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乌梅丸对免疫性结肠炎大鼠 ＮＦκＢ、ＩＬ１０的影响
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摘要　目的：探讨乌梅丸为对免疫性结肠炎大鼠核转录因子ＮＦκＢ及抑炎性因子ＩＬ１０表达的影响。方法：实验动物４０
只随机分为正常对照组、模型组、阳性对照组、乌梅丸低剂量组、乌梅丸高剂量组，半抗原２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）加
乙醇局部灌肠复制免疫性结肠炎模型，每天进行疾病活动指数（ＴＤＩ）评分，ＥＬＩＳＡ测定大鼠血清 ＩＬ１０水平，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
法测定病变结肠组织ＮＦκＢ表达水平。结果：模型大鼠造模给药后出现便血、稀便、精神萎靡、解剖观察结肠黏膜组织有
溃疡形成；与正常对照组比较，模型组大鼠血清ＩＬ１０水平降低、结肠黏膜组织ＮＦｋＢ表达升高（Ｐ＜００５）；给药处理后，各
组ＮＦｋＢｐ６５表达较模型组均降低，其中乌梅丸低剂量组降低最为显著；阳性对照组血清 ＩＬ１０表达升高，乌梅丸低剂量
组、乌梅丸高剂量组降低（Ｐ＜００５）。结论：乌梅丸对免疫性结肠炎大鼠炎性活化过程中 ＮＦｋＢｐ６５激活有显著抑制作
用，从而抑制其下游炎性因子表达，降低损伤，血清中 ＩＬ１０的低表达可能与乌梅丸募集 ＩＬ１０向结肠病变组织减少损伤
相关。
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　　以免疫检查点抑制剂为代表肿瘤免疫治疗是继
靶向治疗后又一种新兴的治疗手段。免疫检查点抑

制剂通过解除肿瘤局部微环境免疫抑制，进而促使

效应Ｔ细胞恢复特异性识别功能进而杀伤肿瘤细
胞。正常组织免疫抑制受到破坏可导致自身免疫耐

受受到损害，进而导致免疫治疗相关不良反应（Ｉｍ
ｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄＡｄｖｅｒｓｅＥｖｅｎｔｓ，ｉｒＡＥｓ），常见受累部位
包括皮肤、消化道、肝脏、甲状腺等，结肠炎是最常见

的消化道不良反应之一，免疫治疗导致的免疫功能

紊乱是免疫治疗相关性结肠炎的病因所在，发病与

溃疡性结肠炎类似。本研究参考免疫性结肠炎模

型，观察乌梅丸对结肠炎大鼠血清 ＩＬ１０、病变结肠
黏膜ＮＦκＢ影响，探讨乌梅丸是否可以从调节免疫
角度改善免疫性结肠炎性反应状，为今后肿瘤免疫

治疗不良反应的临床策略提供思路。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４０只，雄性，体

·８８１３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．１２



质量（２５０１０）ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有
限公司，ＳＰＦ级。动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１３
００３５。动物饲养环境温度（２４±２）℃，相对湿度
（５０±１０）％，自由摄食饮水，１２ｈ／１２ｈ明暗交替。
１１２　药物　卓美乐（甲泼尼龙片，ＰｆｉｚｅｒＩｔａｌｉａＳｒＩ
公司产品，Ｔ９６６８０），购于北京中医药大学东直门医
院，乌梅丸颗粒剂（乌梅２４ｇ、细辛９ｇ、干姜１５ｇ、黄
连２４ｇ、当归６ｇ、黑附子９ｇ、蜀椒６ｇ、桂枝９ｇ、党参
９ｇ、黄柏９ｇ）由北京康仁堂药业有限公司提供。
１１３　试剂与仪器　２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ，
美国ｓｉｇｍａ公司，批号：Ｐ２２９７）；白细胞介素１０（ＩＬ
１０）ＥｌＩＳＡ试剂盒（ａｂｃａｍ，批号：ａｂ１００７６４）；ＮＦκＢ
ｐ６５山羊抗小鼠一抗（ＭＤＬ公司，批号：ＭＤ２１４２），β
ａｃｔｉｎ山羊抗兔一抗（ＭＤＬ公司，批号：ＭＤ２１４１），酶
标仪（ＢＩＯＲＡＤ，型号：５５０），电热恒温水浴槽（上海
一恒恒温设备厂，型号：ＨＷＳ２４）；－８０℃低温冰箱
［日本ＳＡＮＹＯ，型号：ＭＤＦＣ８Ｖ（Ｎ）］４℃低温冰箱
（青岛海尔冰箱股份有限公司，型号：ＨＸＣ１０６）；制
冰机 （美国 ＳＣＯＴＳＭＡＮ，型号：ＡＦ１０）；ＰＶＤＦ膜
（０２２μｍ）（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，型号：ＩＳＥＱ０００１０）；３ＭＭ
滤纸（英国 Ｗｈａｔｍａｎ，型号：３０３０８６１）；脱色摇床（海
门其林贝尔仪器制造公司，型号：ＴＳ１００）；旋涡混匀
器（海门麒麟医用仪器厂，型号：ＸＷ８０Ａ）；电泳仪
（北京百晶生物技术有限公司，型号：ＢＧｓｕｂＭＩＤＩ）；
低温离心机（Ｓｉｇｍａ，型号：３３０Ｋ）；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
系统（美国ＢＩＯＲａｄ，型号：１６４５０５６）；凝胶成像系统
（美国ＵＶＰ，型号：ＧｅｌＤｏｃＩｔ３１０）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ化学
发光成像系统（美国Ｂｉｏｒａｄ，型号：１７０８２８０）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　分组：造模３２只大鼠随
机分为模型组、阳性对照组、乌梅丸低剂量组、乌梅

