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Abstract
AIM: To evaluate the protective effect of diam-
monium glycyrrhizinate (DG) against ulcerative 
colitis in rats and to investigate potential mecha-
nisms involved.

METHODS: Thirty Sprague-Dawley (SD) rats 
were equally randomized into normal control 
group, model group and DG group. Ulcerative 
colitis was induced in the DG group and model 
group by rectal administration of trinitrobenzene 
sulphonic acid (TNBS). Disease activity index 
(DAI) and histological damage were evaluated, 
and the expression of forkhead box P3 (Foxp3) 
mRNA in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Both DAI and histological damage 
score were significantly higher in the model 
group than in the normal control group (DAI: 7.1 
± 0.2 vs 0.3 ± 0.6, P < 0.05; histological damage 
score: 6.7 ± 0.5 vs 0.9 ± 0.2, P < 0.05). Compared 
with the model group, DAI and histological 
damage score were significantly improved in 
the DG group (DAI: 3.1 ± 0.6 vs 7.1 ± 0.2, P < 
0.05; histological damage score: 3.3 ± 0.4 vs 6.7 
± 0.5, P < 0.05). Compared with the normal con-
trol group, the expression of Foxp3 mRNA was 
down-regulated in PBMCs in the model group 
(0.51 ± 0.34 vs 1.09 ± 0.38, P < 0.05). DG treat-
ment significantly up-regulated the expression 
of Foxp3 mRNA in PBMCs (0.92 ± 0.53 vs 0.51 ± 
0.34, P < 0.05).

CONCLUSION: DG can ameliorate colonic 
inflammation in rats with ulcerative colitis pos-
sibly by increasing the expression of Foxp3 
mRNA in PBMCs.
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摘要
目的��: 研究甘草酸二铵(DG)对大鼠溃疡性结
肠炎(UC)的疗效及对大鼠外周血单个核细胞
中Foxp3 mRNA表达的影响, 继而从自身免疫
方面探讨DG治疗大鼠UC的作用机制.

方法�: 用2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)/乙醇灌用2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)/乙醇灌
肠复制大鼠UC模型, 健康雌性SD大鼠随机分
为正常对照组、模型组、DG组[40 mg/(kg•d)], 
每组10只. 造模10 d后, 收集标本, 观察大鼠疾
病活动指数(DAI)、组织学改变, 应用RT-PCR
半定量检测大鼠外周血单个核细胞中Foxp3 
mRNA的表达水平.

结果��: 正常对照组、模型组和DG组的DAI评
分分别为0.3±0.6, 7.1±0.2, 3.1±0.6; 组织学
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■背景资料
甘草酸二铵(DG)
具有抗炎、调节
免疫、抗过敏等
药 理 作 用 ,  目 前
临床上主要用于
肝 炎 的 治 疗 .  但
探讨其治疗溃疡
性结肠炎(UC)的
作用及机制的报
道不多.

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科



损伤评分分别为0.9±0.2, 6.7±0.5, 3.3±0.4, 
与正常对照组相比, DG组、模型组上述指标
评分均显著增高(P <0.05); 而与模型组相比, 
DG组能显著改善UC症状(P <0.05). 模型组大
鼠Foxp3 mRNA水平低于正常组(0.51±0.34 
vs  1.09±0.38, P <0.05); 与模型组相比, DG组
Foxp3 mRNA的表达显著升高(0.92±0.53 vs  
0.51±0.34, P <0.05).

结论�: DG可显著改善大鼠UC, 通过上调外周DG可显著改善大鼠UC, 通过上调外周
血单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达抑制自身
反应性T淋巴细胞的增殖可能是其机制之一.

关键词: 溃疡性结肠炎; 甘草酸二铵; 叉头状/翅膀

状螺旋转录因子; T������ ��������淋巴细胞; 外周血单个核细胞
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0  ��引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢

