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实验研究

益气解毒方对溃疡性结肠炎大鼠线粒体结构

与炎性反应因子的相关性影响

林　燕　李文静　常孟然　赵程博文
（北京中医药大学，北京，１０００２９）

摘要　目的：观察溃疡性结肠炎（ＵｌｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）大鼠结肠线粒体结构损伤与炎性反应因子表达之间的相关性，分析
益气解毒方在ＵＣ急、慢性期２个时期的临床疗效，探讨益气解毒方对不同时期的结肠炎性反应因子与线粒体结构的调节
作用。方法：采用家兔结肠黏膜组织致敏加ＴＮＢＳ乙醇灌肠的免疫复合法造模，将１００只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成正常组、模
型组、益气解毒组和美沙拉嗪组，分别于造模后第１天、给药后第２周末、给药后第６周末３个时间点取材，观察电镜下大
鼠结肠黏膜上皮细胞的超微结构，进行结肠线粒体Ｆｌａｍｅｎｇ评分，采用免疫组织化学法测定结肠黏膜ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１的表
达水平。结果：大鼠结肠黏膜细胞超微结构的损伤持续存在于 ＵＣ急性期与慢性期的整个病程中，线粒体的损伤更为严
重持久。结肠黏膜的ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１表达显著升高，随着病情的进展这２个指标均有所下降，但至慢性期仍然显著高于
正常对照组。ＵＣ整个病变过程中，线粒体的损伤与结肠黏膜ＴＮＦα的表达基本同步。美沙拉嗪对急性期线粒体有一定
的修复作用，但远期疗效不佳，慢性期其线粒体结构恢复不明显。益气解毒方可持续修复受损的线粒体，效果明显优于美

沙拉嗪，至慢性期线粒体结构基本接近正常水平。在调节 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１方面，急性期美沙拉嗪下调的幅度要大于益气
解毒方。至慢性期益气解毒方后来居上，其下调幅度明显大于美沙拉嗪，更接近正常值。结论：慢性期线粒体结构损伤与

炎性反应因子ＴＮＦα的持续高表达具有相关性，可能是引起ＵＣ复发与结肠黏膜损伤的潜在因素。美沙拉嗪可快速地控
制炎性反应的急性发作，益气解毒方则对持续的慢性炎性反应有更好的抑制作用，特别是能够持续修复受损的线粒体，对

慢性期抗复发更具疗效与优势。
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　　溃疡性结肠炎（ＵｌｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是以结肠
黏膜溃疡和慢性炎性反应为主要病理特点的自身免

疫性疾病，在我国的发病率呈逐年上升的趋势。因

其病因复杂，易反复发作，治愈难度大，与结肠癌关

系密切，被世界卫生组织称为难治性疾病。因此，探

索ＵＣ的发病机制，提高治愈率，降低复发率成为现
代医学研究的重要课题。中医学在整体观与辨证论

治指导下，辨病与辨证相结合治疗本病，近年来取得

较好的疗效，尤其在提高治愈率、降低复发率方面显

示出独特的优势。本研究从炎性反应因子与线粒体

损伤的关系出发，观察 ＵＣ大鼠结肠线粒体结构损
伤与炎性反应因子表达之间的相关性，比较益气解

毒方在 ＵＣ急性期与慢性期２个时期的临床疗效和
疗效特点，探讨益气解毒方对不同时期的结肠炎性

反应因子与线粒体结构的调节作用，以寻求抗复发

的突破口。

１　材料与方法
１１　实验动物　清洁级健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠１００只，雄
性，体重１８０～２００ｇ，由北京维通利华实验动物技术
有限公司提供，动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２
０００１。清洁级健康大耳白家兔１０只，体重约２ｋｇ，
由北京海淀区兴隆实验动物养殖厂提供，动物许可

证号：ＳＣＸＫ（京）２０１１０００６。
１２　主要试剂　三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）（Ｓｉｇｍａ公
司），完全弗氏佐剂（Ｓｉｇｍａ公司），ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司），３５％
水合氯醛溶液，４％多聚甲醛溶液，４％戊二醛磷酸缓
冲液，１％锇酸固定液，丙酮，无水乙醇，二甲苯，生理
盐水等。

