
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年1月18日; 19(2): 126-131
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

肥大细胞及类胰蛋白酶在溃疡性结肠炎大鼠结肠黏膜中
的表达

林艺娟, 王承党, 庄则豪, 范 华, 黄循铷, 刘 霞

林艺娟, 王承党, 庄则豪, 范华, 黄循铷, 刘霞, 福建医科大学
附属第一医院消化内科 福建医科大学消化系疾病研究室 福
建省福州市 350005
林艺娟, 硕士, 主要从事炎症性肠病和功能性肠病的基础和临床
研究.
作者贡献分布: 课题由王承党设计并监督实施过程、修改和审
阅论文; 林艺娟参与课题设计并完成课题实施、结果分析、撰
写论文; 庄则豪、范华、黄循铷及刘霞参与实验研究.
通讯作者: 王承党, 教授, 350005, 福建省福州市, 福建医科大学
附属第一医院消化内科, 福建医科大学消化系疾病研究室. 
wangcdhl@sina.com
收稿日期: 2010-11-02   修回日期: 2010-12-03
接受日期: 2010-12-07   在线出版日期: 2011-01-18

Treatment with nafamostat 
mesilate reduces mast cell 
number and down-regulates 
tryptase expression in 
experimental ulcerative colitis 
in rats 

Yi-Juan Lin, Cheng-Dang Wang, Ze-Hao Zhuang, 
Hua Fan, Xun-Ru Huang, Xia Liu

Yi-Juan Lin, Cheng-Dang Wang, Ze-Hao Zhuang, Hua 
Fan, Xun-Ru Huang, Xia Liu, Department of Gastroenter-
ology, the First Affiliated Hospital of Fujian Medical Uni-
versity, Fuzhou 350005, Fujian Province, China
Correspondence to: Professor Cheng-Dang Wang, De-
partment of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Fujian Medical University, Fuzhou 350005, Fujian Prov-
ince, China. wangcdhl@sina.com
Received: 2010-11-02    Revised: 2010-12-03 
Accepted: 2010-12-07    Published online: 2011-01-18

Abstract
AIM: To investigate the effects of treatment with 
nafamostat mesilate (NM), a tryptase inhibitor, 
on the number of mast cells (MCs) and the ex-
pression of MC tryptase in the colonic mucosa of 
rats with dextran sulfate sodium (DSS)-induced 
ulcerative colitis.

METHODS: Forty male Wistar rats were ran-
domly divided into control group (group A, n 
= 10) and experimental group (n = 30). After 
induction of colitis with DSS, the experimental 
group were further divided into three groups 
and intraintestinally given distilled water (group 

B), 10-9 mol/L NM (group C) and 100 mg/kg 
5-ASA (group D), respectively. The expression of 
MC tryptase in the distal colonic mucosa was as-
sessed by immunohistochemistry. Serum concen-
trations of IL-6 and IL-8 were measured by ELISA.

RESULTS: On day 1 after treatment, the dis-
ease activity index (DAI) score in group B was 
significantly higher than those in groups C and 
D (both P < 0.01). On day 7, the DAI (6.25 ± 1.67 
vs 3.63 ± 1.3, 2.75 ± 0.71, both P < 0.01) and his-
tological index (HI) scores (5.10 ± 0.74 vs 2.30 ± 
0.67, 2.00 ± 0.82; both P < 0.01) in group B were 
significantly higher than those in groups C and D. 
The number of mast cells (13.25 ± 1.67 vs 6.37 ± 
1.19, 5.00 ± 1.07, both P < 0.01) and average gray 
scale (AGS) for MC tryptase staining (119.22 ± 
9.85 vs 140.60 ± 8.93, 150.83 ± 10.06, both P < 0.01) 
in the colonic mucosa in group B showed signifi-
cant differences with those in groups C and D. 
The levels of serum IL-6 (83.32 ± 7.90 vs 40.09 ± 
6.20, 40.39 ± 6.31, both P < 0.01) and IL-8 (232.41 
± 18.72 vs 141.05 ± 10.33, 132.09 ± 23.37, both P < 
0.01) in group B were significantly higher than 
those in groups C and D. No significant differ-
ences were found in the above parameters be-
tween groups C and D (all P > 0.05).

CONCLUSION: Small-dosage nafamostat mesi-
late can reduce mast cell number and down-reg-
ulate tryptase expression in the colonic mucosa 
of rats with DSS-induced ulcerative colitis.

