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米糠多糖通过 ＭＡＰＫ通路抑制ＤＳＳ诱导的
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摘要：以３％ 葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）为诱导剂建立ＩＣＲ小鼠

结肠炎症模型，评估米糠多糖的抗炎功效与分子机理。

采用病理组织分析、ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ等多种

技术比较各组动物组织的病理改变和基因表达的差异。

结果发现：给予５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）米糠多糖灌胃能明显改

善结肠炎症小鼠的整体健康状况，降低疾病活动指数分

数，减轻小鼠结肠炎症组织的损伤，改善炎症相关生化指

标。ＲＴｑＰＣＲ分析发现，米糠多糖可使结肠组织炎症因

子ＴＮＦα、ＩＬ１β、Ｃｏｘ２和ｉＮＯＳ等基因 ｍＲＮＡ表达水平

下调，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析进一步证实了米糠多糖抑制

炎症因子蛋白表达水平的功效，同时，米糠多糖也能抑制

ＭＡＰＫ信号通路。结果表明米糠多糖具有抗炎作用，其

分子机制可能与下调炎症因子的表达和阻断 ＭＡＰＫ信

号通路相关。
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中国是世界上重要的水稻种植大国之一，其中稻米
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加工的副产物米糠年产生量超过１．１００×１０７ｔ。米糠中

