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摘要：目的　从炎症信号通路Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）／核因子κＢ（ＮＦκＢ）以及肠道微生物群组成改变的角度探究黄连碱衍生物
Ｑ３抗葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导小鼠溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）的作用机制。方法　将５０只
小鼠随机分为正常对照组、模型组、阳性药柳氮磺吡啶（ＳＡＳＰ）组、Ｑ３低剂量组和Ｑ３高剂量组，每组１０只，除正常对照组外其
余组小鼠以２５％ ＤＳＳ溶液喂饮建立ＵＣ模型。ＳＡＳＰ组灌胃给予７００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＳＡＰＡ，Ｑ３低与高两个剂量组分别灌胃
给予５０和１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１Ｑ３，其余组给予等量蒸馏水。给药６ｄ后取小鼠结肠组织进行疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分和长度测量，苏木精伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）检测各组病理损伤程度，１６ＳｒＲＮＡ高通量测序
检测小鼠肠内容物中肠道菌群的变化，免疫组织化学（ＩＨＣ）检测结肠组织ＴＬＲ４和ｐｐ６５的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结肠组织
中ＴＬＲ４、ｐｐ６５和ｐＩκＢα的蛋白表达，体外实验，利用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导炎症反应，免疫荧光法检测 ＩＥＣ６
细胞和ＲＡＷ２６４７细胞中ＮＦκＢｐ６５的核转位。结果　体内：在ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ模型中，与模型组相比，Ｑ３能够显著改
善ＵＣ小鼠体重降低、结肠挛缩和ＤＡＩ评分升高等情况，ＨＥ染色结果显示Ｑ３明显改善ＵＣ小鼠肠道上皮破坏、隐窝结构紊乱
和杯状细胞减少等病理损伤；１６ＳｒＲＮＡ结果表明Ｑ３可以增加ＤＳＳ作用后肠道菌群的生物多样性，调节肠道菌群组成。免疫
组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示Ｑ３可以显著降低模型组小鼠结肠组织中ＴＬＲ４和ｐｐ６５的表达；体外：免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示Ｑ３能够抑制ＩＥＣ６和ＲＡＷ２６４７两种细胞中ＮＦκＢｐ６５的核转位。结论　Ｑ３能够通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路以及
调节肠道菌群组成改善肠道炎症，发挥抗ＵＣ作用，有望成为治疗ＵＣ的候选化合物。
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种病
因不明的慢性炎症性肠病［１］。ＵＣ的病理机制涉及
肠道上皮屏障缺陷、肠道微生物群紊乱和免疫反应

失调等［２］，其症状取决于结肠炎症的部位和严重程

度，多表现为便血、里急后重和腹痛［３］。２０２３年流
行病学调查数据显示，北美地区 ＵＣ的患病率约占
人口的０４％，共计有１５０万左右患者深受ＵＣ的困
扰［４］。虽然ＵＣ多发于北美地区，但随着亚洲以及
拉丁美洲等大陆板块现代化与工业化水平逐渐提

升，ＵＣ已然演变为严峻的全球卫生问题［５］。

临床常用的治疗药物包括 ５氨基水杨酸类药
物、皮质类固醇和免疫抑制剂，这些药物大多疗效不

理想或不良反应严重，不能用于长期治疗；针对具体

靶点的生物制剂（如抗ＴＮＦα单克隆抗体和抗ＩＬ２３
单克隆抗体等）疗效有所改善，但由于患者个体差

异大并且生物制剂价格高昂导致应用受限［６７］。因

此，寻找更安全更有效且经济负担小的潜在治疗药

物具有重要的临床意义。

Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）是一类跨膜
蛋白家族受体，在非特异性或先天免疫防御中发挥关

