上样缓冲液，按5:1的比例加入，之后将混合液进行水浴灭活，将灭活的蛋白至于-20℃保存备用。
1.8  细胞RNA的提取 将模型复制好的细胞用PBS清洗后，在无菌环境下，严格按照全式金TRIzol总RNA提取试剂盒方法操作，提取出总RNA。逆转录cDNA 合成，在42 ℃ 孵育30 min，85 ℃加热失活Easy Script RT，将合成好的cDNA至于-20℃保存，以备用。
1.9  用蛋白质印迹法（western  blot）测定p38MAPK、ERK1/2通路蛋白的表达用伯乐玻璃板中进行凝胶铺板；将铺好的板放入电泳槽中，加入电泳缓冲液，再将细胞蛋白涡旋后加入玻璃板孔道中，两头加入蛋白Marker,调节电压值60V,电泳10min，之后将电压升至80V,恒压电泳，当条带跑到底部，停止电泳。取出目的条带，至于NC膜上，恒流200mA进行转膜。转膜完成后，用5%的脱脂奶粉进行封闭，封闭2.5h,用1×TBST洗涤后，将以转上的p38MAKE、ERK1/2 NC膜至于相对应的一抗中进行孵抗，4℃过夜，取出NC膜，用1×TBST清洗，加入二抗，摇床4℃上孵育4h, 1×TBST 清洗3 遍，将NC膜加入免疫印迹化学发光剂，于暗室中胶片曝光并显影。以β-actin作为内参，用图像分析软件Quantity One测定其积分光密度值（IOD）。
1.10  RT-PCR 技术测定TNF-α的mRNA的表达  GAPDH 上游5'-CACCACCATGGAGA AGGCTGG-3',下游引物 5'-GGCAGTGATGGCATGGACTGTG-3',扩增片段长244bp,PCR反应条件为: 94℃ 变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸1min，循环35次，72℃延伸5min。TNF-α，上游5'-AAAGACAACCAACTGGTGGTACCA-3’，下游引物 5'-GACTCC GTGATGTCTAAGTACTTG-3’，扩增片段长度为334bp,PCR反应条件为: 94℃ 变性30 s，58℃退火30 s，72℃延伸1min，循环35次，72℃延伸5min。
扩增反应体系总体积为25uL,扩增完后，用2%的琼脂糖凝胶电泳（含EB，一端加入DNA markerⅠ5μl，其他凝胶孔道每孔加样5μl，加入后，开始电泳，当条带处于凝胶中下段时，停止电泳，取出凝胶，并将其置于暗箱式紫外线透射仪下观察，可观测到EB染色后的特异性条带，用凝胶成像分析系统拍照保存，并用图像分析软件Quantity One测定条带的积分光密度值（IOD）。以GAPDH作为内参，以ODTNF-α/ODGAPDH代表TNF-α的mRNA表达量的半定量测定分析。

1.11  细胞骨架蛋白F-actin检测 将IEC-6细胞以104/孔接种于96孔玻璃板，让细胞爬片生长，待细胞贴壁长满后，与培养瓶培养细胞分组类似。将其分为5组（空白组、模型组、低、中、高剂量参苓白术散含药血清组），每组三个副孔。作用24h后，用PBS(常温)清洗细胞两次，每次清洗10min,3.7%多聚甲醛固定10min，PBS清洗两次，1%BSA封闭细胞10min后,50 ug.mL-1 FITC-Phalloidin50μL 37℃避光染色50min, Hoechst1uL,染色5min,弃去染色液，加入50uL50%甘油封闭,激光共聚焦检测。
1.12  统计学处理方法 用数理统计学知识采用单因素方差分析，利用SPSS 19.0软件进行数据分析，组间比较采用LSD，多重比较采用t检验分析，数据用
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±s表示，P ＜0.01为极显著差异，P ＜0.05时，有显著差异，具有统计学意义。
2  结果
2.1  MTT测LPS细胞毒性 见表1。 MTT法检测结果表示LPS浓度为200 mg.mL-1 时对IEC-6细胞的抑制率为44%，与空白组比较，有统计学意义，用该浓度对IEC-6细胞进行模型复制，效果较佳。
表1：LPS细胞毒性OD值（
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±s ，n=4）
Table1 1: optical density of LPS cytotoxicity（
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±s ，n=4）
	组别
	LPS浓度/ug.L-1
	吸光度OD值

