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Abstract
BACKGROUND
Ulcerative colitis (UC), a common clinical disease due to 

attacking of the digestive system by the immune system, 
is a form of inflammatory bowel disease (IBD). Patients 
with UC generally need to ingest vitamin B12 (VitB12) to 
improve the complications partially. There are a variety 
of derivatives of VitB12 commercially available now. 
But the distinct impacts of those VitB12 on UC are still 
unknown.

AIM
To investigate the regulatory mechanism of different 
VitB12 derivatives on dextran sulfate sodium (DSS)-
induced UC in mice.

METHODS 
C57BL/6J mice were randomly divided into four groups: 
control (CON) group, DSS group, DSS + cyanocobalamin 
(CNCBL) group, and DSS + methylcobalamin (MECBL) 
group (eight mice in each group). DSS and/or CNCBL or 
MECBL were given by means of feeding. Disease activity 
index (DAI), the length and weight of the colon, and 
histopathological changes of the colon were analyzed 
and compared among the groups.

RESULTS 
Compared with the CON group, the grades of DAI, the 
degrees of decrease in the weight of the colon and tissue 
damage, and the transcriptional levels of inflammatory 
mediators in the DSS group increased significantly (P < 0.05). 
Compared with the DSS group, the indicators of UC 
in mice in the DSS + CNCBL group were significantly 
aggravated (P < 0.05). Compared with the DSS group, the 
weight of the colon, tissue damage, and the inflammatory 
mediators in the DSS + MECBL group were significantly 
improved (P < 0.05).

CONCLUSION 
MECBL improves the indicators of UC in mice possibly 

不同维生素B12衍生物对DSS致小鼠结肠炎调控作用的
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by protecting the intestinal mucosa, while CNCBL may 
strengthen the injury of UC in mice.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Ulcerative colitis; Vitamin B12 derivatives; 
Cyanocobalamin; Methylcobalamin

Sun J, Bao JY, Chen HY, Chen HN, Cui BX, Wang HH. Effect of 
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摘要
背景
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)属于炎症性肠病
(inflammatory bowel disease, IBD)的一种, 是一种免疫
系统攻击自身消化系统的临床常见疾病, UC患者通
常需要外源补充维生素B12(vitamin b12, VitB12)以改
善其部分并发症. 现在市场上存在许多类型的VitB12
衍生物. 但这些衍生物对于UC的不同作用仍有待进
一步研究. 

目的
探究维生素B12衍生物对硫酸化右旋糖苷钠(dextran 
sulfate sodium, DSS)致小鼠结肠炎的调控机制. 

方法
将C57BL/6J小鼠随机分成四组: 对照(control, CON)
组、DSS组、DSS+氰钴胺(cyanocobalamin, CNCBL)
组和DSS+甲钴胺(methylcobalamin, MECBL)组, 各8
只, 通过DSS喂饲致小鼠UC及VitB12衍生物添加给
药, 对各组小鼠疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)、结肠长度、质量及组织病理学结果进行统计
学评价和分析. 

结果
与CON组相比, DSS组小鼠DAI评分、结肠质量减少
程度和组织破坏程度和炎症介质转录水平明显上升, 
差异有统计学意义(P<0.05); CNCBL喂饲可加重小鼠
UC症状, 差异有统计学意义(P<0.05); 而MECBL喂饲
则可改善小鼠结肠质量, 减少组织破坏, 炎症介质生
成也有明显改善, 差异有统计学意义(P<0.05). 

结论
MECBL能改善小鼠UC的症状, 对肠黏膜具有保护作
用, 而CNCBL则对小鼠UC有加重损害的作用. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 溃疡性结肠炎; 维生素B12衍生物; 氰钴胺; 甲钴胺

核心提要: 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一

种临床常见疾病, U C患者通常需要外源补充维生素

B12(vitamin b12, VitB12)以缓解部分症状. 氰钴胺和甲钴

胺作为VitB12衍生物对UC有不同的影响, 甲钴胺能改善

小鼠UC的症状, 对肠黏膜具有保护作用, 而氰钴胺则对

小鼠UC有加重损害的作用. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)属于炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)的一种, 是一种免疫系

