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·基础论著· 

康复新联合 5-ASA 对溃疡性结肠炎大鼠结肠

黏膜 IFN-γ、IL-4 和 IL-12 表达的影响 

郭艳娥  霍丽娟 

【摘要】  目的  观察康复新、5-ASA 及两者联合用药治疗大鼠溃疡性结肠炎（UC）的疗效。方法  采
用 2，4，6-三硝基苯磺酸（2，4，6-TNBS）复制大鼠 UC 模型，并随机将其分为正常对照组、模型组、5-ASA
治疗组、康复新治疗组以及联合治疗组，采用酶联免疫吸附法（ELISA）检测大鼠血清中 IFN-γ、IL-4、IL-12
的水平、采用免疫组织化学法检测大鼠结肠黏膜中 IFN-γ、IL-4、IL-12 的表达、实时荧光定量 PCR（RT-PCR）
检测结肠黏膜中 IFN-γ、IL-4、IL-12 mRNA 的表达。结果  与模型组相比，康复新、5-ASA、联合治疗组

大鼠血清中 IL-12、IFN-γ 的表达降低（P＜0.01），IL-4 的表达升高（P＜0.01）；与康复新组和 5-ASA 组

相比，联合治疗组大鼠血清中 IL-12 和 IFN-γ 的水平表达明显下降（P＜0.01），而 IL-4 的表达水平明显升

高（P＜0.01）。康复新组与 5-ASA 组比较无显著差异（P＞0.05）。结论  康复新可作为一种治疗大鼠 UC
的药物，且疗效与 5-ASA 相当，与 5-ASA 联合应用可达到最佳的治疗效果。 

【关键词】  康复新；  氨基水杨酸类；  结肠炎，溃疡性；  干扰素Ⅱ型；  白细胞介素 4；  白细

胞介素 12 
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【Abstract】  Objective  The research is to observe the efficacy of Kangfuxin, 5-ASA respectively as well 
as that of the two combined in ulcerative colitis (UC) in rats. Methods  After the UC model being induced in the 
adult Waster rats through 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS), the rats are randomly divided into five 
groups: the normal group, the model group, the 5-ASA group, the Kangfuxin group and the combined group. Then 
enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) and immunohistochemistry are adopted to examine the level and 
expression of IFN-γ, IL-4, IL-12; Real-time PCR is used to determine their mRNA expressions. Results  Compared 
with model group, IL-12 and IFN-γ expressions of the Kangfuxin, 5-ASA and combined groups decreased 
(P＜0.01), while their IL-4 expression increased (P＜0.01). Compared with the KangFuxin and 5-ASA groups, 
IL-12 and IFN-γ expression of the combined group decreased significantly (P＜0.01), while its expression of IL-4 
rose tremendously(P＜0.01). The Kangfuxin group and the 5-ASA group showed no significant difference (P＞ 
0.05). Conclusion  As an effective drug therapy for UC, Kangfuxin's efficacy is similar to 5-ASA. The combined 
therapy of the two seems to be superior to single-agent therapy. 

【Key words】  Kangfuxin;  Aminosalicylic acids;  Colitis, ulcerative;  Interferon type II;  Interleukin-4;  
Interleukin-12 

    
溃疡性结肠炎（ulcerative colitis， UC）的发病目

前认为主要与环境、遗传、感染、免疫等因素有关[1]。

其中免疫反应异常是UC发病的主要因素，而免疫反应

是受细胞因子调节的，其中γ干扰素（IFN-γ）、白细
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胞介素-4（IL-4）、和白细胞介素-12（IL-12）是目前

被公认的能介导UC发病的主要细胞因子。而目前治疗

UC的主要药物是氨基水杨酸类制剂，包括柳氮磺氨吡

啶和 5-ASA制剂，康复新液主要成分为多元醇类及肽

类活性物质，具有促进肉芽组织增长，促进血管新生，

加速坏死组织脱落，修复溃疡及创面，消除炎性水肿，

提高巨噬细胞吞噬功能，增强机体免疫及调节机体的

生理平衡等作用。白班俊等 [2]尝试应用康复新联合
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5-ASA治疗UC患者，其疗效得到肯定。本文通过观察

