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槲皮素对烫伤大鼠肠粘膜 PGE2代谢的影响

孟德胜 ,汪仕良　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究槲皮素(Quercetin , Que)对烫伤大鼠肠粘膜 PGE2 水平的影响及其作用机制。方法　放免法测定烫伤大鼠

肠粘膜 PGE2 水平的变化 ,微量酸滴定法测定磷脂酶 A2(PLA2)活性 , 底物荧光法测定环氧合酶(COX)活性 , 原位杂交检测前列腺素

转移因子(PGT)mRNA 表达变化。结果　Que 可降低伤后 12 h组肠粘膜PGE2 水平 ,升高伤后 72 h 组肠粘膜 PGE2 水平。Que 对烫伤

大鼠肠粘膜 PLA2 活性无明显影响。 Que可使两种 COX异构酶的活性比 COX-1 COX-2 明显上升。 40 mg·kg-1·d-1的 Que 可降低大

鼠伤后肠粘膜 PGT mRNA的表达。结论　Que有可能通过调节大鼠肠粘膜 COX-1 COX-2酶活性比率 , 降低 PGE2 降解速率 , 维持适

当水平的 PGE2 ,而发挥粘膜保护作用。
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Effect of quercetin on PGE2 metabolism in intestinal mucosa of burned rats
MENG De-sheng , WANG Shi-liang(Institute of Burn Research , Southwest Hospital , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effect of quercetin on PGE2 levels in the intestinal mucosa of burned rats and its mechanism.Methods　
The PGE2 levels in the intestinal mucosa in rats inflicted to 30%TBSA Ⅲ burns were measured with radioimmunosassay.The activities of PLA2 and

cyclooxygenase in the mucosa were detected with micro-acid titration and substance-fluorescence method respectively.The expression of rPGT mRNA

in the mucosa was detected by in situ hybridization.Results　Quercetin reduced the level of PGE2 12 h postburn , and increased 72 h postburn in

the intestinal mucosa.Quercetin had no influence on the activity of PLA2 , but obviously increased the activity ratio of COX-1 COX-2.At the dosage

of 40 mg·kg-1·d -1 , quercetin reduced the intensity of rPGT mRNA expression in the intestinal mucosa of burned rats.Conclusion　Protective

function of quercetin on the intestinal mucosa of burned rats may rely on regulating the activity ratio of COX-1 COX-2 , reducing PGE2 degradation

and maintaining proper PGE2 level.
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　　胃肠道粘膜上皮细胞在全身组织中的更新代谢率
较快 ,细胞的增生 、分化 、移行和凋亡过程易受多种因
素影响 ,严重烫伤可造成胃肠道粘膜损伤 。花生四烯
酸的代谢产物前列腺素(Prostaglandings PGs)是经典的
炎症介质 ,可介导炎症反应 ,造成组织损伤;但某些
PGs如 PGE2 、PGI2 等是维持肠粘膜的完整性所不可缺

少的 ,因此 PGs在胃肠道粘膜病理生理中的作用尚待

进一步研究 。槲皮素(Quercetin , Que)属黄酮类化合
物 ,药理作用广泛 ,有资料表明槲皮素对烫伤造成的肠
粘膜损伤具有保护作用

[ 1]
,本研究探讨槲皮素对烫伤

大鼠肠粘膜 PGE2 代谢的影响 ,旨在阐明槲皮素的肠

粘膜保护作用机制。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器
　　Que(上海试剂二厂);PGE2 放免分析试剂盒 、花生四烯酸

(AA 苏州医学院血栓室);DCFD(Sigma化学试剂);COX-2 选择
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性抑制剂Nimsulide(Sigma化学试剂);rPGT cDNA 质粒 Matrine(2
748 bp)Victor L.Schuster 教授惠赠;FT-608125 I 放免测定仪(中

国), BACKMAN 紫外分光光度计(德国), 850 型荧光分光光度计
(日本);CS-1 型超声波粉碎机(中国);PHS-2TC 型精密数显酸
度计(浙江海天电子仪器厂)。

1.2　动物模型的制备
　　Wistar大鼠64只 ,体重 180～ 220 g ,由本校实验动物中心提供。
动物背部除毛 ,饲养 24 h后以(94±1)℃热水烫伤18～ 20 s ,烫伤面
积占总体表面积的 30%,病理学检验证实为Ⅲ度烫伤。

