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溃结方对溃疡性结肠炎大鼠血清炎性反应因子与

肠黏膜修复作用的研究
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摘要　目的：观察溃结方对溃疡性结肠炎（ＵＣ）大鼠炎性反应因子及ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的影响，并探讨其可能的作用
机制。方法：采用２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）／乙醇溶液灌肠法建立溃疡性结肠炎大鼠模型，每日灌胃给予溃结方治疗，
酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ法）测定ＵＣ大鼠血清促炎因子ＩＬ６、ＴＮＦα及抗炎因子ＩＬ１０、ＩＬ４的水平，肉眼观察大鼠结肠病
理形态学改变并进行评分，免疫组织化学法（ＳＰ法）测定结肠组织中ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３蛋白的表达。结果：溃结方可显著降
低ＵＣ大鼠血清ＩＬ６、ＴＮＦα水平，同时升高抗炎因子ＩＬ１０、ＩＬ４，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；溃结方可明显降低ＵＣ
大鼠结肠ＤＡＩ及ＣＭＤＩ评分（Ｐ＜００５），同时溃结方可减少结肠组织中ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３蛋白的表达。结论：溃结方可调节
ＵＣ大鼠体内促炎因子和抗炎因子的平衡，减缓炎性反应，改善 ＵＣ大鼠结肠溃疡损伤，可能的机制是与其减少 ＪＡＫ２和
ＳＴＡＴ３蛋白的表达相关。
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　　溃疡性结肠炎（ＵｌｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种累
计结肠和直肠的非特异性炎性反应性肠病，其发病

主要与病菌感染、机体免疫系统异常以及遗传等多

种因素相关。ＵＣ发病病程长，常反复发作，治愈难
度大，严重者可进展为结肠癌，但相关机制尚不十分

明确。研究发现，炎性反应是造成 ＵＣ和和结肠损
伤的关键因素之一，其中促炎因子和抗炎因子平衡

失调在 ＵＣ发病、发展及预后中发挥着重要作
用［１２］。目前西医对于 ＵＣ的治疗药物主要是糖皮
质激素、氨基水杨酸制剂和免疫抑制剂，但因其不良

反应较多、远期疗效差等仍无法满足临床要求，而中

药治疗由于其多种优势，在治疗 ＵＣ上越来越受到
重视［３４］。溃结方由由黄芪、白术、苍术、青黛、白头

翁、败酱草、红花７味药物组成，通过健脾益气、活血
化瘀对ＵＣ具有一定治疗功效，可明显缓解ＵＣ患者
腹痛、腹泻和便血等症状［５］。本研究采用溃结方对

溃疡性结肠炎大鼠血清及结肠组织中炎性反应因子

及相关蛋白表达的影响，探讨溃结方对溃疡性结肠

炎的治疗效果和可能的机制。

１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠 ５０只，体重
（２００±２０）ｇ，从三峡大学实验动物中心购入，动物合
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格证号：２０１３００２３。
１２　药物　溃结方各成分均同一批次购于三峡大
学附属医院。柳氮磺吡啶肠溶片（Ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ，
ＳＡＳＰ），上海信谊药厂生成，批号２０１３１１１１，１２０ｍｇ／
粒，用蒸馏水配置成浓度为０１５ｇ／ｍＬ悬液。
１３　试剂与仪器　２４６三硝基苯磺酸 （ＴＮＢＳ），
Ｓｉｇｍａ公司；白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子
α（ＴＮＦ）α、白细胞介素４（ＩＬ４）、白细胞介素
１０（ＩＬ１０）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，广州杰特伟生物
科技有限公司；兔抗鼠 ＪＡＫ２和 ＳＴＡＴ３抗体 （美

国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），羊抗兔二抗 （美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司），总蛋白提取试剂盒，ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒，４％多聚甲醛，低温高速离心机 （美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ），高速组织匀浆仪 （瑞士罗氏），全自动酶标

仪 （美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置生物显
微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），Ｏｌｙｍｐｕｓ显微拍照系
统 （日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１４　动物模型建立　ＳＤ大鼠适应性喂养１周，随
机分为空白组，模型组，溃结方组，ＳＡＳＰ组，每组各
１０只，所有大鼠造模前禁食２４ｈ，不禁饮水。造模
组大鼠采用乙醚麻醉，将外径２０ｍｍ、长约１２ｃｍ
左右的输液管（输液管先用液体石蜡油润滑），从大

