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Abstract
AIM: To evaluate the preventive and therapeutic 
effect of sinomenine on experimental rats with 
2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)/ 
ethanol induced colitis.

METHODS: The colitis model of rats was estab-
lished with TNBS/ethanol. Forty rats were ran-
domly divided into four treatment groups (n = 
10): normal control group (Receiving normal sa-
line, 2 mL), model group (normal saline, 2 mL), 
5-ASA treatment group [100 mg/(kg·d)], and 

sinomenine treatment group [120 mg/(kg·d)]. 
After continuous administration for 14 d, the co-
lon macroscopic damage index (CMDI) and the 
tissue damage index (TDI) in each group were 
evaluated respectively. Serum Levels of TNF-α, 
MMP-2 and MMP-9 were detected using ELISA, 
and the expressions of MMP-2 and MMP-9 in 
the colon tissues of rats were detected using im-
munohistochemical method.

RESULTS: The CMDI and TDI, the serum levels 
of TNF-α, MMP-2 and MMP-9, the expressions 
of MMP-2 and MMP-9 in colon tissues were 
significantly higher in model group than in nor-
mal group respectively (all P < 0.01). 5-ASA and 
sinomenine reduced the CMDI and TDI (1.30 ± 
1.16, 1.00 ± 0.82 vs 6.50 ± 1.27; 1.10 ± 1.20, 0.90 ± 
0.99 vs 5.10 ± 0.74, all P < 0.01), and decreased 
significantly the levels of TNF-α, MMP-2 and 
MMP-9 in blood serum and the expressions of 
MMP-2, MMP-9 in the colon tissues (35.37 ± 
4.44, 32.50 ± 4.91 vs 74.72 ± 5.30; 2.44 ± 0.83, 2.50 
± 0.82 vs 10.40 ± 2.10; 5.88 ± 1.84, 5.32 ± 1.81 vs 
15.85 ± 2.39; 1.30 ± 1.25, 1.00 ± 0.94 vs 5.00 ± 1.41; 
1.50 ± 1.35, 1.40 ± 0.97 vs 6.30 ± 0.67; all P < 0.01). 
No significant difference was detected between 
5-ASA treatment group and sinomenine treat-
ment group.

CONCLUSION: Sinomenine reduces signifi-
cantly the levels of TNF-α, MMP-2 and MMP-9 
in TNBS-induced colitis in rats, hence produces 
good anti-inflammatory effect on colitis in rats.

Key Words: Colitis; Tumor necrosis factor-α; Matrix 
metalloproteinases; Sinomenine
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摘要
目的: 研究青藤碱对三硝基苯磺酸诱导的实
验性结肠炎的防治作用. 

方法:  三硝基苯磺酸/乙醇制备大鼠结肠炎
模型, 40只SD大鼠随机均分为正常组、模型
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
包括溃疡性结肠
炎 ( U C ) 和 克 罗
恩病 (CD) ,  受遗
传、环境、免疫
和精神心理等因
素影响, 为非特异
性 肠 道 炎 症 ,  病
程 迁 延 ,  难 以 治
愈. 研究表明IBD
炎症结肠组织中
M M P s的表达水
平增加, 并与疾病
的活动度和严重
程度密切相关. 当
前对炎症性肠病
的治疗, 中西医都
无特效的药物, 但
研究证明单味中
药对实验性结肠
炎的病理生理过
程有明显影响. 

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科 上海市
消化疾病研究所



组、5-ASA组及青藤碱治疗组. 正常组与模型
组每天每只给予生理盐水2 mL, 5-ASA组给
予5-ASA 100 mg/(kg·d), 青藤碱组给予青藤碱
120 mg/(kg·d), 连续灌胃14 d. 评价各组大鼠结
肠大体形态损伤指数(CMDI)和组织学损伤指
数(TDI), ELISA法检测血清TNF-α、MMP-2
和MMP-9含量, 免疫组织化学法检测结肠组
织MMP-2和MMP-9的表达. 

