
基金项目：２０２１年浙江省卫生健康科技计划项目资助（２０２１ＲＣ１２４）

作者简介：杨芳，女，学士，主治医师　　研究方向：反流性食管炎治疗　　通讯作者：胡以撒，男，学士，副主任医师　　研究方向：消化内科

柴胡皂苷 Ａ对反流性食管炎大鼠炎性损伤的影响及机制研究

杨芳１，胡以撒２
（１．浙江中医药大学，浙江 丽水３２３４００；２．宁波大学附属第一医院全科医学，浙江 宁波 ３１５２０１）

摘要：目的　探讨柴胡皂苷Ａ（ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎＡ，ＳＡ）调节白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６／酪氨酸激酶２（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ２，ＪＡＫ２）／
信号转导和转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）通路对反流性食管炎（ｒｅｆｌｕｘｅｓｏｐｈａｇｉｔｉｓ，
ＲＥ）大鼠炎性损伤的影响。方法　ＳＤ大鼠随机分为ＲＥ组、正常组、ＳＡ低剂量组（灌胃１２５ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ）、ＳＡ高剂量组（灌
胃５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ）、奥美拉唑组（灌胃２ｍｇ·ｋｇ－１奥美拉唑）、ＳＡ高剂量＋ＩＬ６激活剂重组大鼠ＩＬ６蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒａｔＩＬ
６ｐｒｏｔｅｉｎ，ｒＲＩＬ６）组（灌胃５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ＋腹腔注射００５ｍｇ·ｋｇ－１ｒＲＩＬ６），每组１２只。除正常组外，其他组大鼠均需通过
结扎前胃＋部分结扎外置幽门法构建ＲＥ模型，建模成功第二天开始给药，给药１天１次，持续２周。检测大鼠食管黏膜损伤
率；苏木精伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）检测食管组织的病理学变化；酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测食管组织中肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ
２）、ＩＬ８水平；末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记测定法（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测食管组织中的细胞凋亡；免疫组化染色检测食管组织中紧密连接蛋白５（ｃｌａｕｄｉｎ５）表达；Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测食管组织中ＩＬ６、磷酸化ＪＡＫ２（ｐＪＡＫ２）、ｐＳＴＡＴ３蛋白。结果　与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管组织紧密性降低，
且有大量炎性细胞浸润，食管黏膜损伤率、食管组织中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平、细胞凋亡率、ＩＬ６、磷酸化ＪＡＫ２（ｐＪＡＫ２）、
ｐＳＴＡＴ３蛋白表达升高，食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值降低（Ｐ＜００５）；与ＲＥ组相比，ＳＡ低剂量组、ＳＡ高剂量组、奥美拉
唑组大鼠食管组织病理损伤减轻，食管黏膜损伤率、食管组织中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平、细胞凋亡率、ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３
蛋白表达降低，食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值升高（Ｐ＜００５）；与ＳＡ高剂量组相比，ＳＡ高剂量＋ｒＲＩＬ６组大鼠食管组织
病理损伤严重，食管黏膜损伤率、食管组织中ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平、细胞凋亡率、ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达升高，食管组
织中ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值降低（Ｐ＜００５）。结论　ＳＡ可能通过抑制ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路改善ＲＥ大鼠炎性损伤。
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ｇｅａｌｔｉｓｓｕｅ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ｐＪＡＫ２，ａｎｄｐＳＴＡＴ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ
ｏｆｃｌａｕｄｉｎ５ｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＳＡｍａｙｉｍｐｒｏｖｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｊｕｒｙｉｎＲＥｒａｔｓｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎＡ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６／ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ２ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ；ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３ｐａｔｈｗａｙ；ｒｅｆｌｕｘｅｓｏｐｈ
ａｇｉｔｉｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　　反流性食管炎（ｒｅｆｌｕｘｅｓｏｐｈａｇｉｔｉｓ，ＲＥ）是指由食
管下部损伤引起的食管炎症，导致胃内容物反流。