含有优质的营养物质，如蛋白质、生育酚、纤维素、多糖和

谷维素等［１－２］。但目前中国对米糠资源的深加工研究不

足，仅用于饲料加工，不利于资源的有效利用。

近年来，米糠中的多糖引起众多学者的研究与关注。

米糠多糖（ｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＲＢＰ）是从稻糠中提取

纯化后的一种多糖，结构主要为α１，６糖苷键
［３］。与Ｉｔｏ

等［４］曾报道的米糠中提取α活性多糖有相似结构。已有

药理及临床研究表明，处于初级研究与开发阶段的米糠

多糖和研究较为深入的香菇及云芝等中的多糖有类似的

生物学作用，如抗肿瘤［５－７］、抗炎［８］、抗氧化［９－１０］、提高机

体免疫功能［１１－１２］、降血脂［１３］、降血糖［１４］等。

炎症是机体对外界病毒、化学物质等入侵而引发的

自发反应，但过度炎症会造成机体组织的损伤。溃疡性

结肠炎是较为常见的慢性炎症疾病，采用的药物治疗很

难断根，反复发作，因此，从天然产物中寻找无毒副作用

的天然产物是重要的防治策略。植物多糖具有多种生物

学功能，已有的研究［１５－１７］发现多种植物多糖具有抗炎功

能。米糠多糖是否具有抗炎功能，目前尚无报道。ＤＳＳ

能造成小鼠结肠上皮的损伤，内毒素入血，结肠水肿和过

度炎症。ＤＳＳ诱导的小鼠结肠炎症模型与临床溃疡性结

肠炎病症类似，是最常见的结肠炎症模型。本研究使用

ＤＳＳ诱导ＩＣＲ小鼠，建立结肠炎症动物模型，评估米糠多

糖的抗炎活性以及研究其分子机理，将为包含米糠多糖

功能性食品的研究与开发提供基础的理论数据及科学

依据。

１　材料与方法
１．１　试验动物

小鼠：采用ＩＣＲ小鼠，约８周龄，数量为６０只，随机

分为３组，每组雌雄各半，体重范围为３０．０～３４．５ｇ，湖南

斯莱克景达实验动物公司；小鼠置湖南师范大学医学院

动物中心饲养，环境温度为（２２±２）℃，相对湿度为

４０％～７０％。动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（湘）２０１４０１１２。

饲养１周后，开始试验。小鼠试验期间，每天检查动物房

的饲养环境（包括温度、湿度、饮用水、饲料等），确保小鼠

生长在相对稳定的良好环境。

１．２　材料与试剂

米糠多糖：西安天瑞生物技术有限公司（经本课题组

进一步纯化，多糖含量为９０％，可分成两种不同分子量，

一种为５００ｋｕ，约占８５％，另一种分子量为２５ｋｕ，约占

１５％。米糠多糖中含有甘露糖、葡萄糖、木糖和阿拉伯糖

四种单糖，且摩尔比为：１．３５３．３２１．００１．２５，结构为

杂单糖，单糖间主要由α型糖苷键连接而成）；

ＤＳＳ：纯度９９％，分子量３６～５０ｋｕ，美国Ｐｈａｒｍａｃｉａ

公司；

总ＲＮＡ提取试剂盒、ＲＮＡ逆转录试剂盒、标记荧光

的ＲＴｑＰＣＲ试剂盒：北京全式金生物技术有限公司；

总蛋白质提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒：上

海碧云天生物技术有限责任公司；

抗白细胞介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）兔抗（Ｃａｔ＃

１２５０７Ｓ）、抗诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）兔抗（Ｃａｔ＃１３１２０）、抗肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）兔抗（Ｃａｔ＃６９４５Ｓ）、环氧

化合酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，Ｃｏｘ２）兔抗（Ｃａｔ＃１２２８２）、

βＡｃｔｉｎ鼠抗（Ｃａｔ＃１２６２０）、ｐ４４／４２ＭＡＰＫ（ＥＲＫ１／２）兔

抗（Ｃａｔ＃９１９４）、ｐｈｏｓｐｈｏｒｐ４４／４２ＭＡＰＫ（ｐＥＲＫ１／２）兔

抗（Ｃａｔ＃４３７０）、ｐ３８ＭＡＰＫ兔抗（Ｃａｔ＃９２１３）、ｐｈｏｓｐｈｏｒ

ｐ３８ＭＡＰＫ（ｐｐ３８）兔抗（Ｃａｔ＃４５１１）、ＪＮＫＭＡＰＫ兔抗

（Ｃａｔ＃９２５３）、ｐｈｏｓｐｈｏｒＪＮＫ ＭＡＰＫ （ｐＪＮＫ）兔抗（Ｃａｔ

＃４６６８）：美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；

无水乙醇、甲醇、氯仿、二甲苯、异丙醇等：分析纯，国

药集团化学试剂有限公司。

１．３　仪器与设备

超纯水系统：ＺＷＭＵＴ１１０型，湖南中沃水务环保科

技有限公司；

精密分析天平：ＡＵＹ２２０型，日本岛津公司；

移液枪：Ｐ１０００１型，百得实验室仪器（苏州）有限

公司；

低温台式离心机：２２３３１Ｈａｍｂｒｕｇ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司；

－８６℃超低温冰箱：ＤＷＨＬ３８８型，中科美菱科技

有限责任公司；

光学显微镜：ＸＤＳ１０型，上海团结仪器制造有限

公司；

垂直电泳槽：ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＳｙｓｔｅｍ型，美国

ＢｉｏＲａｄ公司；

电泳仪：ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＢａｓｉｃ型，美国ＢｉｏＲａｄ公司；

荧光定量ＰＣＲ仪：ＣＦＸ９６ＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ 型，

美国ＢｉｏＲａｄ公司；

凝胶成像仪：ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋ 型，美国 ＢｉｏＲａｄ

公司。

１．４　试验方法

１．４．１　米糠多糖的配制

（１）小鼠米糠多糖灌胃溶液：称取米糠多糖４００ｍｇ，

置于装有２０ｍＬ灭菌超纯水的离心管中，盖紧管盖后上

下颠倒，使米糠多糖粉末充分溶解并混匀，４℃保存。

（２）米糠多糖细胞溶液：精确称取米糠多糖１００ｍｇ，

溶于１０ｍＬ 灭菌超纯水中，充分震荡混匀后配制成

１０ｍｇ／ｍＬ米糠多糖工作液，使用０．４５μｍ微孔滤膜进行

除菌过滤，分装于１．０ｍＬＥＰ管中，整个配制过程需在无

菌环境下进行。

１．４．２　试验小鼠的分组　小鼠进行１周喂养后，３０只

ＩＣＲ雄性小鼠，随机分成３组，３０只ＩＣＲ雌性小鼠也随机
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分成３组，再随机组合，每组雌雄各半，设为正常对照、

