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基于 PHB2／PGAM5／PINK1 ／Parkin 信号轴探讨安肠汤改善溃疡性
结肠炎大鼠肠上皮细胞线粒体自噬的作用机制

段晓鑫，刘嘉琪，宋胡丹，董杰，潘娜婷，张培源，文亦磊，孙平良
（广西中医药大学第一附属医院，广西 南宁 530023）

　　摘要：目的 观察安肠汤（Anchang decoction，ACD）通过 PTEN 诱导假定激酶 1 （PTEN -induced putative kinase 1，
PINK1）／帕金森病蛋白（Parkin）／抗增殖蛋白 2（Prohibitin2，PHB2）／磷酸甘油酸变位酶 5（Phosphoglycerate mutase family
member 5，PGAM5）信号轴改善溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，UC）大鼠肠上皮细胞线粒体自噬的作用机制。方法 将

48 只Wistar大鼠随机分为空白组（Control）、模型组（Model）、美沙拉嗪组（Mesalazine，0.42 g·kg -1）以及安肠汤低、中、
高剂量组（ACD -L、ACD -M、ACD -H，1 1 .55、23.1、46.2 g·kg -1），每组各 8 只。除空白组外，其余各组大鼠采用 2，4，
6 -三硝基苯磺酸（2，4，6 -Trinitrobenzene sulfonic acid，TNBS）建立 UC 模型，模型构建成功后，Control 组、Model 组予以
生理盐水灌胃，其余各组分别进行相应药物灌胃，灌胃 1 4 d。干预结束后，观察各组大鼠一般情况并记录体质量，计算疾
病活动指数（Disease activity index，DAI）评分，通过苏木素-伊红（Hematoxylin -eosin staining，HE）染色观察大鼠肠道病
理变化，酶联免疫吸附测定法（Enzyme -linked immunosorbent assay，ELISA）检测白细胞介素（Interleukin，IL）-6、IL -1 8
水平，透射电镜观察结肠上皮细胞（Intestinal epithelial cells，IECs）线粒体超微结构，免疫荧光（Immunofluorescence，IF）检
测线粒体微管相关蛋白 1 轻链 3（Microtubule -associated protein 1 light chain 3，LC3）、选择性自噬接头蛋白 62（Selective
autophagy adaptor protein 62，p62）表达，蛋白质印迹检测结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin、LC3、p62 蛋白表达水平，
实时荧光定量聚合酶链式反应（Real -time PCR，RT -PCR）检测结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin mRNA 表达量。
结果 与 Control组相比，Model组一般情况变差，体质量明显降低，DAI评分明显升高（P＜0.01），结肠组织病理损伤变化
明显，血清中 IL -6、IL -1 8 含量升高（P＜0.01），IECs线粒体结构缺失明显，数量减少，线粒体嵴出现断裂，线粒体形态
肿胀和空泡化，LC3 蛋白以及 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin 蛋白和 mRNA 表达水平明显下降，p62 蛋白表达明显升高
（P＜0.05，P＜0.01）。与Model组相比，Mesalazine组及 ACD各剂量组大鼠状态明显好转体质量增加，DAI 评分明显降
低（P＜0.05，P＜0.01），结肠黏膜结构均有不同程度的恢复，血清中 IL -6、IL -1 8 含量降低（P＜0.05，P＜0.01），IECs
线粒体膜较完整，数量增加，肿胀程度降低，线粒体嵴结构改善，ACD -M、ACD -H 更为明显出现自噬小体或自噬溶酶
体，LC3 蛋白以及 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin蛋白和 mRNA表达水平均有不同程度上升，p62 蛋白水平不同程度降低
（P＜0.05，P＜0.01）。结论 安肠汤降低 UC 炎症反应、促进肠黏膜恢复以改善 UC 症状的作用机制，可能通过调控
PHB2／PGAM5／PINK1 ／Parkin轴促进 IECs线粒体自噬有关。
　　关键词：安肠汤；PTEN 诱导假定激酶 1 ／帕金森病蛋白／抗增殖蛋白 2／磷酸甘油酸变位酶 5 轴；溃疡性结肠炎；线粒
体自噬
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Mechanism of Anchang Decoction（安肠汤）on Improving Mitophagy in Intestinal Epithelial Cells
of Rats with Ulcerative Colitis Based on PHB2／PGAM5／PINK1 ／Parkin Signaling Axis

DUAN Xiaoxin，LIU Jiaqi，SONG Hudan，DONG Jie，PAN Nating，ZHANG Peiyuan，WEN Yilei，SUN Pingliang
（The First Affiliated Hospital of Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning 530023，Guangxi，China）