键作用。ＴＬＲ４／ＮＦκＢ作为一条经典炎症信号通路，
常活跃于多种炎症性疾病的发病机制中并发挥关键

作用［８９］。ＵＣ患者结肠黏膜中常见ＴＬＲ４／核因子κＢ
（ＮＦκＢ）信号通路的异常激活，这种异常的激活导致
肠道炎症持续加重，因此，靶向 ＴＬＲ４成为治疗药物
研发的方向之一［１０］。与此同时，与疾病相关的肠道

菌群的研究表明，紊乱的肠道菌群在肠道疾病包括炎

症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）、肥胖、肝
病和结直肠癌等的发生发展过程中发挥着关键作

用［１１］。肠道菌群的动态失衡增加了能够分泌内毒素

的革兰阴性细菌的丰度，高水平的内毒素与ＴＬＲ４结
合激活ＮＦκＢ通路，使得异常激活的炎症反应持续
发生［１２］。最新研究也证明，过度激活的免疫反应，尤

其是通过肠道微生物组扰动介导的ＴＬＲ依赖性免疫
功能障碍，在ＩＢＤ的发病机制中起关键作用［１３］。

黄连是一种传统中草药，在我国广泛用于治疗

包括腹泻、急性肠胃炎在内的多种疾病［１４］。黄连碱

是黄连的特征活性成分之一，具有典型的天然生物

碱骨架，具有广泛的抗炎、抗菌、抗肿瘤等显著的生

物活性，是一种很有前景的治疗 ＵＣ的活性成
分［１５１６］。本项目通过对天然活性产物黄连碱进行

结构修饰改造获得了黄连碱衍生物 Ｑ３，经前期工
作［１７］确认Ｑ３具有良好的体外抗炎活性。基于以上
研究基础，本课题组着眼于 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路
并结合肠道菌群，综合探讨并考察了黄连碱衍生物

Ｑ３抗 ＵＣ的药效与机制，证明了黄连碱衍生物 Ｑ３
具有开发成治疗 ＵＣ药物的潜在可能性，为黄连碱
衍生物的进一步开发提供科学依据。

１　材　料
１１　仪器

超净工作台（北京东联哈尔仪器制造有限公

司，型号：ＤＪＣＪ２ＮＤ），低温离心机（日本久保田公
司，型号：Ｋ２１１２８Ｆ０００），一体式化学发光成像仪
（上海勤翔科学仪器有限公司，型号：ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ
Ｓ６），酶标分析仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司），共聚焦显微
镜（美国Ｌｅｉｃａ公司），光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），细胞恒温培养箱（北京五洲东方科技发展有限

公司），蛋白电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１２　试剂与药物

化合物Ｑ３（中国医学科学院药物研究所自行合
成），葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ，美国
ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司，批号：ＹＤ０８００１），柳氮磺吡啶
（ＳＡＳＰ）肠溶片（上海信谊天平药业有限公司，批号：
０９２３０１０６），１０％福尔马林中性组织固定液、ＤＭＥＭ培
养基、ＰＢＳ缓冲液、ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶混合抑制剂
（北京索莱宝科技有限公司），胎牛血清（ＦＢＳ）、青霉
素和链霉素（美国 ＧｉｂｃｏＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），脂
多糖（ＬＰＳ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ快速制胶试剂盒（北京聚德安泰科技有
限公司），聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（美国ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司），牛血清白蛋白（ＢＳＡ，北京普利莱基因技
术有限公司），ＴＬＲ４抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司，货号：
ａｂ２１７２７４），ｐｐ６５、ｐＩκＢα、ＮＦκＢｐ６５抗体（美国Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号：３０３３Ｓ、２８５９Ｓ、８２４２Ｓ），
甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）（博奥瑞京北京科技发
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展有限公司，货号：ａｂ１０１９ｔ），山羊抗兔ＩｇＧ、山羊抗鼠
ＩｇＧ抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号：ＺＢ
２３０１、ＺＢ５３０５）山羊血清（碧云天），山羊抗兔４８８ｎｍ荧
光抗体（ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，货号：ＳＡ０００１３２）。
１３　实验动物

