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Abstract
AIM: To investigate the effect of all-trans retinoic 
acid (ATRA) on dextran sulfate sodium (DSS)-
induced colitis in mice.

METHODS: Mice were randomly divided into 
four groups: a normal control group, a DSS 
group, an ATRA group, and a LE135 group. Ex-
cept the normal control group, the other groups 
were fed 3%DSS (w/v) solution from days 1 to 
8 to induce colitis. The DSS group and ATRA 
group were intraperitoneally injected with 
ATRA 0.5 mg/d and LE135 0.1 mg/d from day 
3, respectively. Disease activity index (DAI) was 
recorded daily. The expression of CD68, NF-κB 
p65, MPO activity, and TNF level in the colon of 
mice of each group were measured.

RESULTS: DAI was significantly lower in the 
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全反式维甲酸治疗葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠结肠炎

洪 凯, 张 翼, 郭 媛, 白爱平

®

■背景资料
炎 症 性 肠 病 ( i n -
flammatory bowel 
disease, IBD)目前
具体机制尚不完
全明确, 有研究表
明可能与血液及
其他部位的免疫
细胞尤其是巨噬
细胞向损伤肠黏
膜趋化、浸润, 导
致肠道巨噬细胞
增多有关; 维甲酸
又名视黄酸是维
生 素 A 的 活 性 衍
生, 近年来发现全
反式维甲酸 (a l l -
trans retinoic acid, 
ATRA)能明显减
轻小鼠实验性结
肠炎的炎症反应, 
但具体机制尚不
完全明确. 有研究
表明视黄酸能通
过抑制巨噬细胞
的功能而对恶性
肿瘤、慢性炎症
等疾病起作用, 但
维甲酸是否能通
过抑制巨噬细胞
向肠黏膜浸润而
对 I B D起治疗作
用目前鲜有人进
行研究. 

ATRA group than in the DSS and LE135 groups 
(both P < 0.05). The histological score and MPO 
activity in colonic tissue in the ATRA group were 
significantly lower than those in the DSS and 
LE135 groups (histological score: 7.63 ± 1.19 vs 
10.13 ± 1.36, 10.38 ± 1.30, both P < 0.05; MPO activ-
ity: 7.88 ± 0.68 vs 11.36 ± 0.96, 12.65 ± 0.77, both P 
< 0.05), but were higher than those in the control 
group (7.63 ± 1.19 vs 0.25 ± 0.463, P < 0.05; 7.88 ± 0.68 
vs 3.52 ± 0.58, P < 0.05). The levels of TNF in co-
lonic tissue were significantly lower in the ATRA 
group than in the DSS and LE135 groups (178.63 ± 
39.37 vs 316.67 ± 43.68, 362.45 ± 62.75, both P < 0.05). 
The numbers of CD68 positive cells and NF-kB 
positive cells in lamina propria in the ATRA group 
were significantly lower than those in the DSS and 
LE135 groups (all P < 0.05), but higher than those 
in the control group (all P < 0.05).

CONCLUSION: ATRA protects against DSS-
induced colitis in mice possibly by inhibiting im-
mune cell activation in the lamina propria and 
infiltration of macrophage into colon tissue.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨全反式维甲酸(al l-t rans ret inoic 
acid, ATRA)对葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)结肠炎治疗作用的机制. 

方法: 将小鼠随机分成4组: 正常对照组、DSS
组、DSS+ATRA组和DSS+LE135组. 建立小
鼠DSS结肠炎的急性模型, 从小鼠饮用DSS第
3天开始, DSS+ATRA组、DSS+LE135组分别
给予ATRA 0.5 mg/d、LE135 0.1 mg/d腹腔注
射至实验结束. 每天观察各组小鼠疾病活动指
数(disease activity index, DAI), 第8天颈椎脱
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■研发前沿
已有大量的研究
表明Th17/Treg、
T h 1 / T h 2转化平
衡是维持肠道免
疫稳态的重要因
素 ,  这 可 能 是 导
致人类 I B D 的原
因 之 一 .  近 年 来
研究表明全反式
维甲酸可能是调
控 二 者 平 衡 关
系 的 重 要 因 素 , 
通 过 调 节 T h 1 7 /
Treg、Th1/Th2转
化平衡继而影响
IBD的进程, 达到
治疗的目的.