Key Words: Dextran sulfate sodium; Ulcerative coli-
tis; Mast cell; Tryptase; Tryptase inhibitor; Interleu-
kin 6; Interleukin 8
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摘要
目的: 观察类胰蛋白酶抑制剂甲磺酸卡萘司
他(NM)对肥大细胞(MC)数量和类胰蛋白酶表

®

■背景资料
类胰蛋白酶是肥
大细胞颗粒所特
有的中性蛋白酶, 
是肥大细胞活化
和释放颗粒的特
异性标志, 国内外
许多研究都论证
了类胰蛋白酶与
炎症性肠病的相
关性, 在动物肠道
炎症模型及溃疡
性结肠炎患者结
肠组织中均检出
类胰蛋白酶显著
性增高. 

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科
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达及血清IL-6、IL-8含量的影响.

方法: 40只♂Wistar大鼠按1∶3随机分为空白
对照组(A组)和研究组(S组), 造模成功后S组
再随机分为3组, 并以不同溶液灌肠: B组(模型
对照组, 无菌蒸馏水)、C组(NM组, 10-9 mol/L 
NM)、D组[5-氨基水杨酸(5-ASA)组, 100 mg/kg 
5-ASA]. 以免疫组织化学方法检测远端结肠
黏膜MC类胰蛋白酶的表达变化, 以ELISA法
检测动物血清中IL-6、IL-8的表达变化. 

结果: (1)治疗第1天, A组DAI评分与B、C、D
组相比, 差异有显著统计学意义(P <0.01); 实
验结束后, B组DAI、HI评分与C、D组相比
明显增高(DAI: 6.25±1.67 vs  3.63±1.30, 2.75
±0.71; HI: 5.10±0.74 vs  2.30±0.67, 2.00±
0.82; 均P <0.01); (2)B组远端结肠黏膜MC数
显著高于C、D组(MC: 13.25±1.67 vs  6.37
±1.19, 5.00±1.07, 均P <0.05). B组类胰蛋白
酶表达量显著低于C、D组(119.22±9.85 vs  
150.83±10.06, 140.60±8.93, 均P <0.01); (3)B
组血清IL-6、IL-8浓度显著高于C、D组(IL-6: 
83.32 ng/L±7.90 ng/L vs  40.09 ng/L±6.20 ng/
L, 40.39 ng/L±6.31 ng/L; IL-8: 232.41 ng/L±
18.72 ng/L vs  141.05 ng/L±10.33 ng/L, 132.09 
ng/L±23.37 ng/L; 均P <0.01). 以上各指标C组
与D组比较无统计学差异, 治疗效果相当.

结论: 小剂量类胰蛋白酶抑制剂可以下调结
肠黏膜肥大细胞数量、抑制MC类胰蛋白酶表
达, 对DSS诱导溃疡性结肠炎大鼠有治疗作用.

关键词: 葡聚糖硫酸钠; 溃疡性结肠炎; 肥大细胞; 
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林艺娟, 王承党, 庄则豪, 范华, 黄循铷, 刘霞. 肥大细胞及类胰

蛋白酶在溃疡性结肠炎大鼠结肠黏膜中的表达.  世界华人消化

杂志  2011; 19(2): 126-131

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/126.asp

0  引言

近年来溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的发

病率逐年增高, 但发病机制尚未完全明确, 研究

发现肥大细胞(mast cell, MC)可能在其中扮演着

重要角色[1,2]. 活化的MC通过分泌组胺、类胰蛋

白酶、类糜蛋白酶、肝素和一些细胞因子等炎

症介质参与了这类疾病的病理生理过程[3]. 类胰

蛋白酶(tryptase)几乎是MC分泌颗粒中所特有的

中性蛋白酶, 是MC活化和释放颗粒的特异性标

志[4]. 因此类胰蛋白酶抑制剂(tryptase inhibitor, 
TPI)可能成为炎症性肠病潜在的治疗药物. 本研

究旨在观察实验性UC大鼠结肠黏膜MC和类胰

蛋白酶变化, 以及TPI对其的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级♂Wistar大鼠, 体质量180- 
220 g, 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司

