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葛根芩连汤加味方对溃疡性结肠炎模型小鼠
肠黏膜屏障及上皮间质转化的影响
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［摘要］ 目的　从上皮屏障损伤和上皮间质转化角度探讨葛根芩连汤加味方治疗溃疡性结肠炎的可能作用机

制。方法　将 60 只雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为空白组、模型组、西药对照组和葛根芩连汤加味方低、中、

高剂量组，每组 10只。除空白组外其余各组小鼠采用 3% 葡聚糖硫酸钠自由饮用 7天诱导结肠炎模型，造模

第 1 天开始葛根芩连汤加味方低、中、高剂量组分别给予葛根芩连汤加味方 6、12、24 g/ （kg·d） 灌胃，西

药对照组给予 5-氨基水杨酸 100 mg/ （kg·d） 灌胃，空白组和模型组小鼠给予 10 ml/kg 蒸馏水灌胃，每日 1
次，共 7 天。每天记录小鼠体质量并进行疾病活动指数 （DAI） 评分。末次给药后 24 h 麻醉小鼠并取结肠观

察结肠长度，应用 HE 染色观察结肠组织病理变化并进行病理组织学评分，Masson 染色检测结肠胶原纤维面

积占比，免疫荧光观察结肠黏膜上皮F-肌动蛋白（F-actin）分布表达，免疫组化检测紧密连接蛋白1 （ZO-1）、

闭合蛋白 （Occludin）、E-钙黏蛋白 （E-cadherin） 和波形蛋白 （Vimentin） 表达。结果　与空白组同时间比

较，造模第 7 天模型组小鼠体质量百分比明显下降、DAI 评分明显升高 （P＜0. 01）；与模型组同时间比较，

西药对照组和葛根芩连汤加味方各剂量组小鼠的体质量下降，西药对照组和葛根芩连汤高剂量组 DAI评分降

低 （P＜0. 05或P＜0. 01）；与葛根芩连汤低剂量组同时间比较，葛根芩连汤高剂量组和西药对照组小鼠体质

量明显增加 （P＜0. 05）。与空白组比较，模型组小鼠结肠长度明显缩短，病理组织学评分、胶原面积占比

明显升高，F-actin平均荧光强度降低，结肠组织ZO-1、Occludin、E-cadherin蛋白水平下降，Vimentin蛋白水

平升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，各给药组小鼠结肠长度明显增加，病理组织学评分、胶原面积占比降

低，ZO-1、Occludin、E-cadherin蛋白水平升高，Vimentin水平降低；西药对照组和葛根芩连汤加味方中、高

剂量组F-actin平均荧光强度增加 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与葛根芩连汤加味方低剂量组比较，葛根芩连汤加

味方中剂量组及西药对照组胶原纤维面积占比降低；葛根芩连汤加味方中剂量组 F-actin 平均荧光强度升高；

西药对照组 ZO-1、E-cadherin 蛋白水平升高，葛根芩连汤加味方高剂量组 ZO-1 蛋白水平升高 （P＜0. 05）。

与葛根芩连汤加味方中剂量组比较，葛根芩连汤加味方高剂量组与西药对照组 ZO-1 蛋白水平升高 （P＜
0. 05）。与葛根芩连汤加味方高剂量组比较，西药对照组 E-cadherin、Vimentin 蛋白水平均升高 （P＜0. 05）。

结论　葛根芩连汤加味方能够减轻溃疡性结肠炎模型小鼠结肠炎症及黏膜屏障损伤，抑制上皮间质转化进

程，可能是其作用机制之一。

［关键词］  溃疡性结肠炎；葛根芩连汤；肠黏膜屏障；上皮间质转化；疾病活动指数

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种

慢性非特异性肠道炎症性疾病，临床表现为反复发

作的黏液脓血便，特点为结直肠黏膜连续性、弥漫

性炎症病变［1］。目前中国 UC患病率仍处于上升阶

段，给患者带来了健康和经济负担［2］。葛根芩连汤

是张仲景《伤寒论》中治疗湿热下利的经典名方，

对 UC也具有良好的治疗作用［3］。本团队结合临床

实践经验，在清热利湿群药中加入温中止痢之反佐
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中药，改良形成葛根芩连汤加味方，且前期研究显

