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肠愈灌肠方治疗溃疡性结肠炎大鼠实验研究
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［摘要］目的　观察肠愈灌肠方治疗溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）的疗效，并探讨其作用机制。

方法　将６４只ＳＰＦ大鼠按随机数字表法分为正常对照组、模型组、美沙拉嗪组、肠愈灌肠方组。使用２，４，６三

硝基苯磺酸结肠灌注法复制ＵＣ大鼠模型，在实验第１２天观察各组大鼠的疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，

ＤＡＩ）；实验结束后采用ＥＬＩＳＡ法检测大鼠结肠黏膜组织转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ

β１）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）的含量。结果　与模型组比较，肠愈灌肠组、美沙拉嗪

组大鼠ＤＡＩ评分明显降低（犘＜０．０５），血清 ＴＧＦβ１ 显著上升（犘＜０．０５），ＴＮＦα显著下降（犘＜０．０５）。

结论　肠愈灌肠方治疗ＵＣ的疗效确切，其作用机制可能与降低血清促炎因子，促进抑炎因子表达有关。

［关键词］肠愈灌肠方；溃疡性结肠炎；转化生长因子；肿瘤坏死因子
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种

病变累及大肠黏膜及黏膜下层的慢性非特异性结肠

炎症，临床常以腹痛、腹泻、黏液脓血便为主要表现。

基金项目：安徽省高校自然科学研究重点项目（ＫＪ２０１６Ａ３９６）

作者简介：李明（１９７８），男，硕士，副主任医师

ＵＣ可归属于中医学“久痢”“血痢”等范畴，其原因

有饮食不当、外感淫邪、内伤情志。《诸病源候论》

云：“凡痢皆由荣卫不足，肠胃虚弱，冷热之气乘虚入

客于肠间，虚则泄，故为痢也。”西医治疗ＵＣ多采用

皮质类固醇、磺胺药，可短期控制症状，但易于复发

而难以彻底治愈［１］。安徽中医药大学第一附属医院
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肛肠科广泛运用肠愈灌肠方保留灌肠治疗 ＵＣ多

