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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
U C )是一种以慢
性炎症和溃疡形
成为主要病理特
点的消化系统疾
病. 根据维吾尔医
学传统理论 ,  对
于不同疾病的诊
断和治疗主要是
依据不同体液的
不同状态来进行
的. 免疫系统是具
有多层次、网络
化、反馈性调节
模式的大网络, 任
何一个部分遭到
破坏都会引起免
疫平衡失调. 近十
年来, 有关细胞因
子参与结肠黏膜
炎症反应的研究
有了很多成果, 并
为更进一步研究
UC的发病机制提
供了新的思路.
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Abstract
AIM
To develop a rat model of ulcerative colitis (UC) 
with abnormal sapra syndrome and detect 
the changes in inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) and endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) hnRNA and mRNA expression in 
colon tissues of this model.

METHODS
Based on a rat model of abnormal sapra syndrome, 
trinitrobenzene sulfonic acid/ethanol was 
used to induce UC in rats with abnormal sapra 
syndrome. Rats were randomly divided into two 
groups: normal group and UC with abnormal 
sapra syndrome model group. Quantitative RT-
PCR was used to detect the differences in iNOS 
and eNOS hnRNA and mRNA expression in 
colon tissues of rats in the two groups.



chain reaction, qRT-PCR)方法检测两组大鼠
结肠组织中iNOS、eNOS的hnRNA与mRNA
表达水平.

结果
(1)异常胆液质载体U C病证模型组大鼠体
征、症状、结肠黏膜损伤等均符合异常胆
液质载体UC病证模型的判定标准; (2)qRT-
PCR结果显示, 与正常组比较, 异常胆液质
载体UC病证模型组大鼠结肠组织中iNOS
的hnRNA表达水平上调, 差异有统计学意
义(P <0.05), 而eNOS的hnRNA表达水平无
统计学意义(P >0.05); 异常胆液质载体UC病
证模型组大鼠结肠组织中iNOS、eNOS的
mRNA表达水平均上调, 差异有统计学意义
(P <0.05).

结论
(1)炎症相关因子iNOS、eNOS都参与了UC
的发病过程; (2)异常胆液质载体UC病证大
鼠结肠组织中炎症相关因子表达水平的调
控存在mRNA的稳定性相关的转录后调控
机制. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究在维吾尔医学理论的指导下
建立异常胆液质载体溃疡性结肠炎病证大鼠模

型, 应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应, 检
测大鼠结肠组织中炎症相关因子诱导型一氧

化氮合酶、内皮型一氧化氮合酶的hnRNA、

mRNA表达水平; 分析候选基因表达水平变化
在异常胆液质载体溃疡性结肠炎病证发生、发

展过程中的作用. 从而探讨异常胆液质载体UC
病证发生、发展的分子机制.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种以

RESULTS
UC with abnormal sapra syndrome was 
successfully induced as evidenced by the 
presence of anticipated signs, symptoms and 
colonic mucosa damage. Compared with the 
normal group, the expression of iNOS hnRNA 
in colon tissue was significantly upregulated in 
the model group (P < 0.05), but the expression 
of eNOS hnRNA in colon tissue showed no 
statistical difference between the two groups 
(P > 0.05). The expression of iNOS and eNOS 
mRNA was significantly upregulated in the 
model group compared with the normal group 
(P < 0.05). 

CONCLUSION
The inflammatory factors iNOS and eNOS are 
involved in the development of UC in rats with 
abnormal sapra syndrome, and changes in 
inflammation related factors are mediated by a 
post-transcriptional regulatory mechanism.
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摘要
目的
建立异常胆液质载体溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)病证大鼠模型, 检测大鼠结肠组
织中诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)、内皮型一氧化氮合酶
(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)两种
炎症相关因子, 探讨他们在UC发生过程中的
作用. 

