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摘要# 目的!探讨桂附地黄丸对衰老大鼠回肠干细胞增殖分化稳态的调节作用& 方法!%’ 只大鼠中 "’ 只 # 月龄的分
为青年组’ 其余 &’ 只 "( 个月龄的随机分为衰老组及桂附地黄丸低’ 高剂量组 "’<%’ "<* =>?=$# 每组 "’ 只# 给予生
理盐水或桂附地黄丸药液灌胃 % 个月后# 处死大鼠& @1染色’ 阿利新蓝染色’ 免疫组织化学染色’ A.)BCA考察回肠
组织形态学’ 干细胞增殖分化稳态及DEF>!)73F/E4E’ G8F7H信号通路相关蛋白表达& 结果!与衰老组比较# 桂附地黄
丸组回肠绒毛缩短# 隐窝变浅# 绒毛长度与隐窝深度比值 "I>C$ 增大# 杯状细胞数量’ 细胞核增殖抗原 "BCGJ$
表达’ 干细胞标记物2AGJ表达下降# DEF>!)73F/E4E信号通路相关蛋白表达下调# 但G8F7H信号通路相关蛋白表达无
明显变化& 结论!桂附地黄丸可改善衰老大鼠回肠干细胞增殖分化稳态# 其机制可能与下调 DEF>!)73F/E4E信号通路
有关&
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!!在自然衰老机体中# 各器官会发生不同程度老
化# 研究显示# 机体衰老始于肠道衰老# 故维持健
康的肠道内稳态对于延缓衰老至关重要)"* & 回肠
位于小肠末端# 下续大肠# 对营养物质的消化吸收
不如十二指肠和空肠# 同时它靠近大肠而兼具小
肠’ 大肠的功能特点# 故探究衰老肠道变化情况时
选择其作为研究对象& 肠道为干细胞驱动组织# 其
稳定的结构与功能由位于肠道隐窝基底部的肠道干
细胞来维持)#* # 在衰老机体内其功能减退# 增殖
分化能力异常)&* # DEF>!)73F/E4E’ G8F7H 信号通路
是肠道干细胞微环境的重要组成部分# 也是其关键
调节因子# 其中前者参与调节其增殖# 后者主要调
节其向吸收型上皮细胞分化)%* &

桂附地黄丸源自 +金匮要略, 肾气丸# 由肉
桂’ 附子 "制$’ 熟地黄’ 山茱萸 "制$’ 牡丹皮’
山药’ 茯苓’ 泽泻 ( 味中药组成# 在肾气丸的基础
上将干地黄’ 桂枝分别改为熟地黄’ 肉桂# 其功效
与原方有诸多相似之处# 但更具温补之性& 现代研
究表明# 肾气丸能通过提高大鼠体内 ^SV活性使
自由基生成减少# 并抑制脂质过氧化反应# 从而降
低凋亡细胞比率)+* ( 可调节自然衰老大鼠血中各
激素含有量# 增强组织抗氧化能力)** ( 临床上能
有效改善老年患者肾虚症状# 减缓老年相关疾病的
发生发展# 延缓衰老( 桂附地黄丸也广泛应用于老
年疾病的防治),* & 此外# 补肾方药可调节 DEF>!)
73F/E4E’ G8F7H信号通路# 对机体多种干细胞功能
有明显调节作用)()"’* # 激活前者时表皮干细胞增殖
增加)""* # 特异性阻断后者时骨髓间充质干细胞分
化增多)"#* # 并且中医学 -益火补土. 理论为该方
药改善肠道功能提供了理论依据& 因此# 本实验旨
在探讨桂附地黄丸对自然衰老大鼠回肠干细胞增殖
分化功能的调节作用及作用机制&
GH材料
"<"!动物!^B_级雄性 ^V大鼠 %’ 只# 购自三峡
大学医学院实验动物中心# 实验动物许可证号
^C‘a "鄂$ #’"")’’"## 每笼饲养 + 只# 自由摄食
饮水&
"<#!试药!桂附地黄丸 "浓缩丸$ 购自仲景宛西
制药股份有限公司 "批号 "%’-’,$# 双蒸水完全溶
解# 配制成质量浓度分别为 ’<"’ ’<% =>2M的药
液& 阿利新蓝)核固红染色试剂盒 "武汉赛维尔生
物科技有限公司$( 一抗 BCGJ "苏州睿瀛生物技
术有限公司$# !)73F/E4E’ Q̂a)&!’ G8F7H"’ @/L"
"美国C/00̂4=E304E=./7HE808=:公司$( 二抗山羊抗

