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• 实验研究 • 

甘草酸对幼鼠实验性结肠炎的治疗作用及其机制研究 

孙  波，李小芹*，周  方 
郑州大学附属儿童医院 消化内科，河南 郑州  450000 

摘  要：目的  探究甘草酸对幼鼠实验性结肠炎的治疗作用及其作用机制。方法  将 75 只 SD 大鼠幼鼠随机分为对照组、

模型组、柳氮磺胺吡啶组（0.5 g/kg）和甘草酸 40、160 mg/kg 组，每组各 15 只，制备实验性结肠炎模型的同时分别灌肠给

药，连续 7 d。观察大鼠一般情况，HE 染色法观察大鼠结肠组织病理学变化并进行疾病活动指数（DAI）评分、黏膜损伤指

数（CMDI）评定，酶联免疫法测定血清中白介素-4（IL-4）、白介素-17（IL-17）、白介素-1β（IL-1β）水平，逆转录-聚合酶

链反应（RT-PCR）、Western blotting 法检测大鼠结肠组织中 NLRP3、白介素-1β（IL-1β）、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、半

胱天冬酶（caspase-1）表达。结果  与模型组比较，甘草酸组幼鼠体质量逐渐增加，症状改善；炎症细胞浸润有所减少，腺

体破坏程度降低；DAI 评分、CMDI 评分均降低，呈剂量相关性（P＜0.05）；IL-4 水平升高，IL-17、IL-1β水平降低，呈剂

量相关性（P＜0.05）；NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β mRNA 表达和蛋白表达均降低，呈剂量相关性（P＜0.05）。结论  甘
草酸能够治疗大鼠实验性结肠炎，可能与抑制 NLRP3 通路蛋白表达、降低炎症因子水平有关。 
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Therapeutic effect and its mechanism of glycyrrhizic acid on experimental colitis in rats 

SUN Bo, LI Xiao-qin, ZHOU Fang 
Department of Gastroenterology, Children’s Hospital Affiliated to Zhengzhou University, Zhengzhou 450000, China 

Abstract  Objective  To explore the therapeutic effect of glycyrrhizin acid on experimental colitis in young rats and explain its 
mechanism. Methods  Seventy-five SD young rats were randomly divided into normal group, model group, sulfasalazine group (0.5 
g/kg), and glycyrrhizic acid groups (40 and 160mg/kg), and each group had 15 rats. The experimental colitis models were prepared 
and rats were enema administered with drugs for 7 d at the same time. The general situations of rats were observed, the pathological 
changes of colon tissues in rats were observed by HE staining, and the disease activity index (DAI) score and the colon mucosa damage 
index (CMDI) were evaluated. The levels of interleukin-4 (IL-4), interleukin-17 (IL-17), and interleukin-1β (IL-1β) in serum were 
measured by ELISA method, reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western blotting (WB) method were used 
to detect the expressions of NLRP3, interleukin-1β (IL-1β), apoptosis-related speckle shc-like protein (ASC), and caspase (caspase-1) 
in the colon tissues of rats. Results  Compared with the model group, body weight gradually increased and symptoms improved in 
young rats of glycyrrhizic acid groups, and inflammatory cell infiltration and gland destruction were decreased. The DAI scores and 
the CMDI score in the glycyrrhizic acid groups were decreased, which positively relates to the dosage (P < 0.05). Compared with the 
model group, the levels of IL-4 in the glycyrrhizic acid groups were increased, and the levels of IL-17 and IL-1β were decreased in a 
dose-dependent manner (P < 0.05). Compared with the model group, the expressions of NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β mRNA and 
their protein expressions in the glycyrrhizin groups were decreased, and it was dose-dependent (P < 0.05). Conclusion  Glycyrrhizic 
acid can be used to treat experimental colitis in rats, which may be related to the inhibition of the expression of NLRP3 pathway protein 
and the levels of inflammatory factors.  
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溃疡性结肠炎属于慢性炎症肠病，发病率较低，

