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　　[摘要]　目的:研究清肠温中方对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的溃疡性结肠炎(UC)小鼠 AhR/IL-22信号通路

的影响。方法:将28只SPF级健康雌性C57BL/6小鼠随机分为空白组、模型组、清肠温中方低剂量组、清肠温中

方中剂量组、清肠温中方高剂量组、美沙拉秦组。空白组小鼠全程自由进食饮水,模型组和清肠温中方低、中、高
各剂量组及美沙拉秦组均采用自由饮用2.5%(w/v)DSS溶液7d复制 UC模型,第8天开始模型组给予去离子

水灌胃,清肠温中方各剂量组给予相应浓度的中药干预1周,美沙拉秦组给予美沙拉秦水溶液干预1周。期间每

日观察小鼠一般情况,测量体重、检测便潜血、记录粪便性状,计算疾病活动指数(DAI)。干预结束后留取结肠组

织,WesternBlot检测 AhR、IL-22蛋白水平,RT-qPCR测定AhR、IL-22mRNA 的相对表达量。结果:与空白组

比较,UC小鼠呈现明显的肠道炎症,表现出不同程度的便血、腹泻、体重下降等,清肠温中方中剂量组和美沙拉

秦组小鼠体重较模型组明显升高(P<0.05);清肠温中方中剂量组小鼠较模型组 DAI下降明显(P<0.05)。清

肠温中方组 AhR、IL-22蛋白表达量较模型组升高明显(P<0.05);清肠温中方组AhR、IL-22mRNA表达量较模

型组显著升高(P<0.01)。结论:清肠温中方可能通过激活 UC小鼠中 AhR/IL-22信号通路,达到治疗 UC的目的。
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Abstract　Objective:TostudytheeffectofQingchangWenzhongDecoction(QCWZD)ondextransodiumsul-
fate(DSS)-inducedAhR/IL-22signalingpathwayinmicewithulcerativecolitis(UC).Methods:Twenty-eight
healthyfemaleC57BL/6micewererandomlydividedintocontrolgroup,DSSgroup,QCWZDlow-dosegroup,

QCWZDmedium-dosegroup,QCWZDhigh-dosegroup,Mesalazinegroup.Miceincontrolgroupwerefedand
wateredfreelythroughoutthewholeprocess.DSSgroup,dosesgroupofQCWZDandMesalazinegroupwereused
toreplicatetheUCmodelbyfreelydrinking2.5%(w/v)DSSsolutionfor7days.Onday8,themodelgroup
wasgivendeionizedwaterforgavage,andeachdoseoftheQCWZDwasgiventhecorrespondingconcentrationof
Chinesemedicinefor1weekinDSSgroup,andtheMesalazinesolutionfor1weekintheMesalazinegroup.Dur-
ingthisperiod,themicewereobserveddailyforgeneralcondition,weightmeasurement,detectionoffecaloccult
blood,recordingoffecalproperties,andcalculationofdiseaseactivityindex(DAI).Attheendoftheinterven-
tion,colonictissueswerecollectedandthelevelsofAhRandIL-22proteinweremeasured,andthelevelsof

·887·



AhR/IL-22mRNAweredetermined.Results:Comparedwithcontrolgroup,UCmiceshowedobviousintestinal
inflammation,exhibitingdifferentdegreesofbloodinstool,diarrheaandweightloss,etc.Thebodyweightof
miceinQCWZDmedium-dosegroupandMesalazinegroupwassignificantlyhigherthanthatinDSSgroup(P<
0.05);theDAIofmiceinthemedium-dosegroupofQCWZDdecreasedsignificantlycomparedwiththatinDSS
group(P<0.05).TheexpressionsofAhRandIL-22proteininQCWZDgroupweresignificantlyhigherthan
thoseinDSSgroup(P<0.05);theexpressionsofAhR/IL-22mRNAinQCWZDgroupweresignificantlyhigher
thanthoseinDSSgroup(P<0.01).Conclusion:QCWZD maybeusedtotreatUCbyactivatingtheAhR/IL-22
signalingpathwayinUCmice.