Abstract：Objective To observe the effect of Anchang Decoction（安肠汤，ACD）on mitophagy in intestinal epithelial cells of
the rats with ulcerative colitis（UC）through PTEN inducing putative kinase 1（PINK1）／Parkinson＇s disease protein（Parkin）／an-
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tiproliferative protein 2（PHB2）／phosphoglycinate mutase 5（PGAM5）signaling axis.Methods Forty -eight Wistar rats were ran-
domly divided into Control group，Model group，Mesalazine group（0.42 g· kg -1）and ACD low，medium and high groups
（ACD -L，ACD -M，ACD -H；1 1 .55，23.1，46.2 g·kg -1），8 rats in each group.Except for the Control group，the UC model
was established by 2，4，6 -trinitrobenzenesulfonic acid（TNBS）.After the model was successfully established，the blank group
and the model group were given the normal saline by gavage，and the other groups were given the corresponding drugs by gavage
for 1 4 days.After the intervention，the general condition of the rats in each group was observed and the body weight was recor-
ded，the disease activity index（DAI）score was calculated，the pathological changes of intestinal tract were observed by hematoxy-
lin -eosin staining，and the levels of interleukin -6（IL -6）and interleukin -1 8（IL -1 8）were detected by enzyme -linked
immunosorbent assay.The mitochondrial ultrastructure of colonic epithelial cells（IECs）was observed by transmission electron
microscopy.The expressions of mitochondrial microtubule -associated protein 1 light chain 3（LC3）and selective autophagy re-
ceptor（p62）were detected by immunofluorescence.The protein expression levels of PHB2，PGAM5，PINK1，Parkin，LC3 and
p62 in colon tissues were detected by Western Blot.The mRNA expression levels of PHB2，PGAM5，PINK1 and Parkin in colon
tissues were detected by Real -time fluorescent quantitative polymerase chain reaction.Results Compared with those of the Con-
trol group，the general condition of the Model group was worse，the body weight was significantly decreased，the DAI score was sig-
nificantly increased（P＜0.01），the pathological changes of colon tissue were obvious，the serum levels of IL -6 and IL -1 8 were
increased（P＜0.01），the mitochondrial structure of IECs was obviously missing，the number of Iecs was decreased，and the mito-
chondrial cristae was broken.The mitochondrial morphology was swollen and vacuolated，the protein and mRNA expression levels
of LC3，PHB2，PGAM5，PINK1 and Parkin were decreased，and the protein expression level of p62 was increased in the treatment
group（P＜0.05，P＜0.01）.Compared with those in the Model group，the rats in the Mesalazine group and each dose group of
ACD were significantly improved，the body weight increased，the DAI score increased significantly（P＜0.05，P＜0.01），the co-
lonic mucosal structure recovered to varying degrees，and the serum levels of IL -6 and IL -1 8 decreased（P＜0.05，P＜0.01）.
The mitochondrial membrane of IECs was more complete，the number was increased，the swelling degree was decreased，and the
structure of mitochondrial cristae was improved.ACD -Mand ACD -H showed more obvious autophagosomes or autolysosomes.
The expression levels of LC3 protein，PHB2，PGAM5，PINK1 and Parkin protein and mRNA were increased in varying degrees.
The p62 protein levels were decreased in different degrees（P＜0.05，P＜0.01）.Conclusions ACD reduces inflammatory re-
sponse and promotes intestinal mucosal recovery to improve UC symptoms possibly by regulating the PHB2／PGAM5／PINK1 ／Par-
kin axis to promote mitophagy in IECs.

Keywords：Anchang Decoction（安肠汤）；PTEN inducing putative kinase 1 （PINK1）／Parkinson＇s disease protein（Par-
kin）／antiproliferative protein 2（PHB2）／phosphoglycinate mutase 5（PGAM5）axis；ulcerative colitis；mitophagy

　　溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，UC）属于难治性非特异性
肠道炎症疾病，其特征是腹泻、脓血便、腹痛、体质量下降和结

直肠的黏膜炎症［1］。UC发病率在世界范围内逐年上升，其年
发病率约为每 1 0 万人中有 1 0 ～20 人，已成为全球最常见的肠
道疾病［2］，严重危害人类的身心健康。UC 患者经治疗后症状
可以缓解，但仍有患者会对药物治疗无应答，甚至出现不良反