应用康复新、5-ASA及两者联合治疗大鼠UC前后血清

IFN-γ、IL-4、IL-12 水平、结肠黏膜中IFN-γ、IL-4、IL-12 
mRNA表达水平的变化，进一步探讨IFN-γ、IL-4、IL-12
在UC发病中的作用机制以及康复新、5-ASA以及两者

联合治疗UC的疗效，为临床寻找新的治疗UC的方法提

理论依据。 

材料与方法 

一、实验动物 
雄性 SD 大鼠 50 只，体重（220±10）g，购自山

西医科大学实验动物中心。 
二、主要试剂和药物 
康复新液（含肽类、多元醇类、黏糖氨酸、粘氨

酸、多种氨基酸）由四川好医生攀西药业有限责任公

司生产；5-ASA 由山西省三九同达药业有限公司生产；

IFN-γ、IL-4、IL-12 ELISA、免疫组织化学试剂盒、PCR
引物、Total RNA 提取试剂盒均由武汉市博士德有限公

司提供。 
三、实验动物分组及给药方法 
随机选取 10 只大鼠作为对照组，以 0.6 ml 生理盐

水经导管导入结肠，1 次/d；另外参照 40 只大鼠以 5% 
TNBS 与无水乙醇配成体积比 1︰1 的混合液 0.6 ml 经
导管导入结肠，1 次/d[3]。灌肠 7 d 证实造模成功后，

将 40 只大鼠随机分为模型组、康复新治疗组、5-ASA
治疗组及联合用药组（5-ASA＋康复新），其中对照

组和模型组大鼠予生理盐水（5 ml/kg）灌肠，1 次/d；
其余各组予康复新液、5-ASA 溶液（5 ml/kg）灌肠，1
次/日；联合用药组每日定时予 5-ASA 溶液（5 ml/kg）、
8 h 后予康复新液（5 ml/kg）灌肠，用药 7 d。 

四、标本采集 
将各组大鼠用 2%戊巴比妥液腹腔注射麻醉，取腹

正中切口，腹主动脉采血，留取血清备用；自肛门处 2～
8 cm 处取结肠，剖开展平，肉眼和光镜下观察结肠黏

膜的变化，留取部分结肠黏膜组织备用。 
五、指标检测 
1. 血清 IFN-γ、IL-4、IL-12 的测定：采用 ELISA

法：（1）标准品液配制。（2）洗涤液的配制。（3）
一抗工作液的配制。（4）加样、洗板、加入一抗工作

液、加酶标抗体工作液、加入底物工作液、加入终止

液混匀，在 30 min 内用酶标仪在 450 nm 处测吸光值。

（5）结果判定：所有 OD 值都应减除空白值后再行计

算。以标准品浓度作横坐标，以其 OD 值作纵坐标，

用 ELISA 软件绘制标准曲线，输入各个样本 OD 值获

得相应的 IL-12、IL-4、IFN-γ 浓度值。  

2. 结肠黏膜组织 IFN-γ、IL-4、IL-12 mRNA 水平

测定：（1）总 RNA 提取。（2）RNA 浓度测定。（3）
反转录反应。（4）Real-time PCR：①配制 Real-time PCR
反应体系。②轻弹管底将溶液混合，短暂离心。③各

样品目的 mRNA 和内参（β-Actin）分别进行 Real-time 
PCR 反应。条件如下：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，59 ℃ 
1 min，共 40 个循环。④数据分析：ΔCt＝Ct 目的基因－