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠，ＳＰＦ级，５０只，６～８周龄，
体重（２０±２）ｇ。饲养于中国医学科学院药物研究所
动物房，温度２５℃，湿度４０％，每１２ｈ明暗交替循环
饲养，动物自由饮食、饮水。所有动物实验按照相关

规定执行，并经中国医学科学院药物研究所实验动物

福利和伦理委员会审核批准，批号：００００９６５９。

２　方　法
２１　动物分组、造模及给药

小鼠于ＳＰＦ级动物房适应性饲养７ｄ后随机分
为５组：即ＣＯＮ组、ＭＯＤ组、ＳＡＳＰ组、Ｑ３低剂量组、
Ｑ３高剂量组，每组１０只。除ＣＯＮ组外，ＭＯＤ组及各
给药组小鼠给予２５％ＤＳＳ水溶液替代正常饮水，每
日自由饮水诱导小鼠结肠炎模型。从造模第二天开

始灌胃给药，ＳＡＳＰ组给予７００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，Ｑ３
低、高两个剂量组分别给予５０和１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，
其余组给予等量蒸馏水。约６ｄ后 ＭＯＤ组动物出
现明显精神萎靡、活动减少、稀便等 ＵＣ典型症状。
在第８天终止实验，处死各组动物，并检测结肠炎
各项相关评价指标，综合评价黄连碱衍生物 Ｑ３的
抗 ＵＣ药效学活性。
２２　观察指标与检测方法
２２１　苏木精伊红（ＨＥ）染色观察结肠组织病理
损伤情况　取各实验组病变部位结肠保存于１０％
福尔马林组织固定液中，使用梯度浓度的乙醇脱水

后，将组织包埋于石蜡中，并切５μｍ厚组织切片，
载于玻片上，清洗并重新水化。按照标准方法使用

苏木精和伊红对组织切片进行染色。光镜下观察组

织形态学改变。

２２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测体内外相关指标　取结
肠组织按照０１ｇ·ｍＬ－１的比例加入含有蛋白酶抑
制剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液，在冰上匀浆，
裂解４５ｍｉｎ后离心取上清，ＢＣＡ蛋白法定量上清中
蛋白总含量；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，电转移至
ＰＶＤＦ膜上，５％ＢＳＡ室温封闭１ｈ，以１％ＢＳＡ稀释
液按照相应的稀释比例稀释一抗（ＴＬＲ４，１∶１０００；
ｐｐ６５，１∶１０００；ｐＩκＢα，１∶１０００；ＧＡＰＤＨ，１∶５０００），
４℃结合过夜，二抗按照相应的稀释比例稀释（山羊
抗兔ＩｇＧ、山羊抗鼠 ＩｇＧ抗体，１∶５０００）常温孵育１

ｈ，化学发光法检测目的条带。利用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析蛋白条带灰度值，以各组目的蛋白条带与各组内

参ＧＡＰＤＨ条带的灰度值比值作为该蛋白的相对表
达量并进行统计分析。

２２３　免疫组织化学（ＩＨＣ）染色检测　将包埋于
石蜡中的组织进行５μｍ厚的切片，组织切片载于
玻片上并于６０℃烘箱中烘干备用，以１∶１００的比例
稀释抗体并用链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶联
结（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）两步法进行 ＩＨＣ染
色，脱水封片后置于１００倍光学显微镜下观察。
２２４　免疫荧光染色　分别给予 ＩＥＣ６细胞和
ＲＡＷ２６４７细胞１０、１μｇ·ｍＬ－１的 ＬＰＳ进行造模，
给药组在造模的基础上给予１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｑ３，２４ｈ
后弃去培养基，加入 ４％多聚甲醛室温固定细胞
３０ｍｉｎ后加入０３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００对细胞进行通透处
理。１５ｍｉｎ后弃去透膜液加入１０％山羊血清封闭
３０ｍｉｎ，加入ＮＦκＢｐ６５抗体（１∶４００）４℃孵育过夜。
荧光二抗室温避光孵育１ｈ，冲洗，加入４′，６二脒基
２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）混
合封片剂后于共聚焦显微镜下观察。