ＤＳＳ损伤、米糠多糖保护３组。对照组试验小鼠自由摄

食和饮水，损伤组试验小鼠自由饮食２ｄ，从第３天开始

饮用３．０％ ＤＳＳ溶液；保护组小鼠第１天起到试验结束灌

胃米糠多糖溶液［剂量为５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，第３天起到

试验结束饮用３．０％ ＤＳＳ溶液和自由摄食。小鼠试验结

束后，将试验小鼠颈椎脱臼处死，先摘小鼠眼球，取血液

样本，然后解剖小鼠取出结肠、脾脏等器官组织，快速置

低温保存备用。

１．４．３　疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分

每只小鼠从试验开始至结束期间，每天早上８：３０测

定体重、饮水量和摄食量，并仔细观察小鼠的精神状态、

大便形状以及便血程度。按照表１的ＤＡＩ评分标准，由

同一个试验员对各试验小鼠进行ＤＡＩ（ＤＡＩ＝便血分数＋

体重下降分数＋大便性状分数）
［１８］评分。试验小鼠粪便

隐血测定：将少量的小鼠粪便用棉签比较均匀地涂抹在

载玻片上，分别滴加３～５滴邻联甲苯胺溶液和３．０％

Ｈ２Ｏ２ 溶液，仔细观察小鼠粪便的颜色，判断小鼠粪便的

隐血程度：① 隐血呈阴性：２ｍｉｎ内几乎无变化；② 隐血

呈弱阳性：１０ｓ左右由浅（蓝）逐渐变深；③ 隐血呈阳性：

由浅蓝褐色逐渐变为蓝褐色；④ 隐血呈强阳性：立即显现

为蓝褐色。

表１　ＤＡＩ评分标准

Ｔａｂｌｅ１　ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｏｆＤＡＩｓｃｏｒｉｎｇ

积分 体重减少／％ 大便性状 便血

０ ＜１ 正常　　 无　　　　　

１ １～５ 松散型便 弱阳性　　　

２ ５～１０ 半稀状便 阳性　　　　

３ １０～２０ 稀便　　 强阳性　　　

４ 　＞２０ 水样泻　 肉眼可见血便

１．４．４　小鼠结肠组织髓过氧化物酶活性测定　髓过氧化

物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）存在于免疫细胞（中性白细

胞）中，利用其还原过氧化氢的能力，可以测定 ＭＰＯ的活

性。ＭＰＯ还原过氧化氢得到的复合物，经供氢体邻连茴

香胺作用生成黄色化合物，测定该黄色化合物在４６０ｎｍ

处的吸光度得到其生成量，推算出 ＭＰＯ的活性。小鼠结

肠组织 ＭＰＯ活性的测定按照试剂盒说明书进行，ＭＰＯ

活力单位以每克结肠组织湿片于３７℃的反应体系中分

解１μｍｏｌ过氧化氢为１个酶活力单位。

１．４．５　小鼠结肠组织丙二醛（ＭＤＡ）含量的测定　根据

Ｘｕ等
［１９］报道的方法稍做改正。取约９０ｍｇ小鼠结肠组

织，在预冷的ＰＢＳ溶液中清洗干净，加入１．０ｍＬＰＢＳ溶

液，然后在玻璃匀浆中匀浆，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

取上清，采用ＢＣＡ法，测定样本中总蛋白含量。取组织

混悬液加入０．６７％硫代巴比士酸和２５％三氯乙酸，９５℃

维持４５ｍｉｎ。１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，使用

酶标仪检测５３５ｎｍ吸光值，计算 ＭＤＡ的含量。

１．４．６　结肠组织亚硝酸盐含量的测定　参考 Ｍｉｒａｎｄａ

等［２０］的报道稍做改正，具体如下：取６０ｍｇ小鼠结肠组

织，加入２２０μＬＰＢＳ中匀浆，取１２０μＬ 样品加入到

１２０μＬ甲醇中，３５００ｒ／ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液。

