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Abstract
AIM: To investigate the effects of pentoxifylline 
(PTX) on the expression of tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) 
in trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced 
ulcerative colitis (UC) in rats.

METHODS: UC was induced in rats with TNBS 
and ethanol. The rats were randomly divided 
into three groups: normal group (C), TNBS 
group (T), and PTX group (D). Three days af-
ter UC was induced, the rats in the PTX group 
received a PTX injection every 12 hours for 
five consecutive days, while the remaining two 
groups received an injection of distilled water. 
The disease activity index (DAI) was evalu-
ated daily. The expression of TNF-α and IL-1β 
mRNAs was measured by reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Compared with the normal group 
and the PTX group, the expression of TNF-α and 
IL-1β mRNAs and DAI in the TNBS group were 
markedly higher (6.85 ± 2.78 vs 0.45 ± 0.11 and 
1.85 ± 2.01; 1.02 ± 0.16 vs 0.61 ± 0.08 and 0.74 ± 
0.16; and 0.95 ± 0.17 vs 0.57 ± 0.07 and 0.64 ± 0.13, 
respectively; all P < 0.05). No significant dif-
ferences were noted in the expression levels of 
TNF-α and IL-1β mRNAs and DAI between the 
normal group and the PTX group (all P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of proinflamma-
tory factors TNF-α and IL-1β mRNAs increases 
in rat ulcerative colitis. PTX exerts protective ef-
fects against UC possibly by downregulating the 
expression of TNF-α and IL-1β mRNAs.
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摘要
目的: 探讨己酮可可碱(PTX)对三硝基苯磺酸
(TNBS)诱导的大鼠溃疡性结肠炎(UC)肠黏膜
炎性细胞因子TNF-α及IL-1β表达的影响. 

方法: 应用三硝基苯磺酸(TNBS)/乙醇灌肠制
备大鼠UC的模型. 实验设正常对照组(C组)、
TNBS损伤组(T组)、PTX治疗组(D组), 从造
模后第3天开始给予D组大鼠PTX腹腔注射治
疗, C组、T组则注入等量生理盐水, bid, 连用
5 d. 观察疾病活动指数(DAI). 处死大鼠, 应用
RT-PCR(逆转录-聚合酶链反应)方法半定量检
测技术, 对UC大鼠结肠黏膜中TNF-α、IL-1β 
mRNA表达进行测定. 

结果: TNBS损伤组大鼠肠黏膜TNF-α、IL-
1β mRNA的表达及DAI评分明显高于正常对
照组和PTX治疗组(6.85±2.78 vs  0.45±0.11, 
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■背景资料
PTX(己酮可可碱)
为甲基黄嘌呤衍
生物, 能抑制细胞
内环核苷酸磷酸
二 酯 酶 活 性 ,  使
细胞内CAMP浓
度增加, 近来研究
发现他还有抗肿
瘤作用和免疫抑
制作用. 目前, 主
要用于治疗改善
血液流变学. 但对
PTX进行分子水
平的研究, 探讨其
治疗溃疡性结肠
炎(UC)的作用及
机制报道甚少.

■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 
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1.85±2.01; 1.02±0.16 vs  0.61±0.08, 0.74±
0.16; 0.95±0.17 vs  0.57±0.07, 0.64±0.13, 均
P <0.05), 而PTX治疗组与对照组相比则无明
显差异(均P >0.05).

结论: UC的发生过程中炎性细胞因子TNF-α
及IL-1β表达升高; 己酮可可碱可能通过降低
炎性细胞因子TNF-α及IL-1β的表达而发挥其
干预作用.

关键词: 溃疡性结肠炎; 己酮可可碱; 肿瘤坏死因子

-α; 白介素-1β
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种比较

常见的慢性非特异性肠道炎症疾病, 且在我国

发病率有增高的趋势[1]. 该病病程长, 易反复发

作, 其发病机制尚未完全阐明. 目前, UC的治疗

仍然是临床上一大难题, 传统的三类药物(水杨

酸类、类固醇激素和免疫抑制剂)对UC的缓解

率在80%左右, 最佳的维持缓解方案也仅能使复

发降低50%左右, 约有1/3的病例最终需手术治

疗, 而且这3类药不良反应也较大, 严重影响了

其广泛运用. 因此, 寻找新的治疗药物已是当今

UC研究领域的一大热点. PTX(己酮可可碱)为甲

基黄嘌呤衍生物, 能抑制细胞内环核苷酸磷酸

二酯酶活性, 使细胞内cAMP浓度增加. 目前, 主
要用于改善血液流变学, 近来研究发现他还有

抗肿瘤和免疫抑制作用[2-4], 从而自上游或源头

发挥抗TNF-α等致炎性细胞因子作用. 2, 4, 6-三
硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzenesulfonicacid, 
TNBS)诱导的结肠炎模型, 在临床和免疫等方

