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工布乌头提取物提高果蝇肠道免疫功能的实验研究=
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摘= =要：目的= =研究工布乌头提取物对果蝇肠道免疫功能的影响。方法= =用标准的玉米粉酵母培养基饲养的果蝇作为对照组，

标准培养基加入 NKMB工布乌头提取物饲养的果蝇作为实验组，利用十二烷基硫酸钠（pap）、葡聚糖硫酸钠（app）、过氧化氢

（eOlO）和百草枯（mn）等诱导肠道损伤，通过比较果蝇生存率、肠道上皮细胞凋亡情况、活性氧（olp）量、肠道干细胞数

量及肠道形态变化等，探讨工布乌头提取物对果蝇肠道的保护作用。结果= = NKMB工布乌头提取物可以提高 pap、app、eOlO
和 mn等致炎因子诱导的果蝇生存率；降低由 pap诱导的果蝇肠道细胞凋亡数量和肠道细胞内 olp量，减少肠道上皮细胞过

度增殖，减少黑色素瘤的产生，并改善肠道形态。结论= =工布乌头提取物对致炎因子诱导的肠道损伤具有较好的保护作用。=
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AbstractW=lbjective= = qo= study= the= effects= of= extracts= from=Aconitum= kongboense= on= gut= immunity= of=arosophila melanogasterK=
jethods= = clies= fed= with= standard= cornmealJyeast= medium= were= used= as= controlI= and= the= treatment= groups= contained= NB= of= AK=
kongboense=aqueous=extracts=in=standard=mediumK=aK=melanogaster=was=treated=by=some=toxic=compounds=such=as=sodium=dodecyl=
sulfate=EpapFI=appI=eOlOI=and=maraquat=EmnF=with=or=without=extracts=of=AK=kongboenseI=and=the=effect=of=AK=kongboense=on=the=survival=
rateI=intestinal=epithelium=cell=deathI=relative=contents=of=reactive=oxygen=species=EolpF=in=intestinal=epithelium=cellsI=and=the=number=of=
intestinal=epithelium=cells=and=intestinal=morphology=changes=were=analyzedK=oesults= =AK=kongboense=could=significantly=improve=the=
survival=rate=of=papI=appI=eOlOI=and=mnJinfected=aK=melanogasterI=reduce=the=intestinal=epithelial=cell=death=and=the=level=of=intestinal=
olpI=decrease=the=overJproliferation=of=intestinal=epithelial=cell=and=the=formation=of=melanotic=massesK=Conclusion= = qhe=extracts=of=AK=
kongboense=could=significantly=improve= the=injury=induced=by=chemical= substancesK=qhis=result=provides=experimental=foundation=for=
the=exploitation=of=AK=kongboenseK=
hey=wordsW=Aconitum=kongboense=iauenerX=arosophila=melanogasterX=dextran=sulfate=sodiumX=sodium=dodecyl=sulfateX=gut=immunity=
=

肠道上皮细胞作为具有保护功能的屏障经常接

触外界环境中的微生物和有毒物质，这一屏障保护

宿主避免致病菌和共生菌的入侵与系统传播，构成

了个体防御微生物入侵的第一道防线xNJOz。果蝇没有

类似哺乳动物的 B淋巴细胞和 q淋巴细胞，因而不

具有获得性免疫系统，只能通过天然免疫对入侵的

病原微体做出免疫应答。其中双重氧化酶（dual=
oxidase，arlu）产生的活性氧（reactive= oxygen=
species，olp）与核转录因子 κB（kcJκB）信号通路

产生的抗菌肽（antibacterial= peptide，Ajm）为其主

要的防御机制xPz。在果蝇肠道免疫中，olp的动态生

成和消除对调节体内平衡的氧化还原反应具有重= =
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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要意义，而过量的 olp 对肠道上皮细胞产生一定

