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■背景资料
徐长卿相关临床
和实验研究及其
主要成分丹皮酚
抗炎、抗氧化和
调节免疫等方面
的药理机制, 提示
徐长卿治疗炎症
性肠病(IBD)可能
有较好的治疗效
果. 本实验旨在采
用2,4,6-三硝基苯
磺酸(2,4,6-TNBS)
诱发大鼠 I B D模
型, 观察徐长卿对
大鼠一般情况、
结肠黏膜大体形
态和组织病理表
现及肿瘤坏死因
子(TNF)-α、白介
素(IL)-1β和IL-10
水平的影响, 以探
讨其对 I B D的作
用及机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of radix cynanchi 
paniculati in the treatment of 2,4,6-trinitroben-
zenesulfonic acid (TNBS)-induced colitis in rats.

METHODS: Forty male Sprague-Dawley (SD) 

rats were randomly divided into four groups: 
control group, model group, radix cynanchi 
paniculati group, and balsalazide group. Experi-
mental colitis was induced in rats by intragastric 
administration of TNBS. Rats in the radix cy-
nanchi paniculati and balsalazide groups were 
treated by gavage with radix cynanchi paniculati 
(4 g/kg) or balsalazide (1 g/kg) for ten consecu-
tive days following TNBS administration. After 
treatment, general status, macroscopic lesions 
and histological injuries were observed, and 
serum levels of cytokines, including interleukin 
(IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α and lL-10 
were determined by enzyme-linked immunosor-
bant assay (ELISA). 

RESULTS: Body weight was improved in rats 
of the two treatment groups, but there was no 
statistical difference in body weight between 
the treatment groups and model group. Disease 
activity index (DAI) was significantly lower 
in the two treatment groups than in the model 
group (0.70 ± 1.06, 0.67 ± 0.71 vs 2.38 ± 1.51, both 
P < 0.05). Both radix cynanchi paniculati and 
balsalazide could improve colonic macroscopic 
morphology and pathohistology compared to 
the model group (1.05 ± 0.83, 1.06 ± 0.85 vs 2.94 ± 
0.94; 1.65 ± 1.67, 2.00 ± 1.80 vs 6.00 ± 1.67, all P < 
0.01). Serum levels of TNF-α and IL-1β were sig-
nificantly lower in the radix cynanchi paniculati 
group than in the model group (both P < 0.01), 
but there was no statistical difference in IL-10 
level between the two groups. Serum levels of 
TNF-α, IL-1β and IL-10 were significantly lower 
in the balsalazide group than in the model group 
(all P < 0.01). 

CONCLUSION: Radix cynanchi paniculati could 
effectively ameliorate TNBS-induced colitis in 
rats possibly via mechanisms associated with 
altering the levels of cytokines.

Key Words: Radix cynanchi paniculati; 2,4,6-trini-
trobenzenesulfonic acid; Colitis; Cytokine
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■研发前沿
徐长卿能有效改
善TNBS/乙醇法
诱导的大鼠结肠
炎 ,  其 机 制 可 能
与降低TNF-α、
IL-1β水平有关 , 
其对IL-10水平无
明 显 影 响 ,  原 因
有待进一步研究.

摘要

目的:  探讨徐长卿对2 ,4 ,6 -三硝基苯磺酸
(trinitrobenzenesulfonic acid, TNBS)诱导的大
鼠结肠炎的作用.  

方法: 将40只♂SD大鼠随机分为4组: 正常组、

模型组、徐长卿组和巴柳氮组. 除正常组外, 
其余3组大鼠均以TNBS灌肠造模. 灌肠24 h后, 
徐长卿组开始每天给予徐长卿4 g/kg; 巴柳氮
组给予巴柳氮钠1 g/kg灌胃治疗10 d. 每天观察
大鼠一般情况, 给药结束后, 观察大鼠结肠大
体损伤及病理, 酵素免疫分析法(enzyme-linked 
immunosorbant assay, ELISA)检测肠组织肿瘤
坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)-α、白介
素(interleukin, IL)-1β及IL-10水平.  