示其可明显改善急性结肠炎的结肠炎症［4］。目前

UC的发病原因及病理机制尚不明确，但研究显示，

UC 患者中可观察到肠黏膜屏障破坏，肠道通透性

增加，更多肠内抗原穿过该屏障时，现有的耐受机

制失效，导致局部免疫细胞受到刺激，进一步加剧

炎症过程［5］。持续的炎症对肠道过度损伤引起不可

逆的伤口愈合反应，会引起以肠黏膜及黏膜下层细

胞外基质异常沉积为主要改变的肠道纤维化［6］。在

此期间，上皮细胞可能会沿着上皮间质转化（epi⁃
thelial mesenchymal transition，EMT）的过程转变为

间质细胞，产生以胶原纤维为主的细胞外基质［6］。

因此，本研究从黏膜屏障损伤及上皮间质转化角度

探讨葛根芩连汤加味方治疗 UC 的可能作用机制，

为其临床应用提供依据。本实验经中国中医科学院

西苑医院动物实验伦理审查委员会批准（批准号：

2019XLC003-5）。

1　材料与方法

1. 1　动物

雄性 SPF级C57BL/6J小鼠 60只，6~8周龄，体

质量 20~22 g，购自北京斯贝福生物科技有限公司，

实验动物许可证号：SCXK （京） 2019-0010。饲养

于中国中医科学院西苑医院 SPF 级实验动物中心，

12/12 h光/暗循环，室温（24±1）℃，相对湿度50%~
60%，所有小鼠自由饮水摄食。

1. 2　药物

葛根芩连汤加味方组成：葛根、黄芩、黄连按

5∶3∶3配比并进行加味，实验所用药物均购自中

国中医科学院西苑医院药房，由中国中医科学院西

苑医院制剂室制成每克浸膏粉含生药 3. 79 g。5-氨

基水杨酸 （5ASA，货号：A129982），购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司，以蒸馏水配置成

10 mg/ml的溶液。

1. 3　主要试剂和仪器

葡聚糖硫酸钠 （DSS，相对分子质量 36 000~
50 000，货号：160110），美国MP公司；戊巴比妥

钠（货号：57-33-0），德国 Merck 公司；波形蛋白

（Vimentin）、闭合蛋白（Occludin）、山羊抗兔、羊

抗小鼠抗体 （货号分别为 60330-1-lg、66378-1-lg、
RGAR001、RGAM001），美国 Proteintech 公司；紧

密连接蛋白 1 （ZO-1）抗体（货号：33-9100），美

国 Thermo Fisher 公司；E-钙黏蛋白 （E-cadherein）
抗体（货号：ab231303），英国Abcam公司；4%多

聚甲醛通用组织固定液、苏木素-伊红（HE）高清

恒染试剂盒、Masson 染液套装、DAPI 染色试剂、

鬼笔环肽染色试剂 （货号分别为 G1101、G1076、
G1006、G1012、G1041），武汉赛维尔生物科技有

限公司。

多功能微孔板检测仪 （型号：Synergy LX），

美国Biotek公司；冷冻离心机（型号：Z326K），德

国 Hermle 公司；发光成像系统 （型号：GelView 
6000Plus），广州博鹭腾生物科技有限公司；正置

光学显微镜（型号：Nikon Eclipse E100），日本尼

康公司。

1. 4　动物造模分组及干预方法

适应性饲养 7 天后，使用 SPSS 25. 0 软件生成

的随机数字表将 60 只小鼠分为空白组、模型组、

西药对照组及葛根芩连汤加味方低、中、高剂量

组，每组 10 只。除空白组外，其余各组小鼠给予

3%DSS 溶液自由饮用 7 天，以诱导 UC 小鼠模

型［7-9］。在造模第 8 天，以小鼠出现体重减轻、稀

便、便潜血阳性或肉眼血便，疾病活动指数（DAI）
升高评价为造模成功［10］。

根据《中药药理研究方法学》实验动物与人体

给药剂量换算比率［11］，以成人每日剂量折算小鼠

等效剂量为中剂量，葛根芩连汤加味方低、中、高

剂量组分别给予葛根芩连汤加味方生药量 6、12、
24 g/（kg·d） 灌胃，西药对照组给予 5ASA 溶液

100 mg/（kg·d） 灌胃，空白组和模型组小鼠给予

10 ml/kg 蒸馏水灌胃。从造模第 1 天开始到实验结

束每日灌胃1次，共7天。

1. 5　观察指标及方法

1. 5. 1　一般情况和 DAI 评分　实验期间每天监测

小鼠皮毛色泽、精神状态、活动情况。每天进行体

质量、大便性状和便血程度评分，以计算 DAI 评
分［10］，DAI 评分= （体质量下降积分+大便性状积

分+便血积分） /3。体质量百分比（%） =每日体质

量/初始体质量×100%。

1. 5. 2　结肠组织病理学分析　末次给药后禁食24 h，
用 3%戊巴比妥钠（30 mg/kg）腹腔注射麻醉小鼠，

脱颈处死后完整分离出小鼠结肠，测量结肠长度并

纵向切开，收集结肠组织。将 1. 0 cm 远端结肠固

定在 4%多聚甲醛溶液中，依次脱水浸蜡、石蜡包

埋、切片后进行HE染色。显微镜下观察并采集图

片，进行病理组织学评分［12］，包括炎症程度、损

伤范围、隐窝破坏及受累占比，总积分为各部分评

分相加。
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1. 5. 3　结肠组织胶原纤维面积占比　将小鼠结肠

