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　　[摘要]　目的:探讨小檗碱通过Bak/Bax/Caspase-9通路对溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)小鼠保护作

用的机制。方法:将32只C57BL/6小鼠随机分为正常组、模型组、美沙拉嗪组、小檗碱组,每组8只。除正常组

外,其余组予以3%葡聚糖硫酸钠盐(dextransulfatesodiumsalt,DSS)构建 UC小鼠模型。记录各组小鼠的疾病

活动指数(diseaseactivityindex,DAI)评分及体重;测量结肠长度、脾脏指数;通过苏木精-伊红染色观察结肠、脾
脏组织病理变化;利用qRT-PCR和 Westernblot法分别检测结肠组织中Bak、Bax、Caspase-9的 mRNA和蛋白表

达。结果:与模型组比较,小檗碱组小鼠的 DAI评分与脾脏指数显著降低(P<0.05),结肠及脾脏病理损伤显著

缓解,体重变化率和结肠长度显著升高(P<0.01),结肠组织中Bak、Bax、Caspase-9的 mRNA和蛋白表达显著降

低(P<0.05)。结论:小檗碱能够降低 UC小鼠的炎症反应,改善结肠和脾脏病理损伤,其作用可能与调控 Bak/

Bax/Caspase-9通路相关。
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Abstract　Objective:Thisstudyaimedtoinvestigatetheprotectiveeffectofberberineonmicewithulcerative
colitis(UC)andtheinvolvementoftheBak/Bax/Caspase-9pathway.Methods:Atotalofthirty-twoC57BL/6
miceweredividedintofourgroups:normalgroup,modelgroup,mesalazinegroup,andberberinegroup.The
micewererandomlyassignedtothesegroupsforthestudy.TheUCmousemodelwasinducedinallgroupsusing
3% dextransulfatesodiumsalt(DSS).Diseaseactivityindex(DAI)scoreandbodyweightwererecordeddaily.
Colonlengthandspleenindexweremeasured.HEstainingexaminedcolonandspleentissuechanges.Bak,Bax,

andCaspase-9mRNA/proteinexpressionincolonwasmeasuredviaqRT-PCR/Westernblot.Results:Compared
tothemodelgroup,theberberinegroupexhibitedasignificantreductionintheDAIscoreandspleenindex(P<
0.05),alongwithimprovedcolonandspleenpathologicaldamage,thereweresignificantincreasesinpercentageof
bodyweightchangeandcolonlength(P<0.01),mRNAandproteinexpressionofBak,Bax,andCaspase-9inco-
lontissuesweresignificantlydecreasedintheberberinegroup(P<0.05).Conclusion:Berberinereducedinflam-
mationandimprovedcolonandspleenpathologicaldamageinUC mice,potentiallythrough modulationofthe
Bak/Bax/Caspase-9pathway.
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　　溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)是一种

病因尚不明确的炎症性肠病,主要症状有腹痛、腹
泻、黏液脓血便等。本病迁延难愈,反复发作,是
WHO公认的消化系统重大疑难病[1-2]。UC多发

于欧美地区,但近些年来随着生活水平和诊断水平

的提高,我国 UC的发病率明显上升[3]。目前西医

认为 UC的发病主要与遗传、饮食、环境、免疫等因

素相关[4]。西医治疗方案有5-氨基水杨酸、激素、
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免疫抑制剂、生物制剂等[5]。虽然可一定程度上缓

解 UC的症状,但在促进黏膜深度愈合、预防复发

等方面仍存在一定的局限性[6]。大量的临床研究

表明,中医药治疗 UC临床疗效显著,可促进肠道

黏膜修复、减少不良反应发生并降低复发率[7-10]。
中医认为 UC的主要病机是湿热蕴结肠道,气血搏

结,气滞血阻,脂络受伤,腐败化为脓血,清热化湿

是 UC的主要治法[11]。临床常用的清热化湿类方

剂有芍药汤、白头翁汤、葛根芩连汤等[12-13],这些方

剂中均含有中药黄连,黄连最主要的成分就是小檗

碱[14]。团队前期研究提示,小檗碱可以通过调节

肠道菌群缓解 UC小鼠腹泻、便血的症状[15],但其

分子机制尚未深入探究。有研究表明结肠上皮细

胞过 度 凋 亡 是 促 进 UC 发 生、发 展 的 机 制 之

一[16-17]。当细胞受到外界刺激时,可引起Bak、Bax
蛋白表达升高,激活下游凋亡程序的重要响应靶点

Caspase-9,导致多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶过度

裂解,引起肠上皮细胞大量凋亡[18-19],UC症状也

随之加重。基于此,本研究将进一步从 Bak/Bax/
Caspase-9信号通路出发,探索小檗碱对 UC小鼠

保护作用的机制。
1　材料与方法

1.1　研究对象

选用SPF级雄性 C57BL/6小鼠32只,6~8
周龄,体重20g左右。小鼠购自斯贝福(北京)生
物技术有限公司,饲养于北京市中医研究所屏障级

动物房。实验伦理号为BJTCM-M-2023-11-07。
1.1.1　实验药物　DSS购自美国 MPBiomedicals
公司(货号:160110);美沙拉嗪肠溶片购自葵花药