方法
将动物分为正常组和异常胆液质载体UC病
证模型组, 根据维医体液论, 采用2,4,6-三硝
基苯磺酸/乙醇法构建异常胆液质载体UC病
证大鼠模型, 应用实时荧光定量逆转录聚合
酶链反应(quantitative real-time polymerase 
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■研发前沿
UC被世界卫生组
织列为疑难疾病
之一. 根据最近报
道 ,  UC的发病率
在全球逐年地增
长 .  UC发展的分
子病因涉及到免
疫、遗传、微生
物、环境和其他
未知因素, 其免疫
学机制越来越受
到研究者的关注. 
大量研究证实, 结
肠黏膜促炎和抗
炎细胞因子的平
衡对正常的肠道
动态平衡是至关
重要的, 各种细胞
因子的功能、数
量的异常或两类
因子之间的平衡
失调 ,  均可导致
UC的发生. 因此, 
探讨细胞因子在
UC发病过程中的
表达调控机制对
于从根本上防治
UC具有十分重要
的意义, 并为更进
一步研究UC的发
病机制提供了新
的思路.
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■相关报道
在UC早期, NO通
过增加靶细胞内
5-环磷酸鸟苷浓
度及抑制P-选择
素基因表达, 维持
微循环的完整性, 
抑制血小板、白
细胞在皮内细胞
表面的黏附、积
聚、防止血栓形
成和内皮细胞和
中性粒细胞、单
核细胞的相互作
用; 另一方面, 在
UC的中晚期 ,  随
着NO产生增多和
积聚, NO通过细
胞内铁的释放、
阻断线粒体的功
能和阻碍DNA的
合成等, 导致黏膜
细胞的损伤.

慢性炎症和溃疡形成为主要病理特点的消化

系统疾病. 本病病因未明, 治愈难度大, 复发率

和癌变率较高, 被世界卫生组织列为现代难治

病之一[1-3]. 目前已确定, UC的发病机制涉及

环境、肠道菌群、免疫系统及遗传4个基本要

素[4-6]. 其中免疫系统方面的研究广泛地受到

关注. UC作为一种全身性疾病, 有许多细胞因

子参与结肠黏膜的炎症免疫反应, 氧化应激和

炎症因子过表达是UC的主要发病机制[7,8], 尤
其促炎因子和抗炎因子平衡失调在其发生、

发展中发挥了重要作用. 维吾尔医学作为中国

传统医学, 在UC等疾病的认识和治疗方面拥

有独特的理论. 维医认为人体由胆液质、血液

质、黏液质和黑胆质等4种不同的体液构成. 
任何体液结构上的失衡、或数量、质量的异

常变化均可导致疾病的发生[9]. 维医认为不同

类型异常体液可导致各种疾病, 异常胆液质型

体液会引起胃肠炎、胃肠溃疡、结石、胆囊

炎、胰腺炎、肝硬化、肝炎、阑尾炎、心肌

炎、肿瘤等. 本研究在维吾尔医学理论的指

导下建立异常胆液质载体溃疡性结肠炎病证

大鼠模型, 应用实时荧光定量逆转录聚合酶

链反应(quantitative real-time polymerase chain 
reaction, qRT-PCR), 检测大鼠结肠组织中炎症

相关因子诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)、内皮型一氧化氮合

酶(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)的
hnRNA、mRNA表达水平; 分析候选基因表达

水平变化在异常胆液质载体溃疡性结肠炎病

证发生、发展过程中的作用. 从而探讨异常胆

液质载体UC病证发生、发展的分子机制.

1  材料和方法

1.1 材料与仪器  健康的S P F级(无特定病原

体)♂、体质量200 g±30 g之间的Wistar大鼠. 
2,4,6-三硝基苯磺酸(trinitroenzenesulfonic acid, 
TNBS)(sigma, 美国, 批号: #SLB 6263V), 水
合氯醛、无水乙醇、液体石蜡、乙醚、生理

盐水均为国产分析纯. 黑胡椒、干姜、西红

花(由新疆维吾尔自治区维吾尔医院提供). 干
热属性饮水的配置: 1 g西红花浸泡于400 mL
的双蒸水约6 h后再给予饮用. 干热属性灌胃

药的配置: 30 g黑胡椒、30 g干姜和0.3 g西红

花使其浸泡于400 mL的双蒸水12 h, 其中黑

胡椒和干姜打成粉末. FLI-2999HT型人工气

候箱, 电击笼, qRT-PCR仪(美国Thermo公司); 
电泳仪电源(北京市六一仪器厂); 超微量分

光光度计(美国Thermo公司); 制冰机(意大利

Scotsman公司), 冷藏冷冻箱(4 ℃-20 ℃)(Haier 
BCD-539WT), 定量聚合酶链反应(quantitative 
polymerase chain reaction, qPCR)数据分析软

