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Abstract
AIM: To investigate the effects of melatonin 
on the colon inflammatory injury of rats with 
TNBS-induced colitis and determine whether 
this effect is associated with chemoattractant 
molecules interleukin-8 (IL-8) and monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1).  

METHODS: Rat colitis models were established 
by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 
enema. The animals were randomized into 5 
groups: normal group, model group and three 
melatonin groups (2.5, 5.0, and 10.0 mg/kg), in-
trarectally treated with saline, TNBS, and TNBS 
plus melatonin, respectively. At the end of the 
4th wk, macroscopic and histological changes of 
the colon were examined and mucosal myelo-
peroxidase (MPO) activities were assayed. IL-8 
and MCP-1 protein expression in colon tissues 
were examined by Western blot and immuno-
histochemistry. 

RESULTS: The levels of IL-8, MCP-1 expression 
and MPO activity were significantly higher in 
model group than those in normal group (80.3 ± 
13.6 vs 12.2 ± 5.4; 87.2 ± 7.4 vs 17.3 ± 4.6; 3450.7 ± 
135.0 nkat/g vs 416.8 ± 73.0 nkat/g; all P < 0.01), 
but they were significantly lower in melatonin 
treatment groups (33.5 ± 9.3, 37.7 ± 7.2, 2150.4 
± 129.0 nkat/g, P < 0.01). Melatonin reduced 
colonic lesions (macroscopical and histological 
damage indices: 1.6 ± 0.7 vs 6.3 ± 1.4; 1.4 ± 0.5 vs 
6.24 ± 1.04; P < 0.01) and improved colitis symp-
toms. 

CONCLUSION: Melatonin reduces colonic in-
flammatory injury of rats with ulcerative colitis 
through down-regulating the expression of IL-8 
and MCP-1. 
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monocyte chemoattractant protein-1
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摘要
目 的 :  探 讨 褪 黑 素 对 大 鼠 溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, UC)炎性损伤的保护作用及
对肠组织趋化因子的影响. 

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)制备大鼠UC
模型, 将动物随机分为正常对照组、模型组
及褪黑素治疗组(2.5, 5.0, 10.0 mg/kg)5组. 采用
Western blot法及免疫组织化学法检测肠组织
IL-8和MCP-1蛋白表达, 生化方法检测MPO含
量, 并观察肠道大体形态和和组织学改变. 

结果: U C模型组I L-8、M C P-1蛋白表达及
MPO含量较正常组显著增高(80.3±13.6 vs  
12.2±5.4, 87.2±7.4 vs  17.3±4.6, 3450.7±
135.0 nkat/g vs  416.8±73.0 nkat/g, 均P <0.01), 
褪黑素治疗组IL-8、MCP-1蛋白表达, MPO含
量(33.5±9.3, 37.7±7.2, 2150.4±129.0 nkat/g)

®

■背景资料
炎症性肠病是肠
道的慢性非特异
性炎症性疾病, 包
括溃疡性结肠炎
和克罗恩病. 其病
因及发病机制尚
未 完 全 明 了 ,  可
能与多种因素相
关, 包括遗传、免
疫、感染、精神
心理等, 其病程常
反复迁延, 在我国
的发生率呈上升
趋势, 严重危害人
们健康. 其治疗也
是临床难题之一. 
近年来, 研究者在
不断探求溃疡性
结肠炎新的治疗
方法及药物, 但其
疗效及具体作用
机制多不十分明
确. 

■同行评议者
白 爱 平 ,  主 治 医
师, 南昌大学第一
附属医院消化内
科; 张锦生, 教授, 
复旦大学上海医
学院病理学系
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均明显低于UC模型组(均P <0.01), 褪黑素治
疗组形态和组织损伤评分指数明显降低(1.6
±0.7 vs  6.3±1.4, 1.4±0.5 vs  6.24±1.04, 均
P <0.01). 