患者一般病程较久，治疗后反复发作，长久则会导

致特发性血小板减少、布加综合征、强直性脊柱炎

等，严重者则会发展为结肠癌[1]。临床治疗结肠炎

的传统药物主要包括免疫抑制剂、激素、水杨酸等，

但副作用较大，且停药后反复发作，因此临床应用

受限[2]。甘草酸是甘草中活性成分，具有抗炎、免

疫调节、抗肿瘤、抗氧化作用，用于溃疡性结肠炎

的治疗[3]。复方甘草酸能够有效改善溃疡性结肠炎

大鼠病变程度，减轻脂质过氧化反应[4]。本研究通

过制备实验性结肠炎大鼠模型，给予甘草酸治疗，

观察对结肠炎的疗效，探究甘草酸的作用机制。 
1  实验材料 

蛋白凝胶成像仪、CFX96PCR仪购自于Bio-Red
公司；80I 显微镜购自于日本 Nikon 公司；cx9 全自

动生化测定仪购自于美国 Beckman 公司。 
5%三硝基苯磺酸钠（TNBS）购自美国 Sigma

公司，质量分数 99%，批号 106k4216；使用时，取

TNBS 20 mL 溶于 50%乙醇溶液 20 mL 中，最终体

积分数为 2.5%。甘草酸购自日本米诺发源制药株式

会社，质量分数 98%，批号 J20150071。柳氮磺胺

吡啶购自上海三维制药有限公司，质量分数 98.9%，

批号 20150627。NLRP3 兔抗鼠单抗购自美国 Gibco
公司；ASC、IL-1β、caspase-1 兔抗鼠单抗购自美国

R&D 公司；辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 二抗购

自美国 SantaCruz 公司；IL-4、IL-17、IL-1β Elisa
检测试剂盒均购自上海晶抗生物工程有限公司，批

号分别为 JK-SJ-32269、JK-(a)-3509、JKSJ-2087，
规格均为 48T；伊红、苏木素染液购自美国 Sigma
公司；RNA 提取试剂盒购自北京天根生化科技有限