业(国药准字 H19980148);小檗碱购自江莱生物

(货号:02069-5g)。
1.1.2　实验主要试剂　反转录试剂盒(Takara,
RR036A),扩增试剂盒(Promega,a6001),β-actin
抗体(Proteintech,66009),Bak抗体(Proteintech,
29552),Bax抗体(Proteintech,60267),Caspase-9
抗体(Proteintech,66169),HRP标记山羊抗兔IgG
(Servicebio,GB23303)等。
1.2　实验方法

1.2.1　动物分组、造模及给药方法　采用随机数

字表法将32只小鼠随机分为正常组、模型组、美沙

拉嗪组和小檗碱组,每组8只。小鼠在动物房中适

应性饲养1周后开始造模,UC小鼠模型采用目前

公认的葡聚糖硫酸钠盐(dextransulfatesodium
salt,DSS)造模方法[20],连续7d给予3% DSS自

由饮,其中造模第4天开始药物干预治疗;美沙拉

嗪组和小檗碱组给予美沙拉嗪、小檗碱灌胃治疗,
药物剂量为100mg/(kg/d),体积为0.2mL,另外

两组给予等量生理盐水,治疗时间为7d。
1.2.2　小鼠疾病活动指数评分及体重变化率　小

鼠的疾病活动指数(diseaseactivityindex,DAI)评
分及体 重 变 化 率 可 从 整 体 反 映 小 鼠 的 炎 症 状

态[21],是判断 UC模型制备成功与否的重要指标。
DAI评分为小鼠的体重变化率、粪便性状、便血情

况三者评分的均值(表1)。

表1　DAI评分

分数/分 体重变化率/% 粪便性状 便血情况

　0 0 正常 隐血阴性

　1 1~5
　2 >5~10 稀便 隐血阳性

　3 >10~15
　4 >15 腹泻 肉眼血便

1.2.3　结肠长度与脾脏指数　结肠长度也可以反

映 UC小鼠的炎症状况,小鼠体内炎症加重,结肠

会出现水肿和缩短。同时脾脏为全身免疫器官,炎
症反应会导致脾脏重量增加[22],脾脏指数=(脾脏

重量/小鼠体重)×10。
1.2.4　苏木精-伊红染色观察病理变化　将小鼠

结肠及脾脏放入固定液中,然后修剪组织,之后进

行乙醇脱水、包埋、脱蜡、染色等操作,最后清洗封

固,将切片置于倒置显微镜下观察病理变化。
1.2.5　qRT-PCR 检测结肠组织中 Bak、Bax 和

Caspase-9mRNA的表达　剪取小鼠结肠组织,放
研磨仪中研磨,通过柱式法提取总 RNA 后,按照

反转录试剂盒的操作流程进行逆转录,并在 PCR
反应仪上进行扩增,检测各组结肠样本的 Ct值。
采用2-ΔΔCT 法计算出各组小鼠结肠中 Bak、Bax、
Caspase-9mRNA 的相对表达量。实验所用具体

基因引物序列见表2。
1.2.6　Westernblot检测结肠组织中Bak、Bax和

Caspase-9蛋白的表达　称取结肠组织40mg,置
于EP管中,先用剪刀初步剪碎组织,然后用研磨

仪器 进 一 步 将 组 织 裂 解 成 更 微 小 的 颗 粒,离

心10min后检测蛋白浓度。配置等质量等浓度的

蛋白体系,并配置新鲜的电泳及电转液,目的蛋白

经转膜、抗体孵育后用 ECL发光液显影,并用im-
ageJ软件计算灰度值。
1.3　统计学方法

用 GraphPadPrism9.0软件统计分析数据。
两组样本间采用t检验,多组样本间的比较方差齐

时采用单因素方差分析(one-WayANOVA),方差

不齐时采用 WelchANOVA分析。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2　结果

2.1　小檗碱对小鼠 DAI评分和体重变化率的

影响

正常组小鼠状态良好,活跃度高,大便质地颜

色均正常;模型组小鼠造模7d后状态萎靡,活跃
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度低,出现腹泻便血的状况;经小檗碱治疗后,小鼠