１００μＬ试验样本，依次加入１００μＬ三氯化钒、５０μＬ磺

胺和５０μＬＮＥＤＤ，在３７℃下培养箱中孵育３０ｍｉｎ，用酶

标仪测定５４０ｎｍ吸光值，然后计算结肠样本中亚硝酸盐

的含量。

１．４．７　小鼠结肠组织病理学分析　试验完成后，采用颈

椎脱臼法，快速处死试验小鼠，然后快速打开小鼠腹腔，

分离小鼠的整个结肠，预冷的ＰＢＳ溶液中清洗，取距离肛

门约１ｃｍ的小段结肠组织，用１０％中性福尔马林溶液，

固定２４～４８ｈ，然后采用流水冲洗过夜，不同浓度梯度酒

精依次脱水，用二甲苯透明，透蜡，用苏木精染色液染色

５～１０ｍｉｎ，流水冲洗１０～１５ｍｉｎ，再用纯水冲洗数秒，

９５％乙醇冲洗５ｓ。置伊红染色液中染色１～２ｍｉｎ，纯水

洗２次，９５％乙醇脱水２次。二甲苯透明约５ｍｉｎ。采用

树胶封存，在显微镜下观察结肠组织病理学变化。

１．４．８　ＲＴｑＰＣＲ测定结肠组织炎症因子 ｍＲＮＡ表达水

平　提取ＲＮＡ营造一个无ＲＮＡ酶的环境，将提取ＲＮＡ

过程中使用的相关工具采用０．１％焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙ

ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）溶液避光浸泡２４ｈ，并高压蒸汽灭

菌再烘干处理。每组称取动物结肠组织约１００ｍｇ，置于

１．５ｍＬＥＰ管中迅速放入液氮中，再倒入已用液氮预冷的

研钵中研磨成粉。使用Ｔｒｉｚｏｌ法严格按照Ｔｒａｎｚｏｌｕｐ试

剂盒说明书操作流程提取ＲＮＡ。１．２％琼脂糖凝胶电泳

检测ＲＮＡ的完整性并用超微量分光光度仪测定ＲＮＡ浓

度和纯度。测定其浓度，用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ后

进行ＰＣＲ扩增反应。炎症因子ＰＣＲ引物序列参见刘博

等［２１］报道。ｑＰＣＲ反应条件：９４℃，３ｍｉｎ；９４℃，３５ｓ；

６０℃，４０ｓ；７２℃，１ｍｉｎ；４２个循环，采用２
#ΔΔＣｔ（ＲＱ）法

计算靶基因 ｍＲＮＡ相对表达水平。

１．４．９　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定结肠组织炎症因子和

ＭＡＰＫ磷酸化蛋白的表达　每组称取１００ｍｇ小鼠结肠

组织，加液氮研磨成粉末，用含蛋白酶抑制剂ｃｏｃｋｔａｉｌ的

ＲＩＰＡ裂解液充分裂解后，４ ℃下１００００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ后取上层透明液体，即为蛋白。取２μＬ蛋白直接

采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。随后按照１１比例加入

２×ＳＤＳ（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，十二烷基硫酸钠）上样缓

冲液，在９５℃下加热５ｍｉｎ使蛋白变性。根据目的基因

分子量的大小配制适宜浓度的ＳＤＳＰＡＧＥ胶（ＳＤＳｐｏｌｙ

ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，聚丙烯酰胺凝胶），取处理

好的样品进行电泳分离，然后将蛋白转到聚偏二氟乙烯

膜上。转膜完后，用１×ＴＢＳＴ配制的５％牛血清蛋白

４３
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（ＢＳＡ）封闭液封闭１ｈ，再孵育１１０００稀释的一抗，置

