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Abstract
AIM: To investigate the role of the Janus kinase/
signal transducer and activator of transcription 
(STAT) signaling pathway in the pathogenesis 
of trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)-induced 
experimental colitis in rats.

METHODS: TNBS was used to induce experi-
mental colitis in rats. The rats were then intra-
peritoneally injected with rapamycin (RPM) and 
AG490 (a specific inhibitor of Janus kinase). Co-
lonic inflammation was evaluated by histology. 
Western blot was used to detect the expression 
of matrix metalloproteinase (MMP)-1, MMP-2, 

MMP-3 and ITMP-1 proteins in the colon. Gela-
tin zymography was used to examine the activ-
ity of MMP-2 in colitis.  

RESULTS: The pathological inflammation 
scores in the AG490 treatment group and RPM 
treatment group were significantly lower than 
that in the control group (5.50 ± 2.16 and 5.17 ± 
1.80 vs 8.53 ± 2.18, respectively; P = 0.012 and 
P < 0.05). The expression levels of MMP-1 and 
MMP-2 proteins in the AG490 treatment group 
and RPM treatment group were significantly 
lower than those in the control group (all P 
< 0.05). In contrast, there were no significant 
changes in the expression levels of MMP-3 and 
TIMP-1 proteins between the control group 
and the two treatment groups (both P > 0.05). 
Compared with the control group, the activity of 
MMP-2 was obviously reduced in the two treat-
ment groups (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Inhibition of the JAK/STAT 
signaling pathway by AG490 or RPM reduces 
disease activity in TNBS-induced experimental 
colitis through downregulation of MMP-1 and 
MMP-2 mRNA expression in colonic tissue. 

Key Words: AG490; Rapamycin; Signal transducer 
and activator of transcription pathway; Experimen-
tal colitis; Matrix metalloproteinase

Yang J, Miao YL. Role of the Janus kinase/signal 
transducer and activator of transcription pathway in the 
pathogenesis of trinitrobenzenesulfonic acid-induced 
experimental colitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(25): 2571-2576

摘要
目的: 探讨抑制Janus激酶/信号转导和转录激
活子(JAK/STAT)通路在大鼠结肠炎发病机制
中的作用.

方法: 建实验性大鼠结肠炎模型后, 给予JAK
特异性抑制剂AG490和STAT抑制剂雷帕霉
素(RPM), 腹腔注射治疗1 wk后处死大鼠, 观
察结肠炎症改变并进行评分 ,  采用蛋白印
迹法(Western blot)检测MMP-1、MMP-2、
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地介导炎症介质
的表达, 导致肠黏
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MMP-3、TIMP-1蛋白表达; 用明胶酶谱法检
测结肠组织中MMP-2的活性. 

结果: 与对照组相比, AG490治疗组肠道损伤
积分降低(5.50±2.16分 vs  8.53±2.18分, P  = 
0.012); RPM治疗组肠道损伤积分(5.17±1.80
分)较对照组低(P <0.05). AG490组和RPM组
MMP-1、MMP-2的蛋白质表达量均明显低于
对照组(均P <0.05), 而两实验组分别与对照组
比较其MMP-3、TIMP-1蛋白质表达均无明
显差异(均P >0.05). 与对照组相比, 两实验组
MMP-2的活性均显著下降(P <0.05).

结论: AG490和RPM通过阻断JAK/STAT信号
通路的活化能缓解大鼠结肠炎, 这一作用可能
是通过抑制MMP-1、MMP-2的表达来实现的.

关键词: AG490; 雷帕霉素; JAK/STAT信号转导通

路; 实验性结肠炎; 基质金属蛋白酶
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD), 属于原因不明的肠道非

特异性炎症疾病. 由于其病因和发病机制不明, 
给治疗带来很大的困难. 既往认为IBD的病因及

发病机制与感染因素、遗传因素、免疫反应异

常等有关, 近年来研究较热的细胞因子网络备

受关注, 不少学者把研究的方向转向了信号转

导与炎症介质之间的关系上, 炎症介质及细胞

因子可导致机体多条信号通路活化, 从而通过

他直接或间接地介导炎症介质的表达, 导致肠

黏膜受损产生; 而JAK/STAT通路环节少而简洁, 
他把细胞膜上感受的信号直接传递到核内-启动

基因转录, 因而引起人们的普遍兴趣[1]. 我们利

用TNBS诱发大鼠肠炎模型, 探索肠黏膜基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)的高

表达是否经过JAK/STAT途径传递信息, 开辟治

疗IBD的新途径.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀、未育、健康的清洁级SD大鼠36
只, 体质量193-205 g, 购自昆明医学院实验动

