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■背景资料
近年来, 炎症性肠
病(inflammatory 
b o w e l  d i s e a s e , 
IBD)在我国的病
例报告明显增加, 
发病的年龄段主
要在20-50岁之间, 
多呈反复发作的
慢性病程, 同时与
大肠癌的发病率
有一定关系. 
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Abstract
AIM: To assess the anti-inflammatory effects 
of Jiawei Huoxiang Zhengqi soft capsules 
(JWHXZQ) in mice with 2,4,6-trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS) induced colitis and to ex-
plore the possible mechanisms involved.

METHODS: Fifty female Balb/c mice were ran-
domly divided into five groups: a control group, a 
model group, and low-, medium-, and high-dose 
JWHXZQ groups (0.234, 0.468, and 0.936 g/kg). 

TNBS/ethanol was administered intracolonically 
to induce colitis in mice, and the corresponding 
drug was given by intragastric administration for 
7 d at the same time. Disease activity index (DAI) 
was scored daily. Mice was killed on the 7th day, 
and the histopathological score for each mouse co-
lon was evaluated. Serum NO level and the content 
of myeloperoxidase (MPO) in colonic tissue were 
measured. The levels of interleukin (IL)-1β, IL-6, 
IL-12, tumor necrosis factor (TNF)-α and interferon 
(IFN)-γ in colonic tissue were also measured.

RESULTS: Compared with the model group, 
DAI scores, pathological scores, serum levels of 
NO, and the levels of MPO and cytokines includ-
ing IL-1β, IL-6, IL-12 and TNF-α in the colon were 
significantly decreased in the medium- and high-
dose JWHXZQ groups. In the low-dose JWHXZQ 
group, serum level of NO as well as IL-1β and IL-6 
levels in the colon were also significantly reduced 
compared with the model group.

CONCLUSION: JWHXZQ has appreciated ther-
apeutic effects against TNBS-induced colitis in 
mice, possibly via mechanisms related to the in-
hibition of inflammatory factors and associated 
immune response pathways.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  研究加味藿香正气软胶囊 ( J i a w e i 
Huoxiang Zhengqi soft capsule, JWHXZQ)对三
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■研发前沿
目前 ,  西医治疗
I B D的药物作用
范围窄, 不良反应
较大 ,  复发率高 , 
而在中医理论指
导下的中药治疗, 
因其对症下药, 疗
效确切 ,  耐药性
小、不良反应少
等特点受到越来
越多的关注.

硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, 
TNBS)诱导小鼠结肠炎模型的抗炎作用及其
机制. 

方法:  将50只B a l b/c♀小鼠随机分为对照
组、模型组、J W H X Z Q低、中、高剂量
(0.234、0.468、0.936 g/kg)组. 采用TNBS/乙
醇灌肠制作小鼠结肠炎模型 ,  同时开始每
天ig给药, 连续7 d. 每天进行疾病活动指数
(disease activity index, DAI)评分, 7 d后处死
小鼠, 对各组小鼠结肠进行组织病理学评分, 
检测血清中NO水平、结肠组织中髓过氧化
物酶(myeloperoxidase, MPO)含量及白介素
(interleukin, IL)-1β、IL-6、IL-12、肿瘤坏死
因子(tumor necrosis factor, TNF)-α、干扰素
(interferon, IFN)-γ等促炎性细胞因子水平. 

结果: 与模型组比较, JWHXZQ中、高剂量组
治疗可显著降低TNBS结肠炎小鼠的DAI评分
和病理学评分, 降低小鼠血清中NO水平, 同时
还显著降低结肠中MPO含量、IL-1β、IL-6、
IL-12和TNF-α等促细胞因子水平; JWHXZQ
低剂量组也能显著降低小鼠血清中NO含量、
结肠中IL-1β和IL-6水平. 

