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Abstract
AIM: To observe the protein level changes of 
Toll-like receptor 4 (TLR4) as well as the effects 
of Kuijieling Decoction (KD) on TLR4 in colonic 
mucosa of rats with ulcerative colitis (UC). 

METHODS: Rat UC model was induced by 
trinitrobenzene-sulfonic acid (TNBS). The rats 
were randomly divided into normal control 
(NC) group, model control (MC) group, Kuijiel-
ing low dose (KLD) group, Kuijieling medium 
dose (KMD) group, Kuijieling high dose (KHD) 

group and salazossulfapridine (SASP) group. 
The rats were killed to get their colonic mucosa 
and extract the whole-cell protein after 10 days 
of treatment. Western blot was performed to 
detect the protein level of TLR4. β-actin was 
used as an internal index. Relative expression of 
target protein was calculated from the gray scale 
ratio of target protein and β-actin. 

RESULTS: The relative protein expression of 
TLR4 was significantly higher in the MC group 
than in the NC group (0.843 ± 0.201 vs 0.472 ±
0.072, P < 0.01). The relative protein expression 
of TLR4 was significantly lower in the KHD 
group than in the MC group (0.620 ± 0.178 vs 
0.843 ± 0.201, P < 0.05). 

CONCLUSION: TLR4 may be involved in the 
pathogenesis of UC, and KD can inhibit the 
relative protein expression of TLR4 in colonic 
mucosa of rats with UC induced by TNBS. The 
inhibitory effects of KD on UC might be associ-
ated with the inhibition of protein expression of 
TLR4.

Key Words: Kuijieling Decoction; Ulcerative colitis; 
Toll-like receptor 4; Trinitrobenzen-sulphonic acid; 
Western blot
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摘要
目的: 观察溃疡性结肠炎(UC)大鼠结肠黏膜
Tol l样受体4(TLR4)的变化特点及溃结灵对
TLR4的影响. 

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)法制作UC大
鼠模型, 大鼠随机分为6组: 正常对照组、模
型对照组、溃结灵低、中、高剂量组、阳性
药柳氮磺胺吡啶(SASP)组. 治疗10 d后处死大
鼠取新鲜结肠黏膜标本提取全细胞蛋白, 采用
蛋白免疫印迹(Western blot)方法对TLR4的蛋

®

■背景资料
肾上腺皮质激素
类药物和氨基水
杨酸类药物治疗
UC已有几十年历
史, 目前仍是治疗
U C 的 一 线 药 物 . 
虽有一些治疗UC
新药问世, 但由于
疗效及毒副作用
问 题 ,  只 能 作 为
二、三线药物使
用 .  中药对UC有
较好的治疗效果, 
毒副作用小, 应用
前景广阔, 但作用
机制不明确严重
限制了其推广使
用.

■同行评议者
陈治水, 主任医师, 
解放军第二一一
医院中医科
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白表达水平进行检测, 以β-actin作为内参, 以
目的蛋白与β-actin密度的比值作为目的蛋白
的相对含量并进行统计学分析.   

结果: 模型组T L R4蛋白相对表达量明显高
于正常组(0.843±0.201 v s  0.472±0.072, 
P <0.01); 溃结灵高剂量组TLR4相对表达量明
显低于模型组(0.620±0.178 vs  0.843±0.201, 
P <0.05).

结论: TLR4可能参与了UC大鼠的发病过程, 
溃结灵使TNBS法UC大鼠模型结肠黏膜TLR4
的蛋白表达水平明显降低, 这可能是其治疗
UC作用的机制之一.

关键词: 溃结灵; 溃疡性结肠炎; Toll样受体4; 三硝

基苯磺酸; 免疫印迹法 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称非特异

性溃疡性结肠炎, 是一种慢性直肠和结肠炎性

疾病, 病机复杂, 病因尚不明确, 与多种因素相

关, 其中免疫因素是主要方面. 随着免疫学和分

子生物学等学科的迅速发展, 通过抑制Toll样受

体(toll-like receptors, TLRs)/核因子-κB(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)通路的关键分子进而阻

断UC过激的炎症反应已成为众多学者研究的 
方向.

