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促炎因子表达"从而减轻溃疡性结肠炎大鼠以结肠黏膜损伤为主要表现
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溃疡性结肠炎为一种反复发作的肠道慢性非特

异性炎症性疾病!该病具有慢性进展$病程长$反复发

作等特点!目前其发病机制尚未明确!缺乏有效的治

疗方法!被列为难治性疾病之一&
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%溃疡性结肠炎的

发生与免疫反应$氧化应激等密切相关!免疫细胞依

据自身表达的各种模式识别受体感知各种病原微生

物"
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#为胞浆内广泛表
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#最为复杂!具有较好的抗菌及免疫调节功能!在

受
73=7
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刺激后!可与凋亡相关的斑点样蛋

白"
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#形成被称作为+炎症小体,的多聚蛋白复

合物!并将无活性的白细胞介素
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#等促炎因

子的前体加工剪切成有生物活性的成熟体!促进炎性

反应!而活性氧自由基"
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#是氧化应激的分子基

础!还原型辅酶
%

氧化酶"
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#可促进
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的生

成&
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'的研究结果显示!清肠合剂"芒硝$厚

朴$大黄等#可通过降低
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水

平而减轻炎性反应!继而防治腹部手术后肠组织部粘

连!可见中药在减轻
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炎症小体等介导的肠道

炎性反应中可能发挥一定作用%溃疡宁为黄芪$党

参$当归$茯苓$赤芍等组成的中药方剂!具有健脾和

健胃功效!但目前在溃疡性结肠炎中应用尚未涉

及&

#
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%因此!笔者开展实验研究!分析溃疡宁抑制黏

膜组织还原型辅酶
%
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活性氧簇
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样受体
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#炎症小体信号通路影响

溃疡性结肠炎大鼠炎症的机制%
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材料与方法
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分光光度计"美国
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公司#-

78J*!!"

荧光定量
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X
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)+B:

蒸馏水中!

配制成
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溶液-
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测试试剂盒购自南京建成生物

工程研究所-

5d\/

活性测定中应用的还原型辅酶
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#由北京博润莱特科技有限公司提供-酶联

免疫吸附试验"
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#试剂盒购自美国
2Q

公司!批

号
!"&("1
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试剂购自
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公司-溃疡宁煎剂组

成(由河北大学第一附属医院药剂科提供!主要由黄

芪$党参$当归$茯苓$赤芍组成%
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将
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只大鼠随机分为空白组$模型

组$溃疡宁组!每组各
&+

只%
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!

造模$给药及取样
!

除空白组外!模型组$溃疡

宁组均给予
+4Q@@

水溶液代替饮用水
&

周!隔天更换

新鲜
Q@@

溶液!造模开始后第
'

天各组随机处死
&

只

大鼠!剖腹!观察结肠组织大体形态!后取直乙交界处结

肠组织病检"

ON

染色#!以明确是否造模成功!本研究

中均造模成功%第
!

周开始!空白组$模型组每天给予

蒸馏水
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!溃疡宁组每天以溃疡宁煎剂
&"
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*
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#灌胃!均每日
&

次%结肠黏膜组织取样(麻醉处

理大鼠!剪取肛门至回盲部整段结肠!沿肠系膜边缘纵

向剖开!清理内容物!并以预冷生理盐水冲洗%

$$Q

!

观察指标

$$Q$$
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表达水平

测定
!

以荧光定量
7J2

法检测结肠黏膜组织
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的
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表达水平%测定方

法(以
826UEF

裂解结肠黏膜组织!氯仿抽提!异丙醇

沉淀!

1+4

乙醇洗涤!以
QN7J

水溶解!后应用分光光

度计测定总
253

水平与纯度!

SQ53

合成$

7J2

扩增

具体步骤依据
8;V;2;

试剂盒说明书进行%

$$Q$%

!

2d@

水平及
5d\/

活性测定
!

应用鲁米诺

化学发光法检测结肠黏膜组织的
2d@

水平!严格按

照
2d@

检测试剂盒说明书进行操作-

5d\/

活性测

定(应用胰酶 "

K.<SE

#消化结肠黏膜组织!