	空白组
	0
	0.32±0.03

	LPS不同剂量组
	5 
	0.28±0.01*

	
	10
	0.27±0.02*

	
	50
	0.28±0.03*

	
	100
	0.19±0.03**

	
	200
	0.18±0.02**

	
	1000
	0.16±0.01**


注：与空白组比较*P<0.05，**P<0.01。
2.2  蛋白质印记法测得p38MAPK、ERK1/2蛋白表达情况 见图1、2。 模型组与空白组比较，模型组中磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK蛋白表达升高，差异有统计学意义（P<0.01）；含药血清组与模型组比较，不同剂量参苓白术散含药血清组磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK表达明显降低，差异有统计学意义（P<0.01）,各通道抑制剂组与模型组比较，磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK表达明显降低磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK表达明显降低磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK表达明显降低磷酸化ERK1/2、磷酸化和非磷酸化p38MAPK表达明显降低。磷酸化ERK1/2无显著性差异。
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注：1：空白组；2：模型组；3：含药血清4%＋LPS组；4：含药血清8%＋LPS组；5：含药血清16%＋LPS组；6：FBS组；7：SB203580＋LPS组；8：PD98059＋LPS组；9：Y27632＋LPS组；10：ML-7＋LPS组。与模型组比较*P<0.05，**P<0.01。

