
姜黄素对模型大鼠肠粘膜炎症因子的调控  

    炎症性肠病发病机理尚在探索中，目前认为是一种自身免疫性疾病，临床上主要表现为溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn's disease, CD)，两者统称为炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)，均在病理组织学上表现为肠道粘膜炎

症。肠粘膜炎症与环境因素、遗传因素、免疫因素等因素相关。其中细胞因子在IBD肠道炎症反应和粘膜免疫反应中起重要作用，Thl/Th2

型细胞因子平衡是肠道粘膜免疫要素，以细胞因子为线索针对粘膜炎症的研究，为IBD的防治筛选靶向药物。IBD在欧美等西方国家发病率

高，亚洲国家发病率也逐年上升。目前多数临床上应用的IBD药物及治疗措施存在疗效欠佳及副作用等缺陷。寻找新的特异性针对炎症连锁

反应关键步骤，调控致炎与抗炎细胞因子之间的平衡的治疗措施，供IBD患者的临床应用甚为必要。学者渴求筛选出高效低毒的天然抗炎药

物。姜黄素具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化和调节免疫功能。姜黄素的多效作用归功于转录因子核因子-κB(NF-κB)。而NF-κB是一种调控各种炎

症细胞因子、趋化因子、粘附因子的核转录因子[1][2]。它可连结基因的启动子区域，参与炎症因子的转录的调控[3]。研究表明，姜黄素

可能通过阻碍NF-κB诱导激酶和IκB激酶上游的通道信号而发挥其对下游基因的调控作用[4]。本研究利用TNBS诱导大鼠肠炎模型，以炎症因

子为药物靶点，探索姜黄素对IBD相关炎症细胞因子的调控，分析姜黄素对肠炎模型大鼠病理组织学症象的变化，从而推断姜黄素对IBD的

应用前景。 

    

1  材料与方法 

    1.1  动物和分组  

    实验中采用10至12周龄雄性SPF级的Wistar大鼠150只，体质量200~250 g。所有的大鼠被喂养在南方医科大学动物实验中心清洁屏障

的环境中。动物随机分为5组:阴性对照组，阳性模型组，药物治疗阳性对照组，姜黄素预防组，姜黄素治疗组。 

    1.2  肠炎模型及给药 

    采用TNBS诱导大鼠肠道炎症模型。方法是除阴性对照组采用50%乙醇2 ml一剂灌肠外，其余各组均采用50 mg化学性半抗原药物5%TNBS

(Sigma公司)溶于50%乙醇2 ml中快速一剂灌肠。姜黄素(纯度95%)购自英国BDH公司。姜黄素预防组造模前3 d给2.0%姜黄素饲料(第4组，

2.0% CUR-P)，姜黄素治疗组则造模后立即给2.0%姜黄素饲料(第5组，2.0% CUR-A)。药物阳性对照组造模前3天给0.5%柳氮磺胺吡啶饲料

(第3组，0.5%SASP)。50%乙醇阴性对照组(第1组，50%ETHA)和阳性模型组(第2组，5% TNBS)均给予普通饲料。造模2周后处死所有的大

鼠。 

    1.3  组织学分析 

    病理组织学分析，大鼠肠粘膜组织采用10%福尔马林固定，石蜡包埋组织切片用普通HE染色，并进行组织学评级[5]：0级，粘膜无明显

炎症；Ⅰ级，粘膜有明显水肿，轻度白细胞浸润；Ⅱ级，粘膜炎症明显，白细胞浸润增多；Ⅲ级，白细胞聚集，腺体破坏；Ⅳ级，粘膜溃

损，组织结构明显破坏。 

    1.4  NF-κB活性分析 

    肠粘膜细胞核蛋白提取按核提取试剂盒方法(Active Motif 公司)，提取后的蛋白-80 ℃保存。蛋白浓度用Bradford比色法测量。 

    电泳迁移率改变分析用于检测肠粘膜NF-κB活性，10 μg核蛋白预孵于10 μl的反应体系[2 ng poly(dI_dC)(Sigma 公司)，25% 

glycerol，1 mol/L NaC1，10 mmol/L MgCl
2
，10 mmol/L DTT，0.2 mol/L Tris-Cl，10 mmol/L EDTA]，对照组加入1 μl 200倍竞争

