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摘要： 目的　 探究柔肝健脾方对肝郁脾虚证溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 小鼠的影响。 方法　 采用慢性束缚应激＋过度疲劳＋
饮食失节方法诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠形成肝郁脾虚证， 再予 ３％ ＤＳＳ 诱导建立 ＵＣ 模型， 将小鼠随机分为空白组、 模型

组、 柔肝健脾方组 （２０ ｇ ／ ｋｇ）、 美沙拉嗪组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 灌胃给予相应药物。 观察小鼠体质量、 粪便情

况、 疾病活动指数， ＨＥ 染色观察小鼠结肠组织病理学比较， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 采用试剂

盒检测小鼠结肠组织铁负荷、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠结肠组织 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＡＣＳＬ４
ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 利用 ＴＮＦ⁃α 诱导 ＮＣＭ４６０ 结肠细胞炎症， 加入柔肝健脾方含药血清和铁死亡诱导剂 ＲＳＬ３ 处理细

胞， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 分析细胞中铁负荷、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平，
以及 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 柔肝健脾方组小鼠体质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结

肠长度延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 疾病活动指数、 组织病理学评分、 血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平、 结肠组织 ＭＤＡ 水平、 铁

水平、 ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在

ＮＣＭ４６０ 细胞中， 柔肝健脾方可抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的细胞上清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平及铁死亡水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 柔肝

健脾方可有效改善 ＤＳＳ 诱导的溃疡性结肠炎小鼠结肠炎症以及 ＴＮＦ⁃α 诱导的结肠细胞炎症， 其作用机制与调控细胞

铁死亡有关。
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　 　 溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 是一种原因未明的累及结直肠黏

膜及黏膜下层的慢性非特异性炎症性疾病［１］ 。 该病病程

长、 易复发， 严重影响患者健康和生活质量， 甚可增加结

肠炎相关癌症风险［２］ 。 铁死亡是一种铁依赖性的新型细胞

程序性死亡方式［３］ ， 是肿瘤疾病中细胞死亡的重要机制，
同时其也可调控非肿瘤性疾病炎症的发生发展。 在 ＵＣ 病

程中， 过量的自由铁可通过多种机制加重肠上皮细胞内的

氧化活性， 过氧化氢和亚铁离子通过芬顿反应直接产生大

量的活性氧 （ＲＯＳ）， 过量的 ＲＯＳ 产生会导致细胞蛋白质、
脂质和核酸的改变， 从而导致上皮细胞炎症加重和组织损

伤［４⁃６］ 。 因此靶向调控铁死亡或成为 ＵＣ 治疗的潜在策略。
目前临床上 ＵＣ 的治疗药物虽可达到缓解疾病的作用，

但远期复发率高， 药物副作用较大［７］ 。 柔肝健脾方是江苏

虞山医派［８⁃９］治疗 ＵＣ 的代表方。 临床研究表明， 柔肝健脾

方可有效缓解轻中度 ＵＣ 患者的临床症状［１０］ 。 然而， 其对

ＵＣ 的具体干预机制尚不清楚。 基于铁死亡与 ＵＣ 病程进展

的相关性， 本研究旨在确定柔肝健脾方是否可通过抑制铁

死亡缓解 ＵＣ， 为其在 ＵＣ 中的临床运用提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ６ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 体质量 ２０ ～ ２２ ｇ，
购自北京斯贝福实验动物科技有限公司， 饲养于南京中医

药大学动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０１８⁃００４８］ 适应性饲养 １ 周， 饲养条件为温度 （２３±２）℃，
相对湿度 （５５±５）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环， 自由接触经消
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毒的标准啮齿动物食物和水。 本动物实验经南京中医药大

学实验动物中心伦理委员会批准 （伦理号 ２０２２０７Ａ０２２）。
１􀆰 ２　 细胞 　 人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ （货号 ＴＣＨ⁃
Ｃ４５０） 购自苏州海星生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 试剂与药物 　 柔肝健脾方组成为白芍 ２０ ｇ、 白术