鼠肛门逆行插入结肠内深约４０ｃｍ处，用长约１２
ｃｍ左右的输液管注入相应体重比例的造模剂（５％
ＴＮＢＳ和无水乙醇按１∶１体积比混合），然后再注入
约０３ｍＬ的空气，用棉签堵住大鼠肛门，轻揉大鼠
腹部１ｍｉｎ，以尽可能清除黏附在注射器和灌肠硅胶
管壁上的药液，为确保注入的 ＴＮＢＳ能够在大肠内
弥散性分布，注入后将大鼠头向下，身体倾斜６０°，放
置１ｍｉｎ，造模后小鼠使仰卧，自然清醒，空白组采用
同体积灭菌的生理盐水灌肠。从造模第２天开始灌
胃给药，剂量均按人与大鼠间体表面积折算的等剂

量比值表进行换算，溃结方高剂量组的剂量为３３６
ｇ／ｋｇ，溃结方低剂量组的剂量为１６８ｇ／ｋｇ，ＳＡＳＰ组
采用柳氮磺吡啶混悬液灌胃，剂量为０３ｇ／ｋｇ，每次
灌胃体积均约为３ｍＬ，１次／ｄ，连续灌胃２１ｄ。模型
组采用相同方式给予生理盐水。每日观察小鼠一般

状况及粪便性状，采用疾病活动指数（ＤＡＩ＝体重下
降分数＋大便性状分数＋便血分数）／３对大鼠进行
评分。

１５　标本获得与指标检测　治疗结束后取血，颈椎
错位法处死大鼠，取大鼠全结肠，沿肠系膜缘纵向剖

开，用经４℃预冷的生理盐水冲洗干净，将结肠组织
放入固定液中固定，肉眼观察结肠标本并进行评分。

取结肠典型病变组织置于福尔马林液中固定，标本

经乙醇脱水，石蜡包埋，切片染色，职称病理切片，置

于显微镜下观察并进行图像分析。血清 ＩＬ６、ＴＮＦ
α、Ｌ４、ＩＬ１０水平采用ＥＬＩＳＡ试剂盒测，操作过程严
格按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行。结肠组织中 ＪＡＫ２
及ＳＴＡＴ３表达情况：取适量结肠组织用０９％生理
盐水制成匀浆，粉碎肠黏膜组织中细胞，离心取上清

液，采用免疫组织化学法（ＳＰ法）检测 ＪＡＫ２和
ＳＴＡＴ３的表达，以 ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为空白对
照，以已知阳性标本作为阳性对照。

１６　ＷｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　采用蛋白提取试剂盒提取不同处
理组别结肠组织总蛋白，利用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋
白浓度，配置１２％的分离胶和５％的浓缩胶，以４０
μｇ的上样量进行上样，以６０Ｖ和１００Ｖ恒压电泳，
湿转移至ＰＶＤＦ膜上，将 ＰＶＤＦ膜放入封闭液中室
温封闭１ｈ。分别加入１∶２００稀释后的兔抗鼠抗体，
４℃孵育过夜，ＰＶＤＦ膜经ＴＢＳＴ洗涤３次后，加入
１∶２０００的羊抗鼠二抗，于室温下摇床孵育１ｈ，经
显色后进行 Ｘ线胶片感光、显影和定影，并利用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像处理软件进行图像分析。
１７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件分析，
所有数据均以均数 ±标准差 （珋ｘ±ｓ）表示。２组间
比较采用ｔ检验或方差分析，以 Ｐ＜００５为差异具
有统计学意义。

２　结果
２１　一般状况　各建模组大鼠在造模后当天出现
大便松软、腹泻、活动进食减少及隐血试验阳性等现

象，部分大鼠可观察到血便，一周内大鼠体重下降明

显，大鼠肠壁明显增厚，肠外壁发生黏连，黏膜充血

且可观察到明显糜烂和溃疡。肉眼观察正常对照组

大鼠肠黏膜纹理清晰，未见糜烂溃疡病变；大鼠在灌

胃给药前 ＤＡＩ和 ＣＭＤＩ评分显著高于空白组（Ｐ＜
００５），经用药治疗后，溃结方组和 ＳＡＳＰ组 ＤＡＩ及
ＣＭＤＩ评分显著下降，与模型组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　溃结方对溃疡性结肠炎大鼠ＤＡＩ评分
及ＣＭＤＩ评分的影响

组别 鼠数
ＤＡＩ

给药前 给药后
ＣＭＤＩ

正常对照组 １０ ０２９±００８ ０２６±０１０ ０３６±０１３
模型组 １０ ３０７±０２４△ ２９１±０４１△ ２７７±０３８△

溃结方组低剂量组 １０ ３１１±０２７ １４２±０２３ １２１±０２７

溃结方组高剂量组 １０ ３０７±０１９ １１１±０２２ １０６±０２１

ＳＡＳＰ组 １０ ３０４±０２２ １２８±０２６ １２０±０２５

　　注：与空白组比较＃Ｐ＜００５，与模型组比较Ｐ＜００５。
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表２　溃结方对大鼠血清炎性反应因子的影响

