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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
Carthamus Tinctorius Injection (CTI) against 
ulcerative colitis (UC) induced with 2,4,6-trini-
trobenzene sulfonic acid (TNBS) in rats and to 
explore the possible mechanisms involved.

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into a treatment group, a model 
group, and a normal control group (n = 10 for 
each group). UC was induced with TNBS in rats 
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红花注射液对溃疡性结肠炎大鼠IL-4和IL-1β表达的影响

原 皓, 赵雪曼, 原子英, 王鹤鸣, 赵文花

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种慢性
炎 症 性 肠 病 ,  往
往需终生服药治
疗 ,  传 统 治 疗 药
物疗效好但不良
反 应 大 ,  因 此 寻
找不良反应小的
治疗药物是研究
的热点之一 .  UC
病 变 处 除 炎 症
外 ,  还存在淤血 , 
微循环破坏、障
碍 ,  红 花 注 射 液
能改善微循环并
有 抗 炎 作 用 ,  推
测对UC应有治疗 
作用. 

in both the treatment group and model group. 
The treatment group was additionally treated 
with CTI. At the end of the treatment, colonic 
mucosal samples were taken to calculate disease 
activity index (DAI) and observe gross mor-
phology of the colon and tissue injury. Colonic 
mucosal pathological changes were observed 
by HE staining. The expression of interleukin-4 
(IL-4) and IL-1β mRNAs and proteins in colon 
tissue was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and immu-
nohistochemistry (IHC). 

RESULTS: Compared to the model group, the 
DAI and gross morphology and pathological 
changes in colon tissue were significantly im-
proved in the treatment group (all P < 0.05). The 
level of IL-4 in the treatment group was signifi-
cantly higher than that in the model group (P < 
0.05), but no differences was detected between 
the treatment group and control group. The level 
of IL-1β in treatment group and model group 
was significantly higher than that in control 
group (P < 0.05), but the level in treatment group 
was significantly lower than that in model group 
(P < 0.05). 

CONCLUSION: CTI treatment relieved TNBS-
induced colitis in rats possibly via mechanism 
associated with increasing IL-4 expression and 
decreasing IL-1β expression.

Key Words: Ulcerative colitis; Model; Therapeutic ef-
fects; Carthamus tinctorius injection; Interleukin-1β; 
Interleukin-4 
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摘要
目的: 观察红花注射液(injection of carthamus 
t i n c t o r i u s ,  I C T)对2,4 ,6-三硝基苯磺酸
(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)所
致大鼠溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的
治疗作用, 并通过观察ICT对大鼠结肠黏膜白
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■研发前沿
UC的发生主要与
遗传、免疫、环
境、精神等因素
有 关 ,  其 中 免 疫
因 素 可 导 致 U C
发病这一观点已
经得到人们广泛
认 可 ,  而 促 炎 细
胞因子与抗炎细
胞因子作为免疫
功能的重要组成
部 分 ,  逐 渐 成 为
人们研究的热点, 
研 究 表 明 ,  在 正
常 组 织 中 ,  两 者
长期保持动态平
衡 ,  而 这 种 平 衡
一 旦 被 打 破 ,  即
可导致肠黏膜免
疫 功 能 紊 乱 ,  进
而引发肠道炎症.

细胞介素-4(interleukin-4, IL-4)和白细胞介素
-1β(interleukin-1β, IL-1β)蛋白及mRNA表达的
影响, 初步探讨其治疗UC的作用机制.

方法: 30只Wistar大鼠随机分为实验组、模型
组和对照组3组, 每组各10只, 其中实验组和
模型组大鼠分别用TNBS灌肠, 以复制UC模
型, 同时实验组给予ICT干预治疗. 疗程结束
后, 观察疾病活动指数(disease activity index, 
DAI), 剖取大鼠8 cm结肠, 进行结肠大体形态
评分, 将标本进行HE染色, 并进行组织学损伤
评分; 采用免疫组织化学染色及RT-PCR检测
结肠IL-4和IL-1β蛋白及mRNA的表达.

