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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of radix 
pulsatillae alcohol extract on intestinal epithelial 
tight junctions in rats with trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS)-induced colitis and explore 
potential mechanisms involved.

METHODS: Acute colitis was induced in rats 
using TNBS enema. Thirty-eight rats were ran-
domized into four groups: normal control group 
(n = 8), model control group (n = 10), radix 

pulsatillae alcohol extract treatment group (n = 
10) and golden bifid (live combined bifidobac-
terium, lactobacillus and streptococcus ther-
mophilus tablets) treatment group (n = 10). Diar-
rhea and bloody stool were observed. Colonic 
damage was evaluated histologically. The levels 
of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and inter-
leukin-10 (IL-10) in colonic tissue and endotoxin 
in blood were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The expression 
of occludin in intestinal mucosal epithelial cells 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: After acute colitis was induced in 
rats using TNBS enema, disease activity index 
and colonic damage score increased. However, 
treatment with radix pulsatillae alcohol extract 
and golden bifid significantly decreased disease 
activity index (6.50 ± 1.27 and 5.90 ± 1.67 vs 9.20 
± 1.75, respectively; both P < 0.05), colonic dam-
age score (5.00 ± 1.05 and 4.80 ± 1.25 vs 7.10 ± 
0.99, respectively; both P < 0.05), colonic TNF-α 
level (521.24 ± 109.37 ng/L and 503.98 ± 126.63 
ng/L vs 657.54 ± 149.60 ng/L, respectively; both 
P < 0.05) and blood endotoxin level (0.148 ± 0.093 
EU/mL and 0.153 ± 0.106 EU/mL vs 0.213 ± 0.023 
EU/mL, respectively; both P < 0.05), and re-
markably increased colonic IL-10 content (92.19 ± 
30.09 ng/L and 95.57 ± 27.71 ng/L vs 42.92 ± 23.74 
ng/L, respectively; both P < 0.05) in rats with 
TNBS-induced colitis. In the model control group, 
the structure of tight junctions was destroyed and 
the expression of occludin was downregulated in 
colonic mucosal epithelium. However, treatment 
with radix pulsatillae alcohol extract and golden 
bifid could reduce the damage to tight junctions 
and upregulate the expression of occludin in rats 
with TNBS-induced colitis.

CONCLUSION: Radix pulsatillae alcohol ex-
tract can exert a protective effect against TNBS-
induced intestinal mucosal barrier dysfunction 
possibly via mechanisms that are associated with 
adjusting intestinal microecology, upregulating 
occludin expression, reducing colonic TNF-α 
level and blood endotoxin level, and increasing 

®

■背景资料
紧密连接是构成
肠黏膜屏障的主
要结构基础, 当结
肠炎发生时可由
紧密连接的破坏
引起肠黏膜屏障
的损伤, 在治疗方
面, 是否可通过保
护紧密连接从而
达到保护肠黏膜
屏障的作用. 本文
就这一问题研究
了白头翁醇提物
对TNBS诱导大鼠
结肠炎模型的肠
黏膜屏障肠上皮
细胞紧密连接蛋
白occludin是否具
有保护作用.

■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, 
上海市消化疾病
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摘要
目的: 探讨白头翁醇提物对三硝基苯磺酸诱
导大鼠结肠炎肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白
的调控, 进一步阐明白头翁醇提物对大鼠实验
性结肠炎的肠黏膜屏障的保护作用. 

方法: 建立TNBS诱导大鼠结肠炎模型. 实验分
为正常组、模型组、白头翁醇提物治疗组和
双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三联活菌(金双歧)
组. 进行疾病活动指数(DAI)和组织学损伤评
分, 用ELISA法测定结肠组织TNF-α、IL-10和
血清内毒素, 采用免疫组织学染色检测紧密连
接(tight junction, TJ)相关蛋白occludin的分布.

