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中药清肠栓对溃疡性结肠炎大鼠结肠通透性的影响
卢璐谢建群

摘要 目的 探讨复方中药清肠栓对三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的溃疡性结肠炎(UC)大鼠结肠黏膜通

透性的影响及其修复结肠溃疡的作用机制。方法 采用异硫氰酸荧光素一右旋糖4 000(FITC—dextran 4 000，

FD-4)作为标记物，在体实验与离体实验相结合测定大鼠结肠通透性，观察中药清肠栓对UC大鼠结肠通透

性的影响。结果 (1)在体动物实验：发现模型组大鼠结肠对FD-4的通透性较正常组显著增加，在30 min

内增加为对照组的6倍。清肠栓高剂量及中剂量组能不同程度的抑制UC大鼠结肠通透性的升高

(P<0．05)。(2)离体实验：通过测定FD-4的通透性系数(Papp)反映发现，大鼠升结肠黏膜通透性120 min

内，模型组FD4的Papp为(5．00l±1．316)×10{cm／s，Papp增加为正常组的2．5倍，清肠栓高剂量及中剂

量组能有效降低升结肠黏膜对FD-4的Papp(P<0．05)。结论 清肠栓能有效抑制UC大鼠结肠通透性的

升高，改善肠黏膜屏障功能，促进溃疡愈合。
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Effect of Qingchang Suppository on Intestinal Permeability In Rats with Ulcerative Colitis LU lu and XIE

Jian—qun Longhua Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine。Shanghai(200032)

ABSTRACT Objective To observe the effect of Qingchang Suppository(QCS．a Chinese herbal prepara。

tion)on intestinal permeability ifl rat ulcerative colitis(UC)modeIinduced by trinitmbenzene sulforic acid，and to

explore the mechanism of QCS for healing the ulceration．Methods Labelled by FITC·dextran 4 000(FD-4)，the

permeability of colonic membrane；n UC rat and effect of QCS on it were observed／n vitro and／n vivo．Results In

vivo study showed that the colonic FD-4 permeability of UC rat was increased significantly，being 6一fold of normal

in 30 min．After treated with QCS of high／moderate dosage．it significantly aRenuated to different degrees(P<

0．05)．FD-4 permeability coefficient(Papp)determination／n vitro showed that Papp in modeI rats increased to

(5．001±1．316)X10 1cm／s in 120 rain，being 2．5-fold Of centrel；and which could be decreased by high／mod。

erate dose OOS effectively(P<0．05)．Conclusion QCS could suppress the high colonic permeability in UC

model rats，improve the barrier function of intestinal membrane and promote the healing of ulceration．

KEYWORDS Qingchang Suppository；ulcerative colitis；intestinal permeability

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)是以腹痛、

腹泻、黏液脓IIIL便以及里急后重为主要症状，以结肠

黏膜慢性炎症和溃疡形成为主要病理特点的临床常见

的肠道疾病。好发于直肠、乙状结肠。因治疗难度大，

疗程长，而且治愈后常易复发，已被WHO确认为现

代难治病。近年来，有研究表明UC作为肠黏膜损伤

性疾病，其发病与肠上皮屏障功能减弱，肠道通透性增

加相关。而目前关于中药栓剂改善UC肠道通透性方

面的实验性研究报道甚少。本实验旨在探讨复方中药

基金项目：国家自然科学基金资助项目(No．30772801)
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清肠栓对三硝基苯磺酸(TNBS)／乙醇诱导的UC大鼠

结肠黏膜通透性的影响及其修复结肠溃疡的作用机

制。

材料与方法

1 实验动物 清洁级雄性SD大鼠72只，体重

为(250±20)g，由上海中医药大学动物实验中心提

供。

2主要试剂与药品 戊巴比妥钠(西唐生物)，

5％2，4，6三硝基笨磺酸原液(Sigma)，FITC—dextran

4 000(Sigma，3822009000)，甲醛(上海生工)，乙醇(上

海生工)，清肠栓(由马齿苋、青黛、参三七、五倍子等

组成，上海秀龙中药厂生产)，柳氮磺胺吡啶(SASP，
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山西三九同达药业有限公司生产)，肝素。

