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Abstract
AIM: To study the change of intestinal motility 
in trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced 
rat colitis and to investigate the mechanism 
underlying the anti-inflammatory action and 
regulating the expression of substance P(SP)and 
vasoactive intestinal Polypeptide (VIP) by 
Shenqing recipe (SQR).

METHODS: Rats were randomly divided into 
SQR high dose group, SQR low dose group,5-
ASA group, model Ⅰ group, model Ⅱ group 
and normal group with 10 rats in each group. 
Rats in model Ⅰ group were killed on day 3, 
and rats in the other groups were given medi-
cine on day 3, once a day for 7 days. Rats were 
killed after 7 days’ treatment. Histopathologi-
cal assessment of the colonic mucosa was per-
formed. MPO, MDA and SOD levels in the 
colonic mucosa were determined by ultraviolet 
spectrometer. The expression of neurotransmit-
ters including SP and VIP was detected by im-
munohistochemical staining.

RESULTS: Compared with the normal group, 
the colonic mucosal levels of MPO and MDA 
were increased (2.78 ± 0.26 vs 0.56 ± 0.20, 15.14 
± 2.02 vs 7.41 ± 1.19, P < 0.05), while the level of 
SOD was decreased in the model Ⅰ group (84.15 
± 6.27 vs 176.33 ± 12.06, P < 0.05). Compared 
with model Ⅱ group, the colonic mucosa levels 
of MPO and MDA were markedly decreased 
(1.03 ± 0.23, 1.57 ± 0.27, 1.59 ± 0.12 vs 2.03 ± 0.33; 
8.30 ± 1.27, 10.09 ± 1.09, 10.46 ± 1.37 vs 14.38 ± 1.84, 
P < 0.05), and the level of SOD was increased in 
the SQR high dose group, SQR low dose group 
and 5-ASA group (190.17 ± 7.71, 178.90 ± 8.59, 
176.13 ± 9.50 vs 107.09 ± 6.37, P < 0.05). Com-
pared with the normal group, the expression 
of VIP and SP of the colonic mucosal was de-
creased in model Ⅰ group (42 608.00 ± 4823.37 
vs 461 570.00 ± 18 227.7; 50 801.90 ± 7698.09 vs 
607 333.90 ± 34 166.35, P < 0.05). After treat-
ment, compared with the model Ⅱ group ,the 
expressions of VIP and SP were up-regulated in 
SQR high dose group, SQR low dose group and 
5-ASA group (302 253.10 ± 11 484.92, 171 014.7 
± 21 993.34, 158 355.10 ± 13 855.66 vs 77 260.26 
± 9375.49; 419 171.36 ± 23 267.98, 279 572.17 ± 
26 645.82, 282 438.50 ± 13 236.13 vs 111 838.85 ± 
9698.09, all P < 0.05).

CONCLUSION: Our data indicate Shenqing 
recipe regulates the intestinal motility of SQR 
possibly through up- regulating the expressions 
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■背景资料
肠道动力学异常
与溃疡性结肠炎
(UC)的发病关系
得到医学界的重
视 ,  并 逐 渐 成 为
UC发病机制研究
的热点, 而P物质
(SP)、血管活性
肠肽(VIP)这两种
主要的肽能神经
递质在胃肠道电
生理和动力发生
以及动力障碍上
具有重要作用.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室



of VIP and SP.
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摘要
目的: 探讨三硝基苯磺酸(TNBS)诱导结肠炎
大肠道动力学异常的发病机制, 研究参青方消
炎愈溃, 以及调节结肠神经递质P物质(SP)、
血管活性肠肽(VIP)的作用机制. 

方法: 用TNBS复制实验性大鼠结肠炎模型, 
随机分为参青方高剂量组、参青方低剂量
组、美沙拉嗪组、模型Ⅰ组、模型Ⅱ组及正
常组, 每组各10只. 其中模型Ⅰ组于造模3 d时
处死, 其余5组均在3 d开始给药, 每日1次, 连
续给药7 d时处死. 取大鼠结肠病变部位标本, 
检测结肠组织中超氧化物歧化酶(SOD)、髓
过氧化物酶(MPO)及丙二醛(MDA)含量; 免疫
组化染色法检测SP和VIP的表达. 

