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摘要　目的：研究肠愈宁颗粒对二硝基氯苯乙酸复合法诱导大鼠溃疡性结肠炎的作用，并初步探讨其作用机制。方法：将
雄性ＳＤ大鼠分成６组：正常组、模型组、柳氮磺胺吡啶组（ＳＡＳＰ）和肠愈宁颗粒低、中、高剂量组。以二硝基氯苯乙酸复合
法诱导大鼠溃疡性结肠炎模型。评估疾病活动指数（ＤＡＩ）、结肠黏膜损伤指数（ＣＭＤＩ）和病理组织学。ＥＬＩＳＡ方法测定血
清ＩＬβ、ＴＮＦα、钙卫蛋白（Ｃａｌｐｒｏｔｅｅｉｎ，ＣＰ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测结肠黏膜 ＣＰ的表达水平。结果：ＤＡＩ结果提示造模成
功，与正常组比较，模型组血清中ＩＬβ、ＴＮＦα、ＣＰ均明显升高，而ＣＭＤＩ指数、结肠黏膜ＣＰ均明显升高。肠愈宁颗粒各组
ＤＡＩ、ＣＭＤＩ、结肠组织中黏膜ＣＰ均降低，血清中ＩＬβ、ＴＮＦα、ＣＰ水平也明显降低。结论：肠愈宁颗粒能够有效缓解二硝基
氯苯乙酸复合法诱导的大鼠溃疡性结肠炎，其作用机制可能与下调ＩＬβ、ＴＮＦα表达，减少ＣＰ水平有关。
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　　溃疡性结肠炎（ＵｌｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）属于炎症
性肠病之一，其发病机制尚不明确，临床症状表现为

腹痛、腹泻、里急后重、黏液脓血便等［１］。目前，临床

上治疗ＵＣ主要以糖皮质激素和水杨酸制剂为主，
代表药有柳氮磺胺吡啶和美沙拉嗪，但是不良反应

大，无法长期服用。现代医学研究表明，免疫失衡在

ＵＣ发生过程中起关键作用，过度活化的效应细胞产
生的抗体、炎性反应介质、细胞因子引起炎性病变导

致组织破坏［２］。二硝基氯苯模型是一个典型的胃肠

道迟发变态反应模型，其原理为长期存在的外源性

·７４５２·世界中医药　２０１８年１０月第１３卷第１０期



抗原或机体自身抗原激活机体的免疫系统，产生细

胞免疫反应，直接诱发或加重ＵＣ［３］。
本科室经历了近１０多年的临床和实验课题研

究，在方法中归纳出清热解毒，健脾燥湿法治疗本

病，并经过反复摸索研制出经验方剂肠愈宁颗粒，在

临床实践中肠愈宁颗粒治疗 ＵＣ取得了良好的疗
效，而且其安全性良好。本实验用ＤＮＢＳ诱导ＳＤ大
鼠ＵＣ模型，研究 ＵＣ大鼠在肠愈宁颗粒干预下 ＣＰ
在结肠黏膜、血清中的表达的变化和差异，同时结合

相关炎性介质进一步阐明肠愈宁颗粒对 ＵＣ进行有
效的阻断和治疗，并提供科学的理论依据

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级 ＳＤ大鼠６０只，均为雄性，体
重（２５０±１５）ｇ，由黑龙江中医药大学动物实验中心
提供。实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（黑）２０１４０００３。
１１２　药物　２、４二硝基氯苯（ＤＮＣＢ）：由上海安
诺方胺化学品公司生产。肠愈宁颗粒（白头翁，黄

连，黄零，赤石脂，焦白术等）组成。由江苏天阴药业

生产。柳氮磺胺吡啶（ＳＡＳＰ）（上海三维制药有限公
司，生产批号：０７０５１）。用前研碎，用生理盐水配置
成混悬液。

１１３　试剂与仪器　ＶＩＣＴＯＲＸ３酶标仪，美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；ＢＩ４９６２０００医学图像分析系统，
成都泰盟科技有限公司；ＢＴ２５Ｓ型电子分析天平，
德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＨＷＳ２４恒温水浴锅，上海一恒
科学仪器有限公司；电泳仪，上海精密仪器仪表有限

