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健脾清热活血方介导keap-1-Nrf2信号调控

claudin-2表达干预溃疡性结肠炎模型大鼠

实验研究
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【摘要】 目的 通过观察keap-1-Nrf2通路调控claudin-2蛋白表达变化,探讨健脾清热活血方防治溃疡性结肠

炎的效用机制。方法 90只SPF级雄性SD大鼠随机分为6组,除外正常组,其余各组均采用TNBS灌肠法制备

溃疡性结肠炎模型,自第7日起分组给药,模型组予等剂量生理盐水,中药低、中、高剂量组予不同剂量健脾清

热活血方,西药组予美沙拉嗪灌胃,连续14d。末次给药后腹腔麻醉处死全部大鼠,截取病变部位肠段备测。

HE染色检测结肠组织病理学变化;透射电镜检测结肠黏膜超微结构变化;免疫组化SP法检测结肠环氧氯丙烷

结合蛋白1(keap-1)、Nrf2以及claudin-2蛋白表达变化。结果 光镜提示模型组结肠黏膜表面出现缺损或脱落

坏死,溃疡形成,隐窝结构消失、脓肿形成,固有层大量炎性细胞浸润,黏膜下层充血肿胀;治疗组较模型组有

明显改善,见结肠黏膜尚完整,但存在黏膜缺损,隐窝脓肿,部分可见出血点,较多炎性细胞浸润固有层。电镜

下见模型组结肠上皮细胞微绒毛稀疏,线粒体肿胀变大,细胞间紧密连接消失,可见细胞处于坏死期;中药组

见上皮细胞体积明显变小、核固缩、凋亡小体形成,局灶可见坏死。模型组结肠keap-1、Nrf2蛋白表达下降,

claudin-2蛋白表达上升;治疗后,中药组结肠keap-1、Nrf2蛋白表达上升,claudin-2蛋白表达下降;经比较,差

异有统计学意义(P<0.05);但是中药组之间不存在组间差异(P>0.05)。结论 健脾清热活血方通过上调

Keap-1、Nrf2表达,下调claudin-2表达而发挥防治溃疡性结肠炎的效用。

【关键词】 溃疡性结肠炎 健脾清热活血方 氧化应激 keap-1-Nrf2通路 claudin-2 大鼠

StudyofJianPiQingreHuoxueDecoctionMediateskeap-1-Nrf2PathwayRegulationofclaudin-2Ex-

pressiontoInterveneUlcerativeColitis LuoShujuan,ChenXiaofen,LinYiting,LuXin,ZhangTao.

FacultyofChineseMedicineScienceGuangxiUniversityofChineseMedicine,Guangxi,Nanning530222,China.

【Abstract】 Objective:Toobservetheeffectofkeap-1-Nrf2pathwayontheexpressionofclaudin-2protein,

andtoexplorethemechanismofJianpiQingreHuoxueDecoctioninpreventingandtreatingulcerativecolitis.

Methods:90SPFmaleSDratswererandomlydividedinto6groupsaccordingtobodyweight,exceptforthenor-

malgroup.TherestofthegroupswerepreparedbyTNBSenemamethodforulcerativecolitismodels.Theywere

administeredingroupsstartingfromthe7thday.ThesalineandtreatmentgroupsweregivenJianpiQingreHuox-

ueDecoctionwithdifferentdoses,andthecontrolgroupwasgivengavagebymesalazinefor14days.Allratswere

sacrificedbyintraperitonealanesthesiaafterthelastadministration,andtheintestinalsegmentofthelesionwas

takenfortesting.HEstainingwasusedtodetectthepathologicalchangesofcolonictissue;transmissionelectron

microscopywasusedtodetecttheultrastructuralchangesofcolonicmucosa;immunohistochemicalSPmethodwas

usedtodetecttheexpressionofcolonkeap-1,Nrf2andclaudin-2.Results:Lightmicroscopyshowedthatthesur-

faceofthecolonicmucosainthemodelgrouphaddefectsorsheddingandnecrosis,ulcersformed,cryptstruc-

turesdisappeared,abscessesformed,alargenumberofinflammatorycellsinfiltratedthelaminapropria,andthe

submucosawascongestedandswollen.Thetreatmentgrouphadamoresignificantimprovementthanthemodel

group.Underthelightmicroscopy,thecolonicmucosawasstillintact,butthereweremucosaldefects,cryptab-
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本课题组前期临床研究证实,健脾清热活血方具

有明确缓解轻度溃疡性结肠炎(UC)效用,其疗效与艾

迪莎相仿,对于中度UC患者配合激素使用,亦有辅助

作用

[1]