１３　试药　益气解毒方：生黄芪３０ｇ、茯苓１５ｇ、黄
连１０ｇ、连翘１５ｇ、蒲公英２０ｇ、当归１０ｇ、木香１０ｇ、
焦三仙各１０ｇ、炙甘草６ｇ，购于北京同仁堂药店。
美沙拉嗪肠溶片：０２５×２４片／盒，由葵花药业集团
佳木斯鹿灵制药有限责任公司生产，批准文号为国

药准字Ｈ１９９８０１４８。
１４　实验仪器　Ｓｈａｎｄｏｎ全自动石蜡包埋机，Ｓｈａｎ
ｄｏｎ全自动石蜡切片机，ＯｌｙｍｐｕｓＶａｎｏｘ显微镜，Ｎｉ
ｋｏｎ显微照相系统，透射电子显微镜（日立 Ｈ７６５０），
离心机（北京医用离心机厂生产）。

１５　方法
１５１　造模方法　采用家兔结肠黏膜组织致敏加
ＴＮＢＳ乙醇灌肠的免疫复合法制备大鼠ＵＣ模型［１２］。

１５２　造模原理　免疫复合法，先利用家兔结肠黏
膜蛋白异体抗原刺激，使实验大鼠肠道菌群失调，肠

腔内致病菌和条件致病菌增多，增加肠黏膜通透性，

导致肠腔内细菌及细菌产物向黏膜固有层移位，引

起免疫细胞的激活及炎性反应。再用化学诱导，ＴＮ
ＢＳ是一种半抗原物质，乙醇作为有机溶剂溶解肠黏
膜表面的粘液，破坏肠黏膜屏障，使 ＴＮＢＳ与肠组织
大分子组织蛋白结合后成为完全抗原，导致针对肠

黏膜的免疫反应，从而诱导 ＵＣ的发生。这种造模
方法的原理与 ＵＣ的发病机制是基本相符的，且模
型病变持续时间长，能够完整地体现出 ＵＣ急慢性
不同时期的病理变化，符合本研究要求。

１５３　操作方法　空气栓塞法处死家兔后，将家兔
备皮，剖开，取出结肠，将结肠剪成 ５ｃｍ左右的一
段，挤出肠中粪便后将结肠纵剖开，用自来水冲洗干

净，再分别用蒸馏水和生理盐水冲洗。将培养皿放

置在铺满冰的搪瓷盘上，把结肠平铺在培养皿上，用

刀片刮取结肠黏膜。将刮取的结肠黏膜低温匀浆，

离心（４℃，３５００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），取上清液 ＢＣＡ法
测定上清液中蛋白含量。将上清液与等体积完全弗

氏佐剂混合制成抗原乳化液（每次注射前现用现配，

用２只玻璃注射器相互抽打１ｈ混匀）。分别于大
鼠饲养的第１ｄ、１４ｄ、２１ｄ在其足趾、腹股沟等部位
皮下注射抗原乳化液（每次每只大鼠注射含有８ｍｇ
蛋白的抗原乳化液）。第２８ｄ将禁食３６ｈ的大鼠用
３５％水合氯醛（每１００ｇ体重注射１ｍＬ）腹腔麻醉，
将一直径２ｍｍ、长约１２ｃｍ的橡胶管轻缓插入大鼠
肛门，深约８～１０ｃｍ，以三硝基苯磺酸灌肠（将 ＴＮ
ＢＳ配成１２０ｍｇ／ｍＬ的溶液后与等体积５０％乙醇溶
液混合，每千克体重大鼠注射含１２０ｍｇＴＮＢＳ的溶
液），灌肠后将大鼠倒置２ｍｉｎ后放回笼内。
１５４　分组设计与给药　１００只ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分
成正常组、模型组、益气解毒组和美沙拉嗪组，其中