结果: 实验组与模型组相比, UC大鼠的DAI、
结肠黏膜的大体形态及组织学损伤明显改善
(均P <0.05), 实验组IL-4蛋白及mRNA的表达
与正常对照组相比无显著性差异(P＞0.05), 与
模型组相比显著升高(P <0.05); 模型组及实验
组IL-1β蛋白及mRNA的表达较正常对照组显
著升高(P <0.05), 而实验组较模型组显著降低
(P <0.05).

结论: ICT对TNBS法诱导的大鼠UC有治疗作
用, 其机制可能是通过上调抗炎因子IL-4的释
放和抑制促炎细胞因子IL-1β的表达而起作用.

关键词: 溃疡性结肠炎; 模型; 疗效; 红花注射液; 白

介素1β; 白介素4
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种结肠

慢性非特异性炎症性疾病, 病程长, 常反复发作, 
病变多局限于黏膜及黏膜下层, 目前其确切发

病机制尚不清楚, 可能与免疫异常, 感染及遗传

等因素有关[1], 而免疫异常导致的促炎因子与抗

炎因子表达失衡在其发病机制中处于重要地位
[2,3]. 除此之外, 微血栓形成也是其重要的病理机

制之一[4,5]. 治疗UC的传统药物虽能在一定时间

内改善大多数患者的症状, 但长期使用的不良

反应较大[6,7]. 因此寻找不良反应小的药物意义

重大. 红花注射液(injection of carthamus tincto-
rius, ICT)为红花有效成分提取物, 研究表明ICT
不仅具有活血化瘀的作用, 多种成分还具有抗

炎作用[8], 因此推测ICT理应对UC有一定的治疗

作用. 本实验旨在观察ICT对大鼠UC的疗效, 并

初步探讨其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠, 体质量200 g±10 g(山
东中医药大学动物中心). 主要试剂: 2,4,6-三
硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, 
TNBS)(美国Sigma公司); ICT(亚宝药业, 批号: 
Z14020783); RT-PCR检测试剂盒(大连宝生物

工程有限公司); 兔抗大鼠IL-1β和IL-4多克隆抗

体、PV-6001超敏性免疫试剂盒、浓缩型DAB
试剂盒(ZLI-9032, 北京中杉金桥生物技术公司).
1.2 方法

1.2.1 分组与造模: 将30只健康Wistar大鼠适应

性饲养1 wk, 体质量达到200 g左右后随即分为

3组, 每组10只. 按照文献所述[9,10], 禁食不禁水

24 h后, 根据大鼠的体质量, 以50 mg/kg为标准, 
计算出治疗组和模型组大鼠灌肠所需混合药液

的用量, TNBS与无水乙醇以1∶1比例混匀, 将
导管经肛门缓慢插入约8 cm后, 将药液注入, 并
倒提大鼠30 min, 对照组大鼠则灌注等量生理盐

水, 常规饲养. 造模第1-10 d, 治疗组给予ICT, 以 
400 mg/(kg·d)为标准, 计算UC大鼠所需药量, 将
其稀释至2 mL, 注入腹膜腔, 同时对照组和模型