臼处死小鼠取肠组织匀浆检测各组 小 鼠炎症
肠段中髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)
的含量, ELISA检测肿瘤坏死因子-a(tumor 
necrosis factor-a, TNF-a)的含量, 免疫组织
化学测定小鼠结肠CD68和核因子kB(nuclear 
factor kB, NF-kB) P65的表达. 

结果: (1)DAI评分: DSS+ATRA组小鼠的DAI
评分为4.63±2.20, 与DSS组、DSS+LE135组
相比评分明显较低(P <0.05); 对照组小鼠的
DAI评分均为0; (2)组织学评分: DSS+ATRA
组小鼠的组织学评分为7.63±1.19, 与DSS
组(10.13±1.36)、D S S+L E135组(10.38±
1.30)相比得分明显降低(P <0.05),  但明显
高于正常对照组(0.25±0.463); (3)M P O活
性: DSS+ATRA组小鼠的MPO活性为7.88±
0.68, 与空白对照(3.52±0.58)、DSS组(11.36
±0.96)、DSS+LE135组(12.65±0.77)相比
均有明显差异(P <0.05); (4)组织匀浆TNF含
量: DSS+ATRA组(178.63±39.37), 明显低
于DSS组(316.67±43.68)、DSS+LE135组
(362.45±62.75)这2组; (5)结肠组织CD68的
表达: DSS+ATRA组肠黏膜固有层CD68阳
性细胞数明显低于DSS组、DSS+LE135组
(P <0.05), 与对照组小鼠的CD68表达量相比
明显增高(P <0.05); (6)结肠组织NF-kB的表达: 
DSS+ATRA组肠黏膜固有层NF-kB阳性细胞
数明显低于DSS组、DSS+LE135组(P <0.05), 
与对照组NF-kB的表达量相比增高(P <0.05). 

结论: ATRA对DSS诱导的小鼠结肠炎具有治
疗作用, 机制为抑制结肠炎作用肠道免疫反
应, 及外周巨噬细胞向肠黏膜浸润. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 全反式维甲酸(all-trans retinoic acid)对
葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium)诱导的小鼠

结肠炎具有治疗作用, 机制为抑制结肠炎作用肠

道免疫反应, 及外周巨噬细胞向肠黏膜浸润.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)主

要包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn's disease, CD), 是一组慢性肠道炎

症性疾病, 目前其具体机制尚不完全明确[1], 有
研究表明IBD患者肠道上皮细胞受损, 肠腔内细

菌分泌的LPS等向肠黏膜固有层移位, LPS激活

固有层免疫细胞, 这些免疫细胞释放炎症因子

和趋化因子, 如肿瘤坏死因子-a(tumor necrosis 
factor-a, TNF-a)、白介素1β(interleukin-1β, IL-
1β)、IL-12、核因子kB(nuclear factor kB, NF-
kB)等, 诱导血液及其他部位的免疫细胞尤其是

巨噬细胞向损伤肠黏膜趋化、浸润, 导致肠道

巨噬细胞增多[2]; 维甲酸(retinoic acid, RA)又名

视黄酸是维生素A的活性衍生物[3], 是脂溶性、

小分子量信号分子 ,  通过与其细胞内的受体

a(retinoic acid receptor a, RARa)结合发挥生物

学功能[4]. 在体内的生理活性代谢产物主要包括

全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)、9-
顺式维甲酸和13-顺式维甲酸, 在调节生物各种

进程如细胞分化、凋亡[5]、胚胎发育、再生和

视力发育[6]中发挥重要作用. 近年来有研究表明, 
全反式维甲酸能明显减轻小鼠实验性结肠炎的

炎症反应[7], 但具体机制尚不完全明确. 有研究

表明视黄酸能通过抑制巨噬细胞的功能而对恶

性肿瘤、慢性炎症等疾病起作用, 但维甲酸是

否能通过抑制巨噬细胞向肠黏膜浸润而对炎症

性肠病起治疗作用目前鲜有人研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, 
DSS)购自美国MP公司, 兔抗小鼠NF-kB p65
购自北京中杉金桥生物有限公司; anti mouse-
CD68 antibody for IHC-P购自美国Abcam公司; 
全反式维甲酸购自美国Sigma公司; LE135购自