伴随的胃内容物反流通常引起严重的炎症和溃疡，

严重破坏正常的食管黏膜和组织，该疾病的特征是

胸部烧灼感和餐后恶心［１］。目前，治疗 ＲＥ最有效
的药物主要是胃酸分泌抑制剂，包括 Ｈ２受体拮抗
剂（雷尼替丁）和质子泵抑制剂（奥美拉唑），虽然这

些药物具有良好的治疗效果，但长期使用可能会引

起肠道感染等副作用［２］。因此，寻找治疗 ＲＥ疗效
好、副作用小的天然药物是目前亟须解决的问题。

柴胡皂苷Ａ（ｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎＡ，ＳＡ）是从药用植物柴胡
中提取的三萜皂苷，具有多种药理活性，包括抗炎、

抗氧化等［３］。研究报道，ＳＡ可改善硫酸葡聚糖钠诱
导的小鼠结肠炎［４］。但关于 ＳＡ对 ＲＥ大鼠炎性损
伤的影响鲜有报道。相关研究显示，白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６／酪氨酸激酶 ２（ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２，
ＪＡＫ２）／信号转导和转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）通路中的ＩＬ６、
磷酸化ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）在ＲＥ大鼠食管组织中上调
表达［５］。但 ＳＡ是否可通过调控 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
信号通路改善ＲＥ大鼠炎性损伤尚不可知。基于此，
本研究拟通过构建ＲＥ大鼠模型，探究ＳＡ对ＲＥ大鼠
炎性损伤的影响及其用机制。

１　材　料
１１　动物

７２只，体质量为１９０～２１０ｇ的 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ
大鼠［浙江中医药大学，生产许可证号：ＳＣＸＫ（浙）
２０２１０００３］。本实验得到浙江中医药大学动物实验
中心伦理委员会的批准，编号：２０２１０９１０１。
１２　试剂及仪器

ＳＡ（批号２０２２１２０３，上海源叶生物科技有限公
司）；ＩＬ６激活剂重组大鼠ＩＬ６蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒａｔ

ＩＬ６ｐｒｏｔｅｉｎ，ｒＲＩＬ６）（批号２０２２１１２９，上海玉博生物
科技有限公司）；奥美拉唑（批号２０２２１０１１，湖南方
盛制药股份有限公司）；大鼠肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎ
ａｓｅ２，ＣＯＸ２）、ＩＬ８ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号２０２２１００３、
２０２２０９２９、２０２２０９１７，北京方程嘉鸿科技有限公司）；
末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记
测定法（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡试剂盒
（批号２０２２１１１８，上海康朗生物科技有限公司）；兔
源一抗紧密连接蛋白５（ｃｌａｕｄｉｎ５）、ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐ
ＳＴＡＴ３、ＧＡＰＤＨ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３及羊抗兔二抗（批号
ａｂ１３１２５９、ａｂ９３２４、ａｂ２１９７２８、ａｂ３２１４３、ａｂ８２４５、
ａｂ１０８５９６、ａｂ６８１５３、ａｂ６７２１）（英国 Ａｂｃａｍ公司）。
ＥＯＳＲ６ＭａｒｋⅡ型数码相机（日本佳能有限公司）；
ＲＭ２２３５切片机（德国徕卡公司）；ＣＸ３３型光学显微
镜（日本奥林巴斯公司）；４３００酶标仪（美国 Ａｗａｒｅ
ｎｅｓｓ公司）；１６５８０３３型蛋白电泳仪（美国伯乐公
司）；ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎｉＢｒｉｇｈｔ凝胶成像系统（美国赛默飞世
尔科技有限公司）。

１３　ＲＥ大鼠模型的构建
通过结扎前胃 ＋部分结扎外置幽门法［６］构建

ＲＥ模型，简言之，大鼠禁食不禁水２４ｈ后腹腔注射
质量分数３％戊巴比妥钠麻醉大鼠，开腹，游离胃部
和幽门附近组织，用３０线结扎前胃，用３０线结扎
幽门与０３８ｍｍ玻璃棒后抽出玻璃棒，胃部放回原
位，关腹。

