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溃结康对三硝基苯磺酸诱导大鼠炎症性肠病的作用研究
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摘  要：目的  观察溃结康经灌肠给药对三硝基苯磺酸（trinitrobenzene sulfonic acid，TNBS）诱导的炎症性肠病动物模型的

作用，以明确溃结康对炎症性肠病的治疗作用，为探索药物应用于克罗恩病治疗的可行性。方法  采用 TNBS 灌肠的方法

诱导大鼠溃疡性结肠炎模型，观察溃结康灌肠给药对大鼠疾病活动指数（DAI）评分、血清干扰素-γ（IFN-γ）、白介素-l（IL-1）、
白介素-4（IL-4）、白介素-10（IL-10）和肠黏膜中谷氨酰胺（Glutamine，Gln）的含量的影响，并观察药物对大鼠结肠组织

损伤评分以及病理学的影响。结果  TNBS诱导的结肠炎模型可引起动物体质量下降，肉眼血便或便潜血阳性，DAI评分增

高，血清 IFN-γ，IL-1升高，肠黏膜 Gln降低，溃结康不同剂量组灌肠给药可改善 TNBS引起的 DAI评分增高以及降低血清

IFN-γ、IL-1 水平，升高肠黏膜 Gln，缓解结肠炎组织学变化，其中尤以溃结康高剂量组作用更为明显。结论  溃结康灌肠

给药对缓解 TNBS诱导结肠炎模型有一定治疗作用。 
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Effect of Kuijiekang on rats with inflammatory bowel disease induced by TNBS 

NIE Chao-hong1, WEN Ke2, JIAN Jian-jie2, ZHAO Min3, LOU Jian-shi2 
1. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300193, China
2. Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China
3. Tasly Pharm., Tianjin 300410, China

Abstract: Objective  To observe the effect of Kuijiekang on model induced by trinitrobenzene sulfonic acid, to examine its efficacy 
for inflammatory bowel disease, and to explore the feasibility of this medicine used for treatment of Cronh’s disease. Methods  Rat 
model of inflammatory bowel disease was set up by rectally administration of TNBS, and the effects of Kuijikang on indexes of DAI, 
IFN-γ, IL-1, and IL-4, as well as and the content of glutamine (Gln) in rats were determined. Results  The rats with inflammatory 
bowel disease induced by TNBS have decreased body weight, macroscopical or microscopical hematochezia, increased DAI score, 
increased levels of IFN-γ and IL-1, and decreased Gln. Different doses of Kuijiekang could significantly improve the change of DAI 
score, lower the levels of IFN-γ and IL-1, raise the Gln in intestinal mucosa caused by TNBS, and relieve the histology change of colon 
inflammation, the highest dose with the most significant effect. Conclusion  Kuijiekang rectlly administerd is effective for the colitis 
model induced by TNBS. 
Key words: Kuijiekang; inflammatory bowel disease; efficacy 

克罗恩病为消化系统常见病、难治病。发病原

因尚不清楚，目前主要认为该病与 Thl 细胞和 Th2
细胞的平衡失调而导致的自发免疫反应有关[1-2]。临

床治疗药物主要包括水杨酸、糖皮质激素和免疫抑

制剂等，虽有一定疗效，但长期应用有较多副作用。

溃结康是天士力控股集团有限公司开发的中药六类

新药，由血竭、赤芍、青黛、赤石脂等 8味中药配

制而成，临床具有清热除湿、活血化瘀之功效，主

要用于溃疡性结肠炎证见湿热血瘀，泄泻，腹痛，

里急后重，下利赤白脓血者。早期斑马鱼实验模型

提示溃结康有可能通过缓解炎症，发挥治疗克罗恩

病的作用。为进一步验证溃结康的治疗克罗恩病作
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用，本研究观察溃结康灌肠给药对三硝基苯磺酸

（TNBS）诱导的疾病模型的治疗作用，以明确溃结

康对克罗恩病的疗效，探索该药物应用于克罗恩病

治疗的可行性。

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  动物  SD大鼠，雌雄各半，体质量 180～220 
g，动物合格证号：SCXK-（军）2009-003，由军事

医学科学院卫生学环境医学研究所动物实验中心提

供。

1.1.2  药品及试剂  溃结康（批号 20121102），由

天士力制药集团股份有限公司提供；美沙拉嗪肠溶

片（批号 130110），由黑龙江葵花药业有限公司生

产；5% TNBS购自 sigma公司。干扰素-γ（IFN-γ）、
白介素-l（IL-1）、白介素-4（IL-4）、白介素-10
（IL-10）、谷氨酰胺（Gln）Elisa测试盒购自 bioswamp
公司。便潜血试剂盒购自南京建成生物工程研究所。 
1.1.3  仪器  AB135-S电子分析天平，瑞士Mettler 
Toledo公司。 
1.2  实验方法 
1.2.1  实验分组  SD 大鼠依据随机数字表随机分