组别 鼠数 ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ４（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ１０（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 １０ １２６５５±１１６４ １４９２２±１８３７ １１８３２±６２１ ６７４４±３７７
模型组 １０ ３６７３１±１９２３△ ５８９４１±１４９６△ ４８３３±７９８△ ４３７１±３８６△

溃结方组低剂量组 １０ ２１３３９±１４３３ ３５７１０±１８３３ ７２５５±７４７ ５７２８±３０１

溃结方组高剂量组 １０ １７７３１±１３２２ ３０７７３±１６７９ ９０３３±７３３ ６２３１±２９９

ＳＡＳＰ组 １０ １９１２８±１６７１ ３２２１７±２１４６ ８５１２±５７８ ６０７７±３７１

　　注：与空白组比较＃Ｐ＜００５，与模型组比较Ｐ＜００５。

２２　溃结方对模型大鼠血浆中炎性反应因子水平
的影响　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，模型组大鼠血清中
ＩＬ６和ＴＮＦα水平明显上升，与正常对照组相比差
异具有统计学意义（Ｐ＜００５），模型组血清 ＩＬ４和
ＩＬ１０水平显著低于正常对照组（Ｐ＜００５），经溃结
方治疗后，大鼠血清 ＩＬ６和 ＴＮＦα水平显著下降，
ＩＬ４和 ＩＬ１０水平显著上升，差异均具有统计学意
义（Ｐ均＜００５）。
２３　溃结方对ＵＣ大鼠结肠组织ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３蛋
白表达的影响　经灌胃给药治疗后，模型组大鼠结
肠组织ＪＡＫ２水平相比于正常对照组显著升高（Ｐ＜
００５），而溃结方组和 ＳＡＳＰ组大鼠结肠组织中
ＪＡＫ２水平相比于模型组显著降低，差异均有统计学
意义（Ｐ＜００５）。模型组ＳＴＡＴ３蛋白表达量显著高
于正常对照组，经溃结方治疗后 ＳＴＡＴ３蛋白表达明
显下降（Ｐ＜００５），且溃结方组下降程度大于 ＳＡＳＰ
组（Ｐ＜００５）。

表３　各组大鼠结肠组织ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３蛋白表达的影响

组别 鼠数 ＪＡＫ２（ｐｇ／ｍＬ） ＳＴＡＴ３／βａｃｔｉｎ

正常对照组 １０ ２２３５１±３２１２ ０２９±００９
模型组 １０ ５８４２２±３０７９＃ １３７±０１１＃

溃结方组低剂量组 １０ ３６８２７±１９６８ ０９７±００８

溃结方组高剂量组 １０ ２９８４７±１８５８ ０８９±００７
ＳＡＳＰ组 １０ ３１５２２±２２４７ １１１±００８

图１　各组大鼠结肠组织ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３蛋白表达电泳图
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别表示正常对照组，模型组，溃结方
组低剂量组，溃结方组高剂量组和ＳＡＳＰ组。

３　讨论
溃疡性结肠炎是一种病因复杂的慢性肠道疾

病，肠道菌群和免疫功能的紊乱被认为是 ＵＣ发生
的主要机制。在 ＵＣ发病过程中，由于促炎因子和

抗炎因子平衡的失调，可导致多种细胞因子水平的

变化，这些细胞因子是 ＵＣ产生肠道非特异性反应
的关键环节，对于研究 ＵＣ的发病机制具有重要作
用。ＩＬ６和ＴＮＦα是２种常见的促炎性反应细胞
因子，可对血小板活化因子（ＰＡＦ）、白三烯（ＬＴ）和
一氧化氮（ＮＯ）的分泌产生诱导作用，进而使肠黏膜
炎性反应加剧，引起肠道损伤［６７］，多项研究表明，