Ctβ-Actin，ΔΔCt＝ΔCt 模型组－ΔCt 正常对照组，采用 2-ΔΔCt表示

结果。实验重复 3 次。 
3. 结肠黏膜组织 IFN-γ、IL-4、IL-12 mRNA 水平

测定：（1）封闭；（2）一抗孵育；（3）二抗孵育；

（4）增强化学发光显影；（5）免疫组化计数标准：采

取图像分析技术，光镜高倍视野（×400）下观察含

IFN-γ、IL-4、IL-12 的阳性细胞数。IFN-γ、IL-4、IL-12
的阳性表达表现为细胞核和胞质均呈棕黄色，以胞核

为主。阳性着色细胞主要为血管内皮细胞，黏膜上皮

细胞和单核细胞，最多见于黏膜和黏膜下层。IFN-γ、
IL-4、IL-12 的阳性表达判断标准：每张切片随机选择

5 个高倍视野，记数 1000 个细胞，计算阳性细胞百分

比作为阳性表达的判定标准。 
六、统计学分析 
用 SPSS 13.0 软件包进行处理，数据以均数±标准

差（ sx ± ）表示，采用单因素方差分析进行多组资

料的统计，两组资料的比较采用 LSD-t 检验。检验水

准 α＝0.05。 

结    果 

1. 动物模型一般情况：对照组大鼠均无腹泻及便

血，体重增加明显；模型组大鼠 2 只因症状严重，3 d
后死亡，剩余 8 只在 1～3 d 内出现不同程度血性腹泻、

常蜷缩而卧、饮食量减少、体重下降；5-ASA 组与康

复新组出现血性腹泻程度较轻，体重下降，饮食量减

少；联合组大鼠体重下降不明显，无血便，饮食量

增加。 
2. 病理学改变：大体病理即肉眼下可见 33 只大鼠

结肠黏膜弥漫性充血、水肿，表面呈细颗粒状，脆性

增加，糜烂及溃疡；另 5 只大鼠结肠黏膜有充血、水

肿，无溃疡形成。正常对照组大鼠结肠黏膜上皮无充

血、水肿。光镜下可见 33 只成模组大鼠结肠黏膜上皮

糜烂、溃疡形成，黏膜下组织水肿、血管充血、隐窝

脓肿，固有层有弥漫性中性粒细胞、淋巴细胞浸润，

细胞更趋向嗜碱性和未成熟的细胞；另 5 只未完全成

模组大鼠结肠黏膜有糜烂，无溃疡形成，肠黏膜上皮

细胞坏死脱落，黏膜下淋巴细胞增生。正常对照组大

鼠结肠黏膜上皮无糜烂、溃疡，黏膜下亦无隐窝脓肿，
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仅见少量炎细胞浸润。 
3. ELISA 检测各组大鼠血清中 IFN-γ、IL-4、IL-12

的水平：与对照组相比，模型组大鼠血清中 IL-12、
IFN-γ 蛋白水平升高，IL-4 的水平下降，差异均有统计

学意义（P＜0.01）；与模型组相比，康复新、5-ASA
以及联合治疗组大鼠血清中 IL-12、IFN-γ 的水平降低

（P＜0.01），IL-4 的水平升高（P＜0.01）。康复新组

与 5-ASA 组相比，两组大鼠血清中 IFN-γ、IL-4、IL-12
的水平均无明显差异（P＞0.05）。与康复新组和 5-ASA
组相比较，联合治疗组大鼠血清中 IL-12 和 IFN-γ 的水

平明显下降（P＜0.01），而 IL-4 的水平明显升高（P
＜0.01）。见表 1。 

表 1  各组大鼠血清中 IFN-γ、IL-4、IL-12 
蛋白水平（ sx ± ） 

组别 鼠数 IFN-γ IL-4 IL-12 
对照组 10 15.632±0.867 23.762±4.534 26.958±2.270 
模型组 8 101.702±2.286a 1.740±0.625a 84.739±5.024a 
康复新组 10 42.932±2.597b 3.377±0.339b 66.323±5.584b 
5-ASA 组 10 33.728±2.093b 4.584±0.278b 58.032±2.283b 
联合治疗组 10 26.427±1.536bc 13.936±1.092bc 38.400±5.142bc 

F 值  2744.802 687.987 132.539 
P 值  0.000 0.000 0.000 
注：与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与康复新组和