１５ ｇ、 绵茵陈 １２ ｇ、 川连 ６ ｇ、 麦芽 １２ ｇ、 煨木香 １２ ｇ、 木

瓜 １０ ｇ、 薄荷梗 （后下） ３ ｇ、 薏苡仁 １０ ｇ、 地榆 １５ ｇ、 白

及 １２ ｇ、 仙鹤草 １２ ｇ、 败酱草 １２ ｇ、 生甘草 ６ ｇ， 均购自南

京中医药大学常熟附属医院中药房， 并经医院孙宇副主任

药师鉴 定 为 正 品。 右 旋 糖 酐 硫 酸 钠 盐 （ ＤＳＳ， 货 号

０２１６０１１０⁃ＣＦ） 购自美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司； 美沙拉秦缓

释颗粒 （艾迪莎， 批号 Ｈ２０１４３１６４） 购自上海爱的发制药

有限公司； 小鼠白介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 小鼠白介素⁃６ （ ＩＬ⁃
６）、 小鼠肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 人 ＩＬ⁃１β、 人 ＩＬ⁃６ 酶

联免疫吸附实验 （ＥＬＩＳＡ） 试剂盒、 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、
逆转录试剂盒、 铁检测试剂盒、 丙二醛 （ＭＤＡ）、 谷胱甘

肽 （ ＧＳＨ ） 检 测 试 剂 盒 （ 货 号 ｍｌ０９８４１６、 ｍｌ０９８４３０、
ｍｌ００２０９５、 ｍｌ０５８０５９、 ｍｌ０２８５８３、 ｍｌ０９５８３７、 ｍｌ００２０３８、
ｍｌ０９５０９３、 ｍｌ０９４９６３、 ｍｌ０９５２６３） 购自上海酶联生物科技

有限公司； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＥＣＬ
化学发光显影液 （货号 Ｐ００１３Ｃ、 Ｐ０００９、 Ｐ００１８Ｍ） 购自上

海碧云天生物技术股份有限公司； 谷胱甘肽过氧化物酶 ４
（ＧＰＸ４）、 铁蛋白重链多肽 （ ＦＴＨ１）、 长链酰基辅酶合成

酶⁃４ （ＡＣＳＬ４） 抗体、 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒、
ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒、 铁死亡促进剂 ＲＳＬ３ （货号 ａｂ１２５０６６、
ａｂ１８３７８１、 ａｂ２０５１９９、 ａｂ２４５８８０、 ａｂ２２８５５４、 ａｂ２８５４３７） 购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司； ＤＭＥＭ 培养基 （货号 １１９６５１２６） 购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
（货号 Ａ２５７８０） 购自美国 ＡＢＩ 公司。
１􀆰 ４　 仪 器 　 ＲＭ２０１６ 病理切片机购自德国徕卡公司：
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ 光学显微镜购自日本尼康公司； Ｃｙｔａｔｉｏｎ ３ 酶标仪

购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ 型电泳槽、
Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔ Ｃｅｌｌ 型转印槽、 １６４⁃５０７０ 型恒压电泳仪电均

购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； Ｒｏｔｏｒ⁃Ｇｅｎｅ Ｑ 型 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪购自

德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司； Ｄｏｕｎｃｅ 组织匀浆器购自美国 Ｋｉｍｂｉｅ 公

司； ＶａｒｉｏｓｋａｎＴＭ ＬＵＸ 多功能微孔板读数仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 细胞培养箱购自德国 Ｂｉｎｄｅｒ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及给药 　 参考文献 ［１１⁃１２］ 报道， 采用

慢性束缚应激＋过度疲劳＋饮食失节方法建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠肝郁脾虚证模型。 实验前全部小鼠进行预游泳， 剔除游

