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摘要:目的:探 讨 刺 梨 提 取 物 治 疗 肠 炎 腹 泻 的 作 用.方

法:用 不 同 质 量 浓 度 (１．２５,２．５０,５．００,１０．００,

２０．００μg/mL)的刺梨提取物处理 RAW２６４．７细胞,MTT
法检测细胞活力;用不同浓度刺梨提取物处理RAW２６４．７
细胞,再 以 脂 多 糖(LPS)诱 导 建 立 细 胞 炎 症 模 型,利 用

Griess法检测细胞培养上清液中 NO 的含量.以３％葡

聚糖硫酸钠(DSS)诱 导 建 立 小 鼠 溃 疡 性 结 肠 炎(UC)模

型,观察造模及药物治疗期间小鼠体征变化,评估疾病活

动指数(DAI),测定小鼠结肠长度、结肠湿重指数及脾脏

重量;HE染 色 观 察 小 鼠 结 肠 组 织 病 理 学 形 态;Western
blot法及免疫组化法检测小鼠结肠组织中 Keap１及 Nrf２
蛋白水平.结果:刺梨提取物质量浓度≤１０μg/mL时对

细胞活力无显著影响(P＞０．０５);刺梨提取物可抑制 NO
的释放,随着给药浓度的增加,抑制作用越明显(P＜０．０５
或P＜０．０１).与模型组比较,刺梨提取物各组小鼠的结

肠长度较长,结肠湿重指数、脾脏重量及 DAI分数降低

(P＜０．０５或P＜０．０１);HE染色结果显示刺梨提取物对

UC小鼠肠道黏膜层显示出了较好的保护作用;Western
blot及免疫组化结果显示刺梨提取物能下调 Keap１的表

达水平,上调 Nrf２的表达水平.结论:刺梨提取物具有

较好的体外抗炎活性,对溃疡性结肠炎小鼠有治疗作用.
关键词:刺梨提取物;抗炎活性;葡聚糖硫酸钠;溃疡性结

肠炎;作用机制

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoinvestigatetheeffectof

Ciliextractsinthetreatmentofenteritisanddiarrhea．Methods:

TheRAW２６４．７cellsweretreatedwithdifferentconcentrations
(１．２５,２．５０,５．００,１０．００,２０．００μg/mL)ofCiliextracts,and

thenthecellviabilitywasdeterminedbyMTT method．RAW２６４．７

cellsweretreatedwithdifferentconcentrationsofCiliextracts,

andthenlipopolysaccharide (LPS)wasusedtoinducethecell

inflammation model．The content of NO in cell culture

supernatantwasdetectedbyGriessmethod．TheUCmicemodel

wasinduced by ３％ DSS．Thechangesofsignsduringthe

modelinganddrugtreatmentwereobserved,andthedisease

activityindex(DAI)wasevaluated．Thecolonlength,colonwet

weightindexandspleenweightweremeasured．HEstainingwas

usedto observethe pathological morphology ofcolon．The

proteinexpression of Keap１ and Nrf２incolontissues were

detectedby westernblotandimmunohistochemistry．Results:

TheconcentrationofCiliextract≤１０μg/mLhadnosignificant

effectoncellviability(P＞０．０５)．Ciliextractinhibitedtherelease

ofNO,andtheinhibitoryeffectwas moreobvious withthe

increaseofdrugconcentration(P＜０．０５orP＜０．０１)．Compared

withthemodelgroup,thecolonlengthofCiliextractgroupwas

longer,andthecolonwetweightindex,spleenweightandDAI

fractionweredecreased (P ＜０．０５orP ＜０．０１)．HEstaining
showedthatCiliextracthadabetterprotectiveeffectonthe

intestinal mucosa of UC mice． Western blot and

immunohistochemistryshowedthatCiliextractdownＧregulated

theexpressionlevelofKeap１andupＧregulatedtheexpression
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levelofNrf２．Conclusion:CiliextracthadgoodantiＧinflammatory
activityinvitroandexpressedtherapeuticeffectonUCmice．