美国Santa cruz公司; 二步法免疫组织化学检测

试剂盒(PV-9001)购自北京中山生物有限公司; 
DAB显色增强剂购自北京中山生物有限公司; 
髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)检测试剂

盒购自南京建成生物工程有限公司; 小鼠TNF 
ELISA试剂盒购自上海森雄生物工程有限公司; 
DMSO购自Amresco公司. 
1.2 方法

1.2.1 急性D S S结肠炎的诱导 :  6-8周龄的♀

Balb/c小鼠, 体质量18-22 g, 分为正常对照组、

DSS组、DSS+ATRA组、DSS+LE135组, 每
组8只, 按Cooper等[8]的方法建立小鼠急性DSS
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■相关报道
白爱平等的研究
发现全反式维甲
酸 能 通 过 调 节
Th17/Treg、Th1/
Th2转化平衡继而
影响IBD的进程 , 
达到治疗的目的.

结肠炎模型 .  自实验开始第1-7天D S S组、

DSS+ATRA组、DSS+LE135组小鼠喂含3%DSS
的蒸馏水; 实验第3天开始给予DSS+ATRA组和

DSS+LE135组分别向腹腔注射配好的ATRA 0.5 
mL(浓度为1 mg/mL, 溶于DMSO中加生理盐水

稀释)和LE135 0.5 mL(浓度为0.2 mg/mL, 溶于

DMSO中加生理盐水稀释)直至第8天处死小鼠; 
对照组小鼠喂蒸馏水, 实验第8天处死小鼠. 
1.2.2 结肠炎疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)的评估: 每天观察并纪录小鼠的体质量变

化、大便性状和大便出血(隐血或血便)等情况, 
按Murano等[9]的评分方法, 将体质量下降、大便

性状、大便出血等情况的评分相加, 计算每只

小鼠的疾病活动指数, 根据评估结肠炎症的严

重程度. 
1.2.3 组织学评分: 取距肛门5-6 cm处结肠行HE
染色, 按Dielelman等[10]的评分方法, 用炎症的严

重程度、病变侵及的深度、隐窝的破坏与病变

范围等评分相加, 评估结肠炎的严重程度. 
1.2.4 结肠组织MPO活性测定: 按南京建成生物

工程有限公司试剂盒说明进行操作. 
1.2.5 结肠组织细胞因子TNF-a的检测: 在距肛

门3 cm处取0.1-0.2 cm的结肠组织块, 称质量后

匀浆, 取上清, 按试剂盒说明进行操作, 检测结

肠组织中TNF-a的含量. 
1.2.6 免疫组织化学法检测结肠黏膜NF-kB p65
及CD68的表达: 在距肛门约2 cm处取0.5 cm×

0.5 cm大小的结肠组织块, 4%甲醛溶液固定、

石蜡包埋、切片. 山羊血清封闭后, 加抗NF-kB 
p65抗体或抗CD68抗体4 ℃孵育过夜, 加二抗, 
DAB显色, 显微镜下观察. 细胞质、细胞核都出

现棕褐色颗粒的细胞为NF-kB p65阳性细胞, 细
胞质出现棕褐色颗粒的细胞为CD68阳性细胞, 
在40倍高倍镜下计数100个细胞, 其中阳性细胞

数作为NF-kB p65及CD68计数值. 
统计学处理  所有的数据均以m e a n±S D

形式表示 .  计数、计量资料的统计分析均经

SPSS18.0处理, 符合正态分布计量资料的比较采

用方差分析; 不符合的采用秩和检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 小鼠体质量的变化 如图1A所示, DSS组和

DSS+LE135组小鼠在饮用DSS水的第3天出现

毛发缺少光泽、身体蜷缩、懒动、进食减少等

的情况, 第4天开始体质量出现不同程度的下降. 
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图  1  全反式维甲酸对DSS诱导的结肠炎的作用. A: 体质量变化; B: DAI评分; C: 结肠长度, aP<0.05与其他各组均有差异; D: 
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■创新盘点
维甲酸是否能通
过抑制巨噬细胞
向肠黏膜浸润而
对炎症性肠病起
治疗作用目前鲜
有人研究.