组织石蜡切片脱蜡至水，切片浸入 Masson A 液中

浸泡过夜，入 Masson B 液及 Masson C 液等比混合

的染液，浸染 1 min，入Masson D液浸染 6 min，自

来水漂洗，Masson E 液浸染 1 min，不水洗，稍沥

干直接入 Masson F 液染 2~30 s，用 1% 醋酸漂洗分

化，无水乙醇脱水，透明封片后显微镜镜检拍照，

使用 Image-J 1. 54f软件分析胶原纤维面积，胶原纤

维面积占比=胶原纤维面积/组织总面积×100%。

1. 5. 4　免疫组化法检测结肠组织紧密连接蛋白及

上皮间质转化相关蛋白水平　紧密连接蛋白包括

Occludin、ZO-1，上皮间质转化相关蛋白包括 E-

cadherein、Vimentin。使用 SPSS 25. 0 软件生成的

随机数字表每组选出 6只小鼠，将结肠组织石蜡切

片脱蜡至水，抗原修复，阻断内源性过氧化物酶，

封闭，接着分别加抗 E-cadherein 抗体（1∶1000）、

抗Vimentin抗体（1∶8000）、抗Occludin抗体（1∶
500）和抗ZO-1抗体（1∶1000）一抗，4 ℃孵育过

夜，加二抗，室温孵育 50 min，DAB显色，复染细

胞核，置于显微镜下进行结果判读。结果通过 Image-

Pro Plus 6. 0 软件对平均光密度值 （IOD Sum/Area 
Sum）进行分析。

1. 5. 5　免疫荧光法检测结肠细胞骨架 F-肌动蛋白

（F-actin） 分布及水平　采用鬼笔环肽染色细胞骨

架F-actin，添加DAPI并在黑暗中室温孵育 10 min，
最后用抗荧光淬灭封膜剂封片，通过荧光显微镜获

取图像，使用 Image-J 1. 54f软件对平均荧光强度进

行分析。

1. 6　统计学方法

使用 SPSS 25. 0 和 GraphPad Prism 8. 0 软件进

行统计学分析。符合正态分布的数据以均数±标准

差表示，非正态分布的数据以中位数（四分位数）

［M （P25，P75）］表示。先进行正态性检验和方差

齐性检验，若数据符合正态分布采用单因素方差分

析，多组间比较应用 Bonferroni 进行校正，校正后

以 P＜0. 05 为具有显著性；若数据不符合正态分

布，采用非参数检验（Kruskal-walli检验）。以P＜
0. 05为差异具有统计意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠一般情况及不同时间DAI评分比较

空白组小鼠一般状况良好，大便正常，精神状

态良好，活动正常，毛发光泽，体质量自然增长；

与空白组比较，模型组小鼠在造模第 4天起出现肉

眼血便、精神萎靡、活动减少、毛发杂乱等表现，

第 5天起体质量下降；与模型组比较，各给药组小

鼠肉眼血便较少，精神萎靡、活动减少、毛发杂乱

等表现减轻，葛根芩连汤加味方不同剂量组及西药

对照组之间无明显差异。表 1、表 2 示，造模第 1
天至第 3天各组小鼠体质量及DAI评分比较差异均

无统计学意义（P＞0. 05）；与空白组同时间比较，

造模第 5天至第 7天模型组小鼠体质量百分比明显

下降，第4天至第7天DAI评分明显增高（P＜0. 05
或 P＜0. 01）；与模型组同时间比较，西药对照组

和葛根芩连汤加味方高剂量组第 6、7 天体质量增

加，葛根芩连汤加味方中、低剂量组小鼠体质量仅

第 7 天时增加，西药对照组第 5 天至第 7 天 DAI 评
分降低，葛根芩连汤加味方低剂量组DAI评分仅第

6天降低，葛根芩连汤加味方中剂量组DAI评分第

5、6 天降低，葛根芩连汤加味方高剂量组 DAI 评
分第 6、7 天降低（P＜0. 05）；与葛根芩连汤低剂

量组同时间比较，葛根芩连汤高剂量组和西药对照

组小鼠体质量增加（P＜0. 05）。

2. 2　各组小鼠结肠长度及病理组织学评分比较

表 3示，与空白组比较，模型组小鼠结肠长度

明显缩短，病理组织学评分明显升高（P＜0. 01）；

与模型组比较，各给药组小鼠结肠长度明显增加，

病理组织学评分降低 （P＜0. 05）；各给药组组间

比较，结肠长度和病理组织学评分差异均无统计学

表 1　各组小鼠不同时间体质量百分比比较

Table 1　Comparison of body mass percentage of mice in different groups at different times （%，x̄±s）