结果: 模型组大鼠CMDI、TDI, 血清TNF-α、
MMP-2和MMP-9含量, 结肠组织MMP-2和
MMP-9表达均显著高于正常组(均P <0.01), 
5-ASA和青藤碱能明显减弱CMDI和TDI(1.30
±1.16, 1.00±0.82 vs  6.50±1.27; 1.10±1.20, 
0.90±0.99 vs  5.10±0.74, 均P <0.01), 降低血
清TNF-α、MMP-2和MMP-9含量及结肠组织
MMP-2和MMP-9的表达(35.37±4.44, 32.50
±4.91 vs  74.72±5.30; 2.44±0.83, 2.50±
0.82 vs  10.40±2.10; 5.88±1.84, 5.32±1.81 vs  
15.85±2.39; 1.30±1.25, 1.00±0.94 vs  5.00±
1.41; 1.50±1.35, 1.40±0.97 vs  6.30±0.67; 均
P <0.01), 5-ASA组与青藤碱组差异无显著统
计学意义.

结论: 青藤碱能明显降低结肠炎大鼠TNF-α、
MMP-2和MMP-9的表达, 对大鼠结肠炎发挥
良好的抗炎作用.

关键词: 结肠炎; 肿瘤坏死因子-α; 基质金属蛋白

激酶; 青藤碱
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
主要包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
和克罗恩病(Crohn's disease, CD), 受遗传、环

境、免疫和精神心理等因素影响 ,  为肠道非

特异性炎症性疾病. 基质金属蛋白激酶(matrix 
metalloproteinases, MMP)是具有降解细胞外

基质成分(extracellular matrix, ECM)效应的

一种内肽酶类 .  肠黏膜组织E C M的代谢主要

受M M P调控, 代谢紊乱会导致肠黏膜屏障破

坏, 引起肠黏膜糜烂溃疡形成[1]. 肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)是公认的参与

炎症性肠病炎症反应的炎性细胞因子. 青藤碱

(sinomenine)是从中药青风藤中提取的生物碱单
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体, 临床多用其盐酸盐. 青藤碱具有显著的抗炎

作用, 对体液免疫和细胞免疫均有不同程度的

抑制作用. 青藤碱除发挥清除自由基[2]、抗炎及

免疫调节等药理作用外, 还有镇静、镇痛和抗

心律失常等作用. 并可抑制离体家兔或鼠的肠

等平滑肌收缩, 对抗乙酰胆碱、组胺所致的肠

痉挛. 青藤碱具有毒副作用小, 肠道易吸收等优

点, 对体细胞无致突变活性, 不具有身体依赖性

及精神依赖性, 可能无成瘾性. 为了探讨青藤碱

对炎症性肠病是否具有抗损伤和保护作用, 本
实验采用半抗原建立结肠炎大鼠模型, 青藤碱ig
给药, 进行相关实验研究, 观察结肠炎大鼠TNF-α
和MMP的表达及青藤碱对他们表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠40只(安徽医科大学动

物实验中心), 体质量180-220 g; 盐酸青藤碱片剂

(湖南正清制药集团股份有限公司, 20 mg/片,  No: 
Z4300278); 5-氨基水杨酸颗粒(5-aminosalicylic, 
5-ASA), (浙江众益药业有限公司, 0.25 g/粒,  No: 
H20010061); 2, 4, 6-三硝基苯磺酸(trinitrobenzene 
sulfonic acide, TNBS), Sigma公司; MMP-2、
MMP-9及TNF-α, 酶联免疫吸附法(enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA)试剂盒(武汉

博士德生物技术有限公司); MMP-2、MMP-9一
抗与过氧化物酶标记的链酶卵白素(SP)染色试

剂盒(北京博奥森生物技术有限公司); DAB显示

剂(北京中山生物技术有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 实验设计与分组: 大鼠随机均分为4组: 正
常组(N)、模型组(M)、5-ASA组(C)和青藤碱组

