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摘　要：目的 通过观察解毒化瘀方对溃疡性结肠大鼠结肠组织中 ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ表达的影响，探讨其治疗

溃疡性结肠炎的作用机制。方法 采用ＴＮＢＳ／乙醇复制溃疡性结肠炎大鼠模型，随机分为空白组、模型组、西药

组、中药高剂量组、中药中剂量组、中药低剂量组。治疗两周后，免疫组化法测定大鼠结肠组织中的ＴＬＲ４、ＮＦ－

κＢ的表达。结果 与空白组比较，模型组中的ＬＲ４、ＮＦ－κＢ表达升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，各治疗组均能

降低ＬＲ４、ＮＦ－κＢ的表达，其中西药治疗组与中药高剂量组作用最明显（Ｐ＜０．０５）。结论 解毒化瘀方可能通过

降低ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ的表达发挥抗炎作用。
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　　解毒化瘀方是课题组经过多年临床研究、实
验研究获得的治疗溃疡性结肠炎的有效方剂，其

源于古方《伤寒杂病论》中的白头翁汤。临床应用

治疗此类疾病多年，具有缓解腹痛、腹泻症状快，

 基金项目：陕西中医药大学科学研究计划项目（２０１７ＰＹ２３）
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副作用小，患者耐受性好等多方面的优点，但是其

治疗本病的分子生物学机制不甚清楚［１］。本研究

通过观察解毒化瘀方对溃疡性结肠炎大鼠结肠组

织中ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ表达的影响，探讨其治疗溃疡
性结肠炎的作用机制。

１　材料
１．１　动物　健康雄性ＳＤ大鼠，体重（１６０±２０）ｇ，
由成都达硕实验动物有限公司提供，合格证号：

ＳＣＸＫ２０１８－２５．
１．２　实验药物与试剂　解毒化瘀方组成：白头翁
１０ｇ，黄柏１０ｇ，黄连１０ｇ，葛根１５ｇ，赤石脂１５ｇ，乌
梅１５ｇ，赤芍１５ｇ，甘草６ｇ。从西安宏德中医院购
买，并通过专业中药师鉴定，结果合格。阳性对照

药物为美沙拉嗪缓释颗粒，进口药品注册证号：

Ｈ２０１８０００８３，爱的发制药公司。多聚甲醛，批号：
２０１８０８８０，规格：４００ｇ／瓶，天津市劲风化工公司生
产；透明试剂：二甲苯，批号：２０１８０３８６，规格
４００ｍｌ／瓶，长沙科荣化工试剂厂；ＴＬＲ４兔多克隆
抗体，批号：ｂｓ－４８３６Ｒ，北京博奥森生物技术有限
公司；ＮＦ－Ｂｐ６５，兔多克隆抗体，批号：ｂｓ－
０４６５Ｒ；北京博奥森生物技术有限公司。
２　方法
２．１　造模方法　实验大鼠，给予普通饲料适应性
饲养一周后，采用三硝基苯磺酸复制溃疡性结肠

炎实验动物模型。大鼠先禁食不禁水１２小时，然
后采取大鼠腹腔注射麻醉法，麻醉成功后固定。

取一支直径约３ｍｍ、长约１０ｃｍ的塑料管，清洗干
净后用肥皂水适当润滑，从大鼠肛门经肠道逆行

缓缓插入结肠，深度保持在 ８ｃｍ处。按照体重
１００ｍｇ／ｋｇＴＮＢＳ（三硝基苯磺酸）加入等体积５０％
乙醇混合配置好药物混合液。使用一次性注射器

吸入混合液，缓慢推入大鼠肠道内，然后再推入约

０．５ｍＬ空气。将大鼠头向下倾斜４５°放置半小时，
使大鼠保持平躺至自然清醒。空白组大鼠按上述

方法给予等量生理盐水灌肠。

２．２　中药制备　解毒化瘀方加入３０倍体积纯净
水，浸泡１小时，武火煮沸，文火煎煮３０分钟，去药
渣，收集药液，进一步浓缩至５００ｍｌ，－２０℃保存，
用时调至所需浓度。