NF-κB的寡核苷酸冷探针，置室温15 min。之后，应用25 000~ 50 000 /min 32P未端标记的NF-κB寡核苷酸热探针(5'-

AGTTGGGGACTTTCCCAGGC-3'； 3'-CTCCCCT GAAAGGGTCCGTTGA-5'；上海生工生物工程公司合成)加入反应体系孵30 min。反应体系被加入

8%含TBE的聚丙烯酰胺凝胶，恒电压130 V电泳3 h。干胶和用柯达X光胶片曝光和显影。 

    1.5  细胞因子mRNA逆转录-聚合酶链式反应分析 

    IL-1β、IL-4和IL-10 mRNA半定量的逆转录-聚合酶链式反应分析，采用TRIZOL反应剂(Invitrogen 公司)从50~100 mg肠粘膜提取总

RNA 。将1 μg的 RNA置于10 μl含寡核苷酸逆转录反应系中转录为cDNA然后作PCR。采用Oligo dT引物和M-MuLV进行逆转录(Promega 公

司)。进行PCR扩增，1/4逆转录产物与10 mmol/L的各种寡核苷酸作为引物。变性95 ℃ 5 min，变性94 ℃ 30 s，退火47 ℃ 45 s，72 

℃ 1 min进行30个循环，再延伸72 ℃ 5 min。引物如下，用于检测cDNA的质量，GAPDH 上游: 5'-ACCACAGTC CATGCCATCAC-3',GAPDH 

下游：5'-TCCACCACC CTGTTGCTGTA-3'(452 bp); IL-1β上游: 5'-CTTCTT CTTTGGGTATTGTT-3', IL-1β下游:5'-CCTCTGTGA 

CTCGTGGGA-3' (325 bp); IL-4上游: 5'-GAGCGTGG ACTCATTCA-3', IL-4下游: 5'-TTGCT GTCACCCTG TTC-3' (344 bp); IL-10上游: 

5'-GCAGA CAAACAA TACGC-3', IL-10下游:5'-ACTTGCCCTCA TCCC-3' (264 bp)。取1/10的扩增产物在1%TBE琼脂糖胶用溴化乙啶显影。 

    1.6  统计学分析 

    大鼠体重采用标准误统计。大鼠组织学评分的统计用两独立样本非参数检验，P<0.05，有显著性差异。全部数据由统计SPPS.10.0完

成。 
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2  结果 

    2.1  姜黄素对肠炎模型大鼠体质量的影响 

    如表1所示，TNBS诱导肠炎模型组大鼠体质量明显下降(2 d后下降15%)，从第6 天开始渐回升，但在2 周之内恢复不到原体质量。50%

乙醇阴性对照组大鼠体质量没有下降，2 周内体质量上升至原体质量的113.3%。所有给药组，大鼠体质量从第2 天开始恢复，在第 2~14 

天体质量明显增。50%乙醇组大鼠体质量明显高于其他组(P<0.05)。5%TNBS模型组大鼠体质量明显低于其他组(P<0.05)。3个用药处理组间

大鼠体质量没有显著差异(P>0.05)。 

    2.2  姜黄素对肠炎模型大鼠肠粘膜病理组织学评分的影响 

    用常规HE染色描述了肠炎模型大鼠肠粘膜病理组织特征如图1。并通过病理组织学评分评价姜黄素对肠炎模型大鼠大肠损伤的疗效，评

分结果见表2。肠炎模型大鼠肠粘膜明显充血水肿，多量散在小溃疡形成，组织上皮破损，炎性渗出，多量白细胞浸润伴明显组织坏死。姜

黄素预防和治疗组大鼠肠粘膜患有炎症，但病变较轻，经组织学评分，炎症明显减轻。在实验中，0.5% SASP和2.0%姜黄素饲养的3组大鼠

组织学评分显著比肠炎模型大鼠低(P<0.05)，有显著性差异。50%乙醇阴性对照组与肠炎模型组比较(P<0.01)，有显著性差异。 

    图1  姜黄素对TNBS诱发肠炎大鼠肠粘膜组织学评分的影响(HE染色，原放大倍数：×40) 
    Fig.1  Effects of curcumin on histological scores of rats with TNBS-induced colitis (HE staining, original 

