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■背景资料
研 究 表 明 ,  近 年
来溃疡性结肠炎
(UC)在中国发病
率呈逐年上升趋
势, 因反复发作死
于UC相关癌变是
其主要危害所在, 
因此如何有效控
制UC的发生、发
展对于UC相关癌
变无疑是有益的. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism by which Wen-
shen Jiangzhuo Huayu decoction prevents ulcer-
ative colitis by detecting the expression of CD14, 
TLR-4 and NF-κB in colon mucosa of mice with 
ulcerative colitis.

METHODS: Sixty Balb/c mice were randomly 
and equally divided into five groups: normal 

group, blank group, and three intervention 
groups (low, medium, high doses). Except for 
the normal group, the other groups were given 
orally 5% DSS for four weeks. Mice in the in-
tervention groups were intragastrically admin-
istered with different doses of Wenshen Jiang-
zhuo Huayu decoction for four weeks, and the 
blank group was intragastrically administered 
with normal saline for the same duration. Colon 
histomorphology was assayed by naked eyes 
and light microscopy. The expression of CD14, 
TLR-4 and NF-κBp65 was detected by immuno-
histochemistry and real-time PCR.

RESULTS: Hyperemia, edema and ulcer were not-
ed in the colon mucosa of mice in the blank group, 
while the changes in the intervention groups were 
characterized by hyperemia and edema. There was 
a significant difference in DAI index between the 
blank group and intervention groups (7.36 ± 0.27 
vs 3.58 ± 0.37, P < 0.05). The expression of CD14, 
TLR-4 and NF-κBp6 was up-regulated in the blank 
group compared to the normal group. However, 
the expression of CD14, TLR-4 and NF-κBp6 was 
significantly down-regulated in the intervention 
groups compared to the blank group (1.98 ± 0.33 vs 
3.17 ± 0.55, 1.75 ± 0.32 vs 3.86 ± 0.75, 1.64 ± 0.27 vs 
4.75 ± 0.52, all P < 0.05).

CONCLUSION: Wenshen Jiangzhuo Huayu de-
coction may prevent ulcerative colitis by regulat-
ing the CD14/TLR-4-NF-κB signal pathway.

Key Words: Ulcerative colitis; CD14/TLR-4-NF-κB sig-
nal pathway; Wenshen Jiangzhuo Huayu decoction
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摘要
目的: 观察溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)小鼠结肠黏膜CD14、TLR-4及NF-κBp65
表达变化, 探讨温肾降浊化瘀方干预UC的可
能机制.

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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■研发前沿
U C 病 因 尚 未 明
确, 结肠黏膜免疫
功能紊乱被认为
是UC发病的可能
机 制 之 一 ,  先 天
固有免疫在UC的
发生、发展中可
能占据重要地位. 
CD14/TLR4信号
通路被认为在先
天固有免疫呈逐
级放大效应的重
要通路之一, 将有
望成为缓解UC炎
症反复发作的重
要靶点之一.

方法: 60只清洁级Balb/c小鼠随机分5组, 每组
12只, 正常组、模型组、治疗组(低、中、高
剂量组); 除外正常组, 其余各组采用自由饮用
5%DSS法制备UC模型, 模型组给予等剂量生
理盐水, 治疗组分别给予不同剂量温肾降浊化
瘀类方药提取物干预6 wk. 分别应用光镜检测
结肠黏膜组织形态学变化, 免疫组织化学及实
时荧光定量PCR检测结肠黏膜CD14、TLR-4
以及NF-κBp65蛋白及其mRNA表达变化. 

结果: 光镜示模型组小鼠结肠黏膜充血肿胀明
显, 上皮细胞脱落, 伴溃疡明显, 有大量中性细
胞浸润; 治疗组小鼠结肠黏膜充血、水肿、部
分黏膜上皮脱落, 未见溃疡形成; 按结肠黏膜
组织损伤评分, 各治疗组评分(3.58±0.37)均低
于模型组(7.36±0.27), 有统计学意义(P <0.05). 
模型组CD14、TLR-4以及NF-κBp65蛋白及
其mRNA表达呈上升趋势(3.17±0.55, 3.86±
0.75, 4.75±0.52), 治疗组上述指标表达(1.98±
0.33, 1.75±0.32, 1.64±0.27)呈下降趋势, 有统
计学意义, 无剂量依赖性关系. 

结论: 温肾降浊化瘀方药可能通过介导CD14/
TLR-4-NF-κB通路相关指标表达, 发挥防治
UC的效应. 