正常组和模型组每组各３０只，益气解毒组和美沙拉
嗪组每组各２０只。造模成功后自第２天开始，正常
组、模型组每日用洁净水灌胃１次（１ｍＬ／１００ｇ）；益
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气解毒组每日以益气解毒方（生药量１５５ｇ／ｍＬ）灌
胃１次（１ｍＬ／１００ｇ）；美沙拉嗪组每日以美沙拉嗪
肠溶片混悬液（００２３４ｇ／ｍＬ）灌胃１次（１ｍＬ／１００
ｇ）。持续给药６周。
１５５　取材及指标观察
１５５１　大鼠结肠线粒体 Ｆｌａｍｅｎｇ评分　冰上操
作，快速切取３～５块１ｍｍ３病变结肠组织，浸于４％
戊二醛磷酸缓冲液，４℃保存。制作电镜标本，透射
电镜观察大鼠结肠黏膜上皮细胞的超微结构。采用

Ｆｌａｍｅｎｇ评分法评价线粒体超微结构的改变［３］，每组

随机选取一个标本，每个标本随机选择５个视野，每
个视野随机选择２０个线粒体（共１００个），每个线粒
体按照其超微结构改变程度评分。见表１。

表１　Ｆｌａｍｅｎｇ评分

线粒体损伤程度 评分

线粒体颗粒完整，结构正常 ０
线粒体轻度肿胀，线粒体嵴和基质超微结构正常，基质颗粒缺失。 １

线粒体中度肿胀，基质透明，线粒体嵴没有破坏。 ２
线粒体严重肿胀，线粒体嵴断裂（可见灶性凝集，凝块大小不一） ３
线粒体严重肿胀，线粒体嵴完全断裂，线粒体内外膜完整性丧失。 ４

１５５２　结肠黏膜 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１表达　断头处
死大鼠，从肛门向上取８～１０ｃｍ的结肠组织，沿肠
系膜纵行剖开，４℃生理盐水清洗去除肠内容物，肉

眼观察结肠黏膜大体形态。取病变部位１～２ｃｍ放
入４％多聚甲醛溶液中固定４８ｈ，标本脱水、二甲苯
透明、石蜡包埋后６μｍ厚切片。用ＨＥ染色方法观
察结肠病理形态学改变；用免疫组织化学法测定结

肠黏膜ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１的表达水平。
１６　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１７０统计软件对各
项数据进行分析，各组数据首先进行正态性检验，如

符合正态分布，各组均数的比较采用单因素方差分

析，采用ＬＳＤ检验方法进行两两比较；如不符合正
态分布，采用非参数检验的秩和检验方法进行数据

分析，ＳＮＫｑ检验方法进行两两比较。实验结果以
（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５为差异有统计学意义，Ｐ＜
００１为差异有显著统计学意义。
２　结果
２１　大鼠结肠线粒体Ｆｌａｍｅｎｇ评分　见表２。
２２　大鼠结肠组织 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１表达的比较　
光镜下可见 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１表达的阳性细胞，其包
浆为棕黄色着色，背景为淡黄色，每组选择 ６个切
片，每个切片随机检测５个染色较好的高倍视野，运
用ＩＰＰ图像分析软件计算每个视野的阳性表达量，５
个视野的均数即代表该样本的阳性表达量，值越高，

提示表达越强。见表３、表４。

表２　大鼠线粒体Ｆｌａｍｅｎｇ评分结果（珋ｘ±ｓ）

组别 造模后第１天 第２周 第６周

正常组 ０２２２±０４１８ ０２１２±０４１４ ０２０２±０４０４
模型组 ３３２３±１４１４ ２８６８±１２７４ ２６８４±１２０９

美沙拉嗪组 ２０６１±１４０２△△ １６２６±１２２５△△

益气解毒组 １３１５±１４０３△△▲ ０６５６±０８４７△△▲□□

　　注：与同时期正常组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与同时期模型组比较：△△Ｐ＜００１；与同时期美沙拉嗪组比较：▲Ｐ＜００５；与同组不同