1.3　动物分组
　　伤后 12 h处理组:动物 32 只 ,随机分为 1 个对照组和 3 个

用药组 ,每组 8 只 , 用药组分别给予 20 、40 、80 mg·kg-1·d-1以
20%DMSO溶解的 Que , 对照组给予含 20%DMSO 的生理盐水 ,
于伤后 12 h 处死动物 , 刮取肠粘膜 , 迅速置液氮中保存备测。
伤后 72 h 处理组:分组和给药方法同伤后 12 h 处理组 , 于伤后
72 h处死动物 , 刮取肠粘膜 ,迅速置液氮中保存备测。

1.4　PGE2的测定
　　参照试剂盒说明书进行。准确称取肠粘膜约 150 mg , 2 ml

生理盐水匀浆 , 5 000 r min 离心 30 min ,取上清液 100 μl与相同
体积的125 I示踪剂混匀后加入相应抗体与之反应 , 再以聚乙二
醇4000 吸附抗原抗体复合物 , 离心后γ计数仪测定放射性 , 推
算样品中 PGE2 的含量。

1.5　磷脂酶A2(PLA2)活性的测定
　　按微量酸滴定法[ 2]进行。以每毫克粘膜在 60 ℃与底物共
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同孵育 1 h所消耗盐酸的纳摩尔数(nmol mg)表示 PLA2 活性。

1.6　环氧合酶(cyclooxygenase , COX)活性的测定
[ 3]

　　肠粘膜 100 mg以预冷的含 0.002 mol L CaCL2 的PBS 匀浆 ,

冰浴下超声处理 15 s×3 次 , 10 000 r min离心 15 min , 取上清液
作为备测酶液。分 A、B 、C 3管 , 分别加入待测酶液 20μl 、 1 mol 
L Tris-HCl 20μl、50μmol L DCFD 20μl 、20μmol L Hematin 20μl;C
管另加入 2.5μmol L Nimsulide 20μl;30 ℃温浴 10 min后 , B 管
和 C管各加入 9.0μmol L AA 20μl;继续 30 ℃温浴 20 min 后 ,
迅速转移至 2 ml预冷(冰浴 0 ℃)PBS 中 , 混匀 , 2 h 内测荧光强

度(激发波长 450 nm ,发射波长 550 nm , 狭缝 5 nm)。COX活性
以每 100 mg肠粘膜所发射荧光强度表示。 COX 总活性=B-
A , COX-1活性=C-A , COX-2 活性=B-C。

1.7 　前列腺素转移因子(Prostaglanding transporter ,
PGT)mRNA的表达

[ 4]