结论: 褪黑素对UC具有良好的保护作用, 抑制
趋化因子表达可能是其主要的作用机制之一.

关键词: 溃疡性结肠炎; 褪黑素; 三硝基苯磺酸; 白

介素-8; 单核细胞趋化蛋白-1
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是肠道的慢性非特异性的炎症性疾病, 包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD). IBD病因及发病机制尚未

完全明了, 可能与多种因素相关, 包括遗传、免

疫、感染、精神心理等, 但肠道持续炎症损伤

是其主要特征[1]. 近年研究发现趋化因子, 前炎

症细胞因子及黏附分子等表达异常与UC的发病

关系密切[2-3], 许多资料表明趋化因子IL-8和单核

细胞趋化蛋白-1(MCP-1)在UC患者发病中起重

要作用[4-6]. 褪黑素(melatonin)在人体主要由松果

腺分泌, 具有广泛的生物学功能, 包括抗氧化、

抗炎及免疫调节等作用[7-9], 可能对UC具有保护

作用. 我们观察褪黑素对实验性大鼠UC肠组织

病理改变, 炎性损伤及结肠组织中IL-8和MCP-1
的影响, 探讨褪黑素对UC的保护作用及可能的

机制, 为UC的临床治疗探寻新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠50只由湖北省医学科学

院实验动物中心提供, 雌雄不限, 体质量200±
30 g, 正常喂养; 三硝基苯磺酸(TNBS), 褪黑素

(Sigma USA); IL-1和MCP-1 mAb(Santa Cruz 
Biotechnology公司); Western blot显色试剂盒为

Cell Signal公司产品; SP试剂盒为北京中山公司

产品; 髓过氧化物酶(MPO)检测试剂盒为南京建

成生物工程研究所产品; 其他试剂为进口或国

产分析纯.
1 .2  方法  将50只大鼠随机分为正常对照组

(Control group), 模型组(Model group)及褪黑素

组(MT group, 2.5, 5.0及10.0 mg/kg)5组, 正常对

照组不作任何处理; 模型组以TNBS灌肠, MT组
造模后给予褪黑素ig. 以TNBS诱导UC形成[10]. 
SD大鼠术前禁食24 h, 自由饮水, 实验时乙醚麻

醉, 用一直径2.0 mm长约12 cm的硅胶管由肛门

轻缓插入深约8 cm, 除正常对照组外, 各组以含

150 mg/kg TNBS的500 mL/L乙醇溶液缓慢推入

结肠, 让动物保持平躺自然清醒, 5-ASA组、MT
组造模后分别以2.5, 5.0及10.0 mg/kg剂量褪黑

素ig, 1次/d, 4 wk后分别随机处死3只模型组及

正常对照组大鼠, 取结肠标本作病理检查, 以确

定造模成功, 处死所有大鼠. 取肛门至回盲部结

肠(约8 cm), 沿肠系膜纵轴剪开, 用冷生理盐水

冲洗干净后40 g/L多聚甲醛固定, 进行肉眼大体

形态和组织学形态评分, 肠组织一部分以40 g/L
多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片, HE染
色镜下评价炎症和溃疡, 相同部位的另一部分

组织-70℃冻存, 用以MPO检测及蛋白检测. 结
肠组织损伤大体形态损伤评分指标包括粘连、

局部充血、溃疡及炎症. 粘连及充血按有无及

轻重分别计0、1、2分, 出现炎症、溃疡数目增

加1个、溃疡面积>2 cm时范围每增加1 cm计分

均加1; 组织学指标包括溃疡、炎症、肉芽肿、

纤维化及病变深度, 按有无及轻重分别计0、
1、2分, 病变深度达黏膜下层、肌层、浆膜层

分别计1、2、3分, 各项相加得总分[11-12]. 
1.2.1 IL-8和MCP-1表达的检测: 取石蜡切片(4 
μm)常规脱蜡、水化, 置0.05 mol/L柠檬酸缓冲