结论: JWHXZQ对TNBS诱导的小鼠结肠炎
具有一定治疗作用, 其机制可能与抑制促炎
性细胞因子产生及相关免疫应答通路而发挥
作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 加味藿香正气软胶囊对2,4,6-三硝
基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid)致
小鼠结肠炎模型具有一定的治疗作用, 能显著
降低小鼠血清中N O含量、结肠中过氧化物酶
(myeloperoxidase)含量、白介素(interleukin, IL)-
1β、IL-6、IL-12和肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor)-α等细胞因子的水平.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包

括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD), 是一种病因尚不明确的

非特异性肠道炎症性疾病, 临床表现为腹痛、

腹泻、黏液血便, 甚至出现一些全身并发症. 根
据文献报道, 近年来, IBD在以往高发病率的西

方国家趋于稳定, 而在中国等亚洲发展中国家

发病率逐年增高, 近10年的病例数上升了3.08倍, 
IBD已成为我国消化科的常见病[1,2]. 

目前西药治疗IBD的主要药物, 如氨基水

杨酸类和糖皮质激素类药物 ,  以缓解症状为

主, 不良反应大、容易复发; 而中药治疗IBD具

有标本兼治, 不易产生耐药和不良反应的特点, 
受到越来越多的关注. 因此从传统中药中寻找

IBD治疗药物具有十分重要意义. 加味藿香正

气软胶囊(Jiawei Huoxiang Zhengqi soft capsule, 
JWHXZQ)是由藿香正气散改变剂型而来, 组方

源自宋代官方太医局主持编写的《太平惠民和

剂局方》卷之二治伤寒. 其在藿香正气方基础

上增加生姜、大枣两味中药用于调和脾胃, 具
有解表化湿, 理气和中的功效. 临床用于外感风

寒, 内伤湿滞证, 症见头痛昏重, 胸膈痞闷, 脘腹

胀痛, 呕吐泄泻等症. 现代研究显示, 藿香正气

方具有镇痛、止泻、抗菌和调节细胞免疫功能

等多方面作用[3-6]. 本实验通过2,4,6-三硝基苯磺

酸(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)诱导

的小鼠结肠炎模型, 研究JWHXZQ对本模型小

鼠的体内抗炎作用, 并探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c♀小鼠, SPF级, 6-8周龄, 体质量

18-20 g, 购自扬州大学比较医学中心, 动物合

格证号: SCXK(苏)2012-0004. 使用许可证号: 
SYXK(苏)2013-0022, 在标准饲养条件下进行

饲养. JWHXZQ(批号: 130705)购自江苏康缘药

业股份有限公司; TNBS(批号: SLBG2566V)、
NO检测试剂盒(批号: BCBM5464V)购自美国

Sigma-Aldrich公司; 小鼠髓过氧化物酶(myelo-
peroxidase, MPO)检测试剂盒(批号: 20131101)、
隐血检测试剂盒(批号: 20130729)购自南京建成

生物工程研究所; 干扰素(interferon, IFN)-γ、白

介素(interleukin, IL)-1β、IL-6、IL-12、肿瘤坏

死因子(tumor necrosis factor, TNF)-α检测试剂盒

(批号: CNT0004229940)购自美国Bio-rad公司; 
BCA蛋白浓度测定试剂盒(批号: 20131203)购自

上海碧云天生物技术有限公司; 其他化学试剂

■相关报道
现代研究显示 , 
藿香正气具有镇
痛、止泻、抗菌
和调节细胞免疫
功能等多方面作
用; 近年来也有文
献报道, 藿香正气
具有肠屏障功能
保护作用, 对腹泻
型肠易激综合征
也有一定的治疗
作用, 其具体作用
机制还有待进一
步研究.
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均为分析纯; BS224S电子天平购自北京赛多利