件: 7500 Software v2.0版本. 
1.2 方法
1.2.1 实验动物的分组: 20只大鼠适应性喂养

1 wk以后, 应用统计学上完全随机的方法随机

分为正常组(10只), 异常胆液质载体UC病症组

(10只), 每笼5只.
1.2.2 处理: (1)正常组室内温度(温度22 ℃-25 ℃, 
相对湿度60%-80%)下用普通鼠饲料(每日每笼

给予200 g, 300 mL双蒸水)饲养, 每日每笼随机

饮食水, 不受任何刺激也不作任何处理; (2)异
常胆液质载体UC病证模型组: a.异常胆液质证

的建立: 按照文献[10-12]及以往研究方法适当

调节, 采用人工气候箱, 将实验动物置于干热

的饲养环境[13-16](相对温度26 ℃-28 ℃, 相对湿

度36%-40%, 10 h/d), 每日每笼给予200 g普通

饲料, 300 mL干热属性饮水[17,18], 每日每只大

鼠2 mL/100 g剂量灌胃1次干热属性灌胃药[16-18]

和慢性刺激如间断的足底电刺激[19,20](输出电

压20-40 V, 不定时改变电压, 间隔2-5 min, 每天

30 min)、夹尾[21](用书夹夹住大鼠的尾巴尖端

内2-3 cm处, 让其相互撕咬、打斗, 每日处理

1次, 每次5 min)、噪音[22,23]用100 dB的快节奏

音乐播放, 每天持续2 h)等多因素复合作用下, 
10-13 d之内建立维吾尔医学异常胆液质证模

型; b.异常胆液质载体UC病证模型组的构建: 
异常胆液质证建立成功后, 在此基础上建造溃

疡性结肠炎模型. 造模前1 d禁食; 大鼠以10%
水合氯醛0.3 mL/100 g的剂量腹腔注射麻醉后, 
在液体石蜡的润滑下, 用输液导管(直径3 mm, 
长度约8 cm)经肛门轻缓插入大鼠结肠内约8 cm
处, 注入70 mg/kg TNBS加入等体积50%乙醇

的灌肠液, 然后注入空气约0.5 mL, 将大鼠头

倾斜45°放置1 min, 然后保持平躺自然清醒.
1.2.3 观察指标: 由专人进行指标观察和记录, 
包括定性指标(皮肤毛色、舌象舌苔、兴奋程

度、粪便、尿液)和定量指标(体质量、尿量). 
1.2.4 标本的收集: 大鼠成模后24 h处死动物, 
先乙醚麻醉, 从腹主动脉取血; 取距肛门5-8 cm
的结肠组织, 用生理盐水轻轻洗去肠管内容物, 



阿地拉•阿不都艾尼, 等. 维医异常胆液质载体UC病证大鼠模型的建立以及结肠组织中炎症相关因子iNOS、eNOS的变化

2016-12-28|Volume 24|Issue 36|WCJD|www.wjgnet.com 4797

■创新盘点
UC发展的分子病
因涉及到免疫、
遗传、微生物、
环境和其他未知
因素, 其免疫学机
制越来越受到研
究者的关注 .  UC
作为一种全身性
疾病, 有许多细胞
因子参与结肠黏
膜的炎症免疫反
应 ,  而且与UC的
发病及严重程度
密切相关. 目前已
从形态学, 基因水
平等方面对UC的
发病机制进行了
一定的阐述, 但有
关异常胆液质载
体UC病证的免疫
炎症相关因子尚
未见报道. 因此分
析基因表达水平
变化在异常胆液
质载体UC病证发
生、发展过程中
的作用具有重大
意义.

黏膜表面朝上, 进行肉眼观察结肠黏膜损伤, 
按评分标准评分(表1); 剪取病灶部位取材, 一
部分约0.5×0.5立即置于40 g/L甲醛溶液固定24 h, 
第2天换甲醛溶液, 石蜡包埋切片, HE染色, 进
行病理组织学观察, 按文献[24]所述评分标准

进行评分(表2)组织切片由专业人员盲法阅片; 
结肠组织装在冻存管后均置于-80 ℃冰箱保

存, 备用.
1.2.5 结肠组织总RNA的提取及鉴定: (1)将组

织在液氮中磨成粉末后, 再以每50-100 mg组
织加入1 mL TRIzol液研磨, 样品总体积不能

超过所用TRIzol总体积的10%; (2)研磨液室温

放置5 min, 4 ℃ 12000 r/min离心5 min, 弃沉

淀, 然后以每1 mL TRIzol液加入0.2 mL的比

例加入氯仿, 盖紧离心管, 用手剧烈震荡离心

管15 s, 室温放置2 min, 4 ℃ 12000 r/min离
心15 min; (3)去上层水相于一新的离心管, 按

每毫升TRIzol液加0.5 mL异丙醇的比例加入

异丙醇, 室温放置10 min, 4 ℃ 12000 r/min离
心10 min; (4)弃去上清液, 按每毫升TRIzol液
加1 mL的比例加入75%乙醇, 涡旋混匀, 4 ℃ 
7500 r/min离心5 min; (5)小心弃去上清液, 然
后室温或真空干燥5-10 min, 不要干燥过分, 否
则会降低RNA的溶解度. 然后将RNA溶于水