年，疗效确切，本方由白及、黄柏、苦参、仙鹤草及锡

类散按一定比例组成。本研究拟从炎性因子角度探

讨肠愈灌肠方治疗ＵＣ的疗效及其作用机制。

１　材料

１．１　实验动物　ＳＰＦ级大鼠６４只，雌雄各半，体质量

（１７９±１０）ｇ，由安徽中医药大学实验中心提供，生产许

可证号为ＳＣＸＫ（皖）２０１１００２，饲养于安徽中医药大学

实验动物房，温度（２０±４）℃，湿度４５％～６０％，通风良

好，光照随昼夜浮动，饲养环境符合本实验要求。

１．２　主要试剂　２，４，６三硝基苯磺酸（２，４，６ｔｒｉｎｉ

ｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＮＢＳ）：Ｓｉｇｍａ公司，批号

ＳＬＢＧ２５６６Ｖ；大便隐血检测试剂盒：艾康生物技术

（杭州）有限公司，批号Ｓ２００４３０３７；美沙拉嗪：上海

爱的发制药有限公司，批号１１４７９７，每支５００ｍｇ；

转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，

ＴＧＦβ１）和肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

ａｌｐｈａ，ＴＮＦα）试剂盒：北京百诺威生物科技有限公

司，批号分别为２０１２０５０８、２０１２０４２６；水合氯醛：天

津市福晨化学试剂厂，批号２０１３０４１２；甲醛溶液：国

药集团化学试剂北京有限公司，批号２０４５１９。

１．３　主要仪器与设备　ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ２酶标仪：

北京北实纵横科技发展有限公司；ＨＨ．Ｂ１１．６００电

热恒温培养箱：上海跃进医疗器械厂；台式高速冷冻

离心机：无锡市瑞江分析仪器有限公司；光镜

（ＣＫＸ４１）：日本奥林巴斯公司；透射电子显微镜

（ＪＥＭ１２３０）：日本电子株式会社；化学发光成像系统

（ＣｈｅｍｉｄｏｃＸＲＳ）：美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．４　受试药物及制备

１．４．１　肠愈灌肠方组成　白及、黄柏、苦参、仙鹤草

免煎颗粒剂均为广东一方制药有限公司生产，各１０ｇ；

锡类散：江苏７０７天然制药厂生产，１．０ｇ。肠愈灌肠方

制备：用４０～５０℃的热蒸馏水５０ｍＬ溶解黄柏、白及、

苦参、仙鹤草的颗粒剂，再加入锡类散１ｇ，调配完成后

冷却至３０℃左右备用，浓度为０．０８２ｍｇ／Ｌ。

１．４．２　美沙拉嗪悬液制备：在研钵中用力将其磨成

均匀的混悬液，加入适量热蒸馏水，使浓度为０．０８２

ｍｇ／Ｌ（等同于肠愈灌肠方浓度），调配完成后冷却至

３０℃左右备用。

２　方法

２．１　动物分组　将６４只大鼠按随机数字表法分为

正常对照组、模型组、美沙拉嗪组、肠愈灌肠方组，正

常对照组及模型组每组１７只，其余每组１５只。

２．２　模型复制　依据ＭＯＲＲＩＳ等
［２］方法采用ＴＮ

ＢＳ复制ＵＣ大鼠模型。大鼠适应性饲养１周后，正

常对照组全程常规饲养，其余各组禁食不禁水２４ｈ

后，给予１０％水合氯醛３Ｌ／ｋｇ腹腔麻醉，待大鼠瘫

软后，先分别称质量，记录每只大鼠质量后，用１ｍＬ

注射器按照０．０２ｍＬ／ｋｇ的５％ ＴＮＢＳ＋５０％乙醇

０．２５ｍＬ比例抽吸试剂，拔去针头，连接小儿灌肠管

（经液体石蜡浸润）插入肛门上段８ｃｍ，一次性注入

复制模型的试剂，再吸取０．３ｍＬ空气，注入肛门，

轻揉大鼠腹部１ｍｉｎ，使ＴＮＢＳ乙醇液均匀地与大

鼠结肠黏膜接触。然后将大鼠头向下，身体倾斜

４５°，放置１５ｍｉｎ，再将大鼠放平。用同样方法将正

常对照组大鼠麻醉，给予同容积生理盐水灌肠。

２．３　模型鉴定及给药　模型复制结束后，若大鼠出

现腹泻、大便次数多，黏液脓血便、进食减少、消瘦拱

背、毛发无光泽等现象，并随机选取模型组和正常对

照组大鼠各２只，颈椎脱臼处死后，截取病变结肠

１～２ｃｍ进行苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）

染色，进行病理检查，对比观察正常对照组及模型

组，若模型组大鼠出现结肠充血、水肿、炎性细胞浸

润、溃疡等变化，则为模型复制成功。

确定模型复制成功后，正常对照组及模型组全

程给予充足饲料及蒸馏水喂养；美沙拉嗪组大鼠用

美沙拉嗪悬液３ｍＬ灌肠，灌肠之前采用常规水合

氯醛麻醉，用５ｍＬ注射器抽吸３ｍＬ美沙拉嗪悬

液，然后去掉针头，套上小儿灌肠管，均匀涂抹润滑

油，力度适中，插入大鼠肛门３～５ｃｍ，注入药物，然

后将大鼠头向下，身体倾斜４５°，放置１５ｍｉｎ，再将

大鼠放平；肠愈灌肠方组大鼠给予同容积药物灌肠，

正常对照组及模型组予以同容积蒸馏水灌胃。

２．４　取材　末次给药２４ｈ后，用水合氯醛麻醉，颈

椎脱臼处死后，立即剖腹，分离结肠，自肛门２ｃｍ处

向上取结肠６～８ｃｍ，沿肠系膜纵轴剪开肠腔，用

４℃生理盐水冲洗干净，留取各组结肠１段，４％多

聚甲醛固定。

２．５　指标检测

２．５．１　实验大鼠疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ｄｅｘ，ＤＡＩ）评分标准
［３］
　立即称量各组大鼠体质