应［3］。因此寻求广泛的治疗对于研究 UC 至关重要。目前，该
病的发病机制尚未完全明确，线粒体自噬受损可能参与 UC 的
发病机制，与 UC 的发生发展密不可分［4 -5］。许多研究表明，

在 UC中，线粒体自噬受损，导致肠上皮细胞 （Intestinal epithe-
lial cells，IECs）去除受损线粒体能力不足［6］。PTEN 诱导假定
激酶 1（PTEN -induced putative kinase 1，PINK1）／帕金森病蛋
白（Parkin）是线粒体自噬的经典途径［7］。抗增殖蛋白 2（Pro-
hibitin2，PHB2）是线粒体内膜支架蛋白，影响线粒体自噬、裂
变／融合，在线粒体自噬中起到关键作用，可以通过稳定
PINK1 和增加 Parkin的线粒体募集来促进 PINK1 -Parkin 介
导的线粒体自噬［8］，而 PHB2 介导 PINK1 的稳定性又依赖于
磷酸甘油酸变位酶 5（Phosphoglycerate mutase family member
5，PGAM5），PGAM5 可以在线粒体外膜中保留和稳定

PINK1 ［9］。但有关 PHB2 通过 PGAM5 调控 PINK1 ／Parkin 介
导的线粒体自噬在 UC 中的研究尚未有报道。因此，研究
PHB2／PGAM5 ／PINK1 ／Parkin轴以调节 IECs 线粒体自噬的作
用，并缓解肠道炎症改善肠黏膜损伤对于治疗 UC 具有重要
意义。

安肠汤（Anchang decoction，ACD）是广西中医药大学第一
附属医院肖振球教授治疗 UC 的经验方，前期课题组应用安肠
汤在临床实践与动物实验都取得明显的疗效，证实安肠汤可以

改善巨噬细胞吞噬功能，抑制相关炎症通路，降低炎症因子表

达，减少溃疡面积及溃疡数，缓解 UC 肠黏膜损伤［1 0 -1 2］。目

前，ACD治疗 UC的具体分子机制仍未明晰，因此，本研究从线
粒体自噬角度出发，探讨 ACD 通过 PHB2／PGAM5／PINK1 ／Par-
kin轴调节 IECs线粒体自噬发挥改善 UC 大鼠肠道炎症、缓解
肠黏膜损伤的作用机制，为安肠汤治疗 UC 从分子层面提供基
础数据支持。

1 　材料
1 .1 　动物

SPF雄性Wistar大鼠 48 只，体质量（200 ±20）g，6 ～8 周
龄，购于长沙天勤生物技术有限公司，合格证号：SCXK（湘）
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2022 -001 1，大鼠饲养于广西中医药大学实验中心 SPF 级动物
房，许可证号：SYXK桂 201 9 -0001，环境温度 20 ～26℃，湿度
50% ～60%，明暗各 1 2 h 交替，大鼠适应性喂养 1 周，自由摄
水和摄取食物。本研究经广西中医药大学动物伦理委员会审

查通过（批准编号：DW20240603 -1 61）。
1 .2　药物

ACD药物（熟附子 1 5 g，干姜 1 0 g，黄芪 20 g，党参 1 5 g，白
茯苓 1 5 g，白术 1 0 g，补骨脂 25 g，白头翁 1 5 g，地榆 1 5 g，赤芍
1 5 g，槟榔 1 5 g，薏苡仁 1 0 g，鸡内金 1 0 g，木香 1 0 g，延胡索 1 0
g，甘草 1 0 g）采购于广西中医药大学第一附属医院仙葫院区药
房，药材经广西中医药大学第一附属医院药学部制备并鉴定合

格。药材均洗净、浸泡 30 min，熟附子先煎 30 min，再加入剩余
药物共煎 30 min，整方分 2 次煎煮，最后加热浓缩至含有原药
材 5 g·mL -1至 4 ℃冰箱备用。美沙拉嗪肠溶片（葵花药业集
团佳木斯鹿灵制药有限公司），批号国药准字 H1 99801 49，将美
沙拉嗪肠溶片压粉后与蒸馏水混合，制备成 0.42 g·mL -1浓
度的美沙拉嗪混悬液。