兔N=Q "武汉科瑞生物技术有限公司$( AGJ逆转
录试剂盒 "日本 .3a3A3公司$( M=X+’ S0Y2%’ !)
37F4E由上海生工生物工程有限公司合成生产# 引
物序列见表 "&

表 GH引物序列
:)IJGH4+#6%+/%K’%3.%/

基因 正向"+b)&b$ 反向"&b)+b$
B,1+

C)-D%

!E(’6&/

CC.QQQJJJQCJJJCCCQ

C.CC.CC.QC.CC.QQJJQC

.QJCCQJQCQ.QQC.JCJQ

CQQJJ.CQQJJQQCJJQ.C

JCCC.QQCJ.C.Q.J..CJJJQQ

CJQQQJQQJJQJQQJ.QCQ

"<&!仪器!R0FX3CPF超薄切片机 "德国 M/473公
司$( Ĉ)I" 恒温摊烤片一体机 "孝感宏业医用仪
器有限公司$( C‘%" 光学显微镜 "日本 S0:2ZPL
公司$( ")"+a离心机 "德国 ^4=23公司$( VR),&’
微量核酸蛋白分析仪 "美国贝克曼库尔特公司$(
I/X4F4.]-*)D/00.H/X230C:70/X梯度BCA仪 "德国
JZZ04/9 c48L:LF/X2L公司$( Q/E/Q/E4PL凝胶分析
系统 "英国 ^:E=E/公司$( Q/0M8=47#’’ 凝胶成像
系统 "美国柯达公司$&
LH方法
#<"!分组! 造模及给药!取 # 月龄大鼠 "’ 只作为
青年组( 另取 "( 月龄大鼠 &’ 只# 随机分为衰老组
及桂附地黄丸低’ 高剂量组# 每组 "’ 只& 根据药
物说明书上成人每天推荐剂量# 以及人和大鼠体表
面积比值# 换算成大鼠每日给药低剂量为
’<% =>?=# 并以其 % 倍为高剂量# 即 "<* =>?=& 桂
附地黄丸低’ 高剂量组大鼠从 "( 月龄开始灌胃给
药# " 次>9# 每周 * 9# 连续 % 个月# 至 ## 月龄(
青年组’ 衰老组大鼠分别自 #’ "( 月龄开始# 给予
相应剂量生理盐水灌胃# " 次>9# 每周 * 9# 连续 %
个月# 分别至 *’ ## 月龄&
#<#!指标检测
#<#<"!@1染色!各组大鼠腹腔注射 "’!水合氯
醛麻醉后# 钝性分离肠道组织# 取远端回肠组织约
’<+ 72# %!多聚甲醛浸泡 #% H 后# 常规脱水# 石
蜡包埋# 制成厚度 % "2的横断切片# 病理级清洁
载玻片贴片# 烘烤 % H 以上# 脱蜡至水# 常规 @1
染色& 光学显微镜下观察并采集各组回肠病理图
像# 每组选取回肠形态完整的切片 + 张# 每张选取
同一视野排列整齐’ 长度相当的肠绒毛 + 根# 通过
N23=/)BX8B0PL,<’ 软件测量相应数值# 计算绒毛长
度与隐窝深度比值 "I>C$&
#<#<#!阿利新蓝染色!各组回肠组织病理切片#
脱蜡至水# 双蒸水冲洗干净# 根据阿利新蓝)核固
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红染色试剂盒说明书操作步骤染色& 光学显微镜下
观察并采集图像# 每组选取 + 张# 计算其隐窝及绒
毛杯状细胞数量&
#<#<&!免疫组织化学染色!制备各组回肠石蜡切
片# 厚度 % "2# 多聚赖氨酸处理后的防脱载玻片
贴片# *’ d烘箱烘烤 ( H# 常规脱蜡至水# 柠檬酸
盐抗原修复液高压修复 + 24E# 自然冷却至室温#
&!@#S# 于 &, d恒温箱中孵育 "’ 24E# +!牛血清
白蛋白室温封闭 " H# 滴加一抗# % d冰箱中孵育
过夜# 二抗室温孵育 " H# @AB)VJc显色液显色&
光学显微镜下观察并控制显色时间# 苏木素染液复
染 &’ L# 流水冲洗反蓝# "!盐酸乙醇分化# 常规
脱水透明# 封片# 显微镜下采集图像# 通过N23=/)
BX8B0PL*<’ 软件分析&
#<#<%!A.)BCA!根据 AGJ提取试剂盒说明书操
作步骤提取各组回肠组织中总 AGJ# 核酸测定仪
检测其浓度和 F#*’ E2>F#(’ E2# 重复 " 次# 取 # 次测
得结果的平均值作为 AGJ实际浓度# 其中 F#*’ E2>
F#(’ E2控制在 "<( e#<’ 范围以保证所提AGJ质量&
再进行逆转录# BCA扩增# 体系总体积为 #+ "M
)"’<+ "MV1BC水# "#<+ "MBCA ]3LF/X24;
" f#$# 正’ 反向引物各 ’<+ "M# 模板 7VGJ
" "M$( 选择 !)37F4E 作为内参# 扩增条件为 -% d
+ 24E# -% d &’ L# ++ d &’ L# ,# d &’ L#
QS.S## &+ 次# ,# d + 24E# % d低温保存# 扩增
产物经 #!琼脂糖凝胶 "’’ I恒压电泳 &’ 24E# 凝
胶成像仪拍照# 通过 N23=/U软件测定目的基因条
带光密度值# 以其与 !)37F4E 光密度值之比作为统
计量&
#<#<+!统计学分析!通过 ^B̂^ "(<’ 软件进行处
!!!!

