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摘要： 目的　 验证化浊解毒方对溃疡性结肠炎大鼠肠黏膜的保护作用。 方法　 将 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为正常组、 模型组、
美沙拉嗪组及化浊解毒方高、 低剂量组， 每组 １０ 只， ２， ４， ６⁃三硝基苯磺酸 ／乙醇法建立溃疡性结肠炎大鼠动物模型，
造模成功后化浊解毒方高、 低剂量组分别予 ４１􀆰 ６、 ２０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ 化浊解毒方灌胃， 美沙拉嗪组给予 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ 美沙拉嗪灌胃，
模型组及正常组以蒸馏水 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃， 连续 １４ ｄ， 观察各组大鼠疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分、 组织病理学、 结肠上皮

细胞 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达变化。 结果 　 化浊解毒方可降低大鼠 ＤＡＩ 评分， 改善结肠组织病理形态， 下调 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ ９ 蛋白表达， 以化浊解毒方高剂量组最明显， 与美沙拉嗪组效果相当。 结论　 化浊解毒方能下调溃疡性结肠炎大

鼠结肠上皮细胞 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达， 进而抑制细胞过度凋亡， 恢复肠黏膜屏障功能， 进一步促进溃疡愈合。
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　 　 溃疡性结肠炎属于炎症性肠病， 是一种原因、 发病机

制不完全明确的慢性非特异性肠道疾病。 本病反复发作，
缠绵难愈， 已经成为公认的世界难题。 随着我国疾病谱的

变化， 我国溃疡性结肠炎的发病率逐年上升， 且成为结肠

肿瘤的重要危险因素［１］ 。 越来越多的研究表明， 结肠上皮

细胞的异常凋亡可能进一步影响肠黏膜的屏障功能， 肠黏

膜被破坏或功能丧失， 从而导致溃疡性结肠炎发生［２⁃３］。 因

此抑制结肠上皮细胞的过度凋亡， 使增殖与凋亡的动态平

衡， 形成坚固的黏膜保护屏障， 是临床治疗溃疡性结肠炎的

有效途径。 国医大师李佃贵教授提出溃疡性结肠炎浊毒致病

论， 并以化浊解毒法为基本治疗大法， 形成化浊解毒有效方

剂， 前期研究表明， 该法可调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 平衡， 发挥抗炎作

用。 本实验从细胞凋亡角度验证化浊解毒法对溃疡性结肠炎

大鼠肠黏膜的保护作用， 揭示其作用机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 药物　 化浊解毒方由白头翁 １５ ｇ、 藿香 １２ ｇ、 黄连

１２ ｇ、 茵陈 １５ ｇ、 白花蛇舌草 １５ ｇ、 半枝莲 １２ ｇ、 当归

１２ ｇ、 芍药 ２０ ｇ、 茯苓 １５ ｇ、 白术 ６ ｇ、 广木香 ９ ｇ、 秦皮

１５ ｇ、 地榆 １２ ｇ、 儿茶 ６ ｇ、 苦参 ９ ｇ、 仙鹤草 １５ ｇ 组成， 购

于河北省中医院， 药材煎制并浓缩至所需浓度备用，在４ ℃
下保存，低、高剂量分别相当于成人用量 （ ３􀆰 ３３ ｇ ／ ｋｇ） 的

６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５ 倍， 按 ２０􀆰 ８、 ４１􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ 给药。 美沙拉嗪肠溶片

（２５０ ｍｇ ／片， 黑龙江葵花药业股份有限公司） 研成细粉，
溶于蒸馏水， 配制成 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ 溶液。

１􀆰 ２　 动物　 清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ５０ 只， 体质量 （２２０±
２０） ｇ， 由河北医科大学实验动物中心提供， 实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （冀） ２０１８⁃００８， 动物合格证编号 １８０８１３９。
１􀆰 ３　 试剂　 三硝基苯磺酸 （美国 Ｓｉｍｇａ 公司）； 兔抗大鼠