5-ASA 组相比较，cP＜0.01 
 

4. RT-PCR 检测各组大鼠结肠黏膜组织中 IFN-γ、
IL-4、IL-12 mRNA 的水平：IFN-γ、IL-4、IL-12 mRNA
水平与其蛋白水平相一致。与模型组相比，5-ASA 治

疗组、康复新治疗组以及联合用药组，大鼠结肠黏膜

中 IFN-γ、IL-12 mRNA 的表达水平降低（P＜0.01），

IL-4 mRNA 的表达水平升高（P＜0.01）；康复新组与

5-ASA 组相比，两组大鼠结肠黏膜中 IFN-γ、IL-4、IL-12 
mRNA 的表达水平均无明显差异（P＞0.05）。与康复

新和 5-ASA 组相比，联合用药组大鼠结黏膜组织中

IFN-γ、IL-12 mRNA 的表达水平下降（P＜0.01），IL-4 
mRNA 的表达水平升高（P＜0.01）。见表 2。 

表 2  各组大鼠结肠黏膜中 IFN-γ、IL-4、IL-12  
mRNA 水平（ sx ± ） 

组别 鼠数 IFN-γ IL-4 IL-12 
对照组 10 0.079±0.015 3.212±0.033 0.055±0.005 
模型组 8 3.937±0.134 0.094±0.002 2.853±0.191 
康复新组 10 1.464±0.267 0.887±0.049 0.939±0.047 
5-ASA 组 10 1.493±0.095a 0.910±0.040a 1.196±0.232a 
联合治疗组 10 0.180±0.026 1.833±0375 0.180±0.009 

F 值  751.616 392.351 424.971 
P 值  0.000 0.000 0.000 
注：与康复新组比较，aP＞0.05；其余各组两两比较，P＜0.01 

 
5. 免疫组织化学法检测各组大鼠结肠黏膜组织中

IFN-γ、IL-4、IL-12 的水平：IFN-γ、IL-4、IL-12 水平

与 mRNA 水平相一致。与模型组相比，5-ASA 治疗组、

康复新治疗组以及联合用药组，大鼠结肠黏膜中

IFN-γ、IL-12 的表达水平降低（P＜0.05），IL-4 的表

达水平升高（P＜0.05）；康复新组与 5-ASA 组相比，

两组大鼠结肠黏膜中 IFN-γ、IL-4、IL-12 的表达水平

均无明显差异（P＞0.05）。与康复新和 5-ASA 组相比，

联合用药组大鼠结黏膜组织中 IFN-γ、IL-12 的表达水

平下降（P＜0.05），IL-4 的表达水平升高（P＜0.05）。

见表 3。 

表 3  各组大鼠结肠黏膜组织 IL-12、IL-4、IFN-γ 的 
表达变化（ sx ± ） 

组别 鼠数 
阳性率百分比(%) 

INF IL-4 IL-12 
对照组 10 4.60±0.72 30.43±2.70 14.47±0.70 
模型组 10 19.80±11.00 10.33±0.50 29.27±1.40 

5-ASA 10 9.13±0.42a 20.33±0.50a 16.07±1.50a 
康复新组 10 9.03±0.35a 18.77±1.15a 16.17±1.21a 

联合治疗组 10 6.40±0.36 27.33±2.29 12.83±0.38 

F 值  268.50 645.24 125.54 
P 值  ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 

注：康复新组与 5-ASA 组比较，aP＞0.05；其余各组两两比较，P＜0.01 
 

讨    论 

免疫调节异常在 UC 发生中起着重要作用，而对

于促炎因子与抗炎细胞因子的研究极大地推动了 UC
发病机制的研究和相应治疗的进展[4]。另外，以 2，4，
6-TNBS联合造模法制作的大鼠UC模型的病理变化与

人类 UC 相似，既符合免疫反应模型的要求，又适用

于 UC 抗炎药物疗效的研究，此法成功率高，重复性

好，症状典型，因而是一种较为理想的 UC 模型[5]。 
现已证实[6]，如果促炎因子与抗炎的失衡可导致

UC 的发生。到目前为止，促炎因子 IFN-γ、IL-12 等

能介导 UC 发病已得到公认。IL-12 主要是由激活的炎

性细胞产生的，并发现它依赖于 IFN-γ 和来自 T 细胞

的信号。在炎症和 Th1 应答中，IFN-γ 与 IL-12 生成的

能力形成正反馈机制[7]。目前已知，IFN-γ 是一个具有

多种生物学活性的细胞因子，是一个炎症介导物，也

是一个促炎细胞因子级联反应的终末产物，增高的

IFN-γ 可刺激血液中和（或）炎症局部中性粒细胞、T
淋巴细胞、巨噬细胞和血管内皮细胞等分泌 IL-12，且

淋巴细胞固有层产生的 IFN-γ 也会募集细胞进入黏膜

固有层并激活固有层细胞，从而使 IL-12 的释放和产生

增多，引起级联反应，最终导致最初的炎症信号进一

步扩大，最终导致 UC 的发生[8]。此外，IL-4 是 T 细

胞来源的细胞因子，具有多种生物学功能，最受关注
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的是其抑制炎症的特性。IL-4 能抑制 IL-1、IL-8 等促

