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Abstract
AIM: To observe whether Salvianolate Injection 
has a therapeutic effect on colitis and to discuss 
the possible mechanisms involved. 

METHODS: 50 Balb/c mice were randomly di-
vided into a control group, a model group, and 
low-, medium-, and high-dose interventional 
groups. Colitis was induced by oral administra-
tion of 5% DSS for 7 d. Indices were determined 
14 d after colitis induction. 

RESULTS: Treatment with Salvianolate Injec-
tion could reduce colonic inflammation induced 
with DSS (P < 0.01). Immunohistochemistry 
analysis showed that treatment with different 
doses of Salvianolate Injection significantly re-
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丹参多酚酸盐注射液治疗小鼠实验性结肠炎的疗效

蒋晓芸, 戎 兰, 宋艳艳, 蒋义斌, 钟 良, 孙大裕

®

■背景资料
我国炎症性肠病
( i m f l a m m a t o r y 
b o w e l  d i s e a s e , 
IBD)的发病率日
高, 对安全有效的
治疗药物需求日
盛. 血小板及其活
化产物如PA F、
CD40L广泛参与
了炎症反应, 血小
板活化在 I B D发
病中的所起的作
用日益得到重视. 
基于临床工作中
的发现及各类文
献的总结, 我们选
用了丹参多酚酸
这一安全有效的
药物, 试图以抗血
小板活化为切入
点对结肠炎进行
实验性治疗. 

duced CD40/CD40L protein expression com-
pared to the model group (CD40: 20.50 μm2 ± 
1.517 μm2, 15.50 μm2 ± 4.680 μm2, 13.33 μm2 ± 
0.816 μm2 vs 30.33 μm2 ± 4.227 μm2, all P < 0.01; 
CD40L: 23.17 μm2 ± 2.714 μm2, 15.50 μm2 ± 2.739 
μm2, 14.17 μm2 ± 4.262 μm2 vs 27.83 μm2 ± 3.710 
μm2, all P < 0.01). RT-PCR analysis showed that 
treatment with different doses of Salvianolate 
Injection significantly reduced CD40/CD40L 
mRNA expression compared to the model group 
(CD40: 1.20% ± 0.30%, 0.78% ± 0.26%, 0.41% ± 
0.15% vs 1.78% ± 0.41%, all P < 0.01; CD40L: 2.59% 
± 1.68%, 1.75% ± 0.64%, 1.11% ± 0.53% vs 3.54% ± 
0.85%, all P < 0.01). The concentration of sCD40L 
in medium was decreased in the medium- and 
high-dose interventional groups compared to 
the model group (2.12 ng/mL ± 0.18 ng/mL, 1.96 
ng/mL ± 0.12 ng/mL vs 5.62 ng/mL ± 0.36 ng/
mL, P < 0.01).

CONCLUSION: Salvianolate Injection can exert 
a therapeutic effect on colitis in mice possibly 
by reducing sCD40L and thus restraining the 
CD40/CD40L pathway.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察葡聚糖硫酸钠(d e x t r a n s u l f a t e 
sodium, DSS)对炎症性结肠炎是否存在治疗
作用, 并讨论其可能的机制.

方法: 选用♂Balb/c小鼠50只随机分为对照
组、模型组、丹参多酚酸盐低、中、高剂量
干预组, 饮用5%DSS造模, 14 d后检测相应的
指标.

■同行评议者
杨柏霖, 副主任医
师, 南京中医药大
学附属医院
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■研发前沿
目 前 炎 症 性 肠
病 的 研 究 主 要
集 中 在 发 病 机
制 及 相 关 靶 点
药 物 治 疗 ,  白 介
素-23(interleukin
-23, IL-23)、Toll
样受体、炎症小
体等各种炎症通
路相关的蛋白及
其拮抗剂都是药
物研究的热点.