量，记录每组大鼠的大便性状，运用大便隐血检测试

纸对每组大鼠的粪便进行隐血检测。ＤＡＩ为大鼠

体质量下降评分、大便隐血评分和大便性状评分的

均数。在实验进程的第１２天对各组大鼠进行ＤＡＩ

评分。评分标准如下：０分：大便性状正常，质量下

降０％，隐血实验（－）；１分：软便，体质量下降１％～

５％，隐血实验（－）；２分：软便，体质量下降６％～

１０％，隐血，实验（－）；３ 分：腹泻，体质量下降

１１％～１５％，隐血实验（＋）；４分：腹泻，体质量下降

９６
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１５％以上，肉眼血便。

２．５．２　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠结肠黏膜组织ＴＧＦβ１、

ＴＮＦα的含量　将结肠黏膜组织匀浆，取上清液，标

准品稀释，加样于酶标板底，封板温育３０ｍｉｎ，稀释洗

涤液洗涤，加酶标试剂，洗涤，显色，终止，４５０ｎｍ波长

测定吸光值，检测步骤严格按照试剂盒说明书进行。

２．６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

统计分析，实验数据以“均数±标准差（珚狓±狊）”表示，

多组间均数比较采用单因素方差分析。犘＜０．０５表

示差异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组大鼠ＤＡＩ评分比较　肠愈灌肠方组及美

沙拉嗪组ＤＡＩ评分与模型组比较，均明显下降，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　模型复制后第１２天各组大鼠ＤＡＩ评分比较（珔狓±狊）

组　别 狀 ＤＡＩ评分

正常对照 １５ ０

模　型 １５ ４．８７±０．８７

美沙拉嗪 １５ ０．９１±０．９８＃

肠愈灌肠方 １５ １．２１±０．３７＃

　　注：与模型组比较，＃犘＜０．０５

３．２　各组大鼠结肠黏膜组织ＴＧＦβ１、ＴＮＦα水平

比较　与正常对照组比较，模型组大鼠结肠黏膜组

织中ＴＧＦβ１ 水平明显降低，ＴＮＦα水平明显升高，

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；与模型组比较，肠

愈灌肠方组ＴＧＦβ１ 水平明显升高，ＴＮＦα水平明

显降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；肠愈灌肠

方组ＴＮＦα含量与美沙拉嗪组比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠结肠黏膜组织中ＴＧＦβ１、

ＴＮＦα水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＴＧＦβ１／（μｇ／Ｌ） ＴＮＦα／（μｇ／Ｌ）