1 .3　主要试剂
苏木素染色液（珠海贝索，BA -4041）；伊红染液（珠海贝

索，BA -4024）；2，4，6 -三硝基苯磺酸 （TNBS，Sigma，
SLCN9362）；PHB2 抗体（proteintech，1 2295 -1 -AP）；PGAM5
抗体（Abclonal，A22203）；PINK1 抗体（proteintech，23274 -1 -
AP）；Parkin抗体（proteintech，1 4060 -1 -AP）；p62 抗体（Ab-
cam，ab31 4504）；LC3B 抗体（Abcam，ab1 92890）；TOM20 抗体
（proteintech，1 1 802 -1 -AP）；GAPDH 抗体 （proteintech，
1 0494 -1 -AP）；HRP 标记的山羊抗兔 IgG（Servicebio，
GB23303）；无水乙醇（国药集团，1 000921 8）、二甲苯（国药集
团，1 002341 8）；中性树胶（北京中杉金桥生物技术有限公司，
Zli -9555）；三色预染蛋白Marker（雅酶，WJ1 03）；DAPI 染色液
（博士德生物公司，AR1 1 77）；大便隐血测定试剂盒（迪培思）；
RNA抽提试剂（莫纳，MI20201 S）；RNA 逆转录试剂盒（诺唯
赞，R333）；RT -PCR试剂盒（诺唯赞，Q71 1）。
1 .4　仪器

组织包埋机（Thermo）；切片机（德国徕卡，RM201 6）；摊烤
片机（德国莱卡，LEICA HI1 21 0）；荧光显微镜（日本 OLYM-
PUS，BX43 ）；全 波 长 酶 标 仪 系 统 （Thermo，型 号

mμlISKANMK3）；透射电子显微镜（HITACHI HT7700、HITA-
CHI HT7800）等。
2　方法
2.1　动物造模、分组

参考造模方法［1 3］并稍加修改，模型组、美沙拉嗪组、ACD
组采用 TNBS（70 mg·kg -1）和 50%乙醇按 1 ∶1 体积混合灌
肠，建立 UC 大鼠模型。根据大鼠一般状态及疾病活动指数
（DAI）评分判断模型是否制备成功，造模成功后大鼠禁食，自
由饮水。48 只Wistar 大鼠随机分为空白组（Control）、模型组
（Model）、美沙拉嗪组（Mesalazine）以及安肠汤低、中、高剂量
组（ACD -L、ACD -M、ACD -H），每组 8 只。
2.2　给药及样本采集

根据大鼠与人的体表面积比例折算及前期实验结果进行

等效换算中药剂量，得出 ACD 低、中、高剂量组分别用 1 1 .55、
23.1、46.2 g·kg -1 的剂量灌胃；Mesalazine 组给予美沙拉嗪
0.42 g·kg -1，灌胃容积为 1 0 mL·kg -1；Control、Model两组按
等体积生理盐水灌胃，均灌胃 1 4 d。全部干预结束后，禁食不
禁水 24 h，用 3%戊巴比妥钠（30 mg·kg -1）腹腔注射麻醉大
鼠，并采集各大鼠腹主动脉血液，离心后提取上清液储存在 -
20 ℃。取出结肠分别用 4%多聚甲醛固定及-80 ℃冷冻保存
备用。

2.3　观察指标及检测方法
2.3.1　疾病活动指数（Disease activity index，DAI）评分　自实
验开始，每日观察各组大鼠的一般情况，包括精神活动状态、皮

毛毛量色泽及饮食等，记录各组大鼠每日体质量、粪便性状及

便血情况，其中便血情况采用大便隐血测定试剂盒测定进行评

判，最后计算 DAI评分，参照评分标准［1 4］，DAI =（体质量减轻
分值+大便性状分值+便血情况分值）／3。
2.3.2　苏木精 -伊红染色法（Hematoxylin -eosin staining，
HE）观察结肠组织病理变化　结肠组织浸泡于 4%多聚甲醛
固定后行石蜡包埋，切片机切厚度约为 3 μm 的石蜡切片，经
苏木素染色 3 min后再伊红复染 5 min，脱水透明封片等处理
后，光学显微镜下观察各组大鼠结肠切片病理改变。

2.3.3　酶联免疫吸附试验（Enzyme -linked immunosorbent as-
say，ELISA）检测大鼠血清白细胞介素（Interleukin，IL）-6、
IL -1 8 水平　采集的各组大鼠腹主动脉血液，静置 2 h 后，
3000 r·min -1离心 1 5 min，分离血清提取上清液。按照 ELISA
试剂盒说明手册进行 IL -6、IL -1 8 浓度的检测。
2.3.4　透射电镜观察线粒体形态及自噬小体　取结肠组织用
2.5%戊二醛固定 6 h，在 0.1 mol·L -1磷酸缓冲液（pH 7.4）漂
洗 3 次，然后放入 1 % 锇酸避光固定 2 h 后，再用磷酸缓冲液
漂洗 3 次，不同梯度乙醇脱水，渗透包埋，聚合 48 h 后定位，超
薄切片机切片染色，透射电镜观察。