结果: 与模型组比较, 各药物干预组的肠道炎
症明显减轻(P <0.01). 肠黏膜组织免疫组织化
学显示模型组肠黏膜CD40/CD40L阳性面积
表达明显升高(分别为30.33 μm2±4.227 μm2; 
27.83 μm2±3.710 μm2), 而低、中、高剂量各
干预组CD40/CD40L显著下调(分别为20.50 
μm2±1.517 μm2, 15.50 μm2±4.680 μm2, 13.33 
μm2±0.816 μm2; 23.17 μm2±2.714 μm2, 15.50 
μm2±2.739 μm2, 14.17 μm2±4.262 μm2), 具
有统计学意义(P <0.01). 模型组肠黏膜CD40 
mRNA表达升高(1.78%±0.41%), 低、中、

高各剂量干预组CD40 mRNA明显下调, 分
别为1.20%±0.30%, 0.78%±0.26%, 0.41%±

0.15%(P <0.01). 模型组肠黏膜CD40L mRNA
表达亦明显升高(3.54%±0.85%), 中、高剂量
组可见其下调, 分别为2.59%±1.68%, 1.75%
±0.64%, 1.11%±0.53%(P <0.01). 模型组小
鼠可溶性CD40L(sCD40L)高于其他各组(5.62 
ng/mL±0.36 ng/mL), 中、高剂量组与模型组
比较sCD40L下降, 分别为2.12 ng/mL±0.18 
ng/mL, 1.96 ng/mL±0.12 ng/mL(P <0.01).

结论:  丹参多酚酸盐对于小鼠实验性结肠
炎具有一定的治疗作用 ,  可能是通过下调
sCD40L, 抑制CD40/CD40炎症通路达到治疗
目的.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 丹参多酚酸盐对于小鼠实验性结肠炎

具有一定的治疗作用, 可能是通过下调sCD40L, 
抑制CD40/CD40L炎症通路达到治疗目的. 
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0  引言

炎症性肠病(imflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD), 其发病机制及病因至今

未明, 临床治疗存在不少困难. 欧洲的一项流行

病学调查显示UC的年发病率为11.2/100000, CD
为5.6/100000[1]. 而国内尚无前瞻性的IBD流行病

学调查, 但有研究显示, 我国IBD发病逐年增高, 
且总病死率高于欧洲报道, 对整个社会及患者

家庭造成了沉重的负担. 目前常用的药物主要

为氨基水杨酸类、糖皮质激素类、免疫抑制剂

以及生物制剂, 这些药物往往存在不可避免的

不良反应. 本文首次采用丹参多酚酸治疗小鼠

实验性结肠炎, 观察其疗效, 并对其可能作用机

制进行初步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Balb/c小鼠50只, 清洁级, 购自国家啮

齿类实验动物种子中心上海分中心, 6-8周龄, 平
均体质量22 g. 分子量5000 DSS(右旋葡聚糖硫

酸钠), Sigma公司出品, 批号: BCBD6951V. 丹参

多酚酸盐注射液由上海绿谷制药有限公司提供, 
批号: 09118(丹参乙酸镁含量99.04%). 可溶性白

细胞分化抗原40配体(sCD40L)ELISA试剂盒购

自R&D公司; CD40一抗由SANTA CRUZ公司出

品; CD40L一抗由Cell Signaling Technology公司

出品; 即用型Rb/M多用途二抗由丹麦 DAKO公

司出品; SYBRGreen PCR试剂盒购自上海达为

科生物科技公司; TRIzol由Invitrogen公司出品. 
引物设计使用Primer 5.0软件由Invitrogen公司

合成. CD40上游引物atggagatggccactgagac, 下游

引物ccgggactttaaaccacaga, 扩增片段长度180 bp. 
CD40L上游引物tacccccaaggcacatagag, 下游引物

gaatcagtggggttgctgtt, 扩增片段长度110 bp.
X W-80A旋涡振荡器(上海青浦泸西仪器

厂), K10CD干式恒温器(杭州蓝焰科技有限公

司), F6/10手持式匀浆机(德国FLUKO), BDC-
280e冷藏冰箱(伊莱克斯 ,  湖南长沙), 1-15K 
3K15低温冷冻离心机(美国Sigma公司), TYPE 
B2生物安全柜(美国Sigma公司), ZXC型紫外

杀毒车(上海跃进医用光学器械厂), ABI-7500 
Real-time检测仪(美国ABI公司), Olympus BH2
显微镜, Nikon 4500数码相机.
1.2 方法