１４　动物处理
ＳＤ大鼠随机分为 ＲＥ组、正常组、ＳＡ低剂量

组、ＳＡ高剂量组、奥美拉唑组、ＳＡ高剂量 ＋ｒＲＩＬ６
组，每组１２只。正常组大鼠经麻醉、开腹后将胃部
提出腹腔并暴露５ｍｉｎ后，放回原位，关腹。除正常
组外，其他组大鼠均需通过结扎前胃 ＋部分结扎外
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置幽门法构建ＲＥ模型，建模操作完成后，对麻醉大
鼠开腹，从胃食管交界上０５ｃｍ处截取２ｃｍ食管
组织，纵向切开食管，从宏观上观察ＲＥ大鼠食管黏
膜表面存在黏膜病变、食管凹陷、出血等损伤，且微

观上 ＲＥ大鼠食管组织紧密性降低，且有大量炎性
细胞浸润作为造模成功的标准。建模成功第二天开

始给药，ＳＡ低剂量组、ＳＡ高剂量组［７］大鼠分别需灌

胃１２５、５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ，且均需腹腔注射等量的生
理盐水；奥美拉唑组［８］大鼠需灌胃２ｍｇ·ｋｇ－１奥美拉
唑，且腹腔注射等量的生理盐水；ＳＡ高剂量＋ｒＲＩＬ６
组［９］大鼠需灌胃 ５０ｍｇ·ｋｇ－１ ＳＡ且腹腔注射
００５ｍｇ·ｋｇ－１ｒＲＩＬ６；ＲＥ组、正常组大鼠需灌胃且腹
腔注射等量的生理盐水。给药１天１次，持续２周。
１５　大鼠食管黏膜损伤率的检测

末次处理结束后，麻醉大鼠，开腹，从胃食管交

界上０５ｃｍ处截取２ｃｍ食管组织，纵向切开食管
以暴露内部损伤，并使用数码相机收集图像。使用

ＩｍａｇｅＪ分析黏膜损伤率（公式１）。
食管黏膜损伤率％ ＝食管损伤面积／食管总面

积×１００％ 公式（１）
１６　食管组织的苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色检测

食管黏膜损伤率检测结束后，每组随机选取６
只大鼠的食管组织，固定在体积分数４％多聚甲醛
中，石蜡包埋，并切成 ４μｍ厚的切片。切片进行
ＨＥ染色。最后获取图像。
１７　食管组织中ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平的检测

每组取剩余６只大鼠的食管组织，按 ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明检测食管组织匀浆中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８
水平变化。

１８　食管组织的ＴＵＮＥＬ染色检测
取“１６”项中的食管组织切片常规脱蜡、水化、

磷酸缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｅｌａｎｃｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤，
用２０μｇ·ｍＬ－１蛋白酶Ｋ室温孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ浸
泡后，切片与ＴＵＮＥＬ溶液在室温下孵育６０ｍｉｎ。切
片用苏木精染色后，用梯度乙醇脱水，二甲苯清洗

２ｍｉｎ，中性胶封片。在光镜下对切片进行观察和拍
照，利用ＩｍａｇｅＪ软件统计细胞凋亡率。
１９　食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５表达的免疫组化染色检测

取“１６”项中的食管组织切片，用质量分数
０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００和体积分数 ０３％过氧化氢处
理，以穿透细胞膜，阻断内源性过氧化物酶活性。再

用牛血清白蛋白阻断 ３０ｍｉｎ，加入 ｃｌａｕｄｉｎ５抗体
（１∶６００）在４℃下孵育过夜。第二天，用二抗孵育１

ｈ，用新鲜二氨基联苯胺溶液染色。苏木精染色后，
用梯度乙醇和二甲苯处理后，中性树脂封片。

ＩｍａｇｅＪ软件计算ｃｌａｕｄｉｎ５表达的平均光密度值。
１１０　食管组织中 ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达
的检测

放射免疫沉淀缓冲液用于从食管组织中分离蛋

白质。使用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离蛋白质样品，然后转移到聚偏二氟乙烯膜上，质

量分数５％脱脂牛奶封闭膜后，将膜与一抗ＩＬ６（１∶
４０００）、ｐＪＡＫ２（１∶２０００）、ｐＳＴＡＴ３（１∶５０００）、ＪＡＫ２
（１∶２０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）、ＳＴＡＴ３（１∶５０００）在
４℃下孵育过夜。第二天，将膜与二抗（１∶５０００）在
室温下孵育１ｈ。洗涤后，添加化学发光试剂检测，
并使用ＩｍａｇｅＪ定量分析蛋白灰度值。
１１１　统计学分析