泳时间少于 １０ ｍｉｎ 的小鼠， 将合格的造模小鼠每天上午

８： ００放置于束缚盒中 ３ ｈ 限制活动， 每天下午 ２： ００ 放置

于温度为 （２２±１）℃ 水中游泳 １０ ｍｉｎ， 隔天喂食， 连续 ３
周， 观察 １ 周。 将上述小鼠随机分为空白组、 模型组、 柔

肝健脾方组、 美沙拉嗪组， 每组 ６ 只。 除空白组外， 其余

各组小鼠给予含 ３％ ＤＳＳ 的饮用水， 连续 ７ ｄ， 诱导肝郁脾

虚证小鼠建立急性结肠炎模型。 柔肝健脾方组小鼠灌胃给

予柔肝健脾方 ２０ ｇ ／ ｋｇ， 美沙拉嗪组灌胃给予美沙拉嗪 ２００
ｍｇ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 空白组和模型组小鼠灌胃给

予等体积生理盐水。 给药结束后处死所有小鼠， 收集血液，
取结肠组织测量长度后用于后续实验。
２􀆰 ２　 疾病活动指数评估　 每天监测小鼠的体质量， 记录粪

便稠度以及便血情况。 根据 Ｃｏｏｐｅｒ 经典评分方法计算小鼠

的疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分， 具体评分标准见表 １。
表 １　 ＤＡＩ 评分标准

评分 ／ 分 体质量下降 ／ ％ 粪便性状 粪便隐血 ／ 肉眼血便

０ ＜１ 正常 正常

１ １～５ 松软 隐血阳性

２ ６～１０ 糊状 血便

３ ＞１０ 稀便 大量便血

２􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察结肠组织形态　 结肠组织经戊二醛固定

后， 全自动组织脱水浸蜡， 石蜡包埋， 切取 ６ μｍ 切片； 常

规脱蜡、 水化、 苏木素染色、 返蓝、 伊红染色、 脱水封片；
在光学显微镜下观察结肠组织病理变化并拍照保存， 分析

小鼠结肠组织炎性浸润情况。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平　 取各组

小鼠血液， 在 ４ ℃下 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸出血清，
于－８０ ℃保存备用。 按照相关试剂盒说明书操作， 检测血

清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＮＣＭ４６０ 结肠细胞存活率 　 将 ＮＣＭ４６０
结肠细胞加入含 １０％ 胎牛血清和青霉素⁃链霉素混合液的

ＤＭＥＭ 培养基中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 每 ２ ｄ
换液 １ 次， 待细胞密度达到 ８０％ ～ ８５％ 时， 利用胰蛋白酶⁃
ＥＤＴＡ 溶液消化， 传代或进行后续实验。 将 ＮＣＭ４６０ 结肠

细胞按 ２× １０５ ／孔的密度接种于 ６ 孔板中， 待细胞密度达

７０％ ～８０％ 时加入 ＴＮＦ⁃α （１０ ｎｇ ／ ｍＬ） 刺激 １２ ｈ， 随后加入

含柔肝健脾方小鼠血清 （给药质量浓度分别 ０、 ０􀆰 ５、 １、
２、 ４、 ８、 １６ ｍｇ ／ ｍＬ） 处理 ２４ ｈ。 铁死亡诱导剂组中加入 ３
μｍｏｌ ／ Ｌ ＲＳＬ３ 培养 ２４ ｈ， 利用 ＣＣＫ⁃８ 法评估各组细胞存活

率， 将细胞 （２×１０３ ／孔） 接种于 ９６ 孔板中， 并在 ３７ ℃下

培养２ ｈ。 每 ２４ ｈ 检测 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度， 持续 ７２ ｈ。
２􀆰 ６　 结肠组织铁负荷、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平检测 　 取小鼠结

肠组织， 预冷 ＰＢＳ 中清洗后放置于 Ｄｏｕｎｃｅ 匀浆器上， 加入

一定体积测定缓冲液匀浆， 匀浆液 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 收集上清液， 按照相关试剂盒说明书操作检测， 利用

多功能微孔板读数仪计算铁负荷。 按照相关试剂盒说明书

操作检测结肠组织 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平。 取 “ ２􀆰 ５” 项下

ＮＣＭ４６０ 结肠细胞， 按上述操作检测细胞铁负荷、 ＧＳＨ、
ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＡＣＳＬ４ 蛋