3仪器设备荧光分光光度计(日立F4500，日

本)，Powerlab／8sp高速生物信号记录仪(埃德仪器公

司，澳大利亚)，CEZ-9100型短路电流放大器(日本光

电，日本)，VCCMC-2电压钳(生理仪器公司，美国)，

P2300Ussing型浴槽(生理仪器公司，美国)，电子天平

(塞多利斯，德国)。

4缓冲液的配制

4．1 配制台式液(mmol／L) NaCI 137，KCI 2．7，

NaHC03 12，NaH2P04 0．33，CaCl2 1．8，MgCl2 1．0，葡萄

糖5．5，加HCI调节pH至7．4。实验前新鲜配制。

4．2配制PBS液(mmol／L) NaCI 137，KCI 2．7，

Na2HPO。10，KH2P04 1．8，加HCI调节pH至7．4，4℃

保存，实验前新鲜配制。

4．3 配制Ringer液(retool／L) NaCl 107，KCI

4．5，NaHC03 25，Na2HP04 1．8，NaH2P04 0．2，CaCl2

1．2，MgSO。1．0，葡萄糖12。搅拌均匀后充氧(95％O：

+5％CO：混合气)20—30 min，至氧饱和，加HCI调节

pH至7．4，实验前新鲜配制。

5动物模型的建立 实验分两批进行，每批36

只大鼠，随机分为正常对照(正常)组，模型组，SASP

组，清肠栓高、中、低剂量组，共6组，每组6只。造模

前全部大鼠均放在铁笼中喂养，禁食不禁水24 h；除正

常组6只大鼠以外，其余30只均予造模；大鼠先给予

戊巴比妥钠，按45 mg／kg腹腔麻醉。再参照文献报

道¨。TNBS造模最佳剂量100 mg／kg计算，用1 mL注

射器抽吸TNBS原液(0．20 mL／100 g SD大鼠)，继续

抽吸0．25 mL的50％乙醇混合后，用改良后的直灌胃

针插入肛门上段8 cm后注入混合试剂。然后用金属

夹夹大鼠肛门30 min，同时释放大鼠归笼，让动物保持

平躺自然清醒后自由饮食。3天内，动物出现腹泻、黏

液脓血便后，随机抽样检查，经解剖及光镜证实结肠溃

疡率100％；大鼠造模后第3天，开始灌肠给药，灌肠

方法与造模时相同，连续给药7天。清肠栓用量按人

用药量的50、25、12．5倍给药，SASP用药量，按照人

和动物问体表面积折算的等效剂量比值表旧3计算。

6在体大鼠结肠通透性的测定实验前，动物禁

食过夜，实验前先肝素化(300 u／kg，腹腔注射)，30

min后予戊巴比妥钠(45 mg／kg，腹腔注射)麻醉，颈静

脉插管用于采集血样。沿腹中线切开腹腔，结扎回肠

末端，及降结肠末端，并结扎双侧肾蒂，自回肠末端插

管注入含有0．4 mr,／mL FITC—dextran 4 000(FD-4)的

台氏液(25 mL／kg)，然后缝合腹部。在注入FD-4后

0、15、30、60、90、120 rain取血样100 trL，用PBS稀释

100倍，荧光法测定血样中FD-4含量。结肠黏膜通透

性用由肠腔进入血液的FD-4量表示¨。。

7 离体大鼠升结肠通透性的测定

7．1 电极的制作 (1)As／AgCl电极制备：将光

洁银丝置于电镀池(介质：0．9％NaCI溶液)阳极，1．5

V、30～40恤A电镀4—6 h，至表面均匀覆盖一层致密

AgCl颗粒，蒸馏水冲洗后晾干备用。(2)盐桥的制作：

首先配制含3 mmoL／L KCI的3％琼脂混悬液30 mL，

加热煮沸，待稍冷却后将凝胶灌注于电极塑料管尖端，

高度约1．5 cm，然后塑料管内注满3 M KCl溶液。注

意电极内勿产生气泡，否则弃用。(3)将制作好的A∥

AgCI电极与含有琼脂盐桥的塑料管连接，从而制成记

录电极和参比电极。

7．2大鼠结肠黏膜分离方法 由于UC发病多

累及远端结肠，造成黏膜充血溃疡，多数溃疡深达肌

层，故本实验选取升结肠测定通透性。动物造模结束

后，麻醉并打开腹腔，从回盲交点处向下开始取长约

2 em的升结肠一段，置人4。C Ringer液中，去除脂肪

结缔组织并沿肠系膜纵形剪开，洗净肠内容物，用大头

针将黏膜层朝下固定于蜡盘上，持续充氧(95％O：+

5％CO：混合气)。然后，用精细镊将肌层剥除(小心勿

损伤粘膜)，再把黏膜剪成面积约1．0 CIll×0．8 cm的

膜片，固定在Ussing型浴槽中(黏膜暴露面积0．5

cm2)，黏膜顶侧面朝左，基侧面朝右。

7．3 升结肠黏膜通透性测定 黏膜上皮在us．

sing型灌流槽中平衡30 min，向黏膜顶侧侧加入0．1

rag／mL的FD-4，在加入FD-4后的0、15、30、60、90、120

rain，从基侧侧抽取200阻L Ringer液，通过荧光法测定

其中FD-4含量¨】。结肠上皮黏膜通透性由FD-4的

通透性系数(Papp)表示，Papp=dQ／dt／AC，在此，dQ／

dt为FD-4转运通过上皮单层速率，A是整个上皮的面

积，C是左腔内FD-4的初始浓度。

8 结肠一般形态学观察 动物造模结束后，取

一段结肠用10％甲醛固定后，石蜡包埋，切成4斗m的

切片，苏木素．伊红(HE)染色，光学显微镜下观察结肠

组织形态学变化。

9统计学方法应用Graphpad Prism 5．0进行

统计学分析。实验结果以孑4-8表示。两组数据间比

较用Student’S t-检验，多组数据间比较用One·way

ANOVA检验。

结 果

1 各组在体大鼠结肠通透性比较(表1) 动物

给药后，用FD．4作为标记物在体测定大鼠结肠通透
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表1 各组在体大鼠结肠通透性比较 (i±s)

