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吴茱萸次碱调控TGF-β1/Smad3信号通路

改善小鼠溃疡性结肠炎的作用机制研究

水寅萍1,濮之晨2

(1.皖南医学院研究生学院,安徽 芜湖 241002;

2.皖南医学院弋矶山医院,安徽 芜湖 241001)

摘 要:目的 研究吴茱萸次碱(Rut)对溃疡性结肠炎小鼠的肠道保护作用,并探究其作用机制。方法 使用饮用葡聚

糖硫酸钠盐(DSS)法制造小鼠溃疡性结肠炎损伤模型。按照随机原则将小鼠分为对照组、模型组、Rut低剂量组(10mg/

kg)、Rut中剂量组(30mg/kg)、Rut高剂量组(100mg/kg),每组各10只。造模结束后灌胃各剂量Rut,连续1周。记录

小鼠的体重变化,HE染色检测肠组织病理变化;酶标记免疫吸附法(ELISA)测定血清炎性因子IL-6、IL-1β及 TNF-α
水平;WesternBlot检测TGF-β1/Smad3相关的表达。结果 与对照组相比,模型组肠组织内炎症因子IL-6、IL-1β及

TNF-α表达水平升高(P<0.05),TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋白表达水平升高(P<0.05);与模型组相比,Rut各剂量

治疗组小鼠肠损伤减轻,炎症因子IL-6、IL-1β及 TNF-α表达水平下降(P<0.05),TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋白表达

水平下降(P<0.05)。结论 本研究结果表明Rut能够有效地保护小鼠溃疡性结肠炎,其作用机制可能与TGF-β1/

Smad3信号通路有关。
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ThemechanismofrutaecarpinregulatingTGF-β1/Smad3signaling
pathwaytoimproveulcerativecolitisinmice

ShuiYinping,PuZhichen

(1.GraduateSchool,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China;

2.YijishanHospital,TheFirstAffiliatedHospitalofWannan
MedicalCollege,Wuhu241001,Anhui,China)

  Abstract: Objective Tostudytheprotectiveeffectofrutaecarpin(Rut)ontheintestinaltractofulcera-
tivecolitismiceandexploreitsmechanism. Methods Ulcerativecolitisinjurymodelwasestablishedby
drinkingdextransulfate(DSS)method.Themicewererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroup,

low-doseRutgroup(10mg/kg),medium-doseRutgroup(30mg/kg)andhigh-doseRutgroup(100mg/kg),

with10miceineachgroup.Afterthemodeling,miceweregivenRutinvariousdosesbyintragastricadminis-
trationfor1week.Thechangesofbodyweightwererecorded,andthepathologicalchangesofintestinaltissue
weredetectedbyHEstaining.SerumlevelsofinflammatoryfactorsIL-6,IL-1βandTNF-αweredetermined
byenzyme-labeledimmunosorbentassay(ELISA).TheexpressionofTGF-β1/Smad3wasdetectedbyWestern
Blot. Results Comparedwiththecontrolgroup,theexpressionlevelsofinflammatoryfactorsIL-6,IL-1β
andTNF-αinintestinaltissueinthemodelgroupwereincreased(P<0.05),theexpressionslevelsofTGF-
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β1,p-Smad3/Smad3proteinwereincreased(P <0.05).Comparedwiththemodelgroup,intestinalinjury
wasalleviatedandtheexpressionlevelsofinflammatoryfactorsIL-6,IL-1βandTNF-αweredecreasedinmice
invariousdosesRutgroup(P<0.05),theexpressionlevelsofTGF-β1andp-Smad3/Smad3proteinwerede-
creased(P<0.05). Conclusion TheresultssuggestthatRutcaneffectivelyprotectmicefromulcerative
colitis,anditsmechanismmayberelatedtoTGF-β1/Smad3signalingpathway.
  Keywords: rutaecarpin;colitis,ulcerative;inflammation

  溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)是炎症性肠

病的主要形式,患者的肠黏膜出现慢性 炎 症 和 溃

疡[1-2]。持续反复腹泻、血便、脓便、腹痛及全身症状是

UC的主要临床表现[3]。国外其发病率为十万分之

八,在中国则为每十万分之二,且呈逐年上升。并且,
由于UC的难以根治,患者面临较高的癌变风险。有

9%~10%的UC患者因结直肠癌而死亡[4-5],目前UC
的发病机制尚未完全阐明,多数学者认为免疫系统障

碍和肠道微生物失衡、环境变化、基因变异等因素与

UC的发生密切相关[6-7]。现临床治疗 UC常用药主

要包括氨基水杨酸类、免疫抑制剂、类固醇和一些生物

制剂等[8]。但是这些药物会引起诸多不良反应如恶

心、呕吐;库欣综合征;骨髓抑制和感染等问题[9]。

TGF-β1是一种调节细胞生长及分化的抗炎细胞

因子,具有多种生物学活性,对淋巴细胞增殖和功能有

抑制作用,并且抑制巨噬细胞的激活[10-11]。Smads家

族成员是TGF-β下游的信号分子,而Smad3是这一

信号通路重要的启动者[12],帮助 TGF-β从细胞外转

导到细胞核内[13]。TGF-β1/Smad3可通过诱导细胞

外基质成分胶原蛋白和黏蛋白的合成,减少细胞外胶

原蛋白分解酶的释放,促进纤维化形成,有益于损伤组

织的纤维化修复信号通路调控免疫反应[14-17],但同时

TGF-β为化学趋化因子,对单核细胞具有促炎作用,
可能会加重肠道炎症[18],有研究表明TGF-β1/Smad3
在UC模型的大鼠中明显升高,提示该通路可能在

UC的发生中发挥重要的作用[17-19]。

Rut是从吴茱萸中分离出来的具有生物活性的生

物碱,吴茱萸是一种在临床上用于治疗头痛、腹痛、产
后出血、痢疾和闭经的多功能中药,Rut作为其中最具

代表性的吲哚吡啶喹唑啉类生物碱对治疗各种心脑血

管和代谢疾病具有显著的药理作用。之前的研究发现

了Rut对UC模型小鼠具有一定的治疗作用,但其中

潜在的分子机制仍未阐明,本次实验研究的主要目的

是研究Rut治疗UC模型小鼠的作用机制。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验动物 本研究选用SPF级雄性昆明小鼠

50只,8周龄,体重19~23g,小鼠购自北京维通利华

实验动物有限公司[动物使用许可证号:SYXK(Wan)

2022-4534],小鼠均饲养在安徽医科大学动物中心,每
周检查食物摄入量和体重。所有实验程序均经安徽医

科大学动物实验伦理委员会批准(LISC20180460)。

1.1.2 试验试剂 Rut购自德斯特生物,IL-6、TNF-
α、IL-1βELISA试剂盒、HE染色试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所,BCA蛋白浓度测定试剂盒、WB
检测试剂盒、DAB化学发光试剂盒购自碧云天生物技

术有限公司,GAPDH抗体、TGF-β1、Smad3/p-Smad3
一抗抗体和山羊抗鼠IgG、山羊抗兔IgG购自Affini-
ty、葡聚糖硫酸钠(DDS)购自陶素生物。

1.1.3 实验仪器 多功能酶标仪(德国徕卡公司);凝
胶成像系统(美国伯乐公司);电泳设备(美国伯乐公

司);电子分析天平(深圳市奥斯微光学仪器有限公

司);麻醉机(上海勤翔科学仪器有限公司);SC-2546
低温高速离心机(美国 ThermoFisher公司);倒置荧

光显微镜(德国徕卡公司)。

1.2 试验方法

1.2.1 UC模型小鼠的构建和吴茱萸碱的治疗 在

适应性喂养1周之后,将小鼠分为5组(n=10):对照

组、模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组。对照组小

鼠给予无菌水,模型组和治疗组小鼠给予含有3%DSS
水,小鼠均可自由获得水源。在造模1周后,低剂量

组、中剂量组、高剂量组分别按照10mg/kg、30mg/

kg、100mg/kg来灌胃Rut,对照组和模型组小鼠每天

灌胃等量的生理盐水,持续1周后解剖取材。

1.2.2 小鼠体重的测量 从试验造模到结束,每天都

测量小鼠的体重,通过小鼠体重的变化来判断小鼠的

的疾病状态。

1.2.3 ELISA检测小鼠的肠组织中的IL-6、TNF-α、

IL-1β的含量 将各组小鼠的肠组织加入生理盐水后

研磨,离心10min(4℃,3000r/min)后取上清,按照

试剂盒说明书配制试剂、标准品、样品。接着加样、加
酶、温育、配液、洗涤,最后显色,用酶标仪测定各孔的

吸光度值。

1.2.4 HE检测各组小鼠肠组织的病理变化 组织

切片置于二甲苯Ⅰ中12~15min,再置于二甲苯Ⅱ中

12~15min,分别置于无水乙醇Ⅰ和无水乙醇Ⅱ中各

5~10min,依次置于90%乙醇、80%乙醇、70%乙醇

中各5min,最后浸没于蒸馏水5min,使其彻底水化,
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置于苏木素染液5min后用流水冲洗10min,过蒸馏