结果: 模型Ⅰ组结肠黏膜MPO、MDA含量比
正常组增加(2.78±0.26 vs  0.56±0.20, 15.14
±2.02 vs  7.41±1.19, 均P <0.05), SOD含量减
少(84.15±6.27 vs  176.33±12.06, P <0.05); 与
模型Ⅱ组比较, 参青方高剂量组、参青方低
剂量组和美沙拉嗪组MPO、MDA含量明显
减少(1.03±0.23, 1.57±0.27, 1.59±0.12 vs  
2.03±0.33; 8.30±1.27, 10.09±1.09, 10.46
±1.37 vs  14.38±1.84, 均P <0.05), SOD含量
增加(190.17±7.71, 178.90±8.59, 176.13±
9.50 vs  107.09±6.37, 均P <0.05). 正常组大
鼠结肠组织可见VIP、SP阳性表达, 与正常
组比较, 模型Ⅰ组大鼠结肠组织SP、VIP表
达减少(42 608.00±4823.37 vs  461 570.00±
18 227.7; 50 801.90±7698.09 vs  607 333.90
±34 166.35, 均P <0.05), 经治疗后, 参青方
高剂量组、参青方低剂量组和美沙拉嗪组
SP、VIP表达上调(302 253.10±11 484.92, 
171 014.7±21 993.34, 158 355.10±13 855.66 
v s  77  260 .26±9375 .49 ;  419  171 .36±
23 267.98, 279 572.17±26 645.82, 282 438.50
±13 236.13 v s  111 838.85±9698.09, 均
P <0.05).

结论: 参青方能够上调结肠VIP和SP表达, 因
而具有调节肠道动力学的作用.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC), 是以腹

痛、腹泻、黏液脓血便、里急后重等为主要

症状, 以直、结肠黏膜及黏膜下层炎症和溃疡

形成为病理特点的一种慢性非特异性消化系疾

病. 大多研究侧重于异常免疫应答、炎症因子

等免疫发病机制为主的层面. 近年来, 肠道动力

学与溃疡性结肠炎的发病关系得到医学界的重

视, 并逐渐成为UC发病机制研究的热点[1]. 本
文对三硝基苯磺酸(trinitrobenzene sulfonic acid, 
TNBS)诱导结肠炎大鼠结肠P物质(substance 
P, SP)、血管活性肠肽(vasoact ive intest inal 
polypeptide, VIP)2种主要的肽能神经递质进行

了研究, 探讨其调节肠道动力作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂清洁级健康S D大鼠60只, 体质量

180-200 g, 购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司. 随机分为6组, 即正常组、模型Ⅰ组、

模型Ⅱ组、美沙拉嗪组、参青方低剂量组、

参青方高剂量组, 每组10只. 参青方由青黛、

参三七、地榆等组成 ,  由上海家化医药科技

有限公司提供. 美沙拉嗪肠溶片(mesa laz ine, 
-aminosalicylic acid, 5-ASA), 商品名惠迪, 由佳

木斯鹿伶制药有限责任公司生产. 2, 4, 6-三硝

基苯磺酸(TNBS)为美国Sigma公司产品. 兔抗大

鼠VIP多克隆抗体, 购自美国Santa Cruz公司. 兔
抗大鼠SP多克隆抗体, 购自英国ABCAM公司. 
髓过氧化酶(myoleperoxidase, MPO)、超氧化

物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、丙二醛

(malonaldehyde, MDA)测试盒均为南京建成生

物工程研究所产品.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 除正常组大鼠之外, 其余动物参考文

献制备TNBS诱导结肠炎大鼠模型[2]. 造模前将

大鼠禁食不禁水24 h后, ip氯胺酮2 mL/kg麻醉大

鼠, 用大鼠直灌胃针从肛门插入肠道深约8 cm, 
向每只大鼠结肠内注入100 mg/kg浓度TNBS原
液0.4 mL+500 mL/L乙醇溶液0.25 mL, 然后注入
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■研发前沿
UC是临床常见难
治 性 疾 病 ,  目 前
西医治疗存在疗
效欠佳、复发率
高、副作用大及
价格昂贵问题. 中
医药治疗本病具
有 优 势 .  参 青 方
( 青 黛、参 三 七 , 
一见喜等)是口服
结肠靶向制剂参
青肠溶片的原料
药, 具有清热解毒
化湿, 凉血化瘀止
血, 祛腐生新愈疡
之功, 持续应用能
有效防止溃疡性
结肠炎复发, 是中
药治疗该病的有
效方剂.
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约0.3 mL空气, 并用夹子夹住大鼠肛门约2 h. 造
模后大鼠归笼, 自然清醒, 自由饮食.
1.2.2 给药: 于造模后3 d开始, 各组大鼠经肛