２．３　实验分组与给药　ＳＤ大鼠６０只，随机分为
空白组、模型组、阳性对照组、中药高剂量组、中剂

量组、低剂量组，每组１０只。空白组、模型组等体
积生理盐水灌胃，中药各治疗组灌服解毒化瘀方

中药，中药高中低治疗组剂量分别为：１６．４ｇ／（ｋｇ
·ｄ）、８．２ｇ／（ｋｇ·ｄ）、４．１ｇ（ｋｇ·ｄ），西药治疗组为
０．２７９ｇ／（ｋｇ·ｄ）。各组大鼠每天灌胃 １次，连续
２周。
２．４　标本采集与检测　治疗结束后，实验动物禁
食不禁水过夜，次日麻醉后，手术切开大鼠腹腔，

逐步分离结肠组织，在距肛门 ２ｃｍ处向上，剪取
５ｃｍ长度结肠组织，并沿肠系膜纵轴方向切开大鼠
肠管，肉眼细致观察结肠病变情况。在肉眼观察

损伤最明显部分取长为１．８ｃｍ结肠，使用生理盐
水反复冲洗干净后，使用甲醛溶液固定。组织采

用全自动脱水机脱水、包埋、切片后，开展免疫组

化实验。

２．５　统计学方法　本次数据选用 ＳＰＳＳ２１．０统计
软件，计量资料采用均数标准差（ｘ±ｓ）表示，多组
间比较用多因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

３　结果
３．１　大鼠造模后一般情况　模型组大鼠造模后
相继出现精神较差，蜷缩懒动，反应迟缓，大便粘

液状，有少量脓血，进食量减少，长期粘液稀便，毛

色萎黄无光泽，后期甚至出现斑片状脱毛，体重增

长缓慢。

正常组大鼠，进食、活动、二便等情况正常。

３．２　结肠组织病理学改变　空白组情况：结肠组
织形态结构完好，未见变性、坏死脱落情况，未见

增生肠化及鳞状化生，但在粘膜下层偶见充血

水肿。

模型组情况：在结肠粘膜固有层，可见较多炎

细胞浸润，并且炎细胞部分扩展至粘膜下层，部分

粘膜肌层出现轻度变厚。

治疗组情况：与模型组比较，送检结肠粘膜固

有层有少许炎细胞浸润，未见粘膜肌层增厚及粘

膜下层充血水肿。具体见下图１。
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图１　结肠组织ＨＥ染色×２００
３．３　结肠组织中 ＴＬＲ４表达　结果见表１显示；
与空白对照组相比，模型对照组大鼠结肠组织

ＴＬＲ４蛋白表达明显升高，具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；与模型对照组相比，各治疗组 ＴＬＲ４蛋白表
达下降，其中西药组、高剂量组大鼠结肠组织ＴＬＲ４
蛋白含量降低，具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；中剂
量组、低剂量组大鼠结肠组织ＴＬＲ４蛋白含量无明
显差异，不具备统计学意义。

表１　大鼠结肠 ＴＬＲ４蛋白平均光密度的影响（ｘ±Ｓ）

组别 ｎ ＯＤ（ｘ±Ｓ）

空白对照组 ９ ０．１６８２±０．０１３５

模型对照组 ９ ０．２１７４±０．０１１９

西药组 ８ ０．２００４±０．００２７△

高剂量组 ７ ０．２０１２±０．０１００△

中剂量组 ８ ０．２０８９±０．０１１８

低剂量组 ８ ０．２０５８±０．０１０８

　　注：空白对照组相比， Ｐ＜０．０１；模型对照组相

比，△Ｐ＜０．０５。

３．４　结肠组织中ＮＦ－κＢ表达　与空白对照组相
比，模型对照组大鼠结肠组织ＮＦ－κＢ蛋白含量明
显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型对照组相比，西药组、中
表２　大鼠结肠 ＮＦ－κＢ平均光密度的影响（ｘ±Ｓ）

组别 ｎ ＯＤ（ｘ±ＳＤ）

空白对照组 ９ ０．１３５８±０．０１３５

模型对照组 ９ ０．３２０１±０．０１５８

西药组 ８ ０．２５９７±０．０１３７△

高剂量组 ７ ０．２６１９±０．０１４４△

中剂量组 ８ ０．２７５８±０．０１２６

低剂量组 ８ ０．２６７９±０．０１５３

　　注：空白对照组比，Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１；与模型
对照组相比，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１。

