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Abstract
AIM: To investigate the effect of oxymatrine (OM) 
on intestinal mucosal barrier dysfunction in rats 
with severe acute pancreatitis (SAP) and to ana-
lyze possible mechanisms involved.

METHODS: A rat model of SAP was estab-
lished by peritoneal injection of 175 mg/100 g 
L-arginine. Eighty healthy male Wistar rats were 
divided randomly into four groups: control 
group, OM control group, SAP control group, 

OM treatment group (1-, 12-, 24-, 36-, and 48-h 
subgroups). After treatment, plasma endotoxin 
and D-lactic acid levels were determined, the 
expression of claudin-1 mRNA in the tunica mu-
cosa coli was detected by real-time polymerase 
chain reaction (real time-PCR), and the activity 
of claudin-1 was determined by Western blot-
ting.

RESULTS: There were no significant differences 
in plasma levels of endotoxin and D-lactic acid 
and expression levels of claudin-1 mRNA and 
protein in the tunica mucosa coli between the 
control group and OM control group. Compared 
with the control group, plasma endotoxin and 
D-lactic acid levels were markedly increased, 
and the expression levels of claudin-1 mRNA 
and protein in the tunica mucosa coli were sig-
nificantly decreased in the SAP control group 
(0.61 EU/mL ± 0.01 EU/mL vs 0.05 EU/mL ± 0.02 
EU/mL; 8.38 mg/L ± 0.38 mg/L vs 2.87 mg/L 
± 0.50 mg/L, both P < 0.01). Compared with the 
SAP control group, the expression levels of clau-
din-1 mRNA and protein in the tunica mucosa 
coli were significantly increased and plasma 
levels of endotoxin and D-lactic acid were mark-
edly decreased in the OM treatment group (0.09 
EU/mL ± 0.02 EU/mL vs 0.61 EU/mL ± 0.01 
EU/mL; 2.94 mg/L ± 0.42 mg/L vs 8.38 mg/L ± 
0.38 mg/L, both P < 0.01).

CONCLUSION: Plasma levels of endotoxin 
and D-lactic acid were markedly increased and 
expression levels of claudin-1 mRNA and pro-
tein in tunica mucosa coli were significantly 
decreased in SAP rats. OM intervention can 
markedly decrease plasma levels of endotoxin 
and D-lactic acid, increase claudin-1 mRNA and 
protein expression levels, and improve mucosal 
barrier dysfunction to prevent bacterial translo-
cation in SAP rats.

Key Words: Oxymatrine; Severe acute pancreatitis; 
Intestinal mucosal barrier; Claudin-1
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■背景资料
重症急性胰腺炎
继发感染导致患
者死亡占重症急
性胰腺炎总死亡
率 的 8 0 % ,  继 发
感染的主要因素
是结肠内常驻细
菌 移 位 ,  但 细 菌
移位的途径及发
生因素还不十分
清 楚 ,  通 常 认 为
是由于肠黏膜屏
障 损 伤 ,  肠 黏 膜
通透性增强引起. 
如何有效地保护
肠 道 黏 膜 屏 障 , 
抑制肠道细菌移
位是目前还没有
解决的难题. 

■同行评议者
孙诚谊, 教授, 贵
阳医学院附属医
院院长办
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摘要
目的: 探讨氧化苦参碱(OM)在重症急性胰腺
炎(SAP)肠黏膜屏障损害中的作用及其机制.

方法: 采用L -精氨酸(1 750 mg/kg)腹腔注射制
备SAP大鼠模型. 将80只Wistar大鼠随机分为
Control组、OM对照组、SAP对照组、OM治
疗组1、12、24、36、48 h 5个亚组, 每组10
只. 分时取材, 测定血浆内毒素、D -乳酸, 用
荧光定量PCR方法检测结肠黏膜组织跨膜蛋
白Claudin-1 mRNA表达, 用Western blot检测
结肠黏膜组织Claudin-1蛋白水平.

