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■背景资料
甘草酸二铵(DG)
对大鼠溃疡性结
肠炎(UC)有较好
的治疗作用, 能够
降低炎症因子的
表达, 显著抑制炎
症反应, 减轻结肠
黏膜损伤.
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Abstract  
AIM: To assess the therapeutic effect of diam-
monium glycyrrhizinate (DG) on 2,4,6-trinitro-
benzene sulfonic acid (TNBS)-induced ulcerative 
colitis in rats and to explore the underlying 
mechanisms by detecting the expression of M30 
and Fas/FasL.

METHODS: Thirty Wistar rats were equally ran-
domized into a normal control group, a model 
group and a DG group. Ulcerative colitis was 
induced in the DG group and model group with 
TNBS by enema. After ten days, all rats were 
killed. Disease activity index (DAI), colon mac-
roscopic damage score (CMDS) and histological 
damage score were calculated, and the expres-
sion of M30 and Fas/FasL in the colonic mucosa 
was detected by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared to normal controls, the 
DAI, CMDS and histological damage score sig-

nificantly increased in model rats (7.06 ± 0.80 vs 
0.32 ± 0.14; 6.03 ± 0.61 vs 0.19 ± 0.16; 5.84 ± 0.53 
vs 0.22 ± 0.11, P < 0.01). Compared to the model 
group, the above parameters were significantly 
improved in the DG group (3.33 ±  0.27 vs 7.06 ± 
0.80; 3.29 ± 0.36 vs 6.03 ± 0.61; 2.98 ± 0.24 vs 5.84 
± 0.53, P < 0.05). Compared to the normal con-
trol group, the expression of M30 and Fas/FasL 
was up-regulated in the model group and DG 
group (5.76 ± 0.66 vs 0.42 ± 0.18; 26.62 ± 4.20 vs 
10.81 ± 2.20; 17.11 ± 3.12 vs 6.02 ± 1.02, P < 0.01). 
Compared to the model group, the expression of 
M30 and Fas/FasL was remarkably decreased in 
the DG group (2.24 ± 0.48 vs 5.76 ± 0.66; 17.23 ± 
3.20 vs 26.62 ± 4.20; 11.02 ± 2.12 vs 17.11 ± 3.12, P 
< 0.05).  

CONCLUSION: Treatment with DG could re-
duce inflammatory injury in rats with experi-
mental ulcerative colitis possibly by reducing 
the expression Fas/FasL and inhibiting apopto-
sis of cells in the colonic mucosa. 

Key Words: Ulcerative colitis; Diammonium glycyr-
rhizinate; M30; Fas/FasL; Apoptosis
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摘要  
目的: 观察甘草酸二铵(diammonium glycyrrhi-
zinate, DG)对2, 4, 6-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trin-
itrobenzene sulfonic acid, TNBS)诱导的大鼠溃
疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的疗效及其
对大鼠结肠组织M30及Fas/FasL蛋白表达的
影响, 继而从细胞凋亡方面探讨DG治疗大鼠
UC可能的作用机制.

方法: ♀Wistar大鼠30只, 随机分为正常对照
组、模型组和DG组, 每组10只. 用TNBS/乙
醇灌肠法复制大鼠UC模型, 10 d后收集结肠
标本, 观察大鼠疾病活动指数(disease activity 
index, DAI)、结肠大体形态损伤评分和组织
学改变, 用免疫组织化学法观察大鼠结肠黏膜
中M30及Fas/FasL蛋白的表达.

■同行评议者
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■研发前沿
U C 的 发 病 率 及
复发率有升高的的
趋 势 ,  其 传 统 治
疗的不良反应逐
渐 显 现 ,  寻 找 新
的、更有效的治
疗方法一直是近
几年的研究热点.

