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Abstract
AIM: To investigate the influence of p38 mitogen-
activated protein kinase inhibitor SB203580 on pe-
ripheral blood lymphocyte (PBL) apoptosis in rats 
with colitis and the possible mechanisms involved.

METHODS: Forty-five healthy female Sprague-
Dawley (SD) rats were randomly divided into 
three groups: a normal group, a model group 
and a SB203580 group. Colitis was induced with 
2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) in 
rats of the latter two groups. The normal group 
and the model group were treated intrarectally 
with saline, while the SB203580 group was given 
SB203580 [1 mg/(kg•d)]. The rats were sacri-
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P38MAPK抑制剂对溃疡性结肠炎大鼠外周血淋巴细胞凋
亡及相关调控蛋白的影响

李军华, 周 薇

®

■背景资料
细胞凋亡在溃疡
性结肠炎发生发
展过程中起重要
作用, p38丝裂原
活 化 蛋 白 激 酶
超家族(mitogen-
activated protein 
kinase, MAPK)是
介导细胞生长, 发
育, 分化和凋亡的
重要信号通路之
一, 该通路的激活
与多种疾病发病
密切相关, 其对细
胞凋亡的调控可
能参与了溃疡性
结肠炎的发病. 

ficed after 2 wk to assess disease activity index 
(DAI) and macroscopic and histological changes 
of the colon. PBL apoptosis and Bcl-2 expression 
were examined by flow cytometry. p-ATF2 pro-
tein expression in colon tissue was determined 
by immunohistochemistry.

RESULTS: In the model group, the percent-
ages of cells expressing p-ATF2 and Bcl-2 were 
higher than those in the normal group and 
SB203580 group (43.40% ± 2.67% vs 7.45% ± 
1.26%, 20.70% ± 2.79%; 38.60% ± 3.53% vs 13.70% 
± 2.45%, 20.30% ± 2.87%, P < 0.01 for all), but 
the percentage of apoptotic PBLs in the model 
group was lower than those in the normal group 
and SB203580 group (27.70% ± 3.02% vs 58.70% 
± 3.09%, 46.60% ± 4.14%, P < 0.01 for both). DAI 
and macroscopic and histological scores in the 
model group were significantly higher than 
those in the normal group and SB203580 group 
(2.42 ± 0.30 vs 0.28 ± 0.29, 1.24 ± 0.17; 5.42 ± 0.30 
vs 0.30 ± 0.48, 3.30 ± 0.22; 3.29 ± 0.26 vs 0.05 ± 0.20, 
1.10 ± 0.74, P < 0.01 for all).

CONCLUSION: P38MAPK inhibitor SB203580 
reduces colonic inflammatory injury in rats with 
colitis by down-regulating expression of p-ATF2 
and Bcl-2 and inducing PBL apoptosis. SB203580 
can be considered as a novel therapeutic alterna-
tive for the treatment of UC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Ulcer colitis; P38MAPK; Bcl-2; Periph-
eral blood lymphocyte; Apoptosis

Li JH, Zhou W. P38 mitogen-activated protein kinase 
inhibitor SB203580 promotes peripheral blood lymphocyte 
apoptosis in rats with colitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(5): 668-673  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/668.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.668  

摘要
目的: 观察p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
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■研发前沿
细胞信号通路是
溃疡性结肠炎研
究领域中的热点, 
阻断导致肠道炎
症损伤和免疫异
常的信号通路的
传导过程是溃疡
性结肠炎治疗的
又一新策略.

activated protein kinase, MAPK)特异性抑制
剂SB203580对大鼠实验性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)外周血淋巴细胞(peripheral blood 
lymphocyte, PBL)凋亡及相关调控蛋白的影
响, 探讨P38MAPK通路在UC中的可能作用及
机制.  