公司，批号 BTN3080；逆转录试剂盒购自美国

Genecopoeia 公司，批号 K1622，规格 100 次；

2×SYBR Premix 购自于宝生物工程公司；BCA 试

剂盒购自于美国 Vector 公司，批号 23227。 
清洁级 SPF 级幼年期 SD 大鼠 75 只（5 周龄），

雌雄各半，体质量为 100～140 g，由上海交通大学

医学院实验动物科学部提供，幼鼠合格证号为

SYXK（沪）2015-0006，所有幼鼠均在同一环境中

饲养，温度为 25 ℃，湿度为 70%，严格按照 SPF
级动物饲养要求进行饲养。 
2  方法 
2.1  实验性结肠炎模型制备 

将幼鼠随机分为对照组、模型组、柳氮磺胺吡

啶组、甘草酸 40、160 mg/kg 组，每组各 15 只。模

型制备方法参考文献[5]，即幼鼠均禁食 24 h，对照

组幼鼠不进行处理，其余各组幼鼠用 30 mg/kg 戊巴

比妥钠麻醉，将聚乙烯导管插进幼鼠结肠中，导管

离肛门 8 cm 处，灌肠 2.5% TNBS 溶液 1 mL，随后

将幼鼠倒置 1 min，第 2 天模型组灌肠生理盐水，

连续 3 d；柳氮磺胺吡啶组灌肠 0.5 g/kg 柳氮磺胺吡

啶，连续 7 d；甘草酸组分别灌肠 40、160 mg/kg 甘

草酸[6]，连续 7 d。模型制备成功后，进行病理学检

测，由资深病理科医师进行观察，并根据疾病活动

指数（Disease activity index，DAI）评分和黏膜损

伤指数（Colonic mucosal damage index，CMDI）进

行评分，当模型组大鼠 DAI、CMDI 评分明显高于

对照组，视为模型制备成功。 
2.2  标本采集和处理 

观察各组幼鼠每日精神状态、活动、粪便等情

况，治疗各组幼鼠在灌肠第 8 天，于幼鼠腹腔抽取

2 mL 外周血，离心后取上清保存于−20 ℃冰箱中。

随后幼鼠进行麻醉后处死，取幼鼠大肠结肠部位，

放置于预冷生理盐水中，离肛门 1 cm 大肠剪取

0.5 cm 结肠，一部分置于 4%多聚甲醛溶液中，另

一部分保存在−80 ℃冰箱中。 
2.3  HE 染色法观察结肠组织病理学变化 

制备结肠组织石蜡切片，在二甲苯中固定 30 min，
随后在 100%、95%、85%、75%乙醇溶液中分别脱

水 5 min；蒸馏水冲洗后，加入苏木素染色 10 min，
随后置于 1%盐酸 5 s 后，蒸馏水进行冲洗。滴加伊

红染液进行复染 5 min，在不同体积分数的乙醇溶

液中脱水 2 min，加入二甲苯进行透明处理，滴加

中性树脂封片，置光学显微镜下进行观察。 
2.4  大鼠 DAI、CMDI 评定标准 

参照 Hamamoto 等标准[7]：动物体质量不变为

0，下降 1%～5%为 1 分，5%～10%为 2 分，10%～

15%为 3 分，大于 15%为 4 分；大便黏稠度：正常

为 0，松散为 2 分，腹泻为 4 分；大便出血：正常 0
分，隐血阳性为 2 分，显性出血为 4 分，3 种情况

进行综合评分，DAI=（体质量指数＋大便形状＋出

血情况）/3。 
CMDI 评分标准[8]：结肠无损为 0 分；结肠表

面光滑，未出现糜烂，出现轻度充血、水肿为 1 分；

结肠黏膜无溃疡，出现轻、中度充血、水肿、糜烂

为 2 分；结肠黏膜表面出现坏死、黏膜高度充血水

肿，出现溃疡，肠壁表面增厚为 3 分；在 3 分基础
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上，溃疡面积增大，或全部肠壁均出现坏死为 4 分。 
2.5  血清中 IL-4、IL-17、IL-1β水平变化 

采用 Elisa 法检测幼鼠血清中 IL-4、IL-17、IL-1β
水平变化，具体方法参照试剂盒操作说明进行。 
2.6  结肠组织中 NLRP3、ASC、IL-1β、caspase-1
的 RT-PCR 法检测 

参照 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，用逆转录

试剂盒反转录为 cDNA，RT-PCR引物序列见下表 1。
反应体系为 20 μL：2×SYBR Mix10 μL，H2 0 8 μL，
上下游引物各 0.5 μL，10×cDNA 模板 1 μL。反应

条件设定为：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 10 s、
60 ℃退火 30 s，72 ℃ 2 min，40 个循环，72 ℃延伸

10 min。以 GADPH 作为内参基因根据 2−ΔΔCt 算法

进行各组 mRNA 表达量分析。 
 

表 1  RT-PCR 引物序列 
Table 1  RT-PCR primer sequence 

引物名称 方向 序列（5’-3’） 引物长度/bp 

NLRP3 F ATTACCCGCCCGACAATAGG 139 

 R CATGAGTCAGCTAGGCTAGAA  

ASC F GATGCTCTGTACGGGAAGGTC 116 

 R TCCAGTTCCAGGCTGGTGT  

caspase-1 F TAGCAGAGTCGGTAAGACATG 122 

 R GGGGCTTCTTTGAAGGCACAT  

IL-1β F TGCATGCTCTCGCTAGGACAG 119 

 R TAGTGGTGGTCGGAGATT  

GAPDH F TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 130 

 R TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG  

 
2.7  结肠组织中 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β
的 Western blotting 法检测 