(S). 采用TNBS/乙醇法构造结肠炎模型[3], 大鼠

适应性饲养1 wk, 禁食不禁水24 h, 按30 mg/kg
剂量ip 30 g/L戊巴比妥钠, 麻醉后, 倒悬位, 将直

径约2 mm的聚丙烯管经肛门缓慢插入直肠约

8 cm处, 正常组灌入生理盐水1 mL, 造模组灌入

500 mL/L乙醇(30 mg TNBS)1 mL. 造模24 h后开

始, ig, 每天1次, 5-ASA和青藤碱溶解于生理盐

水, 浓度为10 g/L, 正常组与模型组给予生理盐

水2 mL/只, ig, C组100 mg/(kg·d)5-ASA, ig, S组
120 mg/(kg·d)青藤碱ig, 连续给药14 d.  
1.2.2 标本采集: ig 14 d后, 禁食不禁水18 h, 处
死动物, 采血, 离心(1500 r/min, 5 min), 留血清, 
-75℃保存待检. 游离结肠, 沿肠系膜纵轴剖开, 
冰生理盐水清洗, 剪取病变明显处组织2 cm放于

40 g/L多聚甲醛中固定, 石蜡包埋备用.

www.wjgnet.com

■研发前沿
治疗炎症性肠病
传 统 药 物 包 括
SASP、糖皮质激
素和免疫抑制剂
等, 虽然有效, 但
存在风险大、效
益低、副作用多
和依从性差等缺
点. 生物制剂如英
夫利昔单抗等治
疗IBD有效, 但目
前主要在临床试
验阶段且价格昂
贵 ,  难 以 推 广 应
用.
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1 . 2 . 3  检 测 方 法 :  E L I S A法检测大鼠血清

MMP-2、MMP-9及TNF-α的含量, 按试剂说明

书操作. 免疫组织化学SP法检测大鼠结肠组织

MMP-2、MMP-9的表达, 按试剂说明书操作, 
PBS代替一抗作为阴性对照, MMP-2和MMP-9
阳性表达为棕黄色或棕褐色, 主要位于胞质, 胞
核也可见少量表达. 
1.2.4 指标评分: 结肠大体形态损伤指数(colon 
macroscopic damage index, CMDI)[4]观察结肠充

血水肿、溃疡等变化. 组织学损伤指数(tissues 
damage index, TDI)[5]石蜡切片HE染色, 观察溃

疡、炎性细胞浸润等变化. 免疫组织化学评分: 
组织切片先于低倍镜下观察, 于染色相对密集

区随机选取5个视野分别进行计数, 计数200个
细胞, 以16D目镜测微网为面积单位在400倍放

大下(面积为0.1024 mm2)计数阳性细胞数, 每
例计数10个网格, 取其均值. 采用以下评分标

准, 染色强度分为4级: 0 = 阴性, 1 = 弱阳性染

色, 2 = 中度阳性, 3 = 强阳性染色; 每张切片按

所见阳性细胞数/计数细胞的百分率分为5级: 0 
= 阴性, 1 = 阳性细胞占1%-25%, 2 = 阳性细胞占

26%-50%. 3 = 阳性细胞占51%-75%, 4 = 阳性细

胞占76%-100%, 每张切片的染色积分以两者之

和表示, 盲法评分.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 运用

SPSS13.0统计分析软件, 采用单因素方差分析及

t检验, 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠CMDI及TDI评分 正常组黏膜皱襞纹理

清晰, 无糜烂和溃疡等表现. 与正常组比较, 模
型组(t  = 14.436, P <0.01)肠管增粗, 肠壁增厚, 与
外周组织粘连, 黏膜充血水肿明显, 糜烂及溃疡