Keywords　ulcerativecolitis;QingchangWenzhongDecoction;AhR/IL-22signalingpathway;intestinalmu-
cosarepair.

　　溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)是一种

以结直肠黏膜连续性、弥漫性炎症改变为特点的慢

性非特异性肠道炎症性疾病,其病变主要限于结直

肠黏膜和黏膜下层,其病程长,临床症状以持续或

反复发作的腹泻、黏液脓血便、腹痛等表现为主,严
重影响患者的生存质量[1-2]。目前 UC治疗主要以

5-氨基水杨酸、皮质类固醇激素、免疫抑制剂和生

物制剂等为主,但这些药物存在药物不耐受、不良

反应明显、疗程长、复发率较高等问题[3-5]。芳烃受

体(arylhydrocarbonreceptor,AhR)是一种细胞质

转录因子,可对异源或内源性配体产生反应,参与

调节免疫反应、维持肠道屏障稳态和微生物共生等

多种活动[6]。白介素-22(interleukin-22,IL-22)的
表达对于肠上皮的修复至关重要,可使肠道上皮再

生、重构,主要由3型先天淋巴细胞(group3innate
lymphoidcells,ILC3s)产生,而ILC3s主要受 AhR
调节[7]。因此 AhR/IL-22信号通路的激活可能是

UC发生发展的一个重要环节。
中医药的疗效优势在于可缓解 UC的临床症

状、促进黏膜愈合等方面[8]。清肠温中方是李军祥

教授总结其多年经验所创立的临床验方。我们前

期研究发现,清肠温中方可有效减轻 UC患者的临

床症状、修复患者肠黏膜损伤[9-10],改善小鼠肠黏

膜损伤[11],但具体机制尚未阐明。因此,本研究以

AhR/IL-22信号通路为切入点,构建小鼠结肠炎模

型,进一步探讨清肠温中方治疗 UC小鼠相关的作

用机制。
1　材料与方法

1.1　实验动物

6~8周的SPF级健康雌性 C57BL/6小鼠28
只,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司,许可证

号:SCXK(京)2019-0010。12h光照/12h黑夜循

环,温度(25±2)℃,湿度(50±10)%,自由摄食饮水,
饲养于北京中医药大学东方医院SPF级动物房。
1.2　实验用药

清肠温中方配方颗粒由黄连6g、炮姜10g、青
黛3g、苦参9g、三七6g、木香6g、地榆炭15g、炙
甘草6g组成,购自北京中医药大学东方医院配方

颗粒药房;美沙拉秦缓释颗粒购自北京中医药大学

东方医院外购药房。
1.3　试剂及仪器

葡聚糖硫酸钠(dextransulfatesodiumsalt,
DSS),平均分子量36000~50000(购自 MPBio-
medicals公司,货号9011-18-1);便潜血试纸(珠海

贝索生物技术有限公司);苏木精染液、伊红染液、
苏木精分化液、苏木精返蓝液(武汉赛维尔生物科

技有限公司);AhR 抗体、IL-22抗体(购自 Omn-
imabs,货号 OM270037、OM281925);AhR、IL-22
mRNA引物(购自北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司);DP74显微镜(Olympus)、PowerPac基

础电泳仪、Trans-blot转膜仪(Bio-Rad)、G:BOX
XX9高性能荧光、化学发光成像系统(GeneCom-
panyLimited)。
1.4　造模及给药方法