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件用于统计计算。计量
资料表示为。单因素方差分析及事后 ＳＮＫｑ检验
进行多组间比较，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２１　ＳＡ对大鼠食管黏膜损伤率的影响

正常组大鼠食管黏膜表面无损伤，ＲＥ组大鼠食
管黏膜表面存在黏膜病变、食管凹陷、出血等损伤。

与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管黏膜损伤率升高
（Ｐ＜００５）；与ＲＥ组相比，ＳＡ低剂量组、ＳＡ高剂量
组、奥美拉唑组大鼠食管黏膜损伤率降低（Ｐ＜
００５）；与ＳＡ高剂量组相比，ＳＡ高剂量 ＋ｒＲＩＬ６组
大鼠食管黏膜损伤率升高（Ｐ＜００５），见图１。
２２　ＳＡ对大鼠食管组织病理学变化的影响

正常组大鼠食管组织结构正常，无明显炎症细

胞浸润；ＲＥ组大鼠食管组织紧密性降低，且有大量
炎性细胞浸润；与 ＲＥ组相比，ＳＡ低剂量组、ＳＡ高
剂量组、奥美拉唑组大鼠食管组织病理损伤减轻；与

ＳＡ高剂量组相比，ＳＡ高剂量 ＋ｒＲＩＬ６组大鼠食管
组织病理损伤严重，见图２。
２３　ＳＡ对大鼠食管组织中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水
平的影响

与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管组织中 ＴＮＦα、
ＣＯＸ２、ＩＬ８水平升高（Ｐ＜００５）；与ＲＥ组相比，ＳＡ
低剂量组、ＳＡ高剂量组、奥美拉唑组大鼠食管组织
中ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平降低（Ｐ＜００５）；与 ＳＡ
高剂量组相比，ＳＡ高剂量＋ｒＲＩＬ６组大鼠食管组织
中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平升高 （Ｐ＜００５），
见表１。
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Ａ－各组大鼠食管黏膜损伤结果；Ｂ－各组大鼠食管黏膜损伤率变化；与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与ＲＥ组比较，２）Ｐ＜００５；与ＳＡ高剂量组相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｍｕｃｏｓａｌｄａｍａｇｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ；Ｂ－ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｄａｍａｇｅｒａｔｅｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｍｕｃｏｓａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；
２）Ｐ＜００５，ｖｓＲＥｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＳＡｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．

图１　柴胡皂苷Ａ（ＳＡ）对反流性食管炎（ＲＥ）大鼠食管黏膜损伤的影响。ｎ＝１２，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡｏｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙｉｎＲＥｒａｔｓ．ｎ＝１２，ｘ±ｓ

图２　ＳＡ对ＲＥ大鼠食管组织苏木精伊红（ＨＥ）染色结果的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡｏｎｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＲＥｒａｔｓ

表１　大鼠食管组织相关炎症因子水平比较。ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔ
ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅ．ｎ＝６，ｘ±ｓ

　　　Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦα／ｐｇ·ｍｇ－１ＣＯＸ２／ｐｇ·ｍｇ－１ ＩＬ８／ｐｇ·ｍｇ－１

Ｎｏｒｍａｌ ４６６５±２１１ １７６±００５ ２３６９±１０１
ＲＥ ９０８６±３４３１） ９６６±０４２１） ５１５２±２０８１）

１２５ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ ７２２５±３０２２） ７７７±０５１２） ４３３５±１７６２）

５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ ５３３６±２１８２）３） ３２３±０１５２）３） ２９９３±１２５２）３）

Ｏｍｅｐｒａｚｏｌｅ ５１９９±２０６２）３） ３２６±０１３２）３） ３００６±１３７２）３）

５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ＋ｒＲＩＬ６ ６５５８±３０３４） ６５７±０１８４） ３６１４±１７２４）