斯科学仪器有限公司; 5804R冷冻离心机购自德

国Eppendorf公司; Bio-plex 200悬液芯片系统购

自美国Bio-rad公司; FlexStation 3多功能酶标仪

购自美国Molecular Devices公司. 
1.2 方法
1.2.1 动物分组和造模: 全部B a l b/c小鼠随机

分为5组 ,  分别为乙醇对照组、T N B S模型组

和JWHXZQ低、中、高剂量组, 每组10只. 灌
肠前12 h小鼠禁食不禁水 .  T N B S模型组和

JWHXZQ各剂量组小鼠参照文献方法建立结

肠炎模型[7], 小鼠乙醚麻醉后, 以软管插入肛门

约4 cm处, 缓慢注入100 μL含2 mg TNBS的400 
mL/L乙醇溶液, 倒置约60 s. 对照组小鼠以等量

400 mL/L乙醇溶液灌肠. 
1.2.2 各组给药: 造模当天开始给药, JWHXZQ
低、中、高剂量组(0.234、0.468、0.936 g/kg)小
鼠每天ig给药20 mL/kg(溶解于0.5%羧甲基纤维

素钠溶液)1次, 连续7 d, 乙醇对照组和模型组给

予相同体积0.5%羧甲基纤维素钠溶液. 最后1次
给药后2 h, 摘眼取血, 3500 r/min离心10 min取血

清, 断颈处死小鼠, 迅速取结肠组织, 在预冷的

生理盐水中冲洗干净后分为两份, 将其中一份

冻存于-80 ℃冰箱中, 用于后续实验; 另一份结

肠组织, 用于制作组织病理学切片. 
1.2.3 检测指标: 疾病活动指数(disease activity 
index, DAI): 参考文献[8]方法, 观察造模后小鼠

体质量变化(体质量减轻率)、大便性状(大便是

否成行)、便血情况(采用隐血测试盒测定), 对
小鼠进行DAI评分. 结肠组织病理学: 取小鼠结

肠用40 g/L甲醛溶液固定, 常规取材, 脱水, 石蜡

包埋. 切片经HE染色, 光学显微镜下观察, 结肠

黏膜受损的范围、程度及炎细胞浸润的情况, 
参考文献[9]评判标准, 采用双盲法进行组织病

理学评分. 血清NO含量: 取血清, 严格按照试剂

盒说明书操作测定. 结肠MPO含量: 取小鼠结肠

组织, 用0.01 mol/L的PBS(pH 7.4, 含2%蛋白酶

抑制剂、1%Triton X-100和0.1%二硫苏糖醇), 在
冰浴下制成10%组织匀浆, 4 ℃, 4000 r/min, 离
心10 min, 取上清保存于-80 ℃冰箱. 严格按试

剂盒说明用酶标仪检测结肠组织匀浆中MPO的

含量, BCA法检测蛋白浓度. 结肠IL-1β、IL-6、
IL-12、TNF-α、IFN-γ含量: 取10%结肠组织匀

浆, 严格按照试剂盒说明书操作测定. 
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS14.0软件进行统计学分析, 组间比较

采用单因素方差分析, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 动物一般情况及DAI评分 与对照组比较, 各
组小鼠在TNBS灌肠后第2天开始有腹泻, 可见