门给药. 配置5 g/L的羧甲基纤维素钠(sodium 
carboxymethylcellulose, CMC-Na)溶液. 各组给

药剂量及浓度(W/V)如下: 美沙拉嗪组: 美沙拉

嗪肠溶片(5-ASA)临床成人用量为50 mg/(kg·d), 
大鼠给药剂量则按600 mg/(kg·d), 配成溶液浓度

为60 g/L, 用CMC-Na溶液溶解, 下同. 参青方原

处方临床成人用量为45.2 g原料药每天, 按成人

体质量60 kg计算, 即每天原料药0.753 g/kg. 参青

方低剂量组: 剂量为1.2 g/(kg·d), 配成溶液浓度

为120 g/L. 参青方高剂量组: 剂量为2.4 g/(kg·d), 
配成溶液浓度为240 g/L. 给药体积为1 mL/100 g
体质量, 经肛门给药每天1次, 连续7 d. 正常组和

模型Ⅱ组经肛门给予等体积的5 g/L CMC-Na.
1.2.3 标本采集: 模型Ⅰ组于3 d, 其余各组大鼠

于给药7 d(即造模处理10 d)后取材. 分离结肠, 
沿肠系膜纵轴剪开肠腔, 剪取距肛门8 cm左右病

变的结肠段, 纵向剖开冰生理盐水冲洗干净后

平展于过滤纸上, 一部分结肠组织经40 g/L的中

性甲醛溶液固定后, 常规脱水、浸蜡、透明、

包埋, 4 μm厚度切片, 分别行常规HE染色和免疫

组化染色. 其余部分结肠组织迅速置于液氮中, 
然后转入-80℃冰箱保存, 留待行检测MPO、

MDA、SOD的含量检测.
1.2.4 结肠组织病理形态学观察: 切片HE染色后

以Olympus显微镜观察并拍照.
1.2.5 结肠组织MOP、SOD和MDA水平的测定: 
测定方法按MPO、SOD和MDA试剂盒说明书

操作.
1.2.6 免疫组化检测: 采用EnVision免疫组化染

色法(两步法), 操作过程按照试剂盒说明书进

行, 兔抗大鼠SP、VIP多克隆抗体稀释倍数为 
1∶100. 每张切片分析3个视野, 采用IMS细胞图

像分析系统(上海申腾信息技术有限公司)分析

切片免疫组化图像中阳性区域面积和吸光度值

(A ), 并计算免疫组化指数(HIC-I). 免疫组化指数 
= 阳性面积(Area+)×A , 从而描述或反应样本的

阳性情况.
统 计 学 处 理  所有计量资料的数据均以

mean±SD表示, 各组数据进行正态检验及方差

齐性检验, 采用SPSS11.5统计软件进行单因素

方差分析(analytic of variance, ANOVA)和LSD-
t (least significant difference-t )检验进行组间比较, 
P <0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 光镜下结肠组织病理学改变 正常组大鼠结

肠黏膜上皮完整、连续, 细胞与腺体排列规则, 
黏膜、固有层内血管和纤维间质正常, 肌层无

异常; 模型Ⅰ组大鼠结肠黏膜出现广泛坏死、

糜烂、腺体结构紊乱, 可见溃疡及隐窝脓肿形

成, 个别溃疡深达黏膜下层甚至肌层, 炎症细胞

浸润全层, 并可见到淋巴滤泡及巨噬细胞. 模型

Ⅱ组仍有黏膜层糜烂, 黏膜及黏膜下层炎细胞

浸润较前有所好转, 溃疡底部已见肉芽组织增

生, 部分糜烂黏膜表面已有上皮移行修复迹象. 
参青方低剂量组和美沙拉嗪组可见程度不同的

黏膜上皮移行修复, 肉芽组织增生, 固有层中腺

体呈管状增粗, 可见散在淋巴细胞及巨噬细胞. 
参青方高剂量组黏膜下层和肌层轻度水肿, 炎
症细胞减少, 并见肉芽组织参与修补, 多数表面

已出现上皮修复, 黏膜腺体恢复接近正常(图1).
2.2 结肠组织MOP、SOD和MDA水平 与正常组

比较, 模型Ⅰ组及模型Ⅱ组大鼠病变结肠组织

MPO、MDA含量均明显升高, SOD含量均明显

减少, 差异有显著性意义(P <0.05); 实验结束时, 
与模型Ⅱ组比较, 参青方高剂量组、参青方低

剂量组和美沙拉嗪组的MPO、MDA含量均显

■相关报道
Kimura et al 研究
指出 ,  活动性UC
患者的VIP神经元
和SP神经元均减
少. 特别是在脓肿
周围, VIP神经原
几乎是缺如的, 而
在其未被累及的
黏膜中分部则没
有改变. 