取出冰冻大肠组织，冰上融化后剪碎，添加蛋

白裂解液置于冰上反应 30 min，离心后收集上清液，

BCA 试剂盒测定蛋白总浓度，配制 10%分离胶、5%
浓缩胶，取 30 μg 蛋白上样，待蛋白样品刚进入浓

缩胶时电压设置为 80 V，进入分离胶后，电压升高

至 120 V。电泳结束后，将目的条带凝胶切除转移

到 PVDF 膜上，冰上进行转膜反应，电压为 100 V，

转膜 1 h，结束后用 TBST 溶液清洗，加入 5%脱脂

牛奶室温下进行 1 h 封闭，TBST 溶液清洗后，加入

一抗（NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β抗体，稀释

倍数 1∶500），4 ℃过夜，TBST 后加入羊抗鼠 IgG
二抗（稀释倍数 1∶10 000），室温下孵育 2 h，TBST
清洗后 ECL 显色后置于凝胶成像仪中观察各组蛋

白表达情况。 
2.8  统计学分析 

本研究所得数据均采用 SPSS 22.0 软件进行统

计，计量资料以⎯x±s 表示，多组间比较采用单因素

方差分析。 

3  结果 
3.1  一般情况 

模型组幼鼠灌肠后第 2 天毛发凌乱、无光泽，

精神萎靡，进食量减少，体质量减轻，出现腹泻稀

便、水样便，随后肛门周围出现血便；甘草酸组、

柳氮磺胺吡啶组幼鼠体质量逐渐增加，与模型组比

较，症状改善；对照组幼鼠无明显异常。 
3.2  结肠组织形态学观察 

对照组幼鼠结肠正常，黏膜下层、固有层均未

出现炎性细胞浸润；模型组结肠组织黏膜下层出现

大量炎性细胞浸润，溃疡面积较大，数量较多，腺

体遭到破坏；甘草酸 40 mg/kg 组炎症细胞浸润有所

减少，腺体破坏程度降低，比模型组有所改善；柳

氮磺胺吡啶组、甘草酸 160 mg/kg 组黏膜下层出现

少量炎性细胞浸润、腺体增生，溃疡面积明显减少。

见图 1。 
与对照组比较，模型组 DAI 评分、CMDI 评分

均升高（P＜0.05）；与模型组比较，甘草酸组 DAI
评分、CMDI 评分均降低（P＜0.05），呈剂量相关

性。见表 2。 
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图 1  幼鼠结肠组织病理学检测（HE 染色） 
Fig. 1  Pathological examination of colonic tissue in young rats (HE staining) 

表 2  各组幼鼠 DAI、CMDI 评分比较（⎯x ± s，n = 15） 
Table 2  Comparison on DAI and CMDI scores in young 

rats (⎯x ± s, n = 15 ) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
DAI 评分 CMDI 评分 

对照 — 0 0 

模型 — 7.68±0.79* 2.66±0.54* 

柳氮磺胺吡啶 500 5.74±0.71# 1.75±0.36# 

甘草酸 40 6.83±0.87# 1.92±0.37# 

 160 6.12±0.55# 1.79±0.43# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

3.3  IL-4、IL-17、IL-1β血清水平检测 
与对照组比较，模型组血清 IL-4 水平降低，

IL-17、IL-1β水平升高（P＜0.05）；与模型组比较，

甘草酸组 IL-4 水平升高，IL-17、IL-1β 水平降低

（P＜0.05），呈剂量相关性。见表 3。 
3.4  结肠组织中 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β
的 RT-PCR 法检测 