Keywords: Cili extract; antiＧinflammatory activity; DSS;

ulcerativecolitis;mechanism

溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)是一种常见的

原因不明的慢性结肠炎症,为消化内科常见病,临床上主

要以腹痛、腹泻、黏液脓血便为特征,反复发作,严重影响

患者身心健康.近年来,UC 在全球的患病率呈持续上升

的趋势,发病高峰在２０~４０岁,老年人是另一个发病高

峰,但稍低于青年人群,世界范围内的 UC患病率估计在

５~５００人/１０万人[１].目前治疗 UC主要以５Ｇ氨基水杨

酸类药物、糖皮质激素和免疫抑制剂为主,这些药物普遍

存在副作用大、复发率高且价格昂贵等特点[２].研究[３]

发现,用中药治疗 UC不仅能够长期缓解症状,还可以减

少复发,且疗效显著,能明显提高患者的生活质量.

刺梨 为 蔷 薇 科 蔷 薇 属 植 物 刺 梨 Rosaroxburghii
Tratt．(Cili)的果实,主要分布于中国贵州、云南、湖南等

省份,尤其在贵州省呈大规模人工种植.«中华本草»[４]

中记载刺梨具有健胃、消食、止泻之功效,主治食积饱胀、

肠炎腹泻.刺梨富含维生素 C、超氧化歧化酶(SOD)、多
糖及三萜类化合物等多种活性成分,针对刺梨的药理活

性,目前有抗氧化、抗癌、防治糖尿病、抗动脉粥样硬化等

药理作用的研究报道[５－６],尚未见关于刺梨的抗炎活性

及对溃疡性结肠炎的治疗作用的研究报道.

Keap１ＧNrf２ＧARE信号通路是细胞防御氧化应激损

伤的最重要机制之一,与氧化应激相关的多种疾病(如炎

症、神经退行性疾病、癌症、心血管系统疾病和代谢等疾

病)都 有 相 关 性,已 成 为 这 些 疾 病 预 防 和 治 疗 的 靶

点[７－８].研究拟采用 RAW２６４．７小鼠巨噬细胞炎症模型

评价刺梨提取物的体外抗炎活性,将刺梨提取物作用于

UC小鼠,观察其治疗效果,并初步探讨其药理作用机制,

为 UC的临床治疗方案提供试验依据,阐释刺梨的健脾、

止泻功效,明确其治疗肠炎腹泻的作用.

１　材料与方法

１．１　试验动物

KM 小鼠:清洁级,体重(２０±２)g,雌雄各半,辽宁长

生生物技术股份有限公司.

１．２　药品与试剂

RAW２６４．７细胞:功能天然产物与产品开发中心细

胞库;

葡聚糖硫酸钠:分析纯,美国 MP公司;

地塞米松、脂多糖:分析纯,美国Sigma公司;

DMEM 培养基、胰酶、胎牛血清、双抗:美国 GIBCO
公司;

NO试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、βＧactin抗体:上

海碧云天生物技术有限公司;

Nrf２单克 隆 抗 体、Keap１单 克 隆 抗 体:英 国 Abcam
公司.

１．３　主要设备

CO２恒温培养箱:CCLＧ２４０BＧ８型,新加坡艺思高科技

有限公司;

倒置荧光显微镜:TS２FL型,尼康映像仪器销售(中
国)有限公司;

细胞计数仪:CountessⅡ型,赛默飞世尔科技(中国)

有限公司;

酶标仪:VICTORNivo型,美国PerkinElmer公司;

电泳仪:１６４５０５０型,美国BIOＧRAD公司;

蛋白成像系统:ChemiScope３０００mini型,上海勤翔

科学仪器有限公司.