丸高剂量组，每组８只。模型制备：超净工作台下先
配制５０％乙醇溶液，然后和５０ｇ／Ｌ的 ＴＮＢＳ等体积
混合制成免疫复合物，造模前现用现配。大鼠禁食

（不禁水）２４ｈ，１０％水合氯醛腹腔麻醉（０３ｍＬ／
１００ｇ）后仰卧位固定于木板，食用油涂抹肛周，３２只
大鼠按照ＴＮＢＳ１００ｍｇ／ｋｇ剂量用２ｍｍ硅胶管（食
用油润滑）连接注射器由肛门插入８ｃｍ局部灌肠１
次，再注入０５ｍＬ空气，注射完毕动物头部向下木
板微微倾斜约３０°２ｍｉｎ，从木板取下大鼠归笼，自
然苏醒，恢复饮食。其余８只大鼠同样方法给予等
量０９％氯化钠溶液。
１２２　给药方法　模型组按１ｍＬ／１００ｇ灌胃生理
盐水，阳性对照组按２ｍｇ／ｋｇ卓美乐水溶液，乌梅丸

低剂量组按照生药量１３４ｇ／ｋｇ灌胃乌梅丸药液，乌
梅丸高剂量组按照生药量２６８ｇ／ｋｇ灌胃乌梅丸药
液，于造模３ｄ后开始灌胃给药，１次／ｄ，连续给药
１４ｄ。
１２３　检测指标与方法　给药期间每天记录体质
量，观察大鼠体征、大便性状、隐血情况，并进行疾病

活动指数（ＤｉｓｅａｓｅＡｃｔｉｖｉｔｙＩｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分，见表１，
评估疾病活动状态。给药１４ｄ后禁食２４ｈ，１０％水
合氯醛（０３ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，股动脉取血，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清，剖腹取病变部位
结肠组织。

表１　ＤＡＩ评分标准

观测指标
计分（分）

０ １ ２ ３ ４

体质量下降（％） 不下降 １～５ ５～１０ １０～１５ ＞１５
大便性状 正常 松散大便 腹泻

便血 阴性 隐血 肉眼血便

　　注：ＤＡＩ＝体质量下降分数＋大便性状分数＋便血分数

　　１）ＩＬ１０检测：采用抗体双夹心 ＥＬＩＳＡ法测定
ＩＬ１０水平，严格按照试剂盒要求操作，试剂盒和血
清样本从冰箱取出后室温平衡３０ｍｉｎ，将包被好大
鼠ＩＬ１０抗体的９６孔板设置为标准品孔、空白对照
孔、待测样品孔，标准品孔按浓度梯度加入不同浓度

