
■背景资料
肠 黏 膜 屏 障 损
伤 ,  引起致病菌
及 毒 素 入 侵 肠
道 ,  是溃疡性结
肠炎(ulcerat ive 
colitis, UC)的一
个 重 要 致 病 因
素, 肾上腺髓质素
(adrenomedullin, 
AM)作为一种血
管活性肽 ,  被认
为可以通过抑制
炎性细胞因子的
活性、保护细胞
间紧密连接(tight 
junction, TJ)以及发
挥抗菌作用来治
疗实验性结肠炎.
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Abstract
AIM: To investigate the possible mechanism of 
adrenomedullin (AM) to protect the intestinal 
epithelial barrier function in a rat model of 
ulcerative colitis (UC).

METHODS: Twenty-four male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into three groups: 
a normal control group, a model group and 
an AM group. Each group contained 8 rats. 
All the rats except those in the normal control 
group were administered with TNBS to induce 
colitis. Rats in the normal control group was 
given physiological saline instead. Forty-eight 
hours after inducing colitis, in the AM group, 
AM (1.0 μg of AM diluted in 1.0 mL of saline) 
was injected into the lumen of the colon. Rats 
in the normal control group and model group 
were given 1.0 mL of saline instead. All of them 
were treated for seven consecutive days. Blood 
samples were collected to measure serum tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and interferon-γ 
(IFN-γ) levels by ELISA. Colon tissues were 
taken to detect the protein expression of RhoA, 
Rho associated kinase 1 (ROCK1), MLCK, 
nuclear factor-κB (NF-κB) p65 and Occludin by 
Western blot analysis.

RESULTS: All the rats induced with TNBS 
developed symptoms such as profound and 
sustained weight loss, bradykinesia and purulent 
and bloody stools. The levels of serum TNF-α 
and IFN-γ in model rats were significantly 
higher than those in the normal group (P < 
0.05), however, serum TNF-α and IFN-γ were 
significantly decreased after AM treatment (P < 
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■研发前沿
U C 的 病 因 和 发
病机制至今尚未
明确 ,  临床治疗
上主要采用氨基
水杨酸制剂、激
素以及免疫抑制
剂 ,  费用昂贵且
疗效一般, AM被
认 为 能 改 善 U C
肠 黏 膜 通 透 性 , 
为 U C 的 治 疗 提
供了新的方向.

0.05). The expression levels of RhoA, ROCKI, 
MLCK and NF-κB p65 showed a significant 
increase in the model group compared with 
the normal group (P < 0.05), while treatment 
with AM clearly reduced their expression. 
The expression of Occludin in model rats was 
significantly decreased (P < 0.05), while in the 
AM group, the reduced Occludin expression 
appeared to resume (P < 0.05). 

CONCLUSION: AM improves intestinal mucosal 
barrier function in UC possibly by regulating the 
NF-κB p65/MLCK signal pathway mediated by 
RhoA.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨肾上腺髓质素(adrenomedullin, 
AM)改善溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)大鼠模型肠黏膜通透性的作用机制.

方法: 清洁级♂SD大鼠24只(180-200 g), 随
机分成3组: AM组、模型组和正常组, 每组8
只. 模型组及AM组均给予TNBS灌肠, 以建立
UC大鼠模型. 正常组给予生理盐水灌肠. 造
模后注意观察大鼠毛发、活动及大便情况
的变化, 记录每组大鼠体质量. 48 h后AM组
给予1 mL AM灌肠, 而模型组、正常组则给
予1 mL生理盐水灌肠, 连续灌肠7 d后, 腹腔
注射10%水合氯醛麻醉大鼠, 留取大鼠血液, 
离心后分离上层血清于无菌EP管中冻存, 留
取大鼠结肠组织, 部分立即用4%多聚甲醛
固定, 余下组织冻存于-80 ℃. HE染色评估
大鼠结肠病理变化, Western blot测定肠道黏
膜RhoA、Rho激酶1(Rho associated kinase 1, 
ROCK1)、肌球蛋白轻链激酶(myosin light-
chain kinase, MLCK)、核因子-κB(nuclear 
fac tor-κB, NF-κB) p65及紧密连接(t ight 
junction, TJ)蛋白Occludin的表达, 酶联免疫吸
附测定法(ELISA)试剂盒检测血清肿瘤坏死
因子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α), 干扰
素-γ(interferon-γ, IFN-γ)表达的水平. 