结果: 与正常对照组相比, DG组、模型组DAI
评分、结肠大体形态损伤评分和组织学损伤
评分均显著增高(7.06±0.80 vs  0.32±0.14; 
6.03±0.61 vs  0.19±0.16; 5.84±0.53 vs  0.22
±0.11, P <0.01); 而与模型组相比, DG治疗组
能显著改善UC症状(3.33±0.27 vs  7.06±0.80; 
3.29±0.36 vs  6.03±0.61; 2.98±0.24 vs  5.84±
0.53, P<0.05). 模型组大鼠M30及Fas/FasL蛋白
表达水平明显高于正常组(5.76±0.66 vs  0.42
±0.18; 26.62±4.20 vs  10.81±2.20; 17.11±
3.12 vs  6.02±1.02, P<0.01); 与模型组相比, DG
治疗组M30及Fas/FasL蛋白表达显著降低(2.24
±0.48 vs  5.76±0.66; 17.23±3.20 vs  26.62±
4.20; 11.02±2.12 vs  17.11±3.12, P<0.05). 

结论: DG对TNBS诱导的大鼠UC有较好的疗
效, DG通过下调Fas/FasL的表达抑制结肠上
皮细胞的凋亡, 这可能是其减轻结肠黏膜损伤
的机制之一.

关键词: 溃疡性结肠炎; 甘草酸二铵; Fas/FasL; 

M30; 细胞凋亡
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种由免由免免

疫介导的结肠慢性炎症性疾病, 以腹痛、腹泻

及黏液脓血便为临床特点, 多表现为发作期与

缓解期交替. 肠道免疫系统功能障碍是UC炎症

反应的主要机制[1,2]. 已有研究表明, 结肠上皮细

胞异常凋亡参与UC的发生[3-6]. 上皮细胞过度凋

亡导致黏膜脱落缺失, 在UC病理过程中起重要

的作用. 尽管针对UC病理过程中免疫途径及炎

症反应的治疗已取得了实质性的进展, 但尚无

有效的治愈UC且不良作用小的特效药物不良作用小的特效药物小的特效药物[7,8]. 传
统的治疗药物, 包括5-氨基水杨酸、糖皮质激素

及免疫抑制剂等已出现了令�不满的效果, UC
的复发率正逐渐上升[9]. 因此, 寻找新的、更有

效的治疗方法一直是近几年研究的热点. 我们的治疗方法一直是近几年研究的热点. 我们治疗方法一直是近几年研究的热点. 我们

之前的研究已经证实, 甘草酸二铵(diammonium 
glycyrrhizinate, DG)对大鼠UC有较好的治疗作

用, 能够显著抑制炎症反应, 减轻结肠黏膜损

伤[10,11]. 进一步的研究表明, 其抗炎机制与降低

炎症因子的表达, 影响炎症反应信号通路等因

素有关[12-14]. 本研究旨在进一步证实DG对UC
疗效的基础上, 通过观察DG对结肠黏膜M30及

Fas/FasL蛋白表达的影响, 从影响上皮细胞凋亡

的角度来探讨其减轻结肠黏膜损伤的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀Wistar大鼠30只, 体质量200 g
±10 g, 由山东中医药大学动物中心提供; 2, 4, 
6-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic 
acid, TNBS, 美国Sigma公司); DG注射液(商品