的状态、活跃度、毛发、大便质地均明显好转。
小鼠自由饮用3% DSS后,DAI评分逐渐升

高。治疗7d后,与正常组比较,模型组 DAI评分

显著升高(P<0.01);与模型组比较,美沙拉嗪组

和小檗碱组 DAI评分显著降低(P<0.01)。与正

常组 比 较,模 型 组 体 重 变 化 率 显 著 减 低 (P <
0.01);与模型组比较,美沙拉嗪组和小檗碱组体重

变化率显著升高(P<0.01)。见图1。

2.2　小檗碱对小鼠结肠长度和脾脏指数的影响

治疗7d后,与正常组比较,模型组小鼠的结

肠红肿明显,结肠长度显著缩短(P<0.01);与模

型组比较,美沙拉嗪组和小檗碱组小鼠的结肠红肿

状况缓解,结肠长度显著增长(P<0.01)。
与正常组比较,模型组小鼠的脾脏指数显著升

高(P<0.05);与模型组比较,美沙拉嗪组和小檗

碱组小鼠的脾脏指数显著减低(P<0.05,P <
0.01)。见图2。

表2　引物序列

基因 上游引物序列(5′-3′) 下游引物序列(5′-3′)
GAPDH AGCTTGTCATCAACGGGAAG TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG
Bak GATGGACAACTTGCCCCTGGAAC AATTCTGGAACTCTGTGTCGTAGCG
Bax GCTACAGGGTTTCATCCAGGATCG TGCTGTCCAGTTCATCTCCAATTCG
Caspase-9 TGCTGTGTCAAGTTTGCCTACCC TGCTGTGTCAAGTTTGCCTACCC

a:DAI评分图;b:体重变化率图。与正常组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.05,3)P<0.01。
图1　小鼠的DAI评分和体重变化率

a:结肠长度;b:结肠长度统计图;c:脾脏指数图。与正常组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.05,3)P<0.01。
图2　小鼠的结肠长度和脾脏指数

2.3　小檗碱对小鼠肠道和脾脏病理的影响

图3a提示,正常组小鼠肠道黏膜结构完整,隐
窝轮廓清晰,腺体排列整体,无中性粒细胞浸润。
模型组小鼠肠道黏膜结构破坏,隐窝消失,腺体排

列紊乱,中性粒细胞浸润明显,经过小檗碱治疗后,
小鼠肠道黏膜及隐窝结构接近正常组的状态,疗效

与美沙拉嗪组相当。脾脏苏木精-伊红染色中,深

色区域为红髓,主要负责储存和释放红血球等维持

血液平衡,其余部位为白髓,是免疫系统的重要组

成部分,红髓与白髓的区域分布可以反映体内的炎

症状况。图3b提示,正常组脾红髓与白髓之间有

清晰的轮廓分界,模型组髓质与红髓区域相互融

合,分界不清。经小檗碱治疗后红髓与白髓轮廓恢

复正常接近正常组,提示小鼠体内炎症状态改善。
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2.4　小檗碱对小鼠结肠组织Bak、Bax和Caspase-
9mRNA表达的影响

与正常组比较,模型组小鼠结肠中的Bak、Bax
和Caspase-9mRNA表达显著升高(P<0.01);与
模型组比较,小檗碱组和美沙拉嗪组小鼠结肠中三

者的 mRNA 含量明显减低(P<0.05,P<0.01)。
见图4。

2.5　小檗碱对小鼠结肠组织Bak、Bax和Caspase-
9蛋白表达的影响

由图5可知,与正常组比较,模型组小鼠结肠中

的Bak、Bax和 Caspase-9蛋白表达显著升高(P<
0.01);与模型组比较,小檗碱组和美沙拉嗪组小鼠

结 肠 组 织 中 三 者 的 蛋 白 含 量 明 显 减 低 (P <
0.05,P<0.01)。

a:结肠;b:脾脏。
图3　小鼠结肠及脾脏的苏木精-伊红染色

a:BakmRNA相对表达;b:BaxmRNA相对表达;c:Caspase-9mRNA相对表达。与正常组比较,1)P<0.01;与模型组

比较,2)P<0.05,3)P<0.01。
图4　小鼠Bak、Bax和Caspase-9mRNA的表达情况

a:电泳图;b:Bak蛋白相对表达;c:Bax蛋白相对表达;d:Caspase-9蛋白相对表达。与正常组比较,1)P<0.01;与模型

组比较,2)P<0.05,3)P<0.01。
图5　小鼠Bak、Bax和Caspase-9蛋白的表达情况
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3　讨论