时期比较：□□Ｐ＜００１。

表３　大鼠结肠组织ＴＮＦα表达的比较

组别 例数 造模后第１天 第２周 第６周

正常组 １０ ４１０９±１３０１ ４１６１±１４０１ ４２７９±１５６４
模型组 １０ １８７４１±３４９８ １６９１２±３１７９ １４００１±３００３■

美沙拉嗪组 １０ ９８８５±１５６０△△ ９０９４±１５８５△△

益气解毒组 １０ １２３９１±１８１１△□ ８７０１±１６７０△△■■

　　注：与同时期正常组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与同时期模型组比较：△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与同时期美沙拉嗪组比较：□Ｐ＜００５；

与同组不同时期比较■Ｐ＜００５，■■Ｐ＜００１。

表４　大鼠结肠组织ＩＣＡＭ１表达的比较

组别（ｎ＝１０） 例数 造模后第１天 第２周 第６周

正常组 １０ ０３８１±００９２ ０３２５±００８９ ０３８２±０１２９
模型组 １０ ３１６７±０３６１ ２８０３±０３２７ ２０４５±０３８▲▲

美沙拉嗪组 １０ １４８０±０１９５△△ １０９５±０１３３△▲

益气解毒组 １０ １６１５±０２７７△ ０７０３±０１５５△△▲▲

　　注：与同时期正常组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与同时期模型组比较：△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与同组不同时期比较▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜

００１。
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３　讨论
ＵＣ以直肠与结肠黏膜的慢性炎性反应和溃疡

形成为主要病理特点，结肠黏膜损伤是其病理基础。

在ＵＣ的复杂病理机制中，不论是肠道的原发性病
变还是继发性损害，均会造成结肠黏膜结构和功能

的损伤。也就是说，无论何种复杂的病理反应，最终

所导致的都是结肠黏膜结构的破坏和功能的障碍。

线粒体是一种将物质代谢、能量代谢和遗传变异三

大基本生命活动形式融于一体的半自主性细胞器，

也是细胞内进行呼吸和能量转换的场所，即进行生

物氧化、维持细胞生命的“能源供应站”，它的变化

可以作为细胞超微结构变化的指征［４］。由此推测，

ＵＣ结肠黏膜的这种损害与线粒体的异常有着必然
联系，ＵＣ存在线粒体结构、功能的异常，而线粒体能
量代谢的异常与脾虚的关系更为密切［５］。

ＵＣ的病因和发病机制迄今仍不十分清楚。有
证据显示其涉及免疫、遗传、环境、感染、精神及过敏

等多方面因素，其中免疫损伤机制在 ＵＣ发病中的
重要作用已得到公认［６７］。ＴＮＦα是介导肠上皮增
殖和凋亡的关键调节因子，也是参与肠道炎性反应

起始与持续的重要炎性反应递质，被公认为介导ＵＣ
的细胞因子［８９］。黏附分子 ＩＣＡＭ１在炎性反应细
胞的浸润、肠组织炎性反应形成中起着重要作用，其

表达和分布的明显增加，与炎性反应严重程度密切

相关［１０１２］。因此，探讨结肠黏膜 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１表
达与线粒体损伤的关系，对ＵＣ的药物疗效、作用机
制及预后判定有着重要意义。

本研究发现，大鼠结肠黏膜细胞超微结构的损

伤持续存在于ＵＣ急、慢性期的整个病程中，线粒体
的损伤更为严重持久。结肠黏膜的 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１
表达显著升高，随着病情的进展这２个指标均有所
下降，但至慢性期仍然显著高于正常对照组。ＴＮＦ
α、ＩＣＡＭ１两者之间，至慢性期 ＩＣＡＭ１的降幅更显
著。尤为重要的是，在ＵＣ整个病变过程中，线粒体
的损伤与结肠黏膜 ＴＮＦα的表达基本同步。以上
提示慢性期线粒体结构异常与炎性反应因子ＴＮＦα
的持续高表达具有相关性，可能是引起 ＵＣ复发与
结肠黏膜损伤的潜在因素。