物中心, TNBS购于美国Sigma公司; AG490购
于美国Calbiochem公司; RPM购于美国Biomol
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公司; BCA蛋白浓度测定试剂盒购于北京博奥

森生物技术有限公司; 兔抗大鼠MMP-1多抗、

MMP-2多抗、MMP-3多抗、TIMP-1多抗、

A C T I N多抗、H R P标记的羊抗兔I g G购于武

汉博士德公司; PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder(Fermentas). 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 参考Morris et al [2]的二次致炎

细胞免疫方法, 随机选24只SD大鼠, 轻度乙醚

麻醉, TNBS 30 mg溶于500 mL/L的乙醇中(共
0.85 mL), 用硅胶管从肛门插入8 cm灌肠. 3 wk
后再次从肠道灌入10 mg TNBS+0.25 mL生理盐

水, 造模慢性复发性大鼠结肠炎成功后, 将大鼠

随机分为2组, AG490组(n  = 12)将1 mg AG490
粉剂溶于二甲基亚砜(d ime thy l su lphox ide, 
DMSO)中, 配成50 g/L溶液, 注射时溶于0.4 mL
生理盐水中配成混悬液, JAK2抑制剂AG490 8 
mg/(kg·d)腹腔注射, 治疗7 d; RPM处理组(n  = 
12): 将RPM粉剂溶于DMSO中, 配成浓度为25 
g/L溶液, 注射时溶于0.4 mL生理盐水中配成混

悬液, RPM 0.4 mg/(kg·d)腹腔注射, 治疗7 d; 对
照组(n  = 12)生理盐水0.4 mL/d腹腔注射, 共7 d. 
治疗结束后, 乙醚麻醉后开胸摘除心脏处死大

鼠, 立刻(1 min内)开腹观察肠道病变, 距肛门6 
cm左右截断肠道, 置冰上, 沿系膜对侧纵行剖

开以冰盐水冲洗干净, 仔细观察肠道病变, 按照

Medina et al [3]的标准做出大体和组织损伤评分; 
另取结肠组织, 液氮速冻后于-70℃冰箱保存备

用. 次日从-70℃冰箱取出大鼠结肠组织. 称取

各组大鼠结肠组织100 mg将组织放于冰上, 将
其剪碎, 置于匀浆器中, 加入组织提取液, 匀浆

后离心, 并取其上清, 并置于-20℃保存. 蛋白质

浓度用BCA法测定. 
1 .2 .2  M M P s与T I M P -1的蛋白测定 :  采用

We s t e r n  b l o t法分析肠黏膜中M M P -1 (52 
kDa)、MMP-2(72 kDa)、MMP-3(57 kDa)、
ITMP-1(28.5 kDa)蛋白质表达. β-actin兔多克隆

抗体(42 kDa)作为内参. 每个样品取60 μg总蛋

白以2×上样缓冲液, 煮沸5 min. 将样品经10%
聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白, 4℃下电转至PVDF
硝酸纤维素膜上. 用50 g/L脱脂牛奶封闭后, 分
别加1∶400稀释的抗actin、MMP-1、MMP-2、
MMP-3及TIMP-1抗体4℃过夜. PBST洗膜后, 
再加1∶5000, HRP标记的IgG于室温孵育2 h, 
PBST洗膜后, 用化学增强荧光剂检验蛋白条带, 
柯达X光胶片曝光、显影. 数码照相后, Image J
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的作用, 结果令人
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软件进行图像处理, 测定灰度值. 将同一张蛋白

印迹膜曝光后, 0.5% SDS洗脱抗体, 再用β-actin
进行孵育杂交以作为内参照. 
1.2.3 MMP-2的活性测定: 采用明胶酶谱分析法, 
SDS-PAGE的分离胶浓度为8%, 每毫升凝胶含2 
mg明胶, 浓缩胶为5%, 取90 μg总蛋白加等体积的