于脱色摇床上过夜。第２天取出膜用１×ＴＢＳＴ溶液清

洗３次，１０ｍｉｎ／次；接着孵育１５０００稀释的二抗稀释

液，置于摇床上孵育１ｈ，之后采用一抗孵育完的清洗方

式。最后将膜浸泡于自制显影液中于凝胶成像仪中成像

并采集图片。目的蛋白的相对表达量为目的条带（基因）

积分光密度值与内参照（βＡｃｔｉｎ）的积分光密度值的

比值。

１．５　统计分析

采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件将试验数据进行处理，

数据结果用平均值±标准差（ｍｅａｎｓ±ＳＤ）表示，试验设立

３个平行组，组间比较采用方差分析和狋检验，Ｐ＜０．０１有

极显著性差异，Ｐ＜０．０５有显著性差异。

２　结果与分析
２．１　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠宏观表型的影响

正常对照组小鼠体重、饮食饮水量状况保持稳定增

加，动作灵活，毛发有光泽，大便性状正常，其他方面也均

符合正常小鼠的生长状况。ＤＳＳ能造成小鼠结肠上皮的

损伤，内毒素入血，结肠水肿和过度炎症。ＤＳＳ损伤组小

鼠慢慢呈现溃疡性结肠炎症症状：体重增长越来越慢，后

期体重呈明显的下降趋势，同时，摄食量下降、精神状态

较差、活动量减少，不同程度的便稀、便血。相比于 ＤＳＳ

损伤组，米糠多糖灌胃组小鼠体重有部分增加，而疾病活

动指数也明显下调，提示米糠多糖能明显地改善小鼠的

健康状况，见图１（ａ）和（ｂ）。小鼠ＤＳＳ处理后，小鼠出现

严重腹泻，腹泻率高达９０％，米糠多糖灌胃组小鼠也有

８０％出现了腹泻，但症状相对较轻，见图１（ｃ）。同时，通

过隐血试验分析，ＤＳＳ也导致９０％小鼠出现便血，米糠多

糖灌胃组小鼠则降为７０％（Ｐ＜０．０５），说明米糠多糖能部

分改善小鼠的便血症状，见图１（ｄ）。本研究发现米糠多

糖能明显改善小鼠的健康状况，说明米糠多糖可能是一

种潜在防治溃疡性结肠炎的功能活性成分。

２．２　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠结肠、脾脏的影响

小鼠饮用ＤＳＳ能产生结肠炎症典型特征，如试验小

鼠结肠呈现水肿、充血、形成溃疡、小鼠结肠的肠壁明显

增厚、结肠的重量显著增重和长度呈现缩短等，见图２

（ａ）。米糠多糖灌胃小鼠，结肠长度明显增加，见图２（ｂ）。

脾脏是重要的免疫器官，是机体的细胞免疫以及体液免

疫的中心，脾脏组织中含有大量的淋巴细胞和巨噬细胞。

ＤＳＳ也能促使小鼠脾脏水肿，形成炎症，脾脏体积增大和

重量增加，见图２（ｃ）和（ｄ）。米糠多糖灌胃小鼠也能部分

抑制小鼠脾脏的水肿和炎症，脾脏体积和重量显著降低

：Ｐ＜０．０５　：Ｐ＜００１　＃：Ｐ＞０．０５

图１　米糠多糖对小鼠健康状况的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｈｅａｌｔｈｓｔａｔｕｓｏｆｍｉｃｅ
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（Ｐ＜０．０５），见图２（ｃ）和（ｄ）。结果提示米糠多糖能改善

ＤＳＳ诱导小鼠的结肠炎症和脾脏炎症，可能具有较广泛

的抗炎功效。

：Ｐ＜０．０５　：Ｐ＜００１

图２　米糠多糖对小鼠结肠和脾脏的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｃｏｌｏｎ

ａｎｄｓｐｌｅｅｎｏｆｍｉｃｅ

２．３　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织 ＭＰＯ、ＭＤＡ和

亚硝酸盐含量的影响

　　髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）又叫过氧化

物酶，是由中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞分泌的血红

素蛋白酶。机体发生炎症时，免疫细胞被征集到损伤组

织，是重要的损伤指标之一。ＤＳＳ诱导促使小鼠结肠炎

症，结果发现结肠组织 ＭＰＯ含量明显上升，增加了３．４６

倍；米糠多糖能部分抑制 ＭＰＯ含量的增加，下调２５．９％，

见图３（ａ）。丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）是膜脂过氧

化最重要的产物之一，可以通过测定 ＭＤＡ的含量来评

估细胞膜损伤的程度，是组织重要的损伤指标之一。在

：Ｐ＜０．０５　：Ｐ＜００１

图３　米糠多糖对小鼠结肠组织损伤的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｔｈｅ

ｄａｍａｇｅｏｆｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍｉｃｅ
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ＤＳＳ诱导的小鼠结肠组织中，ＭＤＡ的含量显著增加，增