理# 数据以 "Gg3$ 表示# 组间比较采用单因素方
差分析 "SE/)[3:JGSIJ$& 以Hh’<’+ 为差异有
统计学意义&
MH结果
&<"!桂附地黄丸对衰老大鼠回肠组织形态学及结
果的影响!图 " 显示# 青年组大鼠回肠绒毛呈指
状# 排列整齐# 隐窝深度适中( 衰老组大鼠回肠绒
毛显著增长# 隐窝明显加深# 结构稍欠整齐( 与衰
老组比较# 桂附地黄丸组大鼠回肠绒毛长度’ 隐窝
深度’ 排布情况等均有所改善& 再通过 N23=/)BX8
B0PL,<’ 软件测量回肠绒毛长度’ 绒毛宽度’ 隐窝
深度# 并计算I>C# 结果见表 ## 可知与青年组比
较# 衰老组大鼠回肠绒毛长度’ 隐窝深度显著增加
"Hh’<’"$# I>C显著减小 "Hh’<’"$( 与衰老
组比较# 桂附地黄丸组大鼠前两者显著降低 "Hh
’<’"$# 后者显著增大 "Hh’<’"$&

图 GH桂附地黄丸对衰老大鼠回肠组织形态学的影响
N#&JGH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"3#(%)(2#/*"6"+O

52"("&, "-)&#3& +)*/

表 LH桂附地黄丸对衰老大鼠回肠黏膜形态学变化的影响 $!P"% #QLR&
:)IJLH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"36"+52"("&#.)(.2)3&%/"-)&#3& +)*/’ #(%)(6’."/) $!P"% #QLR&

组别 剂量>"=/?=i"$ 绒毛长度>"2 绒毛宽度>"2 隐窝深度>"2 I>C
青年组 % *#,<,( g+%<(- ",+<,’ g&#<#& ###<+% g#&<(% #<(+ g’<&(
衰老组 % (-*<-# g&"<%*!! "(,<’% g+,<%, %##<&& g#*<-,!! #<"& g’<"*!!

桂附地黄丸低剂量组 ’<% ,-,<&’ g%,<""jj ",(<*( g#*<#" #,"<(- g#,<-&jj #<-* g’<&+jj

桂附地黄丸高剂量组 "<* ,&%<#& g*"<*,jj "*(<+% g&#<(- #,#<-+ g",<+%jj #<," g’<&%jj

!!注!与青年组比较#!!Hh’<’"(与衰老组比较#jjHh’<’"

&<#!桂附地黄丸对衰老大鼠杯状细胞数量的影
响!图 # 显示# 杯状细胞内富含酸性黏液物质# 经
阿利新蓝染色后呈蓝色小泡状# 分布于回肠隐窝内
及绒毛边缘& 与青年组比较# 衰老组大鼠回肠组织
隐窝’ 绒毛杯状细胞数目显著增加 "Hh’<’"$(
与衰老组比较# 桂附地黄丸组大鼠两者数目显著减

少 "Hh’<’"$&
&<&!桂附地黄丸对衰老大鼠回肠干细胞增殖情况
的影响!图 & 显示# BCGJ阳性表达呈棕黄色# 位
于隐窝内处于分裂期的干细胞胞核& 与青年组比
较# 衰老组大鼠BCGJ表达显著升高 "Hh’<’"$(
与衰老组比较# 桂附地黄丸组大鼠其表达显著降低
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注! 与青年组比较#!!Hh’<’"( 与衰老组比较#jjHh’<’"