2×SDS非还原加样缓冲液, 室温下混匀后直接点

样, 4℃条件下恒压电泳(120 V)至溴酚蓝达凝胶

下沿. 电泳结束后, 凝胶置2.5% TritonX-100中漂

洗15 min×2次, 然后浸入反应缓冲液, 37℃孵育

9 h. 取出凝胶, 用0.5%考马斯亮蓝R250染色0.5 h, 
脱色液脱色至蓝色背景现出清晰的白色条带.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件. 所有

数据用mean±SD表示. 计量资料的多组数据比

较采用随机区组设计的方差分析, 组间的两两

比较采用q检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠的体质量和大便质地体质量和大便质地和大便质地 在第1次TNBS灌
肠后未给予治疗的3 wk内, 大鼠主要在第1周内

出现腹泻, 大便为黄色稀便, 或肛周体毛被稀便

沾染. 灌肠后第1周体质量明显降低(体质量明显降低(明显降低(P值分别为

0.000、0.000、0.000). 第2周体质量开始增加体质量开始增加开始增加

(P值分别为0.002、0.001、0.001), 腹泻症状开

始好转. 第3周后, 大便正常, 体质量逐渐恢复正体质量逐渐恢复正逐渐恢复正

常(P值分别为0.000、0.000、0.000). 第4周再次

给予TNBS灌肠后, 对照组直到处死前, 仍有腹

泻; 而雷帕霉素组与AG490处理组出现腹泻, 持
续3 d, 以后逐渐恢复正常. 第4周结束时, 雷帕

霉素组与AG490组体质量较对照组高(体质量较对照组高(较对照组高(P值均为

0.000). 逐周的体质量变化见表1.体质量变化见表1.变化见表1. 
2.2 大鼠结肠炎症的大体和组织评分 对照组(图
1A)结肠可见肠壁充血、水肿明显, 少数腹腔

粘连, 近端肠道扩张. 沿系膜缘剖开后见黏膜充

血、水肿、糜烂及溃疡形成, 几乎所有大鼠均

有肠壁增厚; 光镜下(图2A)病变主要位于黏膜

和黏膜下层, 少数出现在肌层, 甚至是全层炎症, 
以中性粒细胞、浆细胞、淋巴细胞浸润为主, 
黏膜及黏膜下层有单核细胞和巨噬细胞的浸润, 
甚至溃疡形成, 肠道损伤积分(包括大体和组织

学积分)为8.53±2.18. AG490处理组大体观察结

肠炎症较轻, 无明显糜烂和溃疡出现(图1B); 光
镜下观察可见黏膜及黏膜下层炎症明显减轻(图
2B), 肠道损伤积分为5.50±2.16, 低于对照组(t  
= 2.825, P <0.05). RPM处理组大体观察结肠炎症

较轻, 无明显糜烂和溃疡出现(图1C); 光镜下观

察可见黏膜及黏膜下层炎症明显减轻(图2C), 肠
道损伤积分为5.17±1.80, 低于对照组(t  = 3.963, 
P <0.01).
2.3 TNBS模型大鼠肠黏膜MMPs与TIMP-1的
蛋白表达 AG490组和RPM组MMP-1, MMP-2
表达量显著低于对照组, 差异有统计学意义(均
P <0.05). AG490组和RPM组MMP-3, TIMP-1表
达量与对照组差异无统计学意义(均P >0.05, 表2, 
图3).
2.4 TNBS模型大鼠肠黏膜MMP-2的活性 AG490
组和RPM组MMP-2(66 kDa)活性显著低于对照

组(P <0.05. 图4).

3  讨论

本研究采用TNBS二次致炎细胞免疫方法构建

表  1  对照组和雷帕霉素组、AG490处理组体质量的变
化 (g, mean±SD)

     
时间	    对照组	          雷帕霉素组	       AG490组

第1天   201.10±2.60     199.20±5.41	 198.70±5.54

第1周   175.90±5.13a    176.50±7.10a	 176.00±7.04a

第2周   184.50±6. 72c    186.70±5.86c	 187.30±4.50c

第3周   226.90±11.97e  225.98±13.00e   224.10±12.48e

第4周   204.80±6.59     234.30±11.02g	 232.10±10.94g

aP<0.05 vs 第1天; cP<0.05 vs 第1周; eP<0.05 vs 第2周; gP<0.05 

vs 对照组.