结果: 两治疗组体质量较模型组增加, 但差异
无统计学意义; 两治疗组疾病活动指数(disea-
se activity index, DAI)评分较模型组明显下降
(0.70±1.06, 0.67±0.71 vs  2.38±1.51, P<0.05). 
徐长卿组、巴柳氮组结肠大体损伤及病理
评分较模型组显著下降(1.05±0.83, 1.06±
0.85 vs  2.94±0.94; 1.65±1.67, 2.00±1.80 vs  
6.00±1.67, 均P <0.01). 徐长卿组较模型组
TNF-α、IL-1β水平明显降低(P<0.01), IL-10水
平无统计学差异. 巴柳氮组较模型组TNF-α、
IL-1β、IL-10水平均明显降低(P<0.01). 

结论: 徐长卿能有效改善TNBS诱导的大鼠结
肠炎, 其机制可能与调节细胞因子水平有关.  

关键词: 徐长卿; 2,4,6-三硝基苯磺酸; 结肠炎; 细

胞因子
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种病因尚不十分清楚的慢性非特异性肠道炎

症性疾病. 细胞因子的紊乱被视为IBD的一个重

要发病机制[1]. 徐长卿相关临床和实验研究, 及
其主要成分丹皮酚抗炎、抗氧化和调节免疫等

方面的药理机制, 提示徐长卿治疗IBD可能有较

好的治疗效果. 本实验旨在采用2,4,6-三硝基苯

磺酸(2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid, TNBS)诱
发大鼠IBD模型, 观察徐长卿对大鼠一般情况、

结肠黏膜大体形态和组织病理表现及肿瘤坏死

因子(tumor necrosis factor, TNF)-α、白介素(in-
terleukin, IL)-1β和IL-10水平的影响, 以探讨其对

IBD的作用及机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂SD大鼠40只, 体质量202 g
±5 g, 由江苏省中医院药理实验室实验动物中

心提供; 中药饮片徐长卿由南京中医药大学附

属医院中药房提供; 巴柳氮钠片, 规格: 0.5 g/片, 
山西安特生物制药股份有限公司生产, 国药准

字H20041706; 5%TNBS由美国Sigma公司生产, 
批号为080M5000, 购自上海Sigma-Aldrich生物

技术有限公司; 10%水合氯醛由国药集团化学

试剂有限公司生产, 批号为20090922; 无水乙醇: 
南京宁试化学试剂有限公司, 批号为20100118; 
大鼠TNF-α、IL-1β、IL-10酶联免疫检测试剂

盒为美国R&D公司产品 ,  由上海朗顿生物科

技有限公司进口分装; 电子秤(型号为MODEL 
DS-671)为上海寺冈电子有限公司产品; 电子分

析天平(型号为FA1004)为上海精密科学仪器有

限公司产品; 酶标仪(型号: SUNRISE)为瑞士TE-
CAN公司产品; 恒温箱(型号: HPX-9052MBE)
为上海博迅实业有限公司医疗设备厂产品; 低
温冷冻离心机(型号为Labofuge 400R)为Thermo 
electron公司产品.  
1.2 方法

1.2.1 药物配制: 称取中药饮片徐长卿80 g, 用蒸

馏水浸泡于1 000 mL烧杯中2 h后, 分煎3次, 合
并3次煎液, 加热浓缩至200 mL, 过滤去渣, 密封

保存在4 ℃冰箱. 生药浓度为0.4 g/mL. 巴柳氮钠

片用时用研钵研成细末, 用双蒸水配成药物浓

度为0.1 g/mL的水溶液.  
1.2.2 分组、造模及给药: 40只大鼠随机分成4
组: 正常组、模型组、徐长卿组和巴柳氮组, 每
组10只[2], 除正常组外, 其余30只大鼠禁食不禁水