组给予生理盐水2 mL腹腔注射.
1.2.2 标本的制备: 造模第10天, 观察各组大鼠的

一般情况后, 用10%水合氯醛处死动物, 剖取距

肛门7-8 cm处结肠, 剪去一部分置冷生理盐水中

冲洗干净, 先放入液氮罐中, 再转移至-80 ℃冰

箱备用, 剩余部分沿纵轴剖开, 用冷生理盐水洗

净后置于滤纸上吸干, 放入4%多聚甲醛中固定.
1.2.3 结肠炎症的评价标准: 采用疾病活动指数

(disease activity index, DAI)、结肠大体形态及组

织学损伤评分来评价结肠炎症. (1)DAI评分[11,12]: 
造模10 d后,  综合大鼠体质量下降百分率 (体质

量不变为0分, 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)和大便带血情况(正常0分, 隐血

阳性为2分, 显性出血为4分)来进行积分; (2)大
体形态评分[13,14], 0分: 无损伤; 1分: 局部充血、

水肿, 但未出现溃疡; 2分: 有溃疡, 但没有明显

炎症; 3分: 有溃疡, 仅有一处出现炎症; 4分: 可
见多处溃疡及炎症, 但溃疡均<1 cm; 5分: 可见

多处溃疡及炎症, 且至少有一处溃疡>1 cm; (3)
组织学损伤评分[15,16], 将甲醛固定的组织用石蜡

包埋、切片(厚5 μm), 行HE染色, 镜下观察, 取
10个视野(×100)的平均评分: 黏膜糜烂、溃疡

伴显著炎性细胞浸润计4分, 固有层覆盖单层上

■相关报道
研究表明 ,  UC患
者多存在微循环
障碍及免疫功能
紊 乱 ,  红 花 注 射
液 ( I C T ) 作 为 中
药红花有效成分
的 提 取 物 ,  在 临
床上广泛应用于
血栓栓塞性疾病, 
近几年研究表明, 
其不但具有活血
化瘀、消肿止痛
的 作 用 ,  其 多 种
成分还具有抗炎
作 用 ,  且 不 良 反
应较小.
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■创新盘点
I C T 在 临 床 上 广
泛应用于治疗心
血管及血栓栓塞
性疾病 ,  UC除炎
症外还存在病变
处微循环破坏、
障 碍 ,  将 活 血 化
瘀的ICT用于UC
的治疗并观察其
对促炎因子IL-1β
及抑炎因子IL- 4
表达的影响从而
初步探讨其治疗 
机制.

皮伴轻度炎性细胞浸润计3分, 隐窝缺损2/3计
2分, 隐窝缺损1/3计1分, 正常结肠黏膜组织计 
0分.
1.2.4 免疫组织化学法检测IL-4和IL-1β蛋白的表

达: 按试剂盒说明书所述进行染色, 光镜下可见

阳性细胞的胞质和/或胞膜呈棕黄色. 染色完成

后, 每张切片随机选取5个高倍镜视野, 每个视

野分别计数200个细胞, 共1 000个, 之后计算阳

性细胞所占比率.
1.2.5 RT-PCR检测IL-4 mRNA、IL-1β mRNA
的相对表达: 从-80 ℃冰箱中取出备用组织, 提
取总R N A并检测其纯度和含量 ,  然后用其合

成cDNA, 并检测RT-PCR产物. IL-1β基因的

上游引物: 5'-GCCAACAAGTGGTATTCTC-
CAT-3', 下游引物: 5'-TCTTTCATCACACAG-
GACAGGT-3', 产物115 bp. IL-4基因上游引物: 
5'-TCACCCTGTTCTGCTTTCTCAT-3', 下游引

物: 5'-GAGTCCTTTTTCTGTGACCTG-3', 产物

111 bp. 扩增反应条件为: 95 ℃预变性30 s, 95 ℃ 
5 s, 60 ℃ 30 s, 共40个循环, 对扩增过程进行连

续荧光检测并计算Ct值. Ct值可反映DNA的拷

贝数, DNA拷贝数越高, 可检测到的荧光信号

循环数就越少, 所得Ct值就越小. 本实验用2-△△

Ct表示样品中目的基因mRNA的相对表达量, 以
比较各组大鼠结肠组织中IL-4 mRNA、IL-1β  
mRNA的表达情况.