图  1  大鼠结肠黏膜大体观察. A: 对照组; B: AG490组; C: 
RPM组.

A

B

C

■相关报道
最 近 有 多 项 研
究 显 示 活 化 的
STAT3通过调节
炎症反应在结肠
炎发病机制中起
着重要作用.
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实验性大鼠结肠炎模型, 第1次给予TNBS刺激

后, 大鼠出现腹泻、便血、体质量减轻等症状, 
急性期后症状渐缓解, 大鼠结肠炎进入慢性期; 
3 wk后再次给予小剂量的TNBS灌肠后病情复

发, 再次出现上述症状. 4 wk后处死大鼠, 观察

发现结肠肠壁黏膜充血、水肿、糜烂及溃疡形

成, 几乎所有大鼠均有肠壁增厚; 光镜下病变主

要位于黏膜和黏膜下层, 少数出现在肌层, 甚至

是全层炎症, 以中性粒细胞、浆细胞、淋巴细

胞浸润为主, 黏膜及黏膜下层有单核细胞和巨

噬细胞的浸润, 甚至溃疡形成, 肠道损伤积分明

显增高. 结果表明本研究的大鼠结肠炎模型构

建成功, 并且通过采用2次刺激法, 使大鼠在慢

性结肠炎的基础上再次出现急性结肠炎的表现, 
具有急、慢性结肠炎共存的特点, 类似于慢性

复发性炎症, 更接近人类IBD反复发作-缓解-复
发的慢性病程. 我们给予AG490与雷帕霉素治疗

TNBS大鼠结肠炎后, 动物体质量增加, 腹泻、便

血等症状好转, 大体观察结肠炎症较轻, 无明显

糜烂和溃疡出现; 光镜下观察可见黏膜及黏膜下

层炎症明显减轻, 本研究结果提示AG490与雷帕

霉素治疗能够有效抑制TNBS大鼠结肠炎的炎

症反应. 文献[4]报道AG490是JAK2的特异性抑

制剂, RPM是STAT的阻断剂, 他们通过阻断各自

激酶701位丝氨酸和727位酪氨酸磷酸化, 来阻断

下游激酶的活化进而抑制细胞的生理和病理效

应. 最近有多项研究[5-6]显示活化的STAT3通过调

节炎症反应在结肠炎发病机制中起着重要作用. 
在多种结肠炎动物模型中, Suzuki et al [7]均发现

活化STAT3的高表达; 另外, 有多个研究[5,8]也发

现在UC和DC患者炎症肠黏膜总STAT3和磷酸
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表  2  TNBS诱发结肠炎大鼠MMPs与TIMP-1蛋白表达(mean±SD)

     
分组                          MMP-1/β-actin	 MMP-2/β-actin	 MMP-3/β-actin	 TIMP-1/β-actin

对照组		  1.99±0.50	    1.90±0.69 	    2.27±0.42	    2.93±0.19

AG490组		  0.79±0.27a	    0.67±0.36a	    2.30±0.39	    2.91±0.17

RPM组		  0.88±0.14a	    0.80±0.54a	    2.24±0.40	    2.90±0.18

aP<0.05 vs  对照组.

图  2  大鼠结肠黏膜光镜观察(HE×100). A: 对照组; B: 
AG490组; C: RPM组.
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图  3  肠黏膜中MMP-1、MMP-2、MMP-3及ITMP-1的蛋
白表达. 1-3: 对照组; 4-6: AG490组; 7-9: RPM组.