结果: Control组与OM对照组相比较, 提示OM
干预对正常大鼠血浆内毒素含量、D -乳酸水
平和结肠黏膜组织Claudin-1 mRNA、蛋白表
达没有统计学的差异. SAP对照组与Control
组相对比, 大鼠血浆内毒素含量、D -乳酸浓
度均显著升高(0.61 EU/mL±0.01 EU/mL vs  
0.05 EU/mL±0.02 EU/mL; 8.38 mg/L±0.38 
mg/L vs  2.87 mg/L±0.50 mg/L, 均P <0.01), 结
肠黏膜组织Claudin-1 mRNA、蛋白表达显著
降低. 与SAP对照组比较, OM干预可显著上
调结肠黏膜组织Claudin-1 mRNA、蛋白表达, 
降低血浆内毒素、D -乳酸浓度(0.09 EU/mL±
0.02 EU/mL vs  0.61 EU/mL±0.01 EU/mL; 2.94 
mg/L±0.42 mg/L vs  8.38 mg/L±0.38 mg/L, 均
P <0.01).

结论: SAP损伤导致血浆内毒素、D -乳酸浓度
升高, 结肠黏膜组织Claudin-1 mRNA、蛋白
表达降低, OM干预可明显减少血浆内毒素、

D -乳酸的产生, 上调结肠黏膜组织Claudin-1
表达, 改善肠黏膜屏障功能, 阻止细菌移位.

关键词: 氧化苦参碱; 重症急性胰腺炎; 肠黏膜屏

障; Claudin-1
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
常涉及多器官衰竭、败血症, 是临床极其棘手

的疾病之一. 如何有效地防治急性胰腺炎时肠

黏膜屏障损伤, 肠黏膜通透性增强引起的细菌

移位是目前还没有解决的难题.
肠黏膜上皮细胞间的紧密连接, 形成了机

体防止肠道内细菌发生移位的机械屏障[1,2]. 最
近报道, 在炎性肠病、肠道感染时, 由于紧密连

接崩解导致肠黏膜屏障断裂破坏, 引起肠上皮

细胞旁通透性增加[3-5]. 紧密连接包含众多蛋白

复合体, 可以调节细胞旁的通透性, 其中跨膜蛋

白Claudin-1最具代表性[6,7].
本研究通过检测结肠黏膜组织Claudin-1的

动态变化, 探讨氧化苦参碱(oxymatrine, OM)对
SAP肠道黏膜的保护作用及作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 OM购自西安冠宇生物技术有限公司, 
L -精氨酸购自张家港市思普生化有限公司, D -
乳酸检测试剂盒购自Megazyme, Rabbit Anti-
CLDN1购自北京博奥森生物技术有限公司, 显
色基质鲎试剂盒购自厦门市鲎试剂实验厂有

限公司; 健康成年♂Wi s t a r大鼠80只(体质量

250-280 g)购自中国医科大学实验动物部; 电
泳系统D Y Y-10C、凝胶成像系统W D-9413B
型购自北京六一, PCR仪Life Express购自杭州

BIOER, 紫外分光光度计NANO 2000、超微量

分光光度计NANO DROP 2000购自美国Thermo, 
酶标仪Elx-800购自美国BioTek.
1.2 方法 将80只大鼠随机分为Control组(n  = 10), 
OM对照组(n  = 10), SAP对照组(n  = 10), OM治

疗组(n  = 50), OM治疗组又分为建模治疗后1、
12、24、36、48 h, 5个亚组(每亚组10只).
1.2.1 动物实验: 在室温20 ℃-28 ℃、相对湿度

40%-70%的动物房内适应性喂养1 wk后开始

实验, 实验前12 h起禁食, 不控制饮水. Control
组: 10只大鼠分2次腹腔注射生理盐水(与L -精
氨酸溶液等量、间隔1 h); 48 h后处死; OM对照

组: 10只大鼠, 给予OM(50 mg/kg)直肠保留灌肠

(灌肠后把大鼠吊起, 头向下, 治疗8 min, 每24 h 
1次); 48 h后处死. SAP对照组: 10只大鼠分2次
腹腔注射L -精氨酸溶液(各175 mg/100 g、间隔

1 h)[8-10], 48 h后处死; OM治疗组: 分为建模治疗

后1、12、24、36、48 h 5个亚组(每亚组10只), 
50只大鼠分2次腹腔注射L -精氨酸溶液(各175 
mg/100 g、间隔1 h), 第2次注射L -精氨酸后1 h
开始给予OM(50 mg/kg)直肠保留灌肠治疗(灌肠