１．４　试验方法

１．４．１　刺梨提取物的制备　刺梨鲜果于５５ ℃烘干,粉
碎,过二号筛,按料液比 １∶１５ (g/mL)加入体积分数

７０％的乙醇溶液,提取２次,每次提取２h,合并提取液,

过滤,滤液回收乙醇,浓缩至适量,加入１０倍量的双蒸

水,回流２次,每次回流１h,弃去滤液,滤渣真空干燥(滤
渣厚度 为 ６ mm,置 于 －８０ ℃ 预 冻 过 夜,绝 对 压 强 为

２０Pa、隔板温度４０℃、冷阱温度－６０℃)成粉末,即为刺

梨提取物.

１．４．２　MTT法检测刺梨提取物对 RAW２６４．７细胞活力

的影响　根据文献[８－９],将对数生长期且状态良好的

小鼠单核巨噬细胞 RAW２６４．７以３×１０４ mL－１的密度制

成细胞混悬液并接种于９６孔板中,每孔加入９０μL细胞

混悬液,放于(３７ ℃,５％ CO２)细胞培养箱中培养１８h.

给药组给予不同浓度的刺梨提取物溶液,每孔１０μL,空
白组加入同体积的培养基,每组浓度设置５个复孔.继

续培养１８h,每孔加入２０μL MTT(５mg/mL).置于培

养箱内 培 养 ４h 后,将 上 清 液 吸 出,每 孔 加 入 １６０μL
DMSO溶解甲臜沉淀,避光条件下振摇１０min使甲臜完

全溶解后置于酶标仪４９０nm 下检测每个孔的 OD 值.

重复试验３次.按式(１)计算细胞活力:

Cv＝
A１

A２
×１００％, (１)

式中:

Cv———细胞活力,％;

A１———给药组的吸光度值;

A２———对照组的吸光度值.

１．４．３　刺梨提取物对 RAW２６４．７细胞释放 NO的影响

根据文献[１０－１１],将对数生长期且状态良好的小

鼠单核巨噬细胞 RAW２６４．７以２×１０５ mL－１的密度制成

细胞混悬液并接种于９６孔板中,每孔加入８０μL细胞混

悬液,放于(３７℃,５％ CO２)细胞培养箱中培养１８h.每

５６１
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孔加入１０μL含有不同浓度的刺梨提取物或者 Dex溶

液,LPS组及空白对照组均加入等体积的培养液,每个浓

度设置３个复孔.１h后每孔加入１０μLLPS(终质量浓

度为１μg/mL),空白组加入等体积的培养液,继续培养

１８h后,按试剂盒说明书收集细胞上清采用 Griess法进

行 NO含量测定.

１．４．４　刺梨提取物对 UC的影响　小鼠５０只适应性喂

养１周后,随机分为５组,分别为空白组、模型组、刺梨提

取物低、中、高剂量组(５０,１００,２００mg/kg).空白组饮用

蒸馏水除外,其余各组试验小鼠自由饮用３％ DSS溶液

７d,以诱导试验性 UC模型.试验期间仔细观察记录小

鼠的一般状态、大便性状及隐血情况,并对各组小鼠进行

疾病活 动 指 数 (DAI)评 分,评 分 标 准[１２－１３]见 表 １,按

式(２)计算出各组小鼠的 DAI得分情况.

DAI＝S１＋S２＋S３, (２)
式中:

DAI———疾病活动指数;

S１———小鼠体重下降评分;

S２———小鼠大便性状评分;

S３———小鼠大便隐血评分.
试验第８天脱颈椎处死小鼠,分离出小鼠脾脏并称

重,游离并截取全段结肠,去除肠内容物,冰冷生理盐水

漂洗,滤纸轻轻吸干后称湿重,测量结肠长度.距肛门

２cm 处剪取１cm 长结肠组织样本,采用福尔马林溶液进

行固定,石蜡包埋,切片,HE染色,并采用免疫组化检测

结肠组织中 Nrf２及 Keap１蛋白的表达.剩余结肠置于

－８０℃冰箱中保存,用来进行 Westernblot试验.