与对照组比较，模型组 NLRP3 、 ASC 、

caspase-1、IL-1β mRNA 表达均升高（P＜0.05）；与

模型组比较，甘草酸组 NLRP3、ASC、caspase-1、
IL-1β mRNA 表达均降低（P＜0.05），呈剂量相关

性。见表 4。 
3.5  结肠组织中 NLRP3、ASC、IL-1β、caspase-1
的 Western blotting 法检测 

与对照组比较，模型组 NLRP3、ASC、caspase-1、
IL-1β蛋白表达均升高（P＜0.05）；与模型组比较，

甘草酸组 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β 蛋白表

达均降低（P＜0.05），呈剂量相关性。见表 5。 
 

表 3  各组幼鼠血清 IL-4、IL-17、IL-1β水平比较（⎯x ± s，n = 15） 
Table 3  Comparison on serum IL-4, IL-17, and IL-1β levels in young rats (⎯x ± s, n = 15 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) IL-4/(ng·L−1) IL-17/(ng·L−1) IL-1β/(ng·L−1) 

对照 — 92.67±7.43 134.51±23.44 82.34±16.28 

模型 — 76.53±6.29* 171.54±22.3* 140.27±17.59* 

柳氮磺胺吡啶 500 89.26±7.34# 141.21±19.45# 88.49±12.03# 

甘草酸 40 81.24±7.84# 154.73±19.67# 121.65±18.67# 

 160 87.63±8.57# 148.35±21.66# 103.77±13.78# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

表 4  各组幼鼠 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β mRNA 表达比较（⎯x ± s，n = 15） 
Table 4  Expression of NLRP3, ASC, caspase-1, and IL-1β mRNA in young rats (⎯x ± s, n = 15 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) NLRP3/GAPDH ASC/GAPDH caspase-1/GAPDH IL-1β/GAPDH 
对照 — 0.18±0.03 0.13±0.04 0.17±0.03 0.19±0.05 
模型 — 1.19±0.06* 1.46±0.38* 1.25±0.16* 1.23±0.15* 
柳氮磺胺吡啶 500 0.61±0.08# 0.53±0.07# 0.61±0.03# 0.68±0.07# 
甘草酸 40 0.92±0.15# 1.12±0.26# 0.98±0.09# 0.94±0.11# 

 160 0.78±0.12# 0.78±0.13# 0.64±0.16# 0.76±0.09# 
与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

对照                    模型                甘草酸 40 mg·kg−1               甘草酸 160 mg·kg−1         柳氮磺胺吡啶 0.5 g·kg−1 
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表 5  各组幼鼠 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-1β蛋白表达比较（⎯x ± s，n = 15） 
Table 5  Expression of NLRP3, ASC, caspase-1, and IL-1β protein in young rats (⎯x ± s, n = 15 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) NLRP3 ASC caspase-1 IL-1β 

对照 — 0.22±0.04 0.14±0.03 0.17±0.03 0.19±0.05 

模型 — 1.33±0.12* 0.98±0.18* 1.55±0.36* 0.93±0.08* 

柳氮磺胺吡啶 500 0.51±0.7# 0.43±0.08# 0.63±0.05# 0.41±0.08# 

甘草酸 40 1.01±0.14# 0.82±0.09# 1.08±0.23# 0.74±0.07# 

 160 0.58±0.06# 0.48±0.13# 0.74±0.16# 0.46±0.09# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