将28只SPF级 C56BL/6雌性小鼠适应性饲

养7d,按体重随机分为空白组5只、模型组5只、
清肠温中方低剂量组(0.36g/kg)4只、清肠温中方

中剂量组(1.8g/kg)5只、清肠温中方高剂量组

(9g/kg)4只、美沙拉秦组(0.61g/kg)5只。空白

组小鼠全程自由进食饮水,模型组、清肠温中方低、
中、高剂量组及美沙拉秦组均采用自由饮用2.5%
(w/v)DSS溶液7d复制 UC模型[12],第8天开始

模型组给予去离子水灌胃,清肠温中方各剂量组给

予相应浓度的中药、美沙拉秦组给予美沙拉秦水溶

液干预1周,体积0.1mL/10g,连续7d。期间每

日观察小鼠一般情况、症状,测量体重、检测便潜

血、记录粪便性状,计算疾病活动指数(DAI)。
1.5　DAI评价

DAI=(体重下降指数+粪便性状+粪便潜

血)/3,具体评价标准见表1。
1.6　苏木精和伊红染色

将小鼠结肠组织固定在10%中性缓冲福尔马

林中,固定后取出石蜡包埋,以5μm 厚度切片,脱
蜡后使用苏木精-伊红染色,脱水封固后观察小鼠

结肠组织病理形态。
1.7　WesternBlot测定小鼠结肠组织 AhR、IL-22
蛋白水平

取出-80℃保存的小鼠结肠组织50mg,加入
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RIPA缓冲液与蛋白磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂

混合液混合,充分匀浆,用BCA蛋白检测试剂盒测

定蛋 白 浓 度 并 计 算 出 上 样 量;取 蛋 白 样 品

在120V,300mA,80min条件下进行电泳;以110
V ,恒流400mA,25min转膜;转膜后用快速封闭

液封闭30min。加入一抗,4℃孵育过夜;次日用

TBST10min洗膜3次,常温二抗孵育1h,再用

TBST10min洗膜3次;ECL显影后使用成像系

统扫描,以甘油三磷酸酯脱氢酶(GAPDH)作为内

参。用ImageJ软件分析蛋白相对表达量。
1.8　RT-qPCR 测定小鼠结肠组织 AhR、IL-22
mRNA表达的水平

按照试剂盒说明书步骤使用 Trizol试剂(In-
vitrogen)从结肠中提取总 RNA。然后使用 RT-

PCRKitⅡ(Cat#RR086A,Takara)在7300Real
TimePCR 仪(AppliedBiosystems)进行扩增反

应,在42℃5min、95℃10s的条件下反转录,然后

在95℃5s、60℃31s循环40次进行扩增,然后在

95℃15s、60℃1s、95℃15s的条件下进行熔融

曲线分析。通过 GAPDH 对基因的相对表达归一

化,根据公式2-ΔΔCt 计算目的基因表达水平。引物

序列见表2。
1.9　统计学方法

采用 GraphPadprism9软件进行数据统计及

绘图。计量资料以 ■X±S 表示。组间比较采用单

因素方差分析(One-wayANOVA),以 P<0.05
为差异有统计学意义。

表1　DAI的评分标准[13]

评分项目 0 1 2 3 4
体重下降指数 无下降 >1%~5% >5%~10% >10%~15% >15%
粪便性状 正常 / 松散 / 稀便

粪便潜血 无 / 阳性 / 肉眼血便

表2　本实验所用引物

基因 上游(5’-3’) 下游(5’-3’)

GAPDH CTTCCAGCCTTCCTTCCTTGG AATGCCTGGGTACATGGTGG
AhR GAGCACAAATCAGAGACTGG TGGAGGAAGCATAGAAGACC
IL-22 TCCGAGGAGTCAGTGCTAAA AGAACGTCTTCCAGGGTGAA

