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摘要:[目的]本研究旨在探讨壳聚糖对葡聚糖硫酸钠(Dextransulfatesodium,DSS)诱导急性结肠炎小鼠的疗

效和可能机制。[方法]选取Balb/c小鼠40只,随机分为正常对照组、DSS组、美沙拉嗪组及壳聚糖组,除正常组自

由饮食外,其余组连续饮用3%DSS溶液7d诱发急性结肠炎,建立溃疡性结肠炎模型,同时分别给予相应药物灌

胃治疗,治疗期间每天观察小鼠的体重、粪便性状和血便情况,造模结束后检测结肠组织中性细胞髓过氧化物酶活

力(myeloperoxidase,MPO)。[结果]DSS成功诱发急性结肠炎,小鼠有明显腹泻,粘液脓血便,体重减轻等。壳聚

糖能有效改善 DSS诱导的溃疡性结肠炎症状,降低结肠 MPO 活性(6.108±1.893U/g:3.502±0.529U/g,P<
0.01);增加结肠长度,且 HE染色的炎症程度和疾病活动指数均有明显改善。[结论]壳聚糖能有效治疗 DSS诱发

的急性结肠炎,主要通过诱导特异性免疫应答,降低炎症反应,增强机体免疫反应。未来有望成为治疗溃疡性结肠

炎的潜在药物。
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Abstract:[Objective]Toinvestigatetheeffectofchitosanonacuteinflammatoryresponseinmicedex-
transulfatesodium-inducedcolitis,andthepotentialmechanism.[Methods]FortyBalb/cmiceweredivided
intofourgroups,includingnormalcontrol,DSS,Chitosanand5-ASA,randomly.ThemiceinDSS,5-ASA
andChitosangroupswereorallyadministeredwith3% DSSsolutionfor7daystoinduceacutecolitis,con-
structingulcerativecolitismodel.Duringtheexperimentalperiod,themiceweregivencorrespondingdrug
lavagetreatment.Clinicalsigns,bodyweight,stoolconsistencyandfecalbloodwereobservedeveryday.At
theendoftheexperiment,thecolonicmyeloperoxidase(MPO)activityweremeasured.[Results]3%DSS
successfullyinducedacutecolitisassociatedwithdiarrhea,mucopurulentbloodystool,andbodyweightde-
creasing.ChitosaneffectivelyimprovedthesymptomsofUCinducedbyDSS,andreducedMPOactivityin
colonictissue(6.108±1.893U/gvs3.502±0.529U/g,P<0.01),increasedthecolonlength.AndtheHE
stainingofthedegreeofinflammationanddiseaseactivityindexweresignificantlyimproved.[Conclusion]

ChitosancaneffectivelytreatDSS-inducedacutecolitisthroughtheinductionofspecificimmuneresponse,

reducingtheinflammatoryresponseandenhancingtheimmuneresponse.TheChitosanisexpectedtobea
potentialdrugforthetreatmentofulcerativecolitis.
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　　溃疡性结肠炎(Ulcerativecolitis,UC)是一种