脾胃研究所在多年临床实践的基础上, 以
清热健脾活血为治则, 总结出治疗UC疗效较满

意的中药复方溃结灵[1], 前期实验研究[2-3]采用三

硝基苯磺酸(trinitrobenzen sulphonic acid, TNBS)
灌肠成功复制了UC大鼠模型, 并发现溃结灵对

TNBS法UC大鼠模型有明显的治疗作用; 采用免

疫组织化学(immunohistochemistry, IHC)法观察

溃结灵对UC大鼠结肠黏膜NF-κB P65蛋白表达

的作用, 发现TNBS所致大鼠UC的发生与NF-κB
的活化密切相关, 溃结灵对UC大鼠模型过度激

活的NF-kB有抑制作用. 为了进一步研究溃结灵

对UC的作用机制, 本研究观察了溃结灵对TNBS
法UC大鼠模型结肠黏膜TLR4蛋白表达水平的

影响, 以期对溃结灵治疗UC的较深层次的作用

机制进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠由广东省医学实验动物中

心提供(合格证号: 粤监证字2005A010), 体质量

180-220 g, SPF级环境饲养. 溃结灵药材购于采

芝林连锁药店, 经广州中医药大学中药学院中

药标本中心张秋镇老师鉴定, 所购药材均符合

中华人民共和国药典标准. 按组方比例称取药

材, 常规方法制备水煎液. 大鼠低、中、高剂

量按成人用量的5倍、10倍、20倍计算, 即4.6 
g(生药量, 下同)/kg、9.2 g/kg、18.3 g/kg, 药物

用蒸馏水配成460 g/L、920 g/L、1830 g/L. 柳
氮磺胺吡啶(SASP, 上海三维制药有限公司, 每
片0.25 g): 用作阳性对照药物, 大鼠用量取10倍
成人用量即0.5 g/kg, 药物用蒸馏水配成50 g/L. 
5% TNBS(Sigma公司), 全细胞蛋白提取试剂盒

(Active motif公司), BCA-100蛋白质定量测定试

剂盒(上海申能博彩生物科技有限公司), 预先染

色的蛋白分子量标准品(Marker, Fermentas life 
Sciece公司), 兔抗TLR4多克隆抗体(Santa Cruz 
Biotechnology公司), 兔抗β-Actin多克隆抗体(北
京博奥森生物技术有限公司), 显色法免疫检测

试剂盒(Invitrogen公司), ZFMQ050PE型超纯水

器(Millipore公司), 3K-30Z型高速冷冻离心机

(Sigma公司), A5002型酶联免疫检测仪(Tecan公
司), Mini Protean 3 cell型凝胶电泳装置(Bio-Rad
公司), Power PAC 1000型电泳仪(Bio-Rad公司), 
DYY-40B型电转移装置(北京市六一仪器厂), 
TS-1型脱色摇床(江苏海门市其林贝尔仪器制造

有限公司), GS-800型光密度扫描仪(BIO-RAD 
公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 采用TNBS灌肠法制作UC大鼠模 
型[2,4]. 取3 mo SD大鼠, 造模型前禁食24 h, 留取

部分动物作为正常对照组, 其余大鼠乙醚麻醉, 
用大鼠灌胃针头轻轻从肛门插入, 深度为8 cm, 
推入TNBS溶液(含25 mL/L TNBS和500 mL/L乙
醇)4 mL/kg体质量, 捏紧肛门平放5 min即可, 术
后常规饲养.
1.2.2 给药和标本留取: 造模后d 3 , 模型动物分

为空白对照组, 溃结灵低、中、高剂量组和阳

性药SASP组, 并同时开始按上述剂量给药, 给
药体积为10 mL/kg. 空白对照组及正常对照组

给等体积蒸馏水, 每天1次, 连续10 d. 末次给药

24 h后, 脱颈椎法处死大鼠, 取距肛门8 cm结肠, 
沿纵轴剪开, 刮取结肠黏膜组织, 即置于液氮中, 
-70℃保存.

■研发前沿
通过活化To l l样
受 体 ,  激 活 N F -
κB, 进而引起持
续扩大的炎症反
应是近年来UC发
病机制研究的新
发现, 相关研究受
到广泛重视, 针对
TLRs/NF-κB通路
开展UC的治疗研
究是当前研制抗
U C 新 药 的 热 点 , 
把这一新进展引
入中药研究中, 对
揭示抗UC中药的
深层次作用机制
及开发高水平中
药有积极作用.

■创新盘点
通过抑制To l l样
受体表达量, 抑制
NF-κB活化, 进而
治疗UC可能是中
药发挥抗UC作用
的部分机制. 本文
从Toll样受体表达
角度探讨清热健
脾活血治则的中
药方剂治疗UC的
作用机制, 尚未见
类似的文献报道.
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1.2.3 Western blot方法检测结肠黏膜TLR4蛋白

水平: 取结肠黏膜按试剂盒说明书提取全细胞

蛋白, 用BAC-100蛋白质定量测定试剂盒测定蛋

白浓度, 取100 μg蛋白在100 g/L十二烷基磺酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
恒压198 V 40 min后, 取下凝胶进行4℃湿法过夜

转移至尼龙膜上, 参考Western blot试剂盒说明

书及文献[5]进行免疫检测, 室温下封闭90 min, 
洗膜2次, 加入TLR4一抗(稀释度为1∶400)4℃
摇床上孵育24 h, 用抗体清洗液洗膜4次, 加入二

抗摇床上孵育2 h, 洗膜4次, 用DAB显色法在1 h
内完成显色并照相. 同时β-actin作为内参. 用光

密度扫描仪对蛋白含量进行密度分析, 以目的

蛋白与β-actin的密度比值作为目的蛋白的相对 
含量.

统计学处理 结果以mean±SD表示, 组间两

两比较, 采用t检验分析.

2  结果

TNBS法UC模型大鼠结肠黏膜TLR4蛋白相对含黏膜TLR4蛋白相对含膜TLR4蛋白相对含

量明显高于正常组, 溃结灵高剂量组和SASP组的

TLR4蛋白相对含量明显低于模型组(图1, 表1). 