图 LH桂附地黄丸对衰老大鼠杯状细胞数量的影响 $ SLTT&
N#&JLH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"3&"I(%*.%((3’6I%+#3)&#3& +)*/$ SLTT&

注! 与青年组比较#!!Hh’<’"( 与衰老组比较#jjHh’<’"

图 MH桂附地黄丸对衰老大鼠4;C7蛋白表达的影响 $ SLTT&
N#&JMH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"34;C75+"*%#3%U5+%//#"3#3)&#3& +)*/$ SLTT&

"Hh’<’"$&
&<%!桂附地黄丸对衰老大鼠回肠干细胞标记物
2AGJ表达情况的影响!图 % 显示# 与青年组比
较# 衰老组大鼠 B,1+’ C)-D% 2AGJ表达显著升高
"Hh’<’"$( 与衰老组比较# 桂附地黄丸组大鼠两
者2AGJ表达显著降低 "Hh’<’"$&
&<+!桂附地黄丸对衰老大鼠回肠组织 DEF>!)73F/)
E4E信号通路相关蛋白表达的影响!图 + 显示#
Q̂a)&!’ !)73F/E4E阳性表达呈棕黄色# 位于隐窝
及绒毛处的肠上皮细胞胞质中& 与青年组比较# 衰
老组大鼠 Q̂a)&!表达显著降低 "Hh’<’"$# !)
73F/E4E表达显著升高 "Hh’<’"$( 与衰老组比较#
桂附地黄丸组大鼠前者表达显著升高 "Hh’<’"$#

后者表达显著降低 "Hh’<’"$&
&<*!桂附地黄丸对衰老大鼠回肠组织 G8F7H 信号
通路相关蛋白表达的影响!图 * 显示# G8F7H"’
@/L" 阳性表达呈棕黄色# G8F7H" 位于隐窝及绒毛
处的肠上皮细胞胞质中# @/L" 位于隐窝处胞核中&
与青年组比较# 衰老组大鼠 G8F7H"’ @/L" 表达显
著降低 "Hh’<’"$( 与衰老组比较# 桂附地黄丸
组大鼠两者表达无显著变化 "Hk’<’+$&
VH讨论

肠道干细胞增殖通过维持自身数量# 并分化形
成各种类型肠上皮细胞来维持肠黏膜再生及损伤后
修复& 绒毛)隐窝轴为肠道结构基础和功能基础#
各种类型肠上皮细胞均由肠道干细胞增殖分化而
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注! 与青年组比较#!!Hh’<’"( 与衰老组比较#jHh’<’+#jjHh’<’"

图 VH桂附地黄丸对衰老大鼠干细胞标记物6$C7表达的影响
N#&JVH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"3/*%6.%((6)+W%+6$C7%U5+%//#"3/#3)&#3& +)*/

注! 与青年组比较#!!Hh’<’"( 与衰老组比较#jjHh’<’"

图 RH桂附地黄丸对衰老大鼠F3*X!O.)*%3#3信号通路相关蛋白表达的影响 $ SVTT&
N#&JRH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"3F3*X!O.)*%3#3/#&3)(#3& 5)*2Y),O+%()*%!5+"*%#3%U5+%//#"3/#3)&#3& +)*/$ SVTT&

来# 绒毛长度’ 隐窝深度’ I>C等形态学指标可
间接反映肠道干细胞增殖分化情况( 杯状细胞为一
种分泌型肠上皮细胞# 由肠道干细胞分化而来# 其
数量多少可反映肠道干细胞分化功能的活跃程度(
BCGJ表达直接反映肠道干细胞增殖情况( M=X+’
S0Y2% 表达可反映处于活跃增殖状态的干细胞数
量& 本实验发现# 衰老大鼠回肠绒毛长度’ 隐窝深
度增加# I>C减小# 杯状细胞增多# BCGJ蛋白表
达和 B,1+’ C)-D% 2AGJ表达提高# 呈现出病理性
增生现象# 干细胞增殖分化功能稳态失衡# 而给予
桂附地黄丸干预后上述情况均明显改善# 表明它可
改善衰老过程中肠道的病理性增生# 维持肠道干细
胞增殖分化功能的稳定性&