magnification: ×40) 
    A: Negative control (50% ETHA) group; B: Model (5% TNBS) group; C: Positive control (0.5% SASP) group; D: 2.0% 

curcumin prevention group; E: 2.0% curcumin therapy group



    2.3  姜黄素对TNBS诱导肠炎模型大鼠肠粘膜NF-κB活性的影响 

    如图2所示，用每个模型鼠肠粘膜细胞核提取物进行电泳迁移率改变分析。第2条带是没有标记的200倍质量的特殊寡核苷酸过度抑制

NF-κB迁移率改变，标志着DNA蛋白组成是特定的，该条带为冷探针对照组，是没有标记的200倍质量的冷探针加入到第3条带的反应体系。

第1条带是50%乙醇阴性对照组，肠粘膜核提取物NF-κBDNA结合活性没有激活。单独应用TNBS造模明显提高肠粘模核提取物中NF-κB双链DNA

结合活性，见第3、4条带，而应用0.5%SASP和2%姜黄素防和治疗可抑制NF-κB双链DNA的活性，分别见第5、6、7条带。 

    图2  姜黄素对TNBS诱导肠炎模型大鼠肠粘膜NF-κB活性的影响 
    Fig.2  Effects of curcumin on NF-κB activity in colonic  mucosa of rats with TNBS-induced colitis

    Lane 1: 50% ETHA group; Lane 2: cold probe control group;
    Lanes 3, 4: 5% TNBS group;  Lane 5: 0.5 % SASP group;  Lane 6: curcumin prevention group;  Lane 7:  2.0% 

curcumin therapy group

    2.4  姜黄素对肠炎模型大鼠肠粘膜细胞因子表达的影响 

    采用逆转录-聚合酶链式反应分析，结果如图3所示，与对照组相比，TNBS诱导肠炎模型大鼠的肠组织致炎因子IL-1β mRNA显著提高。

抗炎因子IL-10 mRNA表达比对照组相对低，但两组没有显著差异。姜黄素和SASP治疗可显著抑制IL-1β mRNA的高表达，而且可显著提高抗

炎因子IL-10 mRNA的低表达。IL-4 mRNA在各组均未见表达。 

    图3  姜黄素对肠炎模型大鼠肠粘膜细胞因子表达的影响 
    Fig.3  Effects of curcumin on expression of colonic mucosal cytokines in rats with TNBS-induced colitis
    A: IL-1β mRNA; B: IL-10 mRNA; C: IL-4 mRNA. M: DNA marker; Lane 1: 50% ETHA group; Lane 2: 5%TNBS group;
    Lane 3: 0.5% SASP group; Lane 4: 2.0% curcumin prevention group; Lane 5: 2.0% curcumin therapy group



    

3  讨论 

    肠道粘膜本身是一个重要的免疫器官，在免疫屏障和抗粘膜损伤等方面起着重要的作用。消化道里有很多病毒、细菌和其他潜在的有

害抗原物质，这些物质大部分被胃液及消化酶破坏，以原形排出体外，余下的有害物质由于消化道粘膜免疫防御而不致引起病变。 

    近年来随着免疫生物学、分子免疫学的发展对肠道粘膜免疫功能的认识在飞跃。肠炎的发生是病原或过敏原刺激活化了先天免疫和特

异免疫系统的细胞，消化道粘膜存在T辅助细胞亚群(T helper，Th)，可以启动针对细胞外致病原的免疫与炎症反应。它主要通过分泌细胞

因子和化学趋化因子造成其他类型细胞如中性粒细胞的浸润，直接或间接造成肠上皮细胞的损伤。凋亡相关分子也参与了炎症的调控。这些

细胞因子通过信息通道再活化或动员更多的细胞，并进一步分泌更多的因子，形成病原、细胞和因子之间的级联反应。诱导肠道局部的持续

炎症。细胞因子是免疫细胞(如单核/巨噬细胞、T细胞、B细胞、NK细胞等)和某些非免疫细胞(如血管内皮细胞、表皮细胞、成纤维细胞等)