# a

$

!+""̀

X

离 心
+ B.0

!后 以
7[@

悬浮!加入
!+"

*

BEF

)

:53Q7O

孵育!

+B.0

后测定
(#"0B

波长的

吸光度!通过吸光率的减少测定
53Q7O

消耗量!检

测结肠组织
2d@

生成及
Q76

"

5d\/

抑制剂#抑制后

的
53Q7O

消耗率分析
5d\/

活性!为分析
5d\/

活

性在测定前加入
&"

*

BEF

)

:Q76

!同时以等量细胞加

入十二烷基硫酸钠"

@Q@

#溶液!浓缩蛋白后用
:EWC

T

*

&(!!

*
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/EFM9.E0

测定!记录
Q76

抑制后的
53Q7O

消耗量及

5d\

活性!

53Q7O

消耗总量的吸收系数(

,$!!B:

)

"

BEF

*

SB

#!

5d\/

活性单位以
A

BEF53Q7O

*

B.0

P&

*

B

X

P&表示%

$$Q$&

!

病理组织观察及
O@

评分
!

病理组织观察(

截取中段结肠
"$+SB

!以
#4

甲醛固定!后常规石蜡

包埋$切片!厚度
+

*

B

!行
ON

染色!在光镜下观察黏

膜完整性$黏膜内炎症细胞浸润及肠腺体改变%

O@

评分(包括黏膜损伤程度$病变范围两部分%黏膜损

伤程度(

"

分为无黏膜损伤!

&

分为接近基膜
&

)

(

的隐

窝丢失!

!

分为接近基膜
!

)

(

的隐窝丢失!

(

分为隐窝

全部丢失!上皮细胞完整覆盖-病变范围(

"

分为无病

变!

&

分为局灶性病变!

!

分为病变大约累及
&

)

(

黏

膜!

(

分为病变大约累及
!

)

(

黏膜!

#

分为病变累及全

部黏膜组织%

O@

评分为黏膜损伤程度评分$病变范

围评分的乘积%

$$Q$'

!

血清
6:*&

#

$肿瘤坏死因子
)

"

85L*

)

#水平测定

!

取结肠组织!切成"

!

"

(

#

BB &̀BB &̀BB

小块!放

入组织匀浆器!加入适量
7[@

!冰上研磨后!

#a

$

&!"""̀

X

离心
&+B.0

!取上清液分装!保存于
P'"a

!

后采用
N:6@3

试验测定
6:*&

#

$

85L*

)

水平%

$$R

!

统计学处理
!

采用
@7@@&)$"

软件处理数据!计

数资料以率"

4

#表示!采用
!

! 检验!计量资料以
Jc=

表示!采用
7

检验!多组间资料比较采用重复测量数据

的方差分析!

9

%

"$"+

为差异有统计学意义%

%

!

结
!!

果

%$$

!

(

组
5:27(

$

3@J

$

S;/

A

;/>*&

的
B253

表达水

平比较
!

溃疡宁组
5:27(

$

3@J

$

S;/

A

;/>*&

的
B2*

53

表达水平高于空白组"

9

%

"$"+

#!低于模型组

"

9

%

"$"+

#!空白组$模型组上述指标对比差异也有统

计学意义"

9

%

"$"+

#%见表
&

%

表
&

!!

5:27(

#

3@J

#

S;/

A

;/>*&

的
B253

表达

!!!

水平比较$

Jc=

%

组别
' 5:27( 3@J S;/

A

;/>*&

空白组
&+ "$&'c"$"( "$!+c"$"# "$!+c"$"(

模型组
&+ "$)&c"$&!

"

"$)1c"$&#

"

"$)'c"$&&

"

溃疡宁组
&+ "$1&c"$")

"#

"$#,c"$"'

"#

"$+)c"$",

"#

G 1$)&1 &#$+1' )$('1

9

%

"$"+

%

"$"&

%

"$"&

!!

注(与空白组比较!

"

9

%

"$"+

-与模型组比较!

#

9

%

"$"+

图
&

!!

(

组
2d@

水平及
5d\/

活性

%$%

!

(

组
2d@

水平及
5d\/

活性比较
!