正常对照 １５ ３２９．３８±３８．８５ ２５９．９３±２９．３３

模　型 １５ ２５１．９７±４３．００ ６４７．８５±３４．０４

美沙拉嗪 １５ ２７４．６３±２７．９３ ３４７．０８±４６．５３＃

肠愈灌肠方 １５ ２９１．１１±３８．６２＃ ３８４．６２±４１．３０＃△

　　注：与正常对照组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，

＃犘＜０．０５；与美沙拉嗪组比较，△犘＜０．０５

４　讨论

ＵＣ是一种慢性肠道疾病，其发病机制不明。

临床上多采用氨基水杨酸类、激素和免疫抑制剂等

治疗，但疗效有限，且容易复发［４］。中医认为ＵＣ多

因脾胃虚弱复感外邪、饮食不洁、情志不畅，导致肠

腑气机失调，继而导致腹泻。失治误治，反复发作，

久泻不愈，必伤及肾，引起脾肾阳虚，加重腹泻［５］。

该病以脾气亏虚为本，气滞、血瘀、湿热阻滞为标。

中医对于 ＵＣ的维持治疗有一定的优势，并且不良

反应小，方法简单，容易接受。

肠愈灌肠方是安徽中医药大学第一附属医院肛

肠科多年应用于 ＵＣ的经验方，含有黄柏、白及、苦

参、仙鹤草、锡类散等成分。黄柏味苦、性寒，归肾、

膀胱经，能清热燥湿、泻火解毒、消肿祛腐。白及性

苦、甘、涩，微寒，入肺经，功效收敛止血、消肿生肌，

促进细胞生长，可用于治疗溃疡肿痛及手足皲裂等

症。研究表明，白及除具有止血作用外，还有增加伤

口巨噬细胞数量，提高创面愈合速度和愈合质量的

作用［６］。苦参具有清热燥湿、杀虫、利尿等功效。仙

鹤草苦、涩、平，入心、肝经，功效收敛止血、截疟止

痢、解毒补虚。锡类散由青黛、珍珠、冰片等组成。

锡类散灌肠治疗 ＵＣ的效果确切，可有效改善患者

胃肠道功能，促进ＵＣ患者恢复
［７］。现代研究提示，

锡类散可以改善机体免疫应答，缓解炎症损伤，从而

治疗 ＵＣ
［８］。诸药共奏清热利湿、护膜生肌之效。

中药保留灌肠可保护肠道溃疡面，改善局部血液运

行，促进炎症吸收和溃疡愈合。

ＴＧＦβ最早由 ＲＯＢＥＲＴＳ等
［９］从小鼠的肉瘤

细胞中分离得到，是由二硫键相连形成的一种同源

二聚体多肽分子，分子质量２５ｋＤａ。ＴＧＦβ１ 是其

重要家族成员［９］。ＴＧＦβ１ 在肠道黏膜中高度表达，

并与免疫细胞的分化、增殖、激活、创伤修复、血管生

成有关，而且与免疫异常有关，如炎症性肠病［１０］。

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信号通路的失调是 ＵＣ发生的重要

机制，ＴＧＦβ１ 可调节 ＵＣ患者的免疫反应，是 ＵＣ

的重要抑炎因子。ＣＩＥＣＫＯＭＩＣＨＡＬＳＫＡ等推荐

ＴＧＦβ１ 用来评估 ＵＣ的活动度
［１１］。本研究发现，

肠愈灌肠组及美沙拉嗪组ＴＧＦβ１ 水平较模型组明

显升高，说明肠愈灌肠方可能通过刺激 ＴＧＦβ１ 的

产生抑制炎性反应。

ＴＮＦα是与 ＵＣ发病关系最密切的促炎因子

之一，由单核巨噬细胞以及Ｔ细胞产生并释放
［１２］。

ＴＮＦα可作为ＵＣ炎性分级的相关指标，且与内镜

分级相关［１３］。本研究表明，模型组 ＴＮＦα水平较

正常组明显升高，说明 ＵＣ可能是通过诱发ＴＮＦα

升高而导致炎性反应。本研究中，肠愈灌肠方组

ＴＮＦα水平较模型组明显降低，说明肠愈灌肠方可

能通过调节ＴＮＦα的表达，继而控制炎性反应。

综上所述，本研究利用ＴＮＢＳ复制 ＵＣ大鼠模

型，分别采用肠愈灌肠方和美沙拉嗪干预治疗，并对

比治疗结果，观察肠愈灌肠方治疗ＵＣ的临床疗效。

实验结果表明，肠愈灌肠方治疗ＵＣ的效果明显，与

前期研究结果［１４１７］一致。近年来，ＵＣ的治疗目标

０７
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越来越侧重于黏膜愈合，而中国 ＵＣ患者多于左半

结肠发病，肠愈灌肠方采用的保留灌肠方式对于治

疗左半结肠的溃疡性病变具有明显优势。但ＵＣ的

致病机制复杂，目前多认为其发病机制与免疫失调

有关，是由促炎因子及抑炎因子失调所致，今后可从

信号通路及炎性因子网络途径进一步研究肠愈灌肠

方的作用机制。
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