[合格证号SCXK(沪)2007-0005], 动物购回后于

福建医科大学动物中心网格笼子饲养2 wk, 混
合配方饲料喂养, 自由进食、进水. 每日更换饮

水和饲料, 保持环境通风和清洁卫生. 葡聚糖硫

酸钠(dextran sulfate sodium, DSS, 相对分子质

量36 000-50 000, 硫磺含量为18%-20%)为美国

MP Biomedicals公司产品; 类胰蛋白酶抑制剂

甲磺酸卡萘司他(nafamostat mesilate, NM)为德

国默克公司产品; 5-氨基水杨酸(5-ASA)为法国

Ethypharm公司产品; MC类胰蛋白酶抗体(AA-1)
和SP试剂盒购于福州迈新生物工程有限公司; 
大鼠IL-6、IL-8 ELISA试剂盒为Santa Cruz产
品. 图像数码采集系统为日本Nikon公司产品, 
JD801形态学分析系统为南京捷达公司产品.
1.2 方法 
1 .2.1 分组和干预处理 :  ♂Wi s t a r大鼠40只
(180-220 g)根据体质量按照1∶3随机分为2组: 
空白对照组(A组, 10只)和实验干预组(S组, 30
只): A组大鼠自由饮用无菌蒸馏水, S组大鼠自由

饮用3%DSS溶液[5,6]. 第8天, 无动物死亡, S组大

鼠按体质量随机分为3组, 每组10只: 模型对照

组(B组)、NM组(C组)和5-ASA组(D组). C组和D
组大鼠分别接受NM(10-9 mol/L[7])、5-ASA(100 
mg/kg[8])灌肠治疗, 每天1次, 每次1 mL溶液, 连
续7 d; A组和B组大鼠接受无菌蒸馏水灌肠. 
1.2.2 疾病活动指数: 定期观察大鼠体质、粪便

性状、隐血情况, 按疾病活动指数(disease activity 
index, DAI)标准[9]DAI分值. 
1.2.3 组织学损伤指数计算: 取远端结肠组织, 常
规固定、包埋、切片、HE染色, 每个组织块选

取3张切片, 每张切片随机选取3个视野, 在光镜

(×400)下观察黏膜层隐窝分支、杯状细胞、炎

症细胞、纤维细胞等计算组织学损伤指数(his-
tological index, HI)评分[10], 3张切片×3个视野的

平均值为该动物的最后HI评分. 
1.2.4 IL-6、IL-8测定: 第15天, 麻醉后处死动物, 
取心脏血分离血清, 双抗体夹心ELISA法测定血

清IL-6、IL-8浓度. 
1.2.5 MC染色: 采用甲苯胺蓝改良染色法[11], 染
色后每张切片随机选取3个视野, 高倍显微镜(×

■相关报道
Mori等发现小剂
量的NM可选择性
地抑制类胰蛋白
酶的活性, 并对其
药代动力学进行
研究, 确定其Ki值
约为95.3 pM(9.53
×10-11 M).
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400)下观察并拍照, 计数MC数量. 
1.2.6 类胰蛋白酶检测: 远端结肠组织常规固

定、包埋、切片后, 采用SP免疫组织化学染色, 
每个组织块选取3张切片, 在显微镜下(×100)每
张切片随机选取3个视野对阳性染色细胞进行

观察, 通过图像数码采集系统和JD801形态学分

析系统计算平均灰度值, 灰度值与表达水平呈

反比, 即灰度值越高则表达水平越低.
统计学处理 数据用mean±SD表示, Levene

法进行方差齐性检验, 各组数据采用单因素方

差分析(ANOVA), 组间两两比较用LSD-t (方差

齐)或Tamhane's T2(方差不齐); 各变量之间相关

分析采用双变量相关分析(Bivariate), 对于双变

量正态分布资料, 选择积矩相关系数(Pearson相
关系数), 对于非双变量正态分布资料, 选择等级

相关系数(Spearman相关系数), P≤0.05有统计学

意义, 采用SPSS13.0软件进行统计分析.

2  结果

2.1 DAI评分 无动物死亡, A组动物正常, 在前7 
d S组动物出现腹泻、体质量下降、肉眼血便等

症状. 8 d以后, C组和D组情况有一定程度改善

(表1).
2.2 HI评分 A组大鼠结肠黏膜完整, 上皮完整, 腺
体排列规则, 结构清楚, 几无炎症细胞浸润. 在
第15天时, B组、C组和D组的HI评分高于A组

(5.10±0.74, 2.30±0.67, 2.00±0.82 vs  0.60±
0.52, P  = 0.000), B组评分分别高于C组和D组(均
P  = 0.000), 而C组和D组之间的差异无统计学意

