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黄芩汤调控 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路对溃疡性结肠炎铁死亡的影响

占彦雯１，胡丽霞２，徐伟鸿１，谢昌营３，４，曾娟３，４，吴娜３，４

（１．江西中医药大学研究生院，江西 南昌 ３３０００４；２．江西中医药大学中医学院，江西 南昌 ３３０００４；
３．江西中医药大学临床医学院，江西 南昌 ３３０００４；４．江西中医药大学附属医院，江西 南昌 ３３０００６）

　　摘要：目的 基于Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅＥＣＨ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）／核因子 －红细胞２
相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）通路探讨黄芩汤（ｈｕａｎｇｑｉｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＨＱＤ）对溃疡性结肠炎
（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）铁死亡的影响。方法 体内实验分正常组、模型组、黄芩汤组（ＨＱＤ）及美沙拉嗪组，葡聚糖酸钠
（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导小鼠实验性溃疡性结肠炎。ＨＥ染色观察结肠组织病理情况，检测结肠组织铁含量，实
时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑ－ＰＣＲ）检测谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，
ＧＰＸ４）、环氧合酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＰＴＧＳ２）、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１及血红素氧化酶 １（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，
ＨＯ－１）的信使核糖核酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ）表达水平。体外实验分正常组、模型组、黄芩汤组及抑制剂组
（ＭＬ３８５），以Ｅｒａｓｔｉｎ构建细胞铁死亡模型。ＣＣＫ－８法检测细胞生长情况，检测细胞铁和乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＬＤＨ）含量，ｑ－ＰＣＲ检测ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１及ＨＯ－１ｍＲＮＡ表达水平，蛋白免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ）检
测ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１及ＨＯ－１的蛋白表达水平。结果 体内实验中，与模型组相比，黄芩汤组与美沙拉嗪组在改

善结肠损伤方面效果较好。与模型组相比，黄芩汤组及美沙拉嗪组铁含量明显降低。与模型组相比，黄芩汤组和美沙拉

嗪组中的ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１及ＨＯ－１的ｍＲＮＡ表达水平均有下降，ＧＰＸ４的ｍＲＮＡ表达水平上升。体外实验中，与模
型组相比，黄芩汤组及抑制剂组的细胞活力明显上升，铁和ＬＤＨ含量明显下降，ＰＴＧＳ２、ＨＯ－１、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１的 ｍＲＮＡ表
达水平明显下降，ＧＰＸ４的ｍＲＮＡ的表达水平明显上升，ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１的蛋白表达明显下降，ＧＰＸ４的蛋白
表达水平明显上升。结论 黄芩汤抑制溃疡性结肠炎铁死亡的机制可能是调控Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路从而减轻细胞铁死亡。
　　关键词：溃疡性结肠炎；黄芩汤；铁死亡；Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路；体内外实验

中图分类号：Ｒ２８９．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２６）０１０１７１０７

基金项目：国家自然科学基金项目（８２１６０９０３）；江西省中医药管理局科技计划重点项目（２０２２Ｚ００５）
作者简介：占彦雯（１９９９－），女，江西上饶人，硕士在读，研究方向：中医药防治消化系统疾病。
通讯作者：吴娜（１９８９－），女，江西南昌人，副主任中医师，硕士研究生导师，博士，研究方向：中医药防治炎症性肠病。Ｅｍａｉｌ：ｗｕｎａ０７９１＠１６３．ｃｏｍ。

ＩｍｐａｃｔｏｆＨｕａｎｇｑｉｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（黄芩汤）ＲｅｇｕｌａｔｉｎｇＫｅａｐ１／Ｎｒｆ２Ｐａｔｈｗａｙｏｎ
ＦｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＵｌｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ

ＺＨＡＮＹａｎｗｅｎ１，ＨＵＬｉｘｉａ２，ＸＵＷｅｉｈｏｎｇ１，ＸＩＥＣｈａｎｇｙｉｎｇ３，４，ＺＥＮＧＪｕａｎ３，４，ＷＵＮａ３，４

（１．ＧｒａｄｕａｔｅＳｃｈｏｏｌｏｆＪｉａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｃｈａｎｇ３３０００４，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｃｈａｎｇ３３０００４，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ；