液中进行微波抗原修复, 凉至室温; 30 g/L H2O2

孵育10 min以消除内源性过氧化物酶活性, 滴
加100 mL/L正常血清封闭非特异性抗原; 倾去

血清, 滴加1∶100稀释的IL-8和MCP-1抗体, 4℃
放置过夜, PBS冲洗3×5 min, 滴加生物素化二

抗, 37℃孵育10 min, PBS冲洗3×5 min; 滴加辣

根过氧化物酶标记的卵白素工作液, 37℃孵育

15 min; DAB显色, 苏木素复染, 中性树脂封片. 
阳性对照为已知的IL-8和MCP-1蛋白, 以PBS代
替一抗作阴性对照. 以16D目镜测微网(面积为

0.1024 mm2)在400倍放大下计数阳性细胞数, 每
张切片计算10个网格取平均值为阳性细胞密度. 
1.2.2 肠组织IL-8和MCP-1蛋白表达的检测: 组
织匀浆后加入裂解液(含1 m g/L L e u p e t i n、
Aprotinin、Pepstalin, 17.42 mL/L PMSF), 冰上

孵育10 min, 移入微量离心管中并置于冰上孵育

1 h; 4℃, 12 000 r/min离心裂解产物5 min, 将上

清转移至一个新的微离心管中于-70℃保存备

用. 蛋白浓度采用Bradford法测定. 将细胞蛋白

■研发前沿
溃疡性结肠炎目
前尚无特异性治
疗药物, 内科常用
治疗药物主要包
括5-ASA类, 激素
及免疫抑制剂, 其
疗效并不十分理
想且毒副作用明
显, 患者病情常反
复 迁 延 加 重 .  因
此, 寻找高效低毒
副作用的治疗药
物已成为目前研
究的重点和热点. 

■相关报道
B u b e n i k 的 研 究
表明褪黑素具有
显 著 的 抗 炎 ,  抗
氧化损伤等作用; 
Dong et al 的研究
表明褪黑素可抑
制实验性结肠炎
中炎症因子iNOS
及COX-2的表达
从而减轻肠道炎
症损伤. 
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20 μg和上样缓冲液混合后, 上样在100 g/L分离

胶50 g/L积层胶上进行SDS-PAGE. 应用电转移

将电泳分离后的蛋白转移至硝酸纤维素滤膜上. 
滤膜经50 g/L脱脂奶粉, TBS溶液于室温封闭1小
时后, 分别加入IL-8和MCP-1一抗(1∶1000)4℃
孵育过夜. 滤膜经TBST缓冲液清洗3次后, 再
与HRP(horseradish peroxidase)交联的二抗(1∶ 
2000)于室温孵育1 h. TBST缓冲液清洗3次后, 
应用增强的化学发光法显影, 暗室爆光于X线片

上, 显影定影. 图像采用美国Image PC alpha 9图
像分析系统分析. 
1.2.3 结肠组织MPO含量测定: 采用生化方法测

定MPO含量, 具体操作按试剂盒说明书(南京建

成生物工程研究所提供)进行.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

采用单因素方差分析, 组间差异采用q检验, 以
P <0.01为有统计学意义.