１．４．５　Westernblot检测结肠组织中 Keap１及 Nrf２的表

达　剪取小鼠结肠组织约８０mg,用生理盐水冲洗,滤纸

吸干水分后剪碎并加入 RIPA 裂解液５００μL,匀浆机研

磨提取蛋白,经BCA定量蛋白浓度后,电泳,蛋白转印至

PVDF膜上,TBST 洗涤３遍,每遍１０min,５％脱脂牛奶

中室温封闭１h,Keap１及 Nrf２抗体(１∶５００)４℃孵育过

夜,TBST洗涤３遍,每遍１０min,加入二抗(１∶３００００)
室温孵育２h,TBST洗涤３遍,每遍１０min,滴加ECL后

避光进行化学曝光,显影并扫描分析,对目的条带做灰度

表１　DAI评分标准表†

Table１　Criteriafordiseaseactivityindex

体重下降百分率/％ 粪便性状 大便隐血/肉眼血便 评分

０ 正常 正常　　 ０

１~５ 松散 隐血阳性 １

６~１０ 松散 隐血阳性 ２

１１~１５ 稀便 肉眼血便 ３

＞１５ 稀便 肉眼血便 ４

　†　正常大便:成形大便;松散大便:不黏附于肛门的半成形大

便;稀便:可黏附于肛门的稀便.

分析,以目的蛋白的灰度值比内参βＧactin的灰度值校正

误差,比较蛋白表达情况[９－１０].

１．４．６　统计学分析　试验数据以s±s表示,各组之间的

统计学差异采用t检验进行,采用 Graphpad６．０１统计软

件进行数据处理.

２　结果与分析

２．１　刺梨提取物对RAW２６４．７细胞活力的影响

如图１所示,刺梨提取物质量浓度达到２０μg/mL时

表现出了细胞毒性(P＜０．０５),当质量浓度≤１０μg/mL
时对细胞存活率无显著影响(P＞０．０５).因此,在后续的

细胞 试 验 中 选 用 刺 梨 提 取 物 的 最 高 质 量 浓 度 为

１０μg/mL.

２．２　刺梨提取物对RAW２６４．７细胞 NO释放的影响

不同质量浓度的刺梨提取物(２．５~１０．０μg/mL)和

LPS(１．０μg/mL)共同作用于RAW２６４．７细胞１８h后,采
用 Griess法检测细胞培养液上清中 NO 的含量.结果如

图２所示,空白对照组的 NO含量微少,LPS组用 LPS处

理后 NO含量较空白组显著增加(P＜０．００１),表明造模

成功,阳性对照药 Dex显著降低 NO的释放(P＜０．００１).

与空白组相比,∗ P＜０．０５
图１　刺梨提取物对 RAW２６４．７细胞活力的影响

Figure１　EffectsofCiliextractontheviabilityof
RAW２６４．７cells

与空白组相比,＃＃＃ P＜０．００１;与模型组相比,∗ P＜０．０５,

∗∗ P＜０．０１,∗∗∗ P＜０．００１
图２　刺梨提取物对 RAW２６４．７细胞 NO 释放的影响

Figure２　EffectsofCiliextractsonNOproductionin
RAW２６４．７cells
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不同浓度刺梨提取物可不同程度地逆转由 LPS诱导的

NO释放量增加,且呈剂量依赖关系.

２．３　对试验性小鼠 UC的影响

２．３．１　一般状态观察及DAI评分　空白对照组小鼠在整

个试验过程中均保持精神状态良好,日常进食量正常,毛
发光泽,活跃,大便正常.模型组小鼠日常进食量减少,
明显消瘦,出现拱背、活动减少、大便性状改变等现象,造
模第３天开始大部分小鼠出现不同程度的黏液便或血便

等大便异常现象,DAI评分逐日增高,于第３天起显著高

于空白对照组.刺梨提取物各组小鼠一般状态良好,大
便异常情况出现晚于模型组,刺梨提取物１００mg/kg组

在第３,５,７天的 DIA 评分明显低于模型组,刺梨提取物

２００mg/kg组在第５,７天的 DIA 评分明显低于模型组,
结果见表２.