统计学处理  实验数据用mean±SD表示, 采
用SPSS16.0软件进行统计学分析, 并对数据进

行单因素方差分析(one-way ANOVA)分析. 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 造模后的大鼠于1-2 d出现大

便变稀的情况, 严重者便中可见脓血, 肛周污秽, 
与正常组比较, 进食明显减少, 体质量减轻, 毛
干涩, 喜卧扎堆. 红花组上述症状较模型组轻.
2.2 大鼠结肠大体形态、DAI及组织学损伤评分 
肉眼见治疗组和模型组UC大鼠严重者肠腔内出

现血性分泌物, 轻者见肠壁明显增厚、黏膜充血

水肿、糜烂及溃疡形成, 镜下见结肠黏膜出现明

显的炎症细胞浸润, 两者与正常组相比, 大体形

态、DAI及组织学损伤评分均明显增高(P<0.05),
而治疗组与模型组相比, 其大体形态、DAI及组

织损伤评分均明显降低(P<0.05, 表1, 图1).
2.3 结肠组织IL-1β和IL-4蛋白的表达 IL-1β和

IL-4均以胞质和/或胞膜呈棕黄色为阳性, 实验

中可见, 模型组IL-1β蛋白的表达较高, 而对照组

IL-1β蛋白的表达较弱, 治疗组IL-1β蛋白的表达

仍高于对照组, 但较模型组显著降低(P<0.05, 图
2A-C), 说明ICT能抑制IL-1β的表达. 正常对照

组和治疗组的IL-4蛋白的表达差异不显著, 而模

型组IL-4蛋白的表达较对照组显著减低(P <0.05, 
表2, 图2D-F), 提示ICT能促进IL-4的表达.
2.4 结肠组织IL-1β mRNA和IL-4 mRNA的相对

表达 模型组及治疗组中IL-1β mRNA的相对表

达较对照组显著升高(P <0.05), 而治疗组IL-1β 

mRNA的相对表达较模型组显著降低(P <0.05), 
提示ICT能抑制IL-1β mRNA的表达. 模型组

IL-4 mRNA的表达较对照组及治疗组显著减

低(P <0.05, 表3), 而治疗组与正常对照组IL-4 
mRNA的表达较差异无显著性, 说明ICT促进了

IL-4 mRNA的表达.

3  讨论

UC是一种局限于黏膜及黏膜下层的慢性炎症性

表  1  各组大鼠DAI、大体形态及组织学损伤评分的测定
结果 (n  = 10, mean±SD)

     分组     DAI评分 大体形态评分 组织学损伤评分

治疗组 4.58±0.62ac  2.31±0.36ac    3.28±0.61ac

模型组 8.02±0.73a  5.98±0.53a    6.52±0.83a

对照组 0.88±0.27  0.28±0.17    0.63±0.12

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型组. DAI: 疾病活动指数.

表  2  各组大鼠肠组织IL- 1β和 IL- 4的表达 (n  = 10, 
mean±SD, %)

     分组        IL- 1β         IL- 4

治疗组 25.74±1.35ac  39.75±0.66c

模型组 34.51±2.91a  18.12±0.97 

对照组 16.84±0.92  38.65±0.62c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型组. IL: 白介素.

表  3  各组大鼠结肠组织IL-1β mRNA和IL-4 mRNA的相
对表达 (n  = 10, mean±SD)

     分组 IL- 1β mRNA   IL- 4 mRNA

治疗组 3.21±0.57ac 0.698±0.48c

模型组 8.32±0.76a 0.013±0.008

对照组 1.22±0.28   0.71±0.69c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型组. IL: 白介素.