中, 必要时可55 ℃-60 ℃水浴10 min. RNA保存

于-80 ℃. RNA的鉴定: (1)在含核酸染料的1%
琼脂糖凝胶上进行RNA电泳鉴定. 如果来源

于真核细胞的总RNA在跑完胶后可清晰看到

18s和28srRNA的条带, 可认为RNA是完整的. 
28srRNA的条带亮度约为18srRNA的2倍; (2)
检测浓度及纯度: 应用NanoDrop超微量分光光

度计测定RNA样品浓度以及A 260 nm/A 280 nm比值

(比值>1.8), 即纯度. 
1.2.6 qRT-PCR: (1)将以下成分加入到一个无

     

分值 肉眼观察结肠黏膜损伤程度
镜下组织病理学观察1

上皮细胞 炎细胞 黏膜

0 肠壁无损伤 形态正常 没有炎细胞浸润

1 肠壁轻度充血、水肿, 表面光滑, 无糜烂或溃疡 有杯状细胞

丢失

炎细胞浸润至黏

膜基底层

黏膜正常或基本正常, 

形成肉芽组织伴纤维化
2 肠壁充血水肿, 黏膜粗糙呈颗粒感, 有糜烂或肠

黏连

杯状细胞大

面积丢失

炎细胞浸润至黏

膜肌层, 有大量慢

性炎性细胞浸润

上皮覆盖不全

3 肠壁黏膜充血水肿, 表面有坏死及溃疡形成, 大

纵径<1 cm, 肠壁增厚或表面有坏死及炎症

杯、柱状细

胞丢失

浸润深入到黏膜

下层, 有大量中性

粒细胞浸润

有溃疡形成, 伴随黏膜

增厚和明显水肿

4 肠壁高度充血水肿, 黏膜坏死及溃疡形成, 溃疡

最大纵径≥1 cm, 或全壁结肠坏死、中毒性巨结

肠导致死亡; 病变范围每增加1 cm, 计分加1分

杯、柱状细

胞大面积丢

失

浸润到达黏膜下

层

1每只大鼠镜下观察总评分 = 上皮细胞评分+炎细胞浸润+黏膜评分.

表  1  结肠黏膜肉眼与镜下判定评分标准

     基因 引物序列 扩增产物长度(bp) 退火温度(℃)

iNOS 上游: CCACATCTGGCAGGATGAGAA 416 63.5

下游: AGGCACAGAACTGAGGGTACA

eNOS 上游: ATGTTTGTCTGCGGTGAT 142 60

下游: CCTCGTGGTAGCGTTG

β-actin 上游: AGCCATGTACGTAGCCATCC 115 57

下游: ACCCTCATAGATGGGCACAG

qRT-PCR: 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应; iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; eNOS: 内皮型一氧

化氮合酶.

表  2  qRT-PCR引物列表(针对mRNA)
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RNA酶的管子中: RNA 1 μg, 10×反应缓冲液

(含有MgCl2)1 μL, DNA酶Ⅰ(无RNA酶)1 μL, 
无核酸酶的高纯度水加到10 μL; (2)37 ℃孵育

30 min; (3)加入1 μL 50 mM EDTA, 65 ℃孵育

10 min; (4)使用准备好的RNA为模板进行逆转

录反应. 
1.2.7 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR): PCR反
应程序的设置: 预变性94 ℃ 3 min, 94 ℃ 30 s+
退火温度30 s+72 ℃ 30 s, 循环38次, 总延伸