２２５　肠内容物的１６ＳｒＲＮＡ分析　收集小鼠粪
便并储存于－８０℃。将小鼠粪便分为３组（ｎ＝６～
７）：ＣＯＮ组、ＭＯＤ组和Ｑ３（１００ｍｇ·ｋｇ－１）组。粪便
样本在干冰条件下送往微基生物科技（上海）有限

公司进行 １６ＳｒＤＮＡ基因测序。使用 ＱＩＡａｍｐ
ＦａｓｔＤＮＡＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ提取小鼠粪便中总细菌的
ＤＮＡ。选择对应于细菌１６ＳｒＲＮＡＶ３Ｖ４区域的引
物进行扩增。所有样本的序列数据的测序结果和统

计结果均基于测序读数和操作分类单位（ＯＴＵ）。
２３　统计学方法

使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８３０软件进行数据分
析，实验结果以“Ｍｅａｎｓ±ＳＤ”表示。多组间比较采
用单因素方差分析，两组间比较采用 ｔ检验。
Ｐ＜００５表示有显著统计学差异。

３　结　果
３１　Ｑ３能够改善ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ症状

本研究构建了ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ模型用于评
价黄连碱衍生物Ｑ３的抗ＵＣ活性，主要通过小鼠体
质量变化率、结肠长度以及疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）三项指标进行综合评价。实验
结果（图１Ａ～Ｄ）显示，与正常对照组相比，ＭＯＤ组
在造模８ｄ后体质量下降了１６９５％，具有显著统计
学差异。造模后８ｄＭＯＤ组小鼠体形消瘦，弓背，
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毛色暗淡无光，肛周明显可见血样黏液分泌。将小

鼠安乐死后取结肠进行长度测量与 ＤＡＩ评分，ＭＯＤ
组小鼠结肠挛缩明显，ＤＡＩ明显升高，以上结果提示
ＵＣ造模成功。通过给予 Ｑ３治疗后，ＵＣ小鼠体质
量下降、结肠挛缩与 ＤＡＩ升高等情况得到了明显的
改善，并具有统计学差异。此外，Ｑ３能够显著改善
ＵＣ小鼠结肠组织的病理损伤。光镜下观察组织

ＨＥ染色切片（图１Ｅ），与 ＭＯＤ组相比，Ｑ３给药组
小鼠结肠组织黏膜结构趋于完整，杯状细胞数量有

所升高，隐窝结构的破坏得到了明显控制，黏膜固有

层中炎性浸润明显减少；ＳＡＳＰ组小鼠结肠组织结构
有所恢复，但腺体排列仍紊乱且炎性浸润明显。综

上所述，黄连碱衍生物Ｑ３具有一定程度上的抗 ＵＣ
活性，并且药效优于阳性药ＳＡＳＰ。

Ａ－体质量增长率变化；Ｂ－结肠长度；Ｃ－疾病活动指数（ＤＡＩ）；Ｄ－结肠形态；Ｅ－苏木精－伊红（ＨＥ）染色；→标记的是炎性浸润与被破坏的隐窝结构；与对照组

相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｗｅｉｇｈｔｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ；Ｂ－ｃｏｌｏｎｌｅｎｇｔｈ；Ｃ－ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＤＡＩ）；Ｄ－ｃｏｌｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｅ－ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｌｏｎｓ；→ｌａｂｅｌｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｆｉｌｔｒａ

ｔｉｏｎｓａｎｄｄｅｓｔｒｏｙｅｄｃｒｙｐｔｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图１　Ｑ３对溃疡性结肠炎（ＵＣ）模型小鼠体质量、结肠长度、疾病活动指数（ＤＡＩ）评分以及病理的影响（×４０）。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｃｏｌｏｎｌｅｎｇｔｈ，ＤＡＩｓｃｏｒｅａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆＵＣｍｏｄｅｌｍｉｃｅ（×４０）ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