白表达　 利用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液制备结肠组织和细胞蛋白

裂解物， 通过 ＢＣＡ 定量试剂盒测定总蛋白含量， 取等质量

蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后冻存备用。 制备聚

丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％
脱脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ， 分别加入 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、
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ＡＣＳＬ４、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日加

入二抗 （１ ∶ １ ０００） 室温孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 化学发光显影， 使

用 ＺＥＩＺＺ 成像系统拍照保存， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ８ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 结 肠 组 织 ＧＰＸ４、 ＡＣＳＬ４、 ＦＴＨ１
ｍＲＮＡ 表达　 利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各细胞或组织总 ＲＮＡ。

使用逆转录 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 第一链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒进行反转

录得到 ｃＤＮＡ。 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 进荧光定量

ＰＣＲ。 ＰＣＲ 体系为 ２０ μＬ， 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃
５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环， 引物序列见表 ２。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参， 利用 ２－ΔΔＣＴ方法计算靶基因的相对表达量。

表 ２　 引物序列

基因 种属 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）
ＧＰＸ４ 小鼠 ＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＧＴＧＧＴＴＴＡＣＧＡＡＴＣ ＡＣＡＴＧＴＣＡＡＡＣＴＴＧＡＣＧＴＴＧＴＡＧＣ

人 ＡＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＧＴＡＡＡＴＡＡＡＣＴＡＣＡＣ ＧＣＧＡＡＣＴＣＴＴＴＧＡＴＣＴＣＴＴＣＧＴＴＡ
ＡＣＳＬ４ 小鼠 ＴＴＡＣＣＴＡＴＧＧＣＴＧＴＡＧＧＡＴＴＧＧＡＴ ＣＡＧＴＡＣＡＧＴＡＣＡＡＴＣＡＣＣＣＴＴＧＣＴ

人 ＴＡＧＡＡＧＣＴＧＣＡＣＴＧＡＡＧＡＡＴＴＧＴＣ ＡＡＧＴＴＣＣＴＴＣＴＡＣＣＣＣＴＴＴＣＴＧＴＴ
ＦＴＨ１ 小鼠 ＣＣＡＡＡＴＡＣＴＴＴＣＴＣＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ ＣＡＣＧＧＴＣＴＧＧＴＴＴＣＴＴＴＡＴＡＴＣＣＴ

人 ＴＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＧＡＣＴＧＴＧＡＴＧＡＣＴ ＡＧＴＴＴＧＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡＧＴＡＧＴＧＡＣ
ＧＡＰＤＨ 小鼠 ＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＴ ＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣ

人 ＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＧＧ ＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴ

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， 组间两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 柔肝健脾方对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小鼠症状的影响　 与空白

组比较， 模型组小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＩ 持续升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 具有典型的 ＵＣ 症状； 与模型组比较， 美沙

拉嗪组和柔肝健脾方组小鼠体质量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且 ＤＡＩ
评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １Ａ～ １Ｂ。 与空白组比较， 模型

组小鼠结肠长度缩短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 黏膜层正常结构消失，
表面有不同程度的缺损， 杯状细胞数量减少， 伴有炎性细

胞浸润及纤维组织增生； 与模型组比较， 美沙拉嗪组与柔

肝健脾方组小鼠结肠长度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肠黏膜损伤缺

损改善， 结肠腺体及隐窝结构基本完整， 炎性细胞浸润减

少， 纤维组织增生减少， 见图 １Ｃ～１Ｄ。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠 ＵＣ 症状表型特征比较 （ＨＥ， ×２０， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 柔肝健脾方对 ＵＣ 小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平

的影响 　 与空白组比较， 模型组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、

ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 美沙拉嗪组

和柔肝健脾方组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

３􀆰 ３　 柔肝健脾方对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小鼠结肠组织铁、 ＭＤＡ、

ＧＳＨ 水平及 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影

响　 与空白组比较， 模型组小鼠结肠组织铁水平升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）， ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

柔肝健脾方组和美沙拉嗪组小鼠结肠组织铁水平升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）， ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见图 ３Ａ ～ ３Ｃ。