ＩＬ６和ＴＮＦα在促进ＵＣ肠道黏膜炎性反应的扩大
中发挥了重要作用［８］。ＩＬ４和 ＩＬ１０是２种抗炎因
子，可通过对激活的单核细胞、巨噬细胞及其所产生

细胞因子和趋化因子的抑制作用，减少多种促炎因

子的释放，从而发挥抑制和终止炎性反应的功

能［９１０］。研究发现，ＩＬ１０可下调ＴＨ１细胞反应各种
相关的细胞因子的转录，抑制活化的单核细胞和巨

噬细胞分泌炎性反应因子，同时对脂多糖诱导的单

核细胞 ＮＦｋＢ的活化具有抑制作用［１１１２］。Ｓｃａｒｐａ
等临床研究发现，ＵＣ患者在发病早期，其体内促炎
因子水平显著上升，且高于抗炎因子水平，经药物治

疗后，抗炎因子逐渐上升而促炎因子开始下降，最终

炎性反应消退，病情缓解并痊愈［１３］。

中医认为ＵＣ是基本病机是脾气虚弱，致病因
素是湿热之邪，而瘀血阻滞则是 ＵＣ久病不愈的重
要原因［１４１５］。溃结方是临床上使用广泛的一种重

要方剂，方剂组成由清热解毒（胡黄连、黄柏、芦根、

天花粉、苦参），健脾益气（党参、白术、茯苓、甘草），

活血化瘀（当归、红花、丹参）３组药物，该方剂与ＵＣ
的病征具有针对性治疗效果。本研究结果显示溃结

方可有效降低ＵＣ大鼠肠黏膜损伤指数ＤＡＩ和ＣＭ
ＤＩ，改善大鼠的营养状况和生命体征，说明溃结方可
有效修复 ＵＣ大鼠肠黏膜损伤。经溃结方治疗后，
ＵＣ大鼠血清促炎因子ＩＬ６和ＴＮＦα水平显著降低
（Ｐ＜００１），同时抗炎因子 ＩＬ１０和 ＩＬ４水平显著
升高（Ｐ＜００１），说明溃结方可有效调节肠道菌群
失调，通过抑制促炎因子 ＩＬ６和 ＴＮＦ的 α表达及
促进抗炎因子 ＩＬ１０和 ＩＬ４的表达，减轻肠道炎性
反应，进而促进肠溃疡组织的恢复。
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ＪＡＫｓ家族是一类不同类型的非受体型络氨酸
蛋白激酶。ＪＡＫ２作为 ＪＡＫｓ家族的重要成员之一，
其结构与 ＪＡＫｓ家族具有高度的同源性，且在体内
广泛分布，多存在与体细胞的胞质中。ＪＡＫ２可与
ＳＴＡＴ家族多个成员（如ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５）构成信号转
导通路，通过这些信号通路，ＪＡＫ２可直接或间接参
与多种细胞的生命过程，并与某些炎性反应的发生

具有密切相关性［１６］。有研究表明，ＪＡＫ２可影响 ＩＬ
６介导的肾小管上皮细胞分化过程，而ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
信号转导通路通过调节细胞的黏附作用，对肾上皮

细胞的增殖具有诱导作用，进而促进肾细胞的纤维

化［１７］。本研究结果显示，ＵＣ大鼠肠黏膜中ＪＡＫ２蛋
白的表达量显著上调，经溃结方药物治疗后，ＪＡＫ２
表达均有不同程度下降，其中高剂量组和 ＳＡＳＰ组
下降最为显著。这提示了 ＪＡＫ２可能参与了溃疡性
结肠炎的发生过程，且 ＪＡＫ２的表达水平可能与疾
病的严重程度相关，而溃结方可有效地抑制肠黏膜

上 ＪＡＫ２蛋白的表达，这提示了其可能是通过对
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的调节作用，来发挥抗炎的
目的。

ＳＴＡＴ３是一种广泛参与机体免疫反应和炎性反
应的信号分子，同时也参与细胞的增殖和凋亡等过

程。临床研究发现，ＵＣ患者肠黏膜中 ＳＴＡＴ３蛋白
表达水平上升，且其表达主要集中在炎性反应区域，

在正常黏膜组织中表达量并未显著上升，表明

ＳＴＡＴ３参与了溃疡性结肠炎肠黏膜的炎性反应［１８］。

近年来研究表明，在溃疡性结肠炎和结直肠癌中，均

能发现ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路的激活，而ＩＬ６、ＥＧＦ和
瘦素是激活ＳＴＡＴ３的细胞因子［１９］。Ｐｉｏｄｉ等通过给
予大鼠ＪＡＫ和ＳＴＡＴ特异性抑制剂，观察大鼠肠黏
膜炎性反应，发现 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ抑制剂可有效阻断
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路并缓解大鼠结肠炎［２０］。本研究

分析发现，模型组大鼠 ＳＴＡＴ３表达显著高于其他各
组，经药物灌胃治疗后，溃结方组和 ＳＡＳＰ组 ＳＴＡＴ３
表达均下降，其中溃结方组下降程度最为显著，这提

示了溃结方可能通过作用与ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路
来发挥抗炎效果。

综上所述，溃结方可通过下调ＵＣ小鼠ＪＡＫ２及
ＳＴＡＴ３的水平，抑制相关信号通路活性的表达，调节
促因子 ＩＬ６、ＴＮＦ和 α抗炎因子 ＩＬ１０、ＩＬ４之间的
平衡，减轻炎性反应的发生，进而促进肠黏膜组织修

复，从整体上改善溃疡性结肠炎消化吸收障碍和免

疫机制紊乱等症状，为探讨溃疡性结肠炎的中西医

结合治疗的机制提供一定理论基础。
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