３．ＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅＪｉａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｃｈａｎｇ３３０００４，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ；
４．ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＪｉａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｃｈａｎｇ３３０００６，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨｕａｎｇｑｉｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（黄芩汤，ＨＱＤ）ｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓｂａｓｅｄ
ｏｎｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅＥＣＨ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｋｅａｐ１）／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）ｐａｔｈｗａｙ．ＭｅｔｈｏｄｓＴｈｅ
ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｉｎｖｉｖｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｇｒｏｕｐ（ＨＱＤｇｒｏｕｐ）ａｎｄ
ｍｅｓａｌａｚｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｃｏｌｏｎ．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＦｅｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４
（ＧＰＸ４），ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２（ＰＴＧＳ２），Ｎｒｆ２，Ｋｅａｐ１ａｎｄｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１（ＨＯ－１）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑ－ＰＣＲ）．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ，ＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（ＭＬ３８５），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｍｏｄｅｌｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈＥｒａｓｔｉｎ．Ｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＦｅａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＧＰＸ４，ＰＴＧＳ２，Ｎｒｆ２，Ｋｅａｐ１ａｎｄＨＯ－１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑ－ＰＣＲ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４，ＰＴＧＳ２，Ｎｒｆ２，Ｋｅａｐ１
ａｎｄＨＯ－１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．ＲｅｓｕｌｔｓＩｎｔｈｅｉｎｖｉｖｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｍｅｓａｌａｚｉｎｅｇｒｏｕｐｏｂｔａｉｎｅｄｂｅｔｔｅｒｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｃｏｌｏｎｉｎｊｕｒｙ．Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＦｅｃｏｎｔｅｎｔ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｅｓａｌａｚｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖ
ｅｌｓｏｆＰＴＧＳ２，ＨＯ－１，Ｎｒｆ２ａｎｄＫｅａｐ１ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧＰＸ４ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｏｔｈｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｍｅｓａｌａｚｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉｔａｌｉｔｙｏｆｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＭＬ３８５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＦｅａｎｄＬＤＨｉｎｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＭＬ３８５ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖａｂｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＴＧＳ２，ＨＯ－１，Ｎｒｆ２ａｎｄ
Ｋｅａｐ１ｉｎｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＭＬ３８５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＧＰＸ４ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｖｉｓｉｂｌｙ．Ｉｎ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＧＳ２，Ｎｒｆ２，Ｋｅａｐ１ａｎｄＨＯ－１ｉｎｔｈｅＨＱＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ＭＬ３８５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＧＰＸ４ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＨＱＤｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓｍａｙｂｅｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＫｅａｐ１／Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ；ＨｕａｎｇｑｉｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（黄芩汤）；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ；ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔ

　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种非特异性慢性
肠道炎症，目前病因尚不明确，难以治愈，易反复发作［１］。铁

死亡是一种铁依赖的调节性细胞死亡类型，其标志是细胞膜上

发生脂质过氧化，被认为是 ＵＣ的负调节因子，各种铁死亡抑
制剂对ＵＣ的恢复有积极的作用［２］。Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关
蛋白 １（ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅＥＣＨ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）／核因
子－红细胞２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃ
ｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）通路是一种保护细胞免受氧化应激和炎症反应的
信号系统，通过激活抗氧化防御系统和减少炎症反应来保护肠

黏膜屏障，是治疗 ＵＣ的重要防御机制［３］。在氧化应激反应

中，Ｋｅａｐ／Ｎｒｆ２信号通路通过改善谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、
谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）及活性
氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）等铁死亡相关因子水平从而
调控铁死亡［４－５］。黄芩汤（ｈｕａｎｇｑｉｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＨＱＤ）出自张仲
景的《伤寒论》，由黄芩、白芍、甘草、大枣４味药组成。此方药
物组成精当，为治疗里热下痢之祖方。前期课题组研究发现