。动物实验发现健脾清热活血方具有促进黏膜

屏障修复,诱导炎症缓解的效用,但其具体的机制还有

待深入研究

[2]

。UC发病机制与氧自由基产生过多及

脂质过氧化有密切关系,血管活性因子即肠源性缩血

管物质活性增强,导致肠道缺血,同时结肠黏膜中的炎

性细胞如中性粒细胞、巨噬细胞等经血液循环浸润到

肠道的黏膜层、黏膜下层,引起肠黏膜受损。在还原性

辅酶Ⅱ、NADPH氧化酶以及呼吸作用下产生大量脂质

过氧化物如O

2

-

、OH

-

等,这些物质进一步加重肠黏膜损

伤

[3-5]

。keap-1-Nrf2路径是机体最主要的抗氧化应激

反应通路之一,在促进黏膜修复、诱导细胞凋亡、降低

炎症反应等多方面发挥重要的生物学作用,但健脾清热

活血方是否通过介导keap-1-Nrf2通路调控claudin-2

表达而发挥其防治UC的效应尚不清楚。本研究应用

三硝基苯磺酸(TNBs)制备UC模型,将健脾清热活血

方作用于上述模型,应用现代生物学技术检测结肠组

织病理学、超微结构、环氧氯丙烷结合蛋白1(keap-1)、

Nrf2以及claudin-2表达变化,客观评价健脾清热活血

方的效用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 90只SPF级雄性SD大鼠,体质量

150～180g,购自广西医科大学动物实验中心,实验

动物生产许可证:SCXK(桂)2014-02。所有动物实

验均在广西中医药大学实验动物中心完成,许可证

号:SYXK(桂)2018-0012。动物饲养在恒温房间

(21～23℃),每隔12h光暗循环,自由进食进水,适

应性喂养1周后开始实验。所有实验均符合动物3R

福利原则。

1.2 试剂及仪器 5%2,4,6三硝基苯磺酸(TNBS)

购自美国SIGMA公司(货号:P2297),10%中性甲醛、

戊二醛、无水乙醇购于广西博仁生物试剂有限公司;

Anti-keap-1、Anti-Nrf2以及Anti-claudin-2均购自美

国Abcam公司(货号:ab119403,ab31163,ab53032),

辣根过氧化物酶标记的二抗购自武汉博士德公司(货

号:GA1014),EDTA缓冲液(博士德,SN109);伊红(中

杉,S133)、苏木素(中杉,S130)、DAB显色试剂盒(中

杉,SB1030),免疫组化湿盒(抗体孵育用),BX43F

电子显微镜(日本OLYMPUS)、透射电镜(日本日立

H7650)等。

1.3 实验药物 健脾清热活血方(马齿苋15g,白术

10g,白芍15g,水蛭10g,三七10g,救必应15g,炙甘

草6g。用蒸馏水煎煮药液,浓缩至含生药1g/1.5mL,

过滤分装4℃保存备用)。美沙拉嗪(商品名艾迪莎),

500mg/袋,法国爱的发制药集团生产,国药准字

H20040727。药物均购自广西中医药大学附属瑞康医

院药房。

1.4 分组与造模 将90只大鼠按体质量随机分为6

组,即正常组、模型组、西药组和中药低、中、高剂量

组,每组15只。参照文献报道

[6]

,正常组除外,其余各

组均采用TNBS100mg/kg+50%乙醇法灌肠法制备UC

模型,连续灌肠3d,休息4d。

1.5 给药方法 造模开始第7日起,模型组予等剂量

生理盐水灌胃,中药低、中、高剂量组予健脾清热活血

方4.29、8.58、17.16g/kg灌胃(成人用药量的3、6、12

倍,即实验动物与人按体表面积比等效剂量换算,将

每天剂量折算成大鼠等效剂量作为中剂量组),西药

组予美沙拉嗪灌胃(0.4g/kg),正常组同步饲养。连

续给药14d。

1.6 标本采集与检测 1)大鼠一般情况。观察各组

大鼠毛发、体质量、耗食耗水、大便、死亡情况。2)结肠

组织病理学变化。末次给药后予10%水合氯醛腹腔注

射麻醉处死全部大鼠,截取距肛门8cm处病变部位,

沿纵轴切开,分别置于中性甲醛、戊二醛及液氮中备

测,肉眼下放大镜观察结肠溃疡及其糜烂情况。3)HE

染色检测各组UC大鼠结肠组织病理改变。具体步骤

严格按说明操作,在光镜下观察标本病理学改变并摄

片。4)大鼠结肠黏膜超微结构变化。采用H-7650透

scesses,somebleedingpoints,andmoreinflammatorycellsinfiltratedthelaminapropria.Theelectronmicroscopy

showedthatthemicrovilliofthecolonicepithelialcellsinthemodelgroupweresparse,themitochondriabecame

swollenandenlarged,andthetightjunctionsbetweenthecellsdisappeared.Thecellswereinthenecroticphase.