后把大鼠吊起, 头向下, 治疗8 min, 每24 h 1次), 
治疗后1、12、24、36, 48 h处死相应亚组大鼠; 
上述各组处死后的大鼠, 取门静脉血及结肠黏

■创新盘点
通过研究氧化苦
参碱对重症急性
胰腺炎动物模型
进行灌肠干预, 解
析了氧化苦参碱
阻止细菌移位的
作 用 机 制 ,  揭 示
了氧化苦参碱通
过靶向调控蛋白
Claudin-1限制大
肠上皮细胞旁间
隙通透性的机制. 
为预防和治疗重
症急性胰腺炎继
发肠黏膜屏障损
害提供了新途径. 
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膜组织固定保存.
1.2.2 D -乳酸、血浆内毒素水平及Claud in-1 
mRNA表达水平的检测: 取结肠黏膜组织2 cm×

2 cm, 采用TIANGEN公司总RNA提取试剂盒提

取样本总RNA, 利用紫外分光光度计对提取的

RNA浓度进行测定, 利用TIANScript cDNA第一

链合成试剂盒对上步实验所得的RNA样本进行

反转录以得到对应的cDNA; 建立PCR反应体系

(引物信息见表1), 设计PCR反应程序, 利用韩国

BIONEER公司生产的ExicyclerTM 96荧光定量仪

进行荧光定量分析, 应用2-ΔΔCT方法分析数据, 根
据数据表得到各样本中基因的相对表达量. 用
Western blot检测结肠黏膜组织Claudin-1水平: 
取结肠黏膜组织3 cm×3 cm, 4 ℃匀浆, 加入蛋

白提取液12 000 r/min离心10 min, 取上清液, 以
考马斯亮蓝法进行蛋白定量. 再将提取的蛋白

等量加样, 经SDS-PAGE电泳分离样品后, 转膜

封闭, 然后加入一抗(Rabbit Anti-Occludin, 浓度

1∶500)37 ℃孵育1.5 h, 加入标记二抗(羊抗兔酶

标二抗,  浓度1∶10 000)37 ℃孵育40 min. ECL
浸膜显色, 暗室中, 取胶片于暗盒中曝光, 将胶

片于成像系统中拍照, 保存图片. 通过计算目的

条带及内参条带的灰度比确定各个样本目的蛋

白的表达量.
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用单因素方差分析, 经SPSS11.0统计分析软件

对数据进行处理.

2  结果

2.1 血浆内毒素含量和D -乳酸水平变化 Control

组与OM对照组对比提示OM干预对正常大鼠血

浆内毒素含量和D -乳酸水平没有统计学的改变. 
SAP对照组与Control组对比提示大鼠血浆中内

毒素含量、D -乳酸浓度均较Control组显著升高.
与SAP对照组比较OM治疗48 h后血浆内毒素含

量、D -乳酸浓度显著降低(内毒素: 0.61 EU/mL
±0.01 EU/mL vs  0.09 EU/mL±0.02 EU/mL, 
P <0.01; D -乳酸浓度: 8.38 mg/L±0.38 mg/L vs 
2.94 mg/L±0.42  mg/L, P <0.01, 表2).
2.2 结肠黏膜组织中Claudin-1 mRNA表达变化 
Control组与OM对照组对比提示OM对正常大鼠

结肠黏膜Claudin-1 mRNA表达没有统计学的改

变. SAP对照组与Control组对比提示大鼠结肠黏

膜Claudin-1 mRNA表达较Control组显著降低.
与SAP对照组比较OM治疗12 h后可显著提

高结肠黏膜组织Claudin-1 mRNA表达, 并依时

间顺序逐步增强(图1).
2.3 结肠黏膜组织中Claud in-1蛋白表达变化 
Control组与OM对照组对比提示OM对正常大鼠

结肠黏膜Claudin-1蛋白表达没有统计学的改变. 
SAP对照组与Control组对比提示大鼠结肠黏膜

Claudin-1蛋白表达较Control组显著降低.
与SAP对照组比较OM治疗后1、12、24 h

结肠黏膜组织Claudin-1蛋白表达逐步增强, 之
后达到均衡状态(图2).