72 ℃ 7 min, 4 ℃终止反应. 引物的设计: 由于

分别对于基因的mRNA和hnRNA表达水平进

行检测, 所以针对于mRNA和hnRNA分别设计

引物. 对于mRNA, 首先从基因组数据库(NCBI, 
GenBank)找出基因mRNA序列(只含外显子), 
用引物设计软件Primer5设计引物. 而hnRNA是

mRNA的未成熟前体. 因此, 对于hnRNA, 从基

因组数据库(NCBI, GenBank)找出既含外显子

又含内含子的相应基因的序列, 对此序列用引

物设计软件Primer5设计引物, 如表3.
1.2.8 qPCR反应体系及反应程序: qPCR反应体

系: 2×SYBR-Green Reaction Mix 10 μL, primer 
F 1 μL, primer R 1 μL, ddH2O 7 μL, 模板cDNA 
1 μL. qPCR反应程序的设置: 预变性95 ℃ 10 min, 
95 ℃ 15 s+退火温度1 min, 循环40次. 随着温

度的升高, DNA双链断裂; 接着温度降低, 到

达退火温度的时候, DNA双链复性, 荧光分子

绑定在DNA双链上, 所以荧光信号值到达最高

点. 接着DNA双链分子由退火温度约60 ℃, 继
续升温, 双链断开, DNA分子溶解. 应注意溶解

曲线的纵坐标, 表示单位时间内荧光信号的变

化量. 当扩增产物特异, 是单一产物的时候, 这
个纵坐标峰值所对应的横坐标应该是一致的, 
即呈现单一的溶解峰, 这个时候, 在同样的温

度下, 可以认为是产物相同; 如果溶解峰不单

一, 就意味有非特异性扩增. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计分析软件, 

计量资料各指标数据以mean±SD表示, 采用t
检验比较两组指标间的差异, 等级资料用秩和

检验, 检验水准α = 0.05, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 异常胆液质型UC病证组与正常组的比较 
异常胆液质载体UC病证组成功构建后, 与正

常组相比, 异常胆液质载体UC病证组大鼠活

动明显减少, 体质量减轻, 精神萎靡, 喜欢蜷缩, 
毛色暗淡无光泽, 可出现稀便、黏液便、脓液

便以及血便(表4). 此外, 建模后的体质量、体

质量差异和体质量增长率与正常组相比, 均趋

于下降, 并有统计学意义(P <0.05, 表5). 

■应用要点
UC的发病机制涉
及环境、肠道菌
群、免疫系统及
遗传 4个基本要
素. 维医理论强调
机体是一个统一
的整体 ,  他认为
体液的异常变化
是疾病发生的土
壤, 由于环境、饮
食、遗传因素等
多种内外因素相
互共同作用引起
人体气质、体液
失去平衡和支配
器官功能失调, 从
而诱发疾病的发
生 .  可看出UC的
发病机制与维吾
尔医学的观点相
符. 因此以维吾尔
医学为指导, 探讨
UC的发病机制具
有一定的科学性
和合理性.

     基因 引物序列 扩增产物长(bp) 退火温度(℃)

iNOS 上游: AGCTGAGTTCCTAACGGAACCCCTC 211 57

下游: TGGAGCACGCTGAACACC

eNOS 上游: TCTTTCGGAAGGCGTTTG 142 57

下游: TGAGACAGGGTCCTATGC

qRT-PCR: 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应; iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; eNOS: 内皮型一氧

化氮合酶.

表  3  qRT-PCR引物列表(针对hnRNA)

     异常胆液质载体UC病证模型组 正常组

舌象舌苔 舌苔黄, 干 淡红舌, 薄白苔

皮肤毛发 毛色白, 光泽较暗淡 毛色白, 有光泽

兴奋程度 对刺激敏感强 对刺激敏感

尿色性质 黄色或深黄色 浅黄色

大便状态 成形, 颗粒状, 略硬, 干 成形, 颗粒状, 略软

UC: 溃疡性结肠炎.

表  4  异常胆液质载体UC病证模型组与正常组一般状态的比较
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2.2 结肠黏膜的损伤情况 结肠黏膜肉眼观察