UC患者活动期与缓解期交替发作,难以根

治,病程日久,具有一定的癌变风险,严重威胁患者

的生命健康[23]。UC的反复发作及癌变风险是西

医治疗的难题。未病先防,既病防变是中医药治疗

的优势。中医药对 UC的治疗开展了广泛研究,小
檗碱是研究中的焦点。药理研究表明,小檗碱具有

抗炎、缓解氧化应激、保护肠道黏膜、降低肠道黏膜

通透性、减缓腹泻的作用[14,24]。临床研究发现小檗

碱能提高 UC患者的临床总有效率,降低Baron评

分[25],促进黏膜愈合[26],改善肠道菌群结构,提高

血清中CD4+ 、CD4+/CD8+T、Treg的含量[27]。基

础研究表明,小檗碱能减少 UC动物模型体内的巨

噬细胞浸润,改善黏膜通透性,减少IL-6、TNF-α的

表达水平[28-29]。本研究也通过动物实验证实了小檗

碱能有效治疗 UC,结果与相关研究[30-31]一致。
有研究提示,UC 小鼠体内促炎 因 子IL-6、

TNF-α、IL-1β等含量较正常小鼠明显上升,通过抑

制炎症反应来治疗 UC 是研究的方向之一[32]。
DSS是制备 UC小鼠模型的常用药物,可破坏小鼠

肠道上皮细胞结构,细菌和毒素更易于进入肠道,
引起大量的炎性浸润渗出,进一步导致肠道组织炎

症水肿,糜烂出血[33],小鼠则表现为腹泻,便血,体
重下降,结肠长度缩短等症状。脾脏作为最大的免

疫器官,过度的炎症反应也会导致脾脏指数增大。
本研究结果提示,小檗碱能改善炎症,降低 DAI评

分、体重下降率及脾脏指数,缓解结肠长度的缩短。
除了炎症反应,UC的发生还伴随着肠道及脾脏病

理结构的改变,UC小鼠肠道屏障功能受损,出现

隐窝脓肿、分叉变形。同时肠道内的刺激因子释放

入血后进一步导致脾脏的肿胀和充血,激发免疫反

应,脾脏内淋巴滤泡数量减少,红髓白髓相互融

合[34]。经过小檗碱治疗后,显微镜下可观察到结

肠的隐窝结构恢复,脓肿消失,脾脏的红髓及白髓

恢复接近正常小鼠。本研究结果表明,小檗碱能改

善小鼠结肠和脾脏的病理损伤。
UC的发病是多因素综合作用的结果,还与黏

膜机械屏障受损、过度免疫反应、肠道微生物紊乱、
肠道上皮细胞的过度凋亡等相关[12]。近年来,凋
亡相关的研究受到越来越多的重视,当 UC 发生

时,会引起线粒体损伤,导致Bcl-2蛋白激活,介导

下游Caspase-9蛋白,从而诱发细胞凋亡[14]。研究

发现,Bax是一种重要的凋亡调控蛋白,在 UC患

者组织中的 Bax高表达,抑制 Bak、Bax可减少细

胞凋亡,促进 UC黏膜愈合,减少复发[35]。在本研

究中,小檗碱同样也可以降低小鼠 Bak、Bax蛋白

的表达。Caspase-9与线粒体功能密切相关,线粒

体是细胞能量代谢和细胞死亡的关键调节中心。
研究发现,UC患者常伴有线粒体功能障碍,导致

线粒体膜电位下降,进而激活Caspase-9,并在细胞

中触发凋亡信号级联反应[36]。本研究通过qRT-
PCR和 Westernblot发现小檗碱可降低Caspase-9
的 mRNA和蛋白表达,抑制凋亡反应的启动,减少

结肠上皮细胞的凋亡。
4　结论

综上所述,小檗碱能显著缓解 DSS诱导的炎

症反应,改善结肠及脾脏的病理损伤,其作用机制

可能与抑制 Bak/Bax/Caspase-9信号通路的蛋白

表达有关。本研究的意义在于通过动物实验探究

了小檗碱缓解 UC的机制可能与下调Bak、Bax和

Caspase-9蛋白表达有关,丰富了小檗碱抗凋亡的

科学内涵。然而本研究尚有一定的局限性,如 DSS
诱导的 UC模型主要是模拟 UC急性活动期,并不

能全面反映 UC全病程的状态。此外,本研究未通

过体外实验对小檗碱治疗 UC的作用机制进行验

证,后续将进一步从细胞层面深入研究,以增强该

实验结论的可靠性。
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