３２　Ｑ３能够降低 ＤＳＳ诱导的小鼠结肠组织 ＴＬＲ４
高表达

为阐明Ｑ３的抗ＵＣ作用机制，本研究对小鼠结
肠组织进行了免疫组织化学分析（图２Ａ）。与 ＣＯＮ
组相比，ＭＯＤ组小鼠结肠组织固有层中 ＴＬＲ４／ＮＦ
κＢ信号通路相关蛋白，如 ＴＬＲ４和 ｐｐ６５等均存在
大量表达的情况，而 Ｑ３降低了 ＴＬＲ４和 ｐｐ６５的表
达水平。小鼠结肠组织的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图２Ｂ～Ｄ）
结果显示，ＭＯＤ组小鼠结肠组织中ＴＬＲ４、ｐＩκＢα表
达量升高，与模型组相比，Ｑ３组小鼠结肠组织中
ＴＬＲ４和ｐＩκＢα均有所降低。这提示 Ｑ３可能通过
ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路改善ＤＳＳ诱导的ＵＣ炎症。
３３　Ｑ３能够调节ＵＣ小鼠肠道菌群组成

取小鼠结肠内容物进行１６ＳｒＲＮＡ进行分析。

α多样性指数，包括Ｓｈａｎｎｏｎ指数、ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１指数
以及观测物种指数等可以用于判断肠内容物中肠道

菌群的多样性。与 ＣＯＮ组相比，ＭＯＤ组小鼠结肠
肠道菌群α多样性显著下降（Ｐ＜００５，图３），属水
平上瘤胃梭菌属（Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、副拟杆菌属
（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、另枝菌属（Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）和阿克曼菌
属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）等有益菌的相对丰度降低；毛梭菌
属（Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、
粘螺菌属（Ｍｕｃｉｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）和埃希菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）
等致病菌的相对丰度升高（图４～５）。瘤胃梭菌属
（Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）等有
益菌在免疫和炎症应答、短链脂肪酸的产生和肠道

屏障完整性维持中起到重要作用；而毛梭菌属

（Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）等
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Ａ－结肠组织免疫组化（×２００）；Ｂ－结肠组织中ＴＬＲ４、ｐｐ６５、ｐＩκＢα蛋白的表达变化；Ｃ－ＴＬＲ４表达的定量结果；Ｄ－ｐＩκＢα表达的定量结果；与对照组相比，
１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓ（×２００）；Ｂ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＴＬＲ４，ｐｐ６５，ａｎｄｐＩκＢαｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＬＲ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；

Ｄ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐＩκＢαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图２　Ｑ３对小鼠结肠组织Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）相关蛋白表达的影响。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｏｕｓｅｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ａ－香农多样性指数；Ｂ－基于丰度的覆盖估计值指数；Ｃ－Ｃｈａｏ１指数；Ｄ－观测物种指数。

Ａ－ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ；Ｂ－ＡＣＥｉｎｄｅｘ；Ｃ－ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘ；Ｄ－ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓｉｎｄｅｘ．

图３　１６ＳｒＲＮＡ分析Ｑ３对小鼠肠道菌群多样性的影响。ｎ＝６～７
Ｆｉｇ３　１６ＳｒＲＮＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｉｎｍｉｃｅｎ＝６－７

致病菌属与持续的炎症反应密切相关。给予 Ｑ３后
小鼠肠道菌群的多样性增加，并逆转了部分菌群在

ＭＯＤ组中的含量变化，例如：瘤胃梭菌属等的相对
丰度增加，而毛梭菌属等的相对丰度降低。基操作

分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）的主成

分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）结果（图
６）显示，ＤＳＳ显著改变了小鼠肠道微生物群组成，给
予Ｑ３可以调节 ＵＣ小鼠的肠道微生物群组成。以
上结果表明，Ｑ３可以通过调节肠道微生物群有益菌
与致病菌的稳态平衡发挥抗ＵＣ的作用。
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图４　Ｑ３在属水平对小鼠肠道菌群丰度的影响。ｎ＝６～７，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｍｉｃｅａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ．ｎ＝６－７，珋ｘ±ｓ