方法: 45只健康SD大鼠随机均分为正常对照
组、结肠炎模型组、SB203580组.  模型组及
SB203580组以三硝基苯磺酸(2,4,6-tr ini tro-
benzene sulfonic acid, TNBS)制备大鼠溃疡
性结肠炎模型, 正常对照组给予等量0.9%生
理盐水灌肠, SB203580组于造模完成后给予
1 mg/(kg·d) SB203580腹腔注射. 流式细胞仪
技术检测PBL凋亡率及Bcl-2表达率, 免疫组
织化学方法检测活化转录因子-2(phosphor-
activating transcription factor 2, p-ATF2)表达; 
同时观察大鼠疾病活动指数(disease activity 
index, DAI)、肠道大体形态及组织学评分情
况; 分析p-ATF2水平与PBL凋亡率及Bcl-2达
率的相关关系.  

结果: 与正常组相比, 模型组大鼠肠组织磷酸
化p-ATF2及PBL中Bcl-2阳性表达显著增高
(43.40%±2.67% vs  7.45%±1.26%, 38.60%
±3.53% vs  13.70%±2.45%, P <0.01), PBL凋
亡率明显降低(27.70%±3.02% vs  58.70%±

3.09%, P <0.01); SB203580组p-ATF2、Bcl-2阳
性表达率较模型组明显下降(20.70%±2.79%, 
20.30%±2.87%, P <0.01), PBL凋亡率较模型
组明显上升(46.60%±4.14%, P <0.01). 大鼠
DAI及肠道大体形态、组织学评分模型组明
显高于正常组(2.42±0.30 vs  0.28±0.29, 5.42
±0.30 vs  0.30±0.48, 3.29±0.26 vs  0.05±
0.20, P <0.01),  SB203580组较模型组明显下降
(1.24±0.17, 3.30±0.22, 1.10±0.74, P <0.01).  

结论: P38MAPK抑制剂SB203580通过下调
p-ATF2活性及Bcl-2表达, 促进PBL的凋亡减轻
UC大鼠肠道炎症损伤, 对UC具有保护作用.  

© 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: 本文通过观察p38丝裂原活化蛋白激

酶超家族(mitogen-activated protein kinase)抑制剂

对结肠炎大鼠外周血淋巴细胞(peripheral blood 
lymphocyte, PBL)凋亡及相关调控蛋白的影响, 
结果发现其可下调活化转录因子-2 (phosphor-
activating transcription factor 2)活性及Bcl-2表达, 

促进PBL凋亡, 减轻大鼠肠道炎症损伤, 对溃疡性

结肠炎具有保护作用.  
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是炎症性肠

病的一种, 以肠道持续的慢性炎症为主要病理

特征, 目前其病因和发病机制尚不十分清楚. 一
些研究表明,  细胞凋亡与UC发病关系密切, 免
疫细胞凋亡延迟是UC炎症持续存在的主要原因

之一[1-3]. p38蛋白激酶是丝裂原活化蛋白激酶超

家族(mitogen-activated protein kinase, MAPK)中
的重要成员, 其信号通路在炎症、细胞增殖、

分化、凋亡等过程中发挥重要作用[4-7]. 本研究

通过观察P38MAPK特异性抑制剂对溃疡性结

肠炎大鼠肠道损伤、外周血淋巴细胞(peripheral 
blood lymphocyte, PBL)及相关基因的影响, 探讨

P38MAPK信号通路在溃疡性结肠炎中的可能作

用和机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康成年♂大鼠45只, 体质量180
±20 g. 由武汉大学医学院实验动物中心提供. 
2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)(Sigma公司); 兔抗

大鼠磷酸化的p-ATF2、Bcl-2单抗(Santa Cruz公
司); SB203580(Calbiochem公司); RPMI 1640培
养基为Gibco公司产品, SP、DAB试剂盒为晶美