标准品（每孔５０μＬ），空白对照孔不加样品及酶标
试剂，待测样品孔先加入４０μＬ样品稀释液后，再加
入待测血清标本１０μＬ（每孔５０μＬ），振荡１ｍｉｎ充
分摇匀，封板，置３７℃电热恒温水箱中温育３０ｍｉｎ，
用洗涤液洗板５次，拍干。除空白孔外，每孔加入酶
标试剂５０μＬ，振荡１ｍｉｎ充分摇匀，封板，置３７℃
电热恒温水箱中温育３０ｍｉｎ，洗板５次，拍干。每孔
加入显色剂Ａ５０μＬ，再加入显色剂 Ｂ５０μＬ，振荡
１ｍｉｎ充分摇匀，置３７℃电热恒温水箱中避光反应
１５ｍｉｎ。每孔加终止液５０μＬ，振荡１ｍｉｎ充分摇匀，
以空白孔调零，立即用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测定
吸光度（ＯＤ值），做出标准曲线，回归计算血清中
ＩＬ１０水平。２）ＮＦκＢ检测：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测
ＮＦκＢｐ６５的表达。提取结肠组织总蛋白，ＢＣＡ试
剂盒检测浓度，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳２ｈ，制备样品，
上样每孔上样量６０μｇ，然后转至 ＰＶＤＦ膜，转模结
束后用封闭液室温封闭 １ｈ，分别加入一抗 ＮＦκＢ
ｐ６５（１∶１０００）、一抗 βａｃｔｉｎ（１∶２５００），４℃孵育过
夜。第２天洗膜后加二抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ，
洗涤后显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的光密度值。目
的蛋白相对表达量 ＝［目的蛋白（光密度值）／内参
（光密度值）］。
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表２　各组大鼠ＤＡＩ评分比较（珋ｘ±ｓ，分，ｎ＝８）

给药天数 模型组 阳性药组 乌梅丸低剂量组 乌梅丸高剂量组

第１天 １０５０±０５３ １０７５±０４６ １０６３±０５２ １０６３±０５２
第２天 ９５０±０５３ ９６３±０５２ ９３８±０５２ ９５０±０５３
第３天 ７５０±０７６ ７５０±０５３ ７１３±０６４ ７３８±０５２
第４天 ６２５±０４６ ６２５±０４６ ５７５±０７１ ６５０±０５３
第５天 ５６３±０７４ ５００±０５３ ４５０±０５３ ５６３±０７４▲▲

第６天 ５１３±０３５ ４７５±０４６ ３３８±０５２△△ ５００±０５３▲▲

第７天 ４３８±０５２ ４５０±０５３ ２８８±０６４△△ ４６３±０５２▲▲

第８天 ４１３±０３５ ３８８±０３５ １８８±０６４△△△ ４２５±０４６▲▲▲

第９天 ４００±０００ ３７５±０４６ １６３±０５２△△△ ４００±０００▲▲▲

第１０天 ３８８±０３５ ３５０±０７６ １５０±０５３△△ ４００±０００▲▲▲

第１１天 ３８８±０３５ ３３８±０７４ ０５０±０５３△△ ３６３±０５２▲▲▲

第１２天 ３７５±０４６ ３２５±０７４ ０５０±０５３△△ ３６３±０５２▲▲

第１３天 ３６３±０５２ ３００±１２０ ０３８±０５２△△ ３３８±０５２▲▲▲

第１４天 ３６３±０５２ ２７５±１３９ ０２５±０４６△△ ３１３±０６４▲▲▲

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与阳性药组比较，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１；与乌梅丸低剂量组比较，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲

Ｐ＜０００１

１３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２００统计软件分析，
经正态检验后，计量资料数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，正态数据组间比较以单因素方差分析，非正
态数据组间比较用非参数检验。以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　一般状态比较　除正常对照组外，各组大鼠造
模后当天出现便血、稀便，便血由肉眼血便变为潜血

共持续３～５ｄ，食量减少，体质量下降，肛周污浊，毛
色暗淡粗糙沾染粪便，随时间推移，各组大鼠体质量

先下降后持续增长，乌梅丸低剂量组症状好转最明

显，饮食逐渐恢复、毛色润泽、行动积极活跃，大便性

状由稀转干、逐渐成形；其次是阳性对照组，饮食一

般，具有一定体力，大便始终未成形；高剂量组症状

改善有限，形体消瘦，大便次数多、稀便，蜷卧懒动。

取材时模型组大鼠结肠壁厚薄不均，肠壁纵向切开

观察可见肠黏膜溃疡、糜烂，黏膜表面水肿，给药各

组大鼠结肠黏膜表现为不同程度充血水肿，溃疡较

模型组少见，乌梅丸高剂量组肠道内可见药物残渣。

２２　ＴＤＩ评分　给药后各组 ＴＤＩ评分随时间均逐
渐降低，前期由于便血、体质量降低等因素 ＤＡＩ评
分普遍偏高，各组间 ＤＡＩ差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；便血停止后体质量逐渐复，影响 ＤＡＩ的主要
因素为大便性状，乌梅丸低剂量组大便性状改善最

为明显，给药终点大便性状几乎恢复正常，从第５天
开始与模型组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，
阳性药组和乌梅丸高剂量组均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。与阳性药组比较，乌梅丸低剂量组从第６天
开始差异有统计学意义（Ｐ＜００５），乌梅丸高剂量

