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摘  要：目的  研究地龙来源短肽（Leu-Leu-Ala-Pro-Pro，LLAPP）对溃疡性结肠炎（UC）的治疗作用，结合网络药理学及

实验研究初步阐明其作用机制。方法  通过葡聚糖硫酸钠盐（DSS）自由饮水建立小鼠 UC模型，观察 LLAPP（12、6、3 mg·kg−1）

对 UC小鼠的体质量、结肠长度、疾病活动指数（DAI）评分、存活率、脾脏指数的影响，通过苏木素-伊红（HE）染色观察

结肠组织病理变化，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清中白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素 1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子

α（TNF-α）的水平。通过网络药理学预测 LLAPP治疗 UC的潜在靶点。采用脂多糖（LPS）刺激 RAW 264.7巨噬细胞建立

细胞炎症模型，加入 LLAPP（100、200、400 μmol·L−1）处理 24 h，运用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 TNF-α、IL-6 

mRNA的表达水平，Western blotting法检测 UC小鼠结肠组织和 RAW 264.7细胞中核因子 κB（NF-κB）P65和 p-P65的蛋白

表达情况。结果  与模型组比较，LLAPP 治疗可以显著改善 UC 小鼠体质量降低、结肠缩短、DAI 评分下降、脾脏肿大

（P＜0.01），降低死亡率；HE染色结果显示 LLAPP治疗减轻了结肠黏膜的炎症细胞浸润、隐窝结构破坏；ELISA结果显示

LLAPP降低了小鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α的水平（P＜0.01）。网络药理学研究提示 LLAPP治疗作用可能与调控 NF-κB

信号通路有关。细胞实验中，与模型组比较，LLAPP浓度相关性地抑制细胞中 TNF-α、IL-6的 mRNA表达（P＜0.01），

LLAPP 显著下调结肠组织和细胞中 p-P65 的蛋白表达（P＜0.01）。结论  LLAPP 能有效缓解 UC症状，其治疗作用可能与

抑制 NF-κB信号通路活化，减少 IL-1β、IL-6、TNF-α等促炎因子的释放有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect of earthworm-derived small molecular peptide (LLAPP) on ulcerative 

colitis (UC) and preliminarily elucidate its mechanism of action using network pharmacology. Methods  A mouse model of UC was 
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established by administering dextran sulfate sodium (DSS) in drinking water. The effects of LLAPP on colon length, disease activity 

index (DAI) score, survival rate, and spleen index were evaluated. Pathological changes in colon tissue were observed via hematoxylin 

and eosin (HE) staining. Serum levels of interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β), and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were 

measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Potential targets of LLAPP in UC treatment were identified through 

network pharmacology. A cellular inflammation model was established by stimulating RAW 264.7 macrophages with 

lipopolysaccharide (LPS), and different doses of LLAPP were administered. The mRNA expression of TNF-α and IL-6 was detected 

using real-time quantitative PCR (qRT-PCR), and the protein expression of P65, and phosphorylated P65 (p-P65) in colon tissues and 

RAW 264.7 cells was measured via Western blotting. Results  LLAPP treatment ameliorated colon shortening (P < 0.01), reduced 

DAI scores, improved survival rates, and alleviated spleen enlargement (P < 0.01) in UC mice. HE staining showed that LLAPP reduced 

inflammatory cell infiltration and crypt structural damage in the colonic mucosa. ELISA results indicated that LLAPP decreased serum 

levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α (P < 0.01). Network pharmacology suggested that the therapeutic effect of LLAPP might be associated 

with the regulation of the nuclear factor kappa B (NF-κB) signaling pathway. LLAPP concentration-dependently inhibited mRNA 

expression of TNF-α and IL-6 in cells (P < 0.01). Western blotting analysis revealed that LLAPP downregulated p-P65 protein 

expression in colon tissues and cells (P < 0.01). Conclusion  Earthworm-derived small molecular peptide (LLAPP) effectively 

alleviates symptoms of ulcerative colitis, potentially by inhibiting the activation of the NF-κB signaling pathway and reducing the 

release of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6, and TNF-α. 