公司，高速台式离心机，科大创新股份有限公司，凝

胶成像分析系统。ＯＭＬＱＰＡ型生物组织切片机，湖
北欧美莱医疗科技有限责任公司。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　采用二硝基氯苯乙酸复
合法制备大鼠ＵＣ模型。将６０只ＳＤ大鼠随机分成
实验组５０只和正常组１０只。实验组大鼠背部剃毛
后，用２％ ２，４二硝基氯苯丙酮溶液滴背部，１次
／ｄ，每只鼠５滴／次，连续１４ｄ致敏。１５ｄ向肛内
约６ｃｍ处的结肠腔内用１％ ２，４二硝基氯苯乙醇
液保留灌肠０３５ｍＬ，于１６ｄ在同部位注入０１％
乙酸溶液２ｍＬ，准确计时１５ｓ后，再用５０ｍＬ生
理盐水冲洗。造模前后均给予大鼠高脂饮食。１７ｄ
随机抽取２只造模大鼠处死，取其结肠标本，病理
检查确认有充血，水肿及典型溃疡形成即为造模成

功。

１２２　给药方法　各观察组均于造模后１ｄ给予

相应药物灌胃，连续两周。在建立 ＵＣ病变动物模
型的同时，肠愈宁高剂量组、中剂量组、低剂量组

（ＣＹＮＬ，ＣＹＮＭ，ＣＹＮＧ）分别灌服相当于生药量为
１ｇ／ｍＬ、２ｇ／ｍＬ、４ｇ／ｍＬ的肠愈宁颗粒溶液１０ｍＬ／
（ｋｇ·ｄ）。柳氮磺胺吡啶对照组（ＳＡＳＰ）：灌服相当
于生药量为０２ｇ／（ｋｇ·ｄ）柳氮磺胺吡啶悬浊液１０
ｍＬ／（ｋｇ·ｄ），药物均溶于质量分数为０５％ ＣＭＣ溶
液，超声溶解。而空白对照组、模型对照组给予等量

生理盐水灌胃１０ｍＬ／（ｋｇ·ｄ），在第３１天处死大鼠
并取材。

１２３　检测指标与方法　疾病活动指数（Ｄｉｓｅａｓｅ
ＡｃｔｉｖｉｔｙＩｎｄｅｘ，ＤＡＩ）参考文献［４］的方法，分别观察大

鼠体重、大便性状及血便变化，具体计分标准见

表１。

表１　大鼠ＤＡＩ评分标准

体重下降 大便状态 有无血便 分值

无 正常 潜血阴性 ０
１％～５％ １
６％～１０％ 半稀便 潜血阳性 ２
１１％～１５％ ３
＞１５％ 稀便 肉眼血便 ４

表２　结肠黏膜损伤程度（ＣＭＤＩ）评分标准

肉眼观察结肠特征 得分

无损伤 ０
黏膜充血，水肿，未出现溃疡 １
黏膜充血，水肿，轻度糜烂，无溃疡 ２
黏膜充血，水肿，中度糜烂，单个溃疡 ３
黏膜充血，水肿，高度糜烂，多个溃疡 ４
黏膜充血，水肿，重度糜烂，＞１ｃｍ溃疡 ５

　　结肠黏膜损伤程度（ＣＭＤＩ）及病理学评价：实验
结束后，腹主动脉取血之后，立即解剖结肠，沿肠系

膜纵轴剪开肠腔，用生理盐水清洗干净。参考文

献［５］的标准，对各组结肠黏膜损伤程度进行评分比

较。于病变处剪取０６ｍｍ×２５ｍｍ组织块，立即
置于１０％福尔马林固定液中固定，２４ｈ后进行石蜡
包埋，连续切片，进行 ＨＥ染色，光学显微镜下观察
结肠黏膜形态。见表２。