ＨＱＤ对ＵＣ铁死亡有抑制作用，且可能与氧化应激相关［６］。

基于此，课题组拟从体内外实验两方面探讨。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　动物与细胞　雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠２０只，６～８周龄，
体质量（２１０±２０）ｇ及雄性ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４０只，６周龄，
体质量（２０±２）ｇ，均购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动
物合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０，实验动物使用许可证号：
ＳＹＸＫ（赣）２０２２－０００２。在室温 ２０～２５℃，相对湿度（５０±
２０）％，１２ｈ／１２ｈ明暗周期的环境下分笼饲养于江西中医药大
学动物实验中心，本实验已通过江西中医药大学伦理委员会审

查（伦理号：ＪＺＬＬＳＣ２０２３０７３５）。Ｃａｃｏ－２细胞购自中国科学院
细胞库（目录号ＳＣＳＰ－５０２７）。
１．１．２　药物　ＨＱＤ由黄芩（ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｅＲａｄｉｘ）、白芍（Ｐａｅｏｎｉａ
ｌａｃｔｉｆｌｏｒａＰａｌｌ）、炙甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＰｒａｅｐａｒａｔａ
ｃｕｍＭｅｌｌｅ）、大枣（ＪｕｊｕｂａｅＦｒｕｃｔｕｓ）４味药物组成。其中黄芩、
大枣购自康美药业股份有限公司（批号分别为 ２２１２０１６０１、
２３０２０１９１１），白芍、炙甘草购自江西江中中药饮片有限公司
（批号分别为２２０７２４、２２０１０９）。葡聚糖酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏ
ｄｉｕｍ，ＤＳＳ）（分子量：３６０００～５００００）购自美仑（货号：
ＭＢ５５３５－２），美沙拉嗪肠溶片（惠迪）购自葵花药业集团佳木
斯鹿灵制药有限公司（批号：２３０３２４），Ｅｒａｓｔｉｎ购自上海源叶公
司（货号Ｓ８０８０４），ＭＬ３８５购自ＣＳＮｐｈａｒｍ（货号ＣＳＮ２２３２０）。
１．１．３　试剂与仪器　铁含量测定试剂盒购自南京建成（货号
Ａ０３９－２－１、Ａ０３９－１－１）。乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司（货号
ＫＧＡ７４０３）。ＧＰＸ４、环氧合酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＰＴＧＳ２）、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、血红素氧化酶 １（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎ
ａｓｅ，ＨＯ－１）抗体均购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ（货号分别为：ＤＦ６７０１、

ＡＦ７００３、ＡＦ０６３９、ＡＦ５２６６、ＡＦ５３９３）。ＴＲＩｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ（货号 １５５９６－０２６）。ＯｎｅＳｔｅｐＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ－ＰＣＲＫｉｔⅡ （ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）购自日本 ＴａＫａＲａ（货号
ＲＲ０８６Ｂ）。多功能酶标仪（瑞士 ＴＥＣＡＮＳＰＡＲＫ）；荧光定量
ＰＣＲ循环仪（美国 ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅｐｌｕｓＲｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲｓｙｓｔｅｍ）；
电泳仪（美国 Ｂｉｏ－ｒａｄＰｏｗｅｒＳｕｐｐｌｉｅｓＢａｓｉｃ）；Ｔｒａｎｓ－ＢｌｏｔＴｕｒｂｏ
全能型蛋白转印系统（美国 Ｂｉｏ－ｒａｄ１７０－４１５０）；凝胶成像系
统（美国 Ｂｉｏ－ｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ）。
１．２　方法
１．２．１　分组与模型制备　（１）动物分组与模型制备：实验开
始前对所有小鼠进行称重和标记，随后将４０只小鼠适应性喂
养７ｄ后，随机分为４组：正常组（Ｎｏｒｍａｌ组）、模型组（Ｍｏｄｅｌ
组）、黄芩汤组（ＨＱＤ组）、美沙拉嗪组，每组１０只。将 ＤＳＳ溶
于蒸馏水配制成５．５％溶液，除正常组外，其余各组小鼠均自
由饮用ＤＳＳ溶液７ｄ，其中每隔１天更换１次新鲜的ＤＳＳ溶液。