加了３．７１倍，米糠多糖能部分抑制 ＭＤＡ含量的增加，下

调３３．４％，见图３（ｂ）。通过对小鼠结肠损伤的评估，提示

米糠多糖能降低ＤＳＳ诱导结肠组织的损伤。ＮＯ是一种

重要的炎症介质，但ＮＯ在组织中极不稳定，快速形成硝

酸盐和亚硝酸盐，因此，测定组织中硝酸盐和亚硝酸盐的

含量，可间接定量组织中ＮＯ释放量，在ＤＳＳ诱导的小鼠

结肠组织中，硝酸盐的含量显著增加３．５４倍，米糠多糖能

部分抑制硝酸盐含量的增加，下调４５．１％，见图３（ｃ）。试

验结果说明米糠多糖也能抑制炎症介质ＮＯ的释放。

２．４　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织病理的影响

由图４可知，对照组小鼠结肠黏膜没有损伤，无炎性

细胞浸润结肠组织；ＤＳＳ损伤组试验小鼠结肠组织中上

皮细胞损伤严重，黏膜上皮充血、糜烂，杯状细胞明显减

少，腺体隐窝不完全或完全缺失，并且大量炎性细胞浸润

结肠组织；相比ＤＳＳ损伤组，米糠多糖灌胃小鼠的结肠组

织损伤明显减轻，结肠上皮相对完好，腺体隐窝排列比较

规则，炎性细胞浸润部分减少。结果进一步证实米糠多

糖能减少ＤＳＳ诱导的小鼠结肠组织损伤。

２．５　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织炎症因子表达

的影响

　　过度的炎症反应产生大量的炎症因子，从而对机体

图４　米糠多糖对小鼠结肠组织损伤的影响 （２００×）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｔｈｅｐａｔｈ

ｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｓｏｆｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｉｎ ｍｉｃｅ

（２００×）

产生极大的损伤。ＴＮＦα 在溃疡性结肠炎患者血清中

ＴＮＦα的浓度明显增高，且与病情呈正相关。ＴＮＦα能促

使单核细胞在炎症组织局部聚集，同时也能产生许多炎

症因子或前体炎症因子如白细胞介素和一氧化氮等，使

炎症大爆发，诱导结肠水肿，使 得 组 织 黏 膜 损 伤 坏

死［２２－２３］。在ＤＳＳ诱导结肠炎中，ＴＮＦα被认为是一种关

键的促进炎子。取各组小鼠结肠组织提取总ＲＮＡ，荧光

实时定量ＰＣＲ分析发现：正常结肠组织炎症因子表达均

很低；相对于正常小鼠结肠组织，当ＤＳＳ诱导小鼠产生结

肠炎症后，结肠组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达增加６．８１倍，米

糠多糖灌胃小鼠结肠组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达下调２９．４％

［图５（ａ）］。这样就能中断ＴＮＦα引发的瀑布效应，米糠

：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜００１

图５　米糠多糖对小鼠结肠组织炎症因子 ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ

ｉｎｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ

７３
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多糖对结肠炎症组织的保护作用可能与减少ＴＮＦα表达

