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和厚朴酚通过 PI3K/Akt 信号通路减轻溃疡性结肠炎研究  

杨显娟，吴  群，冉海霞，尹  丽，尹彩霞，叶  菊* 

遵义医药高等专科学校，贵州 遵义  563006 

摘  要：目的  探讨和厚朴酚治疗溃疡性结肠炎（UC）的药效及机制。方法  将 C57BL/6小鼠随机分为对照组、模型组、

柳氮磺吡啶肠溶片（SASP，阳性药，0.6 g∙kg−1）及和厚朴酚高、低剂量（0.2、0.1 g∙kg−1）组，除对照组外，每组自由饮用

3%葡聚糖硫酸钠（DSS）水溶液，连续 5 d，建立 UC模型，5 d后，按 10 mL∙kg−1体积 ig给药，对照组与模型组 ig给予同

体积纯净水，每天 1次，连续给药 6 d。观察小鼠一般情况，收集结肠长度、结肠质量长度比、脾脏指数和肠黏膜损伤指数

（CMDI）评分数据；苏木素-伊红（HE）染色法观察结肠组织病理损伤；ELISA法检测血清中肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白

细胞介素（IL）-6、IL-1β、IL-10水平；免疫组化法检测结肠组织半胱天冬酶-3（Caspase-3）蛋白表达；Western blotting法

检测结肠组织中磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、p-PI3K、蛋白激酶 B（Akt）、p-Akt蛋白表达；分子对接分析和厚朴酚与 PI3K、

Akt的结合效力。结果  与模型组比较，和厚朴酚作用于 UC小鼠后，可显著增加结肠长度，降低结肠质量长度比、脾脏指

数和 CMDI评分（P＜0.01）；减轻组织病理损伤；显著降低 TNF-α、IL-6、IL-1β的表达，显著升高 IL-10的表达（P＜0.01）；

显著降低 Caspase-3、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt的表达（P＜0.01）；分子对接结果显示和厚朴酚与 PI3K、Akt具有较好的结合

效力。结论  和厚朴酚可能通过抑制 PI3K/Akt信号通路发挥对 UC小鼠的保护作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the pharmacodynamic effects and underlying mechanisms of honokiol in the treatment of 

ulcerative colitis (UC). Methods  C57BL/6 mice were randomly divided into control, model, Sulfasalazine Enteric-Coated Tablets 

(SASP, positive drug, 0.6 g·kg−1), and high- and low-dose honokiol groups (0.2 and 0.1 g·kg−1). Except for the control group, all other 

groups were freely given 3% dextran sulfate sodium (DSS) solution for five consecutive days to establish the ulcerative colitis (UC) 

model. Five days after DSS administration, drugs were administered orally at a volume of 10 mL·kg−1 once daily for six consecutive 

days. The control and model groups received an equal volume of pure water. General conditions of the mice were observed, and data 

on colon length, colon weight-to-length ratio, spleen index, and colonic mucosal damage index (CMDI) scores were collected. 

Histopathological changes in colonic tissues were examined using hematoxylin-eosin (HE) staining. Serum levels of tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α), interleukin (IL)-6, IL-1β, and IL-10 were measured by ELISA. Expression of caspase-3 protein in colonic 

tissues was detected by immunohistochemistry. Protein expression levels of phosphatidylinositol 3 -kinase (PI3K), p-PI3K, protein 

kinase B (Akt), and p-Akt in colonic tissues were analyzed by Western blotting. Molecular docking analysis was performed to 

evaluate the binding affinity of honokiol with PI3K and Akt. Results  Compared with the model group, after treatment with 

honokiol in UC mice, colonic length was significantly increased, while the colon weight/length ratio, spleen index, and CMDI score 

were significantly reduced (P < 0.01); histopathological damage was alleviated; expression of TNF-α, IL-6, and IL-1β was 

significantly decreased, whereas IL-10 expression was significantly upregulated (P < 0.01); expression of Caspase-3, p-PI3K/PI3K, 
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and p-Akt/Akt was significantly downregulated (P < 0.01). Molecular docking results showed that honokiol exhibited strong binding 

affinity to PI3K and Akt. Conclusion  Honokiol may exert a protective effect on UC mice by inhibiting the PI3K/Akt signaling 

pathway 

Key words: ulcerative colitis; honokiol; colonic mucosal injury; inflammatory cytokines; PI3K/Akt signaling pathway 