Key words: earthworm-derived small molecular peptide; Leu-Leu-Ala-Pro-Pro (LLAPP); ulcerative colitis; network pharmacology; 

nuclear factor (NF)-κB signaling pathway; inflammation 

 

溃疡性结肠炎（（UC）是一种病因未明的慢性特

发性炎症性肠病，病变主要累及结肠和直肠黏膜

层，临床常表现为腹泻、腹痛、血便及黏液脓血便

等[1-2]。近年来中国 UC患病率呈快速增长趋势，UC

发病率在 30 岁之前急剧增加，并在晚年（50～79

岁）趋于稳定，严重影响生活质量和劳动能力[3-4]。

目前 UC 的发病机制尚未完全阐明，发病后肠道

黏膜屏障受损[5]，激活免疫系统，导致促炎信号通

路[6]持续活化，大量炎症介质释放[7]。临床上常用治

疗手段包括 5-氨基水杨酸类抗炎药[8]、糖皮质激素

等免疫抑制剂及抗肿瘤坏死因子（（TNF）-α单抗等

生物制剂，但长期使用易引发感染、代谢紊乱及耐

药性。因此，迫切需要开发新的 UC治疗药物。 

地龙具有活血化瘀、通络止痛的功效[9-10]。现

代药理学研究表明，地龙富含蛋白质、酶类及多种

小分子活性肽，具有抗炎、抗氧化及免疫调节等药

理活性[11]。近年来，地龙中的活性肽类成分因高效、

低毒的特性成为药物研发的新热点。有研究发现，

于钜蚓科动物参环毛蚓 Pheretima aspergillum（E. 

Perrier）中分离得到的一种短肽 LLAPP（（氨基酸序

列为 Leu-Leu-Ala-Pro-Pro）是活性肽之一，前期研

究已初步证实了 LLAPP 在心血管领域展现出显著的

抗血栓活性，其机制可能与抑制血小板聚集、干扰纤

维蛋白原结合以及增强内源性纤溶系统功能有关，从

而有效改善血液的高凝状态和微循环障碍[12]；LLAPP

也能够有效抑制炎症反应，在炎症模型中可通过下

调 TNF-α、白细胞介素（IL）-6促炎因子的表达，减

轻组织炎症损伤，表现出良好的免疫调节潜力[13]。

UC 作为一种慢性、复发性炎症性肠病，其病理过

程主要为持续的肠道黏膜炎症、氧化应激损伤以及

伴随的微血栓形成[2]。因此推测 LLAPP可能通过多

靶点机制在 UC的治疗中发挥协同作用。然而，目

前关于 LLAPP 在 UC 中的治疗潜力及其具体作用

机制尚未见研究和报道。 

本研究拟通过建立葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导

的小鼠 UC模型[14]，并结合体外细胞实验，评价地

龙来源的短肽 LLAPP 对 UC 的改善作用，网络药

理学分析潜在的靶点，结合细胞实验探讨其作用机

制，为进一步将地龙来源的短肽 LLAPP 开发成治

疗 UC的药物奠定基础。 

1  材料 

1.1  细胞和动物 

小鼠巨噬细胞 RAW264.7购自中国科学院细胞

库。C57BL/6J小鼠，雄性，SPF级，体质量 20 g，

购自杭州医学院，实验动物生产许可证号 SCXK

（（浙）2024-0004，饲养于南通大学实验动物中心，

动物采用标准规范化饲养，明暗周期为 12 h/12 h，

环境温度（23±1.5）℃，相对湿度（60±10）%，

自由进食和饮水[15]。动物实验方案获得南通大学动

物伦理机构的批准（动物伦理号 IACUC20230315-



第 50卷第 2期  2026年 2月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 2  February 2026 

      

·428· 

1005）。 

1.2  主要试剂 

LLAPP，上海淘普生物科技有限公司（（批号 TP-

20080211，质量分数 97.76%）；5-氨基水杨酸（5-

ASA），批号 P2509489，泰坦科技探索平台；脂多

糖（（LPS），Sigma公司；TB Green®Premix Ex Taq™II 

FAST qPCR（（引物序列见表 1），Takara公司；葡聚

糖硫酸钠（（DSS），大连美仑生物技术有限公司；IL-

1β、IL-6、TNF-α 试剂盒，凯学生物科技（上海）

有限公司；Anti-phospho-核因子（（NF）-κB p65 Rabbit、

Anti-NF-κB p65 Rabbit，Abcam公司；Anti-GAPDH 

Rabbit mAb，翌圣生物科技（（上海）股份有限公司。 

表 1  引物名称和序列 

Table 1  Names and sequences of primers 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