24 h, 10%水合氯醛(0.3 mL/kg)腹腔注射麻醉后, 
用大鼠灌胃针管由肛门轻缓插入约8 cm, 缓慢推

入造模液(100 mg/kg TNBS+50%乙醇0.25 mL), 并
保持倒立30 s后, 仰卧归笼. 正常组给予相应体

积的生理盐水灌肠. 灌肠24 h后, 正常组及模型

组每天给予生理盐水10 mL/kg灌胃, 徐长卿组给

予徐长卿水煎液10 mL/kg(即徐长卿4 g/kg, 大鼠

给药量为成人临床剂量25倍)灌胃, 巴柳氮组给予

巴柳氮钠水溶液10 mL/kg(即巴柳氮钠1 g/kg, 大
鼠给药量为成人临床剂量10倍)灌胃, 连续10 d.  
1.2.3 取材: 灌胃结束后, 所有动物禁食24 h, 脱
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■相关报道
D'Arienzo等通过
调查发现 I B D 患
者常同时患有过
敏 性 疾 病 ,  尤 其
嗜酸性粒细胞增
多症及Ⅰ型变态
反应. 而Engkilde
等通过调查发现
I B D 患者常同时
患有接触性皮炎
(一种迟发型超敏
反应). 由于IBD患
者肠壁存在迟发
型超敏反应相关
细胞, Wilders等认
为迟发型超敏反
应在 I B D 中起一
定作用. Raithel等
的临床经验提示: 
I B D 患者常规治
疗无效时, 抗过敏
治疗可能有效.

颈椎处死, 迅速取出结肠, 沿肠系膜缘剪开肠腔, 
用等渗生理盐水漂洗肠组织, 将其平铺于冰盘

上, 肉眼观察结肠大体形态. 取结肠病变最严重

处, 一部分置4%甲醛中固定后, 石蜡包埋, 切片, 
HE染色, 光镜下观察组织病理学情况, 另一部分

用于TNF-α、IL-1β、IL-10水平的检测.  
1.2.4 一般情况观察: 每天观察大鼠体质量、大

便情况(大便性状、血便等)、进食量、精神状

态、皮毛变化和活动情况等. 并根据给药结束

后大鼠体质量变化(较实验开始时体质量变化百

分比)、大便性状和血便情况, 参照Cooper[3]方法

进行DAI评分并稍作修改. 体质量下降: 无, 0分; 
1%-5%, 1分; 5-10, 2分; 10-15, 3分; ＞15, 4分. 大
便性状: 正常大便, 0分; 稀糊便, 2分; 水样便, 4
分. 血便: 无肉眼血便, 0分; 肉眼血便, 4分.  
1.2.5 结肠大体形态损伤观察: 观察结肠充血、

溃疡和肠壁增厚情况, 参照文献[4]进行结肠大

体形态损伤评分. 无损伤, 0分; 充血但无溃疡, 1
分; 充血且肠壁变厚, 但无溃疡, 2分; 有1处溃疡

但无肠壁增厚, 3分; 有2处或2处以上溃疡/炎症, 
4分; 有2处或2处以上大溃疡和炎症或有1处溃

疡和炎症沿结肠纵轴超过1 cm, 5分; 沿结肠纵轴

损伤超过2 cm以上, 每超过1 cm增加1分, 6-10分.  
1.2.6 结肠组织病理学检查: 光镜下观察结肠组织

病理学改变, 参照文献[5]进行结肠组织病理学评

分. 上皮细胞: 正常形态, 0分; 有杯状细胞丢失, 1
分; 杯状细胞大面积丢失, 2分; 隐窝细胞丢失, 3
分; 隐窝细胞大面积丢失, 4分. 炎症细胞浸润: 没
有浸润, 0分; 浸润在隐窝基底层, 1分; 浸润到达

黏膜肌层, 2分; 浸润深入到黏膜肌层, 伴随黏膜

增厚和明显水肿, 3分; 浸润到达黏膜下层, 4分.  
1.2.7 结肠组织TNF-α、IL-1β、IL-10水平检测: 
每只称取结肠组织200 mg, 放入试管, 再加9倍
体积冰冷PBS缓冲液(pH 7.4)冰浴匀浆, 融冻2次, 
低温离心机4 ℃ 3 000 r/min离心10 min, 取上清, 
采用双抗体夹心ELISA法检测上清TNF-α、IL-
1β、IL-10的水平.  