相关。如有报道［２４］采用ｓｉＲＮＡ干预小鼠结肠的 ＴＮＦα

表达量，能部分改善结肠炎患者的临床病征。

　　炎症因子ＩＬ１β也是炎症的主要驱动因子，ＩＬ１β主

要由浸润结肠黏膜的单核细胞（巨噬细胞）分泌［２５］。ＩＬ

１β也能与其他的促炎因子协同，引发炎症反应和组织损

伤的梯级炎症反应，从而进一步加重炎症［２６］。临床研究

也发现结肠炎患者ＩＬ１β明显升高
［２７］。本研究发现相对

于正常小鼠结肠组织，炎症因子ＩＬ１β ｍＲＮＡ 表达在

ＤＳＳ损伤组小鼠结肠组织上升了３．８６倍，米糖多糖下调

ＩＬ１βｍＲＮＡ表达５０．１％［图５（ｂ）］。与ＴＮＦα类似，也能

中断ＩＬ１β和其他的细胞因子协同引发的炎症瀑布效应。

同时，米糠多糖也可能与部分改善小鼠的便血相关，如用

紫草萘醌降低小鼠的ＩＬ１β表达，能促进粪便的形成，减

少便血［２８］。

环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，Ｃｏｘ２）为一种在正常

组织中较少表达的诱导酶，而当细胞受到炎症刺激时大

量表达。由于Ｃｏｘ２可以快速应答一系列促炎介质和细

胞因子，因此，长久以来一直被认为在炎症发生的病理过

程中扮演重要角色。Ｃｏｘ２ｍＲＮＡ表达水平在ＤＳＳ损伤

组小鼠结肠组织上升了５．１２倍，米糠多糖下调 Ｃｏｘ２

ｍＲＮＡ表达３０．１％［图５（ｃ）］；试验结果提示米糠多糖能

抑制ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织炎症的转录。

ＮＯ也是一种炎症介质，可以直接杀灭入侵的细菌，

在炎症状态下，可以作为炎症递质起到信号传导作用。

在机体处于急性炎症反应的时候，许多中性粒细胞和少

量巨噬细胞便会激活诱生型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ），诱导

精氨酸生出大量的 ＮＯ，在溃疡性结肠炎中主要是ｉＮＯＳ

起作用，测定结肠组织ｉＮＯＳ、ＮＯ水平可作为反映溃疡性

结肠炎病变程度和判断预后的一个客观指标［２９］。本研究

发现结肠组织中ｉＮＯＳ有少量的表达，ＤＳＳ诱导小鼠结肠

组织ｉＮＯＳ表达显著上升，米糠多糖能明显抑制ｉＮＯＳ表

达和结肠组织亚硝酸盐的形成［图５（ｄ）］。

　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ进一步分析显示，正常对照组

小鼠结肠组织中ＩＬ１β和ｉＮＯＳ蛋白表达极低，ＴＮＦα和

Ｃｏｘ２蛋白表达较低；ＤＳＳ诱导组小鼠结肠组织ＩＬ１β蛋

白表达水平增加了５．４７倍，米糠多糖灌胃使小鼠结肠组

织ＩＬ１β蛋白表达水平下降２６．５％［图６（ａ）］；炎症因子

ＴＮＦα在ＤＳＳ损伤组小鼠结肠组织中蛋白表达水平上升

３．４３倍，米糠多糖灌胃使小鼠结肠组织ＩＬ１β蛋白表达水

平下降６１．８％［图６（ｂ）］；相对于正常小鼠结肠组织，ＤＳＳ

损伤组小鼠结肠组织Ｃｏｘ２蛋白表达水平上升４．８５倍，

米糠多糖灌胃使小鼠结肠组织Ｃｏｘ２蛋白表达水平下降

２６．４％［图６（ｃ）］；ｉＮＯＳ是炎症因子 ＮＯ释放的关键调控

酶，在ＤＳＳ损伤组小鼠结肠组织中蛋白表达水平上调了

９．８７倍，米糠多糖灌胃使小鼠结肠组织ｉＮＯＳ蛋白表达水

米糠多糖＋ＤＳＳ组与ＤＳＳ组比较，：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜００１

图６　米糠多糖对小鼠结肠组织炎症因子蛋白

表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ

ｉｎｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ

平下降达７０．９％［图６（ｄ）］。小鼠结肠组织蛋白表达分析

进一步证实了米糠多糖能抑制ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织炎

症因子的表达。

２．６　米糠多糖对ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织 ＭＡＰＫ信号通

路的影响

　　ＭＡＰＫ是机体最重要的信号传导通路，参与多种生

物学功能。ＭＡＰＫ也是炎症启动和发展的重要信号通

路，ＭＡＰＫ家族包括ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＪＮＫ、ｐ３８等成员，其

均与炎症的发生、发展密切相关［３０］。为了进一步探讨米

糠多糖抗炎性质的机理，研究了米糠多糖对重要炎症信

号通路 ＭＡＰＫ的影响。采用非磷酸化ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ和

ｐ３８抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析发现，对照组、ＤＳＳ损伤组

和米糠多糖保护组小鼠结肠组织ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ和ｐ３８表

达无明显变化，提示ＤＳＳ诱导并不能调控此３种蛋白基

因的转录和翻译，同时，米糠多糖灌胃也不能改变小鼠结

肠组织ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ和ｐ３８基因的转录和翻译。采用磷

酸化ＥＲＫ１／２抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析发现，ＤＳＳ诱导

促使小鼠结肠组织ＥＲＫ１／２磷酸化蛋白含量增加，上升
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了２．２４倍，米糠多糖灌胃ＥＲＫ１／２磷酸化蛋白含量下降