为正常组、模型组、阳性对照药物（美沙拉嗪）组、

以及溃结康高、中、低剂量共 6个组，每组 10只。 
1.2.2  模型建立  参考 Morris 方法[3]，应用 TNBS
制备大鼠克罗恩病模型。大鼠造模前 24 h禁食、不

禁水。大鼠称重后，ip戊巴比妥钠麻醉。（1）制备

TNBS灌肠液：将 5% TNBS与无水乙醇以 2∶1（体

积比）混合均匀，装瓶 4 ℃保存。（2）灌肠：造模

大鼠以 TNBS溶液 150 mg/kg（4.5 mL/kg）灌肠；

正常组大鼠用相同体积的 0.9%氯化钠注射液灌肠。

灌肠器（外径 2 mm乳胶管）插入肛门 6～8 cm，
注入灌肠液。然后提起大鼠尾部，倒置 1 min，使

TNBS充分作用于肠腔，防止液体溢出。 
1.2.3  给药方法 [4]  各治疗组给药体积均为 7 
mL/kg，正常组和模型组均给予同体积溶剂。各受

试药物组按由高到低不同浓度（分别相当于 2.023、
1.012、0.506 g生药/kg）给予实验药物。阳性对照

药给药剂量为 100 mg/kg。每日 1 次灌肠给药，连

续 21 d。末次给药后继续观察 24 h。 
1.2.4  检测指标 

（1）一般情况：每天观察体质量变化、粪便情

况（便潜血、血便、腹泻）。进行疾病活动指数（DAI）
评分。

DAI＝（体质量下降分数＋大便性状分数＋便血分数）

/3 

（2）血清学检查：末次给药后（第 21天）禁食

不禁水，24 h后腹主动脉取血，酶联免疫吸附法测

定鼠血清中 IFN-γ、IL-1、IL-4和肠黏膜中 Gln的量。 
（3）病理学检查：取大鼠结肠，进行结肠组织

损伤评分，常规 HE 染色，进行病理组织学检查    
（0＝无损伤，1＝充血水肿，但无溃疡；2＝有溃疡，

但无明显的炎症；3＝有溃疡，仅有一处出现炎症；

4＝有两处或以上溃疡和炎症，溃疡大小＜1 cm；   
5＝有两处或以上溃疡或炎症，至少一处溃疡或炎症

部位＞1 cm）。 
1.2.5  统计学分析  采用 SPSS17.0统计软件处理，

实验数据以 ±x s表示，组间均数比较采用方差分析

和 student t检验。 
2  结果 
2.1  模型评价及治疗干预 

正常组大鼠体质量未见明显下降，无腹泻、血

便及便潜血阳性的粪便性状异常改变。模型组动物

经 TNBS灌肠后 1 d粪便即表现为肉眼血便，并伴

有体质量下降，此症状持续 6～8 d。第 9天后大便

陆续表现为便潜血强阳性，稀便，动物体质量逐渐

增加。经造模后的模型组 DAI评分明显高于正常组

（P＜0.01）。 
溃结康低、中、高剂量组及阳性对照组经 TNBS

灌肠后 6～8 d内也出现体质量下降，但与模型组比

较，下降程度较轻。动物粪便性状最初以便潜血阳

性为主，未见明显肉眼血便。至实验第 22天除少数

动物粪便潜血弱阳性外，多数动物粪便性状恢复正

常，其中尤以溃结康高剂量组作用最为明显。各治

疗组 DAI 评分明显低于模型组，具有显著性差异 
（P＜0.01）。见图 1。 
2.2  免疫指标 

与正常组比较，TNBS模型组血清 IFN-γ，IL-1，
IL-4水平，以及肠黏膜 Gln均具有显著性差异（P＜
0.05、0.01）；与模型组比较，阳性对照组能够降低

血清 IFN-γ 和 IL-1水平（P＜0.05），提高血清 IL-4
（P＜0.01）和肠黏膜 Gln 水平（P＜0.05），溃结康

高剂量组能够降低血清 IFN-γ 和 IL-1 水平（P＜
0.01），中低剂量组作用不明显。溃结康高中低剂量

组均能升高肠黏膜 Gln 水平（P＜0.05、0.01），高

低剂量组还能升高 IL-10水平（P＜0.05）。见图 2。 
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图 1  溃结康灌肠给药对 TNBS模型大鼠 DAI评分的影响 
( x±s, n = 10) 

Fig. 1  Effect of Kuijiekang on DAI score in TNBS induced 
model rats ( x±s, n = 10) 

与正常组比较：**P<0.01；与模型组比较：#P<0.05，##P<0.01 
**P<0.01 vs normal group; #P<0.05, ##P<0.01 vs model group 