 

炎症性肠病（IBD）是一种免疫介导疾病，其

特征是胃肠道炎症，临床上可进一步细分为溃疡性

结肠炎（UC）与克罗恩病 2种类型[1]。UC是多种

免疫细胞介导的黏膜浸润及黏膜下炎症性肠病，其

特征是持续的浅表炎症[2]。临床上主要表现为黏液

脓血便、腹痛腹泻、体质量减轻、里急后重等[3]。其

病因和发病机制尚不清楚，但现有研究表明和生活

方式、接触药物、心理因素、遗传、免疫、早期筛

查和胃肠道病原体等均有关[4]。UC的全球流行病学

特征呈现“ 发达国家高位稳定、发展中国家快速上

升”的双轨趋势，其治愈方式成为人类急需攻破的

重大难题之一。 

和厚朴酚是一种从厚朴等植物中提取的木脂

素类化合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药

理作用，且无明显不良反应[5-7]。然而，和厚朴酚对

葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导的 UC 的保护作用机制

仍不清楚。研究表明，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）

/蛋白激酶 B（Akt）信号通路作为细胞内关键的信

号传导网络，在 UC的病理进程中通过调控免疫细

胞活化、细胞因子分泌及炎症介质释放等多个关键

环节，深度参与肠道免疫平衡的维持与炎症应答的

调控，成为影响疾病发生发展的重要分子机制[8]。

因此，本研究通过 DSS诱导的 UC小鼠模型，探究

和厚朴酚是否通过调控 PI3K/Akt 信号通路减少炎

症介质的释放，从而减轻 UC损伤，为 UC新药的

研发提供参考。 

1  材料 

1.1  动物 

健康雄性 SPF级 C57BL/6J小鼠，6～8周龄，

体质量（20±2）g，购于重庆恩斯维尔实验动物

有限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（湘）

2021-0002。本研究经遵义医药高等专科学校实验

动物使用与管理委员会审查通过，伦理号 ZMPC-

2511-001。 

1.2  药品与主要试剂 

和厚朴酚购于河北百灵威科技有限公司，批号

L410Y33，质量分数 98%；DSS购于西宝生物科技

“（上海）股份有限公司，批号 OX2802A；柳氮磺吡

啶肠溶片“（SASP）购于上海信谊天平药业有限公司，

批号 09180709；β-actin购于杭州华安生物技术有限

公司，批号 EM21002；PI3K和 p-PI3K购于成都正

能生物技术有限责任公司，批号 251221、310164；

肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL）-1β、

IL-6、IL-10购于重庆博诺恒生物科技有限公司，批

号 BNH-201407M、BNH-091203M、BNH-091206M、

BNH-091210M；蛋白酶抑制剂和蛋白酶磷酸酶抑制

剂购于 Servicebio公司，批号 G2007、G2008。天冬

氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶 3（Caspase-3）

抗体，批号 bsm-61071R；Akt、p-Akt 抗体，批号

bsm-33278M、bs-0876R，均购于北京博奥森生物技

术有限公司。 

1.3  主要仪器 

DYY-6C电泳仪、DYCZ-24电泳槽、DYCZ-40D

转膜槽（北京六一生物科技有限公司）；Microfuge 

26高速离心机“（Beckman Coulter公司）；Enspire酶

标仪“（PerkinElmer公司）；5200Multi化学发光成像

仪“（Tanon公司）；TY-80A/S脱色摇床“（常州润华电

器有限公司）。 

2  方法 

2.1  造模及分组 

小鼠适应性饲养 7 d后，随机分为对照组、模