病因尚不十分清楚的慢性非特异性炎症性肠病,病
变主要限于乙状结肠、直肠的黏膜与黏膜下层,病情

轻重不等,多呈反复发作的慢性病程。由于 UC病

因不清,病情反复发作、迁延不愈,且伴随癌变倾向

和多种肠外症状[1],所以世界卫生组织将其确定为

现代难治病之一。目前其发病机制未明确阐明,普
遍认为是遗传、环境、感染、菌群失调等多因素相互

作用形成的[2-3],但大多数学者表示 UC的发病机制

与免疫紊乱存在直接关联,免疫紊乱在 UC的发生、
发展及转归过程中始终发挥重要作用[4]。大量实验

研究表明,UC患者肠道内有明显慢性炎症[5],促炎

因子(如 TNF-α、IL-1b、IL-6)增加,抗炎因子IL-10
减少,而免疫调节失衡的持久性是促使炎症慢性化

的主要原因。因此,调节免疫紊乱可提高患者治愈

率、缩短病程、减少并发症等,将成为治疗的新方向。
壳聚糖(Chitosan)是天然多糖类阳离子高分子

材料,是甲壳素的脱乙酰化产物,具有良好的生物学

特性及组织相容性,且无毒、无刺激,现已广泛应用

制药中。国外有较多文献研究报道壳聚糖作为免疫

佐剂,能有效促进黏膜免疫反应,增强抗原传递系统

作用。Chadwick等研究发现[6],壳聚糖能提高巨噬

细胞及多形有核细胞的聚集能力和活性,增强迟发

型变态反应和细胞毒性反应,从而增强免疫应答发

挥。也有文献阐述了壳聚糖有明显的抗炎作用[7]。
由于IMQ 是否能改善 UC患者中免疫的紊乱尚未

被阐明,因而研究IMQ 对 UC的疗效及机制,将壳

聚糖作为连接 UC与免疫系统紊乱间的桥梁,将成

为 UC治疗的创新性途径。本研究通过建立动物模

型进行探讨壳聚糖对 UC的疗效及可能作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

野生型 SPF级的8周龄雄性 Balb/c小鼠40
只,体重在20~25g,购买于南京大学实验动物研究

中心,均饲养于武汉大学SPF级动物房,保持室温

20℃~23℃,人工光照12h/d,相对湿度 40% ~
60%,实验开始前适应性喂养1周,自由饮食。

1.2　试剂

葡聚糖硫酸钠 (DSS,MW:36000-5000,美 国

MP生物医学公司);壳聚糖(Chitosan,上海其胜生

物制品有限公司);美沙拉嗪又名5-氨基水杨酸(5-
ASA,玛雅试剂有限公司);羧甲基纤维素钠(CMC-
Na,国药集团化学试剂有限公司);乙酸(谷歌有限

公司);大便潜血试剂盒(珠海贝索生物技术有限公

司);髓过氧化物酶(MPO)活力测定试剂盒(南京建

成生物工程研究研究所)。

1.3　药品制备

5-ASA 混 悬 液 的 制 备:5-氨 基 水 杨 酸 加 入

0.5%羧甲基纤维素钠溶液中,漩涡震荡器震荡混匀

制成20mg/ml混悬液后备用,每次灌胃前混匀。
壳聚糖溶液制备:将88.5%脱乙酰度壳聚糖与生理

盐水配成10mg/ml的溶液后经超声处理2次,再
离心收集沉淀物,即壳聚糖小颗粒,然后按3%的比

例溶解于0.8%乙酸盐水中,即壳聚糖溶液[8]。

1.4　小鼠分组及造模

将小鼠随机分为4组,10只/组,除正常组不做

处理外,其余各组连续饮用3%DSS7d诱发急性结

肠炎,建立溃疡性结肠炎模型,同时分别给予相应药

物治疗:DSS组(无菌PBS液1ml,灌胃);壳聚糖组

(壳聚糖溶液1ml,10mg/ml,灌胃);5-ASA 组(5-
氨基水杨酸混悬液1ml,20mg/ml,灌胃)。所有药

品每天现配现用,连续治疗7d。实验第8天,麻醉

后脱颈椎处死小鼠,剖开腹腔,分离结肠,并测量结

肠长度。纵向剪开肠腔,用冰 PBS液冲洗干净后,
留取每只小鼠相同部位的结肠组织,分别用来做

HE染色和 MPO活力测定。其中用作 HE染色的

组织经4%多聚甲醛固定,其余组织迅速置液氮中,
速冻后转-80℃冰箱保存。

1.4　评估疾病活动指数(diseaseaetivityindex,

DAI)和组织病理学评分

每日观察小鼠进食、活动、毛发等一般情况及体