■应用要点
经现代科学研究
证 实 ,  I C T 除 具
有抑制血小板聚
集、改善脑血管
及 冠 状 血 管 供
血、增加实验动
物对缺氧耐受性
等作用外, 其多种
成分还具有抗炎
作用, 本实验说明
ICT可调节抗炎因
子及抑炎因子之
间的平衡, 抑制炎
症反应, 且其不良
反应小, 将其用于
治疗UC值得进一
步研究.
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■名词解释
白细胞素-1(IL-1): 
包括IL-1α和IL-1β, 
二者与相同的受
体结合, 主要由单
核细胞产生, 能促
进免疫应答, 参与
炎症反应, 促进伤
口愈合, 刺激造血
功能, 引起发热等. 
白细胞介素-4(IL-
4): 是Ⅱ型辅助T
细胞细胞分泌的
细胞因子.白细胞
介素 -4的生物作
用, 包括刺激活化
B细胞和T细胞增
殖、 CD4+T细胞
分化成Ⅱ型辅助T
细胞, 他也在调节
体液免疫和适应
性免疫中起关键
作用, 还是一种重
要的抑炎因子.

疾病, 腹痛、腹泻、黏液脓血便是其最常见的

症状, 其病因及发病机制尚不完全明确. 近几年, 
促炎细胞因子与抗炎细胞因子之间的平衡失调

可导致肠黏膜炎症反应这一观点已得到人们的

广泛认可[17-19], 而IL-1β作为促炎细胞因子IL-1的
主要活性形式备受关注. IL-1β主要由单核巨噬

细胞, 中性粒细胞和内皮细胞分泌, 研究表明, IL-
1β可以促进炎症细胞的活化与聚集[20,21], 并且可

以通过刺激其他细胞因子、炎症介质产物的自

分泌和旁分泌以上调炎症反应, 在UC黏膜炎症

反应中具有极其重要的作用, 其在UC急性活动

期表达明显增加[22-25], 而IL-4主要由活化的T淋巴

细胞产生, 是一种重要的抑炎因子, 其在炎症性

肠病患者体内分泌减少, 提示其与炎症性肠病的

发生有密切关系[26], 他可以抑制单核巨噬细胞产

生IL-1β和TNF-α等炎症因子[27-31], 还能下调单核

巨噬细胞分泌氧自由基的能力. 炎症因子和抗炎

因子的表达处于动态平衡的状态, 而这种平衡一

旦被打破, 炎症反应便会随之发生. 
ICT是中药红花有效成分的提取物, 因其具

有活血化瘀, 消肿止痛, 改善循环的作用, 临床

上广泛用于治疗心脑血管及血栓栓塞性疾病, 
近些年的研究表明, 红花除具有以上作用外, 还
能抑制炎症反应. 本实验中, 造模后的大鼠结肠

黏膜的大体形态、DAI及组织学损伤在经ICT治
疗后明显得到改善, 这表明ICT对UC确有治疗

作用. 通过免疫组织化学和PCR技术发现, 模型

组受累结肠组织IL-1β的表达显著升高, 而IL-4
的表达较正常组显著降低, 说明病变局部促炎

因子和抑炎因子失去了平衡, 这可能是结肠炎

A B C

图  1  各组大鼠结肠病理组织(HE, ×40). A: 对照组; B: 模型组; C: 红花注射液治疗组.

A B C

D E F

图  2  各组大鼠结肠黏膜IL-1β和IL-4的表达(PV,×200). A-C: IL-1β; D-F: IL-4; A, D: 对照组; B, E: 模型组; C, F: 红花注射

液治疗组. IL: 白介素.
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症发生的原因之一, 而经过ICT治疗后, IL-4的表

达明显升高, 而IL-1β的表达降低, 说明ICT能够

调节炎症细胞因子与抗炎细胞因子之间的平衡

从而控制炎症反应的发生, 促进炎症愈合, 这可

能是ICT治疗UC的机制之一.
总之, ICT对UC有良好的治疗作用, 能够调

节促炎因子IL-1β和抑炎因子IL-4的表达, 其对

人类UC的疗效有待进一步研究.
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■同行评价
本文设计基本合
理, 采取的技术路
线较为成熟, 研究
结果可信, 结论基
本客观, 能够为未
来临床应用提供
一定的理论依据.