与空白组比较， 模型组小鼠结肠组织 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１ ｍＲＮＡ

和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 柔肝健脾方组和美沙拉嗪
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２ 　 各组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 　

组小鼠结肠组织 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见图

３Ｄ～３Ｅ。
３􀆰 ４　 柔肝健脾方对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６
水平的影响　 与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 柔肝健脾方组比较， １６ ｍｇ ／ ｍＬ 柔

肝健脾方组 ＮＣＭ４６０ 细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４Ａ。
与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组 ＮＣＭ４６０ 细

胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， １０
ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α＋４、 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 柔肝健脾方组 ＮＣＭ４６０ 细胞存活

率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｂ。 因此， 后续研究选择 ８ ｍｇ ／ ｍＬ
柔肝健脾方。 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组

ＮＣＭ４６０ 细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ
ＴＮＦ⁃α 组比较， １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α＋ ８ ｍｇ ／ ｍＬ 柔肝健脾方组

ＮＣＭ４６０ 细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｃ ～
４Ｄ， 提示柔肝健脾方可减轻 ＴＮＦ⁃α 诱导的体外炎症。
３􀆰 ５　 柔肝健脾方对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＮＣＭ４６０ 细胞铁、 ＭＤＡ、
ＧＳＨ 水平及 ＡＣＬＳ４、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影

响　 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组 比 较， １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组

ＮＣＭ４６０ 细胞铁水平、 ＭＤＡ 水平、 ＡＣＬＳ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， ＴＮＦ⁃
α＋柔肝健　 　 　 　

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠结肠组织铁、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平及 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＡＣＳＬ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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注： 与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 柔肝健脾方组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组细胞存活率及 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

脾方组 ＮＣＭ４６０ 细胞铁、 ＭＤＡ 水平、 ＡＣＬＳ４ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与 ＴＮＦ⁃α ＋柔肝健脾方组比较，
　 　 　

ＴＮＦ⁃α＋柔肝健脾方＋ＲＳＬ３ 组 ＮＣＭ４６０ 细胞铁、 ＭＤＡ 水平、
ＡＣＬＳ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平、
ＧＰＸ４、 ＦＴＨ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。

注： 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＮＦ⁃α＋柔肝健脾方组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组细胞铁、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平与 ＡＣＬＳ４、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ ｍＲＮＡ 和蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ６　 柔肝健脾方通过调控铁死亡对 ＴＮＦ⁃α 诱导的细胞炎症

反应的影响 　 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α
组 ＮＣＭ４６０ 细胞上清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较， ＴＮＦ⁃α＋柔肝健脾方组 ＮＣＭ４６０ 细

胞上清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＴＮＦ⁃α＋柔肝

健脾方组比较， ＴＮＦ⁃α＋柔肝健脾方＋ＲＳＬ３ 组 ＮＣＭ４６０ 细胞

上清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
４　 讨论

中医学将 ＵＣ 归属于 “大瘕泄” “痢疾” “肠澼” 等范

畴， 本病多由禀赋不足、 饮食失节、 感受外邪等引起， 病

位在大肠， 与肝脾关系密切。 ＵＣ 患者病程反复以肝郁脾虚

证型最为多见［１３⁃１４］ ， 治法当遵循标本兼治， 拟柔肝健脾以

治本， 清浊排脓以治标。 柔肝健脾方为虞山医派治疗 ＵＣ 代

注： 与 ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＮＦ⁃α＋柔肝健脾方组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组细胞上清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

表方， 方中白芍养肝血敛肝阴、 柔肝气和中枢， 茵陈调肝

不劫肝阴， 生麦芽、 薄荷梗疏肝防破肝气。 在顾护脾胃方
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面， 运用白术健益脾气， 尚加入白芍、 甘草、 生木瓜等，
酸甘化阴、 敛木扶土， 取芍药甘草汤肝脾阴共调之意。 针

