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摘要!探讨核桃油!i #̂对葡聚糖硫酸钠!_==#诱导的小鼠结肠炎的保护作用$ 将昆明种小鼠随

机分为 A 组"即正常对照组!Q6G#&_==组&_== >i^组和i^组"检测小鼠血清促炎因子&结肠组

织抗氧化酶活性和]6S样受体蛋白#0!]BhN0#及相关 (h]@的转录水平$ 结果表明(与 Q6G 组

相比"_==组小鼠血清白细胞介素 %

'

!CB#%

'

#和 CB#3 含量"结肠 -D+$0&半胱氨酸蛋白酶 #%

!(.58.5/#%#和CD #%

"

(h]@转录水平及]BhN0 蛋白表达水平极显著增高!8k"4"%#"结肠超氧

化物岐化酶!= _̂#&谷胱甘肽过氧化物酶!K=P#NV#和过氧化氢酶!Q@<#活性极显著下降!8k

"a"%#'与_==组相比"_== >i^组血清 CB#%

'

和 CB#3 含量&结肠 -D+$0 和 (.58.5/#% (h]@

转录水平及]BhN0 蛋白表达水平极显著降低!8k"4"%#"结肠 = _̂&K=P#NV和 Q@<活性极显著

增强!8k"a"%#$ 核桃油通过增强结肠的抗氧化能力"并可能通过抑制 ]BhN0 炎性小体通路基因

的转录水平"降低相关炎性因子的表达水平"对_==诱导的小鼠结肠炎发挥保护作用$

关键词!核桃油'葡聚糖硫酸钠'结肠炎']6S样受体蛋白#0'炎性因子'保护作用
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F/H-+IHHM6R/S IM)I' 56(U)F/S R*IM Q6G :F6-U' IM/56GI/GIH6JH/F-(CB#%

'

)GS CB#3' IF)GH5F*UI*6G

+/O/+H6J-D+$0' (.58.5/#% )GS CD #%

"

(h]@)GS ]BhN0 UF6I/*G /VUF/HH*6G +/O/+*G 56+6G 6J_==

:F6-U H*:G*J*5)GI+.*G5F/)H/S #8k"4"%$' )GS )5I*O*I*/H6JH-U/F6V*S/S*H(-I)H/# = _̂$' :+-I)IM*6G/
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R*IM _== :F6-U' IM/56GI/GIH6JH/F-(CB#%

'

)GS CB#3' IF)GH5F*UI*6G +/O/+H6J-D+$0 )GS (.58.5/#

% (h]@)GS ]BhN0 UF6I/*G /VUF/HH*6G +/O/+*G 56+6G 6J_== >i^:F6-U H*:G*J*5)GI+.S/5F/)H/S #8k
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国传统的医食两用佳品'具有较高的营养和商业价

值*%+

% 我国已成为世界上最大的核桃种植国家'核

桃种植主要分布在云南省"新疆维吾尔自治区"河北

省"陕西省*!+

% 诸多研究表明'核桃油含有多种营

养成分'具有抗氧化"抗炎"预防心血管疾病"健脑等

功效*0 #Z+

%

肠道是机体营养消化吸收的最大场所'然而肠

道易受环境"饮食"药物等因素的影响引发炎

症*3 #1+

% 其中' 炎症性肠病 # CGJ+)(()I6F.T6R/+

S*H/)H/'Cd_$是一种慢性非特异性肠道炎症性疾

病'其发病机制尚未完全清楚'可能与肠道氧化应

激"黏膜免疫"炎性因子"肠道菌群等变化密切相

关*Y #$+

% 近年来'炎症性肠病已成为全球高发疾病'

严重影响人类的健康% 从天然产物中提取安全"低

毒或无副作用的功能性成分用于炎症性肠病的治疗

已成为目前的研究热点*%" #%%+

%

葡聚糖硫酸钠#_/VIF)G H-+J)I/H6S*-('_==$是

构建小鼠炎症性肠病动物模型的常用方法之一'通

过间断灌胃 _== 可诱导结肠炎症*%! #%0+

% ]6S 样受

体蛋白 #0 #]6S #+*W/F/5/UI6FU.F*G S6()*G 0'