性、非特异性结肠炎症性肠病, 主要累及结肠

黏膜和黏膜下层, 病因和发病机制至今仍不明

确, 目前认为主要与遗传、感染、环境、免疫

等多因素有关[1-3]. 其传统治疗药物有氨基水杨

酸制剂、糖皮质激素以及免疫抑制剂等, 虽能

控制大多数患者的症状, 但长期使用不良反应

比较大[4,5]. 甘草酸二铵(diammonium glycyrrhiz-
inate, DG)是甘草有效成分的第3代提取物, 并且

是甘草活性成分甘草次酸的左旋构型, 目前主

要用于治疗肝炎等疾病, 该药不仅有与皮质类

固醇类似的非特异性抗炎作用, 而且有镇痛、

保护膜结构、抗脂质氧化、改善肝功能及调节

免疫等生物活性[6]. 其特点是疗效好, 不良反应

小, 更主要的是激素样的不良反应小. 我们初步

的研究已证实DG对UC有明显的治疗作用[7-9]. 
本实验旨在进一步明确DG对UC大鼠的治疗作

用, 并通过研究其对UC大鼠外周血单个核细胞

叉头状/翅膀状螺旋转录因子(forkhead/winged 
helix transcription factor, Foxp3)mRNA的表达水

平的影响, 继而从免疫方面探讨DG治疗大鼠UC
可能的作用机制, 为其治疗UC提供一定的理论

依据.

1  �����材料和方法

1.1 材料 健康♀Spragur-Dawley(SD)大鼠, 体质

量230 g±10 g, 购自山东中医药大学实验动物
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中心. 主要试剂: 2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)购
自Sigma公司; DG注射液(商品名: 甘利欣, 批号: 
H10940190, 江苏正大天晴药业股份有限公司); 
大鼠淋巴细胞分离液(CLS1083)、PCR(Taq)扩
增试剂盒(SK2501, 上海生工公司); GAPDH、

Foxp3引物(上海生工公司合成).
1.2 方法方法 
1.2.1 造模及分组:造模及分组:及分组: 将30只健康♀SD大鼠适应性

喂养1 wk后随机分为3组, 每组10只, 禁食不禁水

24 h, 10%水合氯醛4.5 mL/kg腹腔注射麻醉, 参
照文献方法, TNBS与无水乙醇以1∶1比例混匀, 
根据大鼠禁食后体质量将TNBS以50-60 mg/kg
计算出DG组和模型组每只大鼠所需的混合药液

体积, 用聚乙烯导管经肛门缓慢插入结肠8 cm入结肠8 cm结肠8 cm
后, 将混合药液注入肠腔, 正常对照组大鼠仅灌

注等量生理盐水. 根据人与大鼠的药物剂量折算

系数算出DG的应用剂量, 并用生理盐水稀释至2 
mL, 腹腔注入; 造模当天作为第1天, DG组第1-10
天腹腔注射DG[(40 mg/(kg•d)]; 模型组第1-10天
腹腔注射2 mL生理盐水; 正常对照组第1-10天腹

腔注射2 mL生理盐水.
1.2.2 标本的制备: 造模10 d时, 进行组织学评

分, 后用10%水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠, 心脏

采血1 mL, 肝素抗凝, 稀释后的血液缓慢加入等

体积的淋巴细胞分离液中, 2 000 r/min离心20 
min, 分离出单个核细胞, 再加入5倍体积9 g/L生
理盐水, 2 000 r/min离心10 min, 洗涤2次, 加入

TRIzol(Invitrogen公司)后, -80 ℃保存. 处死动

物, 取距肛门约8 cm的结肠组织, 沿肠系膜纵轴

剪开, 冷生理盐水冲洗干净, 肉眼进行大体形态

观察, 滤纸吸干称质量, 4%多聚甲醛固定, HE染
色观察组织学改变.
1.2.3 结肠炎症的评价: 采用疾病活动指数(dis-
ease activity index, DAI)及组织学损伤评分来评

价结肠炎症. (1)DAI评分: 造模后10 d, 综合大鼠

体质量下降百分率(体质量不变为0, 1-5为1分, 
6-10为2分, 11-15为3分, >15为4分), 大便黏稠度

(正常为0, 松散大便为2分, 腹泻为4分)和大便出

血(正常0分, 隐血阳性为2分, 显性出血为4分)进
行积分[10]. (2)组织学损伤评分: 选10个视野(×
100)平均评分. 评分标准: 正常结肠黏膜记0分; 
隐窝缺损1/3时记1分; 隐窝缺损2/3记2分; 固有

层覆盖单层上皮伴轻度炎性细胞浸润记3分; 黏
膜糜烂、溃疡伴显著炎性细胞浸润记4分.
1.2.4 RT-P C R半定量检测外周血单个核细胞

Foxp3 mRNA的表达: 标本27例, 其中DG组10
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■研发前沿
UC的传统治疗药
物疗效确切, 但严
重的副作用限制
了其长期应用. 因
此,寻找毒副作用
小、适合于长期
服用的治疗药物
一直是研究的热的热热
点之一.