■应用要点
SAP损伤导致血
浆内毒素、D -乳
酸 浓 度 升 高 ,  结
肠黏膜组织Clau-
din-1 mRNA、蛋
白表达降低, OM
干预可明显减少
血浆内毒素、D -
乳 酸 的 产 生 ,  上
调结肠黏膜组织
Claudin-1表达, 改
善肠黏膜屏障功
能, 阻止细菌移位.

表  1  Claudin-1引物

     
引物名称                  序列(5'-3') 引物长度(bp) 退火温度(℃)

CLDN1-F GTGCATGAGGTGCTTAGAAG       20       57.8

CLDN1-R CACGTAGTCTTTCCCAGTAG       20       57.8

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

1       2        3       4        5        6       7        8

图  1  大鼠结肠黏膜组织中Claudin-1表达变化. 1: Control

组; 2: SAP对照组; 3: OM对照组; 4-8: OM治疗组1、12、

24、36、48 h亚组.

表  2  血浆内毒素、D -乳酸的变化 (mean±SD)

     
分组

                          血浆

内毒素(EU/mL) D -乳酸(mg/L)

Control组   0.05±0.02   2.87±0.50

OM对照组   0.08±0.02   3.14±0.58

SAP对照组   0.61±0.01   8.38±0.38 

OM治疗组

    1 h亚组   0.69±0.01   8.74±0.42

    12 h亚组   0.18±0.02   5.61±0.53

    24 h亚组   0.16±0.01   5.34±0.50

    36 h亚组   0.09±0.01   4.07±0.99

    48 h亚组   0.09±0.02b   2.94±0.42b

bP<0.01 vs  SAP对照组.
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3  讨论

SAP发病凶险, 并发症多, 近年来其救治成功率

有所提高, 但病死率仍为12%-15%. SAP患者第

一死亡高峰是在发病1 wk内, 原因主要是全身炎

症反应综合征导致的多器官衰竭; 第二死亡高

峰是在患病1 wk后, 由于继发感染引发败血症所

致. SAP的继发感染主要因素是结肠内常驻细菌

移位[11,12], 统计资料显示继发感染导致患者死亡

占SAP总死亡率的80%[13].
肠道黏膜屏障由机械屏障、免疫屏障、化

学屏障、生物屏障组成, SAP时上述4种屏障均会

受到不同程度地损伤. 肠道黏膜机械屏障是肠黏

膜4种屏障最重要的一道屏障, 肠黏膜上皮细胞

层的完整性及上皮细胞间的紧密连接, 形成了机

体防止肠道内细菌发生移位的机械屏障[1,2]. 正常

情况下肠上皮细胞旁间隙是由蛋白复合体封闭, 
而由蛋白复合体构成的紧密连接位于细胞侧膜

的表层近顶端. 最近报道, 在炎性肠病、肠道感

染时, 由于紧密连接崩解导致肠黏膜屏障断裂

破坏, 引起肠上皮细胞旁通透性增加[3-5]. 紧密

连接包含众多蛋白复合体, 其主要有跨膜蛋白

Occludin、Claudins、连接黏附分子(junctional 
adhesion molucule, JAM)和胞质附着蛋白Zos、
AF6、7H6等蛋白紧密连接所组成[14,15]. Clau-
din-1最具代表性, 这些蛋白复合体被认为可以