义(P  = 0.341). 
2.3 血清IL-6、IL-8水平变化 与B组相比, C组和

D组大鼠血清IL-6、IL-8浓度均有降低, 但仍高

于A组的水平(表2).
2.4 MC染色结果 高倍镜下观察(×400)MC胞

质呈紫红色, 胞核呈蓝色, 散在于黏膜层和黏膜

下层, 邻近血管、淋巴管及末梢神经周围; 小细

胞胞质少, 边界清; 大细胞胞质多, 边界不清, 紫

红色颗粒围绕细胞核散在分布或呈不规则形状

(图1). 各组动物结肠黏膜MC数量组间差异有统

计学意义(P  = 0.000), 其中B组高于A组(13.25±
1.67 vs  2.00±0.76, P  = 0.000), C组和D组均低于

B组(6.37±1.19, 5.00±1.07 vs  13.25±1.67, 均P  
= 0.000), 而C组与D组间的差异无统计学意义(P  
= 0.149).
2.5 类胰蛋白酶表达变化 B组、C组和D组的

灰度值均低于A组(119.22±9.85, 140.60±8.93, 
150.83±10.06 vs  166.75±9.53, 均P<0.03), B组灰

度值均低于C组和D组(均P  = 0.000), 而C组与D
组间的灰度值差异无统计学意义(P  = 0.98, 图2).
2.6 各组间类胰蛋白酶与MC数量、IL-6及IL-8
的关系  各组M C数量与类胰蛋白酶的灰度值

存在显著负相关(r  = -0.804, P  = 0.000); 各组类

胰蛋白酶灰度值与IL-6之间存在显著负相关(r  
= -0.804, P  = 0.000); 各组类胰蛋白酶灰度值与

IL-8之间存在显著负相关(r  = -0.746, P  = 0.000). 

3  讨论

本研究结论提示C组及D组DAI、HI、类胰蛋白

酶(tryptase)阳性率及血清中的IL-6、IL-8水平均

显著降低(P <0.05); 而且随着组织中MC数及类

胰蛋白酶表达的减少, 相应的血清中IL-6和IL-8
水平也随之降低. 因此很可能小剂量类胰蛋白

酶抑制剂可以抑制DSS诱导大鼠UC结肠黏膜

表  1  各组DAI评分

     
分组      第7天      第15天 

A组 0.60±0.97 0.87±0.64

B组 7.10±1.37a 6.25±1.67a 

C组 7.80±1.32a 3.63±1.30ab

D组 7.70±1.16a 2.75±0.71ab

aP  = 0.00 vs  A组; bP = 0.00 vs  B组.

表  2  各组动物血清IL-6和IL-8浓度 (ng/L)

     
分组         IL-6           IL-8 

A组 31.69±4.47 130.88±22.96

B组 83.32±7.90a 232.41±18.72a

C组 40.09±6.20ab 141.05±10.33b

D组 40.39±6.31ab 132.09±23.37b

aP<0.00 vs  A组; bP = 0.00 vs  B组.

图  1  MC甲苯胺蓝改良染色(×400).

■创新盘点
类胰蛋白酶与炎
症性肠病的关系
及类胰蛋白酶抑
制剂NM的疗效国
内报道较欠缺. 本
课题提示小剂量
类胰蛋白酶抑制
剂可以下调结肠
黏膜肥大细胞数
量、抑制肥大细
胞类胰蛋白酶表
达, 对DSS诱导溃
疡性结肠炎大鼠
有治疗作用. 
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MC类胰蛋白酶表达、下调MC数量, 对UC可能