■相关报道
近年来研究发现, 
免疫紊乱在UC的
发病机制中起重
要作用, 并且有研
究证实, 消化性溃
疡患者外周血及
组织中有Foxp3基
因的过量表达.
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例, 模型组7例(造模过程中有3例死亡), 正常对

照组10例. (1)总RNA的提取: 从-80 ℃冰箱中取

出外周血单个核淋巴细胞, 彻底混匀, 室温静

置5 min, 加入0.2 mL氯仿, 震动15 s, 室温静置

2 min; 4 ℃ 12 000 r/min离心15 min, 轻吸出上

层水相至另一EP管, 加等体积异丙醇, 混匀静置

10 min; 4 ℃ 12 000 r/min离心5 min; 弃上清, 加
入0.7 mL 70%乙醇洗涤沉淀, 4 ℃ 12 000 r/min乙醇洗涤沉淀, 4 ℃ 12 000 r/min洗涤沉淀, 4 ℃ 12 000 r/min
离心2 min; 吸干乙醇, 空气中干燥; 加入20 μL无
RNA酶水溶解RNA. (2)RNA纯度和含量的测定: 
取5 μL抽提的RNA样品上样电泳, 在12 g/L普通

琼脂糖凝胶图谱中显示28S, 18S两条带, 且28S
带亮度为18S带亮度两倍者入选. 紫外分光光度

计检测RNA在260 nm, 280 nm波长处的吸光度

值, 并计算A 260/A 280值和RNA浓度[浓度(mg/L) = 
A 260×40×稀释倍数]. (3)cDNA的合成: 配置20 
μL逆转录反应体系, 其中M-MLV逆转录酶1 μL, 
DNTP l μL. Oligo(dT)1 μL, Buffer 4 μL, 无RNA
水10 μL, 标本RNA 3 μL, 加入EP管中, 15 000 
r/min 4 ℃离心10 min, 弃上清, 加入适量无RNA
水, 反复吹打至沉淀溶解. 瞬时离心后, 放入PCR
仪, 37 ℃ 1 h. 95 ℃灭活5 min, 制作标本cDNA. 
(5)RT-PCR产物的检测: DNA扩增后, 琼脂糖凝

胶电泳检测. 上游引物: 5'-GCTTGTTTGCTGT-
GCGGAGAC-3', 下游引物: 5'-GTTTCTGAAG-
TAGGCGAACAT-3', 扩增片段为218 bp, 在紫

外线分析仪上观察结果, 分析RT-PCR产物的

相对对含量. 设GAPDH作为内参照, 上游引物: 
5'-AGTGGATATTGTTGCCATCAATG-3',下游

引物: 5'-CCATGAGGTCCACCACCCTG-3', 扩
增片段为905 bp. 为了消除样本提取、反转录和

PCR反应过程中造成的差异, 以Foxp3 mRNA和

GAPDH mRNA含量的比值, 作为Foxp3 mRNA
的相对表达水平, 他是评价Foxp3 mRNA表达水

平的指标.
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用

SPSS16.0软件进行统计分析. P <0.05为差异有统

计学意义.

2  ��结果

2.1 大鼠一般状况 大鼠于造模后出现活动逐渐

减少, 进食明显减少, 体质量减轻, 大便稀并有

脓血便, 肛周污秽. 治疗后, DG组大鼠上述症状

明显减轻, 5-7 d后粪便基本恢复正常, 肛周干

净. 与正常对照组相比, DG组、模型组的DAI
评分均显著增高(3.1±0.6, 7.1±0.2 vs  0.3±
0.6, P <0.05); 而与模型组相比, DG组显著改善

(P <0.05).
2.2 结肠大体形态改变 模型组大鼠结肠黏膜充

血水肿, 局部形成浅表溃疡, 病变严重区呈黑褐

色, 本实验成功复制了大鼠UC模型. DG组大鼠结

肠轻度肿胀, 溃疡较浅, 较模型组明显减轻(图1).
2.3 组织病理学改变 正常组大鼠结肠黏膜上皮

完整, 无溃疡, 间质可见少量白细胞. 模型组大

鼠结肠部分肠上皮脱落, 大量炎性细胞浸润, 溃
疡形成. DG组大鼠结肠上皮已得到不同程度修

复, 炎性细胞浸润明显减轻. 与正常对照组相比, 
DG组、模型组的组织学损伤评分均显著增高

(3.3±0.4, 6.7±0.5 vs  0.9±0.2, P <0.05); 而与模

型组相比, DG组显著改善(图2). 
2.4 细胞总RNA的提取 A260/A280值均在1.651-1.928, 
提示RNA较纯, RNA浓度在330-1 700 mg/L(图3).
2.5 Foxp3 mRNA表达 模型组大鼠单个核细胞中