调节细胞旁的通透性[6,7].
OM是从我国传统中药苦豆子中提取的一种

生物碱, 具有抗乙型和丙型肝炎病毒、改善肝细

胞功能、抗肝纤维化、免疫调节、抗炎、抗肿

瘤、抗过敏反应、抗心律失常、强心、降压、

平喘等多种生物活性[16-19], 目前临床上主要用于

慢性乙型和丙型肝炎的治疗. 近年来, 有研究显

示静脉应用OM联合应用善得定在SAP治疗上有

协同作用, 疗效优于单一的西药治疗[20];  OM还

能够抑制中性粒细胞趋化因子和单核细胞趋化

蛋白在SAP大鼠胰腺组织中的表达, 对SAP有一

定的治疗作用[21,22].
本研究结果显示, O M治疗对正常结肠黏

膜无损伤, 而能阻碍SAP诱发的血浆内毒素、

D -乳酸浓度升高, 上调结肠黏膜组织Claudin-1 

mRNA、蛋白表达.
SAP对照组与Control组对比大鼠血浆内毒

素含量、D -乳酸浓度均较Control组显著升高, 
提示存在肠黏膜屏障损伤, 肠黏膜通透性增加; 
结肠黏膜组织Claudin-1 mRNA、蛋白表达显著

降低, 提示结肠组织黏膜组织损伤, 紧密连接遭

到破坏. 给予OM灌肠治疗后, OM治疗组5个亚

组血浆内毒素含量、D -乳酸浓度逐步降低, 结
肠黏膜组织Claudin-1基因和蛋白表达逐步提高. 
这说明OM有助于肠黏膜屏障损伤的修复, 改善

肠黏膜通透性, 抑制肠道细菌移位.
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Control组; 2: SAP对照组; 3: OM对照组; 4-8: OM治疗组1、

12、24、36、48 h亚组.

■同行评价
本文新颖性较好, 
具有一定的科学
价值.



www.wjgnet.com

514                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年2月18日   第19卷   第5期

junction proteins changes in intestinal epithelial 
cells. BMC Microbiol 2009; 9: 63

15	 Severson EA, Kwon M, Hilgarth RS, Parkos CA, 
Nusrat A. Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK-3) 
influences epithelial barrier function by regulating 
occludin, claudin-1 and E-cadherin expression. Bio-
chem Biophys Res Commun 2010; 397: 592-597

16	 Liu Y, Zhang XJ, Yang CH, Fan HG. Oxymatrine 
protects rat brains against permanent focal ischemia 
and downregulates NF-kappaB expression. Brain 
Res 2009; 1268: 174-180

17	 刘浩, 仇毓东, 毛谅, 朱新华, 丁义涛. 苦参碱对大鼠小
体积肝移植缺血再灌注损伤的保护作用. 世界华人消
化杂志 2008; 16: 1617-1621

18	 陆丽华, 冉志华. 氧化苦参碱对人结肠癌细胞P21, P27, 
Cyclin E1及CDK2表达的影响. 世界华人消化杂志 
2007; 15: 1353-1357

19	 于晓峰, 邹健, 冉志华. 氧化苦参碱对人胃癌细胞杀伤
作用的机制. 世界华人消化杂志 2007; 15: 1719-1724

20	 许永春, 冯青青, 李春安, 幸军, 樊拖迎, 胡扬涛. 生长
抑素联合氧化苦参碱治疗重症急性胰腺炎. 胰腺病学 
2005; 5: 147-149

21	 李兆申, 许永春, 屠振兴, 施新岗. 急性坏死性胰腺炎
早期胰腺组织趋化因子基因的表达及氧化苦参碱的
影响. 世界华人消化杂志 2005; 13: 979-983

22	 吕建芳, 范恒, 沈霖, 寿折星, 庄雄. 氧化苦参碱对实验
性结肠炎大鼠肠黏膜细胞因子和核因子-κB p65表达
的影响. 世界华人消化杂志 2008; 16: 2289-2294

           编辑  李薇  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》修回稿须知   

本刊讯 为了保证作者来稿及时发表, 同时保护作者与世界华人消化杂志的合法权益, 本刊对修回稿要求

如下. 

1      修回稿信件 

来稿包括所有作者签名的作者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; (2)是否有经济利益或其他关

系造成的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代

表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责

与其他作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证

无泄密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出版权转让

给本刊编辑部.

2      稿件修改 

来稿经同行专家审查后, 认为内容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原稿连同审稿意见、编辑意

见寄回给作者修改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者符合要点承诺书、版权转让信等书面材料

寄回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线办公系统; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.

3      版权 

本论文发表后作者享有非专有权, 文责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集中汇编出版以及用于宣讲和

交流, 但应注明发表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 编辑部可将文章

在《中国学术期刊光盘版》等媒体上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文摘》、《荷兰医学文摘库/医

学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外相关文摘与检索系统收录.