型组、SASP“（阳性药，0.6 g∙kg−1）组及和厚朴酚高、

低剂量“（0.2、0.1 g∙kg−1[9]）组，共 5组，每组 6只。

对照组每天自由饮用纯净水，其余各组小鼠自由

饮用 3% DSS 持续 5 d[10]，每 2 天更换 1 次新溶

液。5 d后，按 10 mL∙kg−1体积 ig给药，对照组与

模型组 ig给予同体积纯净水，每天 1次，连续给药

6 d后，禁食不禁水，于第 7天取材。 

2.2  结肠长度、结肠质量长度比、脾脏指数和肠黏

膜损伤指数（CMDI）检测 

取材前，称取小鼠体质量，分离结肠，称量

并测量长度，计算结肠质量长度比。分离脾脏并

用滤纸吸干表面水分后称质量，计算脾脏指数。

将结肠平铺在方格纸上进行 CMDI评分[11]：黏膜

无损伤、无充血，0分；局部黏膜充血水肿，1分；

黏膜充血、有溃疡，但黏膜溃疡、充血仅显点状或
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是直径在 4 mm内，2分；黏膜溃疡、充血范围直径

为 4 mm～1 cm，内肠壁增厚或表面有炎症，3分；

在 3 分基础上溃疡最大纵径大于 1.0 cm 或小鼠死

亡，4分。 

结肠质量长度比＝结肠质量/长度 

脾脏指数＝脾脏质量/体质量 

2.3  结肠组织病理学观察 

取各组的结肠组织放置于 4%多聚甲醛中固定

48 h，经包埋、切片、脱蜡、水化、再经苏木素-伊红

“（HE）染色、脱水封片后在光学显微镜下观察结肠

组织损伤情况并拍照。参照文献报道[11]评分标准进

行组织病理学评分。 

2.4  ELISA 法检测血清中炎症细胞因子的表达 

小鼠眼眶取血后，静置 4 h后，3 500 r·min−1离

心 10 min，取上清液，按照 TNF-α、IL-6、IL-1β、

IL-10 ELISA试剂盒说明书进行测定。 

2.5  免疫组化法检测结肠组织 Caspase-3 蛋白的

表达 

取经 4%多聚甲醛固定的结肠组织，包埋后制

成 4 μm 切片，烤片脱蜡；抗原修复后阻断过氧化

物酶，封闭液封闭；加 Caspase-3“（1∶200）一抗孵

育过夜，次日加二抗孵育；DAB显色、苏木素复染，

封片后在光学显微镜下观察阳性信号。 

2.6  Western blotting 法检测结肠组织中 PI3K、

p-PI3K、Akt、p-Akt 蛋白的表达 

取结肠组织加蛋白酶和磷酸酶抑制剂裂解液，

匀浆离心提取总蛋白并测浓度；蛋白变性后经 SDS-

PAGE电泳，转印到 PVDF膜，5%脱脂奶封闭 1 h；

分别加 PI3K（1∶1 000）、p-PI3K（1∶800）、Akt

“（1∶4 000）、p-Akt“（1∶1 000）一抗 4 ℃孵育过夜，

次日洗膜加二抗室温孵育；ECL显影后，用 Image 

J分析结果。 

2.7  分子对接 

从 PubChem 数 据 库 和 PDB 数 据 库

“（https://www.rcsb.org）分别下载和厚朴酚和 PI3K、

Akt1蛋白三维结构，利用 AutoDock Vina CB-dock2

进行分子对接。 

2.8  统计学分析 

实验数据使用 GraphPad Prism软件进行处理，

数据用 x s 表示，符合正态分布，方差齐，多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD

检验。不符合正态分布，使用非参数检验。 

3  结果 

3.1  和厚朴酚对 DSS 诱导 UC 小鼠的影响 

与对照组比较，造模 5 d后的各组出现稀便、

脓血便、毛色暗淡，精神萎靡、饮食减少等现象，

给药 6 d 后模型组结肠长度显著降低（P＜0.01），

而结肠质量长度比、脾脏指数和 CMDI评分均显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，和厚朴酚高、低