统攻击自身消化系统的疾病, 属于自身免疫性疾病. 临
床上常见的IBD除UC外还包括克罗恩病(Crohn’s disease, 
CD)[1]. UC由环境、遗传、感染和免疫多因素相互作用

所致[2-4], 可造成腹痛、呕吐、腹泻、直肠出血、肌肉

痉挛、体重下降等明显症状. 除此外, 通常还伴随许多

并发症, 其中最重要的肠道外并发症是贫血. 贫血严重

影响UC患者的生活质量, 影响情感认知功能和工作能

力, 显著提高住院率、治疗持续时间和医疗费用. UC相
关性贫血的原因是多方面的. UC患者由于肠黏膜受损

而引起的吸收障碍, 可致使机体缺乏多种营养物质. 有
研究表明, UC患者血清维生素B12(vitamin b12, VitB12)
水平较正常有明显下降[5]. UC患者通常需要外源补充

VitB12、叶酸等以改善贫血症状. 近年来研究显示, UC
患者的血浆中VitB12的水平与血浆同型高半胱氨酸水

平呈负相关[6], 因此, 缺乏VitB12可能导致高半胱氨酸血

症(homocysteine, Hcy)的形成. 
VitB12又叫钴胺素, 在自然界中由微生物合成, 主

要存在于肉类、大豆以及部分中草药中, 在人体中也可

以由肠道细菌合成. VitB12是唯一的一种需要内因子帮

助才能被吸收的维生素. VitB12可促进DNA、蛋白质的

生物合成, 在红细胞的生成和成熟过程中扮演重要角

色. 正常情况下, 基于正常饮食, 且人体肠道微生物可合

成一部分VitB12, 人体并不缺少VitB12. 但VitB12是消化

道疾病患者最容易缺乏的维生素, 慢性UC患者尤为突

出. VitB12缺乏时, 人类红细胞叶酸水平会随之降低, 从
而影响红细胞的更新, 造成患者贫血. 

VitB12分别以腺钴胺(adenylcobalamin, ADCBL)和
甲钴胺(methylcobalamin, MECBL)两种形式参与了体
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内各种代谢反应. 现在人工合成的VitB12主要以较为

稳定的氰钴胺(cyanocobalamin, CNCBL)为主, 而进入体

内后可被代谢为可被人体利用的则主要是ADCBL和
MECBL. 食物中的VitB12的类型则要丰富得多, 存在许

多类型的VitB12衍生物或类似物. 而这些VitB12类似物

在体内是否能转变为人体能利用的有效成分, 或者这些

类似物本身对人体或有益或有害的作用则未能阐明. 已
有报道称一种VitB12类似物c-内酰钴胺素的有害作用[7,8]. 
另有研究显示, 膳食VitB12的缺失对硫酸化右旋糖苷钠

(dextran sulfate sodium, DSS)引起的小鼠UC[9,10]有缓解作

用[11], 提示VitB12本身或某种衍生物可能对肠道本身、

UC症状程度及相关并发症的作用并不能确定. 
因此, 进一步深入研究各种VitB12衍生物对DSS所

致小鼠UC的调控影响及其作用机制, 对UC治疗中有针

对性的给予特定VitB12的补充具有十分积极的指导作

用. 在此研究中, 我们将UC小鼠喂饲以两种最常见的

VitB12衍生物MECBL和CNCBL, 深入研究不同VitB12
对小鼠肠道炎症的影响. 本研究结果可能为UC的临床

治疗和预防提供可靠的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 8 wk龄雄性C57BL/6J小鼠32只由杭州师范大

学动物实验中心提供. 小鼠饲养控制室温22 ℃、相对湿

度50%以下、鼠笼内的空气已过滤, 12 h黑暗/光明一个

循环, 喂食标准小鼠饮用水和食物, 适应1 wk. 其后分组, 
分别为对照(control, CON)组、DSS组、DSS+CNCBL组
和DSS+MECBL组4组, 每组8只. 喂饲过程如图1所示. 
1.2 方法