　　原位杂交检测大鼠肠粘膜 PGT mRNA 表达变化。 按常规
进行鼠 rPGT cDNA 质粒的转化 、扩增 、抽提和纯化。 BamHⅠ 酶

切 、回收目的基因片段 、凝胶电泳检测 , 片段约为 0.4 kb。按宝

灵曼公司试剂盒说明书 , 用地高辛配基随即引物法标记 PGT

cDNA探针。冰冻切片以 4%多聚甲醛固定 , 蛋白酶 K 消化后 ,

加入变性探针杂交 15 h , 再加入抗体反应 30 min , 最后以 NBT

显色。

1.8　统计学处理
　　采用 SPSS 软件对实验数据进行统计分析。数据以 x ±s

表示 ,两处理因素之间进行 t 检验 ,两参数之间相关性进行直
线相关分析。

2　结果

2.1　槲皮素对烫伤大鼠肠粘膜内 PGE2 水平的影响
　　以高 、中 、低(20、40、80 mg·kg-1·d-1)3 个剂量灌胃给药后

发现 ,伤后 12 h 3个剂量组 PGE2水平均显著降低 ,且具有剂量

依赖性;而对伤后 72 h 的实验结果显示 , 低剂量和中剂量的槲
皮素使 PGE2 水平显著升高 , 高剂量组则与烫伤对照组无显著

性差异 ,见图 1。

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs Control

图 1　槲皮素对烫伤大鼠肠粘膜内PGE2 水平的影响

Fig 1　Influence of Que on the PGE2 levels in intestinal

mucosa of burned rats

2.2　槲皮素对肠粘膜 PLA2 活性的影响

　　在所选定的剂量范围内 , Que对伤后 12 h 和 72 h PLA2 活性

无明显影响 ,各剂量组均与烫伤对照组无显著性差异 ,见图 2。

图 2　槲皮素对肠粘膜 PLA2 活性的影响

Fig 2　Effect of Que on the PLA2 activity in intestinal

mucosa of burned rats

2.3　槲皮素对肠粘膜 COX活性的影响

　　大鼠烫伤后 12 h , 肠粘膜 COX 总活性较高 , 不同剂量的
Que对之具有抑制作用 , 且呈剂量依赖性 , 而其中主要是对

COX-2 的抑制;中 、高剂量组 COX-1 COX-2 的比值亦明显高于

对照组。大鼠伤后 72 h , COX 总活性降低但仍高于正常水平 ,

中剂量的Que可使 COX总活性升高 ,并与对照组存在显著性差

异 ,其中主要是升高了 COX-1 的活性 ,对 COX-2 作用不显著;低

剂量与对照组相比 COX-1和 COX-2活性均无显著性差异;高剂
量组可明显降低 COX 总活性 , 其中主要是降低 COX-2 活性 ,

COX-1 活性也有所降低 , 但与对照组相比无显著性差异;中剂

量组 COX-1 COX-2的比值明显高于对照组 ,见表 1。

表 1　槲皮素对肠粘膜 COX活性的影响( x±s)

Tab 1　Effect Que on the COX activities in intestinal

mucosa of burned rats( x±s)

Dose COX activity(Fluoresceut infensity 100 mg)

(mg·kg-1·d-1) COX COX-1 COX-2 cox-1 cox-2

PBH12　0 397.1±101.5 97.50±28.75 299.6±88.43 0.325±0.100

　　　20 320.2±97.25 99.63±21.20 220.6±97.25 0.452±0.102

　　　40 292.0±75.71＊ 96.42±30.29 195.8±75.40＊ 0.493±0.105＊

　　　80 222.4±66.36＊＊ 75.16±15.59 147.2±25.70＊＊ 0.511±0.106＊＊

PBH72　0 238.4±74.40 95.25±29.90 142.9±47.72 0.667±0.211

　　　20 256.6±85.60 119.5±25.33 137.8±48.85 0.867±0.256

　　　40 344.5±106.6＊ 187.3±44.25＊＊ 157.7±55.30 1.187±0.349＊

　　　80 177.0±73.44＊ 84.40±18.85 92.60±29.78＊ 0.911±0.305

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Cont rol;PBH12:12 h post injury;

PBH72:72 h post injury

2.4　槲皮素对肠粘膜 PGTmRNA表达的影响

　　40 mg·kg-1·d-1的槲皮素对烫伤后 12 h两个时相点大鼠肠

粘膜的 rPGT mRNA表达水平无明显影响 , 但可明显降低伤后72

h 大鼠肠粘膜 rPGT mRNA 的表达 , 用药组水平约与相应非用药
组表达强度的比值为 0.46±0.14。

3　讨论

　　烫伤引起肠粘膜损伤的发病机制尚不完全清楚 ,
多种因素在此过程中起作用 ,胃肠粘膜防御能力的改
变即是其中较为重要的因素 。作为炎症介质 PGE2 可
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扩张血管 ,增加血管通透性 ,加强白细胞趋化 ,促进溶
酶体酶释放 ,从而造成烫伤初期肠粘膜损害;但适当水
平的 PGE2对多种刺激因素造成的胃粘膜损伤具有保