的损伤xQJRz。近几年的研究结果表明，一些化学物质

如氯化钠、十二烷基硫酸钠（pap）、eOlO 和 NINJ
二甲基JQIQJ联吡啶阳离子盐（百草枯，mn）等化合

物通过应激反应影响肠道内环境稳态，并诱导肠道

细胞的分化和凋亡xQISz。=
近年来许多人类疾病如帕金森病、阿尔茨海默

病、糖尿病、心血管疾病以及癌症都以果蝇作为模

式生物进行研究xTz。而中药具有抗炎、抗氧化、抗

病毒、抗肿瘤以及提高机体免疫力的作用。其中毛

茛科（oanuculaceae）乌头属 Aconitum= iK=的工布

乌头 Aconitum=kongboense=iauener具有抗炎止痛、

祛风除湿的作用，可治疗跌打损伤、风湿骨痛、牙

痛、毒蛇以及毒虫咬伤等xTz。工布乌头分布于西藏、

四川西部，藏药名为榜那，为常用藏药xUz。其块茎

含有多种生物碱，主要成分为毒性较大的二萜类生

物碱，包括乌头碱、新乌头碱和塔拉萨敏等。虽然

乌头属植物作为传统中药受到广泛关注，但对于工

布乌头的药用机制方面的研究报道很少。本实验采

用多种致炎因子喂食果蝇，诱导果蝇肠道损伤，通

过分析比较果蝇生存率、肠道上皮细胞凋亡、肠道

细胞内 olp的量和肠道形态变化等，探讨工布乌

头提取物对果蝇肠道免疫功能的影响，为工布乌头

增强肠道免疫功能研究和进一步开发利用提供科

学依据。=
N= =材料=
NKN= =药材与试剂=

工布乌头采自西藏浪卡子县，经东北林业大学

生命科学学院王秀华教授鉴定为工布乌头

Aconitum= kongboense= iauener 的根。eOlO、mn 和

pap购自 pigma公司，葡聚糖硫酸钠（app）购自

jpbio 公司，TJ氨基放线菌素（TJAAa）和二氢乙

锭（aeb）购自 fnvitrogen 公司，其他试剂均为分

析纯。=
NKO= =果蝇=

野生型黑腹果蝇 arosophila=melanogaster=tNNNU

和 esgdalQ=rApJdcm品系为本实验室保存。果蝇培

养箱温度为（OR±N）℃，湿度为 RMB～SMB。=
NKP= =仪器=

AiCJONMKQ 型电子分析天平，北京赛多利斯公

司；blixR去离子水系统，jillipore公司；pwRN型
显微镜，日本 llympus公司；Axioskop=O=plus型荧

光显微镜，weiss公司。=

O= =方法=
OKN= =工布乌头提取物的制备=

称取工布乌头粉末NM=g于PMM=mi去离子水中，

浸泡 NO=h，中火煮沸 P=h，滤过，滤渣再加入 OMM=mi
去离子水，继续中火煮沸 P= h，滤过，将 O 次滤液

混合，浓缩至 RM=mi，得到质量浓度为 OMM=mgLmi
的工布乌头提取物（利用 emiC方法检测工布乌头

提取物中含塔拉萨敏 MKNUNB），Q=℃密封储存备用。=
OKO= =培养基的配制=

对照组培养基（正常培养基）配制方法参考文

献方法xVz。实验组培养基（含工布乌头提取物培养基）

为对照培养基中去离子水换成等体积工布乌头提取

物，配制成质量分数为 MKRB、NKMB和 NKRB的工布乌

头培养基和 NMB刺五加果实培养基（阳性对照）xVz。=
OKP= =果蝇生存率分析=

随机收集对照组和实验组羽化了 P～R=d的成虫

果蝇，每组雌雄各 NR只，对各组果蝇饥饿处理 O= h
后转移到放有 R 层滤纸的果蝇管中，分别加入 RB
蔗糖溶液，分别包含 MKSB=pap、QKMB=app、NKMB=
eOlO以及 SKM=mmolLi=mn等致炎因子使滤纸充分润

湿，喂食 Q～T=d，每隔 OQ=h更换 N次滤纸并记录果

蝇死亡数，每组分别重复 P次实验。对照组为正常

培养基；实验组分别为含 MKRB、NKMB和 NKRB的工

布乌头提取物培养基和 NMB刺五加果实培养基。=
OKQ= =肠道上皮细胞凋亡分析和 olp定量测定=

随机收集对照组和实验组羽化了 P～Q= d 的雌

果蝇，喂食 pap后，各提取 NM～NR条果蝇肠道于

冷的 mBp中，用 TJAAa或 aeb室温染色 PM=min，
QB多聚甲醛固定 NM=min，aAmf染色 NM=min，最后

用 TMB甘油封片，于显微镜下观察并照相。每组实

验分别重复 O～P次。TJAAa染色的果蝇喂食 MKSB=
pap溶液 VS= h后提取肠道；aeb染色的果蝇喂食

NKMB的 pap溶液 QU=h后提取肠道。=
OKR= =免疫染色=

随机收集对照组和实验组羽化了 P～Q= d 的

esgdalQ=rApJdcm品系雌果蝇，喂食 MKSB=pap溶
液，时间为 NS= h，各提取 NM～NR条果蝇肠道于甲

醛中，常温固定 PM=min，与 dcm抗体结合，Q=℃过

夜，O抗 ratJcfqC结合 O= h后 aAmf染色 NM= min，
最后用 TMB甘油封片，于显微镜下观察并照相。每

组实验分别重复 O～P次。=
OKS= =肠道形态变化观察=

随机收集对照组与实验组羽化了 P～Q= d 的雌
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果蝇，喂食 MKSB=pap溶液 VS=h。提取 NM～NR条果