Foxp3 mRNA的含量较正常组降低, 差异有统计

学意义(0.51±0.34 vs  1.09±0.38, P <0.05); 与模

型组相比, DG组单个核细胞中Foxp3 mRNA的

含量增高, 差异有统计学意义(0.92±0.53 vs  0.51
±0.34, P <0.05, 图4).

3  ��讨论

UC以腹痛、腹泻、黏液血便、里急后重为主要

临床表现[11], 病情漫长者有发生癌变的可能性[12]. 
流行病资料提示, UC的发病率不论是在国内和

国外都有逐年增高的趋势[13,14], 但临床上至今没

A B C

图� �� ������������  1 各组大鼠结肠大体形态.  A: 正常对照组; B: 模型组; C: DG组.

■创新盘点
本 研 究 用 D G 治
疗UC, 并通过研
究其对UC大鼠外
周血单个核细胞
Foxp3 mRNA表达
水平的影响, 继而
从免疫方面探讨
其治疗大鼠UC可
能的作用机制, 为
其治疗UC提供一
定的理论依据.
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有特异性根治措施, 问题的关键是对其确切发

病机制仍不清楚. 目前对炎症性肠病病因和发

病机制的认识可概括为: 环境因素作用于遗传

易感者, 在肠道菌丛(或者目前尚未明确的特异

性微生物)的参与下, 启动了肠道免疫及非免疫

系统, 最终导致免疫反应和炎症过程. 可能由于

抗原的持续刺激和(或)免疫反应调节紊乱, 这种

免疫反应表现为过度亢进和难于自限.
TNBS是一种半抗原物质, 乙醇作为有机溶

剂溶解肠黏膜表面的黏液, 破坏肠黏膜屏障, 使
TNBS与组织中大分子蛋白质结合后成为完全

抗原, 导致针对肠黏膜的免疫反应, 从而诱发

UC[15-17], 本实验成功复制了UC大鼠模型.
Foxp3是新近发现的转录因子, 属于forkhead

家族成员, 通过其forkhead结构域与DNA特定位

点结合, 调节目的基因的活化和表达[18], 主要表

达于胸腺、脾脏和淋巴结等淋巴器官和组织, 在

鼠类特异性表达于CD4+CD25+ Treg细胞[19,20], 其
主要功能在于影响CD4+CD25+ Treg细胞的发育, 
CD4+CD25+ Treg细胞通过抑制性调节CD4+和

CD8+ T淋巴细胞的活化与增殖, 而具有免疫的负增殖, 而具有免疫的负, 而具有免疫的负

向调节作用[21-24]. 近年来, 免疫紊乱参与了UC的
发病机制这一认识已得到了基本的肯定[25-27], 因
此, 研究Foxp3有利于从自身免疫方面探讨UC的
发病机制.

在本实验中, 模型组大鼠外周血单个核细

胞中Foxp3的表达比对照组低, 这与以往的研究

检测UC患者单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达

结果一致[28,29]. 模型组大鼠外周血单个核细胞

中Foxp3 mRNA的表达减少, 表明模型组大鼠

体内存在表达Foxp3 mRNA的Treg细胞减少和细胞减少和减少和

(或)功能降低. 而与模型组相比, DG组却有明

显的改善, Foxp3 mRNA的表达增加. 实验结果

显示, DG能显著改善UC大鼠炎症, 上调外周血

单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达, 因此推测

CD4+CD25+ Treg细胞通过Foxp3 mRNA的表达

抑制自身反应性T淋巴细胞的增殖, 最终缓解病

情, 这也表明DG对自身免疫方面有明显的抑制

作用, 从而起到治疗UC的作用, 这一实验结果为

该药的临床应用提供了一定的理论依据.
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■同行评价
本文设计合理, 为设计合理, 为
甘草酸二铵治疗
UC提供一定的理
论依据.