公司产品; Ficoll淋巴细胞分离液为天津TBD产

品; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒为南京

凯基生物科技发展有限公司产品; 其他试剂为

进口或国产分析纯.  
1.2 方法

1.2.1 动物造模与处理: 实验大鼠适应性喂养1 
wk, 随机分为正常对照组、模型组及SB203580
干预组共3组, 每组15只. 模型组及SB203580组
参照文献[8-10]建立大鼠溃疡性结肠炎模型. 大
鼠术前24 h禁食不禁水, 实验时以乙醚吸入麻

醉大鼠, 采用橡胶软管由大鼠肛门轻缓插入结

肠约8 cm, 每只大鼠以100 mg/kg注入5%(w/v)
的2,4,6-三硝基苯磺酸(T N B S)/乙醇(体积比 
1∶1)混合溶液. 灌肠完成后倒提鼠尾轻摇大

鼠半分钟, 防止灌注液倒流, 动物平躺放置自

然清醒. 正常对照组给予等量0.9%生理盐水灌
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■相关报道
Feng等研究发现
在炎症性肠病中
存 在 P 3 8 M A P K
信号通路的表达
异 常 ,  其 可 通 过
对炎症细胞因子
TNF-α等表达的
调控参与发病过
程; 同时也有研究
表明在哮喘、急
性胰腺炎等疾病
中特异性阻断P38
通路能够减轻炎
症反应及损伤.

肠, SB203580组于造模完成后给予1 mg/(kg·d) 
SB203580腹腔注射. 2 wk后所有动物全麻下取

材.  
1.2.2 大鼠疾病活动度及肠组织损伤观察: 每日

观察大鼠精神、食欲、活动等一般情况及大

便、血便等消化系症状, 并计算疾病活动指数

(disease activity index, DAI)[11]. 肠组织标本取肛

门至盲肠段, 沿肠管纵轴剪开, 冰生理盐水洗净, 
参照文献[12]进行肠道大体形态评分. 结肠组织

卷起来, 以4.0%多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm
连续切片, HE染色, 根据Fedorak积分标准进行

病理组织学损伤评分[13].  
1.2.3 大鼠PBL提取及凋亡检测: 肠道取材前全

麻下于大鼠尾静脉取血约5 mL, 肝素抗凝, 采用

密度梯度离心法分离出PBL[14,15]. 以台盼蓝染色

法检测PBL活力>96%. 将提取的PBL悬于含10%
胎牛血清的RPMI-1640培养液中, 调整细胞浓度

为1×106/L, 置于37 ℃、体积分数5%的CO2培养

箱内培养保存. 凋亡检测时以pH 7.4的PBS缓冲

液洗涤2次后调整细胞浓度为1×106/L上流式细

胞仪检测, 操作步骤按Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒说明书进行.  
1.2.4 大鼠PBL Bcl-2表达检测: 取培养保存的

PBL以pH 7.4的PBS缓冲液洗涤2次, 调整细胞浓

度为1×106/L, 加入FITC标记的Bcl-2单抗, 常温

孵育30 min.  PBS缓冲液洗涤2次后加入碘化丙

啶(propidium iodide, PI), 避光室温孵育30 min, 

流式细胞仪检测, 计算Bcl-2阳性细胞表达率.  
1.2.5 肠组织p-ATF2表达检测: 采用免疫组织化

学SP法, 石蜡切片脱蜡水化, 经微波抗原修复, 
3%H2O2孵育消除内源性过氧化物酶活性后, 以
10%正常血清封闭非特异性抗原; 滴加1∶100稀
释的p-ATF2抗体, 4 ℃过夜; 滴加生物素化二抗,  
37 ℃孵育10 min后滴加辣根过氧化物酶标记的

卵白素工作液, 37 ℃孵育15 min; 滴加抗体步骤

之间均需PBS缓冲液洗涤3×5 min; DAB显色, 
苏木素复染, 中性树脂封片. 显微镜下计算阳性

细胞所占比例.  
统计学处理 采用SPSS13.0软件处理实验数

据, 计量资料以mean±SD表示, 方差齐性检验采

用单因素方差分析处理, 相关分析采取线性相

关分析. P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 大鼠一般情况及结肠损伤评分 TNBS造模大