名: 甘利欣, 江苏正大天晴药业股份有限公司); 
兔抗大鼠Fas、FasL多克隆抗体(北京博奥森生

物技术有限公司); M30单克隆抗体(瑞士PEVI-
VA公司); 免疫组织�学SP试剂盒、浓缩型DAB
显色剂(北京中杉金桥生物有限公司).
1.2 方法

1.2.1 造模与分组: 30只健康♀Wistar大鼠适应

性喂养1 w k后随机分为正常对照组、模型组

和DG组, 每组10只, 常规禁食24 h, 10%水合氯

醛4.5 mL/kg腹腔麻醉后, 按照文献所述[15], 将
TNBS与无水乙醇等比例混匀, DG组和模型组大

鼠用聚乙烯导管由肛门缓慢插入结肠约8 cm, 然
后将混合药液2 mL(以50 mg/kg计算)缓慢注入, 正
常组大鼠灌注等量生理盐水. 根据�与大鼠的药

物剂量折算系数算出DG的应用剂量40 mg/(kg·d), 
用生理盐水稀释至2 mL, 缓慢腹腔注入; 造模当

天作为第1天, DG组第1-10天腹腔注射DG; 正常对

照组及模型组第1-10天腹腔注射2 mL生理盐水.
1.2.2 标本制备: 造模10 d后, 10%水合氯醛麻醉

大鼠, 称质量后处死动物, 迅速剖取距肛门8 cm
结肠组织, 沿肠系膜纵轴切开, 于冷生理盐水中

冲洗干净, 分别在距肛门3、5和8 cm处留取结肠洗干净, 分别在距肛门3、5和8 cm处留取结肠

组织, 另于溃疡或炎症严重处留取组织, 用4%多

聚甲醛固定, 常规石蜡包埋、切片, 行HE染色及

免疫组织�学检测. 
1.2.3 结肠炎症评价: 采用疾病活动指数(disease 
activity index, DAI)、大体形态损伤评分及组织

学损伤评分来评价结肠炎症. (1)DAI评分: 造模

后10 d, 综合大鼠体质量下降百分率、大便性状

和大便出血情况, 根据Maines等[16]提出的评分

标准进行积分(表1); (2)大体形态损伤评分参考

Wallace等提出的评分标准, 并稍作修改[17,18]: 0
分, 无炎症; 1分, 局部充血, 无溃疡; 2分, 溃疡不

伴充血; 3分, 1处溃疡伴黏连; 4分, 2处或多处溃黏连; 4分, 2处或多处溃; 4分, 2处或多处溃

疡伴炎症; 5分, >2处溃疡和/或溃疡>1 cm; 6-8分, 
溃疡>2 cm, 病变范围每增加1 cm, 增加1分; (3)
组织学损伤评分[19]: 选10个视野(×100)平均评

分. 评分标准: 0分, 正常结肠黏膜; 1分, 隐窝缺
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损1/3时; 2分, 隐窝缺损2/3; 3分, 固有层覆盖单

层上皮伴轻度炎性细胞浸润; 4分, 黏膜糜烂、

溃疡伴显著炎性细胞浸润.
1.2.4 M30及Fas/FasL蛋白的检测: 采用免疫组织

�学SP法检测M30及Fas/FasL蛋白的表达. 按照

试剂盒操作步骤进行. 结果判断: 封片后, 每张

切片随机选取5个高倍视野, 计数1 000个细胞, 
计算阳性细胞百分比.

统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用
SPSS17.0软件进行统计分析, 对数据行单因素

方差分析(one-way analysis of variance, one-way 
ANOVA), 再用SNK-q检验进行组间比较. P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般状况及结肠炎症评分 TNBS组大鼠

造模后出现进食及活动明显减少, 体质量下降, 
伴有稀便、黏液脓血便, 肛周污秽. 肉眼可见结

肠肠腔扩张, 肠壁增厚, 充血水肿明显, 有溃疡

形成, 病变严重处肠段呈黑褐色. 光镜下见上皮

缺损, 隐窝脓肿, 腺体破坏, 杯状细胞减少, 大量

炎性细胞浸润, 病变符合UC病理改变, 说明造模

成功. 治疗10 d后, DG组体质量增加, 大便性状

明显改善, 肉眼见肠壁充血水肿明显减轻, 光镜

见下上皮及溃疡得到不同程度修复, 炎症细胞

浸润减轻. 与正常对照组相比, DG组、模型组

大鼠DAI评分、结肠大体形态损伤评分及组织

学损伤评分显著升高(P <0.01), 而与模型组相比, 
DG组显著改善(P <0.05, 表2, 图1).
2.2 M30免疫组织化学染色结果 M30阳性表现

为细胞浆染色. 在正常结肠黏膜偶见M30阳性凋

亡细胞出现在肠腔黏膜表面, 而在溃疡黏膜及

其周围可见较多M30阳性凋亡细胞呈小灶性聚

集出现, 肠腔表面及整个结肠隐窝的上皮细胞

都可见到凋亡细胞. DG干预治疗后, 凋亡细胞明

显减少, 且主要分布于肠腔表面, 与模型组相比, 
M30阳性细胞率显著降低(P <0.05). 结果说明DG
能明显抑制结肠上皮细胞早期的凋亡(表3, 图2).
2.3 Fas/FasL免疫组织化学染色结果 Fas阳性在