注：与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与 ＲＥ组比较，２）Ｐ＜００５；与５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ

组相比，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜０．０５，ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０．０５，ｖｓＲＥｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０．０５，
４）Ｐ＜００１，ｖｓ５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ．

２４　ＳＡ对大鼠食管组织中细胞凋亡的影响
与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管组织中细胞凋亡

率升高（Ｐ＜００５）；与 ＲＥ组相比，ＳＡ低剂量组、ＳＡ
高剂量组、奥美拉唑组大鼠食管组织中细胞凋亡率

降低（Ｐ＜００５）；与ＳＡ高剂量组相比，ＳＡ高剂量＋
ｒＲＩＬ６组大鼠食管组织中细胞凋 亡 率 升 高
（Ｐ＜００５），见图３。
２５　ＳＡ对大鼠食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５表达的影响

与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５
平均光密度值降低（Ｐ＜００５）；与ＲＥ组相比，ＳＡ低
剂量组、ＳＡ高剂量组、奥美拉唑组大鼠食管组织中
ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值升高（Ｐ＜００５）；与 ＳＡ高
剂量组相比，ＳＡ高剂量 ＋ｒＲＩＬ６组大鼠食管组织
中 ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值降低（Ｐ＜００５），
见图４。
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Ａ－各组大鼠食管组织ＴＵＮＥＬ染色结果；Ｂ－各组大鼠食管组织细胞凋亡率变化；与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与ＲＥ组比较，２）Ｐ＜００５；与５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；１）Ｐ＜０．０５，ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；
２）Ｐ＜０．０５，ｖｓＲＥｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０．０５，ｖｓ５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ．

图３　ＳＡ对ＲＥ大鼠食管组织细胞凋亡的影响。ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｃｙｔｅｓｉｎＲＥｒａｔｓ．ｎ＝６，ｘ±ｓ

Ａ－各组大鼠食管组织ｃｌａｕｄｉｎ５表达免疫组化染色结果；Ｂ－各组大鼠食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值的变化；与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与ＲＥ组比较，２）Ｐ＜

００５；与５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌａｕｄｉｎ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆｃｌａｕｄｉｎ５ｉｎ

ｔｈｅｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＲＥｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓ５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ．

图４　ＳＡ对ＲＥ大鼠食管组织中ｃｌａｕｄｉｎ５表达的免疫组化染色结果的影响。ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌａｕｄｉｎ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＲＥｒａｔｓ．ｎ＝６，ｘ±ｓ

２６　ＳＡ对大鼠食管组织中ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号
通路关键蛋白表达的影响

与正常组相比，ＲＥ组大鼠食管组织中 ＩＬ６、
ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达升高（Ｐ＜００５）；与ＲＥ组
相比，ＳＡ低剂量组、ＳＡ高剂量组、奥美拉唑组大鼠食
管组织中 ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达降低
（Ｐ＜００５）；与ＳＡ高剂量组相比，ＳＡ高剂量＋ｒＲＩＬ６
组大鼠食管组织中 ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达
升高（Ｐ＜００５），见图５。

３　讨　论
ＲＥ被认为是食道慢性炎症的结果，主要发生在

食道组织暴露于胃酸反流时［１０］。越来越多的研究

表明，食管组织中炎性介质和炎性因子的表达参与

了ＲＥ的进展，如 ＲＥ大鼠食管组织中炎性介质
ＣＯＸ２和炎性因子ＴＮＦα表达水平较高［１１］；促炎因

子ＩＬ８在ＲＥ大鼠体内处于高表达状态［１２］。本研

究通过结扎前胃＋部分结扎外置幽门法构建了 ＲＥ
大鼠模型，从宏观上观察 ＲＥ大鼠食管黏膜表面存
在黏膜病变、食管凹陷、出血等损伤；从微观上观察

ＲＥ大鼠食管组织紧密性降低，且有大量炎性细胞浸
润，符合ＲＥ的特征。此外，本研究还发现 ＲＥ组大
鼠食管组织中 ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＩＬ８水平高于正常
组，表明ＲＥ大鼠存在炎症反应。炎症与细胞凋亡
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与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与ＲＥ组比较，２）Ｐ＜００５；与５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ相比，３）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜０．０５，ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０．０５，ｖｓＲＥｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０．０５，ｖｓ５０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＡ．