GAPDH-F CACTCACGGCAAATTCAACGGCACA 

GAPDH-R GACTCCACGACATACTCAGCAC 

IL-6-F GCCTTCTTGGGACTGATGCT 

IL-6-R CTGCAAGTGCATCATCGTTGT 

TNF-α-F TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC 

TNF-α-R GAGGCCATTTGGGAACTTCT 

IL-1β-F CAGGATGAGGACATGAGCACC 

IL-1β-R CTCTGCAGACTAAACTCCAC 

1.3  主要仪器 

SVT-2 转印电泳仪（武汉塞维尔生物科技有限

公司）；7820AVL 气相色谱仪（安捷伦科技有限公

司）；YM80LD 高通量冷冻组织研磨仪（上海豫明

仪器有限公司）；PCR仪（赛默飞科技有限公司）；

Q-PCR仪器（上海朗基科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模及给药 

根据前期药效学预试验及相关活性肽类药物

的文献报道[16-17]，本研究设置如下分组及给药剂

量，将 60 只小鼠适应性饲养 7 d 后随机分为 6 组

（（每组 10只），分别为：对照组、模型组、5-ASA（（阳

性药，50 mg·kg−1）组和 LLAPP高、中、低剂量（（12、

6、3 mg·kg−1）[18-19]组。 

对照组自由饮用无菌水，其余各组均以 3% 

DSS溶液（每 2天更换新鲜配制的 3% DSS溶液）

作为饮用水连续饮用 7 d，建立 UC模型[20]。造模结

束后，各给药组分别 ig给予相应浓度的 LLAPP或

5-ASA溶液 7 d（（每天 1次），每天记录小鼠体质量，

并根据小鼠状态评估疾病活动指数（DAI）。 

给药结束后处死小鼠，取出结肠，量取长度。

摘取脾脏，预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗后称

质量，计算脾脏指数。 

脾脏指数=脾脏湿质量/动物体质量 

2.2  DAI 评分 

每天固定时间记录小鼠的体质量，采用粪便隐

血定性检测试剂盒（（邻联甲苯胺法）观察粪便性状

与隐血情况。参照 Hamamoto等[21]建立的标准（（表

2），计算每只小鼠 DAI的评分。 

DAI 总分＝体质量下降评分＋粪便性状评分＋粪便隐

血评分 

体质量下降＝(造模后统一时间点体质量－造模前体质

量)/造模前体质量 

表 2  DAI 评分标准 

Table 2  DAI scoring criteria 

项目 评分标准 

体质量 

下降 

体质量下降＜1%为0分 

1%≤体质量下降≤5%为1分 

5%＜体质量下降≤10%为2分 

10%＜体质量下降≤15%为3分 

体质量下降＞15%为4分 

粪便性状 粪便性状正常为0～1分 

稀便为2～3分 

腹泻为4分 

隐血情况 3 min后不显蓝绿色表示隐血（＋）为0分 

30～60 s内显蓝色表示隐血（＋＋）为1分 

立即显蓝绿色表示隐血（＋＋＋）为2分 

立即显深绿色表示隐血（＋＋＋＋）为3分 

肉眼可见血便为4分 

2.3  苏木精-伊红（HE）染色 

结肠组织用福尔马林固定后进行常规石蜡包

埋，制备 3 μm厚切片，用 HE染色，于光学显微镜

下观察组织形态并采集图像。 

2.4  血清细胞因子含量检测 

小鼠末次给药后，经眼框采集小鼠血液，4 ℃

条件下静置 4 h后在 4 ℃、4 000×g离心 10 min取

上清，按照 ELISA试剂盒说明书操作，检测血清中

IL-6、IL-1β及 TNF-α的含量。 

2.5  网络药理学 

利用 Chimera 1.19获得 LLAPP的 SMILES 结

构；利用 Swiss Target Prediction（ http://www. 