面与人类炎症性肠病极为相似[5], 因此, 本研究

将探讨PTX对TNBS诱导的UC鼠模型肠黏膜

TNF-α及IL-1β表达的影响, 并探讨其机制, 为寻

找一种具有开发潜力的治疗UC的新药物提供重

要的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠30只, 体质量200±20 
g, 购于山东中医药大学动物中心. TNBS购自

Sigma公司, PTX购自日本WAKO公司, TRIzol
试剂盒, 逆转录试剂盒及PCR试剂盒购自上海

生物工程公司, 其他试剂为国产分析纯. 美国
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伯乐公司的PCR仪(BIO-RAD MyCyder), 美国

HE33水平电泳槽, 美国UVP凝胶成像分析系统

(Biospectrum AC).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 将30只♂Wistar大鼠, 随机分

为对照组(C组)、TNBS损伤组(T组)、PTX治疗

组(D组), 每组10只. 给予标准饮食1 wk后开始

制备模型. 用100 mL/L水合氯醛(300 mg/kg)腹
腔轻度麻醉大鼠后, 将直径2 mm长约12 cm的橡

胶输液管(术前石蜡油润滑)由肛门轻缓插入, 深
约8 cm, 再将400 mL/L的乙醇0.3 mL和50 mg/L 
TNBS(100 mg/kg)经细管注入. 造模后第3天, 取
D组大鼠, 每只腹腔内注入200 μL PTX溶液(生
理盐水稀释), PTX按5 mg/kg给予, bid. C组、T
组则注入等量生理盐水, 连用5 d. 每日观察大鼠

一般状况及粪便性状, 记录评分, 评分标准采用

疾病活动指数(DAI)[6], DAI与组织学治愈具有良

好相关性[7-8], DAI评分表见表1.
1.2.2 标本收集: 实验结束后, 水合氯醛麻醉大

鼠, 将其仰卧固定于手术台, 腹部正中切口, 分
离结肠组织(从肛门至盲肠约8 cm), 沿肠系膜纵

轴剪开, 冰生理盐水冲洗干净, 取50-100 mg肠黏

膜迅速置于液氮中用于提取RNA[9]. 
1.2.3 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)测定炎性

细胞因子的表达: 按TRIzol试剂盒说明提取总

RNA, 紫外分光光度计测定总RNA浓度, 重复

测定3次, 取5 μg总RNA按说明书进行逆转录

反应合成cDNA, 按PCR说明书将cDNA进行

PCR扩增. 以β-actin为内参照, β-actin引物序列

如下: 上游: GAGAGGGAAATCGTGCGTGAC, 
下游CATCTGCTGGAAGGTGGACA. IL-1β上

游引物为CCTGTGGCCTTGGGCCTCAA, 下
游引物为GGTGCTGATGTACCAGTTGGG, 以
95℃预变性3 min, 然后进行循环扩增, 95℃变

性45 s, 56℃退火40 s, 72℃延伸1 min, 共35个
循环, 最后72℃延伸10 min. TNF-α上游引物为
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■研发前沿
近年, 越来越多的
研究证明, 免疫调
节异常在UC发病
机制中起着相当
重要的作用, 但到
底是什么原因导
致的免疫调节异
常还不是很清楚, 
而细胞因子IL-1β
和TNF-α在分子
免疫中有着重要
作用, 成为当前的
研究热点之一.

表  1  DAI评分标准

     
记分	 体质量下降(%)	 大便性状               便血

0	        无		    正常	         阴

1	        1-5		    -	         -

2	        6-10		   半稀便	         隐血(+)

3	      11-15		   -	         -

4	    >15		    稀便	         肉眼血便

DAI = (体质量下降分数+大便性状分数+便血分数)/3.



钟江鹏, 等. 己酮可可碱对大鼠溃疡性结肠炎TNF-α及IL-1β表达的影响					               3681

www.wjgnet.com

CCAGGAGAAAGTCAGCCTCCT, 下游引物为

TCATACCAGGGCTTGAGCTCA, 以95℃预变

性3 min, 然后进行循环扩增, 95℃变性45 s, 55℃
退火40 s, 72℃延伸1 min, 共35个循环, 最后72℃
延伸10 min. 扩增后以15 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 
mg/L的溴化乙啶)电泳, 用凝胶成像分析系统拍

照并分析, 以目的基因条带和内参的灰度值比

值作为目的基因的相对表达量. 
统计学处理 各组数据均以mean±SD表示, 

两组间比较用单因素方差分析, 采用SPSS16.0统
计软件进行分析.

2  结果

2.1 大鼠一般状况 造模后第2天即出现腹泻, T组
大鼠实验过程中一直有腹泻, 部分出现肉眼血

便, 所有大鼠均粪便隐血阳性. D组大鼠经PTX
治疗后腹泻次数减少, 部分有隐血阳性, 一直未

出现肉眼血便. C组大鼠无改变. DAI评分显示, 
T组明显高于D组和C组(P <0.05), 而C组和D组之

间的差异则无显著性(P >0.05, 表2).
2.2 组织病理改变 T组镜下可见腺管排列紊乱, 
黏膜及黏膜下层血管高度扩张充血, 大量炎细

胞浸润, 以中性粒细胞、淋巴细胞为主. 而PTX
治疗组镜下黏膜及黏膜浅层仅有少量中性粒细

胞、淋巴细胞浸润, 组织损伤较轻(图1).
2.3 TNF-α、IL-1β mRNA表达 T组大鼠肠黏膜

TNF-α、IL-1β mRNA表达明显高于C组和D组

(均P <0.05), 经PTX治疗后, 与T组相比两种因子

的表达明显降低(P <0.05), 与对照组相比则无明

显差异(P >0.05, 表2, 图2). 