重变化、粪便性状、粪便潜血情况,计算 DAI总分。
根据Cooper的DAI评分标准[9]:体重未降计0分;
下降1%-5%计1分;下降6%-10%计2分;下降

11%-15%计3分;下降>15%计4分。粪便正常

(成型大便)计0分;大便松散(不黏附于肛门的糊

状、半成型软便)计2分;稀便(黏附于肛门的稀水样

便)计4分。未见大便潜血或肉眼血便计0分;大便

潜血阳性计2分;肉眼血便计4分。根据以上3项

综合评分的总分除以3即为DAI。取各小鼠结肠下

段相同位置的0.5cm 组织,经4%多聚甲醛固定

后,石蜡包埋切片,HE染色后显微镜下观察。参照

文献的评分标准[10],以隐窝结构破坏、病变深度及

范围、炎症细胞浸润三者评得的总分作为组织病理

学损伤评分。

1.5　结肠组织 MPO活力测定

称取结肠组织重量,加入适量的匀浆介质,用匀

浆机在冰上将组织充分匀浆,制成5%匀浆液,其余

步骤按试剂盒说明操作,最后获取各组样本 MPO
活力。结果以 U/克组织湿重为单位。

1.6　统计学处理

采用SPSS17.0统计软件分析。多组数据间的
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比较采用单因素方差分析(ANOVA),多组间多重

比较采用 LSD检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。图表用 GraphPad6.0软件制作。所有数据

均以■x±s形式表示

2　结果

2.1　各组结肠长度

DSS组、壳聚糖组、5-ASA 组小鼠结肠长度均

缩短,与正常组比较差异有统计学意义(P<0.01),
如图1;壳聚糖组和5-ASA 组结肠长度大于 DSS
组,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (7.750±0.538cm vs
4.240±0.548cm、7.430±0.579cm:4.240±
0.548cm,P<0.01);壳聚糖组和5-ASA 组差异无

统计意义(P>0.05),如图2。

图1　各组小鼠结肠长度比较

与正常组比较,1)P<0.01;与 DSS组比较,2)P<0.01。

图2　各组小鼠结肠长度变化

2.2　各组小鼠体重变化

实验前各组小鼠体重差异无统计学意义(P>
0.05),实验结束后,除正常组体重稳定增加外,其余

组小鼠体重均减轻。各组小鼠体重总减少值(即实

验前后体重差值)差异有统计学意义(P<0.01);另
外DSS组和壳聚糖组比较,壳聚糖组小鼠体重下降

值较轻,差异有统计学意义(-3.78±0.996gvs-
2.480±0.526g,P<0.05);壳聚糖组与5-ASA 组

差异无统计学意义(P>0.05),如图3。

2.3　小鼠DAI评分

实验过程中,DSS组、壳聚糖组、5-ASA 组小鼠

均出现饮食减少、体重下降、腹泻及血便等症状,且
与正常组相比 DAI评分均有不同程度的增高,差异

有统计学意义(P<0.01)。其中 DSS组 DAI评分

比壳聚糖组评分高,差异有统计学意义(P<0.05);

5-ASA组DAI评分与壳聚糖组评分差异无统计学

意义(P>0.05),见图4。

与正常组比较,1)P<0.01;与 DSS组比较,2)P<0.05。

图3　各组小鼠体重减少量

图4　各组小鼠 DAI评分

2.4　小鼠组织学损伤评价

镜下正常组小鼠结肠黏膜完整,腺体排列整齐,
无炎性细胞浸润;DSS组结肠黏膜脱落明显,大多

腺体不完整,排列紊乱,病变重者腺体消失,隐窝破

坏,大量炎性细胞浸润;壳聚糖组和5-ASA组黏膜缺

损较轻,少数腺体破坏,炎性细胞较少。如图5所示。

A:正常组;B:DSS组;C:壳聚糖组;D;5-ASA组。

图5　各组结肠组织 HE染色情况(×10)
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2.5　结肠 MPO活力