形成. 与模型组比较, 5-ASA组和青藤碱组(t  = 
9.565, t  = 11.524, 均P <0.01)均有不同程度的改

善, 肠管增粗与肠壁增厚不明显, 与外周组织粘

连少, 黏膜充血水肿减轻, 糜烂及溃疡形成不明

显. 5-ASA组与青藤碱组表现无显著差异性(t  = 
0.669, P  = 0.512)(CMDI评分见表1). 镜下见正

常组结肠黏膜上皮完整, 细胞形态正常, 固有层

腺体排列规则, 含丰富的杯状细胞, 黏膜分泌正

常, 固有层有少量淋巴细胞表达, 黏膜下层、肌

层、浆膜层结构清晰. 模型组黏膜组织上皮坏

死脱落, 黏膜及黏膜下层有大量中性粒细胞、

淋巴细胞、浆细胞及嗜酸性粒细胞浸润, 可见

出血性坏死, 腺体破坏且结构紊乱, 杯状细胞少, 

隐窝脓肿形成, 可见范围较广的溃疡, 并深入到

固有层, 与正常组比较有显著差异性(t  = 18.233, 
P <0.01). 5-ASA组和青藤碱组均有不同程度的

改善, 黏膜及黏膜下炎症细胞浸润少, 腺体结构

改善, 充血水肿减轻, 增生的边缘上皮细胞覆盖

溃疡面, 肉芽组织纤维化改变, 与模型组相比较, 
表现差异显著性(t  = 8.994, t  = 10.726, 均P <0.01). 
5-ASA组与青藤碱组无差异显著性(t  = 0.406, P 
= 0.689)(表1, 图1).
2.2 大鼠血清MMP-2、MMP-9及TNF-α的表

达 与正常组比较, 模型组大鼠血清MMP-2、
MMP-9及TNF-α的含量均显著增高(t  = 14.25, t 
= 15.549, t  = 23.926, 均P <0.01); 与模型组比较, 
5-ASA组大鼠血清MMP-2、MMP-9及TNF-α
的含量均明显降低(t  = 11.174, t  = 10.454, t  = 
17.985, 均P <0.01); 与模型组比较, 青藤碱组大

鼠血清MMP-2、MMP-9及TNF-α的含量均明显

降低(t  = 11.109, t  = 11.117, t  = 18.468, 均P <0.01); 
5-ASA组与青藤碱组大鼠血清MMP-2、MMP-9
及TNF-α的含量比较, 无显著性差异(t  = 0.171, 
P  = 0.866; t  = 0.689, P  = 0.500; t  = 1.367, P  = 
0.188)(表2).
2.3 大鼠结肠组织MMP-2、MMP-9的表达 正
常组结肠组织MMP-2、MMP-9有少量较弱的

表达, 见于结肠黏膜、黏膜下层的炎性细胞和

上皮细胞, 以胞质表达为主, 胞核也有少量表

达. 与正常组比较, 模型组结肠组织MMP-2、
MMP-9阳性表达显著增高(t  = 9.242, t  = 21.418, 
均P <0.01), 主要分布在炎症和溃疡区的黏膜

及黏膜下层, 主要表达于炎性细胞, 上皮细胞

也可见表达, 主要表达于细胞胞质内, 细胞胞

核也有少量表达. 5-ASA组MMP-2、MMP-9的
表达显著低于模型组(t  = 6.195, t  = 10.033, 均
P <0.01), 青藤碱组MMP-2、MMP-9的表达也显

著低于模型组(t  = 7.442, t  = 13.148, 均P <0.01), 
5-ASA组与青藤碱组MMP-2、MMP-9的表达无

显著差异性(t  = 0.605, P  = 0.552; t  = 0.190, P  = 

■相关报道
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表  1  大鼠结肠炎CMDI、TDI评分 (mean±SD, n  = 10)

     
分组    剂量(mg/kg)              CMDI                          TDI

N组	     0	      0.30±0.48	    0.20±0.42

M组	     0	      6.50±1.27a	    5.10±0.74a

C组	 100	      1.30±1.16b	    1.10±1.20b

S组	 120	      1.00±0.82b	    0.90±0.99b

aP<0.01 vs  N组; bP<0.01 vs  M组.
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0.851)(表3, 图2-3).
2.4 相关性分析 模型组T N F-α与结肠组织和

血清的MMP-2呈正相关(r  = 0.950, r  = 0.982, 
P <0.001); 与结肠组织和血清的MMP-9呈正相

关(r  = 0.929, r  = 0.986, P <0.001). 模型组结肠组

织MMP-2与血清MMP-2呈正相关(r  = 0.941, P  = 
0.000); 结肠组织MMP-9与血清MMP-9呈正相关

(r  = 0.879, P  = 0.001). 青藤碱组TNF-α与血清的

MMP-2和MMP-9呈正相关(r  = 0.993, r  = 0.999, 
P <0.001); 与结肠组织的MMP-2和MMP-9呈正

相关(r  = 0.843, P  = 0.002; r  = 0.882, P  = 0.001).  