关键词: 溃疡性结肠炎; CD14/TLR-4-NF-κB通路; 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是指结肠黏

膜及黏膜下层的非特异性炎症, 病变好发于直

肠、乙状结肠. 因其病因未明, 目前尚缺乏有效

的针对性治疗药物, 临床治疗以缓解症状为主. 
大量文献研究表明, UC炎症的反复发作、病程

迁延导致散发性结肠癌风险成倍增加, 如何有

效控制UC炎症的发生、发展是值得深入研究

的科学命题[1-3]. 先天固有免疫-模式识别在UC发
生、发展中具有重要地位, 经由CD14/TLR4信
号调控NF-κB活化, NF-κB在调节涉及黏膜炎症

反应的基因中起核心作用, 亦被认为在慢性炎

症相关的恶性病变中具有关键作用[4,5]. 祖国医

学依据UC的发病特点, 将之归属于“休息痢”

范畴, 病久及肾, 脾肾阳虚, 气血运行不畅而致

痰瘀内阻, 痰浊瘀血贯穿疾病始终, 由此, 本文

在中医药理论指导下, 临床上采用温肾降浊化

瘀之方药治疗UC, 疗效显著. 现结合现代医学

研究进展, 观察温肾降浊化瘀类方药对UC小鼠

CD14/TLR4-NF-κB通路中相关指标的影响, 探
讨温肾降浊化瘀方防治UC的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物为Balb/c小鼠60只, ♂, SPF级, 
5周龄, 购自广西医科大学医学实验动物中心; 
葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium salt, DSS)
购自美国Sigma公司; 甲醛、无水乙醇购自广州

国药集团; PBS、0.9%生理盐水、10%水合氯醛

购自广州科宏生物技术公司; CD14、TLR-4、
NF-κBp65一抗购自武汉博士德生物有限公司; 
液氮由广西医科大学提供; 二甲苯、Ha r r i s苏
木精液、伊红染色液、1%盐酸酒精等; 手术器

械、研钵、直灌胃针、金属夹、石蜡油、一次

性注射器; 0.5 mL及1.5 mL Eppendorf管购自美

国AEGEN公司. TP1020自动脱水机、RM2135 
Leica切片机、HI1210 Leica摊片机、HI1220 
Leica烘片机、EG1160Leica自动包埋机等. 温肾

降浊化瘀中药组方为补骨脂15 g、肉豆蔻12 g、
当归12 g、吴茱萸10 g、黄连6 g、白术10 g、人

参15 g、水蛭10 g、三七10 g、炙甘草6 g. 用蒸馏

水煎成健脾清热活血中药药液, 浓缩配制成1 g原
生药/1 mL的药液, 过滤分装4 ℃保存备用. 
1.2 方法

1.2.1 造模方法: 参照文献报道[6], 取5周龄♂Balb/c
小鼠60只, 适应性喂养1 wk后, 按体质量随机分

为模型组、治疗组(低、中、高剂量组)、正常

组, 每组12只. 除正常组, 其余各组在小鼠饮用

水中添加5%DSS(浓度为50 g/L), 连续自由饮用

4 wk. 自第4周末起, 模型组给予等剂量生理盐水

灌胃4 wk, 治疗组分别按成人用药量的3、6、12
倍给药, 即5.3 g/kg、10.6 g/kg、21.2 g/kg(实验动

物与人按体表面积比等效剂量换算比率, 将每天

剂量折算成小鼠等效剂量作为中剂量组用量: 小
鼠用量 = 人每日口服生药量×0.0026/0.02 kg = 
66 g×0.0026/0.02 kg = 8.58 g/kg), 药物用蒸馏水

配成530 g/L、1 060 g/L、2 120 g/L, 小鼠灌胃给

药体积为0.4 mL/10 g[7], 观察各组小鼠毛发、体

质量、耗食、大便、耗水及死亡等变化. 
1.2.2 标本采集: 全部小鼠第8周末脱椎处死, 迅
速剖取全部结肠(从回盲瓣至肛门), 选择性取材

(挑取溃疡或糜烂最明显处病变肠段)沿纵轴切

开, 分为2部分, 首先将第1部分用生理盐水迅速
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■创新盘点
本研究应用现代
分子生物学技术, 
从C D 1 4 / T L R 4 -
NF-κB通路介导
UC角度 ,  探讨温
肾降浊化瘀汤干
预UC的研究 ,  与
同类研究相比具
有理论的创新性.