稀便甚至有便血出现, 体质量明显下降, 同时伴

有毛发蓬松、懒动等行为, 其DAI评分显著升

高; 与模型组比较, JWHXZQ治疗组动物第3天
症状开始减轻, 饮食、活动逐渐增加, JWHXZQ
中、高剂量组给药7 d后, DAI评分均显著降低

(P <0.01)(表1). 
2.2 结肠组织病理学 HE染色小鼠结肠组织: 对
照组小鼠结肠组织结构完整, 固有层分布少量

淋巴细胞, 杯状细胞丰富, 腺管结构正常, 无炎

性细胞浸润; 与对照组比较, 模型组小鼠结肠

有溃疡形成, 固有层基层明显增厚, 杯状细胞

减少, 腺体破坏增加, 大量炎症细胞浸润至肌

层; 与模型组比较, JWHXZQ给药后, 小鼠结

肠黏膜病理损伤明显减轻, 部分动物结肠黏膜

间质有轻度水肿和少量淋巴细胞浸润 ,  其中 , 
JWHXZQ中、高剂量组均可显著改善小鼠结

肠的病理状态(P <0.05, P <0.01), 使炎症程度减

轻(表1, 图1). 
2.3 血清NO含量 与对照组比较, 模型组小鼠血

清NO含量显著升高; 与模型组比较, JWHXZQ
低、中、高剂量组均能使小鼠血清NO含量显著

降低(P <0.05, P <0.01, P <0.01)(表2). 
2.4 结肠MPO含量 与对照组比较, 模型组小鼠结

肠中MPO含量显著升高(P <0.01); 与模型组比较, 
JWHXZQ各剂量组给药后, 小鼠结肠中MPO含

量降低, 其中JWHXZQ中、高剂量组能显著降

低结肠中MPO含量(P <0.01)(表2). 

     

表  1  各组小鼠DAI及病理学评分 (n  = 10, mean±SD)

分组 剂量(g/kg)    DAI评分 病理学评分

对照组 - 0.20±0.30 0.06±0.18

模型组 - 5.60±2.42b 6.67±4.55b

JWHXZQ组 0.234 3.70±2.48 3.30±2.71

0.468 1.70±0.82d 2.78±1.54c

0.936 0.70±0.67d 1.81±1.43d

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组. DAI: 疾病活动

指数; JWHXZQ: 加味藿香正气软胶囊.

■创新盘点
目前只有少量临
床研究, 报道藿香
正气对 I B D有一
定治疗作用, 尚未
有采用 I B D动物
模型评价其体内
抗炎作用的报道. 
本研究通过公认
的动物IBD模型 , 
对加味藿香正气
软胶囊的体内抗
炎作用进行了综
合评价研究.
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2.5 结肠IL-1β、IL-6、IL-12、TNF-α、IFN-γ
的水平 与对照组比较, 模型组小鼠结肠组织

IL-1β、IL-6、IL-12(p40)、TNF-α、IFN-γ水
平显著升高(P <0.01); 与模型组比较, JWHXZQ

各剂量组给药后, 均能使小鼠结肠中I L-1β、
I L-6、I L-12、T N F-α、I F N-γ水平降低 ,  其
中J W H X Z Q低、中、高剂量组均能够显著

降低I L-1β水平(P <0.05, P <0.01)和I L-6水平

(P <0.01); JWHXZQ中、高剂量组能够显著降

低I L-12水平(P <0.05, P <0.01)和T N F-α水平

(P <0.05, P <0.01); 但与模型组比较, JWHXZQ
各剂量组对IFN-γ水平的影响差异无统计学意

义(表3). 

3  讨论

目前IBD的发病原因及机制尚不十分清楚, 一般

认为可能与遗传、环境、感染、免疫等多种因

素相关. 其中免疫因素在其发病过程中起着极

其重要的作用, 尤其肠道免疫系统的调节异常, 
已成为IBD相关研究的热点. 

A B

C D

E

图  1  各组小鼠结肠组织病理改变(×200). A: 正常组; B: 模型组, 箭头所示为大量炎性细胞浸润; C: JWHXZQ低剂量
(0.234 g/kg), 箭头所示为部分动物结肠黏膜间质有少量淋巴细胞浸润; D: JWHXZQ中剂量(0.468 g/kg); E: JWHXZQ高

剂量(0.936 g/kg).

     

表  2  对小鼠结肠组织中MPO及血清中NO含量的影响 
(n  = 10, mean±SD)

分组 剂量(g/kg)     MPO(μg/g)   NO(μmol/L)

对照组 - 0.087±0.032   9.34±3.54

模型组 - 0.129±0.029b 21.74±9.08b

JWHXZQ组 0.234 0.105±0.037 12.21±5.43c

0.468 0.090±0.030d   8.83±2.76d

0.936 0.094±0.019d   9.81±5.92d

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组. MPO: 髓过

氧化物酶; NO: 一氧化氮; JWHXZQ: 加味藿香正气软胶囊.