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加味方低剂量组

葛根芩连汤加味方中剂量组

葛根芩连汤加味方高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

第1天

101. 84±1. 64
100. 28±1. 25

99. 26±4. 30
101. 10±2. 31
100. 81±3. 27
101. 21±0. 73

第2天

101. 88±1. 84
100. 08±1. 55
100. 59±2. 54
100. 55±1. 84
100. 34±3. 73
101. 68±0. 93

第3天

103. 11±1. 73
99. 82±2. 38
99. 82±4. 10
99. 54±2. 68

100. 28±3. 63
101. 77±1. 93

第4天

103. 39±2. 13
99. 40±2. 35
99. 98±4. 92

100. 03±1. 71
99. 04±4. 58

100. 18±1. 74

第5天

104. 00±2. 15
97. 67±4. 35a）

101. 19±2. 54
100. 20±1. 94

98. 27±5. 84
101. 61±1. 71

第6天

105. 46±2. 32
93. 39±4. 68a）

98. 88±2. 68b）

97. 65±2. 86
97. 89±2. 68

100. 21±1. 60b）

第7天

105. 57±2. 46
88. 08±5. 07a）

97. 97±2. 60b） c）

94. 52±3. 57b）

96. 73±3. 59b）

99. 26±1. 68b） c）

注：a）与空白组同时间比较，P＜0. 01；b）与模型组同时间比较，P＜0. 01；c）与葛根芩连汤加味方低剂量组同时间比较，P＜0. 05。
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意义（P＞0. 05）。图 1示，空白组小鼠结肠黏膜完

好，腺体排列整齐，隐窝结构完整，无明显炎症浸

润。模型组小鼠结肠黏膜完整性被破坏，腺体排列

紊乱，隐窝脓肿、隐窝结构改变甚至消失，大量炎

症细胞浸润在黏膜层及黏膜下层。葛根芩连汤加味

方各剂量组和西药对照组小鼠肠黏膜病理损伤较模

型组均有不同程度改善，但葛根芩连汤加味方低剂

量组小鼠肠黏膜上皮完整性仍被破坏，黏膜层炎症

浸润情况较其他给药组明显；西药对照组及葛根芩

连汤加味方中、高剂量组黏膜上皮较完整，黏膜层

及黏膜下层炎症细胞浸润较少，隐窝结构较完整。

2. 3　各组小鼠结肠胶原纤维沉积比较

图 2 （Masson染色）示，空白组小鼠结肠黏膜

及黏膜下层仅有少量蓝染的纤维组织，肌纤维和细

胞质呈红染，而模型组小鼠结肠黏膜及黏膜下层呈

弥漫性蓝染，提示明显胶原纤维沉积。与模型组比

较，各给药组小鼠结肠黏膜及黏膜下层蓝染减少，

表 2　各组小鼠不同时间DAI评分比较

Table 2　Comparison of disease activity index scores among different groups of mice at different times ［分，M（P25，P75）］

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加

味方低剂量组

葛根芩连汤加

味方中剂量组

葛根芩连汤加

味方高剂量组

鼠数

10
10

10

10

10

10

第1天

0
0

（0. 00，0. 17）
0

（0. 00，0. 17）
0

（0. 00，0. 33）
0

0

第2天

0
0. 33

（0. 00，0. 33）
0

（0. 00，0. 33）
0

（0. 00，0. 33）
0

0

第3天

0
0. 17

（0. 00，0. 33）
0. 17

（0. 00，0. 33）
0

（0. 00，0. 33）
0
0

（0. 00，0. 17）

第4天

0
1. 50

（0. 00，1. 67）a）

0
（0. 00，1. 67）

0. 33
（0. 00，1. 67）

0. 67
（0. 00，1. 67）

0
（0. 00，1. 00）

第5天

0
1. 67

（1. 33，1. 75）b）

0. 67
（0. 00，1. 33）c）

1. 00
（0. 17，1. 58）

0. 67
（0. 00，1. 67）c）

1. 00
（0. 00，1. 33）

第6天

0
3. 33

（1. 67，3. 42）b）

1. 33
（0. 33，2. 00）c）

1. 83
（1. 33，2. 33）c）

1. 67
（1. 33，2. 00）c）

1. 50
（0. 67，1. 67）c）

第7天

0
3. 67

（3. 33，4. 00）b）

1. 67
（1. 33，2. 83）c）

3. 17
（1. 42，2. 00）

2. 67
（1. 58，3. 33）

1. 83
（1. 42，2. 00）c）

注：DAI，疾病活动指数。

a）与空白组同时间比较，P＜0. 05；b）与空白组同时间比较，P＜0. 01；c）与模型组同时间比较，P＜0. 05。
表 3　各组小鼠结肠长度及病理组织学评分比较