2　结果

2.1　各组小鼠一般情况及行为表现

经观察各组小鼠均良好耐受造模及药物干预。
空白组小鼠无异常情况,毛发柔顺、光泽,精力充

沛,善食好动。相较空白组,经 DSS诱导的其他各

组 UC小鼠均表现出精神不振、行动迟缓、食欲不

佳、毛发暗淡、拱背聚群等现象,并伴有明显的肠道

症状,呈不同程度的便血、腹泻、体重下降。其中在

给予美沙拉秦和清肠温中方各剂量药物干预后,相
较模型组小鼠,经 DSS诱导的其他各组小鼠可见

其精神状态、行动表现、毛发暗淡程度、肠道等症状

明显减轻。
2.2　清肠温中方对 UC小鼠体重的影响

与空白 组 比 较,模 型 组 小 鼠 体 重 明 显 下 降

(P<0.01);相较于模型组,清肠温中方低剂量组

和高剂量组小鼠的体重差异无统计学意义,但可见

升高的趋势,清肠温中方中剂量组和美沙拉秦组小

鼠的体重均明显升高(P<0.05)。见表3。
2.3　清肠温中方对各组小鼠DAI评分的影响

与空白组比较,模型组小鼠 DAI升高明显

(P<0.05);与模型组比较,清肠温中方低剂量组、
高剂量组和美沙拉秦组小鼠 DAI差异无统计学意

义,但可见下降的趋势,清肠温中方中剂量组小鼠

DAI下降明显(P<0.05)。见表4。

表3　清肠温中方对各组小鼠体重的影响　%,■X±S
组别 例数 体重变化

空白组 5 106.527±1.539
模型组 5 98.215±2.9591)

清肠温中方低剂量组 4 100.599±1.598
清肠温中方中剂量组 5 103.066±2.5952)

清肠温中方高剂量组 4 101.874±2.208
美沙拉秦组 5 103.139±2.3132)

　　与空白组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.05。

表4　清肠温中方对各组小鼠DAI评分的影响

　分,■X±S
组别 例数 DAI评分

空白组 5 0.000±0.000
模型组 5 0.800±0.6911)

清肠温中方低剂量组 4 0.333±0.385
清肠温中方中剂量组 5 0.000±0.0002)

清肠温中方高剂量组 4 0.167±0.333
美沙拉秦组 5 0.133±0.298

　　与空白组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05。
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2.4　清肠温中方对小鼠结肠组织病理形态的影响

经苏木精-伊红染色,可见空白组小鼠结肠组

织结构完整,纹理整齐、清晰,结肠黏膜未见明显破

坏;与空白组比较,模型组小鼠结肠组织可见黏膜

糜烂,黏膜下隐窝结构改变、大量炎性细胞浸润;与
模型组比较,清肠温中方各剂量组和美沙拉秦组小

鼠结肠组织隐窝结构恢复、炎性细胞浸润减少。见

图1。

a:空白组;b:模型组;c:清肠温中方低剂量组;d:清肠温中方中剂量组;e:清肠温中方高剂量组;f:美沙拉秦组。
图1　各组小鼠结肠组织的病理形态(苏木精-伊红染色×200)

2.5　清肠温中方对小鼠结肠组织 AhR、IL-22蛋

白表达的影响

通过上述结果发现,清肠温中方中剂量组的小

鼠在一般状况、体重及 DAI方面,较其他干预组的

改善更为明显,因此本实验选用中剂量为清肠温中

方的优效剂量,以进一步探讨其作用机制。结果显

示:与空白组比较,模型组小鼠结肠组织中 AhR、
IL-22蛋白表达下降(P<0.01,P<0.05);与模型

组比较,清肠温中方组 AhR、IL-22蛋白表达量升

高(P<0.05)。见表5、图2。

表5　清肠温中方对小鼠结肠组织AhR、IL-22蛋白表

达的影响 ■X±S

组别 例数 AhR IL-22

空白组 5 0.737±0.031 0.713±0.050

模型组 5 0.453±0.0671) 0.433±0.1012)

清肠温中方组 5 0.737±0.0403) 0.683±0.1104)

　　与空白组比较,1)P<0.01,2)P<0.05;与模型组比

较,3)P<0.01,4)P<0.05。

2.6　 清肠温中方对小鼠结肠组织 AhR、IL-22
mRNA表达的调控作用

模型组小鼠结肠组织的 AhR、IL-22mRNA
表达较空白组无明显差异;清肠温中方组 AhR、

IL-22mRNA 表 达 量 较 模 型 组 显 著 升 高 (P <
0.01)。见表6。

a:空白组;b:模型组;c:清肠温中方组。

图2　清肠温中方对小鼠结肠组织AhR、IL-22蛋白表

达的影响

表6　清肠温中方对小鼠结肠组织AhR、IL-22mRNA
的影响 ■X±S

组别 例数 AhR mRNA IL-22mRNA

空白组 5 1.006±0.106 1.026±0.251

模型组 5 1.375±0.076 1.000±0.106

清肠温中方组 5 2.348±0.3691) 1.552±0.1741)