经刺激而分泌的一类生物活性物质。Th细胞按照其功能分为两个亚型，Thl细胞分泌IL-1β、IL-6、IL-8、IL-12、IL-18、IL-27、INF-

γ、TNF-α，属致炎因子，能够调节肠上皮细胞表面受体与功能而导致细胞损伤。Th2细胞分泌的抑炎因子如IL-4和IL-10则可抑制Thl细胞

的增殖与功能，同时抑制肠道炎症的发生。Thl/Th2细胞因子平衡(炎症因子平衡)是肠道粘膜免疫要素。 

    对Thl/Th2细胞因子平衡的调控决定了肠炎的转归。在各种IBD的动物模型(包括TNBS模型)和病人的肠粘膜Th1型免疫反应中，Th1型致

炎因子如IL-1β，IL-6，IL-12，IL-18，IL-27，TNF-α和IFN-γ为高表达， Th2型抑炎因子如IL-4，IL-5，IL-10则低水平表达或不表

达。抑炎因子TGF-β、IL-4、IL-10等参与抑制趋化因子的分泌。研究已证实，无论在IBD的动物模型中或者是在病人肠道粘膜免疫中Th1细

胞均占优势，在肠粘膜炎症中，多有促炎因子增多和抗炎因子降低，趋化因子激活白细胞表面的整合素提高它们的迁移引起炎症反应。基于

上述发现，Thl/Th2细胞失衡在IBD的发生发展中起重要作用。Th1免疫应答为CD，多为巨噬细胞的激活和延迟性过敏反应，以细胞免疫为

主。Th2免疫应答为UC ，以体液免疫为主。 

    当发生肠道炎症时，IL-1β较其他炎症因子更有明显的优势，IL-1Ra(IL-1受体拮抗剂)与炎症的疾病严重程度无关，但肠粘膜IL1Ra / 

IL-1比例与炎症程度呈显著负相关。与正常人比较，IBD患者的IL-1Ra mRNA水平和蛋白水平均有所增高，但增高程度袁远不及IL-1α和IL-

1β增高明显，这导致炎与抗炎细胞因子的平衡发生了改变。在CD和UC在病变部位的肠粘膜固有层缺乏产生IL-4的淋巴细胞，因此IL-4被认

为是抗炎因子。IL-10又称细胞因子合成抑制因子。它能抑制Th1产生IL-2、TNF和IFNγ，也能阻断单核或巨噬细胞产生细胞因子从而限制炎

症的发展。IL-10可促进中性粒细胞的凋亡，有利于炎症局部发生慢性肠炎，同时有利于局部对凋亡细胞的清除。 

    本实验肠炎动物模型诱导剂TNBS是一种化学性半抗原物质，与组织蛋白结合后成为完全抗原，其诱导的肠炎肠粘膜各类炎症介质如

PGE2、TXB2、LTB4、6-keto-PGE1α、LTC4、PAF和IL发生的变化与人类IBD类似；病理组织学变化表现为节段跳跃性炎症和溃疡，与人类

IBD类似。因此本实验采用了该动物模型。在本实验中检测到的IL-1β、IL-4和IL-10 mRNA表达与上述国内外学者所报道的是一致的，TNBS

模型组IL-1β mRNA高表达，IL-10 mRNA低表达，IL-4 mRNA不表达，应用姜黄素预防治疗后，明显下调了IL-1β mRNA及上调了IL-10 mRNA