swisstargetprediction.ch/）数据库预测药物靶点，筛

选条件设置为物种（ Homo sapiens”，概率值大于 0.1

为显著性阈值构成药物靶点集。 
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前期研究已证实了 LLAPP 在心血管领域展现

出显著的抗血栓活性[12]，UC 作为一种慢性、复发

性炎症性肠病，其病理过程主要为持续的肠道黏膜

炎症、氧化应激损伤以及伴随的微血栓形成[2]。鉴

于 LLAPP 的确切抗血栓作用，及血栓与 UC 的共

同机制，本研究从 GeneCards（ https://www. 

genecards.org/）、OMIM（（https://www. omim.org/）和

TTD（ https://ttd.idrblab. cn/）数据库中分别以

（ Ulcerative Colitis”和（ Thrombosis”为关键词检索

相关疾病靶点，合并去重后获得疾病靶点集。 

预测到的药物靶点与获取的疾病靶点集录入

Venny 2.1.0绘制韦恩图，取交集得关键靶点集，导

入 STRING 11.5 数据库（https://cn.string-db.org/）

（（置信度＞0.7），物种设置为（ Homo sapiens”，构建

蛋白质-蛋白质相互作用（（PPI）网络；将 STRING分

析结果以 TSV格式导出，运用 Cytoscape 3.10.3软

件进行网络可视化与拓扑属性分析。 

使用 R语言（ clusterProfiler”包对共同靶点进

行 GO富集分析和 KEGG通路分析。GO分析涵盖

生物过程（（BP）、细胞组分（（CC）和分子功能（（MF）

3个范畴；KEGG通路分析（（P＜0.05）则用于揭示

靶点所参与的关键信号转导与代谢通路，筛选疾病

涉及关键通路。 

2.6  细胞培养及给药 

将处于对数生长期 RAW 264.7 细胞以每孔

1.5×10⁵个接种于 6孔板，于 37 ℃、5% CO2培养

箱中进行培养，分为对照组、模型组及 LLAPP 低、

中、高浓度（100、200、400 μmol·L−1）组。除对照组

外，其余各组均加入 LPS（终质量浓度 1 μg·mL−1）[22]