血清ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＣＰ的活性检测：从大鼠腹
主动脉取不抗凝血３～５ｍＬ，静置凝固后，４℃离心
机内，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，取上层血清，采用双
抗夹心法 ＥＬＩＳＡ测定大鼠血清中 ＩＬ１β、ＴＮＦα和
ＣＰ的含量，按照试剂盒说明书规范操作。在检测波
长４５０ｎｍ处读板，通过标准曲线，利用回归方程计
算含量。
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表３　肠愈宁对ＵＣ大鼠ＤＡＩ评分的影响（珋ｘ±ｓ，分）

组别
ＤＡＩ评分

ｄ１６ ｄ１７ ｄ１８ ｄ２２ ｄ２６ ｄ３０

正常组 ０９±０３１ １３±０１６ １１±０１４ １２±０１９ ０７±０１８ １１±０２２
模型组 ８２±１３４ ８４±２００ ８９±１２４ ７５±０８９ ５９±０８６ ５４±０８７

ＳＡＳＰ组 ７７±１１３ ８２±１６５ ８４±２１０ ５３±１４５ ３６±０５３△△ １９±０４２△△

ＣＹＮＬ组 ８５±１６５ ８７±１７３ ９１±２４９ ６３±０９１ ４２±０５５△ ２８±０６１△△

ＣＹＮＭ组 ８０±１３２ ８０±１８０ ８３±１８０ ４８±０５９△ ３７±０５３△ ２５±０５０△

ＣＹＮＧ组 ７４±０９８ ８５±１５４ ８７±１７４ ５３±０６７ ４４±０４６△ ２０±０４３△△

　　注：与正常组比较Ｐ＜００１，Ｐ＜００５；与模型组比较△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织 ＣＰ的表达：取病变最
明显２０ｃｍ×３０ｃｍ处，加裂解液用玻璃匀浆器将
其磨碎，离心，后取上清液，送 －８０℃冰箱冷藏。
ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，将提取的蛋白２５μｇ电泳，
恒压９０Ｖ电泳至浓缩胶下部，恒压１２５Ｖ电泳至分
离胶底部；在恒流５０ｍＡ湿转６０ｍｉｎ，封闭２ｈ后，
加入１∶３０００稀释的鼠抗ＣＰ抗体，摇床上振摇２ｈ，
再加入１∶５０００稀释的抗鼠和抗羊ＩｇＧ，摇床上振摇
１ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ荧光显影仪进行扫描，曝光。应用
ＩｍａｇｅＪ１８０软件对蛋白条带进行灰度分析，计算
条带灰度值。

１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行数据
分析，实验数据以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差
分析。以Ｐ＜００１或Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　肠愈宁对ＵＣ大鼠 ＤＡＩ评分的影响　造模开
始后，和正常组比较，造模组大鼠在造模几日之后出

现稀便，觅食不主动，肛周污浊，食量减少，持续稀

便，而后部分大鼠体重降低，有血便且肉眼可见，说

明结肠出现不同程度的损伤和出血。肠愈宁颗粒

低、中剂量组症状缓解缓慢，食量较少，扎堆、稀便及

血便症状缓解不明显；肠愈宁高剂量组、ＳＡＳＰ组随
着给药时间的延长，症状明显好转，大部分大鼠稀便

症状消失，基本恢复正常，食量正常，活跃，粪便呈灰

褐色颗粒状，体重略有回升。不同时间点大鼠的

ＤＡＩ分值。见表３。
２２　肠愈宁颗粒对ＵＣ大鼠结肠长宽及ＣＭＤＩ评分
的影响　末次给药次日（造模后２２ｄ），正常组、模
型组与各给药组在结肠长度上并无显著性差异。见

表４。正常组大鼠肉眼观察结肠黏膜无明显水肿、
糜烂和溃疡形成。模型组大鼠肠壁可见明显的充

血、水肿，结肠略微缩短；沿肠系膜纵向剖开可见肠

壁黏膜，局部有糜烂、出血，并可找到明显的溃疡灶，

病变主要累及远端结肠，ＣＭＤＩ评分升高（Ｐ＜
００１）。ＳＡＳＰ组和肠愈宁颗粒各剂量组大鼠肠黏膜

病变较模型对照组明显好转，呈溃疡愈合改变。结

肠各指数均明显降低（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）。
表４　肠愈宁颗粒对ＵＣ大鼠结肠长宽
　　及ＣＭＤＩ评分的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 结肠长度（ｃｍ） ＣＭＤＩ