]BhN0$是多种蛋白质组成的蛋白复合体'其形成可

活化半胱氨酸蛋白酶 #% # Q.HI/*G/#)HU)FI*5

UF6I/)H/H#%'Q)HU)H/#%$以诱导白细胞介素 %

'

#CGI/F+/-W*G #%

'

'CB#%

'

$"CB#3 等炎性介质的成

熟和分泌'促进炎症反应的发生*%A+

% 已有研究表

明'核桃油可以通过恢复肠道屏障功能减轻 _== 诱

导的小鼠结肠炎症*%Z+

% 然而'核桃油对_==诱导的

小鼠结肠中]BhN0 炎性小体相关通路的影响尚不

清楚% 因此'本研究利用 _== 建立小鼠结肠损伤模

型'通过检测抗氧化酶活性"炎性因子含量"]BhN0

炎性小体相关(h]@转录水平等指标变化'评价核

桃油对小鼠肠道损伤的保护作用'以期为核桃油在

机体肠道健康及疾病的预防治疗提供新的思路%

=>材料与方法

%4%?实验材料

%4%4%?实验动物及试剂

昆明种雄性小鼠'Z 周龄'#!! j!$:'购买于昆

明医科大学'许可证号为 =Qe\#滇$\!"%Z #"""!%

普通维持饲料'购买于北京科奥协力饲料有限公司'

许可证号为 =Qe\#京$!"%Y #"3"10% 饲养条件(温

度为#!Z j!$b'湿度为#AZ jZ$;'%! M 日光灯明

暗交替循环'自由进食和饮水'适应性饲养 1 S%

核桃仁'由云南省林业和草原科学院经济林木

研究所提供'经全自动液压榨油机低温压榨#压力

AY XN)'室温$获得核桃油'灌装于棕色玻璃瓶中'

Ab低温保存%

X6-H/CB#%

'

和 CB#3 &BC=@检测试剂盒'上

海生工生物工程技术服务有限公司!超氧化物歧化

酶#= _̂$"谷胱甘肽过氧化物酶#K=P#NV$"过氧

化氢酶#Q@<$和丙二醛#X_@$试剂盒'南京建成生

物科技有限公司!<F*96+"5_]@反转录试剂盒"=gdh

:F//G试剂盒'大连宝生物工程有限公司!_=='上海

生工生物工程技术服务有限公司!f+IF)=/GH*I*O/

<X

HN

免疫组化试剂盒'福州迈新生物技术开发有限公司!

]BhN0 兔多克隆抗体试剂盒'上海爱必信生物科技

有限公司%

%4%4!?仪器与设备

@++/:F)3Ah超速冷冻离心机'美国 d&Q\X@]!

&BVY""

<X酶标仪'美国dĈ<&\!hX!%0Z石蜡切片机'

德国 B&CQ@!deA0E正置显微镜'日本 B̂gXNf=!

QEe$3<6-5M荧光定量NQh仪'美国dĈ #h@_%

%4!?实验方法

%4!4%?动物分组与给药

将 A" 只昆明种小鼠随机为 A 组'即对照组

#Q6G$"_==模型组#_==$"_== >核桃油组#_== >

i $̂和核桃油组#i $̂'每组 %" 只% 其中 _== >

i^组和 i^组灌胃核桃油 !4Z (B7#W:1S$'Q6G

和_==组灌胃同剂量的生理盐水'连续灌胃 !1 S%

期间'%Z S 时'_== 组和 _== >i^组通过间断饮用

0;_==#溶于蒸馏水'饮用_== 0 S'间隔 ! S'循环 0

次$诱导小鼠产生结肠炎% !Y S 时对各组小鼠摘眼

球取血并分离血清'小鼠脱臼处死后'迅速解剖取出

结肠组织'进行后续实验% 所有程序遵循中国小动

物保护协会的要求%

%4!4!?肠道组织 = _̂"K=P#NV"Q@<活性和 X_@

含量检测

称取各组小鼠结肠组织 "4Z :于玻璃匀浆管

内'加入 A4Z (B生理盐水'研磨至组织匀浆化'得到

质量分数 %";的匀浆% 根据 = _̂"K=P#NV"Q@<

和X_@试剂盒说明书进行检测%

%4!40?血清CB#%

'