蝇肠道于预冷的 mBp中，显微镜下观察并照相。每

组实验分别重复 O～P次。=
OKT= =统计学处理=

采用 mrismR软件进行统计学分析，组间差异采

用单因素方差进行分析。=
P= =结果=
PKN= =对果蝇生存率的影响=

为了观察工布乌头提取物对果蝇肠道免疫功

能的影响，以喂食 NMB刺五加果实为阳性对照xQIVz，

分别用 MKSB=pap、QKMB=app、NKMB=eOlO以及 SKM=
mmolLi=mn等致炎因子处理对照组与实验组果蝇。

用 pap处理 Q=d后，对照组果蝇生存率为 OSKSB、

阳性对照组为 SPKPB，而喂食 NKMB工布乌头提取

物组果蝇生存率为 RTKNB，与对照组相比提高了

PMKRB。但是喂食 MKRB和 NKRB工布乌头提取物组

生存率没有变化，与对照组相似（图 NJA）。喂食

app= T= d 后，对照组和阳性对照组生存率分为

NMKMB和 TUKVB，而 MKRB和 NKMB工布乌头提取物

组生存率分别为 QSKTB和 RMKVB，比对照组分别提

高了 PSKTB和 QMKVB。而 NKRB工布乌头提取物组

生存率没有明显的变化，只比对照组提高了 OOKOB
（图 NJB）。同样，用 eOlO或 mn处理 R=d或 Q=d后，

对照组的生存率分别为 UKUB和 NOKOB、阳性对照

组为 RPKMB和 RTKMB，而 NKMB工布乌头提取物组

生存率分别为 QRKRB和 QSKOB，分别较对照组提高

了 PSKTB和 PQKMB（图 NJC和 a）；MKRB工布乌头

提取物组生存率分别为 PMKMB和 NRKSB，只能提高

eOlO处理后的生存率。NKRB工布乌头提取物组的

生存率与对照组相似，没有明显改善。此结果说

明，NKMB工布乌头提取物可以明显减缓致炎因子

引起的肠道损伤，并能够有效提高果蝇生存率。

后续实验均考察 NKMB工布乌头提取物对其他指标

的影响。=
=

= = = = = = = = =
=

= = = = = = = = = = = = =
=

与对照组比较：GGGm＜MKMMN=
GGGm=Y=MKMMN=vs=control=group=

图 N= =工布乌头提取物对致炎因子 pap=EAF、app=EBF、eOlO=ECF=和 mn=EaF=处理果蝇生存率的影响=
cigK=N= =bffect=of=A.=kongboense=extract=on=survival=rate=of=a.=melanogaster=treated=with=pap=EAFI=app=EBFI=eOlO=ECFI=and=mn=EaF=

PKO= =对果蝇肠道上皮细胞凋亡的影响=
孵化 P～Q= d的雌果蝇，经 MKSB= pap溶液处理

VS=h后分离肠道，利用 TJAAa染色分析肠道上皮细

胞凋亡数量。结果表明，对照组果蝇的肠道上皮出

现大量凋亡细胞（红色标记细胞），而喂食 NKMB工布

乌头提取物的果蝇肠道上皮细胞凋亡数量明显减少

（图 O）。说明工布乌头提取物能减缓 pap 诱导的肠

道上皮细胞凋亡，从而保护肠道过度损伤。=
PKP= =对果蝇肠道内 olp的影响=

以 NKMB=pap处理果蝇 QU=h，利用aeb进行染

色分析肠道内 olp的量。结果显示，经致炎因子处

理后，对照组果蝇的中后肠出现了大量的 olp，而
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喂食 NKMB工布乌头提取物的果蝇，肠道内 olp量与

对照组相比明显减少（图 P）。说明工布乌头提取物

能够降低肠道内过量的 olp，从而避免肠道氧化应

激造成的细胞损伤。=
PKQ= =对果蝇肠道干细胞和成肠细胞数量的影响=

果蝇通过肠道干细胞和成肠细胞的增殖、分化补

充肠道上皮细胞因凋亡和受损而减少的细胞，从而维

持肠道细胞的稳态。但肠道干细胞过度增殖会导致肠

道中未分化的成肠细胞大量积累，破坏肠道稳态，进

而对机体产生不利影响xNMz。为分析工布乌头提取物对

肠道上皮细胞和成肠细胞增殖、分化的影响，本实验

利用携带绿色荧光蛋白报告基因的果蝇，喂食 MKSB=
pap=NS=h后分离肠道进行分析。结果表明，与对照组

相比，喂食 NKMB工布乌头提取物的果蝇的肠道干细

胞和成肠细胞明显减少（图 Q），可以较好地抵御干细

胞及成肠细胞的过度增殖。=
PKR= =对果蝇肠道形态变化的影响=

肠道上皮细胞凋亡及过量 olp 的沉积可能会

导致肠道形态发生变化。为进一步分析工布乌头提

取物对肠道损伤的缓解作用，对照组和加入 NKMB工==

=

图 O= =工布乌头提取物对 pap处理果蝇肠道上皮细胞凋亡的影响=
cigK=O= =bffects=of=A.=kongboense=extract=on=apoptosis=of=intestinal=epithelial=cells=in=a.=melanogaster=treated=with=pap==