Thetreatmentgrouphadepithelialcellssignificantlysmallerinsize,thepyknosis,andtheformationofapoptotic

bodies.Necrosiswasvisibleonthestove.Theexpressionofkeap-1andNrf2proteininthemodelgroupde-

creased,andtheexpressionofclaudin-2proteinincreased.Aftertreatment,theexpressionofkeap-1andNrf2pro-

teininthetreatmentgroupincreased,andtheexpressionofclaudin-2proteindecreased.Aftercomparison,there

wasastatisticaldifference(P<0.05);however,therewerenodifferencesbetweenthetreatmentgroups(P>0.05).

Conclusion:JianpiQingreHuoxueDecoctionexertstheeffectofpreventingandtreatingulcerativecolitisbyup-

regulatingtheexpressionofkeap-1andNrf2anddown-regulatingtheexpressionofclaudin-2.

【Keywords】 Ulcerativecolitis;JianpiQingreHuoxueDecoction;Oxidativestress;Keap-1-Nrf2pathway;Clau-

din-2;Rats
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射电镜检测各组UC大鼠结肠黏膜超微结构及细胞凋亡

变化。5)结肠keap-1、Nrf2以及claudin-2蛋白表达。

采用免疫组化检测,具体步骤严格按试剂盒说明操作,

由两名病理专业人员采用ImageProPlus6.0进行图像

分析。以细胞呈棕褐色染色为阳性结果,对照组采用

PBS代替一抗。

1.7 统计学处理 应用SPSS24.0统计软件。计量资

料以(x±s)表示,符合正态分布资料采用单因素方差分

析检验;若为非正态分布资料采用秩和检验来比较两

组间差异。P<0.05为有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠一般情况比较 正常组同步生长,造模

期间各组均未见大鼠死亡,自造模第2日起可见大鼠

肛门污秽、有血便残留、食欲下降,皮毛稀疏无光泽,体

质量无明显下降。肉眼下用放大镜观察见距肛门8～

12cm处病变最为明显,部分糜烂表面附着少许黄白

苔,予标记后送检病理。

2.2 各组大鼠结肠组织病理学改变 光镜下见正常

组结肠黏膜排列整齐,未见炎性细胞浸润;模型组见结

肠黏膜表面出现缺损或脱落坏死,溃疡形成,隐窝结构

消失、脓肿形成,固有层大量炎性细胞浸润,黏膜下层

充血肿胀;西药组见结肠黏膜不同程度缺损,溃疡形

成,隐窝脓肿,黏膜下层大量炎性细胞浸润;中药各组

见结肠黏膜尚完整,但存在黏膜缺损,隐窝脓肿,部分

可见出血点,较多炎性细胞浸润固有层。见图1。

2.3 各组大鼠结肠黏膜超微结构及细胞凋亡情况

电镜下见正常组结肠上皮细胞单层柱状排列,微绒毛

发达密集,整齐排列,未见细胞坏死和凋亡;模型组结

肠上皮细胞微绒毛稀疏,线粒体肿胀变大,细胞间紧密

连接消失,可见细胞处于坏死期;西药组见上皮细胞单

层柱状排列,但排列欠整齐、线粒体肿胀、凋亡小体形

成,局灶可见坏死;中药各组见上皮细胞体积明显变

小、核固缩、凋亡小体形成,局灶可见坏死。见图2。

2.4 各组大鼠结肠keap-1、Nrf2以及claudin-2蛋白表

达比较 与正常组比较,模型组结肠Keap-1、Nrf2蛋

白表达下降,claudin-2蛋白表达上升。与模型组比

较,各给药组Keap-1、Nrf2蛋白表达上升,claudin-2蛋

白表达下降,但西药组与模型组之间无统计学差异

(P>0.05),中药各剂量组与模型组、西药组比较有统

计学差异(P<0.05),中药低、中、高剂量组之间不存在

组间差异(P>0.05)。见图3～图5,表1。

3 讨 论

本课题组在中医药理论指导下,传承全国名老中

正常组 模型组 西药组

中药低剂量组 中药中剂量组 中药高剂量组

图1 各组UC大鼠黏膜组织病理学改变(HE染色,10倍)

正常组 模型组 西药组

中药低剂量组 中药中剂量组 中药高剂量组

图2 各组UC大鼠电镜下结肠黏膜超微结构及细胞凋亡

(8000倍)