和CB#3 含量检测

对各组小鼠摘眼球采血'0 Z"" F7(*G 离心获得

血清' #!"b保存备用% 根据X6-H/CB#%

'

和CB#

3 &BC=@检测试剂盒说明书进行检测%

%4!4A?肠道组织 -D+$0"(.58.5/#% 和 CD #%

"

(h]@相对表达检测

-D+$0"(.58.5/#% 和 CD #%

"

基因引物序列如

表 % 所示'由北京擎科新业生物技术有限公司合成%

根据 h]@提取说明书提取结肠组织 h]@'并检测
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F)

!3"

7F)

!Y"

值% 根据5_]@反转录试剂盒说明书反

转录成 5_]@' #!"b保存备用% 荧光定量 NQh仪

检测各组结肠组织中 -D+$0"(.58.5/#% 和 CD #%

"

(h]@相对表达量% 反应体系为(=gdh%"

"

B"引物

各 %

"

B"5_]@模板 !

"

B"SSP

!

^3

"

B% 反应条件为

$Zb预变性 0" H'$Zb变性 %" H'E(退火 !" H'A" u

循环% 采用 !

#

((

(=法计算(h]@的相对表达量%

表 =>引物序列

基因 方向 序列#Zt#0t$

-D+$0

E @<<@QQQKQQQK@Q@@<@KK

h Q@<K@K<Q@KQ<@KKQ<@K@@

(.58.5/#%

E <@KQ@K@K<QK<@@K@Q@<K

h KKKKQ<<Q<<<K@@KKQ@Q@<

CD #%

"

E <KQ@<KQ<Q<QKQ<@KK@Q@K

h <@K<KK<KK<QKK@K@<<

%4!4Z?肠道组织]BhN0 蛋白免疫组化检测

取各组小鼠结肠组织 "4Z 5(于 A;多聚甲醛

中固定'经酒精脱水和石蜡包埋后用石蜡切片机进

行切片'厚度 Z

"

(% 根据免疫组化试剂盒说明书进

行染色'用]BhN0 兔多克隆抗体#%o!""$室温孵育

% M'加入二抗 C:K'放置 %Z (*G'_@d复染细胞核'

树胶封片% 组织学观察采用 A"" 倍放大'每张切片

连续观察 Z 个视野'采用 C():/UF6#N+-H34" 软件

#X/S*)Q.T/FG/I*5H' =*+O/F=UF*G:' X_' f=@$统计

各组]BhNN0 蛋白的表达面积%

%4!43?核桃油相关指标检测

依据Kd7<!!0!1&!"%$/核桃油0中规定的检

测方法分别进行折光指数"酸值"碘值"脂肪酸组成

检测!过氧化值依据KdZ""$4!!1&!"%3 进行检测!

多酚依据 B=7<3%%$&!"%1 进行检测!角鲨烯依据

B=7<3%!"&!"%1 进行检测!

"

#谷甾醇依据 Kd7<

!Z!!0&!"%" 进行检测!胡萝卜素依据 KdZ""$4

Y0&!"%3 进行检测!