刺激 4 h，再给予不同浓度的 LLAPP，孵育 24 h收

集细胞进行相关检测。 

2.7  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

采用 Trizol法提取细胞总 RNA，进行逆转录成

为 cDNA，使用 SYBR Green qPCR试剂盒对 TNF-

α、IL-6 进行 qRT-PCR 分析。分析结果以 GAPDH

为内参基因，采用 2−ΔΔCt方法计算 TNF-α和 IL-6的

mRNA的相对表达量。 

2.8  蛋白质印迹法检测 P65 和 p-P65 的表达水平 

用预冷 RIPA 裂解液裂解结肠组织（对照组、

模型组、LLAPP 12 mg·kg−1）和细胞（对照组、模

型组、LLAPP 400 μmol·L−1）获得总蛋白样品。BCA

法测蛋白浓度，蛋白样品进行SDS-PAGE电泳分离，

并转印至预先活化的 PVDF 膜上。使用 5%脱脂牛

奶对膜进行封闭，一抗过夜孵育。经 TBST洗涤，

孵育二抗，采用 ECL化学发光法显影，运用 Image 

J软件分析灰度值。 

2.9  统计分析 

所有实验均设置 3个独立重复，数据以 x s 表

示，样本间比较采用单因素方差分析（（ANOVA）和

最小显著差异（LSD）检验。 

3  结果 

3.1  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠的作用 

DSS 诱导的结肠炎小鼠模型在症状表现上与

人类 UC高度相似，包括活力低下、体质量减轻、

腹泻和粪便隐血等[23]。如图 1所示，与对照组比较，

模型组体质量显著下降（（P＜0.01）；与模型组相比，

LLAPP 治疗后有效缓解小鼠体质量下降（P＜

0.01）。除对照组外，其他各组小鼠均出现体质量减

轻和便血症状，与对照组比较，模型组 DAI评分显

著升高（（P＜0.01）；与模型组相比，LLAPP治疗组

小鼠的 DAI评分显著降低（（P＜0.01）。LLAPP治疗

组小鼠的生存率明显高于模型组。与对照组比较，

模型组脾脏指数显著升高（P＜0.01）；与模型组相

比，LLAPP 能够显著降低小鼠的脾脏指数（P＜

0.01）。因此，LLAPP能缓解小鼠结肠炎症状，并且

高剂量的 LLAPP效果更好。 

结肠长度的变化可作为肠道炎症程度和组织

损伤程度的指示[24]。与对照组相比，模型组小鼠的

结肠长度显著缩短（P＜0.01），且结肠组织伴有明

显的红肿、变形及糜烂等病理改变。相比之下，经

LLAPP治疗干预后，小鼠结肠长度均较模型组显著

恢复（P＜0.01），结肠黏膜红肿及出血等表现也明

显减轻。结果表明，LLAPP 呈现剂量相关性改善

DSS诱导的结肠组织损伤，缓解肠道炎症（图 2）。 

3.2  HE 染色观察 LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠的

结肠组织病理的影响 

DSS 诱导的急性结肠炎模型导致结肠组织发

生显著的病理损伤，主要表现为表层上皮细胞和杯

状细胞的破坏，进而引发肠道屏障功能障碍和炎症

反应加剧[25]。如图 3所示，对照组小鼠的结肠组织

隐窝结构完整，杯状细胞数量丰富，结肠黏膜和肌

层排列规整，未见炎症细胞浸润。与对照组相比，

模型组小鼠的结肠结构严重受损，杯状细胞数量减

少、隐窝结构破坏以及大量炎症细胞浸润。经

LLAPP 干预后小鼠的结肠组织隐窝结构和肠道完

整性均得到恢复，杯状细胞数量增多，炎症细胞浸 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 1  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠体质量、DAI 评分、生存曲线和脾脏指数的影响 ( x±s，n＝10) 

Fig. 1  Effects of LLAPP on body weight, DAI score, survival curve and spleen index of DSS-induced UC mice ( x±s，n＝10) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 2  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠结直肠长度的影响 ( x±s，n＝10) 

Fig. 2  Effects of LLAPP on length of colon and rectum in DSS-induced UC mice ( x±s，n＝10) 
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黑色箭头指示隐窝结构和杯状细胞；黄色箭头指示炎症细胞浸润

区域。 

Black arrow indicates the crypt structure and goblet cells; Yellow 

arrow indicates inflammatory cell infiltration area. 

图 3  结肠 HE 染色（×50） 

Fig. 3  Colon HE staining (×50) 

润减少。 

3.3  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠血清中 IL-6、

IL-1β、TNF-α 含量的影响 

小鼠血清中 IL-1β、IL-6和 TNF-α含量，模型

组与对照组相比显著升高（P＜0.01）。经不同剂量

LLAPP干预后，小鼠炎症因子的表达均较模型组显

著下降（（P＜0.01），表明 LLAPP降低血清促炎细胞

因子水平，抑制炎症反应（图 4）。 

3.4  网络药理学分析 

获得 LLAPP 的 SMILES 结构，Swiss target 

Prediction 数据库中预测到 184 个药物靶点，从

GeneCards、OMIM和 TTD数据库获得 372个疾病 

 
与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 4  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量的影响 ( x±s，n＝5) 

Fig. 4  Effects of LLAPP on IL-1β, IL-6 and TNF-α levels in serum of DSS-induced UC mice ( x±s，n＝5) 