DSS组、壳聚糖组、5-ASA组 MPO活力均较正

常组增高,差异有统计学意义(P<0.01);DSS组与

壳聚糖组比较差异有统计学意义(6.108±1.893
U/g、3.502±0.529U/g,P<0.01);壳聚糖组与5-
ASA组差异无统计学意义。如图6。

与正常组比较,1)P<0.01;与 DSS组比较,2)P<0.01。

图6　结肠 MPO活力

3　讨论

我们首次研究了壳聚糖对 DSS诱导的 UC模

型的疗效,让小鼠连续饮用3%DSS7天诱导急性结

肠炎,建立 UC急性模型。并在实验后期,可观察到

小鼠出现典型 UC症状,如体重减轻,粘液脓血便,
结肠缩短等。HE染色显示结肠黏膜明显缺损,腺
体不完整,排列紊乱,隐窝破坏,大量炎性细胞浸润。
而壳聚糖能改善DSS诱导后小鼠的一般情况,增加

结肠长度,降低结肠组织 MPO活力,表明壳聚糖有

降低炎症反应的作用。因此我们大胆猜测壳聚糖在

UC发病机制中的免疫方面存在一定影响,进一步

说明壳聚糖对 UC的炎症活动可能有一定治疗作用

壳聚糖作为新型免疫反应调节剂主要有抗菌,
抗氧化,抗肿瘤及增强免疫力等作用[11]。近几年研

究发现其可充当免疫佐剂角色,通过调节免疫机制,
延长物质释放来发挥增强机体免疫机能和免疫保护

效应。壳聚糖作为细菌多糖的类似物,能刺激巨噬

细胞活化,从而诱导巨噬细胞非特异性的吞噬外来

抗原物,并其抗原呈递作用,介导机体的细胞免疫及

体液免疫应答,调节 T细胞、B细胞和 NK 细胞,使
之在免疫应答中产生协同效应,发挥增强保护性免

疫力的作用。大量学者报道其抗炎作用,Yoon等

研究发现壳聚糖能从 mRNA 水平降低降低 TNF-α
和IL-6的表达[12],并且下调 NO 的分泌,因此发挥

抗炎效应。有研究表明壳聚糖能刺激小鼠脾淋巴细

胞增殖转化[13],提高迟发型变态反应水平,促进抗

体生成,改善吞噬系统能力,对小鼠的细胞免疫、体
液免疫和吞噬系统功能都有明显促进作用。Li等

发表了壳聚糖能减轻内皮细胞炎症的相关机制[14],

认为壳聚糖能激活 B细胞(特别是 NF-κB)依赖的

炎症基因表发,激活 NF-κB途径,减少 NF-κB核内

迁移,从而减轻内皮细胞的炎症反应。另外 Chen
等研究发现壳聚糖能抑制细胞增殖[15],减少S相细

胞的百分比,降低细胞内 DNA 合成,有重要的抗肿

瘤作用。
另一方面,DSS诱导的 UC发病机制中,免疫调

节紊乱占极其重要的地位。Yousef等报道[16],IBD
患者的结肠上皮细胞受脂多糖及 TNF-α刺激调节,
壳聚糖能阻止患者由脂多糖连接细胞所导致的 NF-
κB激活,TNF-α和IL-6水平的增加,上皮细胞屏障

的完整性丧失及细胞凋亡。而且他们还发现壳聚糖

能降低急性结肠炎小鼠的死亡率及肠道炎症。这些

结果表明壳聚糖可能通过抑制 NK-B信号通路及结

肠上皮细胞凋亡来治疗IBD。故我们认为壳聚糖能

调节 UC发病机制中的免疫紊乱,对治疗有一定作

用。
在我们的实验中,壳聚糖对 DSS诱导的 UC有

一定疗效,目前机制并未弄清,具体有待进一步研究

探索。

4　结论

总之,我们的实验研究表明壳聚糖能有效的降

低DSS诱导小鼠 UC模型的临床症状,抑制炎症反

应。从机体自身免疫方面阻止 UC的发生发展,提
高患者生活质量,这可对以后治疗能产生深远意义。
因此壳聚糖有望成为一种潜在治疗 UC的药物。
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