结果: TNBS诱导大鼠结肠炎后, DAI和组织学
损伤评分增高, 结肠组织TNF-α水平升高、

IL-10水平降低和血清内毒素水平升高, 而经白
头翁醇提物和双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三
联活菌处理后, DAI和组织学损伤评分有明显
下降(6.50±1.27, 5.90±1.67 vs  9.20±1.75; 5.00
±1.05, 4.80±1.25 vs  7.10±0.99, 均P<0.05), 结
肠组织TNF-α水平降低(521.24±109.37 ng/L, 
503.98±126.63 ng/L vs  657.54±149.60 ng/L, 均
P <0.05)、血清内毒素水平降低(0.148±0.093 
EU/mL, 0.153±0.106 EU/mL vs  0.213±0.023 
EU/mL, 均P <0.05)和IL-10水平升高(92.19±
30.09 ng/L, 95.57±27.71 ng/L vs  42.92±23.74 
ng/L, 均P<0.05); TNBS诱导大鼠结肠炎后, TJ结
构遭到破坏, TJ相关蛋白的表达减少, 而白头翁
醇提物和双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三联活
菌(金双歧)处理后可使TNBS引起的TJ结构受
损减轻, 相关蛋白的表达增多.

结论: 白头翁醇提物可以对TNBS诱导大鼠结
肠炎肠黏膜屏障具有明显的保护作用, 其机制
可能是通过调节肠道微生态、上调肠上皮细
胞紧密连接蛋白occludin的表达、降低结肠组
织TNF-α含量、提高IL-10水平, 从而抑制内
毒素通过紧密连接进入体循环.

关键词: 白头翁醇提物; 肠道微生态; 三硝基苯磺

酸; 肿瘤坏死因子α; 白介素10; 内毒素; 紧密连接

蛋白; 肠道黏膜屏障
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的病因和发病机制至今尚不完全清楚 .  近年

来 ,  肠道黏膜屏障在I B D中的作用越来越受

到重视 ,  肠上皮细胞紧密连接蛋白是肠上皮

细胞间的最重要的连接蛋白 ,  对肠黏膜屏障

起着至关重要的作用 ,  参与了I B D的发病过 
程[1-2], 中药是否可以通过调整肠道上皮紧密连

接到达治疗IBD, 目前国内外未见这方面的报

道. 白头翁醇提物对TNBS诱导大鼠结肠炎模型

的肠黏膜屏障肠上皮细胞紧密连接蛋白occludin
是否具有保护作用, 为此我们做了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄兼用, 购自四川省医学

科学院实验动物研究所, 许可证号: SCXK(111) 
2004-16. 白头翁批号080721, 产地: 四川省成都

中医药大学惠康药业; 三硝基苯磺酸(t r ini t ro-
benzene-sulfonic acid, TNBS)为Sigma公司产

品, 试剂浓度1.14 kg/L; 双歧杆菌嗜酸乳杆菌

肠球菌三联活菌(金双歧), 每片0.5 g, 内蒙古

双奇药业股份有限公司, 批准文号: 国药准字

S19980004; 一抗occludin兔多克隆抗体, Sigma
公司; TNF-α、IL-10 ELISA法检测试剂盒, 欣博

盛生物科技有限公司; 血清内毒素鲎试剂盒, 欣
博盛生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 白头翁醇提物的制备: 按王先芳 et al [3]方法

提取并稍加改进. 称取白头翁饮片250 g, 加950 
mL/L乙醇1500 mL, 在80℃恒温水箱中加热回流

2.5 h, 共3次, 用100目尼龙网过滤, 将滤液减压蒸

馏回收乙醇, 然后烘干成褐色粉末备用.
1.2.2 造模: SD大鼠共38只, 雌雄兼用, 适应性饲

养3 d后随机数字表法分成正常对照组(n  = 8)、
TNBS模型组(n  = 10)、白头翁醇提物治疗组(n  = 
10)和金双歧治疗组(n  = 10). 参照Morris et al [4], 
王皓 et al [5]报道的TNBS法造模: 所有大鼠术前

禁食24 h, 自由饮水, 氯胺酮注射液(50 mg/kg)腹
腔注射麻醉大鼠后, 模型组、白头翁治疗组及金

■研发前沿
炎症性肠病发生
时肠黏膜屏障损
伤已证实, 但其发
生机制是目前研
究的热点, 而且治
疗通过调节肠道
微生态方面的机
制尚不清楚.
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双歧治疗组将含TNBS(100 mg/kg)的500 mL/L乙
醇溶液0.85 mL用硅胶管缓慢注入距肛门约8 cm
处的肠腔内, 正常对照组在相同的麻醉条件下