性。模型组大鼠结肠对FD-4的通透性较正常组有显

著增加，在30 min内增加为对照组的6倍。SASP组

和清肠栓组能不同程度的抑制UC大鼠结肠通透性。

2各组离体大鼠升结肠通透性比较(表2) 动

物给药后，分离出升结肠黏膜固定于Ussing型灌流槽

中，用FD-4作为标记物，通过测定FD-4的Papp反映

升结肠黏膜通透性的变化。120 min内模型组FD-4的

Papp为(5．001±1．316)×10～cm／s，较正常组显著

增加，Papp增加为正常组的2．5倍，SASP和清肠栓能

有效降低升结肠黏膜对FD-4的Papp(P<0．05)。

农2 各组离体大鼠升结肠通透性比较 (牙±s)

注：与正常组比较，‘P<0．01；与模型组比较，△P<0．05。△△p<

O．Ol

3结肠组织病理学变化 正常组结肠组织未出

现异常(图1A)。TNBS／乙醇模型造模引起了结肠组

织灶性坏死，溃疡形成，部分深达肌层，大量炎细胞浸

润，溃疡边缘腺上皮细胞增生(图1 B)。给予SASP治

疗后，大部分标本仅见结肠壁黏膜下层轻度充血、水肿

(图1 c)。清肠栓高剂量组治疗后，结肠壁黏膜下层显

著充血、水肿、炎细胞浸润。腺上皮细胞增生，部分腺

体扩张呈囊状(图lD)。清肠栓中剂量组治疗后，大

部分标本仅见结肠壁黏膜下层轻度充血、水肿(图

1E)。清肠栓低剂量组治疗后，结肠壁黏膜层充血、出

血，大量炎细胞浸润，小溃疡形成(图1F)。

讨 论

UC的发病机制尚未完全明确，主要与遗传、环境、

自身免疫、感染等有关。近年研究发现，肠黏膜屏障功

能异常在UC发病机制中发挥重要的作用。肠道感

染、炎症等因素能诱导肠黏膜屏障功能异常，使黏膜通

透性增高，导致肠腔内细菌、抗原等物质移位至黏膜固

有层而激活免疫细胞，诱导黏膜异常免疫反应的发

生¨1。UC发病时，一些损伤性因素如炎症细胞因子

能破坏肠黏膜屏障，加重黏膜免疫异常反应的发生。

注：A为正常组；B为模型组；C为SASP组；D为清肠栓高剂量组；E为清肠栓中剂量组；F为清肠栓低剂量组

图1各组结肠组织病理学变化(HExl00)
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目前普遍认为，肠黏膜屏障功能异常是UC发病的分

子基础，UC发病时肠黏膜屏障功能异常，肠腔内抗原

物质向肠黏膜【司有层移位，进一步激活固有层免疫细

胞，导致肠黏膜异常炎症反应¨’7一。

肠道屏障功能是指肠道上皮具有分隔肠腔内物

质，防止致病性抗原侵入的功能。肠黏膜屏障包括机

械性屏障、免疫性屏障和菌群屏障。其中又以机械屏

障最为莺要，其结构基础为完整的肠黏膜上：皮细胞以

及卜皮细胞间的紧密连接。本实验采j}j的TNBs／乙醇

造模法属于正常免疫系统下的半抗原诱导性模型，当

TNBs／乙醇灌肠时，乙醇作为有机溶剂溶解肠黏膜表

面的黏液，暂时性破坏肠黏膜屏障，使TNBs与肠组织

蛋白结合形成完全抗原，导致肠黏膜免疫系统针对该

抗原的迟发性变态反应，并造成肠黏膜的损伤。同时

给予不同剂鼍的中药清肠栓后，结肠黏膜的损伤程度

有不同程度的减轻。

本研究选用FD-4作为标记物，采用在体动物实验

与离体动物实验相结合，考察了中药清肠栓对大鼠结

肠通透性的影响。FD-4是一种分子茸为4 000，分子

半径为1．4 tim的大分子物质，常被用在不同的动物模

型中检测肠道通透性¨’4^⋯。在体测定结肠通透性可

以直接地反映整段结肠对标记物的通透性，但是局限

性在于测定过程会受到麻醉、血压、呼吸变化的影响；

离体测定升结肠黏膜通透性可以避免上述因素的影

响，实验条件较易控制。研究结果表明，TNBs／乙醇模

型可引起大鼠结肠通透性的显著增加，反映为血液中

FD-4含量的升高和升结肠黏膜上皮对FD-4 Papp的

增加。给予不同剂量的清肠栓灌肠后，大鼠结肠通透

性的增加得到了明湿的抑制。说明清肠栓不仅能抑制

肠黏膜炎症反应，还能有效地调节肠黏膜屏障功能，改

善肠黏膜屏障功能。
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