溃疡宁组

2d@

水平及
5d\/

活性高于空白组"

9

%

"$"+

#!低于

模型组"

9

%

"$"+

#!空白组$模型组上述指标对比差异

也有统计学意义"

9

%

"$"+

#%见图
&

%

%$&

!

(

组结肠组织病理学改变
!

见图
!

%

!!

注(

3

表示空白组-

[

表示模型组-

J

表示溃疡宁组

图
!

!!

(

组大鼠结肠组织
ON

染色$

&̀""

%

%$'

!

(

组
O@

评分及血清
6:*&

#

$

85L*

)

水平比较
!

溃疡宁组
O@

评分及血清
6:*&

#

$

85L*

)

低于模型组

"

9

%

"$"+

#!高于空白组"

9

%

"$"+

#!模型组$空白组

上述指标对比差异也有统计学意义"

9

%

"$"+

#%见

表
!

%

表
!

!!

(

组
O@

评分及血清
6:*&

#

#

85L*

)

!!!

水平比较$

Jc=

%

组别
' O@

评分"分#

6:*&

#

"

AX

)

:

#

85L*

)

"

AX

)

:

#

空白组
&+ "$))c"$&! +"$()c+$,# +#$#&c,$&(

模型组
&+

'$&+c&$&&

"

1,$&+c'$!#

"

1)$&'c)$&&

"

溃疡宁组
&+

#$!&c"$+)

"#

1"$#+c'$&)

"#

,&$++c,$!#

"#

G '$)&1 )$+1' &'$('1

9

%

"$"+

%

"$"&

%

"$"&

!!

注(与空白组比较!

"

9

%

"$"+

-与模型组比较!

#

9

%

"$"+

&

!

讨
!!

论

!!

炎症性溃疡为一种病因不明$以胃肠道炎症破坏

并出现溃疡灶为主的疾病!其中溃疡性结肠炎为主要

类型!现代医学认为溃疡性结肠炎是遗传$免疫$环境

及肠道菌群失调)错位等多因素共同作用的结果!其

中免疫功能障碍被认为是重要致病因素之一!因此!

分析溃疡性结肠炎的免疫反应机制!并寻找一种高

效!且不良反应小$可长期用于溃疡性结肠炎患者维

持缓解性治疗的药物已迫在眉睫&

+

'

%炎性反应是机

体应对各种内部"或外部#外来刺激所发生的一种具

有保护性免疫反应!而近年来
5:27(

炎症小体在溃

疡性结肠炎中的作用逐渐受到关注!

5:27(

基因位

于染色体
&

Y

##

!包含
)

个外显子编码区!其蛋白产物

主要表达在中性粒细胞$单核细胞等的细胞质内!

5:*

27(

与衔接分子
3@J

及
A

CES;/

A

;/>*&

组装成一个相

对分子质量约
1""VM

的大分子多蛋白复合体!即
5:*

27(

炎症小体!可将无活性的
A

CES;/

A

;/>*&

转化为有

活性的
S;/

A

;/>*&

!活性
S;/

A

;/>*&

又可将
6:*&

#

前体

转化为有活性的
6:*&

#

!诱发炎性反应&

,

'

%氧化应激

也被认为是溃疡性结肠炎的主要病理机制!

2d@

自由

基为氧化应激的分子基础!溃疡性结肠炎伴有
2d@

的升高!且
2d@

的变化与溃疡性结肠炎始发及进展

密切相关!而胃肠失调患者肠道定居的中性粒细胞$

巨噬细胞的
5d\/

可促进
2d@

的生成!氧化应激又

能进一步激活炎性反应!释放促炎因子&

1

'

%因而认为

溃疡性结肠炎的发病机制可能是通过
5d\/

活化产

生大量
2d@

!激活
5:27(

炎症小体!继而释放
6:*

*

!(!!

*
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&

#

$

85L*

)

等炎症因子!促进炎性反应进展&

'*)

'

%中医

认为溃疡性结肠炎属于+泄泻,+休息痢,+久痢,范畴!