予以等量生理盐水注入, 注入后立即提起大鼠

尾部倒置2-3 min, 以防药液倒流. 造模后第1-7
天, 白头翁治疗组大鼠将制备的白头翁醇提物

按2 g/kg用蒸馏水配置成1 mL灌肠; 金双歧治疗

组大鼠用已制备的金双歧粉末水溶液(2 Co/只)1 
mL灌肠, 模型组和正常对照组以等量生理盐水

灌肠, 每天1次. 各组大鼠饲以相同的平衡颗粒

样食物, 并自由饮水, 观察大鼠精神状态、进

食、活动、大便和体质量等情况. 于造模后第8
天取眼眶静脉血测定血清内毒素, 并断颈处死

所有大鼠, 游离并取下整段结肠, 沿肠系膜纵向

剪开, 清洁肠内污物后观察结肠标本充血水肿

情况、溃疡大小、分布、有无活动性出血等情

况; 取1 cm病变组织, 行HE染色及免疫组织化学

法检测occludin的表达; 余下标本液氮冻存, 用于

ELISA法测定结肠组织中TNF-α、IL-10的表达. 
1.2.3 occludin免疫组织化学染色: 采用EnVision
法, 石蜡切片常规脱蜡至水, H2O2孵育, 胃蛋

白酶37℃ 30 min抗原修复, 兔抗occludin抗体 
(1∶200)4℃过夜后, 滴加适当二抗工作液室温

孵育30 min, DAB显色, 镜下控制显色时间, 苏木

素复燃, 常规脱水透明, 树胶分片. 在低倍镜下

观察occludin在肠上皮细胞的分布特征, 每张切

片选取5处occludin染色集中区域, 在高倍镜下

(×200)计数, 求得平均值. 
1.2.4 血清内毒素测定: 取SD大鼠眼眶静脉血, 
低温6000 r/min离心5 min, 取0.1 mL上清液, 以
ELISA法测定其内毒素含量, 具体步骤按试剂盒

说明书操作进行.
1.2.5 结肠组织TNF-α、IL-10测定: 切取部分结

肠组织, 电子天平称质量, 在液氮条件下将大鼠

结肠研磨碎, 冰PBS 0.4 mL制成结肠组织溶液, 
4℃ 3500 r/min离心10 min, 取0.1 mL上清液, 使
用相应的试剂盒以ELISA法测定其TNF-α、IL-1
含量. 

统计学处理 均数以mean±SD表示, 各组间

比较用F检验, P <0.05时差异有显著性.

2  结果

2.1 疾病活动指数(DAI)和组织评分的比较 DAI
及组织学损伤评分与正常组比较差异均有显著

性意义(P <0.05), 白头翁治疗组与金双歧治疗组

比较差异无显著意义(P >0.05, 表1).

2.2 occludin免疫组织化学染色分布特征 正常组

occludin连续分布于肠黏膜上皮细胞的边缘, 主
要定位于细胞膜和细胞质, 为棕黄色染色颗粒, 
其计数结果为81.62±11.39. 模型组occludin染
色散乱, 其计数结果为25.78±10.28. 白头翁治

疗组染色明显恢复, 其计数结果为50.68±17.02. 
金双歧治疗组染色有所恢复 ,  其计数结果为

52.43±16.15. 模型组与金双歧治疗组相比有差

异(P <0.05). 模型组结肠组织occludin阳性染色强

度及范围较弱, 白头翁治疗组和金双歧治疗组

occludin较模型组强, 正常组occludin的定位与前

面2组没有明显区别, 但其棕褐色染色强度及范

围很强(图1). 
2.3 结肠组织TNF-α、IL-10含量及血清内毒素

水平 TNF-α、IL-10和血清内毒素水平在模型

组、白头翁治疗组和金双歧治疗组、正常对照

组组间比较, 差异均有显著性意义(均P <0.05), 
白头翁治疗组与金双歧治疗组之间差异无显著

性意义(P >0.05, 表2).