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 符
合正态分布者, 多组间比较采用单因素方差分

析, 不符合正态分布者, 组间比较采用独立样本

的Wilcoxon秩和检验. P <0.05为差异有统计学意

义, P <0.01为差异有显著统计学意义, 统计软件

采用SPSS10.0 for Windows.  

2  结果

2.1 一般情况 正常组大鼠反应灵敏, 毛发有光

泽, 饮食正常, 无腹泻及便血. 经TNBS灌肠苏醒

后的大鼠, 精神萎靡, 少动, 毛发杂乱无光泽, 饮
食量减少, 出现不同程度的腹泻及便血. 经药物

干预后的大鼠精神逐渐好转, 饮食量、体质量

逐渐恢复, 大部分大鼠大便渐成形, 部分大鼠烂

便持续至处死前. 处死前所有造模组大鼠体质

量显著低于正常组(P <0.01), 模型组低于其他造

模组, 但各造模组间差异无统计学意义. 所有造

模组大鼠DAI评分明显高于正常组(P <0.05), 模
型组明显高于其他造模组(P <0.05), 但两治疗组

间差异无统计学意义(表1).  
2.2 结肠大体形态损伤评分 正常组大鼠结肠大

体形态正常, 皱襞纹理清晰, 肠壁不增厚, 无粘

连, 黏膜未见充血、糜烂及溃疡. 模型组大鼠可

见肠道粘连, 肠管积气积粪, 肠壁增厚, 皱褶消

失, 肠黏膜广泛充血水肿并可见明显的溃疡灶. 
经药物干预后, 徐长卿组、巴柳氮组大鼠结肠

病变明显减轻, 肠壁无增厚, 皱褶基本正常, 肠
黏膜无明显糜烂、溃疡, 仅局部见充血、水肿. 
所有造模组大鼠结肠大体形态评分显著高于正

常组(P <0.01), 徐长卿组、巴柳氮组较模型组显

著下降(P <0.01), 但两治疗组间差异无统计学意

义(表2). 
2.3 结肠组织病理学评分 正常组大鼠结肠组织

镜下观察组织形态正常, 结肠壁各层结构清晰, 
未见水肿、糜烂及溃疡形成, 间质少量淋巴细

胞浸润. 模型组大鼠结肠组织可见黏膜层、黏

表  1  各组大鼠体质量、DAI评分 (n  = 10, mean±SD)

     分组    体质量(g)    DAI评分

正常组 280.00±7.45 0

模型组 200.00±13.09a 2.38±1.51b

徐长卿组 224.00±23.78a 0.70±1.06bc

巴柳氮组 227.78±25.51a 0.67±0.71bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  2  各组大鼠结肠大体形态损伤及组织病理学评分
(n  = 10, mean±SD)

     分组 大体形态评分  病理学评分

正常组 0 0

模型组 2.94 ± 0.94b 6.00 ± 1.67b

徐长卿组 1.05 ± 0.83bd 1.65 ± 1.67bd

巴柳氮组 1.06 ± 0.85bd 2.00 ± 1.80bd

bP<0.01 vs 正常组; dP<0.01 vs  模型组.
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■应用要点
本研究显示, 用徐
长卿治疗后结肠
炎大鼠一般情况
逐渐改善, 精神逐
渐好转, 饮食量、
体质量逐渐恢复, 
大便渐成形, 结肠
大体形态及组织
病理损伤均基本
修复, 其疗效与巴
柳氮钠相当.