药高剂量大鼠结肠组织ＮＦ－κＢ蛋白含量降低，具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）见表２。组织染色见图１。
４　讨论

溃疡性结肠炎的发病病因不是十分清楚，目

前表明与外界环境因素、遗传家族史、饮食结构等

存在一定的关系［２］。但是关于其发病机制，大部

分研究者倾向于认为，此病与免疫反应异常有

关［３］。因为之前的研究发现，溃疡性结肠炎患者

中，与免疫炎症有关遗传易感基因如白介素受体、

肿瘤坏死因子基因等明显高于健康人群。同时临

床医学表明，结肠炎患者结肠粘膜有大量炎症细

胞浸润，使用激素或者免疫抑制药物干预后，症状

可以有效缓解，病理组织学可以得到改善［４］。

ＴＯＬＬ样受体是机体内重要的参与肠粘膜免疫反
应的介质，在机体淋巴细胞、肠粘黏上皮细胞中表

达较高。目前发现，结肠炎患者中 ＴＬＲ４表达显著
升高，其活化与高表达可以激活相应的炎症通路，

加重其他炎症因子释放，引起肠黏膜病理损害［５］。

目前发现 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ的通路在本病的发病机
制中十分重要，其通路中的相关酶如 ＭｙＤ８８以及
活性抑制剂一旦被细胞因子、病毒等刺激激活，可

以导致下游炎症因子如 ＩＬ－８、ＴＮＦ－ａ等大量释
放，加重病情。目前许多清热解毒中药乳黄连、白

花蛇舌草、黄柏等有效成分的抗炎机制与此通路

关系密切，多与抑制 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ的过渡表达，
下调相关炎症因子释放有关［６］。

溃疡性结肠炎相当于中医学中的“下利”“泄

泻”等病［７］，病位主要在脾胃、肠道，发病与禀赋不

足，饮食不慎，情志不调密切相关［８］，病机与脾失

健运、湿热内蕴、肠络受损有关。传统的治疗主要

有健脾止泻、疏肝健脾、温补脾肾、清热利湿等治

法［９］。本团队长期致力于中医药（下转第３２页）
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难以化物，口气秽浊。故以五苓散为主，温阳化

气，利水通阳。可见，在临床实际运用叶天士“通

阳不在温，而在利小便”法时，可不拘泥于疾病的

病名，只要正中病机，即可大胆使用，而“不在温”，

也不是绝对的不使用温热药。

４　讨论
《内经》对五郁之证提出了以“返其自然之常”

的因势利导法为其根本治法，《伤寒杂病论》萌发

了通阳思想，陈士铎将外感湿热之邪与郁证进行

了联系，董宿则站在郁证的角度，提出了不可滥用

温热药解郁，此些观点在历史的长河里，为叶天士

在温病中提出“通阳”之法奠定了理论基础。但叶

天士提出“通阳”，示人以规矩，亦非独温病可用，

只要机理相同，大可使用。正如医家杨琼［７］认为，

湿热病通阳法蕴含了中医治疗八法中除吐法以外

的汗、下、和、温、清、消、补七法，是通过化湿、行

气、温振、柔润以及调和阴阳等方法达到祛湿通阳

退热的目的。故学习“通阳不在温，而在利小便”

重在学习其治病思想，审证求因、灵活运用，如此

方可大大提高临床疗效。
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（上接第２６页）　治疗胃肠病研究，创立的解毒化
瘀方是在中医学方证相应、专病专方的思路上，借

鉴当代著名脾胃病专家李培教授治疗溃疡性性结

肠炎的学术思想和用药的基础上创立，此方紧扣

溃疡性结肠热毒炽盛、毒瘀络损的病理特点，方药

中融合了清热解毒、凉血化瘀、酸涩收敛等中医治

痢疾的特色［１０］。通过本实验表明，解毒化瘀方具

有降低炎症细胞表达，修复肠粘黏组织的作用，其

机制与抑制 ＴＬＲ４的表达以及进而抑制 ＮＦ－κＢ
的活化有关，但是由于 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ通路的活化
机制以及上下游的关系作用十分复杂，具体机制

尚需进一步研究。
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