DSS+ATRA下降幅度较DSS组和DSS+LE135组
要小并有统计学意义(P <0.05). 对照组小鼠的体

质量呈持续性的增长. 
2.2 小鼠结肠炎DAI评分 DSS+ATRA组出现

腹泻、便血等结肠炎症状DSS和DSS+LE135
组轻 ,  症状出现时间也较晚 .  自实验第4天开

始, D S S+AT R A的D A I评分明显低于D S S和
DSS+LE135组(P <0.05). 对照组小鼠每天DAI评
分均为0(图1B). 
2.3 各组小鼠结肠长度变化 所有饮用DSS溶液

的小鼠均出现大肠不同程度的缩短, DSS组和

DSS+LE135组缩短程度最大, DSS+ATRA组介

于DSS组和正常对照组之间, 结肠长度明显比

DSS组要长(P <0.05)(图1C).  
2.4 小鼠DSS结肠炎的结肠组织学变化 各组小

鼠组织学评分如图1D所示, 3个实验组的组织

学评分明显高于空白对照组, DSS+ATRA组的

组织学评分明显低于DSS组和DSS+LE135组
(P <0.05). 
2.5 各组结肠黏膜髓MPO活性 MPO主要还是

存在于炎症细胞中, 以中性粒细胞的细胞质中

最为多见, 他的活性反映了结肠组织中炎症细

胞的浸润程度. DSS组和DSS+LE135组小鼠结

肠组织的M P O活性较正常对照组小鼠明显增

高(P <0.05), 给予ATRA干预后MPO活性明显比

DSS组和DSS+LE135组要低(P <0.05)(表1). 
2.6 各组小鼠结肠组织中TNF-a的表达 饮用了

7 d DSS后, DSS组和DSS+LE135组TNF-a表达

较正常组明显增高(P <0.05), 给予ATRA干预后

TNF-a表达明显比DSS组和DSS+LE135组要低, 
具有统计学意义(P <0.05)(表2). 
2.7 免疫组织化学检测结肠组织NF-kB p65和

CD68的表达 正常对照组小鼠黏膜层中、少数

隐窝底部上皮细胞和少量的固有层单核细胞为

P65阳性细胞, 且胞核着色较浅. DSS组的黏膜

层中, 残存的腺体细胞均为P65阳性细胞, 黏膜

层和黏膜下层有大量的炎症细胞胞核P65染色

阳性. DSS+LE135组P65表达情况和DSS相似, 
DSS+ATRA组P65表达较DSS组相比明显下降, 
具有统计学意义(P <0.05)(表3). 

正常对照组小鼠少量的固有层单核细胞为

CD68阳性细胞, 胞浆着色较浅. DSS组固有层有

大量CD68染色阳性细胞, 较正常对照组明显增

加(P <0.05). DSS+LE135组CD68的表达情况比

DSS组要高(P <0.05), DSS+ATRA组CD68表达较

DSS组相比明显下降, 具有明显的统计学意义

(P <0.05)(表4). 

3  讨论

肠黏膜巨噬细胞与其他部位的巨噬细胞一样

起源于骨髓的造血干细胞, 大部分在正常肠黏

膜定居的巨噬细胞主要位于上皮下的黏膜固

有层和集合淋巴小结[11]. 巨噬细胞表面有许多

特异性的单克隆抗体识别标志物: CD68[12,13]、

表  1  各组小鼠MPO活性变化 (n  = 7)

     分组 MPO活性(U/g)

空白对照组   3.52±0.58a

DSS组 11.36±0.96a

ATRA组   7.88±0.68

LE135组 12.65±0.77a

aP<0.05 vs  ATRA组. MPO: 髓过氧化物酶; ATAP: 全反式维甲酸.

表  2  各组小鼠TNF-a活性 (n  = 6)

     分组 TNF-a活性(pg/g)

空白对照组   31.20±4.5a

DSS组 316.67±43.68a

ATRA组 178.63±39.37

LE135组 362.45±62.75a

aP<0.05 vs  ATRA组. TNF-a: 肿瘤坏死因子a.

表  3  各组小鼠结肠NF-kB p65的表达情况 (n  = 8)

     分组 NF-kB p65阳性细胞数

空白对照组        6.38±1.506ac

DSS组      51.00±4.175ac

ATRA组      36.63±2.669c

LE135组      53.38±3.739a

aP<0.05 vs  ATRA组; cP<0.05 vs  LE135组. NF-kB: 核因子kB.