3  讨论

TNF-α是炎症反应中关键的细胞因子, 在UC[6]、

CD[7]患者中TNF-α的表达显著增高, 实验性结肠

炎[8]也表明TNF-α的高表达, TNF-α与其抑制因

子之间分泌不平衡可能是IBD发病的原因[9]. 本
研究模型大鼠TNF-α的含量显著高于正常组, 与
文献报道一致. TNF-α具有广泛的生物活性, 能
引起肠上皮内淋巴细胞增殖、分化及移位 [10], 
促进炎症细胞释放大量炎症因子, 引发肠上皮

细胞凋亡, 破坏肠黏膜. 或经肌球蛋白轻链激酶

(MLCK)[11]、蛋白激酶C(PKC)及丝裂原活化蛋

白激酶(MAPK)等途径改变紧密连接蛋白功能, 

表  2  大鼠结肠炎血清MMP-2、MMP-9及TNF-α的含量 (mean±SD, n  = 10)

      
分组     剂量(mg/kg)           MMP-2(mg/L)                 MMP-9(mg/L)                   TNF-α(ng/L)

N组	     0	          0.76±0.44	              2.83±1.15		  23.54±4.20

M组	     0	        10.40±2.10a	            15.85±2.39a		 74.72±5.30a

C组	 100	          2.44±0.83b	              5.88±1.84b		 35.37±4.44b

S组	 120	          2.50±0.82b	              5.32±1.81b		 32.50±4.91b

aP<0.01 vs  N组; bP<0.01 vs  M组.

■创新盘点
本研究在实验性
结肠炎的基础上, 
应用青藤碱进行
干预, 并与5-ASA
作比较, 从免疫学
角度评价青藤碱
的疗效, 更具有科
学性.

图  1  大鼠肠壁炎症情况(HE×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 5-ASA组; D: 青藤碱组.

50 mm

50 mm

50 mm

50 mm

A B

C D

表  3  大鼠结肠炎结肠组织MMP-2、MMP-9的表达 
(mean±SD, n  = 10)

     
分组      剂量(mg/kg)          MMP-2                    MMP-9

N组	     0	      0.60±0.52	    0.50±0.53        

M组	     0	      5.00±1.41a	    6.30±0.67a       

C组	 100	      1.30±1.25b	    1.50±1.35b        

S组	 120	      1.00±0.94b	    1.40±0.97b

aP<0.01 vs  N组; bP<0.01 vs  M组.
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增高肠黏膜屏障通透性, 引起肠黏膜屏障功能

受损. 崔巍 et al [12]的研究证实. 本研究模型大鼠

肠道有上皮细胞脱落坏死, 杯状细胞减少, 隐窝

脓肿以及肠黏膜糜烂溃疡等表现, 可能与过量

TNF-α表达有关.   
青藤碱具有良好的抗炎和免疫抑制作用, 

其作用的发挥与其抑制促炎细胞因子(如环氧

化合酶, 前列腺素E以及一氧化氮等)的过度表

达相关. 在关节炎和免疫移植排斥等方面的研

究已经左证了其功能. 青藤碱能够降低TNF-α
表达[13], 抑制核转录因子-κB(NF-κB)p65核移位

和IκB-α降解[14], 可能通过抑制NF-κB活性阻止

TNF-α mRNA的转录[15], 降低TNF-α蛋白质合

成. 本研究青藤碱组TNF-α的表达明显低于模

■应用要点
随着深入研究中
药对 I B D的抗炎
保护作用, 采用单
味中药治剂治疗
实验性结肠炎, 其
抗炎和免疫抑制
效果明确. 本研究
希望为 I B D的治
疗提供新的方法
和思路, 将来有可
能开辟以中医为
主、西医为辅的
中西医结合治疗
IBD的新途径.