（２）细胞分组与模型制备：将 Ｃａｃｏ－２细胞复苏传代后随
机分为正常组（Ｎｏｒｍａｌ组）、模型组（Ｍｏｄｅｌ组）、黄芩汤组
（ＨＱＤ组，１０％中药血清）、抑制剂组（ＭＬ３８５２．５μｍｏｌ／Ｌ）。参
考 ＹＡＮＧＸＢ等［７］的方法，使用 Ｅｒａｓｔｉｎ（１７５μｍｏｌ／Ｌ）进行铁
死亡模型构建。

１．２．２　给药方法　（１）ＨＱＤ溶液的制备：参考相关文献及课
题组前期实验［８－１０］，将黄芩、白芍、炙甘草和大枣按照３∶２∶
２∶２的比例取材煎煮过滤，浓缩成１ｇ／ｍＬ的药液。

（２）动物给药方法：造模同时给予灌胃，灌胃剂量根据相
关文献及课题组前期实验［９－１０］，ＨＱＤ组给予９．１ｇ／ｋｇ，美沙拉
嗪组给予０．５ｇ／ｋｇ，其余组用等量蒸馏水灌胃，１次／ｄ，连续给
药７ｄ，第８天处死动物获取样本进行检测。

（３）中药血清的制备：ＨＱＤ溶液制备按上述方法进行，浓
缩成２ｇ／ｍＬ药液。ＳＤ大鼠以１２．６ｇ／ｋｇ，每天灌胃２次，每次
间隔１２ｈ，连续灌胃７ｄ，第７天末次灌胃前２４ｈ开始禁食，末
次灌胃后１ｈ腹主动脉采血。取血后静置３０ｍｉｎ，以３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液即为血清。

（４）细胞给药方法：黄芩汤组及抑制剂组均先分别予以
１０％中药血清及ＭＬ３８５（２．５μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ，之后更换新鲜
培养基再加入Ｅｒａｓｔｉｎ造模，２４ｈ后收集细胞进行检测
１．２．３　检测指标与方法　（１）病理切片：将结肠组织在 ４％
（ｗ／ｖ）多聚甲醛中固定２４ｈ以上。按照梯度酒精进行脱水，浸
蜡结束后包埋、切片、染色，中性树胶封片。显微镜镜检，图像

采集分析。

（２）ＣＣＫ－８法检测细胞生长情况：将收集的细胞按每孔
１００μＬ加入９６孔板中，放入３７℃细胞培养箱２４ｈ后每孔加
入１０μＬＣＣＫ－８溶液，并设置空白对照组，继续在３７℃细胞
培养箱中孵育２ｈ，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长下检测各孔吸光
度值。

（３）铁含量检测：按照试剂盒操作说明书，分别取动物结
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肠组织匀浆及细胞上清液１．０ｍＬ进行铁含量测定。并设置空
白管与标准管，在波长５２０ｎｍ处测各管吸光度 ＯＤ值。