1.2.1 小鼠UC疾病活动指数(disease activity index, DAI)
评分: 在喂饲过程中, 从第2 d开始基于体重丢失、粪便

完整性和直肠出血三项指标, 每日建立对UC的评价体

系. 其中DAI评分包括3个方面: 大便性状、大便隐血、

体质量下降. 各积分0-4分. 0分: 大便性状正常, 无大便

隐血, 无体质量下降; 1分: 大便性状正常, 无大便隐血, 
体质量下降1%-5%; 2分: 大便松散, 大便隐血阳性, 体质

量下降>5%-10%; 3分: 大便松散, 大便隐血阳性, 体质量

下降>10%-15%; 4分: 稀便, 肉眼血便, 体质量下降>15%. 
正常大便: 成形大便; 松散大便: 不黏附于肛门的糊状、

半成形便; 稀便: 可黏附于肛门的不成形便. DAI评分细

则列于表1中. 
1.2.2 小鼠的结肠组织提取: 小鼠在DSS和VitB12喂饲7 
d后, 于第8 d用颈椎脱臼的方法处死小鼠, 迅速剖取其

结肠, 分离肠系膜, 挤压出肠腔内容物弃去, 并用生理

盐水漂洗. 其后将结肠平铺, 肉眼观察其炎症和溃疡情

况并记录.
1.2.3 HE染色和HI评分(组织病理学评分): 将结肠组织

固定在磷酸化甲醛缓冲液中24 h, 之后经过梯度乙醇

再放入到石蜡中包埋. 切下部分结肠(5 μm), 行HE染
色. 根据病理常规石蜡包埋HE染色切片质量标准及评

分表, 对染色质量进行HI评分. 最后对小鼠结肠进行病

理学评价. 
1.2.4 qPCR反应: 取一小部分小鼠结肠组织经组织匀

浆、细胞裂解、离心、RNA沉淀、溶解等总RNA抽提

步骤后, 配置反应液去基因组. 行总RNA纯度和完整性

检测后, mRNA逆转录并定量PCR检测, 最后上机分析

结果. 测定中使用的引物列于表2中. 
统计学处理 采用SPSS软件进行统计学分析, 通过t

检验或者单因素方差分析对数据进行整理. 数据结果在

有效值±标准误差(SEM), P<0.05为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 VitB12衍生物喂饲对UC小鼠DAI评分的影响 由小

鼠体重变化曲线图可知, CON组小鼠体重在7 d内基本

稳定, 而DSS组、DSS+CNCBL组和DSS+MECBL组三组

的小鼠体重均有降低(图2A), 其中以DSS+CNCBL组体

重缺失最多. 由DAI指标变化曲线可知, 与CON组小鼠

相比, DSS组的小鼠的DAI评分分数从第4 d开始增加, 
并在第7 d的时候达到一个最大的峰值, 证明DSS组小

鼠单纯给药5%DSS出现体重减轻、腹泻、便血(图2B). 
DSS+CNCBL组从第5 d开始逐渐接近DSS组的DAI评
分, 在第7 d时超过DSS组. 而DSS+MECBL组从第5 d开
始评分有所下降, 至第8 d与DSS组相比评分最低. 由此

可见, DSS喂饲可显著引起小鼠UC症状, MECBL喂饲可

缓解这一过程, 而CNCBL喂饲则可使UC症状更为严重. 
2.2 VitB12衍生物喂饲对UC小鼠结肠病理学评价的影

响 喂饲结束后处死小鼠, 取结肠组织, 观察发现DSS组
小鼠结肠长度明显短于CON组结肠(图3A). 同时, DSS
组小鼠单位长度结肠质量略低于CON组, DSS+CNCBL
组单位长度结肠质量则明显下降, 远远低于DSS组, 而
DSS+MECBL组单位长度结肠质量则相对DSS组有所

增加, 且较接近于CON组(图3B). 
随后, 我们对小鼠结肠组织进行了病理组织评

价, 从组织的完整程度、炎症浸润的程度、是否存在

明显的血红细胞三个方面来观察组织的炎症情况(图
4A). DSS组与CON组先对比组织的炎症浸润, 确定

患UC的小鼠组织被炎症浸润的情况. 与DSS组对比, 
DSS+CNCBL组小鼠UC症状炎症情况仍然存在, 且十分

明显, 并有加重; 而DSS+MECBL组的结肠组织较完整, 
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炎症浸润较为轻微, 甚至没有发现, 远远没有达到破坏

组织的程度. 说明CNCBL并无缓解结肠炎症的作用, 而
MECBL可以缓解结肠的炎症. 