剂量组和SASP组结肠长度显著增加“（P＜0.01），结

肠质量长度比和脾脏指数显著降低（P＜0.01），和厚

朴酚高剂量组和 SASP组 CMDI评分显著降低（P＜

0.01）；而和厚朴酚低剂量组无统计学差异（P＞

0.05）。见图 1。对照组结肠组织结构完整，黏膜上

皮细胞形态完整，未见炎症细胞浸润；与对照组比

较，模型组肠壁增厚，结肠组织结构不完整，局部

黏膜层、黏膜下层及肌层组织凝固性坏死，隐窝结

构破坏，杯状细胞坏死或消失，大量炎症细胞浸润，

组织病理损伤评分显著升高（P＜0.01）。与模型组

比较，和厚朴酚高、低剂量组和SASP组结肠组织结

构较完整，隐窝结构部分被修复，杯状细胞数量增

加，炎症细胞浸润减少，组织病理损伤评分显著降

低（P＜0.01）。见图 2。 

3.2  和厚朴酚对 UC 小鼠血清中炎症细胞因子表

达的影响 

ELISA结果显示，与对照组比较，模型组 TNF-

α、IL-6、IL-1β表达水平显著升高“（P＜0.01），IL-

10表达水平显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，

和厚朴酚高、低剂量组和SASP组 TNF-α、IL-6、IL-

1β 表达水平显著降低（P＜0.01），IL-10 表达水平

显著升高（P＜0.01）。见图 3。 

3.3  和厚朴酚对UC 小鼠Caspase-3 蛋白表达的影响 

免疫组化结果显示，与对照组比较，模型组

Caspase-3蛋白表达显著升高“（P＜0.01）。与模型组

比较，和厚朴酚高剂量组和SASP组 Caspase-3蛋白

表达降低“（P＜0.05、0.01），而和厚朴酚低剂量组无

统计学差异（P＞0.05）。见图 4。 

3.4  和厚朴酚对 UC 小鼠 PI3K、p-PI3K、Akt、p-

Akt 蛋白表达的影响 

Western blotting结果显示，与对照组比较，模

型组的 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白表达显著升高

“（P＜0.01）；与模型组比较，和厚朴酚高剂量组、

SASP组的 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白表达显著降

低（P＜0.01）；低剂量组的 p-PI3K/PI3K蛋白表达 
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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  和厚朴酚对 UC 小鼠的影响 ( x±s, n＝6) 

Fig. 1  Effects of honokiol on mice with UC ( x±s, n＝6) 

 

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  和厚朴酚对 UC 小鼠结肠组织病理的影响 (×200, x±s, n＝6) 

Fig. 2  Effects of honokiol on colonic tissue pathology in UC mice (×200, x±s, n＝6) 
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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 3  和厚朴酚对 UC 小鼠血清中炎症细胞因子表达的影响 ( x±s, n＝6) 

Fig. 3  Effects of honokiol on expression of inflammatory cytokines in serum of UC mice ( x±s, n＝6) 

 
与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 4  和厚朴酚对 UC 小鼠 Caspase-3 蛋白表达的影响 (×400, x±s, n＝3) 

Fig. 4  Effects of honokiol on Caspase-3 protein expression in UC mice (×400, x±s, n＝3) 