3  讨论

肠黏膜屏障主要由肠黏膜基底膜、上皮细胞层

及其表面的黏液层所构成[6], 在维护肠功能中扮

演着重要角色. 肠上皮细胞是肠黏膜屏障的主

要组织结构基础, 细胞间的连接复合体参与维

持上皮细胞的完整性, 其中紧密连接是细胞间

最重要的连接方式, 在细胞侧空间形成调控屏

障, 调控水、离子和大分子物质的跨膜转运, 防
止大分子物质经肠腔漏到周围组织中, 维护肠

黏膜屏障功能和肠黏膜通透性[7-10]. 紧密连接不

仅参与生理过程调节, 还参与炎症的调节过程, 
当肠上皮细胞紧密连接一旦发生变异、减少或

缺失, 则细胞间隙通透性增加, 细菌、内毒素及

大分子物质就可通过紧密连接进入体循环[11-12]. 
上皮紧密连接主要由occludin蛋白、claudin蛋
白、连接黏附分子等紧密连接蛋白构成选择性

表  1  各组大鼠DAI和结肠组织学损伤评分

     
分组	                  n                DAI                 组织学评分

模型组	               10        9.20±1.75ace     7.10±0.99ace

白头翁治疗组        10        6.50±1.27a       5.00±1.05a

金双歧治疗组        10        5.90±1.67a       4.80±1.25a

正常组	                8        0.75±0.71        0.25±0.46

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  白头翁治疗组; eP<0.05 vs  金双

歧治疗组.

■创新盘点
目前有关中药治
疗炎症性肠病是
肠上皮细胞紧密
连接蛋白occludin
表达的文章尚未
见报道. 本研究证
实了白头翁醇提
物对大鼠结肠炎
黏膜上皮细胞紧
密连接蛋白具有
保护作用. 为中医
治疗炎症性肠病
提供新的思路.
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屏障功能, 紧密连接蛋白在上皮细胞分化中起

重要作用[7,13-14]. 其中, occludin蛋白是紧密连接

中最重要的结构蛋白, 不仅能通过外环以拉链

式结合进而产生严密的细胞旁封闭, 还能与不

同的分子结合, 参与紧密连接形成的信号调节. 
肠上皮occludin水平的检测不仅可以反映肠道

菌群紊乱情况下致病菌对肠道屏障的破坏情况, 
也反映了肠道屏障的恢复程度, 因此在国际上

已得到认可[15-18]. 
目前普遍认为, IBD发病时肠黏膜屏障功能

异常, 一些损伤性因素如炎症细胞因子能破坏

肠黏膜屏障, 肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层

移位, 进一步激活固有层免疫细胞, 导致肠黏膜

异常炎症反应[19-21]. 各种炎症因子及内毒素等可

通过影响各种紧密连接蛋白的表达, 使连接复

合体遭到破坏, 肠黏膜通透性增加[22]. Willemsen 
et al [23]研究IFN-γ对闭合蛋白claudin-2表达的影

响和肠上皮屏障功能之间的关系时发现IFN-γ通
过不同作用机制影响到闭合蛋白claudin-2的表

达, 破坏肠上皮屏障, 进而导致IBD等的发生. 还
有报道, TNF-α通过紧密连接破坏上皮屏障功 
能 [24],  I B D肠黏膜高表达的其他细胞因子如

IL-15、IL-2、IL-1β等也能影响上皮细胞紧密连

接蛋白表达及分布[25-26]. 
我们的实验结果表明 ,  白头翁醇提物对

TNBS诱导的大鼠结肠炎有明显的抑制作用. 用
白头翁提物治疗TNBS诱导大鼠结肠炎, 结肠

黏膜糜烂、溃疡显著减轻, 炎性细胞浸润明显

减少, DAI和黏膜损伤积分明显下降, 与金双歧

治疗组无差异显著性, 与模型组比较差异有显

著性, 提示白头翁醇提物对结肠炎具有一定的

治疗作用. 本实验还表明, 模型组紧密连接蛋白

occludin表达低于正常组的表达, 而通过白头翁

醇提物治疗后, 结肠组织occludin表达明显高于

表  2  各组大鼠结肠组织TNF-α、IL-10及血清内毒素含量

     
分组		    n	       TNF-α(ng/L)		       IL-10(ng/L)	           内毒素(EU/mL)

模型组		  10	 657.54±149.60ace	                 42.92±23.74ace	         0.213±0.023ace

白头翁治疗组	 10	 521.24±109.37a	                 92.19±30.09a	         0.148±0.093a

金双歧治疗组	 10	 503.98±126.63a	                 95.57±27.71a	         0.153±0.106a

正常组		    8	 205.40±72.49	               123.00±36.16	         0.099±0.121

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  白头翁治疗组; eP<0.05 vs  金双歧治疗组.