（４）ＬＤＨ含量检测：按照ＬＤＨ试剂盒说明书，取细胞上清
液进行ＬＤＨ含量测定。并设置空白管、标准管与对照管，在
４４０ｎｍ处测定吸光值。

（５）实时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ｑ－ＰＣＲ）检测结肠组织及细胞中 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、
Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１信使核糖核酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ）表达水
平：ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ。在确定ＲＮＡ浓度和纯度后，使互
补脱氧核糖核酸（ｃＤＮＡ）第一链合成试剂盒用逆转录试剂盒
合成 ｃＤＮＡ，并使用 ＯｎｅＳｔｅｐＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ－
ＰＣＲＫｉｔⅡ （ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）在荧光定量ＰＣＲ循环仪中进行定量
实时ＰＣＲ。ｑＰＣＲ反应条件：酶的预变性温度为９５℃，所需时
间３０ｓ；变性温度９５℃，所需时间５ｓ；退火温度６０℃，所需时
间３０ｓ；循环次数通常设为４０～４５次；溶解曲线分析９５℃所
需时间１５ｓ；６０℃所需时间１ｍｉｎ；９５℃所需１５ｓ；５０℃所需３０
ｓ。结肠组织引物序列，详见表 １。细胞引物序列，详见表 ２。
使用２－ΔΔＣｔ方法计算相对表达水平。

表１　动物实验引物序列

基因 序列（５′－３′） 产物长度／（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣＡＴ １８８
Ｒ：ＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡ

Ｎｒｆ２ Ｆ：ＧＧＴＡＡＧＡＡＴＡＡＡＧＴＣＧＣＣＧＣＣＣＡ ８５
Ｒ：ＴＴＡＡＧＴＧＧＣＣＣＡＡＧＴＣＴＴＧＣＴＣＣ

Ｋｅａｐ１ Ｆ：ＣＡＧＡＧＡＧＧＡＡＴＧＡＧＴＧＧＣＧＧＡＴＧ １５６
Ｒ：ＡＧＧＴＣＴＣＴＧＴＣＴＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ

ＨＯ－１ Ｆ：ＣＣＣＣＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＡＡＣＡＧＣＴＣＴ １３８
Ｒ：ＡＴＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＣＡＡＡＣＡＧ

ＧＰＸ４ Ｆ：ＡＴＴＧＡＴＡＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧＧＴ ８０
Ｒ：ＴＡＧＣＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＴＣＴＣＴＡＴ

ＰＴＧＳ２ Ｆ：ＣＴＴＣＣＴＣＣＣＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＣＴ ２４３
Ｒ：ＧＴＧＡＴＴＴＡＡＧＴＣＣＡＣＴＣＣＡＴＧＧＣ

表２　细胞实验引物序列

基因 序列（５′－３′） 产物长度／（ｂｐ）

ＧＰＸ４ Ｆ：ＣＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＧＴ １１８
Ｒ：ＴＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＣＣＣＧＡＡＣＴ

ＰＴＧＳ２ Ｆ：ＣＴＧＧＴＧＣＣＴＧＧＴＣＴＧＡＴＧＡＴＧＴ １２０
Ｒ：ＣＣＴＧＣＴＴＧＴＣＴＧＧＡＡＣＡＡＣＴＧＣ

Ｎｒｆ２ Ｆ：ＣＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＣＴＣＣＡ ８２
Ｒ：ＴＣＴＧＴＧＴＴＧＡＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＴＧ

Ｋｅａｐ１ Ｆ：ＧＧＣＴＧＴＣＣＴＣＡＡＴＣＧＴＣＴＣＣＴＴ １０４
Ｒ：ＴＣＡＴＴＣＧＣＣＡＣＴＣＧＴＴＣＣＴＣＴＣ

ＨＯ－１ Ｆ：ＡＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡ １１８
Ｒ：ＴＧＴＴＧＡＧＣＡＧＧＡＡＣＧＣＡＧＴＣＴＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴ ９０
Ｒ：ＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡ

　　（６）蛋白免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ）法检测细胞中
ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１蛋白的表达：ＢＣＡ法测定蛋
白质浓度。通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离等量的总蛋白并转移至 ＮＣ
膜。加入５％脱脂奶粉，摇床振荡２ｈ。封闭结束后，将膜分别
放入含 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１一抗（稀释比例１∶
５００）的培养皿中，ＴＢＳＴ洗涤３次，孵育４℃过夜。稀释二抗，
室温摇床振荡反应２ｈ。ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３，滴加适量工作
液。使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ成像，通过 ＧＥＬ－