靶点集。将 LLAPP 预测靶点与疾病靶点集绘制韦

恩图（（图 5-A），获得 77个交集靶点。77个靶点导

入 STRING 数据库构建 PPI 网络，导入 Cytoscape 

3.10.3软件进行可视化处理（图 5-B）。 

GO富集分析结果显示，77个共同靶点显著富

集于多项生物学功能。在 BP 中，主要涉及对细菌

来源分子的反应、细胞对脂多糖的反应以及多种细

胞调节过程；在 CC中，靶点主要富集于膜微结构

域、膜区等细胞膜特定区域以及囊泡腔；在MF中，

则显著富集于细胞因子受体结合、磷酸酶结合等

（（图 6-A）。 

KEGG 通路分析表明，共同靶点显著富集于

118条信号通路。选取富集程度最高的前 20条通路

进行展示（图 6-B），其中包括 NF-κB 信号通路、

TNF 信号通路、IL-17 信号通路、血管内皮生长因

子（VEGF）信号通路以及 C 型凝集素受体信号通

路等与炎症及免疫反应密切相关的通路。此外，靶

点亦富集于磷脂酰肌醇 3-激酶（（PI3K）-蛋白激酶 B

（（Akt）信号通路、表皮生长因子受体（（EGFR）酪氨

酸激酶抑制剂耐药通路及黏着斑等与细胞存活、增

殖及迁移相关的通路。结果提示，LLAPP可能通过

调控多靶点、多通路，在 UC治疗中发挥抗炎、免

疫调节及保护肠黏膜屏障的整合作用。 

3.5  LLAPP 对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞中 IL-

6、TNF-α mRNA 表达的影响 

巨噬细胞在 UC发病过程中扮演关键角色，其

分泌的 TNF-α、IL-6等炎症因子可显著加剧肠黏膜

免疫反应及组织损伤[26-27]。如图 7所示，与对照组

比较，模型组 IL-6 和 TNF-α mRNA 表达水平显著

上升（（P＜0.01）；与模型组相比，各浓度 LLAPP处

理后均显著抑制了 RAW 264.7细胞中 IL-6和 TNF-

α mRNA表达（P＜0.01），且该抑制作用呈现明显 

    3                   6                    12 
                  LLAPP/(mg∙kg−1) 

对照                模型                 5-ASA  
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图 5  韦恩图（A）和 PPI 网络（B） 

Fig. 5  Venn diagram (A) and PPI network (B) 

 

图 6  GO 功能（A）和 KEGG 富集分析（B） 

Fig. 6  GO function (A) and KEGG enrichment analysis (B) 

的浓度相关性。 

3.6  LLAPP 对 NF-κB 通路蛋白表达的影响 

3.6.1  LLAPP对 DSS诱导 UC小鼠结肠组织 NF-

κB通路蛋白表达的影响  NF-κB信号通路是UC

发病机制中的关键调控通路，通过上调促炎因子

（如 IL-6、TNF-α）的表达，导致肠黏膜损伤和

炎症反应的加剧[28-29]。如图 8所示，结肠组织中

p-NF-κB p65蛋白在模型组的表达水平显著高于 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 7  LLAPP 对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞中 IL-6 和 TNF-α mRNA 相对表达量的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig.7  Effects of LLAPP on IL-6 and TNF-α mRNA relative expression in LPS induced RAW 264.7 cells ( x±s，n＝3) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 8  LLAPP 对 DSS 诱导 UC 小鼠结肠组织 NF-κB 通路蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 8  Effect of LLAPP on expression of NF-κB pathway protein in colon tissue of DSS-induced UC mice ( x±s，n＝3) 

对照组（P＜0.01），表明 DSS诱导的炎症反应激

活了 NF-κB通路；与模型组比较，经 LLAPP 治

疗干预后，下调了 NF-κB 蛋白的磷酸化（P＜

0.01）。 

3.6.2  LLAPP对 LPS诱导的 RAW 264.7细胞 NF-

κB 信号通路的影响  NF-κB 通路与炎症反应的调

节密切相关，在 LPS诱导的多种细胞因子合成的信

号转导中起关键作用。因此，分析了 P65、p-P65蛋

白的表达，以进一步探索 LLAPP抗炎的分子机制。

与对照组比较，模型组 p-P65 蛋白表达显著升高

（P＜0.01）；与模型组相比，LLAPP 显著下调了 p-

P65的表达水平（P＜0.01）（图 9）。 

4  讨论 

作为传统中药，地龙具有抗凝[30]、抗纤维化[31]、

抗肿瘤[32]、降压[33]、止咳平喘[34]、促进创面愈合等[35]