图  2  大鼠结肠组织MMP-2的表达(SP×400). A: 正常组; B: 模型组; C: 5-ASA组; D: 青藤碱组.

50 mm

A B

C D
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50 mm50 mm

图  3  大鼠结肠组织MMP-9的表达(SP×400). A: 正常组; B: 模型组; C: 5-ASA组; D: 青藤碱组.
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型组, 同时CMDI和TDI降低, 提示青藤碱抑制

TNF-α大量合成, 促进肠黏膜修复.             
在促炎症细胞因子的作用下M M P s被激

活参与破坏肠黏膜. 研究显示肠黏膜损伤区域

的MMPs的表达明显高于正常黏膜组织, Gao  
et al [16]证实MMP-2和MMP-9在UC中显著增高, 
并与炎症程度相关. 本研究模型大鼠MMP-2及
MMP-9均增加, MMP-2和MMP-9阳性表达主要

位于黏膜固有层和黏膜下层的炎症黏膜及溃疡

区的中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞及

单核细胞等炎性细胞, 上皮细胞及内皮细胞也

可见表达. 二者在模型组的表达显著高于正常

组, 提示MMP-2和MMP-9参与结肠炎炎症反应. 
MMP-2诱导上皮细胞迁延, 参与局部的上皮炎

症性过程[17]. MMP-9引起结肠透壁性损伤[18], 诱
导颗粒性白细胞移动并浸润血管, 引起炎症免

疫反应. 二者均能促使炎性细胞浸润并致炎症

扩散, 降解细胞外基质成分, 诱发肠黏膜糜烂和

溃疡形成. 青藤碱能抑制白细胞介素-1β诱导的

肾小管上皮细胞MMP-2和MMP-9的活性表达, 
阻止肾小管上皮细胞迁移[19]. 本研究发现青藤碱

干预后, MMP-2和MMP-9活性表达均显著降低, 
说明青藤碱能抑制MMP-2和MMP-9的合成与分

泌, 减轻炎症细胞浸润, 阻止MMP-2和MMP-9对
结肠组织ECM过度降解, 促进结肠损伤黏膜的

愈合.    
有学者报道TNF-α能够促进MMP-2[20]和

M M P-9[21]的表达. 本研究模型大鼠T N F-α、

MMP-2和MMP-9均显著增高, 相关性分析表

明TNF-α与MMP-2和MMP-9呈正相关, 提示

MMP-2、MMP-9的合成和分泌与TNF-α的高

表达密切相关. 结肠炎发病可能是TNF-α引起

MMP-2和MMP-9大量生成, 形成炎症级联反应

链, 导致ECM过度降解, 破坏肠黏膜. TNF-α促
进MMP-2和MMP-9的表达很可能是通过p42/
p44MAPK[22]、JNK、NF-κB和p38MAPK[23]等途

径实现的. 经青藤碱干预后, TNF-α、MMP-2和
MMP-9的表达均显著降低. 青藤碱可能通过抑

制TNF-α的合成阻止MMP-2和MMP-9的产生, 
减少炎症细胞趋化和浸润结肠组织, 抑制ECM
的过度降解, 维护肠黏膜屏障作用.   

总之, 实验性结肠炎大鼠肠壁增厚, 肠管

变粗, 肠黏膜广泛充血水肿, 大量炎症细胞浸

润, 局部黏膜糜烂溃疡形成, 同时有TNF-α、

MMP-2和MMP-9的活性表达增高. 青藤碱干

预后, 有效地抑制TNF-α、MMP-2和MMP-9的

表达, 减轻结肠炎炎症反应, 发挥抗炎作用. 其
机制可能与抑制TNF-α的合成降低MMP-2和
MMP-9的表达有关, 但具体的机制尚需我们进

一步研究阐明.   
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