结果: TNBS造模后的大鼠出现腹泻及黏液
脓血便, 体质量明显减轻, 肠管扩张, 肠壁变
薄, 部分结肠黏膜可见散在溃疡, 与正常组
比较, 模型组大鼠血清中TNF-α、IFN-γ的
表达明显升高(P <0.05), 结肠组织中RhoA、

ROCK1、MLCK及NF-κB p65蛋白的表达显
著增高(P <0.05), 而TJ蛋白Occludin的表达较
正常组明显降低(P <0.05), 与模型组比较, 给
予AM治疗后的大鼠TNF-α、IFN-γ表达降
低(P <0.05), 结肠组织中RhoA、ROCK1、
MLCK及NF-κB p65蛋白的表达显著下降
(P <0.05), 而TJ蛋白Occludin的表达明显升高
(P <0.05)有统计学意义. 

结论: AM可能通过调节RhoA介导的NF-κB 
p65/MLCK信号通路, 改善UC肠道黏膜屏障
功能. 

© 2016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 研 究 探 讨 了 肾 上 腺 髓 质 素

(adrenomedullin, AM)对溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)大鼠肠黏膜通透性的影响以及RhoA
介导的核因子-κB p65/肌球蛋白轻链激酶信号

通路在其中的作用, 进一步阐明了AM的作用机

制, 为UC的临床治疗提供了新的方向. 
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0  引言

炎症性肠病的发生被认为和感染、免疫、遗

传和环境等诸多因素相关, 越来越多的研究

表明肠道黏膜免疫功能紊乱引起的肠道黏膜

屏障损伤是导致结肠炎发生和发展的主要机

制[1,2]. 因此, 恢复被破坏的肠黏膜屏障功能有

利于缓解甚至消除肠道的炎症及免疫反应 , 
达到治疗溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
的目的. 

肠黏膜屏障功能主要依赖于肠上皮细胞

之间的紧密连接(tight junction, TJ)来维持上皮

细胞的极性和凝聚力, TJ包括多种黏附和TJ蛋
白, 如ZO-1、Occludin等[3]. 大量研究表明纤维

肌动蛋白细胞骨架的收缩和结构重排, 在控制
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■相关报道
M i n a m i n o等发
现AM可以通过
抑制炎性细胞因
子的活性、保护
细 胞 间 T J 来 治
疗 实 验 性 结 肠
炎 ,  本课题组前
期研究发现AM
可 以 改 善 U C 肠
黏膜通透性 ,  其
作 用 机 制 与 肌
球 蛋 白 轻 链 激
酶(myosin light-
c h a i n  k i n a s e , 
M L C K ) 信 号 通
路具有一定的相
关性.

TJ的结构和功能中起着重要作用, 而这种收缩

和结构重排主要是由Rho激酶(Rho associated 
kinase, ROCK)和肌球蛋白轻链激酶(myosin 
light-chain kinase, MLCK)来调控的[4,5]. 细胞骨

架张力的主要调控者是小G蛋白RhoA和他的

下游效应分子ROCK, ROCK可以通过直接磷

酸化肌球蛋白轻链(myosin light-chain, MLC), 
来产生细胞收缩力, 使TJ分布改变, 进而影响

肠黏膜屏障功能[6]. 
RhoA/ROCK通路可以调控多种细胞功

能, 包括细胞迁移、细胞收缩、黏附等[7]. 有
研究[8,9]表明RhoA/ROCK也可以激活核因子-κB
(nuclear factor-κB, NF-κB). NF-κB是一种核转

录蛋白, 在UC的发病中发挥着重要作用[10,11]. 
以前的研究[12]表明NF-κB p65信号通路包含

在MLCK依赖的肠黏膜屏障功能的调节过程

中. 而肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor α, 
TNF-α)诱导的MLCK蛋白表达的增加也被认为

主要由NF-κB p65信号通路来调节[13,14]. MLCK
基因启动子的活性可以由NF-κB的活化来刺激

调控, 而抑制NF-κB也可以防止MLCK蛋白表达

的增加[15,16]. 
肾上腺髓质素(adrenomedullin, AM)是一种

从人嗜铬细胞瘤中提取出来的血管活性肽, 在
新生血管的形成、抑制炎症和凋亡等多种生

理过程中发挥着重要作用[17,18]. 以前的研究[19]