正常组 模型组 西药组

中药低剂量组 中药中剂量组 中药高剂量组

图3 各组UC大鼠结肠keap-1蛋白表达(10倍)

正常组 模型组 西药组

中药低剂量组 中药中剂量组 中药高剂量组

图4 各组UC大鼠结肠Nrf2蛋白表达(10倍)
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医胡珂、谢建群、马贵同等教授临证经验,指出溃结当

以“脾虚为本,湿热瘀毒为标”为基本特点。脾虚无以

运化水液,聚湿成痰,痰随气而升无处不致,日久阻塞

经络,化为瘀血,痰瘀互结,损伤肠络;而溃结之所以反

复发作,其关键在于“湿”“热”“瘀”之邪留于体内,没有

得到彻底根除,每遇外感或内伤的诱因而复发,如“邪

气或动或静,其痢乍发乍止”,由此提出“健脾清热活

血”的基本大法。

基于“提高UC黏膜愈合质量是减少UC复发关键

所在”的理念

[6-7]

,本研究从氧化应激介导炎症持续角

度出发,探讨健脾清热活血方介导keap-1-Nrf2通路调

控claudin-2表达干预溃疡性结肠炎的机制研究。健

脾清热活血方主要由救必应、马齿苋、白术、白芍、水

蛭、三七、炙甘草等药物组成,以救必应泻火解毒、清热

利湿、行气止痛、凉血止血,归于大肠经,直抵病所为君

药,马齿苋、水蛭、三七活血化瘀、祛腐生新为臣,佐以

白术健脾益胃、燥湿和中,芍药甘草缓急止痛,全方共

奏清热活血、健脾和胃之功效。笔者通过组织病理学

证实与模型组比较,治疗组所见黏膜损伤程度较模型

组有不同程度改善,部分可见出血点 ,较多炎性细胞

浸润固有层。表明健脾清热活血方药具有减少组织损

伤、促进修复黏膜、缓解溃结炎症,防治溃疡性结肠炎

的效用。

反复炎症刺激形成氧化应激产生的线粒体内的活

性氧(ROS)爆发直接或间接地损伤细胞内蛋白质、脂

质、核酸等大分子物质的生理功能,是众多疾病发生的

病理生理基础

[8]

。keap-1-Nrf2-ARE路径是机体最主

要的抗氧化应激反应通路之一,参与机体炎癌转化、细

胞凋亡、炎症反应及黏膜修复等多方面

[9]

。Nrf2属于

CNC转录因子家族成员之一,广泛存在于机体多个组

织器官中,Kelch样环氧氯丙烷结合蛋白1(keap1)是

Nrf2的重要受体,生理状态下,Nrf2位于细胞质中,与

keap1结合,处于被抑制状态,当受到氧化应激信号刺

激后,Nrf2迅速与变构的keap1解耦连,以稳定状态转

位进入细胞核,与小Maf蛋白结合形成异二聚物,并与

一顺式作用元件即抗氧化反应元件(ARE)结合,结合

ARE上的GCTGAGTCA位点,参与下游一系列Ⅱ相解

毒酶及抗氧化酶基因的转录与调控。ARE是一个特

异的DNA启动子结合序列,位于所调控的抗氧化酶基

因和Ⅱ相解毒酶基因的5’端启动序列

[10-11]

。Claudin蛋

白家族作为反映肠黏膜屏障最重要的生物标记物,在

维护肠黏膜屏障完整中发挥重要的生物学作用

[12]

。

claudin蛋白是构成紧密连接复合体的主要骨架,不同

的claudin分子对紧密连接的通透性有不同的影响。

一部分claudin分子可以形成特异性离子通道而增加上

皮、内皮通透性,称为“leaking”claudin,包括claudin-2、

claudin-10等

[13-14]

。本研究发现模型组keap-1、Nrf2蛋

白表达明显下降,claudin-2蛋白表达上升,说明UC炎

症持续会导致体内抗氧化应激水平下降,导致细胞内

ROS爆发、超载,导致细胞坏死、损伤,加重炎症的进

程,甚至异型增生。同时也反映肠上皮通透性增加,由

此可能造成大量的抗原通过受损肠黏膜屏障渗入肠道

内,与食物抗原交互反应而导致炎症持续,导致靶器官

受损。治疗后,治疗组keap-1、Nrf2蛋白表达上升,

claudin-2蛋白表达下降,说明健脾清热活血方可能通

过促进机体内源性的反应性氧化应激的清除而达到缓

解炎症的效用。

总的来说,本次研究初步证实健脾清热活血方通

过上调keap-1、Nrf2表达,下调claudin-2表达,修复黏

膜屏障减少抗原刺激而发挥防治UC的效用。
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