表  4  各组小鼠结肠CD68的表达情况 (n  = 8)

     分组 CD68阳性细胞数

空白对照组     4.50±1.20ac

DSS组   32.00±3.16ac

ATAR组   20.63±2.77c

LE135组   36.00±2.62a

aP<0.05 vs  RA组; cP<0.05 vs  LE135组.
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CD14[14]、巨噬细胞清除受体[15]、巨噬细胞甘露

醇受体[16]、天然耐受相关巨噬细胞蛋白[17,18]、

F4/80[19]、M-CSF受体[20]、巨噬细胞基因-1[21]、

单核细胞特异性酯酶[22]等. 巨噬细胞在机体固

有免疫、适应性免疫、炎症反应、组织修复中

起关键作用, 巨噬细胞可产生和分泌多种生物

活性物质, 如IL-1、IL-3、TNF-a等[23], 大量研究

表明在炎症性肠病中巨噬细胞处于一种高表达

状态[24,25], 其产生的炎症因子TNF-a也明显增多, 
CD68作为巨噬细胞表面特异性标记物在炎症性

肠病中也呈高表达状态. 本实验中我们利用免

疫组织化学法检测小鼠结肠组织中CD68的表达

情况, 在正常对照组小鼠结肠组织黏膜固有层

仅有少量的CD68表达, DSS结肠炎肠黏膜有大

量的CD68表达, DSS+ATRA组CD68的表达明显

减少, 而DSS+LE135组CD68的表达较DSS都有

明显的增高. 
TNF是一种由巨噬细胞产生的有广泛生物

学活性的细胞因子[26], TNF-a是一种重要的炎症

递质, 在启动和维持肠组织炎症中起着非常重

要的作用[27]. 本实验中, 我们利用ELISA学法检

测小鼠结肠组织TNF-a的表达情况, 在正常对照

组小鼠结肠组织TNF-a含量较少, 而DSS小鼠结

肠组织中TNF-a含量明显增高. 在小鼠腹腔注射

ATRA后, 结肠损伤程度明显减轻, TNF-a含量较

DSS组明显减少. 
IBD患者肠黏膜组织中NF-κB的表达量明

显上调[28,29], NF-κB在肠道主要定位于黏膜固有

层单核细胞及巨噬细胞内, 黏膜下表皮细胞及内

皮细胞中亦可见NF-κB的表达. NF-κB通过对细

胞因子、黏附分子、趋化因子及其他炎性递质

的调控在IBD炎症反应中起关键作用, 目前发现

这些与炎症性肠病密切相关的细胞基因启动子

或增强子部位均有κB的位点, NF-κB在核内与

κB结合促进多种炎性细胞因子如IL-1b、IL-2、
IL-6、IL-8等的基因转录[30], 已有大量的研究表

明IBD中NF-κB表达上调的同时还伴有IL-1、
TNF-a等表达的上调, 如前所述IL-1和TNF-a可
促进NF-κB表达进一步增加, 产生级联反应, 使
炎症进一步加重[30]. 本实验中, 我们利用免疫

组织化学法检测小鼠结肠组织NF-κB的活化情

况, 在正常对照组小鼠结肠组织黏膜中仅有少

量的肠上皮细胞和固有层单核细胞(LPMC)核表

达NF-κB p65, DSS诱导小鼠结肠炎受损结肠组

织中残存的腺体上皮细胞可见大量p65阳性细

胞, LPMC高表达激活的NF-κB. 在小鼠腹腔注射

ATRA后, 结肠损伤程度明显减轻, 黏膜层炎性细

胞中p65阳性细胞数较DSS组的表达明显减少. 
目前对维甲酸的研究相当的广泛, 过去的研

究发现他对恶性肿瘤、肾病、肝脏疾病、肺气

肿、动脉粥样硬化、炎症性肠病等疾病均有治

疗的作用, 但其具体的机制尚不完全明确, 有研

究表明他能通过抑制巨噬细胞的功能而对恶性

肿瘤、慢性炎症等疾病起作用, 本实验通过检

测巨噬细胞的表面特异性标记物CD68观察到维

甲酸能抑制巨噬细胞向肠道浸润, 从而抑制炎

症性肠病的进展. 
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■同行评价
本 文 探 讨 AT R A
对DSS诱导的小
鼠结肠炎的治疗
作用机制, 设计合
理, 具有可读性和
科学性, 研究结果
具有一定的学术
意义和参考价值.