对 ＵＣ 多伴腹痛、 便溏、 黏液脓血便诸症， 加用木香、 川连

配伍取香连丸清热化湿， 行气止泻之意。 薏苡仁、 败酱草

健脾止泻、 解毒排脓。 地榆、 白及、 仙鹤草凉血止血、 解

毒敛疮， 仙鹤草收敛止血兼可补虚。 全方标本兼顾， 病证

结合， 共奏柔肝健脾止泻、 清热化湿敛疮之功。
本研究结果显示， 柔肝健脾方降低了 ＵＣ 小鼠 ＤＡＩ 评

分和炎症水平。 进一步研究发现柔肝健脾方可降低 ＵＣ 小鼠

结肠中铁水平并调控铁死亡关键蛋白 ＡＣＳＬ４、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１
表达， 作用效果与阳性药美沙拉嗪相似。 ＡＣＳＬ４ 是调控铁

死亡的关键基因之一， 可催化细胞内游离的多不饱和脂肪

酸生成最终经过芬顿反应生成 ＲＯＳ 诱导细胞发生铁死

亡［１５⁃１６］ 。 抑制 ＡＣＳＬ４ 的表达已被证明可以抑制铁死亡的发

生［１７］ 。 ＦＴＨ１ 可通过抑制细胞内铁蛋白的降解来干预二价

亚铁离子的形成从而抑制铁死亡的发生［１８］ 。 而 ＧＰＸ４ 具有

清除 ＲＯＳ 的功能， 通过清除细胞内过度积累的 ＲＯＳ 可抑制

铁死亡的发生［１９⁃２０］ 。 体外实验发现， 铁死亡促进剂 ＲＳＬ３ 抑

制了柔肝健脾方对 ＮＣＭ４６０ 细胞中 ＡＣＳＬ４、 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１
表达以及炎症水平的调节作用。 以上结果证明柔肝健脾方

可通过影响铁死亡来改善肠道炎症和 ＵＣ 病症。
综上所述， 本研究阐明了柔肝健脾方可通过调节铁死

亡水平参与 ＵＣ 疾病进展， 为其在 ＵＣ 的临床运用提供了理

论支持， 后续将对该方调节铁死亡水平的分子作用机制展

开进一步研究， 为其临床转化提供更多基础数据。

参考文献：

［ １ ］ 　 Ｄｕ Ｌ， Ｈａ Ｃ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｃｌｉｎ Ｎｏｒｔｈ Ａｍ， ２０２０， ４９ （ ４ ）：
６４３⁃６５４．

［ ２ ］ 　 Ｐｌｅｖｒｉｓ Ｎ， Ｌｅｅｓ Ｃ Ｗ． Ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ： ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］ ．
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０２２， １６２（５）： １４５６⁃１４７５．

［ ３ ］ 　 Ｌｅｉ Ｇ， Ｚｈｕａｎｇ Ｌ， Ｇａｎ Ｂ Ｙ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｓ ａ
ｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２２， ２２（ ７）：
３８１⁃３９６．

［ ４ ］ 　 Ｄｅｎｇ Ｌ Ｙ， Ｈｅ Ｓ Ｓ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ ２ ａｓ
ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ．
Ｉｎｆｌａｍｍ Ｂｏｗｅｌ Ｄｉｓ， ２０２３， ２９（９）： １４４６⁃１４５７．

［ ５ ］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ Ｊ， Ｙａｎ Ｗ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＳＬＣ６Ａ１４ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｃ ／ ＥＢＰβ⁃ＰＡＫ６ ａｘｉｓ ｉｎ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２２， ７９（１１）： ５６３．

［ ６ ］ 　 Ｌｕｏ Ｌ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｚ， Ｇｕｏ Ｎ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳＦ２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２３，
３１３： １２１２７２．