２．３．２　小鼠体重、结肠长度、结肠湿重指数及脾脏重量的

测定　小鼠摄入DSS后会导致其免疫力下降、结肠出现水

肿等情况,具体表现为小鼠体重下降、结肠长度缩短、结肠

湿重指数升高、脾脏重量升高.与空白组相比,模型组小

鼠在造模第３天出现不同程度的腹泻、血便等情况,体重

减轻的情况在第４~５天表现得尤为明显.１００mg/kg组

小鼠在第４天出现体重减轻的情况,而在第５天后体重

有所回升并在之后超过模型组,除５０mg/kg组小鼠第

７天外,其余各组小鼠的体重均大于模型组,见图３(a).
与空白组小鼠相比,模型组小鼠的结肠变短,差异极显著

(P＜０．００１),而刺梨提取物１００mg/kg和２００mg/kg剂

量组小鼠结肠均较模型组长(P＜０．０５或 P＜０．０１),见
图３(b).与空白组小鼠相比,模型组小鼠的结肠湿重指

数升高,差异显著(P＜０．０５),而刺梨提取物各组小鼠结

表２　刺梨提取物对试验性 UC小鼠DIA评分和体重的影响†

Table２　EffectsofCiliextractsonscoresofdiseaseactivityindexandbodyweightofUCmice

组别
剂量/

(mgkg－１)
DIA评分

第３天 第５天 第７天

体重/g

初始 最终

空白组 － ３０．５１±２．３９ ３５．３９±３．９８

模型组 － ２．２０±１．３２＃＃＃ ３．１０±１．３７＃＃＃ ４．２０±１．６２＃＃＃ ２９．７２±２．２３ ３２．８８±３．６３

刺梨提取物低剂量组 ５０ １．６０±０．９７ ２．２０±０．９２ ３．６０±１．１７ ３０．８０±１．９９ ３２．２７±３．２１

刺梨提取物中剂量组 １００ １．２０±０．４２∗ １．７０±０．９５∗ ２．１１±０．９３∗∗ ３０．４８±２．２７ ３３．５０±５．７４

刺梨提取物高剂量组 ２００ １．５０±０．８５ １．７０±１．０６∗ ２．４０±１．１７∗ ３０．２１±３．７２ ３３．１０±５．２６

　　　†　与空白组相比,＃＃＃ P＜０．００１;与模型组相比,∗ P＜０．０５,∗∗ P＜０．０１.

与空白组相比,＃ P＜０．０５,＃＃ P＜０．０１,＃＃＃ P＜０．００１;与模型组相比,∗ P＜０．０５,∗∗ P＜０．０１,∗∗∗ P＜０．００１
图３　各组小鼠体重、结肠长度、结肠湿重指数及脾脏重量

Figure３　Thebodyweight,thelengthofcolon,thewetweightofcolonandthespleenweight(n＝１０)
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肠湿重指数较模型组均降低,其中１００mg/kg和２００mg/kg
剂量组小鼠结肠湿重指数较模型组比具有显著性差异

(P＜０．０１或P＜０．００１),见图３(c).与空白组小鼠相比,
模型组小鼠的脾脏重量升高,差异显著(P＜０．０１),刺梨

提取物１００mg/kg和２００mg/kg剂量组小鼠脾脏重量较

模型组降低,其中１００mg/kg组与模型组相比差异显著

(P＜０．０５),见图３(d).