1.2.1 造模: 每日制备5%DSS溶液, 供对照组外所

有小鼠自由饮用, 不再予其他饮水, 7 d可造成急

性肠炎模型.
1.2.2 小鼠分组及处理: 50只小鼠随机分为对照

组、模型组、丹参多酚酸盐低、中、高剂量干

预组. 每组10只. 正常对照组: 每天予正常饮水. 
模型组: 造模同时予生理盐水腹腔注射2 wk. 低
剂量干预组: 造模同时予丹参多酚酸盐腹腔注

射60 mg/(kg·d) 2 wk. 中剂量干预组: 造模同时

予丹参多酚酸盐腹腔注射120 mg/(kg·d) 2 wk. 高
剂量干预组: 造模同时与丹参多酚酸盐腹腔注
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■相关报道
文献显示丹参多
酚酸盐可使IL-1、
I L - 6 、 P A F 、
TNF-α、IL-1β等
水平显著下降, 起
到保护机体作用. 
丹 酚 酸 B 可 能 通
过抑制NF-κβ信号
通路, 显著降低细
胞IL-1β, TNF-α、
NO水平 ,  并可抑
制DC细胞成熟(抑
制CD40等细胞膜
表面蛋白的表达).

射240 mg/(kg·d) 2 wk. 处死前称质量, 眼球采血, 
3000 r/min离心, 吸取血清后分装-20 ℃深低温冰

箱冻存备用. 开腹, 取肛门1 cm处以上病变明显

处组织标本(约5 mm×10 mm), 部分予40 g/L中
性甲醛固定, 石蜡包埋, 切片HE染色观察肠黏膜

形态并做免疫组织化学染色. 部分组织深低温

冰箱冻存备RT-PCR检测.
1.2.3 观察: 造模过程中观察小鼠便血情况.
1.2.4 组织病理学评分: HE染色切片观察肠黏膜

形态. 评分标准按Coopers HS组织评分, 前3项评

分相加后与第4项的乘积为组织学评分. 
1.2.5 CD40/CD40L免疫组织化学: EnVision法, 
取组织蜡块按说明书操作. 镜下观察, 细胞核紫

蓝色, 阳性呈棕黄色. 测量免疫组织化学图象中

阳性区域面积和阳性比率以及吸光度值(A值). 
每张切片至少分析3个视野, 每组数据至少10个. 
CD40等阳性表达主要表现为细胞浆呈棕黄色反

应, 由医学图象分析软件(上海求为生物科技有

限公司MIQAS医学图象定量分析系统、医学图

象定量分析软件)进行测量计算.
1.2.6 CD40/CD40L实时定量PCR: 取深低温冰箱

冻存备组织, RT-PCR检测按照说明书操作, 数据

采用仪器自带软件ABI Prism 7500 SDS Software
分析.
1.2.7 血清sCD40L: 取深低温冰箱冻存备用血清, 
按说明书操作, 根据各A值, 使用计算机软件, 绘
制出标准曲线, 计算样品含量.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行统

计分析. 计量资料若为正态分布且方差齐性, 进
行t检验或方差分析, 否则进行Kruskal-Wallis秩
和检验. 以P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 症状 造模5 d后, 模型组、低剂量组小鼠广泛

肛门部位有血迹; 中剂量与高剂量小鼠部分肛

门部位有血迹, 正常组无明显异常. 10 d后除模

型组、低剂量组小鼠外, 其余各组小鼠肛门部

位血迹逐渐消失.
2.2 体质量 对照组、模型组、各干预组小鼠平

均体重分别为26.90 g±0.9944 g、24.800 g±
1.6193 g、25.500 g±1.2693 g、25.500 g±1.0801 
g、25.500 g±1.0801 g. 各组体质量均无统计学