Ｂａｘ 单克隆抗体 （批号 ｂｓ⁃０１２７Ｒ）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 单克隆抗体

（批号 ｂｓ⁃００４９Ｒ）、 羊抗兔 ＳＡＢＣ 试剂盒、 ＤＡＢ 显色试剂

盒， 均购于北京博奥森生物技术有限公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｏｌｙｍｐｕｓ 光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
离心机 ＴＤＬ⁃５⁃Ａ （上海安亭科学仪器有限公司）； 电动玻璃

匀浆机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）； 电热恒温水

箱 ６００ 型 （天津泰斯特仪器有限公司）； 全自动洗板机

（美国伯腾仪器有限公司）。
１􀆰 ５　 方法

１􀆰 ５􀆰 １　 分组 　 采用随机数字表将 ５０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分成 ５
组， 每组 １０ 只， 分别为正常对照组、 模型组、 美沙拉嗪组

及化浊解毒方高、 低剂量组。
１􀆰 ５􀆰 ２　 建模　 采用 ２， ４， ６⁃三硝基苯磺酸 （ＴＮＢＳ） ／乙醇

法［４］ ， 将 ５％ ＴＮＢＳ 与 ５０％ 乙醇等体积比例混合， 配置成含

ＴＮＢＳ ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合液， 作为造模剂。 大鼠禁食 ２４ ｈ 后

乙醚麻醉，石蜡油将直径 ２ ｍｍ 的硅胶管润滑，插入倒置大

鼠肠道约 ７～８ ｃｍ，正常对照组大鼠给予生理盐水约０􀆰 ８ ｍＬ，
造模大鼠给予造模剂，剂量 １００ ｍｇ ／ ｋｇ（即 ４ ｍＬ ／ ｋｇ），垂直倒

置大鼠约 ３０ ｓ， 造模完毕恢复正常进食饮水。 造模后第 ２
天， 模型组、 美沙拉嗪组、 化浊解毒方高剂量组大鼠各死
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亡 １ 只。 随机抽取造模大鼠 ２ 只， 断头处死， 发现结肠组

织出现不同程度的充血水肿， 有糜烂以及溃疡形成， 提示

本次实验造模成功［５］ 。
１􀆰 ５􀆰 ３　 给药　 正常对照组、 模型组大鼠给予 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 生

理盐水， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ； 化浊解毒方高、 低剂量组

给药剂量分别为 ４１􀆰 ６、 ２０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按照 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 剂量给

药， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ； 美沙拉嗪组给药剂量 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ，
连续 １４ ｄ。
１􀆰 ５􀆰 ４　 指标测定

１􀆰 ５􀆰 ４􀆰 １　 疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分　 造模之日起， 每天

观察大鼠精神、 毛发、 体质量、 粪便、 饮食情况， 并详细

记录， 参照 Ｍｕｒａｎｏ 等［６］制定的 ＤＡＩ 评分标准进行评分。 具

体公式为 ＤＡＩ＝ （体质量下降分数＋大便性状分数＋便血分

数） ／ ３。
１􀆰 ５􀆰 ４􀆰 ２　 组织病理学变化　 给药后所有大鼠断头处死， 在

严格无菌条件下取出结肠组织， 固定 ２４ ｈ 后制作石蜡切

片， ＨＥ 染色， 在显微镜下观察各组大鼠结肠组织的情况。
１􀆰 ５􀆰 ４􀆰 ３　 结肠黏膜 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达　 大鼠结肠组

织切块， ４％ 多聚甲醛固定， 包埋切片， 免疫组化检测 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达［７］ ， 石蜡切片， 脱蜡脱水， ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵

育 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 蒸馏水冲洗， ＰＢＳ 浸泡 ５ ｍｉｎ， 共 ２ 次，
５％ ～ １０％ 正常山羊血清 （ ＰＢＳ 稀释） 封闭， 室温孵育