炎症性细胞因子和前列腺 E2 的产生，具有下行调节作

用，IFN-γ 还是 IL-4 的拮抗因子，局部 IFN-γ 产生是

黏膜炎症过程中，由于上皮通透性增加通过上皮的

ICAMA-1 诱导促进了产生抗原的单核细胞恢复和促

进多核巨细胞的增殖所致，随着 IFN-γ 的含量明显升

高，IL-4 明显减少，从而进一步促使 UC 的发生。庞

艳华等[9]实验结果证实，UC患者结肠黏膜组织中 IL-12 
的表达较正常对照组增加。研究发现正常人肠道黏膜

淋巴细胞和上皮细胞于生理情况下能自发分泌一定量

的 IFN-γ，提示 IFN-γ 在维持正常黏膜免疫方面起一定

作用。 
目前，IL-4 与 UC 的密切关系也得到公认。IL-4

具有多种生物学功能，最主要的是抑制炎症的特性。

IL-12 可有效地促进 IFN-γ 的产生，另一方面又可抑制

IL-4 的产生，随着 IL-4 水平的逐渐降低，其抑制炎症

反应的作用减弱，从而促使 UC 疾病的发展。可见，IL-4
与 UC 的发病有关，但是确切的作用机制还不明确。

有研究表明[10-11]，UC 患者结肠黏膜 IL-4 表达明显

降低。 
总之，促炎因子与抑炎因子的失衡，导致 UC 的

发生。本实验结果显示，UC 大鼠血清中 IFN-γ、IL-4、
IL-12 的蛋白水平及结肠黏膜组织中 IFN-γ、IL-4、
IL-12 mRNA 的表达与正常对照组相比，均有显著差

异（P＜0.05），且与病情变化密切相关。与既往研究

结果一致，进一步证实 IL-4、IL-12 促进 UC 的发生，

而 IL-4 具有保护作用。 
目前 UC 治疗以氨基水杨酸类药物或合用免疫抑

制剂为主，长期服用不良反应多，临床应用受到一定

限制。近年来，人们开始尝试应用中药制剂，中医用

药安全性高，价格相对低廉，在 UC 治疗中的优势和

特色得到体现和重视，已成为本病主要治疗方法之一。

康复新液[12]是从昆虫蜚蠊药材提取液中分离、精制而

成的生物制剂。该药主要成分为多元醇类及肽类活性

物质，含 18 种氨基酸。具有促进肉芽组织增长，促进

血管新生，加速坏死组织脱落，修复溃疡及创面，消

除炎性水肿，提高巨噬细胞吞噬功能，增强机体免疫

及调节机体的生理平衡等作用。药理研究证实康复新

液能通过分泌 IFN-γ、IL-4、IL-12、前列腺素和白三烯

等活性物质来调节炎症。 
本实验分别从蛋白及基因水平观察治疗大鼠 UC

前后 IFN-γ、IL-4、IL-12 水平变化，寻求其最佳治疗

方案，为临床治疗 UC 提供理论依据。实验结果表明，

康复新可通过降低大鼠结肠黏膜 IL-12、IFN-γ，提高

IL-4 的表达来保持促炎因子与抑炎因子的平衡，这在

一定程度上起到了治疗大鼠 UC 的作用，且与 5-ASA
疗效相当。本研究通过观察康复新联合 5-ASA 治疗

UC 的效果，结果表明，联合用药较单独用药，疗效显

著，差异有统计学意义。 
综上所述，康复新可作为一种辅助用药，用于治

疗大鼠 UC，疗效与 5-ASA 相当，与 5-ASA 联合应用

可达到更好的治疗效果。 
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