冲净后, 置于标本体积10倍以上的40 g/L甲醛溶

液中固定, 剩余部分置于液氮保存, 备测. 
1.2.3 结肠病理改变情况的观察: 将已用40 g/L中
性甲醛固定好的小鼠结肠取出, 然后切取病变

处, 经用流水冲洗, 放入生物脱水机进行逐级脱

水、透明、浸蜡、石蜡包埋切片4 μm, 常规HE
染色, 封片, 光镜下观察结肠黏膜组织形态学变

化情况, 参照DAI指数评分[8]. 
1.2.4 结肠CD14、TLR4、NF-κBp65蛋白表

达: 应用免疫组织化学SABC法, 检测CD14、
TLR4、NF-κBp65蛋白表达. 具体步骤严格按照

试剂说明书进行操作, 以PBS代替一抗为阴性对

照, 采用Image pro plus 4.0软件进行图像分析. 
1.2.5 结肠CD14、TLR4、NF-κBp65 mRNA表

达: 应用实时荧光定量PCR法(Real-time PCR), 
以GAPDH为内参, 检测结肠CD14、TLR4、NF-
κBp65的mRNA表达. 具体步骤: 组织总RNA提

取-Primer5.0软件设计引物-逆转录cDNA-Real 
time PCR反应体系扩增-目的基因相对mRNA表

达水平的计算分析. CD14、TLR4、NF-κBp65
引物序列见表1. 

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 用
SPSS11.5 for Windows软件进行数据处理与分

析. One-way ANOVA进行各组间方差分析, 方差

齐同时用LSD法, 方差不齐时用Tambane'S T2法, 
P <0.05为有统计学意义. 检验水准为α = 0.05. 

2  结果

2.1 小鼠结肠黏膜光镜下病理变化 正常组: 结肠

黏膜未见明显异常; 模型组: 黏膜上皮脱落、溃

疡形成多且大, 黏膜充血肿胀, 大量中性粒细胞

浸润; 低剂量组: 黏膜上皮脱落, 糜烂, 少量中性

粒细胞浸润; 中剂量组: 黏膜充血、水肿, 淋巴

细胞浸润明显, 未见溃疡形成; 高剂量组: 黏膜

上皮脱落, 充血、水肿, 未见明显溃疡. 初步表

明温肾降浊化瘀方药具有缓解小鼠UC的效应, 
以中剂量及高剂量组疗效明显(表2). 
2.2 小鼠结肠CD14、TLR4、NF-κBp65蛋白表

达变化 模型组CD14、TLR4、NF-κBp65阳性

细胞表达均呈上升趋势; 治疗组CD14、TLR4、
NF-κBp65阳性表达减少, 与模型组比较, 有统计

学差异(P <0.05). 这说明, CD14/TLR4-NF-κB通
路高表达, 先天固有免疫-模式识别过度反应, 致
炎症放大, 加重结肠黏膜组织损伤, 调控CD14/
TLR4-NF-κB通路中相关指标表达可能是温肾

降浊化瘀方药作用所在(表3). 
2.3 小鼠结肠CD14、TLR4、NF-κBp65 mRNA
表达变化 模型组C D14、T L R4、N F-κ B p65 
mRNA表达呈上升趋势; 治疗组CD14、TLR4、
NF-κBp65 mRNA表达呈下降趋势, 经比较有统

计学差异(P <0.05). 这说明, UC存在CD14/TLR4-
NF-κB通路过度激活, 下游靶基因NF-κBp65高
转录的特点, 导致炎症反复发作, 温肾降浊化瘀

类方药可能干预上述靶点, 发挥治疗效应(表4). 

3  讨论

祖国医学虽无“U C”病名, 但依据其临床特

点, 将之归属于“休息痢”范畴[9], 该病初病在

大肠, 与肝脾相关, 病久及肾, 痰浊瘀血贯穿疾

病始终, 笔者结合自身临床经验, 以温肾降浊化

瘀为治疗大法, 临床证实该法具有缓解UC患者

临床症状的效用. 温肾降浊化瘀方以四神丸为

基本方化裁, 方中以补骨脂辛苦大温, 能补相火

以通君火, 火旺乃能生土; 肉豆蔻辛温能行气消

食, 暖胃固肠, 五味咸能补肾, 酸能涩精; 吴茱萸

辛热除湿燥脾, 能入少引厥阴气分而补火; 黄连

清热解毒除余邪, 又防温燥太过; 当归、水蛭、

三七活血化瘀、降浊生新; 人参、白术、甘草

表  1  小鼠结肠CD14、TLR4、NF-κBp65引物序列

     基因                            上游引物                              下游引物 扩增长度(bp)