ＰＲＯ３２软件对显影的印迹进行灰度分析。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２５．０软件进行分析，多组间采用单因素方差分
析，组间比较用 ＬＳＤ检验，使用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ９．０绘制统计
分析图，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　结肠组织病理结果

与正常组相比，模型组中结肠腺体明显萎缩，杯状细胞严

重缺失，有明显的炎性浸润；与模型组相比，黄芩汤组上皮损伤

程度改善明显，炎性细胞减少；美沙拉嗪组结肠腺体结构基本

恢复正常，杯状细胞丢失明显好转，炎性细胞浸润好转。详见

插页ⅩⅩⅣ图１。
２．２　结肠组织铁结果

与正常组相比，模型组铁含量明显升高；与模型组相比，黄

芩汤组与美沙拉嗪组铁含量均明显降低。见插页ⅩⅩⅣ图２。
２．３　结肠组织 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲＮＡ表达
水平结果

与正常组相比，模型组中 Ｎｒｆ２、ＰＴＧＳ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲ
ＮＡ表达水平均有明显上升，ＧＰＸ４ｍＲＮＡ明显下降。与模型
组相比，黄芩汤组与美沙拉嗪组中 Ｎｒｆ２、ＰＴＧＳ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１
ｍＲＮＡ表达水平明显下降，ＧＰＸ４ｍＲＮＡ表达水平明显上升，具
有统计学差异。详见插页ⅩⅩⅤ图３。
２．４　细胞实验ＣＣＫ－８结果

与正常组相比，模型组细胞活力明显降低；与模型组相比，

黄芩汤组与抑制剂组细胞活力明显升高。详见插页ⅩⅩⅣ图４。
２．５　细胞实验铁、ＬＤＨ结果

与正常组相比，模型组的铁和ＬＤＨ含量明显升高；与模型
组相比，黄芩汤组与抑制剂组铁含量和 ＬＤＨ含量明显降低。
详见插页ⅩⅩⅤ图５。
２．６　细胞实验 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲＮＡ表达
水平

与正常组相比，模型组中 ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲ
ＮＡ表达水平明显上升，ＧＰＸ４ｍＲＮＡ表达明显下降。与模型
组相比，黄芩汤组与抑制剂组 ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲ
ＮＡ表达水平明显下降，ＧＰＸ４ｍＲＮＡ表达显著上升。详见插
页ⅩⅩⅥ图６。
２．７　细胞实验 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１蛋白表达
水平

与正常组相比，模型组中ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１蛋白
表达水平显著上升，ＧＰＸ４蛋白表达水平显著下降。与模型组
相比，黄芩汤组与抑制剂组中ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１表达
水平明显下降，ＧＰＸ４明显上升。见插页ⅩⅩⅥ图７。
３　讨论

ＵＣ属于中医病证中“痢疾”“泄泻”的范畴，其基本病机是
湿热之邪蕴结于肠腑，气机不利、血行不畅、气血壅滞，脂膜血

络受损，化为脓血，导致大肠传导失司［１１］。湿邪致病特点为重

浊、黏滞、趋下，故 ＵＣ中会出现大便溏泄，里急后重，排便不
爽，病情缠绵，反复易发；热邪易生风动血，损伤血络，迫血妄

行，故常有赤白脓血便。湿热证治法为清肠化湿、调气和血。

ＨＱＤ为清热利湿之法代表方，有清热止痢、和中止痛之功效，
其君药黄芩味苦性寒，可清阳明胃肠之热；芍药味酸性寒，能泄

热敛阴和营、柔肝缓急止痛；炙甘草和大枣益气和中，调和诸

３７１
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药，是湿热 ＵＣ的常用方剂［１２－１３］。胡婕等［１４］、杨梅等［１５］、阎

玲［１６］通过临床试验发现ＨＱＤ在联合美沙拉嗪治疗时，能明显
降低ＵＣ肠道黏膜炎症因子水平，改善肠道菌群，并缓解腹痛、
腹泻、肠道糜烂、出血等症状，且不良反应少。