根据ＵＣ慢性复发型的发病规律和活动期与缓
解期交替出现的病程变化以及其证候学特征，我们

将其归为中医痢疾之“休息痢”，认为 ＵＣ因素体脾
虚，受到外邪、饮食、情志等因素的影响而发病。活

动期的主要临床表现是黏液脓血便，肠黏膜充血水

肿、糜烂溃疡是主要病理改变，由于正气不足，不能

彻底清除毒邪，导致 ＵＣ病变呈慢性经过、持续发
展，尽管溃疡可在一定程度上自愈，黏液脓血便减

轻，由急性炎性反应转为慢性炎性反应，但脾虚难

复，毒邪潜伏，久病及肾，致脾肾两虚。若此时又受

到感染、环境、情志、饮食等因素的刺激，则会再次触

发免疫反应，形成急性炎性反应，导致 ＵＣ复发。可
见脾虚与毒邪贯穿ＵＣ的始终，是主要矛盾，也是导
致ＵＣ发生、发展和复发的关键［１３１５］。因此，治疗的

重点是益气健脾，恢复脾运，祛除毒邪，兼以行气活

血、生肌消痈。益气解毒方在此基础上经过长期临

床实践总结而来。

本研究发现，益气解毒方和美沙拉嗪均可在一

定程度上修复受损的线粒体。美沙拉嗪对急性期线

粒体有一定的修复作用，但远期疗效不佳，慢性期其

线粒体结构恢复不明显。益气解毒方可持续修复受

损的线粒体，疗效优于美沙拉嗪，至慢性期尤为明

显，线粒体结构基本接近正常水平。在调节ＴＮＦα、
ＩＣＡＭ１方面，急性期美沙拉嗪可迅速下调两指标，
益气解毒方也能达到下调指标的作用，但美沙拉嗪

下调的幅度要大于益气解毒方。慢性期，美沙拉嗪

和益气解毒方均可使两指标水平持续下调，但美沙

拉嗪的下调幅度趋缓，益气解毒方后来居上，其下调

幅度增大超过美沙拉嗪，两指标数值更接近正常值。

由此可见，美沙拉嗪可快速地控制炎性反应的

急性发作，益气解毒方则对持续的慢性炎性反应有

更好的抑制作用，特别能够持续修复受损的线粒体，

对慢性期抗复发更具疗效与优势。这可能是由于益

气解毒方对线粒体起到了更好的修复和保护作用，

使细胞的动力站得到保护，则趋使肠上皮细胞修复，

发挥肠道屏障防御作用，阻断各种毒素的入侵，下调

炎性反应因子表达，恢复正常的免疫功能。
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达亦下降，影响了钙释放，导致钙储存量减少，影响

了心肌细胞的收缩，２者共同导致心肌兴奋收缩耦
联过程障碍，导致心肌舒缩功能的下降。研究中血

流动力学参数也发生改变，心力衰竭大鼠 ＬＶＥＤＰ水
平上升、ｄｐ／ｄｔｍａｘ水平的下降，可反映心肌舒张功
能的减退；ＬＶＳＰ、＋ＬＶｄｐ／ｄｔｍａｘ的下降可反映心肌
收缩功能的障碍；与前者相符。从中医角度说明，在

心力衰竭时，因心气推动无力，导致心输出量、心肌

收缩力和心室顺应性明显下降，进而舒缩功能减退。

经治疗后，采用温补心肾法可以增加 ＳＥＲＣＡ２ａ、
ＲｙＲ２ｍＲＮＡ及其蛋白表达量，增加钙回摄、钙释放
能力，提高心肌细胞的收缩和舒张速率，改善钙循

环，进而改善心肌舒缩功能。血流动力学测定结果

亦显示，采用温补心肾法亦能降低 ＬＶＥＤＰ水平，升
高ＬＶｄｐ／ｄｔｍａｘ、ＬＶＳＰ、＋ＬＶｄｐ／ｄｔｍａｘ水平，进而改
善心肌舒缩功能。

近年来，在治疗 ＣＨＦ的治法中，９０％左右采用
益气温阳、活血利水之法，临床效果显著［１４１５］。自拟

强心汤是通过采用温补心肾，温阳利水的方法改善

心肌ＳＥＲＣＡ２ａ、ＲｙＲ２的表达，进而改善钙循环。其
治疗方式不是单纯以增加心肌细胞内钙离子浓度为

目的，而是通过改善心肌细胞的舒张和收缩速率，进

而改善心功能，为临床治疗提供新的思路。
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