Table 3　Comparison of colon length and pathological scores 
among in each group of mice （x̄±s）

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加味方低剂量组

葛根芩连汤加味方中剂量组

葛根芩连汤加味方高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

结肠长度/cm
7. 42±0. 53
4. 81±0. 24a）

5. 71±0. 33b）

5. 58±0. 67b）

5. 92±0. 66b）

5. 90±0. 43b）

病理组织学

评分/分
0

10. 60±1. 08a）

4. 89±0. 78b）

6. 88±2. 30b）

5. 17±1. 60b）

4. 25±1. 39b）

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05。

注：图中黑色箭头指示结肠黏膜上皮破坏，蓝色箭头指示隐窝脓肿，红色箭头指示炎症细胞浸润。

图 1　各组小鼠结肠组织病理形态变化（HE染色，×200）
Figure 1　Pathological changes and scoring of colon tissues in each group of mice （HE staining， ×200）
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而葛根芩连汤加味方低剂量组黏膜下层蓝染范围较

广，葛根芩连汤加味方中、高剂量组及西药对照组

黏膜下层蓝染较少，黏膜层隐窝间仍有少量蓝染。

表 4示，与空白组比较，模型组小鼠结肠组织胶原

纤维面积占比明显升高 （P＜0. 01）；与模型组比

较，葛根芩连汤加味方各剂量组和西药对照组胶原

纤维面积占比明显降低 （P＜0. 01）；与葛根芩连

汤加味方低剂量组比较，葛根芩连汤加味方中剂量

组及西药对照组胶原纤维面积占比降低 （P＜
0. 05）；葛根芩连汤加味方中剂量组及西药对照组

胶原纤维面积占比比较差异无统计学意义 （P＞ 
 0. 05）。

2. 4　各组小鼠结肠F-actin分布及水平比较

图 3示，通过对小鼠结肠黏膜F-actin鬼笔环肽

染色，空白组 F-actin 在结肠黏膜上皮细胞周围分

布均匀连续；模型组 F-actin 分布不匀，肌动蛋白

丝断裂。与模型组比较，葛根芩连汤加味方各剂量

组及西药对照组 F-actin 损伤程度均有所减轻，其

中葛根芩连汤加味方低剂量组和西药对照组小鼠结

肠黏膜隐窝部 F-actin 分布稍有不匀，葛根芩连汤

加味方中、高剂量组黏膜上皮及隐窝部 F-actin 分

布较均匀。表 5示，与空白组比较，模型组F-actin
平均荧光强度降低 （P＜0. 01）；与模型组比较，

西药对照组和葛根芩连汤加味方中、高剂量组

F-actin 平均荧光强度升高 （P＜0. 05），而葛根芩

连汤加味方低剂量组差异无统计学意义 （P＞
0. 05）；与葛根芩连汤加味方低剂量组比较，葛根

芩连汤加味方中剂量组 F-actin 平均荧光强度升高

（P＜0. 05）；葛根芩连汤加味方中、高剂量组和西

药对照组组间比较，F-actin平均荧光强度差异无统

计学意义（P＞0. 05）。

2. 5　各组小鼠结肠组织ZO-1、Occludin、E-cadherin、
Vimentin蛋白水平比较

表 6示，与空白组比较，模型组小鼠结肠组织

注：图中黑色箭头指示的蓝染部分为胶原纤维表达。

图 2　各组小鼠结肠Masson染色图（×100）
Figure 2　Comparison of Masson staining and collagen fibre expression in the colon of mice in each group （×100）

表 4　各组小鼠结肠胶原纤维沉积面积占比比较

Table 4　Comparison of the percentage area of collagen fiber 
deposition in the colon of mice in each grou （%，x̄±s）

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加味方低剂量组

葛根芩连汤加味方中剂量组

葛根芩连汤加味方高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

胶原纤维面积占比

4. 85±1. 16
15. 37±2. 94a）

5. 74±2. 24b） c）

8. 21±1. 52b）

5. 32±1. 38b） c）

6. 18±2. 19b）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 01；c）与葛根芩连汤加味方低剂量组比较，P＜0. 05。

表 5　各组小鼠结肠F-actin平均荧光强度比较

Table 5　Comparison of mean fluorescence intensity of F-actin 
in colon of mice in each group ［M（P25，P75）］