■应用要点
藿香正气方具有
上千年的临床应
用历史, 其临床疗
效确切, 本文探索
其对 I B D动物模
型的治疗作用, 为
其临床治疗 I B D
提供了理论支持, 
也为传统中药复
方深入开发提供
新的研究思路.
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细胞因子在机体免疫应答中具有重要作

用, 肠道炎症的启动在很大程度上可能与促炎

性细胞因子的大量产生有关, 导致炎症面积扩

大和炎症递质、破坏性酶类、自由基分泌增加, 
发展成为组织损伤的急性炎症. 本研究检测了

结肠中主要促炎性细胞因子的含量变化, 如IL-
1β、IL-6、IL-12、TNF-α和IFN-γ等, 其生物学

性质有许多相似之处, 能够刺激T细胞活化, 促
进B细胞增殖和分泌抗体, 介导肠道炎症反应. 
他们具体作用略有不同, IL-1β主要在细胞免疫

激活中发挥调节作用; IL-6能够诱导急性期蛋白

合成, 而且是辅助性T细胞(helper T cell, Th)17
分化启动过程中具有重要作用; TNF-α在黏膜炎

症中起主导作用, 可引起细胞损伤; IL-12能促进

幼稚T细胞向Th1细胞分化, 而Th1细胞可以分泌

IFN-γ、IL-2等炎性细胞因子, 介导细胞毒和局

部炎症有关的免疫应答, 辅助抗体生成, 参与细

胞免疫及迟发型超敏性炎症的发生[10-12]. 
另外, 本研究还检测了结肠中MPO和血清

中NO含量等炎症指标变化. MPO是由中性粒细

胞、单核细胞和某些组织的巨噬细胞分泌的含

血红素辅基的血红素蛋白酶, 其含量的变化可

以反映中性粒细胞在组织中的变化, 间接代表

炎症在组织中的存在. 因此, 检测MPO的水平可

以衡量组织炎症的程度[13]; NO是一种相对稳定

的气体自由基, 在机体许多生理、病理过程中

起着关键作用. 在炎症进展期, 诱导型一氧化氮

合酶(nitric oxide synthase, iNOS)产生大量的NO, 
一方面通过伴随产生的自由基损伤组织, 另一

方面激活机体免疫杀伤细胞活性, 并通过增强

细胞毒性作用, 从而造成组织的损伤[14]. 
本研究采用TNBS诱导小鼠产生结肠炎模

型, TNBS是一种弱有机酸, 属于半抗原, 当与组

织蛋白等结合后, 形成全抗原, 就可以诱发机体

的免疫反应, 是一种常用的免疫介导IBD动物模

型. 本研究发现, 模型组小鼠在TNBS/乙醇灌肠

后出现明显的腹泻、血便及体质量减轻, 结肠

组织病理损伤严重, 镜下可见结肠黏膜溃疡形

成和大量炎性细胞浸润, 其DAI评分、病理评分

均显著升高; 检测发现模型组小鼠血清中NO含

量、结肠中MPO含量、IL-1β、IL-6、IL-12、
TNF-α和IFN-γ等促炎性细胞因子水平均比对照

组显著升高, 说明已成功复制了小鼠结肠炎模

型, 与文献报道IBD模型结肠黏膜局部免疫功

能紊乱一致[15]. 而JWHXZQ给药治疗7 d后, 可
明显减轻动物的消化道症状和结肠黏膜病理损

伤, 显著降低小鼠血清中NO含量、结肠中MPO
含量、IL-1β、IL-6、IL-12和TNF-α等细胞因子

的水平. 以上研究结果表明, JWHXZQ可能通过

抑制肠道中促炎性细胞因子等炎症介质的产生, 
来降低IBD模型动物体内的炎症反应, 进而使病

情得到缓解. 这也为藿香正气方等传统中医经

典名方的深入开发用于IBD治疗提供了一些新

的思路. 
总之, JWHXZQ对TNBS致小鼠结肠炎模型

具有一定的治疗作用, 其体内抗炎作用机制可

能与抑制促炎性细胞因子的产生有关, 调节免

疫应答的具体分子机制有待进一步研究. 
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发病仅限于结肠
和直肠部分.
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