(

#生育酚依据 Kd7<!330Z&

!"%% 进行检测%

%4!41?统计与分析

实验数据以-平均值j标准差#Jj5$.表示'采

用 =N== !04" 统计软件的 @]̂ @̀程序进行单因素

方差分析% 采用邓肯氏法#_-G5)G$进行多重比较

检验'8k"4"Z 表示差异显著'8k"4"% 表示差异极

显著%

?>结果与分析

!4%?核桃油对小鼠结肠组织抗氧化酶活性的影响

生物机体抗氧化酶系统中 = _̂"K=P#NV和

Q@<的活力高低间接反映了机体清除自由基能力

及抗氧化能力的强弱*%3 #%1+

% _==进入肠道后'会降

低抗氧化酶活性'增加自由基从而加剧氧化应激诱

发结肠炎症% 核桃油对小鼠结肠 = _̂"K=P#NV"

Q@<活性和X_@含量的影响见图 %%

?注(不同大写字母表示差异极显著#8k"4"%$!不同小写

字母表示差异显著#8k"4"Z$% 下同

图 =>核桃油对小鼠结肠K"!(MKQCI;(:$L活性

和O!$含量的影响

??由图 % 可知'与Q6G组相比'_==组小鼠结肠组

织 = _̂"K=P#NV和 Q@<的活性极显著下降#8k

"a"%$'而 X_@含量极显著升高#8k"4"%$'提示

_==能显著降低肠道抗氧化能力% 与 _== 组相比'

_== >i^组小鼠结肠组织 = _̂"K=P#NV和 Q@<

的活性极显著增加#8k"4"%$'而 X_@含量极显著

降低#8k"4"%$'表明核桃油具有显著抗氧化作用'

能提高 _== 诱导炎症结肠的抗氧化能力% 这与前

人研究结果相似'LM)6等*%Y+研究表明食用核桃油

可增加机体内 = _̂"K=P#NV等抗氧化酶活性'减

轻机体氧化应激%
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!4!?核桃油对小鼠血清 CB#%

'

和 CB#3 含量的

影响

氧化应激可以激活]BhN0炎性小体的组装和活

性'诱导炎性因子CB#%

'

和CB#3 的表达*%$+

% 核桃

油对小鼠血清CB#%

'

和CB#3含量的影响见图 !%

图 ?>核桃油对小鼠血清#SC=

!

和#SCG 含量的影响

??由图 ! 可知'与Q6G组相比'_==组小鼠血清炎

性因子 CB#%

'

和 CB#3 含量极显著升高 #8k

"a"%$% 与_==组相比'_== >i^组小鼠血清 CB#

%

'

和CB#3 含量极显著下降#8k"4"%$'表明核桃

油能降低_==诱导的小鼠血清炎性因子的水平'对

细胞炎性因子的表达具有抑制作用%

!40?核桃油对小鼠结肠]BhN0 炎性小体相关因子

(h]@的影响

小鼠结肠组织中 -D+$0"(.58.5/#% 和 CD #%

"

(h]@的转录水平见图 0%

图 @>小鼠结肠组织中)!*+@(,-'.-'%C= 和

/!C=

!

4\U$的相对表达量

??由图 0 可知'与Q6G组相比'_==组极显著上调

肠道结肠组织中]BhN0 炎性小体相关因子-D+$0"

(.58.5/#% 和 CD #%

"

(h]@的相对表达量 #8k

"a"%$% 与 _== 组相比'_== >i^组结肠组织中

-D+$0 和 (.58.5/#% (h]@的相对表达量极显著

降低#8k"4"%$'CD #%

"