3  讨论

UC是一种以侵犯直肠和结肠黏膜与黏膜下层

为主的慢性肠道炎症, 其发病机制可能与易感

基因、免疫系统异常等的相互作用有关[10-11]. 免
疫反应异常是造成UC和组织损伤的重要因素, 
而细胞因子又在异常的免疫反应中起着重要作

用[12-14].
在众多的细胞因子中, IL-1β和TNF-α已成

■相关报道
H a d z i s c l i m o v e  
et al 证实UC患者
组织、肠腔和血
清中TNF-α水平
与疾病活动相关, 
用抗TNF-α抗体
治疗, 可使肠炎症
很快消退.

A B C

图  1  各组大鼠肠黏膜病理表现. A: C组; B: D组; C: T组.

图  2  各组大鼠肠黏膜RT-PCR检测TNF-α、IL-1β mRNA的表达. A: IL-1β; B: TNF-α; M: Marker; 1: C组; 2: D组; 3: T组.

B M                 1              2             3
bp

750

500
400
300

200
150
100

M                 1              2             3

bp
2000

1000
750

500

250

A

表  2  PTX对大鼠DAI、肠黏膜TNF-α、IL-1β mRNA表达
的影响 (mean±SD)

     
分组	        DAI                     TNF-α                    IL-1β

C组	 0.45±0.11a        0.61±0.08a        0.57±0.07a

D组	 1.85±2.01a        0.74±0.16a        0.64±0.13a

T组	 6.85±2.78         1.02±0.16         0.95±0.17

aP<0.05 vs  T组.
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为当前的研究热点之一. IL-1β能通过自分泌或

旁分泌刺激其他细胞因子和炎症递质的产生, 
诱发抗原提呈及细胞表面免疫分子的表达, 为
T淋巴细胞活化提供第二信使, 促进B细胞的增

殖以及分化, 从而介导免疫球蛋白的分泌, 激活

补体, 增强细胞免疫和体液免疫介导的组织损

伤过程. TNF-α为促炎性蛋白[15], 主要由脂多糖

(LPS)激活的单核巨噬细胞产生, 具有广泛的生

物活性, 除抗肿瘤外, 对免疫反应、机体代谢、

炎症反应均有重要的调节介导作用[16]. 
Rachmilewitz et al [17]的研究表明, 在UC患者

中, 活动性UC病变部位的TNF-α、IL-1β与正常

部位相比明显增高, 是正常的7倍和3倍左右. 同
时Hadziselimovie et al [18]、Yamamoto et al [19]和

Raddatz et al [20]的研究也得出了类似结果. 与这

些研究结果一致, 从本实验中, 我们也发现, UC
鼠肠黏膜组织中TNF-α、IL-1β mRNA表达与对

照组相比明显增强, 进一步证实了这两种因子

可能参与了UC的发生和发展过程, 但目前还没

足够的特异性替代临床表现作为UC的标志[21-22]. 
一直以来, PTX作为血管活性药物用于血

管功能不全性疾病的治疗[23], 可以减少白细胞

与内皮细胞的黏附[24]. 近年来有研究发现其具

有较强的抗炎和免疫调节作用. 王祥和 et al的
研究表明PTX抑制TNF mRNA的转录[25-27], 本研

究也证实, 大鼠应用PTX治疗后, 显著改善了UC
的症状, 同时与UC组相比两种因子的表达也明

显降低. 其机制可能与PTX增加细胞内cAMP浓
度, 抑制TNF-α和IL-1β基因的转录活性, 降低了

TNF-α、IL-1β等细胞因子的表达, 从而减轻了

炎症反应有关. 本研究也为该药抗炎及调节免

疫反应的临床应用价值提供了一定的理论依据. 
尽管细胞因子在UC发病中的作用基本得

到公认, 但调控这些因子释放的机制目前仍不

十分清楚. 近年来, 随着对核因子(NF)-κB结构

与功能研究的深入, 细胞因子与NF-κB的关系

已引起了人们高度的重视. 有研究表明, NF-κB
在炎症性肠病发生过程起着重要作用, 许多细

胞因子包括T N F-α刺激均能导致N F-κ B的活 
化[28-29]. 本研究中PTX使大鼠症状明显减轻, 是
否是PTX抑制了NF-κB的激活, 减少了TNF-α、
IL-1β mRNA的表达, 减轻炎性细胞浸润的原因, 
还有待考证, 这也是我们进一步研究的方向.
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
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