而由结肠组织mRNA样本进行的PCR实验结果, 可
以发现在对IL-1β、TNFα和IL-6三种炎症介质的数据分

析中, 相比CON组, DSS组的炎症介质都有一定程度的

提高, 并且DSS+CNCBL组三种炎症介质都比DSS组还

要高得多, 说明CNCBL有明显的炎症加重作用(图4B). 
而DSS+MECBL组的IL-1β明显比DSS组低, 与CON组相

似; 其TNFα虽然比CON组高, 但明显也低于DSS组; IL-6
则比CON组都低得多, 因此说明MECBL有明显的改善

炎症作用. 

表  1  疾病活动指数评分

     
分数 失重(%) 大便性状 便血

0 无 正常 无

1 1-5 正常 无

2   5-10 松散 隐血+

3 10-15 松散 隐血+

4   ＞15 稀便 肉眼便血

表  2  q-PCR测试引物

     
基因 引物序列

TNFα 
forward 5'-AAGGCCGGGGTGTCCTGGAG-3'
reverse 5'-AGGCCAGGTGGGGACAGCTC-3'

IL-1β 
forward 5'-AACCTCACCTACAGGGCGGACTTCA-3'
reverse 5'-TGTAATGAAAGACGGCACACC-3'

IL-6 
forward 5'-ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3'
reverse 5'-TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT-3'

β-actin

　

forward 5'-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA-3'
reverse 5'-TGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT-3'

钴胺素5% DSS

D0          D1          D2          D3          D4          D5          D6          D7

图  1  硫酸化右旋糖苷钠喂饲致小鼠溃疡性结肠炎及VitB12衍生物添加给药示意图.
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3  讨论

UC是一类多种病因引起的、异常免疫介导的肠道慢性

及复发性炎症, 有终生复发倾向. 现有的治疗手段多属

于对症治疗, 即控制炎症反应、纠正水、电解质平衡紊

乱, 贫血者输血, 低蛋白血症者补充白蛋白, 严重者则手

术治疗. 临床上缺乏有效的根治手段. 且UC患者通常缺

乏VitB12等营养物质. 为探究VitB12类似物质等对UC的
调控机制, 取其衍生物对DSS致小鼠UC的调控机制研究. 

先前的研究已经证实了小鼠UC模型可通过DSS药
物培养成功建立. 在本研究中, DSS组小鼠相比于CON

组小鼠有明显的病理生理改变, 包括体重减轻、粪便性

状松散、便血情况明显等. 在小鼠处死后, DSS组相比

于CON组也有明显的病理改变, 包括其结肠质量和长

度均较小; HE染色可见其炎症浸润严重, 细胞性状改变. 
通过本研究分析VitB12衍生物CNCBL和MECBL

对DSS致小鼠UC的影响. 关于DAI评分项: MECBL缓
解UC临床效果较好. 与DSS组相比, DSS+MECBL组的

小鼠相对体重变化较小、粪便性状较完整、便血情况

较轻, DAI评分比DSS+CNCBL组的小鼠评分较低. 但
由于DSS+CNCBL组的小鼠评分最后甚至略高于DSS
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图  3  VitB12衍生物喂饲对溃疡性结肠炎小鼠结肠形态的影响. A: 各组小鼠结肠外观照片; B: 各组小鼠单位长度结肠质量比较(n = 8).
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组, 因此对于CNCBL的效果应通过其他项目再议. 而对

于VitB12衍生物对小鼠结肠的长度几乎无影响, 可不予

考虑. 对质量影响较轻微, 但MECBL在结肠质量方面有

一定的缓解UC效果的作用, 而CNCBL反而有加重损害

效果的相对影响. 推测可能与两者的化学结构不同从

而具有不同的药代动力学特点有关. Tanaka研究显示注

射CNCBL和MECBL 3 wk后, 血清VitB12浓度升高, 但
CNCBL组增加速度低于MECBL组[12]. 这是由于CNCBL
在体内只以痕量存在, 且必须排除和中和氰化合物分

子, 其还原为+1氧化态, 在酶的催化作用下生成VitB12
的两种活性辅酶形式[13]. 而营养不良, 酶缺陷及组织的

病理变化都可能使CNCBL转变为VitB12活性形式的能

力降低[14]. 正如此时小鼠UC模型便处于营养不良以及

组织病变状态, 不仅有效活性降低, 还有可能因为转变

失败反而加重DSS致病机制. 因此在DSS作用下, MECBL
具有保护作用, 而CNCBL却具有加重损害的效果. 