图５　ＳＡ对ＲＥ大鼠食管组织中白细胞介素、磷酸化酪氨酸激酶２及信号转导和转录激活因子３蛋白表达的影响。ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ｐＪＡＫ２ａｎｄｐＳＴＡＴ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＲＥｒａｔｓ．ｎ＝６，ｘ±ｓ

密切相关，当过度炎症积累时，细胞凋亡呈上升趋

势，且在慢性胃酸反流性食管炎大鼠食管中已观察

到细胞大量凋亡的现象［１３１４］。本研究也证明了 ＲＥ
大鼠食管中存在细胞异常凋亡。另有研究表明，当

细胞凋亡增加时，食管黏膜完整性和屏障功能遭到

破坏，ｃｌａｕｄｉｎ是一种完整的膜紧密连接蛋白，在上
皮和内皮细胞的屏障功能中起重要作用，当食管黏

膜发生病变时，ｃｌａｕｄｉｎ的表达异常，并显示出食管
组织的严重损伤［１５］。本研究中 ＲＥ组大鼠食管组
织中 ｃｌａｕｄｉｎ５平均光密度值低于正常组，表明 ＲＥ
大鼠存在食管黏膜屏障功能障碍。因此，降低炎症

反应，抑制细胞凋亡，改善食管黏膜屏障功能障碍可

能是治疗ＲＥ的有效途径之一。
ＳＡ是一种来源于柴胡的三萜皂苷，具有抗炎

和抗氧化功能［１６］。已有报道阐明，ＳＡ可抑制重症
急性胰腺炎大鼠肠道炎症，并改善肠道屏障损

伤［１７］。本研究显示，低、高剂量 ＳＡ均可抑制 ＲＥ
大鼠炎症反应及细胞凋亡，并改善食管黏膜屏障

功能障碍。奥美拉唑是临床上常用于治疗 ＲＥ的
药物，本研究设置该药物为阳性药物，结果显示，

高剂量 ＳＡ与奥美拉唑对 ＲＥ大鼠的治疗作用差异

无统计学意义，提示 ＳＡ可能成为治疗 ＲＥ的潜在
有效药物之一。长期服用奥美拉唑会出现腹胀、

腹泻、恶心、呕吐、肝肾损伤等副作用，这就突出了

中药 ＳＡ在治疗 ＲＥ中的优势。尽管 ＳＡ毒副作用
小，但大剂量使用也可能出现头晕、嗜睡、肝损伤、

过敏反应等症状，因此，使用该药时要适时适量，

谨遵医嘱。

ＩＬ６是调节炎症反应的因素之一，其可通过调
控下游因子 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号转导发挥促炎作
用［１８］。据报道，抑制ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路可改善
葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃疡性结肠炎［１９］；ＩＬ６／
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路的阻断缓解了慢性应激诱导的大
鼠十二指肠损伤［２０］。本研究中，低、高剂量ＳＡ均抑
制了ＲＥ大鼠食管组织中 ＩＬ６、ｐＪＡＫ２、ｐＳＴＡＴ３蛋
白表达，由此可推测ＳＡ改善ＲＥ大鼠炎性损伤的机
制可能与抑制 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路有关。为了
验证上述猜想，本实验用ＩＬ６激活剂ｒＲＩＬ６进行了
回复实验，结果发现，ｒＲＩＬ６逆转了高剂量 ＳＡ对
ＲＥ大鼠的影响，证实了 ＳＡ改善 ＲＥ大鼠炎性损伤
的机制可能与部分抑制 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路有
关，而非阻断该通路。。
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综上所述，ＳＡ可降低 ＲＥ大鼠炎症反应，抑制
细胞凋亡，改善食管黏膜屏障功能障碍，进而改善食

管炎性损伤，该机制可能与抑制 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路有关。未进一步探究具体是通过 ＩＬ６／ＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３通路下游的哪些蛋白发挥作用是本研究设计
的不足之一，后期将深入探讨。
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