2  结果

所有造模大鼠在TNBS灌肠12 h后出现腹泻, 呈
黄色稀便和/或肛周体毛被稀便沾染, 6-7 d体质

量明显下降, 毛色失去光泽, 精神倦怠, 活动及进

食明显减少; 褪黑素ig后大鼠一般状况及消化道

症状逐渐好转, 用药1 wk后大便基本成形, 情况

明显好于模型组. 模型组大鼠结肠标本表现为黏

膜充血水肿、溃疡形成, 结肠组织与周围组织粘

连, 可见近端肠腔扩张. 溃疡呈线状和灶状, 周围

可见黏膜增厚. 光镜下可见溃疡及炎性渗出物, 
炎症累及肠壁全层, 可见上皮细胞坏死、脱落, 
有淋巴组织增生, 大量中性粒细胞浸润, 可见数

量不等的单个核细胞和嗜酸性粒细胞, 也可见增

生的纤维母细胞, 褪黑素组黏膜水肿少见, 无溃

疡和炎性渗出物, 光镜下腺体排列整齐, 仅见少

量淋巴细胞和中性粒细胞浸润, 损伤指数明显低

于模型组(P <0.01); 模型组大鼠结肠组织MPO含

量较正常组明显增高(P <0.01), 给予褪黑素保护

后MPO含量明显下降(P <0.01, 表1). 
2.1 IL-8和MCP-1表达 IL-8和MCP-1阳性表达细

胞表现以胞质呈棕褐色为主, 胞核也有少量着

色. 阳性表达细胞有中性粒细胞、单个核细胞

等, 多集中于靠近肌层的黏膜固有层内, 肠上皮

细胞仅有少量阳性表达. 模型组结肠组织阳性

染色的阳性细胞密度明显高于正常组(P <0.01); 
褪黑素组的阳性细胞密度明显低于模型组 
(P <0.01, 表2, 图1-2.)
2.2 Western blot蛋白印迹结果 与正常组相比, 

IL-8和MCP-1蛋白表达在大鼠模型组中明显升

高(P <0.01), 褪黑素可剂量依赖性地降低IL-8
和MCP-1表达, 10 mg/kg效果最明显(P <0.01,  
图3, 表2).

3  讨论

TNBS诱导的UC模型具有类似人类IBD的大体

病理及组织学改变, 并由免疫系统所介导; 此外, 
该模型体现了急性炎症向慢性转化的动态过程, 
且能对肠道炎症损伤进行定量评分, 有利于评

价药物疗效, 因此TNBS诱导的结肠炎仍是研究

IBD最常用的模型. 在本实验中, 褪黑素能剂量

依赖性的减轻TNBS诱导的大鼠UC的肠道炎症

损伤, 抑制肠道炎症细胞浸润. UC是肠道非特异

性炎性疾病, 肠道局部炎性损伤是其重要病理

改变, 以大量炎性细胞浸润肠壁和持续活化为

特征[13-17]. 肠道炎性细胞的募集和活化是一复杂

的过程, 研究表明趋化因子及其他前炎性细胞

因子在此过程中起着重要的作用[2-3], 趋化因子

能快速诱导炎性细胞应答和介导免疫细胞募集

和活化, 与IBD的发病及发展关系密切[18-20]. 多
种细胞均能产生趋化因子, 如组织巨噬细胞, 肥
大细胞, 纤维母细胞, 内皮细胞及上皮细胞等, 

■创新盘点
本 文 通 过 研 究
CXC和CC趋化因
子的代表 IL-8及
MCP-1在褪黑素
治疗溃疡性结肠
炎中的作用, 深入
探讨了褪黑素对
溃疡性结肠炎治
疗作用的具体机
制.

表  2  大鼠肠组织IL-8及MCP-1的表达 (mean±SD,  n  = 10)

     
分组

        剂量        
IL-8              MCP-1         IL-8(A)       MCP-1(A)

              (mg/kg)

                  -      12.2±5.4b    17.3±4.6b    2.4±0.4b    2.9±1.4b

对照组

模型组     -      80.3±13.6   87.2±7.4     7.6±2.5     8.0±3.2

褪黑素组   2.5    72.5±14.9   79.3±11.4   7.5±4.7     7.6±5.4

                 5.0    60.9±10.3b  52.2±9.3b    5.8±2.5b    5.2±4.0b

               10.0    33.5±9.3b    37.7±7.2b    3.8±2.4b    3.5±2.2b

bP<0.01 vs  模型组.