至于结肠炎症因子评价项: MECBL对UC治疗修复

作用较强. 与DSS组对比, DSS+CNCBL组的结肠炎症十

分严重, 而DSS+MECBL组的炎症浸润很少甚至没有发

现, 说明MECBL可以缓解结肠的炎症. 文献调研后, 我
们推测, 造成这种区别原因可能是MECBL能够减轻体

内增强的炎症反应状态[15]. MECBL是一种内源性辅酶, 
参与核酸、蛋白质及卵磷脂的合成, 促进神经髓鞘形成

和轴突再生, 有利于修复受损神经纤维, 改善周围神经

传导速度[16]. 外源性补充的MECBL可有效促进周围神

经髓鞘形成和轴突再生, 使受损神经细胞及髓鞘得到有

效修复, 从而改善周围神经传导速度, 明显减轻患者周

围神经病变所至疼痛、麻木、肌肉抽搐等症状, 减轻周

围神经病变给患者的痛苦, 有利于改善患者生活质量, 
纠正患者营养不良、钙磷代谢及脂质紊乱, 减少患者机

体氧化应激及炎症介质产生, 从而进一步降低患者炎症

介质水平及减轻代谢毒物及炎症介质对患者周围神经

病变损害[17]. 
总之, 在VitB12衍生物对DSS所致的小鼠UC作用

的研究中, 我们发现MECBL对小鼠UC有一定治疗效果, 
而CNCBL则可能反而有损害作用, 为UC的治疗和食物

中VitB12的添加提供一定指导作用. 

文章亮点

实验背景

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)属于炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)的一种, 是一种免疫系

统攻击自身消化系统的临床常见疾病, UC患者通常需

要外源补充维生素B12(vitamin b12, VitB12)以改善其部

分并发症. 

实验动机

进入人体的VitB12及其衍生物有多种类型, 而这些VitB12
类似物在体内是否能转变为人体能利用的有效成分, 或
者这些类似物本身对人体或有益或有害的作用则未能

阐明. 因此, 进一步深入研究各种VitB12衍生物对硫酸

化右旋糖苷钠(dextran sulfate sodium, DSS)所致小鼠UC
的调控影响及其作用机制, 对UC治疗中有针对性的给

予特定VitB12的补充具有十分积极的指导作用. 

实验目标

探究VitB12衍生物氢钴胺(cyanocobalamin, CNCBL)和
甲钴胺(methylcobalamin, MECBL)对DSS致小鼠肠炎的

调控机制, 以期为UC的临床治疗和预防提供可靠的理

论依据. 

实验方法

制备UC小鼠模型, 分对照(control, CON)组, DSS组, 
DSS+CNCBL组和DSS+MECBL组给药, 观察各组小鼠

疾病活动指数(disease activity index, DAI)评分、结肠长

度、质量及组织病理学结果. 

实验结果

与CON组相比, DSS组小鼠DAI评分、结肠质量减少程

度和组织破坏程度和炎症介质转录水平明显上升, 差异

有统计学意义(P <0.05); CNCBL喂饲可加重小鼠UC症
状, 差异有统计学意义(P<0.05); 而MECBL喂饲则可改

善小鼠结肠质量, 减少组织破坏, 炎症介质生成也有明

显改善, 差异有统计学意义(P<0.05). 

实验结论

MECBL能改善小鼠UC的症状, 对肠黏膜具有保护作用, 
而CNCBL则对小鼠UC有加重损害的作用. 

展望前景

本研究仅在小鼠体内行CNCBL和MECBL两种VitB12衍
生物对DSS致UC模型的调控机制, 并未涉及其他更多

VitB12衍生物, 也并未研究人体内药物代谢途径, 后期

将进行更深入的理论学习和实验研究, 并更明确VitB12
及其衍生物对UC的作用机制, 以期为临床治疗和预防

提供依据. 
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