表明, AM可以显著降低肠黏膜通透性, 然而, 潜
在的作用机制仍不十分清楚. Ashizuka等[20]认

为AM可以通过抑制炎症因子、激活肠上皮淋

巴细胞中的细胞因子以及保护细胞间的TJ, 从
而对结肠炎动物模型产生作用. 基于这些研究

结果, 我们可以知道, AM对UC肠黏膜屏障功能

发挥着重要的保护作用. 本研究用2,4,6-三硝基

苯磺酸(2,4,6-trinitro-benzene-sulfonic, TNBS)建
立UC大鼠模型, 给予AM灌肠治疗, 研究RhoA
介导的NF-κB p65/MLCK信号通路在AM治疗

过程中的作用, 从而为UC的治疗提供新的途径

和方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠24只, 180-200 g, 
购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司[实
验动物许可证号: SCXK(湘)2013-0004], 饲
养于华中科技大学实验动物中心 [实验单

位许可证号: SYXK(鄂)2010-0057], 标准饮

食, 自由饮水. TNBS购自Sigma公司, AM购

自Sigma公司, 大鼠TNF-α酶联免疫吸附测

定法(ELISA)试剂盒(货号: ERC102a)和干扰

素-γ(interferon-γ, IFN-γ) ELISA试剂盒(货号: 
ERC101g)购自NeoBioscience公司, RhoA抗体(货
号: ab187027)、ROCK1抗体(货号: ab45171)、
MLCK抗体(货号: ab76092)、Occludin抗体(货号: 
ab167161)均购自Abcam公司, NF-κB p65抗体购

自CST公司(货号: 8242p). 
1.2 方法

1.2.1 动物分组与UC模型建立: 24只♂SD大鼠

随机分为3组: 正常组、模型组和AM组, 每组8
只, 体质量差异无统计学意义(P >0.05). 适应性

喂养1 wk后, 根据Morris等[21]提出的方法采用

TNBS灌肠建立大鼠UC模型, 各组大鼠禁食不

禁水24 h后, 用10%的水合氯醛0.3 mL/100 g体
质量腹腔注射麻醉, 取直径2 mm的橡胶管, 用
甘油润滑后, 经肛门缓慢插入约8 cm, 将5%的

TNBS 0.6 mL溶于500 mL/L的乙醇0.25 mL, 经
该橡胶软管缓慢注入大鼠结肠. 正常组则用相

同方法注入同体积生理盐水, 提起大鼠尾巴倒

置30 s, 防止药液外流, 造模结束后使大鼠平

躺, 自然苏醒后自由饮食. 
1.2.2 药物干预及标本处理: 建立模型后的48 
h, 注意观察各组大鼠皮毛、精神、饮食及大

便情况的变化, 记录大鼠体质量改变, 评估模

型建立成功后, 正常组和模型组给予生理盐水

1 mL/只灌肠, AM组予以AM 1.0 μg/(mL•只)灌
肠, 连续灌肠7 d. 第8天各组大鼠禁食不禁水

24 h后, 用10%的水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠, 
腹主动脉取血留取大鼠血液标本, 静置4-6 h
后, 4000 r/min离心10 min, 取上层血清, 冻存于

-20 ℃. 留取病变明显的结肠组织标本, 部分结

肠组织用4%多聚甲醛固定, 余下冻存于-80 ℃
备用. 
1.2.3 结肠组织病理学检测: 将大鼠结肠组织置

于4%多聚甲醛中固定, 常规石蜡包埋, 4 μm切

片. 苏木素伊红染色, 光学显微镜下进行组织

病理学观察. 
1.2.4 ELISA检测血清TNF-α、IFN-γ表达: 操作

步骤参照大鼠TNF-α、IFN-γ ELISA试剂盒的

说明书进行, 操作完成后以450 nm的波长测量

各孔的OD值, 根据OD值和标准品的浓度得出

标准曲线方程, 代入OD值计算样品浓度. 
1.2.5 We s t e r n b l o t检测结肠组织R h o A、
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■创新盘点
本文采用AM灌
肠 给 药 的 方 式 , 
通过检测大鼠结
肠组织RhoA、核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB) 
p65、MLCK蛋白
的表达, 探讨AM
调节UC大鼠肠黏
膜通透性的可能
机制.