组无统计学意义（Ｐ＞００５）。乌梅丸低剂量组与乌
梅丸高剂量组比较，从第５天开始差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２。
２２　ＩＬ１０表达情况　与对照组比较，模型组大鼠
血清 ＩＬ１０表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，阳性对照组血清 ＩＬ１０表达
升高，乌梅丸低剂量组、乌梅丸高剂量组降低，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）；与阳性对照组比较，乌梅
丸低剂量组、乌梅丸高剂量组血清 ＩＬ１０表达降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　各组大鼠血清ＩＬ１０水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别
给药剂量

（ｇ／ｋｇ）
血清ＩＬ１０
（ｎｇ／ｍＬ）

对照组 — ２０８５８３±４７０３７
模型组 — １６１５００±３０７４５

阳性对照组 ２ｍｇ ２４４８３３±５８５４７△△△

乌梅丸低剂量组 １３４ ９５６６７±３２０７１△△▲▲▲

乌梅丸高剂量组 ２６８ １０１９１７±３０８５７△△▲▲▲

　　注：与对照组比较， Ｐ＜００１；与模型组比较，△△ Ｐ＜

００１，△△△Ｐ＜０００１与阳性对照组比较，▲▲▲Ｐ＜０００１

表４　各组大鼠结肠组织ＮＦκＢ水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别
给药剂量

（ｇ／ｋｇ）
结肠ＮＦκＢ相对表达量

对照组 — １０００±０１３５
模型组 — １５０３±０１００

阳性对照组 ２ｍｇ １３０７±００７１△

乌梅丸低剂量组 １３４ ０４２０±００９０△△▲▲

乌梅丸高剂量组 ２６８ ０５７６±００７５△△▲▲

　　注：与对照组比较， Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５，
△△Ｐ＜００１；与阳性对照组比较，▲▲Ｐ＜００１

２３　各组大鼠肠黏膜 ＮＦκＢ表达情况　与对照组
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比较，模型组大鼠ＮＦκＢ表达升高（Ｐ＜００５）；与模
型组比较，阳性对照组、乌梅丸低剂量组、乌梅丸高

剂量组 ＮＦκＢ表达降低（Ｐ＜００５）；与阳性对照组
比较乌梅丸低剂量组、乌梅丸高剂量组 ＮＦκＢ表达
降低（Ｐ＜００５）。见表４，图１。

图１　结肠炎大鼠结肠组织ＮＦκＢｐ６５蛋白表达电泳
　　注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：乌梅丸低剂量组；

Ｅ：乌梅丸高剂量组

３　讨论
腹泻是接受肿瘤免疫治疗患者最常见胃肠道不

良反应，而该症状的发生与结肠炎密切相关（腹部

疼痛、放射检查、内窥镜检查）［１］。ＣＴＬＡ４和ＰＤ１／
ＰＤＬ１两类免疫检查点抑制剂比较，接受前者治疗
发生腹泻的机率远远大于后者。接受了 ｉｐｉｌｉｍｕｍａｂ
（ＣＴＬＡ４）治疗的患者任何等级腹泻发生率约
３０％，严重（３级以上）腹泻的发生率大约为
１０％［２］，结肠炎发生时间集中在３次治疗之后，持续
３４ｄ左右，与给药量无明显相关性［３］。约５％的患
者发生了严重（３级以上）结肠炎［４］，而迟发型结肠

炎发生率更高，有研究显示接受 ＣＴＬＡ４免疫治疗
的肿瘤患者发生迟发性结肠炎的机率高达１２％，伴
发的出血、肠穿孔和难治性腹泻等棘手症状甚至需

要手术来解决［５］。相对 ＣＴＬＡ４免疫检查点抑制剂
而言，ＰＤ１免疫检查点抑制剂胃肠道相关 ｉｒＡＥｓ轻
缓许多［６］，黑色素瘤患者接受 ｎｉｖｏｌｕｍａｂ单抗治疗
后，１７％患者被观察到腹泻、结肠炎，只有１２％患
者发生３级以上严重胃肠道相关ｉｒＡＥｓ，接受另外一
个ＰＤ１免疫检查点抑制剂 ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ的患者，
结肠炎发生率为 ２８％，与用药量呈正相关，２种
ＰＤ１免疫检查点抑制剂比较，ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ胃肠道
相关ｉｒＡＥｓ平均持续时间（大约１８周）远大于 ｎｉｖ
ｏｌｕｍａｂ（大约 ６周）［７］。肿瘤治疗相关免疫性结肠
炎临床处理以静脉输注糖皮质激素为主，同时停止