上皮细胞表现为胞浆染色, 在炎性细胞表现为

细胞膜染色. 正常组和造模组, 结肠黏膜肠腔表

面上皮细胞Fas均有表达, 呈连续性分布. 模型组

Fas在整个结肠隐窝底部、隐窝两侧的上皮细胞

都有表达, 且炎性细胞(淋巴细胞、单核细胞等)
表达Fas也明显增多. DG组中, 无论是上皮细胞

还是固有层炎症细胞Fas阳性表达显著减少, Fas

CBA

图� �� ����������������������  1  ����������������������各组大鼠的结肠病理组织(HE,×100)��. A: 正常组; B: 模型组; C: 甘草酸二铵组.

CBA

图� �� ������������������� �������  2  ������������������� �������各组大鼠结肠黏膜M30的表达(SP, ×400)��. A: 正常组; B: 模型组; C: 甘草酸二铵组.

表  1  疾病活动指数评分标准

     得分 体质量下降百分率(%) 大便性状 大便出血

0             0    正常     阴性

1           1-5

2           6-10 松散大便     阳性

3         11-15

4            >15    腹泻 显性出血

■相关报道
研 究 表 明 ,  肠 上
皮细胞异常凋亡
在UC病理过程中
起重要作用, Fas/
FasL系统是诱导
其细胞凋亡的重
要途径之一.
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阳性细胞率较模型组均明显降低(P <0.05, 表3), 
提示DG抑制了Fas表达.

FasL阳性表现为细胞浆染色. 正常对照组

中, 仅在固有层内的少许单核细胞中表达. 模型

组中, FasL在固有层内淋巴细胞、浆细胞、单

核细胞及上皮细胞表达明显增加. DG组中, FasL
的阳性表达较模型组明显减轻, 主要见于淋巴

细胞, 与模型组相比, FasL阳性细胞率显著降低

(P <0.05, 表3), 说明DG能抑制FasL表达.
2.4 各指标相关性分析 模型组结肠黏膜M30、
Fas及FasL的表达程度与组织损伤评分, 均有一

定的相关性(r  = 0.38, 0.42, 0.40, P <0.05). 造模后

大鼠结肠黏膜Fas表达与上皮细胞M30表达具有

相关性(r  = 0.38, P <0.05).

3  讨论 

本实验通过对各组大鼠结肠炎症评分进行比较, 
显示DG对UC大鼠的DAI、结肠大体形态损伤

和组织学损伤评有明显的改善作用, 说明DG对

TNBS诱导的大鼠UC有良好的治疗作用.
细胞凋亡是一种由基因控制的细胞程序性

死亡的过程[20], 能调控机体发育, 维护内环境稳

定. 虽然UC的发病机制尚不明确, 但大量的研究

表明, 在UC病理过程中, 细胞凋亡参与了UC结
肠黏膜的损伤, 大量的炎性细胞因子, 如肿瘤坏

死因子、白细胞介素和干扰素家族等, 能够诱

发结肠上皮细胞异常凋亡[16,21]. UC结肠黏膜的

凋亡主要见于肠腔上皮细胞, 在活动期U C急

性炎症部位及临近的隐窝上皮细胞凋亡明显

增加 [22,23], 过度的上皮细胞凋亡可以破坏肠黏

膜的完整性和屏障功能导致结肠黏膜的损伤和

溃疡形成[24,25]. 因此, 抑制UC肠黏膜细胞的凋亡, 
将会起到对UC结肠黏膜的保护作用.