膜下层广泛溃疡形成, 大量中性粒细胞、淋巴

细胞等炎性细胞浸润, 腺体破坏, 结构紊乱, 杯
状细胞减少, 隐窝结构扭曲, 隐窝炎症及脓肿形

成. 经药物干预后, 徐长卿组、巴柳氮组大鼠结

肠组织可见病变明显减轻, 溃疡愈合, 隐窝脓肿

消失, 充血水肿明显减轻, 炎性细胞浸润明显减

少. 所有造模组大鼠结肠组织病理学评分显著

高于正常组(P <0.01), 徐长卿组、巴柳氮组较模

型组显著下降(P <0.01), 但两治疗组间差异无统

计学意义(表2, 图1).  
2.4 结肠组织肿瘤坏死因子α、白介素1β和白

介素10水平 与正常组相比, 模型组大鼠结肠组

织促炎细胞因子TNF-α、IL-1β水平显著升高

(P <0.01), 两治疗组无统计学意义. 与模型组相

比, 两治疗组大鼠结肠组织TNF-α、IL-1β水平

显著下降(P <0.01). 两治疗组间差异无统计学

意义(表3). 与正常组相比, 模型组、徐长卿组

大鼠结肠组织抗炎细胞因子IL-10水平显著升

高(P <0.01), 巴柳氮组无统计学意义. 与模型组

比较, 巴柳氮组大鼠结肠组织I L-10水平显著

下降(P <0.01), 徐长卿组无统计学意义. 徐长卿

组大鼠结肠组织IL-10水平显著高于巴柳氮组

(P <0.01)(表3).  

3  讨论

IBD病因及发病机制尚未完全明确. 目前认为与

环境、遗传、肠道菌群和免疫因素等有关, 其
中肠道黏膜免疫系统异常反应所导致的炎症反

应在IBD发病中起重要作用, 微血栓的形成亦为

其重要机制. 此外, D'Arienzo等[6]通过调查发现

IBD患者常同时患有过敏性疾病, 尤其嗜酸性粒

细胞增多症及Ⅰ型变态反应. 而Engkilde等[7]通

过调查发现IBD患者常同时患有接触性皮炎(一
种迟发型超敏反应). 由于IBD患者肠壁存在迟

发型超敏反应相关细胞, Wilders等[8]认为迟发

型超敏反应在IBD中起一定作用. Raithel等[9]的

临床经验提示: IBD患者常规治疗无效时, 抗过

敏治疗可能有效. 因此, Kang等[10]认为IgE介导

A B

C D

图  1  各组大鼠结肠
组织病理图片(HE×
100). A: 正常组; B: 模

型组; C: 徐长卿组; 

D: 巴柳氮组.

表  3  各组大鼠结肠组织细胞因子水平 (n  = 10, mean±SD, ng/L)

     分组         TNF-α            IL-1β          IL-10

正常组 480.47±117.23   55.51±13.08 214.98±28.14

模型组 720.06±199.36b 116.77±13.20b 334.36±53.85b

徐长卿组 521.37±142.67d   49.77±16.81d 323.30±46.68b

巴柳氮组 473.90±156.58d   52.49±14.00d 216.89±37.32d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs 模型组. TNF-α: 肿瘤坏死因子α; IL-1β: 白介素1β; IL-10: 白介素10.
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的超敏反应为IBD的一个病机. 而Brandtzaeg[11]