表  1  大鼠损伤指数及肠组织MPO含量 (mean±SD,  n = 10)

     
分组

	  剂量        形态损	  组织损	     MPO活性

                  (mg/kg)      伤评分         伤评分            (nkat/g)

	   -          0.8±0.7b    1.1±0.8b	  416.8±73.0b

对照组

模型组	   -          6.3±1.4     6.2±1.0    3450.7±135.0

褪黑素组	   2.5       5.7±1.2     5.9±0.8    3167.3±98.0

 	   5.0       3.0±0.8b    3.9±1.0b   2583.9±237.0b

 	 10.0       1.6±0.7b    1.4±0.5b   2150.4±129.0b

bP<0.01 vs  模型组.
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■应用要点
本研究探讨了褪
黑素对大鼠结肠
炎的治疗作用及
机制, 为褪黑素临
床治疗溃疡性结
肠炎提供了理论
基础.

浸润的炎性细胞也能产生大量的趋化因子. 在
静息状态下, 细胞分泌的趋化因子水平很低或

者无趋化因子分泌, 但在炎症过程中其分泌能

快速上调. IL-8主要介导中性粒细胞的活化而

MCP-1主要诱导单核细胞活化[6,21-23], 大量的研

究结果表明在IBD患者病变组织中存在高表达

的IL-8和MCP-1[25-28]. 本实验结果证实在TNBS
诱导的UC大鼠肠组织中IL-8和MCP-1表达水平

明显高于正常对照组, 支持了趋化因子参与UC
发生、发展的观点. 

褪黑素主要由人松果体分泌, 胃肠道亦含

有丰富的褪黑素[7], 发挥着抗炎, 抗氧化及调节

免疫应答等多种作用[7-9]. 先前的研究表明褪黑

素能减轻实验性大鼠UC肠道炎性损伤程度, 可

能与其清除氧自由基, 抗氧化、抗炎等能力有

关, 但具体的机制尚不十分确定[24-25]. 本实验结

果发现, 褪黑素能明显改善TNBS诱导的大鼠UC
的肠道损伤的病理及大体形态评分, 同时明显

降低MPO的含量, 并呈剂量依赖关系. MPO是中

性粒细胞中含量较高的一种酶, 其含量的增高

可以反映中性粒细胞在某一组织中的增高, 间
接反映炎症在组织的存在, 因此MPO活性可以

提示组织炎性细胞的浸润程度, 被认为衡量炎

症程度最敏感和可靠的指标[26], 实验结果证明

褪黑素对大鼠UC具有明显的保护作用. 
为了进一步观察褪黑素对UC大鼠的作用

机制, 我们观察了褪黑素对肠道IL-8和MCP-1
表达的影响. IL-8和MCP-1在UC的炎症发生发

展过程中起重要作用. 免疫组织化学和Western 
blot结果均表明, 褪黑素能明显降低UC炎症局部

IL-8和MCP-1蛋白表达. 提示褪黑素能通过抑制

趋化因子的表达减轻UC的肠道炎症损伤, 从而

发挥对UC的保护作用. 其他资料表明, 褪黑素尚

能减轻其他炎性因子及其上游的调控基因核因

子-κB[27-28], 核因子-κB同样能调控IL-8和MCP-1
的基因转录及蛋白表达[29], 褪黑素是否通过这

一途径调节U C的炎症过程, 还有待进一步的 
研究. 

图  2  MCP-1在大鼠肠组织表达(S-P法×200). A: 模型组; B: 褪黑素(10 mg/kg)组.

A B

A

B

1            2           3             4            5

图  3  IL-8和MCP-1蛋白表达结果. A: IL-8; B: MCP-1. 

1-5: 模型组, 正常对照组, 褪黑素(2.5, 5.0, 10 mg/kg)组.

图  1  IL-8大鼠肠组织的表达(S-P法×200). A: 模型组; B: 褪黑素(10 mg/kg)组.

A B
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