=
=

图 P= =工布乌头提取物对 pap处理果蝇肠道上皮细胞内 olp水平的影响=
cigK=P= =bffects=of=A.=kongboense=extract=on=olp=level=in=intestinal=epithelial=cells=of=a.=melanogaster=treated=with=pap==

=

图 Q= =工布乌头提取物对 pap处理果蝇肠道干细胞和成肠细胞数量的影响=
cigK=Q= =bffects=of=A.=kongboense=extract=on=numbers=of=intestinal=epithelial=cells=of=a.=melanogaster=treated=with=pap=
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布乌头提取物的实验组雌果蝇，分别用 MKSB= pap
溶液处理 VS=h后分离肠道，在显微镜下拍照。结果

（图 R）表明，对照组果蝇肠道由于上皮细胞的大量

凋亡，导致肠道长度明显缩短，而 NKMB工布乌头组

果蝇肠道长度是对照组的 O倍左右；并且对照组果

蝇的中后肠可以观察到明显的黑色素瘤，但 NKMB工
布乌头提取物组没有出现黑色素瘤。说明工布乌头

提取物对肠道损伤具有较好的保护作用。=
= =

=
图 R= =工布乌头提取物对 pap处理果蝇肠道形态的影响=
cigK= R= =bffects= of=A.= kongboense= extract= on= intestinal=
morphology=of=a.=melanogaster=treated=with=pap=

Q= =讨论=
乌头属植物作为一种有毒的药用植物在我国

一直受到广泛关注，被应用于许多疾病的临床治

疗，并获得了较好的治疗效果xNNz，但是目前对工布

乌头的药理研究报道比较少。工布乌头提取物中包

括 V 种生物碱xTz，其中乌头碱具有多种药理作用，

包括抗炎、强心、镇痛、活血、调节免疫以及抗肿

瘤等活性xNOz。本实验选取采自西藏的工布乌头作为

实验材料，利用模式生物果蝇对其药理作用进行了

较详细地分析。果蝇作为一种广泛应用的模式生物

没有类似于人的获得性免疫系统，抵制病原菌的入

侵依赖于先天性免疫系统。其中肠道是抵御病原微

生物入侵的第一道防线，许多疾病的发生都是从肠

道开始。而果蝇与人类的肠道结构、功能和干细胞

分化机制十分相似xNPJNQz。所以，可利用模式生物果

蝇来研究提高肠道免疫功能相关的药用植物及其

次生代谢产物。=
本实验通过喂食致炎因子建立果蝇肠道功能

损伤模型，观察其生存率、肠道上皮细胞凋亡、肠

道细胞内 olp 的量、肠道干细胞分化、肠道内黑

色素瘤的产生及形态变化来研究藏药工布乌头对

果蝇肠道免疫功能的影响。本实验以 NMB刺五加果

实提取物为阳性对照，分别选取 MKRB、NKMB和 NKRB
工布乌头提取物为实验组分析了果蝇生存率。结果

表明，针对 pap、mn等致炎因子诱导的损伤，NKMB
工布乌头提取物有效地提高了果蝇的生存率，并且

减少了经 pap 诱导后的肠道上皮细胞凋亡数量和

肠道上皮细胞内 olp量。喂食 pap时肠道内产生

大量的 olp，过量的 olp 导致肠道上皮细胞过度

分化和趋向死亡，工布乌头提取物中可能含有某种

抗氧化物，能够有效地清除肠道内 olp，从而有效

地保护肠道免受损伤。工布乌头作为一种有毒的藏

药，喂食较高浓度的工布乌头提取物时果蝇出现生

长速度缓慢、后代较少等影响正常生长发育的现

象。野生型果蝇在质量分数为 NKRB的工布乌头提取

物培养基中的生长速度比正常培养基中的生长速

度稍慢，可能是工布乌头的毒性抑制其生长，所以

不能明显提高 Q种致炎因子处理后果蝇生存率。然

而，野生型果蝇在质量分数为 NKMB的工布乌头提取

物培养基中的生长速度及状态与正常培养基相似。=
综上所述，工布乌头作为一种有毒的藏药，低

质量浓度的工布乌头提取物具有提高果蝇肠道免

疫功能的作用，对致炎因子诱导的肠道损伤具有较

好的保护作用，其具体作用机制有待在其他动物模

型上加以研究验证。=
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