表 1 各组大鼠结肠组织MOP、SOD和MDA水平 (mean±SD, n  = 6)

     
分组              MPO(U/g)                  MDA(nmol/mg prot)                 SOD(U/mg prot)

正常组          0.56±0.20                      7.41±1.19                176.33±12.06

模型Ⅰ组          2.78±0.26a                    15.14±2.02a                  84.15±6.27a

模型Ⅱ组          2.03±0.33a                    14.38±1.84a                107.09±6.37a

美沙拉嗪组         1.59±0.12e                    10.46±1.37e                176.13±9.50e

参青方低剂量组         1.57±0.27e                    10.09±1.09e                178.90±8.59e

参青方高剂量组         1.03±0.23ce                      8.30±1.27ce                190.17±7.71ce

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  参青方低剂量组; eP<0.05 vs  模型Ⅱ组.
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著减少, SOD含量均显著增加(P <0.05); 但参青

方低剂量组与美沙拉嗪组比较, 两者差异无显

著性意义(P >0.05, 表1).
2.3 结肠组织SP、VIP的免疫组化染色 免疫组

化染色显示: SP、VIP阳性产物为棕黄色或棕

褐色, 分布于正常组大鼠肠道黏膜层、黏膜下

层、肌层; 而在结肠炎大鼠的再生黏膜腺体、

溃疡边缘腺体及溃疡底部肉芽组织中表达明显

减少. 通过分析免疫组化指数表明: 与正常组大

鼠比较, 模型Ⅰ组大鼠结肠组织VIP、SP表达明

显减少, 差异有显著性意义(P <0.05); 实验结束

时, 与模型Ⅱ组比较, 参青方高剂量组、参青方

低剂量组和美沙拉嗪组结肠组织VIP、SP表达

均显著增加(P <0.05); 参青方高剂量组结肠组织

VIP、SP表达高于参青方低剂量组和美沙拉嗪

组(P <0.05); 但参青方低剂量组与美沙拉嗪组比

较, 两者差异无显著性意义(P >0.05, 表2).

3  讨论

UC的发病率和患病率在我国有明显增加趋势[3],
其发病机制尚在研究中. 中性粒细胞、炎性介

质是导致UC溃疡、糜烂的最直接因素. MPO是

中性粒细胞中的一种酶, 在单核和巨噬细胞中

也有少量存在, 故其含量的增高可以反映中性

粒细胞在某一组织中的增高, 间接反映炎症在

组织中的存在. 因此, 凡是存在中性粒细胞浸润

的组织都可以通过MPO活性测定来决定细胞浸

润程度. 对于他的检测能较好地反映本病急性

■创新盘点
本文采用免疫组
化染色法检测大
鼠结肠病变部位
SP、VIP的表达, 
结果提示参青方
能够上调结肠VIP
和SP表达, 因而具
有调节肠道动力
学的作用. 

表 2 各组大鼠结肠组织SP、VIP免疫组化指数比较 (mean±SD)

     分组             n              SP(HIC-I)                 VIP(HIC-I)

正常组          10               461  570.00±18  227.7   607  333.90±34  166.35

模型Ⅰ组          10                 42  608.00±4823.37a     50  801.90±7698.09a

模型Ⅱ组            9                 77  260.26±9375.49a   111  838.85±9698.09a

美沙拉嗪组         10               158  355.10±13  855.66e   282  438.50±13  236.13e

参青方低剂量组           9                 171  014.7±21  993.34e   279  572.17±26  645.82e

参青方高剂量组         10               302  253.10±11  484.92ce   419  171.36±23  267.98ce

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  参青方低剂量组; eP<0.05 vs  模型Ⅱ组. 模型Ⅰ组和参青方低剂量组各死亡1

只大鼠, 对其进行解剖后均可见到明显的结肠粘连现象, 统计时去除.

图 1 大鼠结肠黏膜组织病理学改变(HE×200). A: 正常组; B: 模型Ⅰ组; C: 模型Ⅱ组; D: 美沙拉嗪组; E: 参青方低剂量组; F: 

参青方高剂量组.