(图1)以及评分等级来看, 正常组大鼠结肠黏

膜光滑、无黏连、无充血、无水肿、无溃疡

形成; 异常胆液质型UC模型组大鼠结肠黏膜

明显有充血水肿情况, 肠黏连、溃疡形成, 严
重者溃疡最长径介于1-2 cm之间, 黏膜坏死以

及肠壁增厚, 甚至死亡. 各组大鼠结肠肉眼评

分等级如表6所示, 正常组均为0级, 异常胆液

质载体UC病证模型组都为5、6级, 评分等级

越高, 表明结肠黏膜损伤程度越严重; 两组之

间存在统计学差异(P <0.05). 病理切片结果显

示: 正常组大鼠结肠黏膜上皮完整、连续, 腺
体排列规则、结构清楚, 无溃疡、无靡烂点及

淋巴细胞浸润, 黏膜下固有层内血管纤维内质

正常, 肌层无异常; 异常胆液质载体UC病证模

型组大鼠结肠黏膜上皮细胞坏死脱落, 腺体脱

落, 隐窝细胞丢失, 炎细胞浸润深入达到黏膜

肌层, 伴有黏膜增厚和明显水肿, 中性粒细胞

浸润, 脱落处部分区域淋巴滤泡增生, 溃疡形

成(图2); 如表7所示, 正常组与异常胆液质载体

UC病证模型组病理学评分分级有统计学差异

(P <0.05). 
2.3 qRT-PCR结果
2.3.1 组织RNA的提取: (1)RNA电泳图谱: 电
泳图谱(图3)所示, 18S、28S条带清楚, 说明总

RNA没有降解; (2)总RNA浓度及纯度的鉴定: 

■名词解释
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC): 又称慢性非
特异性溃疡性结
肠炎, 是一种以慢
性炎症和溃疡形
成为主要病理特
点的消化系统疾
病, 主要侵犯大肠
黏膜与黏膜下层, 
临床上主要表现
为黏液脓血便、
腹泻、腹痛及里
急后重等. 本病病
因未明, 治愈难度
大, 复发率高, 具
有较高的癌变率, 
与结肠癌的发病
关系密切, 为结肠
癌癌前病变.

表  5  正常组与异常胆液质载体UC病证组大鼠异常胆液质证建立前后体质量比较
(mean±SD)

     分组 第1天 第11天 体质量差异 体质量增长率

正常组 245.80±19.31 284.96±39.45 39.16±17.81  1.25±1.18

异常胆液质载体

UC病证组

242.48±25.02  234.45±15.18a  -8.03±18.76a -3.39±7.89a

aP<0.05 vs  正常组. UC: 溃疡性结肠炎.

     

分组
评分等级 统计学意义

0级 1级 2级 3级 4级 5级 6级 Z 值 P 值

正常组 6 0 0 0 0 0 0 -3.207 0.001a

异常胆液质载体UC病证组 0 0 0 0 0 5 1

aP<0.05 vs  正常组. UC: 溃疡性结肠炎.

表  6  正常组和异常胆液质载体UC病证模型组大鼠结肠肉眼评分等级

     

分组
评分等级 统计学意义

0级 1级 2级 3级 4级 5级 6级 7级 8级 Z 值 P 值

正常组 6 0 0 0 0 0 0 0 0 -3.083 0.002a

异常胆液质载体UC病证模型组 0 0 0 0 1 1 2 1 1

aP<0.05 vs  正常组. UC: 溃疡性结肠炎.

表  7  正常组和异常胆液质载体UC病证模型组大鼠结肠组织病理学评分分级

图  1  正常组大鼠和异常胆液质载体UC病证模型组结肠
组织观察. A: 正常组; B: 异常胆液质载体UC病证模型组. 
UC: 溃疡性结肠炎.

A B
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从正常组和异常胆液质载体UC病证模型组大

鼠结肠组织中提取的总RNA浓度、纯度及相

关参数如表8所示, A 260/280(及纯度)>1.90. 
2.3.2 候选基因hnRNA表达水平检测: 如表9所
示, 异常胆液质载体UC病证组大鼠结肠组织

中iNOS的hnRNA表达水平上调, 与正常组相

比差异有统计学意义(1674.53±1125.81 vs  0.67±

0.23, P <0.05), 而eNOS的hnRNA表达与正常

组之间差异无统计学意义(5.60±2.43 vs  1.60±

0.75, P >0.05). 如图4, 5显示, 扩增曲线平滑、

起峰时间正常, 溶解曲线呈现单峰、溶解温度

均一、峰的宽度较小, 溶解温度在80 ℃-85 ℃.
2.3.3 候选基因mRNA表达水平检测: 异常胆

液质载体UC病证组大鼠结肠组织中iNOS、
eNOS的mRNA表达水平均上调, 并与正常组

之间差异均有统计学意义(P <0.05), 但eNOS的
mRNA表达量比其他因子少. 图5显示, 扩增曲

线平滑、起峰时间正常, 溶解曲线呈现单峰、

溶解温度均一、峰的宽度较小, 溶解温度在

80 ℃-85 ℃. 在异常胆液质载体UC病证组大鼠

结肠组织中iNOS、eNOS的mRNA表达水平均

高于hnRNA表达水平(1674.53±1125.81 vs  4.82±

1.98、5.60±2.43 vs  0.52±0.08), 并有统计学意

义(P <0.05).