差异.
2.3 肠黏膜炎症程度 根据各组病理评分进行统

计, 正常组、模型组、低、中、高剂量组秩均

值分别为3.92、22.67、20.25、20.00、10.67, 模
型组炎症最重, 各干预组因剂量不同炎症程度

递减, 肠道炎症情况如图1.
2.4 各组小鼠肠黏膜组织CD40/CD40L阳性表达

面积 模型组肠黏膜CD40/CD40L表达明显升高, 
而各干预组CD40/CD40L显著下调, 具有统计学

意义(P<0.01). 各剂量CD40/CD40L下调情况存在

一定剂量依赖关系(图2, 表1).
2.5 各组小鼠肠黏膜CD40/CD40L mRNA表达

模型组肠黏膜CD40 mRNA表达明显升高, 各
干预组CD40 mRNA则明显下调(P <0.01), 又以

高剂量组效果最为明显. 模型组肠黏膜CD40L 
mRNA表达亦明显升高, 中、高剂量组可见其下

调(P <0.01); 低剂量组与模型相比无统计学意义

(P >0.05). 其中又以高剂量组效果更为明显(与对

照组比较P >0.05, 表2).
2.6 小鼠血清sCD40L水平 模型组小鼠sCD40L
高于其他各组, 统计学显示中、高剂量组与模

型组比较sCD40L下降(P <0.01); 组间比较无统计

学意义(P >0.05); 与低剂量相比P <0.05; 低剂量组

与模型组比较P >0.05(表3).

3  讨论

丹参乙酸镁(即丹酚酸B镁盐)为主要成分的丹参

多酚酸盐注射液是中国第一个拥有人体药代动

力学参数的中医药制剂, 是迄今各种丹参制剂

2013-08-18|Volume 21|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  肠黏膜组织CD40/CD40L阳性表达面积 (n  = 10, μm2)

     
分组 CD40 CD40L

对照组   9.50±3.834   8.75±1.500

模型组 30.33±4.227 27.83±3.710

低剂量组   20.50±1.517ac   23.17±2.714ac

中剂量组   15.50±4.680ac   15.50±2.739ac

高剂量组   13.33±0.816ac   14.17±4.262ac

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 中/高剂量组 vs  低剂量组.

表  2  肠黏膜CD40/CD40L mRNA表达 (n  = 10, %)

     
分组 CD40 CD40L 

对照组    0.34±0.14   0.72±0.24

模型组    1.78±0.41   3.54±0.85

低剂量组      1.20±0.30ac   2.59±0.68

中剂量组      0.78±0.26ac     1.75±0.64ac

高剂量组      0.41±0.15ac     1.11±0.53ac

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  低剂量组.
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■创新盘点
丹参多酚酸主要
应用于心脑血管
疾 病 领 域 ,  用 于
I B D 的治疗以往
没有报道. 而从血
小板功能异常方
面入手治疗 I B D
也是全新的尝试.

中含有效成分最明确、含量高的一个品种, 具
有抗血小板聚集、抗炎、清除自由基等多种作

用. 目前尚没有应用于IBD治疗的报道.
长期临床研究表明IBD患者的外周血小板

计数增加且聚集反应增强. 我们在临床工作中

收集炎症性肠病患者资料后亦曾报道过外周血

小板计数的增多、异常活化、平均体积的变化

与疾病活动及严重程度存在一定的关系[1-3]. 有
观点认为血小板的变化可作用观察疾病活动的

重要指标之一, 而且国内外均有类似报道[4-11]. 
血小板活化后能释放多种炎性介质, 促使

炎症细胞聚集、趋化 .  或通过调节其他炎性

细胞活性 ,  释放更多的炎症因子通过各自的

信号通路参与IBD肠黏膜的炎症反应[12], 其中

CD40/CD40L系统与血小板的联系较为密切. 以
往认为CD40/CD40L主要由B细胞、CD4+ T淋

巴细胞、内皮细胞等表达, 但血小板表面也有

CD40表达, 活化的血小板还可表达CD40L[13,14]. 
CD40L由胞质内区、跨膜疏水区和胞质外区组

成, 其胞质外区214个氨基酸可形成可溶性蛋白, 
即可溶性CD40L(sCD40L). sCD40L是CD40L在
血清中的活性形式, 是反映血小板活化的主要

标志之一, IBD患者的血浆sCD40L可以升高. 有
文献认为血循环中95%以上的sCD40L来源于血

小板, 血小板可认为是与单核细胞、T细胞同等

重要的sCD40L提供者[15-20]. 表达CD40L的血小

板以及从血小板脱落至血浆中的sCD40L可与

CD40+的内皮细胞和T细胞等结合, 而文献显示

活动期IBD肠黏膜中可见黏膜和黏膜下的单核

细胞, 内皮细胞及肠间质细胞的CD40染色均为

强阳性且广泛分布[21-24]. 两者结合的协同刺激

可使更多细胞因子和化学因子产生, 上调细胞

黏附分子, 导致炎症长期存在[21,24]. 实验中发现

模型组血清sCD40L明显高于其他组, 反映了结

肠炎小鼠血小板处于异常活化状态, 而中高剂

量药物干预组sCD40L明显下降, 提示丹参多酚

酸盐下调了血小板活化相关的sCD40L高表达, 
说明其对肠道炎症的血小板活化可能具有抑制

作用. 同时, 模型组小鼠无论从消化道出血症状

还是镜下肠道炎症程度来说都最为严重, 免疫

组织化学染色CD40L表达明显升高, CD40表达

亦明显升高, 测定两者mRNA含量同样明显升
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图  1  各组小鼠肠黏膜病理(×100). A: 对照组; B: 模型组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组.