铁死亡不同于一般的细胞凋亡、自噬及坏死，它是一种新

型的细胞死亡模式，是由于 ＲＯＳ产生过多促进脂质过氧化所
致［１７］。ＧＰＸ４是脂质过氧化物的主要防御者，其活性被抑制可
导致脂质过氧化物积累，故该表达下调意味着细胞对铁死亡的

敏感性过高，上调则意味对铁死亡有抑制作用［１８］。ＰＴＧＳ２的
表达通过细胞因子和生长因子诱导，在炎症期间上调，它的上

调标志着铁死亡的开始，是判断细胞铁死亡的标志之一［１９］。

铁死亡调控途径主要分为三大轴：第一条主要以氨基酸代谢为

主的包括ＧＳＨ／ＧＰＸ４通路，抑制系统 ＸＣ－、硫转移途径和 ｐ５３
调节轴，该通路中ＧＳＨ作为抗氧化剂，常以还原和氧化两种形
式存在，两者之间的比值表示细胞氧化应激程度；第二条主要

以铁代谢为主；第三条主要以脂质代谢为主，其中膜脂质的氧

化损伤是铁死亡发生的核心［２０］。Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路是抗氧化应
激的重要机制之一［２１］。Ｎｒｆ２是一种细胞保护性转录因子，可
以上调某些解毒和抗氧化基因，在协调抗氧化反应中起着至关

重要的作用，Ｎｒｆ２的活性主要受 Ｋｅａｐ１的调节［２２］。正常情况

下，Ｋｅａｐ１是形成Ｅ３泛素连接酶复合物中的底物衔接子组分，
其通过靶向结合转录因子 Ｎｒｆ２，并引导 Ｎｒｆ２通过２６Ｓ蛋白酶
体进行多聚泛素化和蛋白酶体依赖性降解调节其活性［２１］。一

旦发生氧化应激，Ｎｒｆ２就会从 Ｋｅａｐ１结合中脱离出来，移位到
细胞核，与一种小蛋白 Ｍａｆ异二聚化后再与Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２抗氧
化反应元件结合并启动ＨＯ－１依赖性基因表达［２３－２４］。ＨＯ－
１是重要的铁死亡调节因子，在Ｎｒｆ２的介导下ＨＯ－１上调，通
过调节细胞铁含量和ＲＯＳ含量来诱导铁死亡［２５］。

本研究从动物及细胞两个层面进行研究，体内实验根据

ＨＥ染色结果发现，给予 ＤＳＳ后结肠腺体萎缩破坏，大量炎性
细胞浸润，表明造模成功。给予中药及西药治疗后，结肠腺体

损坏及炎症浸润较前明显好转。为了进一步探讨 ＵＣ小鼠模
型中铁死亡发生的机制，我们分析了小鼠结肠组织铁死亡相关

基因表达及细胞中 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１蛋白和
基因表达情况，结果显示：与正常组相比，模型组 ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、
Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１的表达上升，而 ＧＰＸ４的表达下降。使用 ＨＱＤ
后，可改善 ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１的表达，提示
ＨＱＤ通过抑制Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２途径抑制铁死亡。综上所述，ＨＱＤ
治疗ＵＣ的作用机制可能是通过调节 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路从而减
轻细胞铁死亡。
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黄芩汤调控Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路对溃疡性结肠炎铁死亡的影响

（正文见１７１－１７４页）

图１　各组小鼠结肠组织病理形态学观察（ＨＥ染色，×４００）

注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图２　各组小鼠结肠组织铁含量比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图４　各组细胞生长情况（ＣＣＫ－８）（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图３　各组小鼠结肠组织中ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图５　各组铁、ＬＤＨ含量情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图６　各组中ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ｍＲＮＡ的表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：与正常组相比，Ｐ＜００５；Δ与模型组相比，Ｐ＜００５。
图７　各组中ＧＰＸ４、ＰＴＧＳ２、Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１蛋白表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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