图  4  明胶酶谱分析结果. 1-3: AG490组; 4-6: RPM组; 
7-9: 对照组.
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■应用要点
通过干预 J A K /
S TAT通路调控
MMP的表达与活
性, 可能达到防御
或治疗 I B D的目
的. 这对未来治疗
I B D开辟了新的
途径.
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化的STAT3水平持续性升高, 且无论在动物模型

还是IBD患者炎症肠黏膜中活化的STAT3水平

都与这些组织炎症损伤程度呈正相关. 但Takeda 
et al [9]敲除了小鼠单核细胞的STAT3基因, 发现

STAT3基因缺失使小鼠对内毒素的敏感性增加, 
TNF-α、IL-1等炎性细胞因子的数量也增加, 提
示STAT3可能具有免疫抑制功能. STAT3在肠道

炎症反应中的作用尚需进一步深入研究. 
近年来有多位学者对MMPs在IBD中的表

达情况及其可能作用进行了研究, 以探索MMPs
在IBD发病及其病程进展中的作用, 结果令人

鼓舞. Danese et al [10]测定了52例UC患者病变

区MMPs及TIMPs的含量, 结果显示: MMP-1、
MMP-2、MMP-9和TIMPs在病变组织基质细

胞中表达; MMP-3在基质细胞和上皮细胞中均

表达; MMP-7则主要表达在溃疡边缘的上皮细

胞内, 而且其表达与炎症的严重度相关, 故认为

MMP-7的表达可作为评价UC炎症活动度的重

要指标. 有研究者对21例UC患者和21例CD患

者内镜结肠活检标本的MMP及其抑制物TIMP 
mRNAs的含量进行了测定, 结果显示, MMP-2、
MMP-14及TIMP-1的mRNAs含量在所有病变

标本中均显著增加, 其中MMP-1及MMP-3的
mRNA含量是正常组织的15倍, 因而推测MMPs
在I B D的组织破坏和重构中发挥重要作用 [11]. 
IBD不仅具有慢性消耗性特征, 可造成局部组织

的炎症坏死, 而且有导致局部癌变的可能. 因而,
研究如何有效阻断这一病变过程具有重要的现

实意义. 正常时, 在结肠或身体其他组织, MMPs
和TIMPs协同作用, 使ECM的合成和降解处于动

态平衡, 保持人体结构和功能的完整性, 一旦代

谢失衡, 势必出现一系列病理状态. 在肠道, 这
种代谢失衡则可破坏肠黏膜屏障, 导致溃疡等

的形成[10]. 最近大量研究报道均提示, IBD活检

组织有MMPs的过表达, 包括mRNA和蛋白质水

平. MMPs主要通过降解ECM、促进细胞凋亡、

影响新生血管生成、促进细胞因子释放等多种

途径参与IBD及其并发症的发生、发展. 
另有多个研究证实MMPs抑制剂能有效地

防止肠道的损伤和炎症, 并降低肠道炎症的积

分[3,12]. 局部MMPs的浓度与黏膜破坏间存在因

果关系, 对该酶的抑制可导致组织破坏的减轻, 
且该酶与黏膜的重构间有很强的相关性, 然而, 
总的胶原降解程度取决于局部有活性的酶和该

酶天然抑制剂之间的平衡. TIMPs是MMPs的一

种天然抑制剂, 研究发现, 在炎症肠病的病变肠

黏膜中TIMPs的表达并没有相应的升高, 导致

MMPs/TIMPs比值升高, MMPs和其天然抑制剂

的平衡被破坏, 导致组织损伤的发生[13]. 
本实验进一步探讨了JAK/STAT通路是否

参与IBD肠组织MMP表达的调控过程, 旨在为

寻找有效干预MMP表达途径提供新的线索. 实
验结果显示, 以TNBS诱导的IBD大鼠模型中

AG490与RPM能明显降低肠组织中MMP-1、
MMP-2的蛋白表达和MMP-2的活性, 而不影响

MMP-3与TIMP-1的表达; 抑制JAK/STAT通路

能显著减少TNBS诱导的IBD大鼠模型中肠组

织糜烂和溃疡的出现. 结果表明JAK/STAT参与

了IBD肠组织MMP表达的调节过程, 抑制JAK/
STAT通路可下调MMP的表达, 并有助于防止

IBD肠组织的损伤. 
总之, 通过干预JAK/STAT通路调控MMP的

表达与活性, 可能达到防御或治疗IBD的目的. 
这对未来治疗IBD开辟了新的途径. 关于JAK/
STAT与MMP的确切作用机制及临床意义有待

更深入的研究.
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