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加味方低剂量组

葛根芩连汤加味方中剂量组

葛根芩连汤加味方高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6
6

平均荧光强度

16. 29（15. 22，16. 88）
5. 32（5. 00，6. 36） a）

11. 20（10. 48，11. 68） b）

8. 39（7. 32，8. 63）
14. 41（12. 18，14. 90） b） c）

13. 18（11. 13，13. 84） b）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 05；c）与葛根芩连汤加味方低剂量组比较，P＜0. 05。
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ZO-1、Occludin、E-cadherin蛋白水平降低，Vimentin
蛋白水平升高 （P＜0. 01）；与模型组比较，葛根

芩连汤加味方各剂量组和西药对照组小鼠结肠组织

ZO-1、Occludin、E-cadherin蛋白水平升高，Vimentin
蛋白水平降低 （P＜0. 01）；与葛根芩连汤加味方

低剂量组比较，西药对照组 ZO-1、E-cadherin蛋白

水平升高，葛根芩连汤加味方高剂量组 ZO-1 蛋白

水平升高 （P＜0. 05）；与葛根芩连汤加味方中剂

量组比较，葛根芩连汤加味方高剂量组与西药对照

组 ZO-1 蛋白水平升高（P＜0. 05）；与葛根芩连汤

加味方高剂量组比较，西药对照组 E-cadherin、

Vimentin 蛋白水平均升高 （P＜0. 05）。各给药组

Occludin蛋白水平差异均无统计学意义（P＞0. 05）。

3　讨论

根据 UC腹痛、腹泻、黏液脓血便等症状，其

可归属于中医学“休息痢”“肠澼”“便血”“泄泻”

“久痢”等范畴［13］。UC 的病因主要与禀赋失常、

感受外邪、饮食所伤、情志失调、劳倦内伤、病后

体虚等有关，病位在大肠，与脾、肝、肾等脏腑功

能失调有关。有研究［14］显示，UC总体证候分布以

大肠湿热证最多（占比 23. 32%），且活动期 UC 中

大肠湿热证的占比更为明显（36. 09%），因此清热

祛湿法是 UC的主要治法。葛根芩连汤来源于《伤

寒论》，其中葛根既能外解肌表之邪，又能内清阳

明之热，还能升津止泻；黄芩、黄连清热燥湿、泻

火解毒；炙甘草甘缓和中，调和诸药，全方共奏清

注：A，空白组；B，模型组；C，西药对照组；D，葛根芩连汤加味方低剂量组；E，葛根芩连汤加味方中

剂量组；F，葛根芩连汤加味方高剂量组。图中红色荧光为 F-actin 蛋白表达，DAPI 蓝色荧光为细胞核表达，

Merge为合成图。

图 3　各组小鼠结肠鬼笔环肽染色（×200）
Figure 3　Phalloidin staining of the colon of mice in each group （×200）

表 6　各组小鼠结肠ZO-1、Occludin、E-cadherin、Vimentin蛋白平均光密度值比较

Table 6　Comparison of average optical density values of ZO-1，Occludin，E-cadherin， and Vimentin proteins in the colon of mice in 
each group ［x̄±s/M（P25，P75）］

组别

空白组

模型组

西药对照组

葛根芩连汤加味方低剂量组

葛根芩连汤加味方中剂量组

葛根芩连汤加味方高剂量组

只数

6
6
6
6
6
6

ZO-1
0. 13±0. 01
0. 06±0. 00a）

0. 12±0. 01b） c） d）

0. 08±0. 01b）

0. 10±0. 01b）

0. 11±0. 01b） c） d）

Occludin
0. 10（0. 09，0. 10）
0. 04（0. 04，0. 05） a）

0. 09（0. 09，0. 13） b）

0. 10（0. 08，0. 10） b）

0. 10（0. 09，0. 10） b）

0. 07（0. 06，0. 07） b）

E-cadherin
0. 15±0. 02
0. 06±0. 01a）

0. 13±0. 01b） c） e）

0. 10±0. 02b）

0. 12±0. 01b）

0. 11±0. 01b）

Vimentin
0. 05±0. 01
0. 08±0. 01a）

0. 05±0. 01b） e）

0. 05±0. 00b）

0. 05±0. 01b）

0. 04±0. 01b）

注：Occludin，闭合蛋白；ZO-1，紧密连接蛋白1；E-cadherin，E-钙黏蛋白；Vimentin，波形蛋白。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与葛根芩连汤加味方低剂量组比较，P＜0. 05；d）与葛根芩连汤加味方中

剂量组比较，P＜0. 05；e）与葛根芩连汤加味方高剂量组比较，P＜0. 05。
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热利湿止痢之功。然而 UC病程持续迁延常导致脾