A B C

D E F
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炎症期(致炎后1 wk内)中性粒细胞浸润情况, 作
为评价本病的急慢性病理改变和炎症程度具有

重要意义[4]. 一些学者报道认为氧自由基(oxygen 
free radicals, OFR)在UC发病过程中起者重要作

用[5]. 当OFR形成过量或抗氧化系统削弱, OFR
可引起机体一系列损伤, 其中最重要的是触发

细胞膜上的多不饱和脂肪酸发生脂质过氧化的

链式反应, 产生MDA等脂质过氧化物, 使组织损

害进一步加重[6]. 测定MDA含量不仅可间接反

映OFR生成的多少, 同时也是OFR触发生物膜脂

质过氧化反映的直接证据和膜结构受损程度的

指标[7]. 而SOD是体内最重要的自由基-超氧阴

离子自由基的天然清除剂, 可以保护细胞免受

损伤. 检测SOD含量可以间接了解自由基在体

内的状况和机体清除氧自由基的能力[8]. 
肠肽能神经递质包括VIP、SP等. 他们能

有效调节肠道免疫活性, 与UC的发病机制有一

定联系. VIP是一种含28个氨基酸残基的碱基多

肽, 在整个消化系肌间丛分布着VIP免疫反应

阳性胞体与纤维, 其主要作用是舒张胃肠平滑

肌、舒张血管和刺激腺体分泌. ICC与VIP神经

元连接紧密, 其细胞膜上发现有VIP-1和VIP-2受
体. SP为含11个氨基酸残基的直链多肽, 分布人

体全身, 以胃肠道和中枢神经系统浓度最高. SP
为胃肠感觉和运动神经元的兴奋性递质, 其生

理作用为强烈促进消化系平滑肌收缩, 刺激小

肠、结肠黏膜分泌水和电解质等. 
以前研究已证实在炎症性肠病累及的肠段

中肠神经肽含量及其神经分布均有显著的变化, 
而这些改变都与病变结肠腺体和血管的固有层

的改变相关. Kimura et al [9]研究指出, 活动性UC
患者的VIP神经元和SP神经元均减少. 特别是在

脓肿周围, VIP神经原几乎是缺如的, 而在其未

被累及的黏膜中分部则没有改变. Surrenti et al [10]

测定了中度及重度UC患者结肠直肠黏膜中VIP
的含量, 发现他明显减少, 而且VIP的减少与黏

膜炎症程度显著相关. Surrenti et al推测, VIP的
下降是一个继发现象, 即继发于黏膜的炎症损

伤. Delgado et al [11]研究发现VIP能阻止诱导型一

氧化氮合酶(iNOS)在巨噬细胞的转录, 而已有实

验发现, 在活动性炎症性肠病, 结肠黏膜中NO产

生过多可加重黏膜损伤, 结肠黏膜中iNOS活性

增加与炎症程度相关, 由此推测VIP的下降也可

能通过此途径参与了黏膜的炎症反应. Törnblom  
et al [12]研究发现: UC患者的ENS由胆碱能神经节

变为SP神经节, 这一改变可能是UC肠道动力学

改变的神经基础. Vento et al [13]在研究了UC患者

中SP与生长相关蛋白243(GAP243)关系后发现, 
UC患者中GAP243没有变化, 因为GAP243是与

神经再生相关的, 可以反映神经再生的发生, 由
此推断UC患者SP的升高与肠神经元的再生没

有明显关系, 亦即UC中没有明显的肠神经元再

生发生, 而SP的升高可能与SP的合成增多有关, 
过多的SP合成造成SP反应性神经纤维变得明显, 
这也解释了很多研究发现的UC患者中SP反应

性神经纤维明显增多的结论. 也有研究[14]得出在

严重UC患者肠道SP含量是下降的, 其机制可能

与血管活性肠肽下降机制类似, 由于疾病严重

期造成的黏膜神经受到很大破坏有关. 
本实验结果表明: 参青方治疗溃疡性结肠

炎的机制之一可能是降低结肠组织MPO含量, 
增加肠道组织黏膜SOD含量, 清除氧自由基从

而改善肠道黏膜损害. 在TNBS诱导大鼠结肠炎

模型中, 黏膜的神经元分布改变伴随着黏膜炎

症损害. 由于神经肽是重要的免疫调节因子, 其
改变可能引起结肠黏膜免疫功能的异常, 从而

导致结肠黏膜损害及肠道动力学改变. 参青方

可能通过消炎愈溃, 修复受损结肠黏膜, 改善病

变部位神经递质VIP和SP表达, 从而调节肠动力. 
参青方(青黛、参三七, 一见喜等)是口服结

肠靶向制剂参青肠溶片的原料药, 是建立在龙

华医院自制剂型清肠栓的良好疗效基础上, 继
续以清热化湿、活血止血立法, 改进药物组成

配方, 研制中药口服pH依赖性结肠靶向定位释

放的新剂型. 他在回盲部崩解释放, 直接作用于

靶器官, 既体现和提升了中医药治疗溃疡性结

肠炎的简、便、廉、验特色, 又富有创新性, 具
有良好的开发和产业化前景. 本实验对参青方

调节UC肠道动力学的机制进行初步研究, 为中

医药治疗UC提供了新的思路和方法. 
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