的表达，提示姜黄素对肠道Thl/Th2细胞因子平衡有调控作用，姜黄素的靶点也针对细胞因子，2周模型是炎症急性期，大鼠肠粘膜IL-4 

mRNA未检测到，该现象和国内外有关的报道是一致的。 

    在2001年Hugot、Ogura等[6][7][8]发现炎症性肠病的易感基因，IBD1基因在白细胞中高度表达，它编码一种NOD2蛋白。NOD2是新的 

NOD1 / Apaf-1家族成员。NOD2 cDNA结构与植物体内的一类参与识别多种微生物成分的疾病抵御蛋白结构相似，N末端 2个半胱-天冬氨酸

蛋白酶caspase补充区域 (CARD)，都是Toll-IL1受体或亮氨酸拉链结构域，中间是核苷酸连结域(NBD)和C-末端富含亮氨酸的10个相连的

重复序列(LRRs)组成。这种LRRs胞浆防御蛋白是高度可变的，参与识别多种微生物成分。NOD2的LRRs和细菌的脂多糖连接，通过N-末端

caspase重复序列和Rick(一种蛋白激酶)介导激活NF-κB。NOD2主要表达于单核细胞中，而在淋巴细胞、粒细胞呈低水平表达。NOD2基因的

三个位点发生突变导致了炎症性肠病易感性，使IBD患者体内大量合成NOD蛋白，此蛋白可识别细菌胞壁的脂多糖并提呈给单个核细胞表面

的CD14和TOLL样蛋白受体(TLRs)，它们将信号传递给肿瘤坏死因子受体相关蛋白(TRAF)，使之激活转录因子NF-κB，引起细胞内产生炎症

因子的级联放大反应，从而导致炎症性肠病。因此基因的易感性在IBD的发病过程中起了重要的作用。上述可见NF-κB是参与IBD的发生发展

调控的致关重要的转录因子。 

    既往的观察证明，在UC和CD中NF-κB是明显激活的[9][10]。过去数十年临床上常用不同的急慢性IBD治疗药物如柳氮磺胺吡啶片、氨

基水杨酸、皮质类固醇均是NF-κB活性的抑制剂。它们往往有类固醇依赖及抵抗、有糖耐量异常、肝功能减退、胰腺炎等等缺点。目前细胞

因子的治疗也已进入临床阶段。IL-1rα能选择性地拮抗IL-1β的致炎作用，并有剂量效应[11]。表达IL-4重组人5型腺病毒载体可治疗TNBS

诱导的肠炎。细胞因子IL-10治疗IBD效果乐观[12]。也有人应用抗粘附分子单克隆抗体治疗IBD获得较好疗效。98年美国FDA批准抗TNF-α

人-鼠嵌合抗体用于IBD[13]。新近，更有效的IBD治疗策略是应用NF-κB P65反义寡核苷酸针对性的预防粘膜巨噬细胞和T淋巴细胞对NF-κB

的激活，而NF-κB调控的基因与内皮细胞的生存有关[14]，从而明显改善肠道炎症。但上述的基因免疫治疗远期效果尚待评价，尤其人源单

抗和重组细胞因子对人体整个免疫系统有不利因素，加上价格的昂贵均不利于广泛临床应用。 

    作为一种传统的中药，姜黄素已在起源国家疾病抗炎治疗广泛应用了几百年。研究人员已明确姜黄素通过抑制IκB的降解而阻断细胞因

子诱导的NF-κB的激活及致炎因子的表达[15]。在NF-κB信息通路中，NF-κB受氧自由基的激活，NF-κB通常也选择性地调节各种炎症细胞因

子、趋化因子、粘附因子。在细胞核，NF-κB二聚体可连结基因的启动子区域，激活与免疫、炎症反应和细胞生长调控有关的基因编码蛋白

的转录[16]。 

    在本实验研究中，证实了姜黄素在TNBS肠炎模型中对NF-κB有抑制作用，对模型大鼠肠粘膜Thl/Th2细胞因子平衡有调控作用，同时证

实了姜黄素可改善模型大鼠肠粘膜病理组织学症象和炎症，进一步探索了IBD发生发展的在相关信息通道中的分子机制，亦初步证明了姜黄

素在IBD的应用前景。 

    (责任编辑：陈望忠) 
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