Ａ－属水平下Ｑ３对有益菌群丰度的影响；Ｂ－属水平下Ｑ３对致病菌群丰度的影响；与对照组相比，１）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ＥｆｆｅｃｔｏｆＱ３ｏｎｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｂａｃｔｅｒｉａａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ；Ｂ－ＥｆｆｅｃｔｏｆＱ３ｏｎｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ；１）Ｐ＜００５，
３）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　Ｑ３在属水平对小鼠肠道有益菌群和致病菌群丰度的影响。ｎ＝６～７，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂｅｎｅｆｉｃｉａｌａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆｍｉｃｅａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ．ｎ＝６－７，珋ｘ±ｓ

图６　小鼠肠道菌群基于操作分类单元（ＯＴＵ）的主成分分
析（ＰＣＡ）结果。ｎ＝６～７，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓ
ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ）ｏｆ
ＯＴＵｎ＝６－７，珋ｘ±ｓ

３４　Ｑ３可以在体外通过ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路抑制炎症
为了进一步研究Ｑ３抑制ＤＳＳ诱导的ＵＣ机制，

本研究在体外建立 ＬＰＳ诱导的 ＩＥＣ６细胞和
ＲＡＷ２６４７细胞两种模型，通过检测 Ｑ３对 ＬＰＳ诱
导后两种细胞炎症介质蛋白表达水平的影响判断

Ｑ３的作用机制。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 ７Ａ），
ＬＰＳ处理后ＩＥＣ６和ＲＡＷ２６４７细胞中 ＴＬＲ４、ｐｐ６５
和ｐＩκＢα蛋白表达水平增加，表明存在 ＮＦκＢ通
路的活化，而Ｑ３可显著抑制这些异常活化的ＮＦκＢ
通路相关蛋白的表达水平。此外，免疫荧光结果证

明黄连碱衍生物Ｑ３可以通过抑制 ＮＦκＢｐ６５的核
转位抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路（图７Ｂ）。这些结果表
明，Ｑ３可能通过抑制 ＮＦκＢｐ６５的核转位减弱
ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号级联，从而发挥抗ＵＣ作用。
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Ａ－ＩＥＣ６和ＲＡＷ２６４７细胞中ＴＬＲ４／ＮＦκＢ相关蛋白表达；Ｂ－ＩＥＣ６和ＲＡＷ２６４．７细胞中ＮＦκＢｐ６５核转位情况 （×６３）。

Ａ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４／ＮＦκＢｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＩＥＣ６ａｎｄＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎＩＥＣ６ａｎｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（×６３）．

图７　Ｑ３对脂多糖（ＬＰＳ）刺激ＩＥＣ６与ＲＡＷ２６４．７细胞后ＴＬＲ４／ＮＦκＢ相关蛋白表达变化。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱ３ｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＴＬＲ４／ＮＦ－κＢｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＥＣ６ａｎｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＬＰＳ．ｎ＝
３，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
ＵＣ具有复杂的发病机制。研究表明，ＵＣ的致