胃虚寒，并且清热止泻药往往苦寒，因此本团队常

在葛根芩连汤基础上加入干姜、肉桂等药以温中止

痢，或用马齿苋等性味苦寒较轻的药物，精炼为葛

根芩连汤加味方，起到清热治痢而不伤正的作用。

肠道上皮是宿主免疫应答系统和肠道微生物群

之间的界面，肠道上皮在先天性免疫系统中起着关

键作用，肠上皮细胞通过不同蛋白质复合物紧密互

连，包括紧密连接蛋白 （Occludin、ZO-1 等）、黏

附 连 接 （E-cadherin、 肌 动 蛋 白 等） 以 及 桥 粒

等［15］。这些细胞与细胞的连接对于稳定细胞的机

械内聚力、定义顶端膜区域和基底外侧膜区域之间

的边界是必需的，并且对于细胞通透性的调节也至

关重要。微丝是构成细胞骨架的重要部分，也是细

胞间连接的关键组成，其基本结构为肌动蛋白，主

要以聚合体 F-actin 保证细胞的稳定性，而炎症刺

激会导致 F-actin 的重组和解聚，从而破坏细胞间

连接，增加上皮细胞通透性［16］。本研究结果显示，

DSS 诱导的 UC 模型小鼠肉眼血便明显，体质量下

降，DAI 评分升高，HE 染色显示肠黏膜上皮完整

性被破坏，腺体排列紊乱，隐窝脓肿、隐窝结构改

变甚至消失，大量炎症细胞浸润在黏膜层及黏膜下

层，病理组织学评分明显升高。免疫荧光染色显

示，模型组细胞骨架 F-actin 表达分布不匀，肌动

蛋白丝断裂，免疫组化显示紧密连接蛋白 ZO-1、
Occludin表达降低，提示肠黏膜上皮损伤，通透性

破坏。通过造模同时给予葛根芩连汤加味方各剂量

或 5ASA以后，小鼠体质量下降得到缓解，肠黏膜

上皮损伤减轻，F-actin分布均匀，ZO-1、Occludin
蛋白表达升高，提示葛根芩连汤加味方能够保护

UC 小鼠的肠黏膜上皮屏障功能。组间比较显示，

葛根芩连汤加味方低剂量组在升高体质量方面较西

药对照组和葛根芩连汤加味方高剂量组差，在升高

F-actin平均荧光强度方面弱于葛根芩连汤加味方中

剂量组。在升高 ZO-1 蛋白水平方面以西药对照组

最优，葛根芩连汤加味高剂量组优于中、低剂量

组，且呈剂量依赖性。

在 EMT 过程中，上皮细胞失去连接和顶端-
基底极性，细胞骨架重排［17］，上皮细胞标志物

E-cadherin 表达降低，间质细胞标志物 Vimentin 等

表达升高［18］。本研究同样发现，DSS诱导的 UC小

鼠结肠黏膜及黏膜下层存在明显胶原纤维沉积，

EMT 相关蛋白 E-cadherin 表达降低，Vimentin 表达

增高，提示存在上皮间质转化过程，促进了结肠炎

相关肠纤维化。肠黏膜对持续炎症刺激导致的异常

修复会导致细胞外基质沉积，与激活 EMT 程序有

关，并最终导致纤维化［19］。然而 EMT 的过程并非

不可逆，间质细胞在一个称为间质上皮转化（MET）
的过程中分化为上皮细胞［20］。这两个过程在正常

发育中保持动态平衡，而在病理条件下会产生失

衡，然而上皮细胞部分或完全转变为间充质细胞并

返回的能力说明了上皮表型可塑性，因此，也有研

究靶向针对 EMT 来抑制肠道纤维化［21］。组间比较

显示，葛根芩连汤加味方低剂量组在减少胶原纤维

沉积面积、增加 E-cadherin 及减少 Vimentin 蛋白水

平方面效果较西药对照组差；葛根芩连汤加味方高

剂量组在减少 Vimentin 蛋白水平方面较西药对照

组好。

综上所述，葛根芩连汤加味方能够减轻DSS诱

导的 UC模型小鼠结肠炎症及黏膜屏障损伤，还能

抑制炎症刺激导致的上皮间质转化进程，提示葛根

芩连汤加味方具有保护 UC肠黏膜完整性、抑制进

一步病变的潜力。然而本研究仍存在一定不足，主

要关注葛根芩连汤加味方在急性 UC中的影响，对

长期慢性炎症刺激导致的可能的进一步病变以及上

皮间质转化到肠纤维化过程中潜在的治疗机制尚未

开展研究，未来可构建慢性模型，进一步阐明相关

治疗机制及靶点。
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Effects of Modified Gegen Qinlian Decoction （葛根芩连汤） on Intestinal Mucosal Barrier and Epithelial Mesen⁃
chymal Transition in Ulcerative Colitis Model Mice
FANG Lihui1，2， ZHANG Jiaqi2， HU Lanshuo1，2， WANG Xintong2， LIU Shan2， WANG Yuedan2， HUANG 
Jinke2， TANG Xudong2