作用。近年来研究报道显示，地龙提取物及其活性

成分对消化道溃疡及 UC具有一定的改善作用[36]。

本实验的短肽 LLAPP，能够减轻 UC小鼠的 DAI评

分、改善结肠组织病理损伤、降低脾脏指数并提高

生存率，提示 LLAPP对 UC具有潜在的治疗作用，

可能是地龙发挥抗溃疡功效的重要物质基础之一。 

在 UC疾病中，炎症与溃疡形成关系密切，发病过

程中常伴随 TNF-α、IL-1β和 IL-6等促炎因子水平

升高[37]。同时，NF-κB通路、NLR家族 Pyrin域蛋

白 3（NLRP3）/黑素瘤缺乏因子 2（AIM2）炎症小

体、PI3K/Akt/VEGF通路等[38-39]炎症信号通路激活

会进一步加剧炎症反应，导致结肠上皮损伤、隐窝

结构破坏和黏膜屏障不完整[40]，因此控制炎症能有 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 9  LLAPP 对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞 NF-κB 信号通路的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 9  Effects of LLAPP on LPS-induced NF-κB signaling pathway in RAW 264.7 cells ( x±s，n＝3) 

效改善结肠损伤，治疗 UC。本实验结果证实地龙

来源的短肽 LLAPP 能够显著降低细胞和结肠组织

中 TNF-α、IL-1β和 IL-6的表达，并抑制 NF-κB通

路的磷酸化水平，从而减轻损伤改善溃疡严重程

度。与现有药物的比较分析，LLAPP展现出其独特

优势。相较于传统生物制剂如抗 TNF-α单抗（（如英

夫利昔单抗），LLAPP 作为小分子肽具有生产成本

更低、免疫原性更弱的潜力；而与 5-ASA类药物相

比，其在抑制 NF-κB这一核心炎症通路上表现出更

强的机制针对性。基于此，LLAPP在联合用药方面

展现出广阔的探索空间。未来研究可重点关注

LLAPP与现有标准疗法的协同效应。 

值得注意的是，除 NF-κB通路外，网络药理学

结果提示 LLAPP 可能通过其他关键炎症与免疫相

关通路发挥协同抗溃疡作用。一方面，LLAPP关键

靶点显著富集于 TNF信号通路与 IL-17信号通路，

在 UC发病中分别驱动中性粒细胞募集与激活、以

及调节巨噬细胞免疫网络[41]。另一方面，C型凝集

素受体信号通路的富集提示 LLAPP 可能参与调控

肠道真菌等微生物抗原引发的免疫识别与炎症反

应[42]，这一机制在 UC中的作用日益受到重视。此

外，VEGF信号通路和 PI3K-Akt信号通路的协同富

集与 UC进程中血管通透性改变、紧连接蛋白的调

控、肠道上皮细胞屏障功能的维持及炎症持续[43-44]

有关。因此，LLAPP很可能通过同时干预 NF-κB、

TNF、IL-17、C型凝集素受体以及 Akt-VEGF等多

条功能互补且相互交叉的信号轴，在抑制过度免疫

应答、维持屏障完整性及促进损伤修复等多个层面

发挥协同治疗效应。此外，已有研究报道地龙提取

物可以影响黏膜糖蛋白[45]，降低单核细胞趋化蛋白

1（（MCP1）、巨噬细胞炎症蛋白 1α（（MIP-1α）和MIP-

1β等[46]促炎细胞因子发挥溃疡保护和抗炎作用；地

龙还可作为治疗化疗后认知障碍的潜在药物，通过

抑制 NLRP3、TLR4等炎症小体介导的细胞焦亡途

径，减少神经元死亡，进而降低焦亡相关蛋白的表

达水平，从而增加大脑中成熟神经元细胞[47]；地龙

提取物还可以通过抑制 MAPK/NF-κB/NLRP3 信号

通路活化，调节凋亡相关蛋白表达（（促凋亡蛋白下

调、抗凋亡蛋白上调）和减少活性氧积累，从而有

效抑制炎症反应[48]。因此，LLAPP是否通过除 NF-

κB通路外其他炎症相关通路发挥协同抗溃疡作用，

值得进一步探讨。 

本研究表明，地龙来源短肽 LLAPP 可能通过

NF-κB通路，抑制肠道炎症，改善 UC小鼠的损伤。

短肽 LLAPP 可能为地龙治疗 UC 的药效物质基础

之一。本研究有助于更全面阐释地龙治疗溃疡类疾

病的分子机制。 
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