水后浸没于伊红染液15s,随后继续流水冲洗10
min,洗去未结合的染液,烘干切片后中性树脂封片,
显微镜下拍片观察。

1.2.5 WesternBlot检 测 各 组 小 鼠 中 TGF-β1/

Smad3蛋白表达 将蛋白定量后,样品加入到胶孔

中,倒入充足电泳液且加样后开始电泳,初始电压为

75V,大约30min,待marker分离后调至120V直到

条带跑到玻璃板最底部为止(大约60min),将提前于

甲醇中活化的PVDF膜根据“黑胶白膜”模式覆盖于

胶上(膜和凝胶之间防止出现气泡),在恒定电流为

200mA条件下开始转膜;将转膜结束的PVDF膜浸

泡于5%的脱脂牛奶中,摇床上孵育1~2h,TBST洗

5min,重复4次,根据抗体说明书提前配置一抗,将

PVDF膜浸泡于对应的抗体稀释液中,4℃轻摇孵育

过夜,室温下复温30min后 TBST 洗5min,重复4
次,根据抗体说明书提前配置二抗,摇床上孵育1~2
h,TBST洗5min,重复4次,避光配制显色液,涡旋混

匀后用伯乐显影仪曝光。

1.2.6 统计学方法 采用SPSS22.0对数据进行分

析,所有数据用(췍x±s)表示,组间比较采用方差分析,
两两之间比较使用t检验,P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 实验结果

2.1 小鼠的体重变化 与对照组相比,第7天到第

14天模型组小鼠的体重降低(P<0.05),在给予Rut
治疗后,小鼠的体重有了一定程度的恢复,见表1。

                       表1 各组小鼠体重列表                单位:g

组别 n 实验前 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

对照组 10 26.05±3.54 26.14±5.56 27.71±3.82 28.53±4.76 28.74±5.16 28.88±3.19 29.64±5.22 30.23±4.32
模型组 10 27.13±5.37 27.26±6.72 27.26±1.91 26.2±5.93 25.22±5.54 24.08±6.59 22.27±4.77 20.60±6.81a

Rut低剂量组 10 27.06±3.22 27.26±5.7 27.91±3.6 26.20±6.2 25.44±5.2 24.68±5.3 23.58±1.2 22.59±4.3
Rut中剂量组 10 28.32±5.21 28.82±4.9 28.96±4.3 27.85±4.7 27.40±4.3 26.62±5.4 25.58±1.2 25.42±3.7
Rut高剂量组 10 27.98±4.89 28.87±6.1 28.21±5.3 27.72±3.8 27.09±6.2 26.72±5.8 26.74±3.2 26.71±3.4b

                      表1(续) 各组小鼠体重列表               单位:g

组别 n D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14

对照组 10 31.14±4.34 31.52±2.66 31.79±3.72 32.62±4.37 32.06±4.83 32.11±4.48 32.82±5.61
模型组 10 20.14±2.83a 19.65±5.23a 18.62±5.24a 18.44±4.29a 17.56±4.93a 16.98±3.96a 16.75±3.88a

Rut低剂量组 10 22.26±4.52 22.91±5.08 23.06±3.86b 24.32±2.84b 24.45±3.82b 25.61±2.86b 26.41±3.96b

Rut中剂量组 10 24.75±3.82b 24.93±5.77b 25.77±5.43b 25.93±6.01b 26.56±4.73b 26.88±3.19 27.82±4.46b

Rut高剂量组 10 25.71±4.83b 25.29±3.85b 25.69±4.35b 26.47±3.27b 26.62±3.42b 27.93±4.81 28.63±4.51b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与对照组相比,a:P<0.05,与模型组相比,b:P<0.05。

2.2 各组小鼠肠组织 HE染色结果 由图1HE染

色结果可以看出,对照组各层结构清晰无缺损,分层明

显,未见炎症细胞浸润。模型组黏膜层缺损不完整,黏
膜层及黏膜下层结构模糊不清晰,可见大量炎症细胞

浸润。低剂量组部分黏膜层缺失,黏膜层结构模糊,较
多炎症细胞浸润。中剂量组和高剂量组各层结构较清

晰,小部分黏膜层缺损、稍模糊,较少炎症细胞浸润。

图1 小鼠肠组织 HE染色(×200)