图 2  溃结康对 TNBS模型大鼠血清中 IFN-γ、IL-1、IL-4
和肠黏膜中 Gln的影响 ( x±s, n = 10) 

Fig. 2  Effect of Kuijiekang on levels of serum IFN-γ, IL-1, 
and IL-4 and colonic Gln in TNBS induced model 
rats ( x±s, n = 10) 

2.3  病理检测 
正常组大鼠肠黏膜表面光滑，未见明显损伤，

镜下观察黏膜组织完整，无充血水肿，无炎细胞浸

润及溃疡形成。模型组动物肠黏膜明显充血血肿、

肠壁增厚严重，多见肠管与周围组织粘连，部分动

物见肠管扩张、积气，可见多处溃疡形成，部分形

成深大溃疡。显微镜观察均见炎症或溃疡，其中部

分呈透壁性炎症且溃疡深入浆膜层并穿孔。阳性对

照组除少数动物结肠组织有轻度充血水肿外，多未

见显著病变，显微镜观察发现 1例结肠组织见溃疡

病变，多未见异常。溃结康低、中、高剂量组仅少

数动物见肠壁轻度充血水肿，与模型组比较结肠组

织病变均有减轻，尤以高、中剂量组明显。模型组

肠黏膜大体评分及组织评分明显高于正常组，与正

常组比较具有显著性差异（P＜0.01），溃结康低中

高剂量组可明显降低 TNBS模型大鼠肠黏膜大体评

分及组织评分，其中尤以高剂量组最为明显（P＜
0.05、0.01）。见表 1。 

表 1  溃结康灌肠对TNBS模型大鼠肠黏膜病理形态学影响 
( x±s, n = 10) 

Table 1  Effect of Kuijiekang on histological change of colon 
in TNBS induced model rats ( x±s, n = 10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 大体评分/分 组织评分/分 
正常 — 0.000±0.000 0.17±0.41
模型 — 2.714±2.289** 2.83±2.14*

美沙拉嗪 0.1 0.500±0.707## 1.00±1.10
溃结康 2.023 0.200±0.422## 0.67±1.03#

1.012 0.333±0.500## 0.50±0.55#

0.506 0.875±1.356## 1.00±1.55
与正常组比较：*P＜0.05，**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，
## P＜0.01 
**P<0.01 vs normal group; #P<0.05, ##P<0.01 vs model group 

3  讨论 
炎症性肠病动物模型的建立方法有很多种，如

化学物诱导法（乙酸法、葡聚糖硫酸钠法、恶唑酮

法）、免疫法（TNBS法）等[5]。与众多模型比较，

TNBS诱导炎症性肠病模型造模时间短，炎症持续

时间长，重现性好，操作简便，目前广泛用于该类

药物的疗效筛选研究。TNBS是一种半抗原物质，

灌肠后乙醇破坏肠黏膜屏障，TNBS可与组织蛋白

结合形成抗原，引起机体免疫反应，导致肠黏膜的

损伤[6]。本研究发现，TNBS灌肠后，与正常组比较，

模型组动物出现血便及体质量的下降，DAI评分增

加。病理学检查显示，模型组肠黏膜组织充血血肿

明显、肠壁增厚严重，粘连多见，多处溃疡形成。

溃结康治疗组DAI评分明显低于模型组，同时溃结

康亦可明显降低大鼠肠黏膜大体评分及组织评分，

改善受炎症侵袭肠道黏膜的受损程度，降低动物肠

黏膜充血水肿、肠壁增厚以及溃疡病变损害，提示

溃结康可缓解TNBS诱导的结肠炎。 
TNBS 主要通过 Th1 细胞介导的慢性炎症反

应，其介导的肠道炎症过程中，伴随了炎性介质的

明显变化，主要表现为促炎因子 IFN-γ、IL-1升高，

抗炎因子 IL-4、IL-10低表达或正常水平[7, 8]。溃结

康不同剂量可降低 IFN-γ、IL-1 水平，提示其可能

通过免疫调节机制对 TNBS诱导的结肠炎发挥治疗

作用。
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Gln 是体内含量最丰富的氨基酸，是肠黏膜等

多种组织细胞主要能源物质，是肠黏膜细胞代谢所

必需底物。Gln 缺乏可引起肠黏膜细胞凋亡增加及

增殖减少、肠道屏障功能受损[8]。研究显示，模型

组肠黏膜 Gln明显低于正常组，而溃结康可提高肠

黏膜 Gln水平，提示溃结康具有一定的肠黏膜保护

作用。

综上所述，溃结康可能通过免疫调节作用和肠

黏膜保护作用等多重机制发挥对炎性肠病的治疗作

用，这一机制有别于目前临床常见的水杨酸类药物，

为现有治疗耐药/不耐受提供了更多的治疗选择。
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