3  讨论

UC与克隆病(crohn's disease, CD)合称为炎症性

肠病(inflammatory bowel disease, IBD), UC是一

种慢性直肠和结肠炎性疾病, 病变主要位于结

肠的黏膜层, 以溃疡为主, 多累及直肠和远端结

肠, 也可遍及整个结肠. UC病因与发病机制尚不

十分明确, 但与宿主遗传易感性、机体免疫应

答及肠黏膜免疫识别失调密切相关[6], 可以认为

UC是有遗传易感性患者肠黏膜系统免疫调节性

疾病, 免疫反应异常是其发病中的重要的环节[7]. 
TLRs是近十多年来发现的天然免疫受体, 

既在抗感染免疫及先天性免疫中起关键作用, 
也是重要的获得性免疫的调节因子[8-9]. 他使人

类重新认识并定位了机体天然免疫系统在免

疫始动环节及调控中的重要作用, 因而被誉为

“免疫学领域的重大突破”[10]. 该受体族作为

机体炎性反应链的启动蛋白, 从源头为炎症性

疾病的发病机制的研究提供了新的方向. 至今

已克隆出人的TLRs家族成员共11个[8,11], 并被证

明可以识别各种病原体相关分子模式(pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs)[12]. 其中

TLR4与宿主的免疫功能有着密切的联系, 可识

别不同类型的病原分子. TLR4的特异性配体主

要为内毒素中的类脂A、热休克蛋白等, 供体病

原体具有特异性, 如革兰氏阴性菌、厌氧菌、

致密螺旋体和藤黄微球菌等. 
TLRs识别病原体后, 向细胞内传递活化信

号, 激活NF-κB等转录因子, 进而调节炎症递质

的产量, 导致IBD炎症黏膜的损伤. 正常肠道对

自身的菌群是耐受的, 这些菌群不会引起正常

肠道的免疫反应, 肠上皮细胞持续表达TLR3和
TLR5, 而TLR4则几乎无法测到, 这使得肠上皮

细胞对正常的肠道共生细菌及其毒力成分不应

答, 但在IBD中TLR4的表达呈显著上调, 而发生

对自身菌群耐受缺失[13]. TLRs对肠腔内PAMPs
进行模式识别, 经一系列信号传导分子最终促

发NF-κB的激活, NF-κB的激活导致肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白细胞介

素-1(interleukin-1, IL-1)转录增加, 而体外实验发

现TNF-α、IL-1能上调肠上皮TLR4的表达[14-15], 
又进一步激活NF-κB. 因此TLR4在结肠组织中

高表达是UC发病过程中的关键环节, 也是UC
治疗研究中极受重视的靶位. 如髓样分化蛋白

-2(myeloid differential protein-2, MD-2)是TLR4
介导NF-kB激活必需的膜表面分子, 其糖基化是

关键步骤. TLR4-MD2抑制剂tunicavnycin能阻止

MD-2N端糖基化, 明显下调NF-κB活性[16]. TLR4
的中和性抗体MTS510能识别TLR4-MD2复合体, 
阻断NF-κB的激活及TNF-α的产生[17]. 

前期研究 [ 1 8 ]采用逆转录 -聚合酶链反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR)方法观察溃结灵对TNBS法UC大鼠模

型结肠黏膜TLR4基因表达的作用, 发现UC大鼠

表  1  溃结灵对UC大鼠结肠黏膜TLR4蛋白表达的影响
(mean±SD)

     
分组                                 n     剂量(g/kg)	  TLR4相对含量

正常组		      6      等体积水	 0.472±0.072

模型组		    10      等体积水	 0.843±0.201b

溃结灵治疗组低剂量    8        4.6	 0.762±0.153

溃结灵治疗组中剂量    8        9.2	 0.694±0.160

溃结灵治疗组高剂量    8      18.3	 0.620±0.178c

SASP组	                     8        0.5	 0.581±0.152d

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
TLRs/NF-κB通路
调控众多基因的
转录, 能在一个较
高水平发挥调控
细胞因子水平总
环节的作用, 对其
进行研究会明显
增加药物研究的
有效性和针对性, 
突破以往研究模
式, 本文对中药抗
UC作用机制研究
有借鉴意义. 

89 kDa
42 kDa

TLR4
β-actin

正常     模型   低剂量  中剂量 高剂量  SASP

图  1  Western blot法检测大鼠TLR4蛋白的表达情况.  
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模型组TLR4基因相对表达量明显高于正常对照

组, 溃结灵高剂量组TLR4的基因相对表达量均

明显低于模型组. 本实验结果表明, UC大鼠模型

组TLR4蛋白相对表达量明显高于正常对照组, 
溃结灵高剂量组TLR4蛋白的相对表达量均明显

低于模型对照组, 这与前期研究的结果相一致. 
研究表明, TLR4的高表达与UC的发病密切相关, 
这与文献报道的一致[5,19]; 同时溃结灵对TNBS
法UC大鼠过量表达的TLR4有下调作用, 这可能

是溃结灵抑制NF-κB活性并治疗UC的作用机制

之一. 
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