2.3 小鼠肠组织中相关炎症因子的表达 与对照组

相比,模型组小鼠肠组织中的炎症因子IL-6、TNF-α、

IL-1β水平升高(P<0.05);在给予Rut治疗后,小鼠

肠组织中的IL-6、TNF-α、IL-1β下降,与模型组比较,
差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

2.4 TGF-β1/Smad3在小鼠肠组织中的表达 与对
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照组相比,模型组小鼠的肠组织中TGF-β1的表达升

高(P<0.05),总Smad3的表达未出现显著变化,但
是p-Smad3的表达升高(P <0.05);与模型组相比,

Rut治疗组的TGF-β1表达减少(P <0.05),并且在

总Smad3不变的情况下,p-Smad3的表达降低(P <
0.05)。见图2。

表2 各组小鼠肠组织中的IL-6、TNF-α、

        IL-1β对比结果    单位:mmol/L

组别 n IL-6 TNF-α IL-1β
对照组 10 65.32±6.52 35.71±6.21 85.35±6.35
模型组 10 121.36±6.31a 75.32±3.43a 135.39±7.69a

Rut低剂量组 10 102.35±5.24b 65.37±6.31b 112.35±4.37b

Rut中剂量组 10 88.30±4.35b 51.49±4.66b 90.37±4.57b

Rut高剂量组 10 80.85±3.25b 33.62±2.15b 72.54±3.59b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与对照组相比,a:

P<0.05;与模型组相比,b:P<0.05。

注:与对照组比较,**P<0.01;

与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图2 TGF-β1/Smad3在小鼠肠组织中的表达情况

3 讨论

UC是一种慢性炎症性疾病,[20]由免疫反应失调、
肠道菌群失调和遗传易感性共同引起。肠道菌群和肠

道免疫系统可能在这种疾病中起着至关重要的作

用[21]。临床特征主要包括如腹泻、痰、脓、血便、腹部

疼痛等,UC是反复发作的慢性疾病而且可以发生在

任何年龄,对男性和女性都是如此,常见于中青年,虽
然治疗UC的主要药物有显著的治疗效果,但长期使

用已出现不良反应,长期以来在中国和许多其他亚洲

国家广泛使用的中药,可能为 UC患者提供另一种选

择[22]。Rut是中国传统的中药之一,具有多种药理活

性,在多种疾病中都显示出其功效,有研究表明[23],

Rut可以通过抑制NF-κB信号通路从而抑制炎症发挥

对糖尿病小鼠系膜细胞的保护作用。对于特应性皮

炎,Rut可以通过抑制多种炎症因子如IL-4、IL-5、IL-
13来发挥治疗作用[24]。并且Rut对于小鼠肝脏缺血

再灌注损伤也有一定的保护作用[25]。一项较早的研

究也表明Rut可以抑制炎性浸润、渗出和组织增生,减
轻结肠黏膜的病理损害和抑制肠道平滑肌运动,对实

验性动物急性结肠炎有较好的治疗作用[26],但其并未

对药理机制进行进一步的探索。
本研究表明Rut对于小鼠的 UC有缓解作用,其

原因可能与其抗炎的作用有关。本次实验研究结果表

明,炎症因子IL-6、TNF-α、IL-1β在UC小鼠的肠组织

中出现了显著升高,过高的炎症水平可能破坏肠组织

细胞中的平衡从而引起肠损伤,HE的结果也印证了

这一点。在给予 Rut之后,小鼠肠组织中的IL-6、

TNF-α、IL-1β都出现了较为明显的下调,同样 HE结

果也显示了Rut治疗可以有效缓解 UC引起的肠损

伤,这种药理作用具有一定的浓度依赖性,这一作用可

能是通过TGF-β1/Smad信号通路实现的。

TGF-β1是参与到机体炎症免疫的重要细胞因子,
它可以激活下游的Smad3,这一信号传导可能会导致

炎症在细胞内的积累[27-28],炎症的发生发展是 UC造

成机体损伤的重要原因。研究发现在 UC小鼠中,

TGF-β1被 大 量 激 活,从 而 进 一 步 激 活 了 下 游 的

Smad3,使其大量磷酸化从而促进了炎症的发生发展,
而在Rut治疗后,TGF-β1和p-Smad3/Smad3的表达

量均有显著的下调,从而表明了在小鼠中Rut是通过

调控TGF-β1/Smad信号通路来改善 UC的。本研究

为今后临床上治疗UC提供了相应的理论基础。
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