鼠出现精神倦怠, 活动减退, 食欲、体质量下降, 
毛发失去光泽等改变; 可观察到腹泻, 黄色稀便

或肛周体毛被稀便沾染, 约30%大鼠出现黏液

血便. SB203580组经干预后上述症状逐渐减轻, 
DAI评分明显下降(表1). 模型组结肠黏膜充血、

肿胀、糜烂多见, 可见散在溃疡及出血灶; 光镜

下可见结肠上皮细胞坏死、脱落, 黏膜层及黏

膜下层有较多炎症细胞浸润, 可见溃疡及隐窝

脓肿形成. SB203580组大鼠肉眼及镜下结肠损

表  1  各组大鼠疾病活动指数及结肠大体形态、组织学损伤评分比较 (n  = 15,  mean±SD)

     分组        DAI  大体评分 组织学评分

正常对照组 0.28±0.29 0.30±0.48 0.05±0.20

模型组 2.42±0.30b 5.42±0.30b 3.29±0.26b

SB203580组 1.24±0.17bd 3.30±0.22bd 1.10±0.74bd

F值    173.049   538.594   137.598

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模型组. DAI: 疾病活动指数.

表  2  各组大鼠肠组织p-ATF2及外周血PBL凋亡率、Bcl-2表达水平比较 (n  = 15,  mean±SD)

     分组    p-ATF2(%) PBL凋亡率(%) Bcl-2表达率(%)    

正常对照组   7.45±1.26 58.70±3.09 13.70±2.45

模型组 43.40±2.67b 27.70±3.02b 38.60±3.53b

SB203580组 20.70±2.79bd 46.60±4.14bd 20.30±2.87bd

F值     600.077     204.302     186.744

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模型组. p-ATF2: 活化转录因子-2; PBL: 外周血淋巴细胞.
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■创新盘点
有关溃疡性结肠
炎中P38MAPK信
号通路与细胞凋
亡的关系目前鲜
有研究报道, 本文
发现P38MAPK信
号通路活化可延
迟外周血淋巴细
胞凋亡, 导致肠道
过度的炎症反应
和损伤, 探讨了其
对细胞凋亡的调
控机制.

伤情况明显减轻, 黏膜充血水肿, 糜烂灶明显减

轻或消失, 溃疡愈合, 结肠损伤大体评分及组织

学评分均明显下降(P <0.01, 表1, 图1).  
2.2 大鼠肠组织p-ATF2表达 p-ATF2阳性表达细

胞以胞浆着色为主, 呈棕褐色, 胞核亦有少量着

色, 阳性细胞多集中在黏膜固有层内. SB203580
组中p-AT F2阳性表达率较模型组明显降低

(P <0.01, 表2, 图2).  
2.3 大鼠外周血PBL凋亡率及Bcl-2表达 模型

组大鼠P B L凋亡率明显低于正常组(P <0.01); 
S B 2 0 3 5 8 0组P B L凋亡率明显高于模型组

(P <0.01), 但仍低于正常组(P <0.01). 与正常组相

比, 模型组大鼠Bcl-2表达率明显上升(P <0.01), 
SB203580组干预后, Bcl-2表达明显下降, 但其表

达水平仍高于正常组(P <0.01).  
2.4 p-ATF2表达水平与PBL凋亡率、Bcl-2表

达率相关分析 采用SPSS软件对上述指标进行

线性相关分析, 得相关系数分别为r  = -0.991, 
0.985(P <0.01); p-ATF2表达水平与PBL凋亡率呈

显著负相关, 与Bcl-2表达率呈显著正相关.  