降低“（P＜0.05），而 p-Akt/Akt蛋白表达无统计学差

异（P＞0.05）。见图 5。 

3.5  分子对接 

将和厚朴酚与 PI3K（5GJI）、Akt（7NH5）进

行分子对接，结果显示与 PI3K 对接的结合能为

−26.36 kJ∙mol−1，与 Akt结合能为−35.98 kJ∙mol−1。

见图 6。 

4  讨论 

建立 UC 实验动物模型的方法有很多，其中

DSS自由饮水的造模方法因操作简单、经济、重复

性强、病理表现与人类 UC疾病高度相似，故为最

常使用的方法之一[12]。结肠长度是评估肠道病变程

度的直观形态学指标；结肠质量长度比是反映肠道

炎症导致的组织肿胀程度的指标；UC 是免疫介导

性疾病，脾脏作为免疫器官会因炎症激活而肿大；

CMDI 是量化肠道黏膜损伤程度的指标；这些指标

从不同角度共同反映炎症严重程度与肠道损伤状

态。实验研究发现，模型组小鼠的结肠长度显著降

低，结肠质量长度比、脾脏指数和 CMDI评分显著

升高，这表明 DSS诱导的 UC小鼠造模成功。 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 5  和厚朴酚对 UC 小鼠 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达的影响 ( x±s, n＝3) 

Fig. 5  Effects of honokiol on protein expressions of PI3K, p-PI3K, Akt, and p-Akt in UC mice ( x±s, n＝3) 

 

图 6  和厚朴酚与 PI3K、Akt 的分子对接 

Fig. 6  Molecular docking of honokiol with PI3K and Akt 

给予和厚朴酚后 UC小鼠的结肠长度增加，结肠质

量长度比、脾脏指数和 CMDI评分降低，其中和厚

朴酚低剂量组对 CMDI评分影响不明显，表明和厚

朴酚高剂量组的作用效果比低剂量组好。通过组织

病理研究发现给予和厚朴酚后 UC小鼠黏膜层隐窝

结构部分被修复，杯状细胞数量增加，炎症细胞浸

润减少，表明和厚朴酚对 UC小鼠具有保护作用。 

炎症细胞因子在 UC中起着重要作用，当巨噬

细胞异常活化时，M1型分泌的促炎细胞因子和M2

型分泌的抗炎细胞因子比例严重失衡时，引起肠上

皮细胞损伤，从而导致炎症发生[13]。在炎症反应中

TNF-α可直接激活肠道免疫细胞，促进炎症因子 IL-

6[14]、IL-1β等细胞因子进一步释放，并通过诱导炎

症黏膜上皮细胞死亡而破坏黏膜屏障，导致肠道通

透性增加，加重黏膜损伤和溃疡形成[15]。IL-10 可

抑制促炎细胞因子的生成，促进肠道上皮细胞的增

殖与修复[16]。在使用和厚朴酚治疗 UC小鼠后，检

测其血清中细胞因子表达水平，结果显示和厚朴酚

给药组促炎细胞因子 TNF-α、IL-6和 IL-1β表达下

降，IL-10表达上升。表明和厚朴酚可调控细胞因

子表达水平，从而减轻肠黏膜炎症反应，缓解肠道

损伤。 

PI3K/Akt是细胞内关键的信号传导通路，可通

过调节炎症细胞的激活和炎症介质的释放来影响

UC[17]。肠道炎症刺激会导致 PI3K/Akt 信号通路

过度激活，一方面会促进免疫细胞释放促炎因子，

另一方面会间接调控 Caspase-3 等凋亡分子的表

达 [18]。本研究结果发现，与对照组比较，模型组

Caspase-3、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白表达明显
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升高，而和厚朴酚高剂量可以降低 Caspase-3、p-

PI3K/PI3K和 p-Akt/Akt蛋白表达。同时分子对接结

果显示，和厚朴酚与 PI3K、Akt 的结合能均低于

−20.92 kJ∙mol−1，表明和厚朴酚与 PI3K、Akt 均存

在自发结合倾向，具备潜在的分子相互作用能力。

为动物实验结果提供了分子层面的靶点结合依据。 

和厚朴酚通过减轻 UC小鼠结肠长度的缩短，

降低结肠质量长度比、脾脏指数和 CMDI评分，缓

解 UC 小鼠结肠组织黏膜的损伤，通过抑制

PI3K/Akt 信号通路，调控炎症细胞因子和凋亡过

程，发挥黏膜保护、抗炎和抗凋亡的作用。 
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