了３０．８％［图７（ａ）］；ＪＮＫ磷酸化蛋白含量在ＤＳＳ损伤组

小鼠结肠组织中蛋白表达水平上升２．７８倍，米糠多糖灌

胃使小鼠结肠组织ＪＮＫ 磷酸化蛋白含量下降５１．４％

［图７（ｂ）］；相对于ＥＲＫ１／２和ＪＮＫ磷酸化蛋白含量，ｐ３８

磷酸化蛋白含量在正常小鼠结肠组织中极低，ＤＳＳ损伤

组小鼠结肠组织ｐ３８磷酸化蛋白含量增加了３．３５倍，米

糠多糖灌胃使小鼠结肠组织Ｃｏｘ２蛋白表达水平下降

２６．０％［图７（ｃ）］。ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ和ｐ３８蛋白磷酸化是

ＭＡＰＫ的激活状态，米糠多糖能抑制结肠组织ＥＲＫ１／２、

ＪＮＫ和ｐ３８蛋白的磷酸化，说明米糠多糖能抑制 ＭＡＰＫ

信号通路的活化，参与其抗炎作用。ＭＡＰＫ家族成员能

使促转录因子ＡＰ１（如ｃＪｕｎ）和ＮＦκＢ（ｐ６５）的磷酸化，

促使转录因子活化和核移位［３１－３２］。在炎症因子ＩＬ１β、

ＴＮＦα和基因启动子区域，均存在一个或多个 ＡＰ１和

ＮＦκＢ，调控炎症因子的表达
［３３－３５］。本研究发现米糠多

糖能部分抑制ＤＳＳ诱导的小鼠结肠组织 ＭＡＰＫ活化，提

示米糠多糖可能通过抑制ＭＡＰＫ信号通路，下调转录因

米糠多糖＋ＤＳＳ组与ＤＳＳ组比较，：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜００１

图７　米糠多糖对小鼠结肠组织 ＭＡＰＫ信号通路的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｂｒａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ

子ＡＰ１和ＮＦκＢ的活性，从而抑制炎症因子表达。

３　结论
米糠多糖无毒副作用且具有抗结肠炎症的作用，为

防治结肠炎症提供了新的思路。本研究发现米糠多糖可

明显改善ＤＳＳ诱导的结肠炎症小鼠健康状况，减轻ＤＳＳ

导致的小鼠结肠组织的损伤，下调结肠中炎症因子的表

达，对ＤＳＳ诱导的小鼠结肠炎症具有一定的防治功能，提

示添加米糠多糖可能开发相关辅助药物和预防肠炎的功

能性食品、保健食品提供科学理论依据。

当前已证实有许多食品来源的多糖具有抗炎作用，

但其作用的分子机理尚不清楚［１６］。米糠多糖能抑制

ＭＡＰＫ信号通路，但 ＭＡＰＫ通路如何调控炎症因子的表

达尚需要进一步研究，同时，米糠多糖如何调控 ＭＡＰＫ

通路，也需要进一步探索。除此之外，多糖是一类结构非

常复杂的混合物，不同的分子量组分可能呈现相反的生

物学功能［１６］，因此，多糖的结构差异、分子量大小与免疫

调节的关系还需要采用新的技术手段来解决。
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ｆａｃｔｏｒａｌｐｈａａｎｄｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｅｍＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０００，６０（８）：１０４１１０４９．

［３５］ＢＯＮＤ Ｍ，ＦＡＢＵＮＭＩ Ｒ Ｐ，ＢＡＫＥＲ Ａ Ｈ，ｅｔ ａｌ．

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ｂｙｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ： ａｎ ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｆｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＮＦｋａｐｐａＢ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｌｅｔｔ，１９９８，４３５（１）：２９３４．

（本文系２０１８年湖南省研究生创新论坛一等奖论文）
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