正常组 １８４８±２０３ ０３±０１７
模型组 １６８４±１０２ ３８±０４２
ＣＹＮＬ组 １９１２±１４５ ２７±０５６△

ＣＹＮＭ组 １７８５±１８２ ２１±０４３△

ＣＹＮＨ组 １８２３±１０４ １８±０４８△△
ＳＡＳＰ组 １７６４±１５７ １６±０５４

　　注：与正常组比较Ｐ＜００１，Ｐ＜００５；与模型组比较△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１

２３　肠愈宁颗粒对 ＵＣ大鼠结肠组织病理学的影
响　光学显微镜下观察各组结肠组织病的理切片。
见图１。正常对照组黏膜上皮完整，结构清晰，腺体
整齐排列，杯状细胞丰富，隐窝形态正常，炎细胞无

浸润，黏膜下层及肌层未见异常。模型组大鼠结肠

黏膜缺失明显，固有层内腺体结构紊乱，杯状细胞减

少，并有大量炎性细胞浸润，包括淋巴细胞、浆细胞、

单核细胞；并伴有明显水肿。ＳＡＳＰ组和肠愈宁颗粒
各剂量组的损伤程度均较模型组不同程度降低，可

见大鼠结肠黏膜病变减轻，溃疡愈合，腺体排列尚规

则，存在少量炎性细胞浸润且肠愈宁颗粒高剂量组

与ＳＡＳＰ组效果相当。
２４　各组大鼠血清 ＩＬ１β、ＴＮＦα及 Ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ
（ＣＰ）的比较　与空白对照组比较，模型组大鼠血清
ＩＬ１β、ＴＮＦα以及ＣＰ的表达量显著上升（Ｐ＜００５
或Ｐ＜００１）；而各剂量观察组以及阳性药组血清
ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＣＰ的表达均有不用程度的降低（Ｐ
＜００５或Ｐ＜００１）。见图２。
２５　肠愈宁对肠组织中 ＣＰ表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果表明，模型组大鼠肠组织中ＣＰ的表达
较空白组显著升高（Ｐ＜００５）。见图３。给药后，各
组ＣＰ表达发生改变，肠愈宁组较模型组 ＣＰ表达明
显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。且具有剂
量依赖性，阳性药组的调节作用要稍优于肠愈宁组。
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图１　肠愈宁颗粒对ＵＣ大鼠结肠组织病理学的影响ＨＥ×２００
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｄ：ＣＹＮｌｏｗ；Ｅ：ＣＹＮｍｅｄｉｕｍ；Ｆ：ＣＹＮｈｉｇｈ；Ｃ：ＳＡＳＰ５

图２　各组大鼠血清ＩＬ１β、ＴＮＦα及Ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ（ＣＰ）的比较
　　注：＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图３　肠愈宁对肠组织中ＣＰ表达的影响
　　注：＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓ

ｍｏｄｅｌ

３　讨论
目前，对于ＵＣ西药尚缺乏强有效的干预手段，

ＵＣ的西药治疗如美沙拉嗪、４氨基水杨酸等虽对病
情有所控制，不良反应较大。其次是皮质类固醇，是

临床治疗急性暴发型和重度溃结患者的首选药物，

长期应用易产生不良反应且不能防止复发。再次是

免疫抑制剂，对常规药物治疗无效的 ＵＣ有一定疗
效，但对肝、肾及骨髓有毒性［６］。而中医药治疗溃

结体现了较明显的优势，近些年中医药治疗溃结疗

效显著，却无明显不良反应，体现出中药治疗溃结的

优越性。我们经过近２０余年的临床和实验研究总

结出经验方肠愈宁颗粒。肠愈宁颗粒组方源自金元

医家刘完素的名方白术黄芪汤（《素问病机气宜保

命集·泻痢论》），结合我科名中医治疗 ＵＣ的临床
经验配药而成，在临床应用取得了良好的效果，有效

率达９０％以上，而且安全性良好［７］。本研究复制了

的ＵＣ大鼠模型，并通过宏观和微观角度考察了 ＵＣ
大鼠肠道炎性反应，实验结果显示，肠愈宁颗粒调节

了肠道异常免疫反应，使肠黏膜炎性反应和溃疡基

本消除。佐证了肠愈宁颗粒的有效性。

ＵＣ病因和病机尚不明确，但免疫异常被公认为
在炎症性肠病（ＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＢｏｗｅｌＤｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）中
发挥着决定性的作用，包括细胞因子、炎性反应递质

以及免疫调节等方面［８］。溃结与结肠癌的发生存

在一定的因果关系，所以被ＷＨＯ列为难治之病［９］。

细胞因子可分为抗炎性细胞因子和促炎性细胞因子

两类，正常人群中两类因子处于平衡状态，有研究表

明，当抗炎性细胞因子异常减少或促炎性细胞因子

异常增多可导致二者平衡被打破，进而促使肠道黏

膜炎性反应的发生［１０］

肿瘤坏死因子（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）
ＴＮＦα不仅具有抗肿瘤的活性，并且还能介导和调
节机体的免疫反应、炎性反应、代谢等。ＴＮＦα通过
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促进内皮细胞粘附分子上调、趋化中性粒细胞发挥

凝血酶原效应的作用，进而参与ＵＣ的发生，活动期
ＵＣ，在血浆和粪便中均能检测到 ＴＮＦα的表达，且
水平升高［１１］。ＩＬ１β属内分泌型细胞因子，可由多
种细胞产生，如巨噬细胞、单核、内皮细胞和中性粒

细胞等。在免疫炎性反应中有重要作用。ＩＬ１β具
有较多的生物学活性，可以诱导淋巴因子的产生，活

化Ｔ细胞、诱导急性期炎性反应免疫、蛋白质合成
等。ＵＣ活动期 ＩＬ１β的表达上调，间接提示它对
ＵＣ的发病起重要作用。

钙卫蛋白（Ｃａｌｐｒｏｔｅｅｔｉｎ，ＣＰ）是一种杂合性的钙
结合蛋白，来源于中性粒细胞和活化巨嗜细胞胞质，

可作为一种炎性标志物。其具有抗蛋白酶活性和耐

热性，在外界环境中和肠腔可长期保持稳定而不被

细菌和酶破坏，其主要生物学功能包括抗微生物活

性、调节免疫作用、参与细胞信号传递、抗增殖和诱

导细胞凋亡、炎性反应中调节蛋白等［１２］。国外研究

表明钙卫蛋白的稳定性要好于以前的生物标记物，

其浓度在 ＵＣ活动期显著增加［１３］。ＵＣ的研究，是
目前免疫疾病防治研究的重点，依然存在着许多未

解决的问题。钙卫蛋白作为调节蛋白在 ＵＣ的防治
中的相关研究极少。

本实验通过免疫印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）结肠
组织 ＣＰ，同时酶联免疫法（ＥｕｚｙＭｅｌｉｎｋｅｄＩｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔＡｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检查相关炎性介质 ＴＮＦα、
ＩＬ１β。结果表明模型组大鼠 ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达
明显高于空白对照组，说明促炎细胞因子参与了ＵＣ
的发病。经过肠愈宁颗粒治疗两周后，实验大鼠血

清ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达较模型组显著减少。表明肠
愈宁颗粒治疗ＵＣ的机制可能是通过抑制促炎因子
ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达，进而调整了促炎因子与抗炎
因子的平衡。此外，在血清和肠组织中，肠愈宁颗粒

组的ＣＰ的含量比较模型组有显著的降低。本研究
从细胞免疫和 ＣＰ调节角度阐述肠愈宁颗粒影响

ＵＣ的发病机制。本文可以为进一步研究肠愈宁颗
粒治疗 ＵＣ的机制以及 ＵＣ药物的开发提供理论
依据。
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