护作用
[ 5]
。本研究前期的工作证实烫伤后 72 h ,肠粘

膜内 PGE2水平的显著降低 ,并与肠粘膜损伤程度呈

正相关(另文发表)。本实验结果表明槲皮素可降低烫
伤12 h肠粘膜PGE2 水平 ,提高烫伤 72 h肠粘膜 PGE2

水平 ,使其维持在适当水平 ,这可能是其肠粘膜保护作
用的机制之一。
　　PLA 2是 PGs合成途径中的第一个限速酶 ,本实验

在所选定的剂量范围内Que对 PLA2活性影响不显著 ,

说明 PLA2 非 Que 粘膜保护的主要作用靶。COX 是

PGs合成的第二个限速酶 ,近年来的研究证实有两种
形式的COX存在即稳定表达型 COX-1和可诱导表达
型COX-2。一般认为 COX-2主要参与炎症反应 ,非甾
体抗炎药的抗炎作用源于对 COX-2 的抑制;COX-1则
主要参与生理状态下的 PGs合成 ,非甾体抗炎药的胃
肠道副作用即源于对 COX-1的抑制

[ 6 , 7]
。本实验结果

显示在烫伤后 COX活性增加高峰期(伤后12 h)Que可
呈剂量依赖性地抑制 COX总活性 , 其中主要是抑制
COX-2活性。大鼠烫伤后 72 hQue 表现出明显的双向

作用:剂量为40 mg·kg
-1
·d

-1
的 Que 可显著增加大鼠

肠黏膜COX总活性 ,其中主要是增加 COX-1的活性;
剂量增加为 80 mg·kg

-1
·d

-1
y 时 Que 对大鼠肠粘膜

COX总活性和 COX-2 活性又显示抑制作用 。其共同
规律是 Que可增加烫伤大鼠肠粘膜两种 COX 异构酶

COX-1 COX-2的活性比率 。Que 调节 COX活性的多样

性尚无合理解释 ,需进一步研究。PGT 是前列腺素自
身代谢和发挥生理作用的重要介质 ,一般认为它具有
以下三个方面的作用 ,首先可介导新合成的 PGs从细

胞释放 ,第二可介导上皮 PGs的转运 ,第三可介导 PGs

的清除与降解
[ 8]
。PGs 的降解不仅需要 PGT 的介导 ,

还需要多种酶的参与 。有资料显示 Que 对参与 PGs降

解的酶类如 NADPH 依赖性 3alpha beta-HSD
[ 9]
和一种

从兔肾脏提取的羰基降解酶
[ 10]
具有抑制作用 ,本实验

结果表明 40 mg·kg
-1
·d

-1
的 Que可降低大鼠伤后肠粘

膜PGT mRNA的表达。因此 , Que 可能通过多种途径
降低了PGE2 的降解速度。

　　综合本实验结果我们认为 ,Que 有可能通过调节
烫伤大鼠肠粘膜 COX-1 COX-2酶活性比率 ,降低 PGE2

降解速率 ,维持适当水平的 PGE2 从而发挥肠粘膜保

护作用。
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　　(上接 1201页)
动平板试验通过改变运动时的速度与坡度 , 逐级增加运动负荷
量 ,从而增加心肌的耗氧量 , 检测心肌供血情况 , 并对患者进行
监护和心功能评定 , 作为一种无创性检查 , 临床上越来越受到
重视。
　　本研究结果表明 ,活动平板试验预测冠状动脉狭窄的敏感
性较高 , 特异性较低 , 说明活动平板试验对心肌缺血的较高检
测率 ,特异性较低主要是由于冠脉造影侧重于较大的冠状动脉
形态变化 ,对直径小于 0.6 mm 的小血管难以确定 , 不能简单地
说冠脉造影阴性就没有冠心病;再者 , 对于一些心脏神经官能
症的患者 , 也会出现活动平板试验阳性而冠脉造影阴性的结
果。因此 , 在临床进行活动平板试验时应注意筛选 , 如结合患
者的病史 、体征 、冠心病的易患因素等进行综合考虑。
　　单支病变与多支病变患者活动平板试验在运动中 、后 S-T
段的下移程度 、出现时间和持续时间在统计学上存在显著性差
异 ,说明 S-T 段的下移程度 、出现时间和持续时间与其冠状动
脉的病变范围有关 ,即多支病变较单支病变的 S-T段下移程度

严重 , 阳性出现时间早 , 持续时间长;多支病变者在低负荷运动
量时就过早出现缺血性 ST改变。可以说明活动平板试验对冠
心病的程度具有较高的预测价值。
　　关键词:活动平板试验;冠状动脉狭窄

　　中图法分类号:R443.8;R541.4　　　文献标识码:B
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