认为IBD由机体对肠道共生菌产生超敏反应引

发. MacDonald等[12]认为IBD是抗体介导的超敏

反应. 另Kim等[13]提出通过TNBS给大鼠、小鼠

或兔灌肠可引起迟发型超敏反应, 诱发结肠炎. 
IBD猝然发作(或复发)而肠鸣、腹痛、下利有血

的临床表现, 提示肠中有“风”.  
而徐长卿有祛风止痛的功效, 相关报道表

明, 以徐长卿为主的中药复方能有效治疗IBD患

者和动物模型[14-17]. 徐长卿的主要成分丹皮酚

能改善TNBS诱导的结肠炎小鼠的体质量、结

肠长度及组织学, 减少髓过氧化物酶(myeloper-
oxidase, MPO)及诱生型一氧化氮合酶(inducible 
nitric oxide synthase, iNOS)[18]. 丹皮酚能抑制肥

大细胞脱颗粒, 抑制IgE诱发的过敏反应[19]; 抑
制单一核细胞、多形核细胞的浸润, 抑制补体

活性, 而抑制Ⅱ、Ⅲ型变态反应, 抑制由颗粒性

抗原、可溶性抗原和半抗原诱导的迟发型超敏

反应(delayed type hypersensitivity, DTH). 另外, 
丹皮酚能抗组胺、5-羟色胺、缓激肽, 调节花

生四烯酸的代谢, 清除自由基; 能升高前列腺素

I2(Prostaglandin I2, PGI2)、一氧化氮含量和降

低内皮素(endothelin, ET)水平, 使血栓素(throm-
boxane, TXA2)/PGI2比值降低, 保护动脉内皮细

胞功能; 抑制脂质过氧化, 清除超氧离子自由基, 
抑制醛糖还原酶活性, 保护静脉内皮细胞; 降低

全血表观黏度, 使红细胞压积降低, 同时降低红

细胞聚集性和血小板黏附性, 使红细胞的变形

能力显著增强[20]. TNBS诱导的结肠炎模型常为

国内外学者用于IBD的研究[2]. 本研究显示, 用徐

长卿治疗后结肠炎大鼠一般情况逐渐改善, 精
神逐渐好转, 饮食量、体质量逐渐恢复, 大便渐

成形, 结肠大体形态及组织病理损伤均基本修

复, 其疗效与巴柳氮钠相当.  
促炎细胞因子(如IL-1β、TNF-α、IL-6、

IFN-γ等)与抗炎细胞因子(如IL-10、TGF-β等)之
间的平衡失调被视为IBD的一个重要发病机制[1]. 
IL-l通过上调免疫因子和促炎症活性而发挥作

用; TNF-α可使中性粒细胞聚集, 上调内皮细胞

黏附分子水平. 本实验结果显示, 模型组大鼠结

肠组织TNF-α、IL-1β水平明显高于正常组, 经
徐长卿治疗后TNF-α、IL-1β水平均明显下降. 
IL-10通过抑制激活的单核细胞、巨噬细胞、

粒细胞和T细胞发挥有效功能. 其在溃疡性结

肠炎(ulcerative colitis, UC)和/或克罗恩病(crohn 
disease, CD)患者血清、结肠黏膜中的表达水

平, 研究者们有不同的试验结果[21-24]. 对于TNBS
诱导的鼠结肠炎, Lü等[25]的实验表明结肠组织

IL-10水平降低, 蒋黎等[26]的研究表明IL-10水平

与正常组比较差异无统计学意义, Barada等[27]报

道IL-10水平升高. 本实验模型组结肠组织IL-10
水平显著高于正常组, 研究结果与Barada等[27]一

致, 考虑IL-10可能存在相对不足[21]. 经巴柳氮治

疗后, IL-10显著下降, 但徐长卿亦能明显降低促

炎因子TNF-α、IL-1β水平, 抗炎因子IL-10却无

明显降低, 因此, IBD中IL-10的表达水平尚需进

一步的研究.  
总之, 徐长卿能有效改善TNBS/乙醇法诱导

的大鼠结肠炎, 其机制可能与降低TNF-α、IL-
1β水平有关, 其对IL-10水平无明显影响, 原因有

待进一步研究. 另外多大剂量效果最为明显也

有待进一步研究.  
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