　　与模型组比较,1)P<0.01。
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3　讨论

UC病程长,且具有高复发率的特点,是目前

的治疗难点之一,其病因和发病机制尚未完全明

确。越来越多的研究表明,UC的发生发展及反复

发作,与肠道黏膜屏障的完整性及其功能、免疫密

切相关[14]。
AhR是一种细胞质转录因子,在上皮屏障中

高度表达[15]。其信号传导被认为是肠道屏障免疫

反应的关键组成部分,该信号传导可促使肠黏膜上

皮的修复、保证肠黏膜屏障的完整性以及激活肠道

部分免疫细胞类型,对肠道稳态至关重要[16]。有

研究发现 AhR在肠上皮细胞和肠道相关屏障中的

免疫细 胞ILC3s中 高 度 表 达,在 炎 性 肠 组 织 的

ILC3s中表达量减少[17],而ILC3s是肠道组织中

IL-22的主要来源。IL-22可以通过促进肠道细胞

紧密连接进而加强肠道屏障[18],还可增加抗菌肽

和黏蛋白的表达以加强黏膜防御,并可以加强肠道

上皮再生及增殖[19]。另有研究表明,ILC3s与IL-
22之间的相互作用在调节肠道屏障功能和结构中

起到重要的作用[20],而ILC3s主要受 AhR 调节。
还有研究认为 AhR 的缺乏与IL-22水平降低有

关[21],它们互相影响。我们考虑这可能与 UC肠

道屏障受损而导致的肠道易感性有关。因此调控

AhR/IL-22信号通路,促进肠上皮再生、重构,是恢

复 UC肠道屏障、治疗 UC的重要环节。
清肠温中方是李军祥教授结合多年治疗 UC

的临床经验所总结创制的有效验方,由黄连、炮姜、
青黛、苦参、三七、木香、地榆炭、炙甘草组成。方中

以黄连、炮姜为君药以清热燥湿、温脾止泻,以三

七、苦参、青黛为臣药以增清热燥湿之功、并兼化瘀

止血之效,以木香、地榆炭为佐药以行气导滞、凉血

止血,以炙甘草为使药以补益脾气、调和诸药。本

团队的前期研究显示清肠温中方治疗 UC疗效显

著[9-10]、并可以调控肠黏膜免疫[11],但其具体机制

尚未完全明确。本次研究以 AhR/IL-22信号通路

为切入点,探讨清肠温中方治疗 UC小鼠的相关作

用机制。本研究发现,模型组小鼠体重明显下降、
DAI评分升高、病理微观结构破坏,清肠温中方可

改善经 DSS诱导的 UC小鼠疾病表现、降低 DAI
评分、改善病理微观结果。进一步研究发现,UC
小鼠结肠组织中的 AhR与IL-22的蛋白表达量受

到抑制,经清肠温中方干预,AhR、IL-22蛋白表达

量均上升,提示清肠温中方能够激活 AhR、IL-22
的蛋白表达。随后我们检测了 AhR、IL-22mR-
NA,结果显示清肠温中方能够显著增加AhR、IL-
22mRNA 的表达,提示清肠温中方可激活 AhR/
IL-22信号通路,促进 AhR活化、增加IL-22的表

达,促使 UC肠道屏障的修复,进而起到治疗 UC
的作用。

综上所述,本研究发现清肠温中方可能通过激

活 UC小鼠中 AhR/IL-22信号通路,从而对其肠

上皮起到保护作用,进而达到治疗 UC的目的。
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