A B

C D

图  1  各组大鼠结肠组织occludin染色表达(×100). A: 模型组; B: 白头翁治疗组; C: 金双歧治疗组; D: 正常组.

■应用要点
本 研 究 发 现 ,  白
头翁醇提物治疗
后的大鼠结肠炎
肠道屏障上皮细
胞紧密连接蛋白
occludin表达升高, 
为白头翁醇提物
试用于临床试验
做了充分的准备. 
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模型组, 但低于正常组的表达, 从而表明紧密连

接蛋白occludin参与了IBD的发病机制, 可能是

当IBD发病时, 肠黏膜屏障功能异常, 导致肠上

皮细胞紧密连接发生减少、缺失, 使得肠上皮

细胞紧密连接occludin蛋白的表达下降, 肠道通

透性增加. 调节肠道微生态能够增强肠上皮细

胞的紧密连接, 降低肠道通透性, 增强肠道黏膜

屏障功能. Madsen et al [27]研究发现, 口服VSL 3
能降低肠黏膜分泌TNF-α和IFN-γ, 恢复IL-10-
KO小鼠损伤的结肠屏障功能和上皮细胞的完

整性. Resta-Lenert et al [28]也在对肠侵袭性大肠

杆菌(enteroinvasive E.coli , EIEC)对人肠上皮细

胞系(HT29/cl 19A和Caco-2)感染的研究中发现, 
嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus , ST)和
嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus , LA)能维

持或增强细胞骨架蛋白和紧密连接蛋白的磷酸

化, 因此增强了肠上皮细胞间的紧密连接, 从而

阻止了EIEC对肠上皮细胞的侵袭. 另外还有一

些研究发现[29-31]增加肠道特殊菌群, 通过改变

肠道微生态, 不仅能够增加细胞因子IFN-γ的水

平, 而且增强肠道上皮细胞的功能及活性. 我们

的实验结果显示: 在通过金双歧治疗后, 结肠组

织occludin表达明显高于模型组, 但低于正常组

的表达, 白头翁治疗组与金双歧治疗组之间差

异无显著意义, 从而表明白头翁治疗组具有与

金双歧调节肠道微生态的类似作用, 通过维持

肠道菌群的平衡, 维护肠道微生态屏障, 抑制细

菌移位, 从而使肠道上皮紧密连接蛋白occludin
的表达增多, 保护肠上皮的机械屏障, 达到治疗

结肠炎的目的. 我们的结果还显示, 模型组中与

正常组比较, 血清内毒素水平升高, 炎症因子

TNF-α水平升高, IL-10水平降低; 经白头翁和金

双歧治疗后, 血清内毒素水平明显下降, TNF-α
水平显著降低, IL-10水平明显升高, 白头翁治疗

组与金双歧治疗组之间差异无显著意义, 表明

IBD发病时, 肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层以

为并激活其免疫细胞, 产生大量炎症细胞因子, 
血清内毒素水平升高, 炎症分子进一步损伤肠

道黏膜屏障功能, 使炎症进一步扩大; 给予白头

翁后, 通过纠正肠道微生态后, 使致炎细胞因子

减少, 抗炎细胞因子增多, 血清内毒素也降低. 
总之, 白头翁醇提物对TNBS诱导大鼠结肠

炎肠上皮细胞紧密连接蛋白的调控, 起到对肠

黏膜屏障的保护作用; 其作用机制可能是通过

保护肠道微生物屏障, 纠正肠道菌群紊乱调节

肠道微生态, 降低IBD中致炎细胞因子TNF-α、

升高抗炎细胞因子IL-10, 减少炎症分子对肠道

黏膜屏障的损伤, 有效的调节肠黏膜屏障功能, 
从而使紧密连接蛋白occludin的表达增多, 减少

肠上皮细胞受损伤的机会, 保护肠道黏膜上皮

细胞之间的紧密连接蛋白, 降低肠道通透性, 从
而抑制内毒素通过紧密连接进入体循环, 达到

治疗IBD的目的.
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