１０ ｍｉｎ， 滴加一抗工作液， ３７ ℃孵育 １ ～ ２ ｈ 或 ４ ℃过夜，
５ ｍｉｎ ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 二抗 ３７ ℃孵育 １０～３０ ｍｉｎ， 滴加适量

辣根酶或碱性磷酸酶标记的链霉卵白素工作液， ３７ ℃孵育

１０～３０ ｍｉｎ， 显色剂显色 ３ ～ １５ ｍｉｎ， 冲洗、 复染、 脱水、
透明、 封片后在显微镜下观察。 采用数码显微镜和图像采

集系统观察并照相， 光镜下阳性反应为黄到棕黄色颗粒，

主要定位于胞浆， 亦可见于胞膜和核膜， 应用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ⁃
Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件测定其积分光密度。
１􀆰 ５􀆰 ５　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行数据处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 个独立样本均数比较采用 ｔ 检
验， 多个独立样本均数比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 大鼠 ＤＡＩ 评分 　 与模型组比较， 各药物治疗组 ＤＡＩ
评分均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 化浊解毒方高剂量组 ＤＡＩ 评分比

低剂量组低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 化浊解毒方高剂量组 ＤＡＩ 评分与

美沙拉嗪组比较， 无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组大鼠 ＤＡＩ 评分 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＤＡＩ ／ 分
正常对照组 １０ — ０􀆰 ００±０􀆰 ００∗

模型组 ８ — ２􀆰 ４８±０􀆰 １１
美沙拉嗪组 ９ ０􀆰 ３ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０４∗

化浊解毒方高剂量组 ８ ４１􀆰 ６ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０３∗

化浊解毒方低剂量组 １０ ２０􀆰 ８ １􀆰 ５１±０􀆰 １２∗

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 大鼠结肠病理学变化 　 正常对照组大鼠结肠黏膜光

滑， 腺体结构完整， 排列规则， 无充血、 水肿、 糜烂或溃

疡； 模型组大鼠结肠黏膜充血、 水肿明显， 可见多发糜烂、
溃疡灶形成， 镜下腺体排列不规则、 紊乱， 杯状细胞减少，
周围大量炎性细胞浸润； 化浊解毒方高剂量组、 美沙拉嗪

组大鼠结肠黏膜基本光滑， 充血、 水肿减轻， 溃疡较少并

可见已愈合的溃疡面， 腺体结构基本完整， 炎性细胞也明

显减少； 化浊解毒方低剂量组大鼠结肠黏膜表面欠光滑，
结肠组织轻度充血、 水肿， 可见少量糜烂、 溃疡， 腺体结

构少量被破坏， 部分边缘覆少量新生腺体， 见图 １。

图 １　 各组小鼠结肠组织病理变化 （×１００）

２􀆰 ３　 对大鼠结肠上皮细胞 Ｂａｘ 蛋白表达的影响　 正常对照

组大鼠结肠上皮细胞 Ｂａｘ 呈弱阳性表达； 与正常对照组比

较， 模型组大鼠结肠上皮细胞 Ｂａｘ 蛋白的表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 化浊解毒方高低剂量组、 美沙拉嗪

组 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠结肠上皮细胞 Ｂａｘ 蛋白表达 （ｘ±ｓ）

组别
动物数 ／

只

剂量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｂａｘ

正常对照组 １０ — １０ ４１６􀆰 ６８±８９６􀆰 ０９∗

模型组 ８ — １９ ０１２􀆰 ８６±９０１􀆰 ３２
美沙拉嗪组 ９ ０􀆰 ３ １３ ０１２􀆰 ２６±９１２􀆰 ３４∗

化浊解毒方高剂量组 ８ ４１􀆰 ６ １２ １８６􀆰 ３７±８６７􀆰 ７８∗

化浊解毒方低剂量组 １０ ２０􀆰 ８ １６ ４９２􀆰 １８±９４６􀆰 ７５∗

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ４　 对大鼠结肠上皮细胞 ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达的影响　 与正常对

照组比较， 模型组大鼠结肠上皮细胞的 ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 化浊解毒方组、 美沙拉嗪组

ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中高剂量组低于低剂量

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
表 ３　 各组大鼠结肠上皮细胞 ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达 （ｘ±ｓ）

组别
动物数 ／

只

剂量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ｃａｓｐａｓｅ ９

正常对照组 １０ — ８ ６４８􀆰 ３２±６８６􀆰 ３５∗

模型组 ８ — １７ ３６８􀆰 ３６±７８８􀆰 ３２
美沙拉嗪组 ９ ０􀆰 ３ １１ ３６８􀆰 ２８±６８２􀆰 ２４∗

化浊解毒方高剂量组 ８ ４１􀆰 ６ １０ １８６􀆰 ３６±５９８􀆰 ６２∗

化浊解毒方低剂量组 １０ ２０􀆰 ８ １４ ２５９􀆰 １８±７１２􀆰 ３６∗

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
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３　 讨论

溃疡性结肠炎以腹痛、 腹泻、 黏液脓血便为主要临床

表现。 溃疡性结肠炎的发病机制目前尚未完全明确， 认为

是感染、 精神、 遗传、 免疫等多种因素综合作用的结果［８］ 。
同时研究表明， 溃疡性结肠炎的发生与上皮细胞破坏和凋

亡有着密切关系［９⁃１１］ 。 细胞凋亡是一种重要的生物学过程，
是在基因调控下所发生的一系列细胞主动死亡过程［１２］ 。 当

溃疡性结肠炎发生时， 结肠上皮细胞增殖与凋亡平衡失调、
凋亡过度， 结肠上皮细胞和炎症细胞的失去协调作用， 进

而破坏上皮细胞屏障， 引起物理性、 化学性损伤， 进而形

成溃疡， 如果上皮细胞脱落过快， 溃疡将难以愈合［１１］ 。 抑

制结肠上皮细胞的过度凋亡， 促进受损黏膜的修复、 愈合

是溃疡性结肠炎治疗思路。 Ｂａｘ 基因是人体最主要的凋亡基

因， 具有促进细胞凋亡的作用。 Ｂａｘ 促进细胞色素 Ｃ 释放

到胞质， 进而与 Ａｐａｆ⁃１ 及激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 形成凋亡小体，
从而激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及后续线粒体凋亡途径， 导致细胞凋

亡［１３］ 。 研究显示 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在细胞过度表达， 凋亡率明显

增高［１４］ 。
对于溃疡性结肠炎病机认识， 中医药治疗中提出 “浊

毒致病论”， 认为是因饮食内伤、 情志不舒， 导致肝胃不

和、 胃气失和、 通降失职、 清阳不升、 浊邪内停， 日久则

脾失健运， 水湿不化， 湿浊中阻， 郁滞不通， 蕴久化热，
热壅血瘀而成毒， 浊毒聚于肠腑， 气血瘀滞， 血败肉腐，
伤及肠壁血络， 则会出现黏液脓血便、 腹泻、 腹痛等［１５］ 。
溃疡性结肠炎病机在于浊毒内蕴。 化浊解毒方由白头翁汤、
香连丸、 当归芍药散等加减组合而成。 结果显示， 化浊解

毒方可降低 ＵＣ 大鼠 ＤＡＩ 评分， 改善结肠组织病理形态。
与空白组比较， 模型组大鼠 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ ９ 蛋白的表达增

高， 经治疗后各药物治疗组 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ ９ 蛋白的表达均降

低， 其中化浊解毒方降低最为明显， 与美沙拉嗪组效果相

当。 提示化浊解毒方治疗溃疡性结肠炎的作用机理可能是

下调 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ ９ 蛋白的表达， 抑制溃疡性结肠炎大鼠结

肠上皮细胞的过度凋亡， 促进损伤结肠黏膜的修复， 进一

步促进溃疡面的愈合。 因此， 化浊解毒法治疗溃疡性结肠

炎具有广阔的应用前景， 应进一步挖掘其维持肠黏膜屏障

稳态的深层作用机制。
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