［ ７ ］ 　 中国中西医结合学会． 溃疡性结肠炎中西医结合诊疗专家

共识［Ｊ］ ． 中国中西医结合杂志， ２０２３， ４３（１）： ５⁃１１．
［ ８ ］ 　 马俊杰． 虞山医派先贤理论古法今用举隅［Ｊ］ ． 中华中医药

杂志， ２０２３， ３８（１）： ４１１⁃４１４．
［ ９ ］ 　 马俊杰， 张以来， 陶　 镠． 陶君仁临证思想探析［Ｊ］ ． 中华

中医药杂志， ２０１４， ２９（６）： １９０４⁃１９０６．
［１０］ 　 黄　 华， 马俊杰， 华秋雯， 等． 柔肝健脾法联合美沙拉嗪灌

肠液治疗远端型溃疡性结肠炎肝郁脾虚证的临床研究［Ｊ］ ．
国际中医中药杂志， ２０２４， ４６（４）： ４４４⁃４５０．

［１１］ 　 张旭飞， 罗运凤， 高　 洁， 等． 痛泻要方对肝郁脾虚证溃疡

性结肠炎大鼠脂质代谢及自噬的影响［Ｊ］ ． 中成药， ２０２２，
４４（３）： ７３９⁃７４６．

［１２］ 　 裴文婧， 谢春娥， 李军祥， 等． 痛泻安肠方对腹泻型肠易激

综合征小鼠内脏高敏及肠道菌群的影响［Ｊ］ ． 中国中西医结

合消化杂志， ２０２３， ３１（１）： ３７⁃４４．
［１３］ 　 冀二锋， 刘佃温． 疏肝健脾活血方治疗慢性溃疡性结肠炎

的疗效及对中医证候积分、 Ｍａｙｏ 评分的影响［Ｊ］ ． 辽宁中

医杂志， ２０２３， ５０（４）： ８３⁃８６．
［１４］ 　 张旭飞， 蒋志滨， 高　 洁， 等． 基于 ５⁃ＨＴ 信号系统探讨痛

泻要方治疗肝郁脾虚型溃疡性结肠炎的作用机制［Ｊ］ ． 中医

学报， ２０２１， ３６（１０）： ２１１６⁃２１２１．
［１５］ 　 Ｄｏｌｌ Ｓ， Ｐｒｏｎｅｔｈ Ｂ， Ｔｙｕｒｉｎａ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＣＳＬ４ ｄｉｃｔａｔｅｓ

ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｓｈａｐｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ， ２０１７， １３（１）： ９１⁃９８．

［１６］ 　 Ｃｕｉ Ｊ Ｔ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｋ， Ｔｉａｎ Ｘ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＬＰＣＡＴ３ ｉｓ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＹＡＰ ／ ＺＥＢ ／ ＥＰ３００ ａｎｄ ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｅｓ
ｗｉｔｈ ＡＣＳＬ４ ａｎｄ ＹＡＰ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］ ．
Ａｎｔｉｏｘｉｄ Ｒｅｄｏｘ Ｓｉｇｎａｌ， ２０２３， ３９（７⁃９）： ４９１⁃５１１．

［１７］ 　 Ｌｉａｏ Ｐ， Ｗａｎｇ Ｗ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｗ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅ ｔｕｍｏｒ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｖｉａ ＡＣＳＬ４［Ｊ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ， ２０２２， ４０（４）： ３６５⁃３７８．

［１８］ 　 Ｆａｎｇ Ｙ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｘ Ｃ， Ｔａｎ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＣＯＡ４⁃ＦＴＨ１ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ： ａ ｎｅｗ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２１， ７（６）：
９８０⁃９８９．

［１９］ 　 Ｌｉａｎｇ Ｄ Ｇ， Ｆｅｎｇ Ｙ， Ｚａｎｄｋａｒｉｍｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ＧＰＸ４ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｓｅｘ ｈｏｒｍｏｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２３， １８６（１３）： ２７４８⁃２７６４．

［２０］ 　 Ｂｉ Ｙ Ｇ， Ｌｉｕ Ｓ Ｌ， Ｑｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＦＵＮＤＣ１ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＧＰｘ４
ｔｏ ｇｏｖｅｒｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｄｖ Ｒｅｓ， ２０２４， ５５：
４５⁃６０．

１９９１

２０２５ 年 ６ 月

第 ４７ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ６