DEF>!)73F/E4E’ G8F7H信号通路是 # 个重要的
肠道干细胞微环境信号通路# 两者相互协调是肠道
干细胞增殖分化功能稳态的保证# 其中前者主要维
持增殖# 后者可调节向吸收上皮细胞分化# 从而抑
制向分泌型细胞的分化)"&* & 细胞外基质中的 DEF
配体与细胞膜表面的 _X4ll0/9 蛋白’ 低密度脂蛋白
相关受体MAB+>* 结合# 通过蓬乱蛋白 VW0将信号
传至胞内# 抑制由 JBC’ Q̂a)&!’ J;4E 等组成的
降解复合物活性# 使得 !)73F/E4E 不能被其降解#
而在胞浆中大量积累# 进而发生核转位# 在胞核内
与淋巴增强因子 "M1_$ 或.细胞因子 ".C_$ 结
合# 激活相应靶基因的转录# 从而发挥作用& 研究
显示# 抑制 DEF>!)73F/E4E 信号可导致小鼠肠道干
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注! 与青年组比较#!!Hh’<’"

图 ZH桂附地黄丸对衰老大鼠C"*.2信号通路相关蛋白表达的影响 $ SVTT&
N#&JZH>--%.*/"-0’#-’1#2’)3& 4#((/"3C"*.2/#&3)(#3& 5)*2Y),O+%()*%!5+"*%#3%U5+%//#"3/#3)&#3& +)*/$ SVTT&

细胞增殖减少)"%* ( 在果蝇肠中# 当 DEF靶基因表
达超活化时# 肠道干细胞过度增殖# 肠上皮增
生)"+* & G8F7H信号通过细胞间的接触而发挥作用#
当位于胞膜V/0F3样配体 "V00">V00%$ 与邻近细胞
G8F7H受体 "如G8F7H"$ 胞外结构域结合时# 经过
#分泌酶的蛋白水解反应# 释放其胞内活化片段
"GNCV$# 进入细胞核后通过与转录因子 A\ZK结
合# 启动相应靶基因 "如 @/L"$ 表达( @/L因子
可抑制分泌型细胞分化的关键转录因子JF8H" 的表
达# 从而抑制分泌型细胞分化)"** ( 研究表明# 抑
制G8F7H信号可促进小鼠肠道干细胞向杯状细胞分
化)",* & 本实验发现# 衰老大鼠回肠组织!)73F/E4E’
G8F7H"’ @/L" 表达增加# Q̂a)&!表达减少# 经桂
附地黄丸干预后!)73F/E4E 表达减少# Q̂a)&!表达
增加# G8F7H"’ @/L" 表达无明显变化# 表明衰老
过程中回肠组织DEF>!)73F/E4E信号上调# G8F7H信
号下调# 而桂附地黄丸可逆转前者# 但对后者无影
响# 表明桂附地黄丸调控肠道干细胞分化功能并不
是通过G8F7H信号通路来发挥作用& 研究显示# 肠
上皮细胞 ^4XF"基因敲除衰老小鼠的肠道杯状细胞增
生)"(* ( 课题组前期研究也发现# 衰老鼠肠道的 ^4XF"
蛋白表达减少)"-* # 故推测桂附地黄丸调控肠道干细
胞分化功能的作用靶点可能与 ^4XF"蛋白有关&

然而# 关于哺乳动物小肠由衰老所致变化的研
究存在争议& G303Z3X/99:等)#’*报道# C+,cM>* 老
龄小鼠小肠绒毛增长# 隐窝加深# 杯状细胞数目增
多# 干细胞数目无明显变化但其增殖活动减少#
DEF>!)73F/E4E信号通路下调( 本实验结果也显示#
衰老大鼠回肠绒毛增长# 隐窝加深# 杯状细胞数目
增多# 但回肠干细胞数目增多# 其增殖活动增强#
DEF>!)73F/E4E信号通路上调( 课题组前期)#")##*发
现# 衰老大鼠十二指肠及空肠绒毛缩短# 隐窝变
浅# 杯状细胞数目减少# 干细胞数量及其增殖活动
减少# DEF>!)73F/E4E 信号通路下调# 初步推测衰
老所致肠道不同形态及信号通路变化可能与动物种
属’ 肠段生理功能差异有关# 具体原因仍有待进一
步探索& 桂附地黄丸对衰老大鼠不同肠段形态及微
环境信号通路均有一定改善作用# 提示它可能在维
持肠道稳态方面发挥重要作用&

综上所述# 稳定的肠道干细胞增殖分化稳态是
维持肠道正常运作的保证# 调控其正常增殖分化需
要干细胞微环境 DEF>!)73F/E4E’ G8F7H 信号通路等
共同作用& 本实验结果显示# 桂附地黄丸可改善增
龄过程中回肠病理性增生情况# 恢复肠道干细胞增
殖分化稳态# 其机制可能与抑制过度活跃的 DEF>
!)73F/E4E信号通路有关# 但其对肠道干细胞向杯
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状细胞分化的机制与 G8F7H 信号通路无明显关联#
具体机制有待进一步研究&
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