3  讨论

维医体液论是维医理论的核心, 是维医认识人

体正常生理功能和异常病理变化的主要理论

依据. 胆液质体液是一种色绿、略黄、味极苦

的液体, 属性干热. 维医认为UC的病变产生是

由于浅黄色胆液质所致[25], 其机制为正常胆液

质中混入大量异常黏液质体液或水时, 胆液质

体液被稀释, 产生异常胆液质体质即浅黄色胆

液质, 而正常胆液质体液的助消化、免疫系统

功能减弱, 另一方面黏液质体液里面过度的湿

性会使组织器官松弛, 血管壁的通透性增加, 
导致胆液质被大量水分混合, 从而进一步稀释

胆液质. 若流入结肠组织细胞之中, 日久不愈

■同行评价
本文题目新颖, 整
体设计严谨, 作者
以模型分析了相
关基因与蛋白的
变化, 试验每一步
都交代清楚, 统计
方法正确, 结果分
析条理清楚, 讨论
紧扣结果, 结论可
信, 能够在临床工
作中对UC的诊疗
提供较大的帮助.

图  2  正常组大鼠和异常胆液质载体UC病证模型组结肠组织HE染色. A: 正常组; B: 异常胆液质载体UC病证模型组. 
UC: 溃疡性结肠炎.

A B

bp
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28S

18S
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图  3  组织RNA电泳结果图谱. M: marker; 1, 2, 3, 4: 组织
RNA.

     

表  8  正常组和异常胆液质载体UC病证模型组总RNA
浓度、纯度及相关参数表

分组 浓度(μg/μL) A 260/A 280

正常组

  1 1.082 1.96

  2 0.545 1.94

  3 0.741 1.96

  4 0.535 1.94

  5 1.341 1.99

  6 1.608 1.99

异常胆液质载体UC病证模型组

  1 1.203 1.99

  2 0.564 1.95

  3 0.723 1.96

  4 1.816 1.91

  5 1.311 1.94

  6 0.995 1.95
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就会引起炎症性病变. 因此, 异常胆液质载体

UC病证大鼠模型的构建, 对深入研究UC发病

机制、诊断、预防和治疗方面具有非常重要

的意义.

表  9  正常组与异常胆液质载体UC病证模型组结肠组织2个基因的hnRNA表达差异 
(mean±SD)

     分组 iNOS eNOS

正常组 1.34±0.34 0.69±0.19

异常胆液质载体UC病证模型组  4.81±1.98a 0.52±0.08

aP<0.05 vs  正常组. UC: 溃疡性结肠炎; iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; eNOS: 内皮型一氧化氮合酶.

图  4  正常组与异常胆液质载体UC病证模型组iNOS、eNOS hnRNA检测qRT-PCR扩增曲线和熔解曲线. A, B: β-actin扩
增曲线和熔解曲线; C, D: iNOS扩增曲线和熔解曲线; E, F: eNOS扩增曲线和熔解曲线. UC: 溃疡性结肠炎; qRT-PCR: 

实时荧光定量逆转录聚合酶链反应; iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; eNOS: 内皮型一氧化氮合酶.
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本课题将异常胆液质载体UC病证大鼠作