免疫治疗，糖皮质激素治疗无效者需考虑加用英夫

利昔（Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）等免疫抑制剂［８１０］，停药再加糖皮

质激素的免疫抑制作用，会大大降低免疫治疗的有

效性，免疫抑制剂的加入，还可能增加机会性感染的

风险。随着肿瘤免疫治疗临床推进，将来我国会出

现大量接受免疫治疗患者，免疫治疗相关性结肠炎

患者的数量届时也会激增，因此提早研究解决办法

具有前瞻性、可行性、必要性。

白细胞介素１０（ＩＬ１０）是一种具有抗炎及免疫
抑制作用的细胞因子，由ＣＤ４＋的 Ｔ细胞、抗原呈递
细胞等分泌，具有抑制巨噬细胞活性，抑制 ＩＬ１、ＩＬ
６、ＴＮＦα等炎性反应细胞因子分泌的功能，在免疫
应答和炎性反应的负反馈调节中具有不可替代的作

用［１１１３］。ＩＬ１０主要通过ＪＡＫＳＴＡＴ途径发挥作用，
当ＩＬ１０与ＩＬ１０受体１结合后发生结构变化，暴露
ＩＬ１０受体２的结合位点，在２个受体彼此靠近后引
起细胞中ＪＡＫ１和 ＴｙＫ２的激活，引起 ＪＡＫ１的磷酸
化，进而激活ＳＴＡＴ３从而选择性地抑制或激活转录
基因发挥作用［１４］。研究显示 ＩＬ１０在克罗恩病、系
统性红斑狼疮、干燥综合征等自身免疫性疾病的发

生和发展过程中都有着十分重要的作用［１５１７］。正

常肠道内定植有细菌菌群，不断地和食物抗原和潜

在的病原体接触，却不至于发生慢性肠道炎性反应，

保持了肠道免疫上的稳态，这是多种免疫调节机制

相互作用的结果，而在诸多机制之中，ＩＬ１０和转化
生长因子β的作用尤为关键［１８］。核转录因子 κＢ
（ＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒＫａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）广泛存在于各种组
织细胞中，是一类具有多向转录调节作用的核蛋白

因子，在收到炎性反应递质刺激后激活，调控多种基

因的转录表达，在炎性反应、免疫、细胞的增殖以及

凋亡等中发挥重要作用［１９２０］。ＮＦκＢ未被激活时，
与核因子κＢ抑制蛋白相结合并以无活性的三聚体
形式存在，在细胞收到刺激后，核因子 κＢ抑制蛋白
磷酸化后降解，而ＮＦκＢ则和蛋白结合移位至细胞
核，和靶序列相结合，激活下游转录基因［２１］。ＮＦ
κＢ对炎性反应递质的刺激敏感，是炎性反应的敏感
核转录因子，通过促进炎性细胞因子基因的转录使

得ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα等炎性反应细胞因子表达增加
导致炎性反应的强化［２２］。在炎性反应性肠病的肠

道上皮细胞中ＮＦκＢ明显激活，而在正常的肠道的
上皮中则无激活［２３］。对溃疡性结肠炎的小鼠使用

ＮＦκＢ反义寡核苷酸灌肠，可以降低其 ＩＬ１、ＩＬ６、
ＴＮＦα的水平，改善其症状和组织损伤［２４］。

本研究显示乌梅丸可降低免疫性结肠炎大鼠病

变结肠组织ＮＦκＢ水平，进而抑制ＩＬ１等炎性因子
分泌，从而达到减轻炎性损伤的目的；既往研究显

示，乌梅丸可显著抑制结肠炎大鼠结肠组织 ＩＬ１表
达，促进ＩＬ１０表达，维持细胞因子中促炎因子和抗
炎因子间的平衡，从而对溃疡性结肠炎发挥治疗作

用［２５］。本次研究发现乌梅丸干预后，结肠炎大鼠血

清中ＩＬ１０表达降低，血清ＩＬ１表达升高，出现与结
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肠组织中相反的趋势，提示乌梅丸对结肠炎大鼠的

治疗作用远不止调节局部细胞因子中促炎因子和抗

炎因子间的产生平衡，还可能具有抑制 ＩＬ１等相关
炎性因子迁移至病变部位、募集 ＩＬ１０等抑炎因子
至病变结肠部位的作用，进一步减轻炎性损伤作用。

随着我国肿瘤免疫治疗临床工作的大量开展，免疫

治疗胃肠道不良反应患者数量将会激增，本研究具

有一定的前瞻性并为治疗肿瘤免疫治疗不良反应提

供一定的治疗思路，但本次研究借用动物模型为免

疫性结肠炎模型，并非肿瘤免疫治疗药物诱发，具有

一定局限性。
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