CD14 5'-TAC AGG GAT CCG GGT GGT AA-3' 5'-GCC GAG GCA AGA ACA AAG AA-3'        142

TLR4 5'-CAA GCC TTT CAG GGA ATT AAG C-3' 5'-TGG ACG TGT AAA CCA GCC AG-3'        107

NF-κBp65 5'-ACT TGA ATG CAG TGC GCC TC-3' 5'-GGG CCC GGT TAT CAA AAA TC-3'        108

GAPDH 5'-CGT GTT CCT ACC CCC AAT GT-3' 5'-TGT CAT CAT ACT TGG CAG GTT TCT-3'          73

表  2  结肠黏膜损伤评分统计 (n  = 12, mean±SD)

     分组     肉眼损伤评分     光镜损伤评分

正常组              0a               0a

模型组      7.36±0.27       4.45±0.20

低剂量组      3.58±0.37c       2.78±0.57c

中剂量组      3.46±0.45c       2.54±0.41c

高剂量组      3.25±0.32c       2.31±0.22c

aP<0.05 vs  治疗组; cP<0.05 vs  模型组.
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■应用要点
本研究结果初步
提 示 ,  温 肾 降 浊
化瘀汤可能通过
干预CD14/TLR4-
NF-κB通路相关
指标变化, 发挥防
治UC的效应 ,  值
得临床进一步推
广验证, 有较好的
应用价值.

健脾除湿化痰, 全方共奏温肾降浊, 化瘀止泻之

功. 课题组基于上述研究基础, 从CD14/TLR4信
号通路角度, 探讨温肾降浊化瘀方防治UC的可

能机制及其靶点.  
本研究结果发现, 温肾降浊化瘀类中药复方

具有明确防治UC的效应, 以中剂量疗效最为明

显. 模型组结肠黏膜CD14/TLR4-NF-κB通路中

相关指标如CD14、TLR4、NF-κBp65表达增多, 
各治疗组CD14、TLR4、NF-κBp65表达较模型

组相比, 呈下降变化. 由此推测, 温肾降浊化瘀

类方药可能通过介导CD14/TLR4-NF-κB通路

中相关指标表达, 从而发挥防治UC效应. CD14/
TLR4信号通路是介导内毒素诱导的炎性反应

的最重要的通路[8]. CD14基因位于5q13.1, 其表

达产物是CD14分子, 他是一种LPS受体, 与LPS
有较高的亲和力, 在哺乳动物体内以两种形式

存在: 表达于髓样细胞表面的膜CD14(mCD14)
和血清中的可溶性CD14(sCD14) , 其中sCD14占
CD14分子总量的99%[10]. mCD14通过糖基化磷

脂酰肌醇锚定在髓样细胞, 如单核巨噬细胞膜

的外侧. sCD14游离于血清中, 无糖基化磷脂酰

肌醇结构, 可将LPS信号输送至缺乏mCD14的
细胞如内皮细胞和上皮细胞表面, 与TLR4结合, 
再将信号转导到细胞内. 在LBP/CD14存在的条

件下, 极微量的LPS即可诱发炎症因子释放, 而
敲除LBP/CD14或拮抗LBP/CD14则可显著抑制

LPS的致炎效应[11,12]. 
研究发现, 先天固有免疫-模式识别在UC

发生、发展中占据重要地位[13-15]. UC因炎症反

复刺激, 经由信号调控NF-κB活化, NF-κBp65在
调节涉及黏膜炎症反应的基因中起核心作用, 
CD14/TLR4-NF-κB信号通路高度激活, 促进炎

症因子如NF-κBp65大量释放, 加重靶器官结肠

组织损伤, 因此调控UC患者CD14/TLR4-NF-κB
信号通路及其下游促炎症因子释放, 将是有望

成为防治UC重要靶点. 
总之, 本文认为CD14/TLR4-NF-κB信号通

路过度激活在UC的发病中可能占据重要地位, 
下一步我们将应用m icroRNA技术阻断该信号

通路, 从整体动物实验和离体细胞实验2个层面, 
对温肾降浊化瘀方的作用机制深入分析.  
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具有一定的创新
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