ROCK1、MLCK、NF-κB p65及Occludin蛋白

表达: 提取结肠组织总蛋白, 各样品取50 μg蛋
白上样, 根据蛋白分子量配制SDS-PAGE凝胶

电泳. 浓缩胶电压75 V, 进入分离胶后, 电压设

定为120 V. 当溴酚蓝刚跑出即可终止电泳, 转
膜至PVDF膜. 将PVDF膜上加入5%的脱脂牛奶

(0.5%TBST配), 摇动封闭1 h; 按比例加入稀释

好的一抗, 4 ℃孵育过夜, 加入稀释好的二抗, 室
温下孵育2 h; ECL化学发光法显影定影, 分析胶

片灰度值. 
统计学处理 应用S P S S20.0统计软件处

理数据并进行统计学分析, 计量资料结果用

mean±SD表示, 多样本间比较采用单因素方差

分析(ANOVA), P<0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 模型评估及体质量的改变 TNBS造模后, 大
鼠精神变差, 活动减少, 体质量减轻, 肛门处可

见稀便, 严重者可见黏液脓血便. 根据各组大

鼠体质量变化, 绘制体质量曲线, 从图1中可以

看出, AM组在给药治疗后大鼠体质量减轻情

况较模型组有明显改善. 
2.2 组织病理学观察 从图2中可以看出, 正常组

大鼠结肠组织黏膜结构完整, 腺体排列规则, 
模型组大鼠可见结肠黏膜破坏, 杯状细胞减少, 
大量炎性细胞浸润, 而AM组黏膜轻度水肿, 腺
体排列尚整齐, 炎性细胞浸润较模型组明显减

轻(图2). 
2.3 AM对大鼠血清TNF-α和IFN-γ的影响 采用

酶联免疫吸附法测定血清TNF-α和IFN-γ的含

量, 结果表明, 与正常组相比, TNF-α和IFN-γ
在模型组大鼠血清中高表达(P <0.05), 而在

AM组, 与模型组比较, 两者的表达明显降低

(P <0.05)(图3). 
2.4 AM对RhoA/ROCK、MLCK信号通路及

NF-κB p65和肠道TJ的影响 模型组大鼠结肠

黏膜RhoA、ROCK1的表达较正常组明显升高

(P <0.05), 而AM组大鼠RhoA、ROCK1的表达

较模型组降低(P <0.05)(图4). 与正常组相比, 模
型组大鼠MLCK蛋白表达明显增加(P <0.05), 
而给予AM治疗后, MLCK蛋白表达较模型组

下降(P <0.05)(图5). NF-κB p65的表达在模型组

大鼠明显增加(P <0.05), 而在AM治疗组, 他的

表达则较模型组降低(P <0.05)(图4). 与正常组

相比, 模型组大鼠肠黏膜Occludin蛋白表达明

显下降(P <0.05), 而AM组, Occludin蛋白表达较

模型组上调(P <0.05)(图5). 