病机制与宿主炎症反应和肠道微生态失调有

关［１８１９］，是一种由基因环境相互作用驱动的对肠道
微生物群的异常免疫反应［２０］。目前的治疗措施着

重于抑制炎症，比如５氨基水杨酸类药物、糖皮质
激素等在轻度至重度 ＵＣ中的应用。但除此之外，
已有的小分子药物与生物制剂仍无法达到理想的治

疗效果，伴随着ＵＣ的高复发性，往往为患者带来巨
大痛苦的同时也加重社会医疗体系的负担［２１］。因

此，寻找药效更佳且对患者经济负担更小的药物已

成为当务之急。目前已有多方研究报道提示中药治

疗在ＵＣ中发挥着不可小觑的作用［２２］。

黄连是一种著名的中药材，在距今１８００年前
的《神农本草经》就已提到黄连清热燥湿，泻火解毒

的突出疗效。近些年来，由于在临床上展现了治疗

ＵＣ等多种潜在用途，黄连受到了各国学者的广泛关
注［２３］。作为黄连的特色活性成分之一，黄连碱表现

出类似的治疗效应和突出的药理活性，但较低的生

物利用度阻碍了黄连碱药效的进一步提高［２４］。因

此，笔者通过一定的结构修饰和改造合成了一种源

自黄连碱的单体化合物Ｑ３，意图通过有针对性地改
善黄连碱的药动学特性提高其成药性，最大程度上

发挥黄连碱治疗ＵＣ的药用潜力。
ＴＬＲ４是模式识别受体（ＰＲＲ）家族的重要成

员，是肠道微生物群变化的关键感应器，在肠道中可

特异性识别病原体相关分子模式（ＰＡＭＰ）和损伤相
关分子模式（ｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＤＡＭＰｓ）［２５２６］。在ＵＣ中，ＴＬＲ４作为传感器介导肠
道共生微生物群与宿主免疫之间的串扰［２７］，细胞表

面的ＴＬＲ４感知肠道微生物的变化并对相关分子模
式进行特异性识别，通过 ＭｙＤ８８和 ＴＲＩＦ依赖途径
进行上下游信号传递，最终激活 ＮＦκＢ［２８］。在未激
活状态下，ＮＦκＢ与其抑制蛋白ＩκＢ结合，作为非活
性二聚体复合物存在于细胞质中。在各种炎症刺激

激活后，ＩκＢα被 ＩκＢ激酶磷酸化后降解，ＮＦκＢｐ６５
释放进入细胞核激活相关基因转录表达，促进炎性细

胞因子的产生，引发炎症反应［２９３０］。正常生理过程

中，炎性细胞因子生成有利于组织修复，但过度活化

的ＮＦκＢ通路会引起炎症介质和细胞因子过度释
放，最终形成持续的、不可控的炎症，导致组织损

伤［３１］。研究表明，ＴＬＲ４在ＩＢＤ患者的上皮和固有层
细胞中高表达［３２］，由于 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的持
续激活肠道炎症反复不断，迁延难愈［３３］。

ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的异常持续激活与肠道
致病菌丰度显著增加有关。肠道致病菌与有益菌的

稳态失调使得肠道内ＬＰＳ含量增加，进而激活ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ信号通路，诱发下游炎症级联反应。这种肠道
菌群结构或数量失衡并不仅仅局限于消化道疾病，在

代谢综合征以及高脂血症、肥胖等疾病领域也体现出
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一定的疾病相关性［３４］。

ＤＳＳ诱发的结肠炎能够导致结肠功能障碍，包括
严重的肠道屏障损伤、炎症浸润、直肠出血和肠道菌

群变化，与人类 ＵＣ的临床和组织学表现相似［３５３６］。

在本研究中，通过构建ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ模型，考
察并确认了黄连碱衍生物Ｑ３在体内的抗ＵＣ活性。
在评估ＵＣ进展时，体质量变化率、ＤＡＩ评分和结肠
长度通常被视为炎症指标［３７］。研究结果显示，Ｑ３显
著改善了小鼠ＵＣ症状，具体体现在与ＭＯＤ组相比，
给予Ｑ３的小鼠体质量有所恢复、ＤＡＩ评分降低、结肠
挛缩得到改善、组织病理学损伤减轻。在正常生理条