２．３．３　结肠黏膜病理学观察　如图４所示,结肠组织进

行 HE染色后,通过显微镜观察小鼠结肠组织病理切片,
发现正常组小鼠结肠的结构完整,纹路清晰;模型组小鼠

结肠黏膜层炎性细胞浸润、隐窝结构紊乱或消失、杯状细

胞大量丢失等,提示 UC模型造模成功.刺梨提取物各组

小鼠结肠黏膜相对完整,少数可见浅溃疡,大部分上皮细

胞和隐窝结构完整,腺体排列整齐,少量炎症细胞浸润,
未见基底淋巴细胞聚集.刺梨提取物各剂量组对 UC小

鼠肠道黏膜层显示出了较好的保护和修复作用,能降低

炎症的严重程度和范围,改善结肠炎症程度,起到黏膜保

护作用.

２．３．４　刺梨提取物对小鼠结肠组织中Keap１及Nrf２蛋白表

达的影响　如图５所示,模型组与空白组相比,结肠组织中

Keap１的表达水平显著升高(P＜０．０１),给予不同剂量刺梨提

取物后结肠组织中 Keap１的表达水平显著或极显著下调

(P＜０．０１或P＜０．００１);与空白组相比,模型组结肠组织中

Nrf２的表达水平显著上调(P＜０．０１),给予刺梨提取物

１００mg/kg和２００mg/kg能上调 Nrf２的表达水平,其中

２００mg/kg组与模型组相比差异显著(P＜０．０１).

２．３．５　刺梨提取物对小鼠结肠组织中 Keap１及 Nrf２蛋白

表达的影响　如图６所示,模型组小鼠结肠组织中 Keap１
的表达与空白组相比明显增加,刺梨提取物各组与模型组

比较 Keap１表达均有所减少,呈剂量依赖关系.空白组及

模型组小鼠结肠中 Nrf２的表达较少,刺梨提取物各组

Nrf２的表达明显增加,且 Nrf２的表达呈剂量依赖关系.

图４　刺梨提取物对各组小鼠结肠组织病理学变化的影响

Figure４　EffectsofCiliextractoncolontissuehistopathologicalchangesonmice(１００×)

与空白组相比,＃＃ P＜０．０１;与模型组相比,∗∗ P＜０．０１,∗∗∗ P＜０．００１

图５　刺梨提取物对小鼠结肠组织中 Keap１及 Nrf２蛋白表达的影响

Figure５　EffectsofCiliextractonproteinexpressionsofKeap１andNrf２ofmicecolontissues

图６　刺梨提取物对小鼠结肠组织中 Keap１及 Nrf２蛋白表达的影响

Figure６　EffectsofCiliextractonproteinexpressionsofKeap１andNrf２ofmicecolontissues
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３　结论
刺梨提取物能降低由脂多糖诱导 RAW２６４．７细胞

NO的释放增加,且呈剂量依赖关系,表现出较强的体外

抗炎活性.体内试验发现刺梨提取物对葡聚糖硫酸钠诱

导的溃疡性结肠炎具有较好的预防作用,主要体现在能

够逆转由葡聚糖硫酸钠所引起的体重降低、结肠长度缩

短、结肠湿重指数增加、脾脏指数及疾病活动指数增加;

HE染色结果显示,刺梨提取物各组炎性细胞浸润、隐窝

破坏程度均降低,提示刺梨提取物能降低炎症的严重程

度和范围,对溃疡性结肠炎临床症状和肠道黏膜层显示

出了较好的保护和修复作用.刺梨提取物对葡聚糖硫酸

钠诱导的溃疡性结肠炎的治疗作用,其可能的机制为下

调 Keap１的表达水平,上调 Nrf２的表达水平,其作用可

能与 Keap１/Nrf２/ARE信号通路有关.由于刺梨提取物

的主要成分为刺梨苷、野蔷薇苷、委陵菜酸、野蔷薇酸和

氧代坡模酸[１４],推测刺梨提取物的抗炎作用及治疗溃疡

性结肠炎可能与以上成分有关,有待进一步深入研究.
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