有治疗作用. 
现认为UC是由于敏感个体对肠腔内正常的

促炎因子的异常反应导致免疫失调[12], 环境、基

因和免疫因素等多因素之间相互复杂的作用启

动了该类疾病的发生[12,13], 导致了炎症过程及一

系列级联反应, 其结果是持续的、不能控制的

炎症和组织损伤[14]. MC很可能是这一系列复杂

环节中的关键因子. MC活化后释放介质种类繁

多, 类胰蛋白酶是MC活化和释放颗粒的特异性

标志[4], 在UC患者结肠组织中检出类胰蛋白酶

的显著性增高[15]; 往小鼠结肠内灌注类胰蛋白

酶可诱导肠道炎症[16]. 类胰蛋白酶本身也有激活

MC的作用, 过敏反应性炎症时可刺激邻近MC
脱颗粒、放大MC效应, 进而在很短时间内形成

使整个脏器MC均得以激活的瀑布现象[17]. 
蛋白酶激活受体-2(protease activated recep-

tor 2, PAR-2)是其主要的作用底物. 此酶通过对

肠道上皮细胞、平滑肌细胞、神经元、包括

MC在内的免疫细胞等胞膜上的PAR-2细胞外袢

(N-端)特殊部位的识别, 将其裂解, 形成系锁配

体, 激活PAR-2. 活化的MC可通过旁分泌及自分

泌两种方式释放类胰蛋白酶等物质, 类胰蛋白

酶与结肠黏膜上皮细胞及固有层炎性细胞膜上

PAR-2结合, 激活PAR-2受体后的细胞信号转导

途径, 引起大量炎症因子释放及炎症细胞浸润, 
导致UC局部结肠黏膜组织破坏和病理变化, 其

结局是炎症细胞大量浸润和IL-6、IL-8[18,20,21]等

炎症因子大量产生(鉴于IL-6、IL-8为二者相互

作用后下游产物之一, 故以这两个炎症因子为代

表进行检测), 继而出现肠道屏障功能的完整性

的破坏, 肠黏膜对肠腔内细菌和个中蛋白酶通透

性增加, 导致结肠炎持续加重; 内脏敏感性增高; 
肠道平滑肌运动功能障碍[22]等, 这些与肠道炎症

可能相辅相成导致UC一系列病理生理改变.
近几年来, TPI已成为治疗MC所致炎症性

疾病的新途径, 有着广泛的研发前景. 人们发现

TPI可降低气道高反应性从而治疗哮喘[23], 可阻

断蛋白酶对结肠黏膜下末梢神经元的活化, 从
而缓解肠易激综合征内脏痛觉过敏症状[24], 还
可治疗自身免疫性关节炎、牙周炎、肿瘤、荨

麻疹、胰腺炎等MC所致炎症性疾病. 在炎症性

肠病治疗方面, 人们也开始不断探索. Tremaine
等[25]报道对一个急性UC的患者运用APC2059实
验性治疗后, 其DAI减少, 目前该药已处于临床

二期实验中. 谢华等[26]发现类糜蛋白酶抑制剂

可抑制离体人大肠MC IgE依赖性和非依赖性类

胰蛋白酶的释放; 目前国内鲜有TPI对UC治疗进

行探讨, 基于前人的研究基础, 本研究对DSS所
致大鼠结肠炎经NM治疗后的疗效进行评估, 肠
道炎症明显改善, 阐述了类胰蛋白酶抑制剂对

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)治
疗的可行性. 

NM化学名为6-脒基-2-萘基-4-胍基苯甲酸

图  2  类胰蛋白酶免疫组织化学DAB染色(×100). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组.

A B

C D

■应用要点
本文为类胰蛋白
酶抑制剂的临床
开发提供理论依
据 .  若 该 设 想 可
行, 对于炎症性肠
病患者, 尤其是对
柳氮磺吡啶不耐
受或激素抵抗患
者将是一大福音. 



www.wjgnet.com

130                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年1月18日   第19卷   第2期

酯二甲磺酸盐, 是人工合成的非肽类小分子丝

氨酸蛋白酶抑制剂, 具有广谱抑制性, 无抗原性, 
相对分子质量小等优点, 是竞争性、可逆性的

丝氨酸蛋白酶抑制剂, 该药对不同的丝氨酸蛋

白酶抑制作用呈浓度依赖性. Mori等[27]发现小剂

量的NM可选择性地抑制类胰蛋白酶的活性, 并
对其药代动力学进行研究, 确定其Ki值约为95.3 
pmol/L(9.53×10-11 mol/L). 在此基础上, 日本学

者对其浓度再次进行摸索, 认为小剂量的NM可

选择性抑制类胰蛋白酶, 可明显改善TNBS诱导

的大鼠结肠炎模型结肠黏膜炎症[7]. 本研究使用

小剂量NM对DSS所致UC的大鼠连续灌肠7 d, 
发现该组肠道黏膜炎症细胞浸润、血清中炎症

因子水平均较模型组有明显降低, 提示很可能

NM对UC有治疗效果. 
目前5-ASA如美沙拉嗪灌肠是治疗炎症性

肠病尤其是UC的经典治疗药物, 虽然其在治疗

IBD炎症中的确切机制尚不明确[28,29], 曾有研究

认为5-ASA可抑制人肠MC组胺的释放和前列

腺素的产生[30], 本研究在DSS诱导大鼠急性UC
模型的基础上, 分别给予TPI和5-ASA连续灌肠

7 d, 与模型组对比, 观察到两组的类胰蛋白酶表

达均下降了. 基于组胺、前列腺素与类胰蛋白

酶均为MC颗粒里的主要成分, 由此推测很可能

5-ASA也可抑制MC类胰蛋白酶的产生. 
总之, 小剂量的TPI可通过对MC类胰蛋白

酶活性的抑制, 使得肠道炎症情况得到改善. 目
前国内还很少明确对TPI治疗UC的可行性及前

景进行探讨. 一旦该设想可行, 对于IBD患者, 尤
其是对柳氮磺吡啶不耐受或激素抵抗患者将是

一大福音.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2011-01-08)