图1.磷酸化和非磷酸化蛋白ERK1/2的相对表达量
Figure1  Phosphorylation and non phosphorylated proteins relative expression of ERK1/2
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注：1：空白组；2：模型组；3：含药血清＋LPS4%组；4：含药血清8%＋LPS组；5：含药血清16%＋LPS组；6：FBS组；7：SB203580＋LPS组；8：PD98059＋LPS组；9：Y27632＋LPS组；10：ML-7＋LPS组。与模型组比较*P<0.05，**P<0.01。
图2  p38MAPK与pho-p38MAPK蛋白表达的情况
Figure2 Phosphorylation and non phosphorylated proteins relative expression of p38MAPK
2.3  RT-PCR 测定的TNF-α表达情况 见图3。 模型组与空白组比较，TNF-αmRNA表达升高，差异有统计学意义（P<0.05）；含药血清组与模型组比较，TNF-α的表达明显降低，差异有统计学意义（P<0.01）；抑制剂 Y27632组与模型组比较，mRNA的表达明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。
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注：1：空白组；2：模型组；3：含药血清4%组＋LPS；4：含药血清8%组＋LPS；5：含药血清16%组＋LPS；6：FBS组；组；7：SB203580＋LPS组；8：PD98059＋LPS组；9：Y27632＋LPS组；10：ML-7＋LPS组。与模型组比较*P<0.05，**P<0.01。
图3.TNF-αmRNA的相对表达量
Figure3   The relative expression of TNF-α mRNA
3.4  激光共聚焦测F-actin细胞骨架的变化 见图4。 模型组与空白组比较，模型组的F-actin断裂与减少，细胞间应力纤维明显增加（箭头所指）；含药血清组与模型组比较，细胞F-actin排列紧密堆积，细胞间应力纤维明显减少。
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图4  F-actin表达情况
Figure4   The expression of the F- actin
3.讨论
肠隐窝上皮细胞（IEC-6）不仅在消化中起着吸收和交换营养的作用,还是肠道黏膜组织屏障的重要组成成分之一,在肠黏膜的表面和获得性免疫系统中IEC-6细胞起重要的调节作用,是机体对抗肠道细菌和毒素的第一道防线[10-11]。小肠上皮细胞受细菌、内毒素和细胞因子等刺激时,可出现异常的增殖及调亡,从而导致肠上皮细胞修复障碍,在疾病发展过程中细胞损伤起着极其重要的作用。肠隐窝上皮细胞发生损伤时，活性氧（ROS）大量增加，激活相关通路，促进炎症反应的发生。
丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路是广泛存在于真核细胞中的一类丝氨酸、苏氨酸蛋白激酶，其可以被细胞外信号激活，进而将细胞外信号逐级放大并传送至细胞核内，调节转录因子活性，激活相应基因进行表达，进而引起相关细胞反应的一类重要的信号系统。MAPKs 家族包括：p38 MAPK、细胞外信号调节蛋白激酶（ERK1/2）、大MAPK通路(BMK1 /ERK5）等8个亚家族[12]，在MAPKs家族中ERK1/2信号转导通路是受外界刺激时决定细胞命运的关键因素。机体发生炎症反应时，组织发生炎症变化，组织出现大量损伤。同时，细胞在外界因素的刺激下，细胞发生氧化应激反应，活性氧（ROS）大量升高，激活丝裂原活化蛋白激酶( MAPK)、细胞外信号调节激酶(ERK1/2)等信号转导途径，进一步促进核转录因子NF-κB活化[13-15]。活化后的NF-κB进入细胞核中，指导相关基因进行表达，产生大量的炎症因子（肿瘤坏死因子TNF-α，白细胞介素1（IL-1）等），促使细胞骨架发生变化，细胞通透性提高，加速细胞的凋亡，进一步加重炎症反应。 [16]。《太平惠民和剂局方》所记载的参苓白术散由莲子、砂仁、薏苡仁、人参、桔梗、白术、茯苓、白扁豆、炙甘草、山药组成，其具有益气健脾，渗湿止泻的功效[17]。临床研究证实参苓白术散加减方可以用于炎症性肠炎（IBD）的治疗，动物实验同样说明参苓白术散加减方可以有效地增加结肠炎小鼠表皮生长因子（EGF）的表达，同时具有一定的保护肠上皮免疫屏障的作用。本实验拟用脂多糖（LPS）诱导IEC-6细胞损伤，研究p38MAPK、ERK1/2通路蛋白的表达以及细胞骨架、通透性的变化，进而探究参苓白术散含药血清抗IEC-6细胞损伤的可能机制。
本研究结果显示，用200 ug.mL-1LPS对IEC-6细胞进行模型复制，IEC-6细胞抑制率达到44%，细胞发生损伤，此浓度为合适的模型复制浓度。蛋白质印记法与RT-PCR实验中，模型组中p38MAPK、ERK1/2蛋白表达量与TNF-αmRNA 表达量显著增高；且具有统计学意义；参苓白术散含药血清组与SB203580, PD98059明显下调p38MAPK、ERK1/2蛋白、TNF-αmRNA表达，且参苓白术散含药血清组下调作用更显著，这可能与抑制剂在阻断蛋白通路的同时，也会造成细胞的轻微损伤有关。同时通过ROCK阻断剂Y27632，MLCK阻断剂ML-7 ，探究ROCK、MLCK通路蛋白的阻断对P38MAPK、ERK1/2蛋白的表达的影响。实验结果表明，Y27632与ML-7组也可显著下调P38MAPK、ERK1/2蛋白的表达，这可能与ROCK、MLCK调控细胞骨架结果，调节细胞紧密连接有关。高内涵激光共聚焦测纤维肌动蛋白（F-actin）中，模型组中细胞F-actin排列无序,且出现断裂减少的现象，而应力纤维明显增多,细胞形态改变较多；而参苓白术散低、中、高剂量含药血清组，其细胞周围F-actin排列紧密有序，细胞形态改变较少，应力纤维减少甚至消失。 
综述所述，参苓白术散含药血清可通过抑制p38MAPK、ERK1/2通路蛋白以及TNF-α的活化表达，减少细胞骨架、通透性的改变，从而起到抗LPS所致的肠上皮细胞损伤的作用，其对慢性结肠炎的研究具有一定意义。 
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