(h]@的相对表达量显著

降低#8k"4"Z$% i^组与 Q6G 组相比无显著差异

#8l"4"Z$% 说明核桃油可以抑制_== 诱导的小鼠

结肠]BhN0 炎性小体相关因子(h]@的转录水平%

!4A?核桃油对小鼠结肠]BhN0 蛋白表达的影响

为进一步验证核桃油对 _== 诱导的小鼠结肠

组织中]BhN0 蛋白的影响'采用免疫组化方法检测

了各组小鼠结肠中]BhN0 蛋白水平'结果见图 A%

图 A>小鼠结肠US\I@ 免疫组化$$%及表达检测$T%结果

??由图 A#@$可知(与 Q6G 组相比'_== 组小鼠结

肠组织中]BhN0 蛋白阳性表达明显增多'与_==组

相比'_== >i^组 ]BhN0 蛋白阳性表达减少% 由

图 A#d$可知(与 Q6G 组相比'_== 组小鼠结肠组织

中]BhN0 蛋白表达面积极显著增高#8k"4"%$!与

_==组相比'_== >i^组 ]BhN0 蛋白表达面积极

显著下降#8k"4"%$!i^组与Q6G组相比无显著差

异#8l"4"Z$%

!4Z?核桃油相关理化指标&脂肪酸组成及微量成分

含量!见表 !#

由表 !可知'核桃油脂肪酸组成主要以油酸"亚

油酸和
!

#亚麻酸为主'不饱和脂肪酸含量高达 $";

以上% 核桃油微量成分主要以胡萝卜素"多酚"

"

#

谷甾醇"角鲨烯和
(

#生育酚为主% 核桃油具有良好

的脂肪酸结构'摄入 7 #0"7 #3较高比值的多不饱和

脂肪酸对炎症性肠病具有明显的预防作用% 其作用

机制可能是通过调控机体肠道菌群组成及多样性水

平相关'增加肠道柔嫩梭菌属#,./6.01@.6=/419!$"罗

氏菌属#+25/@941.$和梭菌属#(025=41>19!$的相对丰

度'这 0 类菌可以产生丁酸盐'而丁酸作为一种短链

脂肪酸具有抗炎和免疫调节的功能*!"+

% 此外'核桃

油中多酚类化合物主要为鞣质"黄酮类和酚酸成分'

Z1
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经肠道微生物菌群代谢生成尿石素 @和尿石素 d'

尿石素在机体内可抑制相关炎性因子的表达减轻炎

症反应'如 ]E#

)

d"诱导型 *]̂ ="<]E#

*

"CB#

%

'

等*!% #!!+

%

表 ?>核桃油理化指标(脂肪酸组成及微量成分含量

项目 指标

理化指标

?折光指数#7

!"

_

$

%4AY j"4"0"

?酸值#\̂ P$7#(:7:$ "4Z" j"4"%"

?过氧化值7#((6+7W:$ %41" j"4"3"

?碘值#C$7#:7%"" :$ %Z04"" j%343!

脂肪酸组成7;

?棕榈酸#Q%3o"$ Z43! j"4!3"

?硬脂酸#Q%Yo"$ !4$Z j"4"Y"

?油酸#Q%Yo%$ %3433 j%4A0"

?亚油酸#Q%Yo!$ 3A4%$ jZ40!"

?

!

#亚麻酸#Q%Yo0$ %"4A" j"4$A"

微量成分

?多酚7#(:7W:$ YY4!$ j34"A"

?

"

#谷甾醇7#(:7W:$ %Z4A0 j"433"

?角鲨烯7#(:7W:$ %04Z3 j"4Z0"

?胡萝卜素7; "4AA j"4"!"

?

(

#生育酚7#(:7W:$ 0Z04"" j!Y4"Z

@>结>论

本研究采用葡聚糖硫酸钠致使小鼠结肠抗氧化

能力减弱']BhN0 炎性小体相关表达水平增加'说

明通过间断灌胃葡聚糖硫酸钠可诱导小鼠产生结肠

炎症% 通过核桃油灌胃后'显著降低了小鼠血清

CB#%

'

和 CB#3 含量'结肠 -D+$0"(.58.5/#% 和

CD #%

"

(h]@转录水平及]BhN0 蛋白表达水平'并

能增强结肠中 = _̂"K=P#NV"Q@<活性'对葡聚糖

硫酸钠诱导的小鼠结肠炎发挥保护作用% 核桃油对

炎症性肠病具有潜在的疗效'但其在肠道炎症中确

切作用机制仍需进一步探索%
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