主要采用健脾和健胃$理气化痰$增强抵御等方法进

行治疗%魏丹丹等&

&"

'的研究发现!黄连根部提取的免

疫 调 节 活 性 物 香 草 乙 酮 可 通 过
5d\/*2d@*

A

('=37̂

信号通路缓解
Q@@

诱发溃疡性结肠炎小

鼠的炎性反应-郑健豪等&

&&

'的研究结果显示!雷公藤

多苷通过
5d\/*2d@*5:27(

炎症小体信号通路!降

低
6:*&

)

$

85L*

)

等促炎因子的表达!继而抑制结肠炎

症!且中性粒细胞可能是这种保护作用的主要炎性细

胞%可见中药材中提取的抗炎活性成分可能对溃疡

性结肠炎大鼠的炎性反应有抑制预防作用%中药方

剂溃疡宁主要由黄芪$党参$当归$茯苓$赤芍等组成!

具有健脾和健胃功效&

&!

'

%关于中药!黄芪$当归等药

味对溃疡性结肠炎小鼠
5:27(

炎症小体的研究临床

已有多项报道!罗书等&

&(

'的研究结果发现!中药补中

益气丸"黄芪$白术$陈皮$升麻等#可明显抑制
Q@@

诱

导的溃疡性结肠炎小鼠
3@J

$

S;/

A

;/>*&

的
B253

表

达!阻断
5:27(

炎性装配!而起到预防作用-

f35K

等&

&#

'的研究结果显示!传统方剂当归补血汤"当归$黄

芪#可抑制输尿管梗阻大鼠肾脏
5:27(

)

S;/

A

;/>*&

)

6:*&

#

通路而减少炎性因子产生!减轻炎性细胞浸润!

拮抗肾纤维化!但目前在动物水平上关于溃疡宁对溃

疡性结肠炎大鼠炎症的影响研究未见报道%因而本

文展开关于溃疡宁抑制溃疡性结肠炎大鼠炎症的动

物实验研究探讨!结果显示!

(

组在灌胃后!

5:27(

$

3@J

$

S;/

A

;/>*&

的
B253

表达水平依次为(空白组
%

溃疡宁组
%

模型组!此外溃疡宁组结肠组织
2d@

水

平及
5d\/

活性$

O@

评分也高于空白组!低于模型

组!空白组$模型组上述指标比较差异也有统计学意

义"

9

%

"$"+

#!初步证实了中药溃疡宁可能通过抑制

溃疡性结肠炎大鼠
5d\/*2d@*5:27(

炎症小体信

号通路而发挥抗炎作用%本次研究结果显示!溃疡宁

组灌胃后!血清
6:*&

#

$

85L*

)

明显低于模型组!高于

空白组!因此!推测溃疡宁可能经
5d\/*2d@*5:27(

炎症小体信号通路!抑制
6:*&

#

$

85L*

)

等炎症因子释

放!而减轻炎性反应!早期也有研究报道黄芪中有效

成分在
5:27(

炎症小体中有一定作用!

gOd_

等&

&+

'

的研究结果认为!黄芪的有效成分黄芪甲苷有抗炎作

用!可抑制单侧输卵管梗阻小鼠肾脏
8:2#

)

5L*

+

[

信号转导途径!减少炎性细胞浸润及促炎因子产生!

继而减轻肾间质纤维化进程-张露&

&,

'的研究结果显

示!黄芪中有效成分黄芪甲苷可通过抑制
5:27(

炎

症小体的活化部分阻断高糖腹膜透析液诱导的腹膜

间皮细胞转分化%因此!中药溃疡宁中发挥抗溃疡性

结肠炎炎症作用的成分可能是中药黄芪中的有效成

分黄芪甲苷!而关于党参$当归$茯苓$赤芍的有效成

分是否参与这一抗炎过程尚需进一步研究%

'

!

结
!!

论

!!

溃疡宁可通过
5d\/*2d@*5:27(

炎症小体信

号通路抑制
6:*&

#

$

85L*

)

等炎症因子释放!继而减轻

溃疡性结肠炎大鼠炎性反应!进一步挖掘信号转导通

路的关键分子及干预防治溃疡性结肠炎病情发展作

用的最适剂量!为临床运用溃疡宁治疗溃疡性结肠炎

提供实验依据是研究新方向%
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