3  讨论

UC目前病因仍未完全阐明, 可能涉及感染、遗

传、免疫及环境等多个因素相互作用. 炎症因

子网络失衡、免疫系统紊乱是导致UC肠道炎症

损伤持续存在或反复发作的重要因素, 而细胞

凋亡与之关系密切; 资料表明, 在UC中, 结肠上

皮细胞凋亡明显增多, 而淋巴细胞等免疫细胞

凋亡延迟或减弱[16-18]. 本实验结果发现, 在UC大
鼠外周血中, 淋巴细胞的凋亡率明显低于正常

组大鼠, 提示UC中不仅仅在肠道局部, 外周血中

的淋巴细胞液存在凋亡延迟情况.  
P38是丝裂原活化蛋白激酶家族的成员之

一, 是细胞内信号传递的重要分子, 在机体生

理、病理过程如细胞生长、分化、凋亡及炎

症、应激反应中起重要调控作用[4-7]. SB203580
是一种人工合成的吡啶咪唑类制剂, 可特异性

抑制P38MAPK活性, 其可竞争性结合P38MAPK
的ATP位点, 抑制p38对下游分子如ATF2的磷酸

化, 但并不影响p38的磷酸化过程[19,20]. 因此, 在
SB203580干预情况下, 磷酸化的ATF2水平可

以反映P38MAPK的酶活性. 近年来, 随着研究

的不断深入, P38MAPK信号通路在炎症性肠病

发病中的作用日益受到重视[21-24], 研究表明[24], 
P38MAPK信号通路可通过对UC中炎症细胞因

子TNF-α表达的调控参与UC的发病. 但在UC
中, P38MAPK信号通路与细胞凋亡的关系目前

尚未见报道. 本实验通过TNBS/乙醇灌肠复制

溃疡性结肠炎模型, 采用P38MAPK选择性抑

制剂SB203580进行干预, 结果发现, 模型组大

A B C

图  1  结肠黏膜HE染色(×400). A: 正常对照组, 上皮细胞完整; B: 模型组, 见较多炎症细胞浸润; C: SB203580组, 腺体破坏较

轻, 炎症细胞浸润减少, 但仍可见散在炎症细胞浸润.

A B C

图  2  p-ATF2表达免疫组织化学染色. A: 正常对照组, 见少许阳性细胞表达,  胞浆着色为主; B: 模型组, 阳性细胞表达密集,  

胞浆着色为主,  部分见胞核着色; C: SB203580组, 阳性细胞明显减少.
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鼠肠组织p-ATF2表达较正常组明显升高, 给予

SB230580处理后, p-ATF2表达明显下降, 且PBL
凋亡率较模型组有明显上升, 大鼠一般情况及

肠道损伤情况明显改善, 提示SB203580确实阻

断了P38MAPK信号通路, 并促进了UC大鼠外周

血淋巴细胞的凋亡, 减轻了肠道炎症损伤.  
资料表明, P38MAPK可通过增强c-myc、

TNF-α表达, 激活c-jun、c-fos, 磷酸化P53, 参与

Fas/FasL途径等多种方式实现细胞凋亡调控, 在
细胞凋亡调控过程中作用关键[25-29]. ATF2在细

胞增殖更新中亦发挥重要作用, 其可诱导Bcl-2
表达, 从而引起下游效应[30]. Bcl-2是一个研究最

早的细胞凋亡抑制基因, 他与其同源蛋白Bax 的
比率可以调节细胞凋亡的速率[31,32]. 本实验进

一步观察了p38特异性抑制剂对UC大鼠PBL中
Bcl-2表达水平的影响, 结果发现SB203580干预

后, UC大鼠PBL中Bcl-2的表达率明显下降. 同
时, 相关分析结果显示, ATF2表达水平与Bcl-2的
表达率呈显著正相关, 而与PBL凋亡率呈显著负

相关. 实验结果表明p38/ATF2-Bcl-2途径参与了

UC大鼠外周血PBL的凋亡调控过程, 其活化可

延迟PBL的凋亡, 导致肠道过度的炎症反应和损

伤, 而其特异性抑制剂SB203580可阻断这一过

程. 总之, 实验结果提示, 阻断或调控p38信号通

路有望成为溃疡性结肠炎防治的又一途径.  
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