件下，ＴＬＲ４在肠上皮细胞中低水平表达［３８］；在ＵＣ的
病理条件下，细菌释放的ＬＰＳ通过作用于ＴＬＲ４受体
激活宿主炎症反应［２９］，这一作用触发下游ＮＦκＢ通
路的激活和促炎介质的产生，从而促进ＵＣ肠道炎症
发展。因此，提出Ｑ３是否通过调节ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通
路抑制ＤＳＳ诱导的小鼠 ＵＣ的猜想。ＩＨＣ和 ＷＢ结
果表明，给予ＤＳＳ进行造模后小鼠结肠组织中ＴＬＲ４、
ｐｐ６５和ｐＩκＢα的表达显著上调，Ｑ３可以显著降低
小鼠结肠组织中ＴＬＲ４、ｐｐ６５和ｐＩκＢα的蛋白表达。
在ＩＥＣ６和ＲＡＷ２６４７两种细胞上建立ＬＰＳ刺激的体
外炎症模型也表明Ｑ３可以通过抑制ＮＦκＢｐ６５的核
转位抑制ＮＦκＢ信号通路的激活。以上体内体外结
果表明Ｑ３可通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路发挥抗
ＵＣ药效。

在一些小鼠肠道炎症模型中，ＵＣ可以通过具有
ＩＢＤ样表型小鼠的粪便转移至无菌小鼠身上［３９］，在

常规条件下饲养时自发发生ＵＣ的几种模型在无菌
条件下饲养时并未显示出炎症［４０４１］，这提示我们肠

道微生物群在 ＩＢＤ的炎症发展中起到重要作用。
此前的研究表明，单味中药和众多名方中药均可发

挥不同程度的抗炎作用，并能够有效改善 ＵＣ小鼠
肠道菌群［４２４３］。中药有效成分能够与肠道菌群发

生相互作用，通过调节肠道菌群结构及其代谢产物

发挥维持肠道微生物稳态的功能［４４］。最新研究显

示，ＴＬＲ４信号通路对于肠道上皮的损伤以及共生菌
群的识别均起到不可或缺的作用，是一把“双刃

剑”［１３］。慢性炎症不可避免地被 ＴＬＲ４通路放大，
导致 ＵＣ持续进展；而在稳态条件下识别共生菌群
保证耐受性，消除病原微生物方面 ＴＬＲ４又是必要
的［４５４７］。结合Ｑ３对 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路抑制作用的
初期验证，为了研究 Ｑ３是否对肠道菌群具有一定
改善作用，对不同给药组小鼠的肠道微生物群组成

进行了 １６ＳｒＲＮＡ分析。肠道菌群多样性结果表

明，Ｑ３有助于恢复ＵＣ小鼠肠道菌群的多样性。从
群落结构来看，Ｑ３能够恢复瘤胃梭菌属 （Ｒｕｍｉｎｉ
ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、副拟杆菌属（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）等的丰
度。同时，阿克曼菌（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）等几种益生菌的
丰度在给予 Ｑ３后显著增加。这证明 Ｑ３发挥的抗
ＵＣ药效部分依托于对肠道菌群的调节作用。

综上所述，本研究发现经过结构修饰改造后的

黄连碱衍生物Ｑ３具有明显的抗ＵＣ活性，该作用强
于ＳＡＳＰ且剂量优势明显，具有进一步开发成为治
疗ＵＣ的候选药物的潜力。Ｑ３的治疗作用一方面
体现在可以通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路缓解炎症反
应；另一方面，Ｑ３可以调节肠道菌群的组成，提高有
益菌的丰度，从而改善肠道菌群状态，使肠道炎症损

伤得到一定程度的恢复。尽管证明了 Ｑ３对 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ通路的抑制作用，但 Ｑ３通过 ＴＬＲ４对 ＵＣ过
程中肠道菌群和宿主免疫的影响还需要未来进行深

入探究。本研究为黄连碱衍生物 Ｑ３继续开发应用
于市场进行ＵＣ的治疗提供了可靠的实验依据。
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