4  讨论 
结肠炎发病机制较复杂，较多研究认为消化道

黏膜免疫功能失调与之密切相关。机体在药物、毒

素、感染等因素影响下破坏结肠上皮屏障，使其暴

露在肠抗原中，引发黏膜免疫反应，由于机体免疫

功能发生异常，因此炎症反应也随之扩大，最终引

发结肠组织损伤。西医治疗虽能够一定程度上缓解

临床症状，但并不能预防结肠炎的复发，且药物副

作用较大，因此寻找合适的药物治疗结肠炎是目前

临床的重要任务。大量临床研究显示甘草酸治疗结

肠炎效果较好，且能降低患者复发率[9]。但目前其

作用机制尚不清楚，本研究通过制备结肠炎幼鼠，

给予甘草酸治疗，以探究其可能的作用机制。 
文献报道 T 辅助细胞亚群（Th）中较多炎症因

子均参与结肠炎的发生，Th2 细胞分泌的 IL-4、
IL-17、IL-1β 等炎症因子均为肠黏膜损伤的介质，

发挥促炎症作用，IL-4 主要调控巨噬细胞、淋巴细

胞免疫作用[10]。张文志等[11]研究显示，结肠炎患者

结肠黏膜中 IL-4 表达低于对照组，血清 IL-4 水平

降低，且随着水平的降低，炎症反应作用增强。IL-1β
由单核巨噬细胞分泌，是介导结肠炎的细胞因子之

一，能够对中性粒细胞产生趋化作用，使其进入肠

道病变部位，引发小血管炎、结肠上皮损伤、隐窝

脓肿等，最终导致结肠炎的发病[12]。本研究测定各

组幼鼠血清中 IL-4、IL-17、IL-1β 水平，结果显示

模型组 IL-17、IL-1β水平升高，IL-4 水平降低，说

明 IL-4、IL-17、IL-1β 与结肠炎的发生有关。甘草

酸化学结构与皮质激素类似，具有抗过敏、抗炎功

效，通过参与花生四烯酸代谢途径，直接结合启动

酶磷脂酶 A、脂氧合酶结合，抑制酶的磷酸化而降

低酶活，进而抑制炎性介质的产生[13-14]。本研究给

予甘草酸治疗后，幼鼠 IL-4 水平升高，IL-17、IL-1β
水平降低，表明甘草酸能够促进 IL-4 因子的释放，

抑制 IL-17、IL-1β产生，进而发挥其抗炎作用。 
NALP3 炎性体是机体内识别免疫系统病原体

的重要蛋白，大量研究显示其能够在 ATP、病毒、

尿酸钠诱导下激活 NALP3 炎性小体，促进其 C 端

结构 LRR 与配体结合，进而改变 NALP3 结构，暴

露中部 NACHT 结构域，在 ATP 作用下形成 NALP3
蛋白复合体，继而促进 ASC、caspase-1 集合形成复

合物活化 caspase-1，caspase-1 发生活化后使 IL-1β
前体天冬氨酸裂解，促使 IL-1β 成熟并分泌细胞外

引发炎症反应，进而在多个系统、器官中发挥致病

作用[15-16]。近期多项研究均证实 NLRP3 炎性体通

路参与结肠炎的发生。Guo 等[17]研究显示 NLRP3
炎性小体发生活化后能够使 IL-1β 水平升高，提高

结肠炎易感性。动物模型研究显示，模型组幼鼠结

肠黏膜中NLRP3水平明显高于对照组[18]。Zaki等[19]

通过对 NLRP3 炎性通路中 NLRP3、ASC、caspase-1
基因缺陷小鼠研究显示此类幼鼠能够抑制葡聚糖硫

酸钠诱导急性肠炎的发生。而另有学者采用 IL-1β 
siRNA 与 caspase-1 抑制剂则能够明显改善幼鼠结

肠炎[20-21]。以上结果均提示 NLRP3 通路与结肠炎

的发生密切相关。甘草酸是否通过 NLRP3 炎性体

来发挥对结肠炎的治疗作用，目前尚不清楚。本研

究显示模型组幼鼠结肠组织中 NLRP3、ASC、

caspase-1、IL-1β水平均升高，表明 NLRP3 通路与

结肠炎的发生有关。给予甘草酸治疗后 NLRP3、
ASC、caspase-1、IL-1β水平降低，且具有剂量相关

性，表明甘草酸能够抑制 NLRP3 通路蛋白活性，

进而发挥其抗炎作用。 
综上所述，NLRP3 通路与结肠炎的发生有关，

甘草酸能够抑制 NLRP3 通路蛋白活性，减轻炎症

反应，进而改善结肠炎症状。本研究还存在一定的

局限性，炎症通路除了 NLRP3 炎性体信号通路外，

还有 TLRs/NF-kB 等信号通路，甘草酸治疗结肠炎
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是否还需要通过其他途径发挥作用，还有待后续深

入研究。 
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