为研究对象, 在干热环境下, 给予干热的饲料

(黑胡椒、干姜和红花)灌胃、饮用干热性水

(红花水), 同时给予电刺激、夹尾巴、噪音等

慢性刺激, 在大鼠体内形成异常胆液质. 在异

常胆液质证的基础上采用TNBS联合乙醇的方

法建立UC模型. 异常胆液质载体UC病证模型

建立后, 与正常组相比, 大鼠活动明显减少, 体
质量减轻, 精神萎靡, 喜欢蜷缩, 毛色暗淡无光

泽, 可出现稀便、黏液便、脓液便、甚至血便, 

这些特征与UC患者的一般症状与体征相符合.
大量研究证明, 细胞因子及各种炎症介质

的失衡激起人体的细胞和体液的免疫反应, 使
炎症反应链不断的增强, 最终造成肠道上皮细

胞受损、细胞间的紧密连接结构破坏、杯状

细胞减少、黏液蛋白分泌减少, 使肠黏膜的受

到各种致病因子的破坏, 加重肠黏膜的损害[26]. 
本研究选取了iNOS和eNOS作为候选因子, 检
测异常胆液质载体UC病证组大鼠结肠组织中

iNOS和eNOS的转录和转录后表达水平变化. 
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图  5  正常组与异常胆液质载体UC病证模型组iNOS、eNOS mRNA检测qRT-PCR扩增曲线和熔解曲线. A, B: β-actin扩
增曲线和熔解曲线; C, D: iNOS扩增曲线和熔解曲线; E, F: eNOS扩增曲线和熔解曲线. UC: 溃疡性结肠炎; qRT-PCR: 

实时荧光定量逆转录聚合酶链反应; iNOS: 诱导型一氧化氮合酶; eNOS: 内皮型一氧化氮合酶.
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NO在机体内起着重要的生物信使分子和

效应分子的作用, 研究表明NO除具有扩张血

管, 降低血压, 松弛平滑肌等活性外, 尚具有信

号传递, 酶活性调节, 免疫调节, 抑制血管平滑

肌增殖, 抑制血小板黏附, 聚集及抗氧化损伤[27]

等生物活性. 正常情况下, NO的产生和降解处

于动态平衡, 以保证机体持续释放一定浓度的

NO而维持生理功能. 无论合成还是降解环节

出现问题, 都会影响体内NO的水平. NO合成

的限速酶NOS是一种同工酶, 其有3种亚型: 神
经元型一氧化氮合酶、eNOS、iNOS. eNOS
于正常情况下存在, 生成少量NO, 为皮摩尔

(pmoL)水平, 维持机体正常生理功能; 而iNOS
是激活细胞产生, 生成纳摩尔(nmoL)水平NO, 
是eNOS生成NO量的100倍. NO可引诱炎性细

胞的侵袭性, 维持结肠组织中血管扩张, 增加

血管通透性, 从而促进炎症的生成, 并且使更

多的营养物质渗出血管到达炎性细胞, 为其分

裂增殖、浸润提供充足的物质基础. 有研究[28]

表明, iNOS与eNOS的作用不同可能与其生成

的NO量的多少及各自在发挥功能过程中的作

用不同有关. 在免疫反应过程中, 内毒素和某些

细胞因子如白介素-1、肿瘤坏死因子-α、干扰

素等可诱导iNOS催化L-精氨酸产生大量NO, 
对肠黏膜具有杀伤毒性和促炎作用. 研究发现

在UC患者活动期肠黏膜组织、血清中NO含

量均有增加, 且活动期UC患者病变黏膜的炎

症程度与iNOS和NOR度有关, 在重度UC病变

黏膜iNOS和NO的浓度比轻度UC者明显增高. 
一方面, 在UC早期, NO通过增加靶细胞内5-
环磷酸鸟苷浓度及抑制P-选择素基因表达, 维
持微循环的完整性, 抑制血小板、白细胞在皮

内细胞表面的黏附、积聚、防止血栓形成和

内皮细胞和中性粒细胞、单核细胞的相互作

用; 另一方面, 在UC中晚期, 随着NO产生增多

和积聚, NO通过细胞内铁的释放、阻断线粒

体的功能和阻碍DNA的合成, 导致黏膜细胞的

损伤[29,30]. 在异常胆液质载体UC病证中, 高浓

度的NO可增加血管通透性和蛋白溢出造成结

肠组织局部炎症反应, 导致结肠组织出现炎性

细胞浸润、结肠黏膜水肿、充血、出血等一

系列病理变化, 加重结肠组织损伤. 本研究结

果显示, 在异常胆液质载体UC病证模型组大

鼠结肠组织中eNOS的mRNA的表达水平低于

iNOS的mRNA表达水平. 总之, iNOS的表达与

异常胆液质载体UC病证的发生、发展紧密联

系. 说明异常胆液质载体UC病证组大鼠结肠

组织中候选基因iNOS调控序列上, 增强其转录

活性, 促进候选基因hnRNA表达, 从而促使候

选基因的mRNA表达; 但异常胆液质载体UC
病证模型组大鼠结肠组织中iNOS的mRNA表

达水平高于hnRNA表达水平, 提示异常胆液质

载体UC病证大鼠结肠组织中炎症相关因子表

达水平的调控存在mRNA的稳定性相关的转

录后调控机制.
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