在上皮细胞凋亡早期, 半胱天冬蛋白酶Cas-
pase能够特异性裂解细胞角蛋白l8(CK18), 引导

凋亡发生, Caspase裂解的CK18暴露出新的抗原

表位(M30蛋白), 能够被M30单克隆抗体特异性

的识别, 而M30抗体不会与正常细胞或坏死细胞

上未断裂的CK18结合[26]. 因此, M30抗体能够特

异性检测上皮细胞早期凋亡, M30阳性细胞百分

率可作为凋亡指数[27]. 用M30抗体检测细胞凋亡

较传统的终端脱氧核糖核苷酸转移酶酶介导的

缺口末端标记法和原位末端标记法操作简便、

灵敏, 因此本实验采用M30蛋白作为检测指标, 
来观察DG对UC大鼠结肠上皮细胞凋亡的影响. 
结果显示DG能显著降低M30蛋白的产生, 说明

DG对UC大鼠结肠上皮细胞的凋亡有显著的抑

制作用.
Fas/FasL是一种死亡受体介导的细胞凋亡

途径, 正常结肠上皮细胞表达Fas, 其配体FasL与
Fas结合形成死亡诱导信号复合物诱导细胞凋

亡, 这一机制在维持肠上皮细胞增殖和凋亡平

衡过程中起重要作用[28]. Fas/FasL在肠上皮细

胞主要是通过caspase介导细胞凋亡信号的转

导[29]. 而且研究发现, Fas/FasL系统也是UC上皮

细胞异常凋亡的重要途径之一, 在UC病变组织

中, FasL阳性细胞数量明显增加, 从而导致表达

Fas的结肠上皮细胞凋亡增加[30]. 本研究结果显

表  2 各组大鼠 结肠炎症评分 (mean±SD)

     分组 疾病活动指数 大体形态损伤评分 组织学损伤评分

模型组  7.06±0.80b      6.03±0.61b    5.84±0.53b

甘草酸二铵组  3.33±0.27bc      3.29±0.36bc    2.98±0.24bc

正常对照组  0.32±0.14      0.19±0.16    0.22±0.11

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs 模型组.

表 3 M3  0及Fas/FasL蛋白在各组大鼠结肠中的表达 (mean±SD)

     分组 M30阳性细胞率(%) Fas阳性细胞率(%) FasL阳性细胞率(%)

模型组      5.76±0.66b    26.62±4.20b     17.11±3.12b

甘草酸二铵组      2.24±0.48bc    17.23±3.20bc     11.02±2.12bc

正常对照组      0.42±0.18    10.81±2.20       6.02±1.02

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs 模型组.

■创新盘点
本 研 究 用 D G 治
疗UC大鼠 ,  通过
观察其对肠黏膜
M30蛋白表达的
影响检测其对肠
上皮细胞凋亡的
影 响 ,  探 讨 其 治
疗大鼠UC的作用
机制.
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示, DG能显著抑制Fas及FasL的表达, 提示DG对

这一凋亡途径有抑制作用.
 本研究结果还显示, UC结肠黏膜M30、Fas

及FasL的表达程度与组织损伤评分均有一定的

相关性, 进一步证明了细胞凋亡参与了UC结肠

黏膜的病理变�过程, 抑制细胞凋亡就能够减

小UC对黏膜的损伤; 结果还显示结肠黏膜Fas表UC对黏膜的损伤; 结果还显示结肠黏膜Fas表对黏膜的损伤; 结果还显示结肠黏膜Fas表黏膜的损伤; 结果还显示结肠黏膜Fas表
达与上皮细胞M30表达也具有相关性, 而且M30
与Fas的阳性表达部位一致, 提示UC时结肠上皮

细胞的早期凋亡也是通过Fas/FasL途径介导, 这
也与已有的研究结果相符[31]. 而且这也提示, DG
对UC结肠黏膜上皮细胞凋亡的抑制作用是通过

对Fas/FasL表达的抑制实现的.
总之, DG对TNBS诱导的大鼠UC具有良好

的治疗作用, 通过抑制Fas/FasL途径介导的结

肠上皮细胞的早期凋亡 , 减少肠上皮细胞缺的早期凋亡 , 减少肠上皮细胞缺早期凋亡 ,  减少肠上皮细胞缺

失、损伤, 增强肠黏膜屏障作用, 可能是其治疗

机制之一.
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■同行评价
本研究观察了甘
草酸二铵对溃疡
性 结 肠 炎 大 鼠
M30表达的影响, 
课 题 设 计 合 理 , 
研究结果具有一
定的学术意义和
价值.
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