表  3  小鼠血清sCD40L (n  = 10, ng/mL)

     
分组    sCD40L

对照组 0.39±0.03

模型组 5.62±0.36

低剂量组 3.10±1.12 

中剂量组 2.12±0.18ac

高剂量组 1.96±0.12ac

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  低剂量组.
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高. 药物干预组与模型组比较存在显著差异, 药
物干预组(特别是中高剂量组)的肠道炎症减轻, 
CD40/CD40L表达下降, 验证了其他研究报道的

CD40/CD40L系统与肠道炎症程度的关系, 并提

示丹参多酚酸盐的治疗有效.
丹参多酚酸盐已知的主要药理作用是抗血

小板聚集、抑制血小板活化、抗血栓形成. 本
实验发现丹参多酚酸盐可下调与血小板活化相

关的sCD40L, 抑制CD40/CD40L炎症通路. 鉴于

以上情况, 且药物干预组小鼠肠道炎症在未使

用其他任何已知对结肠炎有治疗作用的药物的

前提下出现好转, 是否能大胆推测丹参多酚酸

盐可能通过抑制血小板的活化对肠道炎症起到

治疗作用? 有研究发现丹酚酸B可以抑制单核

细胞来源的树突状细胞表达CD40[25], 因此还需

考虑丹参多酚酸盐可直接抑制单核细胞等表达

CD40/CD40L起到治疗作用, 但是目前未见丹参

多酚酸具有类似作用的报道. 本实验只是观察

到上述现象, 而丹参多酚酸治疗肠炎的作用机

制尚不完全明确, 有待完善.
以丹参乙酸镁为主要成分的丹参多酚酸盐

注射液是迄今各种丹参制剂中含有效成分最明

■应用要点
药理实验证明丹
参 多 酚 酸 盐 可
减少VCAM-1、
T N F - α 、
ICAM-1、IL-1、
IL-6, TGF-β1、
ET、VEGF等释放
而抑制炎症反应. 
而这些炎症因子
也参与了IBD的发
病过程. 本研究将
其应用于实验性
结肠炎的治疗, 或
能开发新的临床
适应症.
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图  2  肠黏膜组织CD40/CD40L表达. A: CD40对照组; B: CD40模型组; C: CD40低剂量组; D: CD40中剂量组; E: CD40高剂

量组; F: CD40L对照组; G: CD40L模型组; H、I: CD40L中剂量组; J: CD40L高剂量.
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确、含量高的一个品种, 可下调多个血清炎症

因子水平, 疗效确切. 临床应用至今尚无直接导

致出血的报道. 研究观察40例肝硬化失代偿患

者应用该药物后认为不仅没有增加出血危险反

而可改善出凝血功能[26]. 另有研究表明丹参多酚

酸盐在有效抗血栓形成时不影响正常凝血功能, 
不引起出血[27], 有高度的安全性, 但尚无应用于

治疗IBD的报道. 由于DSS诱导实验性结肠炎的

动物模型在临床表现和病理改变上更接近于人

类UC, 我们观察到整个研究过程中未发现有动

物因药物导致出血加重, 相反能减轻出血症状, 
证明了其安全性. 虽然IBD的预防性抗凝治疗尚

存争议, 已有不少研究将肝素用于治疗严重或

合并血栓的UC, 且取得良好疗效, 且肝素用于治

疗UC的安全性还是公认的[28-31]. 相对于肝素, 丹
参多酚酸盐的安全性自然更为可靠.

本实验希望能拓宽该药的临床适应症, 并为

IBD新的治疗策略提供新的线索. 当然, 关于该

药物的最佳剂量和更确切的作用机制还有待于

更多的实验加以深入研究.
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