3  讨论

MLCK信号通路在肠黏膜屏障功能的病理生

理调节中发挥着重要的作用 [22,23]. 为了明确

AM是否是通过阻断MLC的磷酸化来减轻肠上

皮屏障损害, 我们对MLCK蛋白的表达进行检

测. NF-κB p65通路被认为可以调控TNF-α诱
导的MLCK蛋白的表达上调[13,24]. TJ蛋白表达

水平的降低被认为是肠上皮屏障功能损伤的

关键环节[25,26], Occludin蛋白作为TJ蛋白的一

个定位标记, 被用来检测并评价肠上皮功能损

伤情况.
炎症性肠病是一种慢性非特异性肠道疾

病, 病因及发病机制尚不十分明确, 但是肠黏

膜屏障损伤, 引起致病菌及毒素入侵肠道, 是
炎症性肠病的一个重要致病因素[27,28]. 一些研

究[29,30]表明, 许多炎性细胞因子, 如TNF-α和
IFN-γ, 在肠黏膜屏障损伤过程中起到推动作

用. 有研究[31,32]进一步指出, TNF-α和IFN-γ可
以通过激活RhoA, 进而引起肌球蛋白磷酸化, 
导致细胞骨架改变, 细胞间通透性增加, 从而

破坏肠黏膜屏障, 加重肠道炎症. 在TNBS诱导

的结肠炎动物模型中, TNF-α和IFN-γ的表达水

平明显升高, 同样地, RhoA及其下游效应分子

ROCK1的蛋白表达也是增高的, 而给予AM治

疗后, 这种升高趋势受到抑制, 这表明TNF-α
和IFN-γ可以激活RhoA, 而AM可以抑制这个

过程.
MLCK信号通路也在肠上皮通透性的调

节过程中发挥着重要作用[33]. 先前的研究[30]表

明上调MLCK的蛋白表达, 可以诱导MLC的磷

图  1  大鼠体质量变化曲线. 
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■应用要点
本 文 研 究 发 现
A M 可 以 通 过
抑制 R h o A 介导
的 N F -κB  p 6 5 /
MLCK信号通路, 
下调TJ蛋白的表
达, 改善UC肠黏
膜屏障功能, 为临
床应用AM治疗
UC提供了一定的
实验依据.

酸化, 进而导致肠黏膜屏障损伤. 而作为RhoA
下游效应分子的ROCK, 则可以通过直接磷酸

化MLC和MLC肌球蛋白结合亚基, 来产生细

胞收缩力, 引起肠黏膜屏障功能改变[6]. 除此之

外, 一些研究[34]也显示, RhoGTP酶的激活与可

以调节多种细胞功能的NF-κB p65的活化是息

息相关的. RhoA被称为NF-κB p65的关键调节

器[35]. 在UC中, TNF-α诱导的肠上皮通透性增

加, 是由NF-κB p65信号通路调控的[36], 同样地, 
TNF-α和IFN-γ诱导的MLCK通路的激活也受

到NF-κB p65的调控. 在本实验中, 与正常组相

比, 模型组大鼠的MLCK和NF-κB p65蛋白的

表达明显增高, 而TJ蛋白Occludin的表达减少, 
削弱了TJ, 致使肠黏膜通透性增加, 然而, 给予

AM治疗后, 这种趋势得到抑制, MLCK和NF-
κB p65的表达下调, 而Occludin的表达增加, 从
而加强了TJ, 改善了肠黏膜屏障功能. 

AM是一种血管活性肽, 鉴于其在胃和结

肠组织中高浓度表达, AM被认为可以通过抑

制炎性细胞因子的活性、保护细胞间TJ以及发

挥抗菌作用来治疗实验性结肠炎[37]. AM可以

下调促炎因子如TNF-α的表达, 除此之外, 先前

的研究[38]也证实AM可以改善UC的肠黏膜屏障

功能. 然而, 具体的作用机制却鲜有报道. 在我

们的实验中, TNF-α、IFN-γ、RhoA、MLCK及

NF-κB p65的表达在模型组明显升高, 而TJ蛋白

Occludin的表达减少, 给予AM治疗后, 这种趋

势随之降低, 这表明, AM可以通过下调TNF-α, 
IFN-γ的表达, 抑制RhoA激活, 下调MLCK和

NF-κB p65的表达, 进而上调Occludin的表达, 
使肠黏膜通透性降低. 

总之, 这个实验表明AM对TNBS诱导的实

验性结肠炎的肠黏膜屏障损害有一定的保护

作用, 而抑制RhoA介导的NF-κB p65/MLCK信

号通路的活化可能是其机制之一. 我们的实验

只是对AM调节UC肠黏膜通透性的的作用机

制进行了初步的探讨, 还有待于更深入和缜密

的实验去进一步研究和证实. 但是这些发现阐

图  2  大鼠结肠组织病理学改变(×100). A: 正常组; B: 模

型组; C: AM组. AM: 肾上腺髓质素.
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图  3  大鼠血清细胞因子的表达. A: 大鼠血清TNF-α
的表达; B: 大鼠血清IFN-γ的表达. aP <0.05 vs  正常组; 
cP<0.05 vs  模型组. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; IFN-γ: 干
扰素-γ.
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■名词解释
Rho激酶: 属于丝
氨酸/苏氨酸蛋白
激酶家族成员, 是
最为关键的RhoA
下游靶效应分子, 
可以调控多种细
胞功能 ,  包括细
胞迁移、细胞收
缩、黏附等.

释了UC可能的发病机制, 给UC的治疗提供了

新的思路和理论依据. 
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