1.  Graduate School，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing，100029；2.  Institute of Digestive Disease，Xiyuan Hospital，
China Academy of Chinese Medical Sciences
ABSTRACT Objective　To investigate the possible mechanism of modified Gegen Qinlian Decoction （葛根芩连汤） 
in treatment of ulcerative colitis （UC） from the view of intestinal mucosal epithelial barrier damage and epithelial 
mesenchymal transition.   Methods　Sixty male C57BL/6J mice were divided into blank group， model group， western 
medicine control group， and low-， medium-， and high-dose modified Gegen Qinlian Decoction groups， with 10 mice 
in each group.  Except for the blank group， 3% dextran sodium sulfate （DSS） was used to induce colitis model by free 
drinking for 7 days， and on the first day of modelling， 6， 12， and 24 g/（kg·d） of modified Gegen Qinlian Decoction 
were given to the low-， medium-， and high-dose groups respectively， 5-aminosalicylic acid （5-ASA） 100 mg/（kg·d）  
given by gavage to western medicine control group， and 10 ml/kg distilled water were given to blank and model group by 
gavage， once a day for 7 days.  Body mass of mice was recorded and disease activity index （DAI） scores were per⁃
formed daily.  The mice were anesthetized after 24h of the last administration and the colon was taken to observe the 
length of colon， HE staining was applied to observe the damage of colonic mucosa and score pathological states， 
Masson staining to detect the deposition of colonic collagen fibers， immunofluorescence to observe the distribution of 
F-actin in colonic mucosal epithelium， and immunohistochemistry to detect the expression of tight junction protein ZO-1， 
Occludin， E-cadherin and Vimentin.   Results　Compared with the blank group at the same time， the percentage of 
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body mass of mice in the model group on day 7 of modelling significantly reduced and the DAI score was significantly 
increased （P＜0. 01）； compared with the model group at the same time， the body mass of mice in the western medi⁃
cine control group and all of modified Gegen Qinlian Decoction groups decreased， and the DAI scores of mice in the 
western medicine control group and the high-dose modified Gegen Qinlian Decoction group decreased （P＜0. 05 or P＜
0. 01）； compared with the same time of mice in the low-dos Gegen Qinlian Decoction group， the body mass of mice in 
the high-dose Gegen Qinlian Decoction group and the western medicine control group significantly elevated （P＜
0. 05）.  Compared with the blank group， the length of the colon of mice in the model group was significantly shortened， 
the pathological score and the percentage of collagen area were significantly increased， the average fluorescence inten⁃
sity of F-actin was reduced， the protein levels of ZO-1， Occludin and E-cadherin in the colon tissue decreased， and 
the protein level of Vimentin elevated （P＜0. 01）.  Compared with the model group， the length of colon significantly 
increased， patholo-gical score， collagen area percentage decreased， ZO-1， Occludin， E-cadherin protein levels 
increased and Vimentin levels decreased in all medicated groups； the average fluorescence intensity of F-actin increased 
in the western medicine control group and the middle- and high-dose Gegen Qinlian Decoction groups （P＜0. 05 or 
P＜0. 01）.  Compared with the low-dose Gegen Qinlian Decoction group， the proportion of collagen fibre area in the 
middle-dose Gegen Qinlian Decoction group and the western medicine control group reduced； the mean fluorescence 
intensity of F-actin increased in the middle-dose Gegen Qinlian Decoction group； the protein levels of ZO-1 and E-cadherin 
increased in the western medicine control group， and the protein levels of ZO-1 increased in the high-dose Gegen 
Qinlian Decoction group （P＜0. 05）.  Compared with the medium-dose Gegen Qinlian Decoction group， the protein 
levels of ZO-1 elevated in the high-dose Gegen Qinlian Decoction group （P＜0. 05）.  Comapred with the high-dose 
Gegen Qinlian Decoction group， level of E-cadherin and Vimentin protein of the western medicine control group 
increased （P＜0. 05）.   Conclusion　Modified Gegen Qinlian Decoction was able to reduce colonic inflammation and 
mucosal barrier damage and inhibit the process of epithelial mesenchymal transition in mice models of ulcerative 
colitis， which may be one of its action mechanisms .
Keywords ulcerative colitis； Gegen Qinlian Decoction （葛根芩连汤）； intestinal mucosal barrier； epithelial mesen⁃
chymal transition； disease activity index
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