2.3.5　免疫荧光（Immunofluorescence，IF）检测结肠组织线粒
体 LC3、p62 表达　取结肠石蜡切片常规脱蜡至水，置于 3%柠
檬酸修复液高压修复 1 0 min，自来水中冷却至室温，蒸馏水洗
3 次，封闭 30 min，分别加入 p62（1 ∶1 20）抗体、LC3（1 ∶1 00）抗
体 4 ℃孵育过夜，PBS 洗 3 次，加二抗 37℃孵育 30min，PBS 再
次洗 3 次，滴加 DAPI室温孵育 1 0 min，水溶性封片剂封片，荧
光倒置显微镜下观察并拍摄。

2.3.6 　蛋白质印迹（Western blot）法检结肠组织 PHB2、
PGAM5、PINK1、Parkin、LC3、p62 蛋白表达　取各组大鼠 30 ～
40 mg的结肠组织加入 400 μL 裂解液 RIPA 与蛋白酶抑制剂
PMSF，研磨机 4 ℃研磨 5 次，每次 60 s，研磨后冰上静置 20
min，然后 4 ℃离心后取上清液，采用 BCA试剂盒测蛋白浓度。
加5 ×上样蛋白缓冲液后在 1 00 ℃水浴锅中加热 8 min 蛋白变
性。制胶上样，电泳、转膜后 TBST洗涤 3 次，快速封闭液封闭
1 5 min，加入一抗 PHB2（1 ∶7000）、PGAM5（1 ∶30 000）、PINK1
（1 ∶2000）、Parkin（1 ∶2000）、LC3（1 ∶1 500）、p62（1 ∶1 500）4 ℃
孵育过夜，TBST洗膜 3 次，加入二抗（1 ∶5000）常温摇床孵育 1
h，再次洗膜 3 次，ECL超敏发光液显影，用 Image J分析各条带
的灰度值。
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2.3.7　实时荧光定量聚合酶链式反应（Real -time PCR，RT -
PCR）法分析结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin mRNA 表
达　总 RNA以及 miRNA分别严格按照 RNA 抽提试剂盒说明
提取，测定 OD 值，逆转录合成为 cDNA，合成程序：50 ℃、1 5
min，85 ℃、5 s，1 个循环。扩增程序：95 ℃预变性 30 s，循环反
应 95 ℃、1 0 s，60 ℃、30 s，40 个循环，溶解曲线 95 ℃、1 5 s，60
℃、60 s，95 ℃、1 5 s，1 个循环。2 -ΔΔCt法计算最终各基因 mR-
NA的相对表达量。引物序列见表 1。

表 1 　各基因引物序列

基因 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’）

PHB2 GCGTCCGTAGTCCGTAAT GTCTTTGGAGCCTGTGGG
PGAM5 GAGCCACTGTCACTCATTA CTTGTAGCCTTTGCCTTAT
PINK1 CTGTCAGGAGATCCAGGCAATT TGGGCATGGTGGCTTCATA
Parkin TGTCCACGACGCTCAACT CACTCCTCGGCACCATAC
GAPDH CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

2.4　统计学方法
所有数据采用 SPSS 27.0 软件进行统计学分析。计量资

料以 ■x±s表示，多组间比较用 One -way ANOVA分析，进行两
两比较。P＜0.05 表示差异有统计学意义。
3　结果
3.1　ACD对 UC大鼠一般状况及 DAI评分的影响

Control组大鼠精神良好，毛发亮白柔顺，活动灵活，饮食
正常；与 Control 组相比，Model 组大鼠精神萎靡，身体弓背蜷
缩，毛发枯燥，活动迟缓，聚堆抱团相依，粪便呈稀烂状伴黏液

脓血便，体质量明显降低（P＜0.01），大鼠在造模后期，体质量
缓慢回升，但回升较慢；Mesalazine组与 ACD各组大鼠与Model
组相比，大鼠精神状态逐日恢复，毛发、活动状态、反应性和饮

食均有所改善，大便后期也逐渐不见血便且成型，体质量日渐

增加，并且经 Mesalazine 与 ACD 干预后，均能明显增加 UC 大
鼠体质量以及降低 UC 大鼠的 DAI 评分（P＜0.05，P＜0.01）。
见表 2。

表 2　安肠汤对 UC 大鼠体质量及 DAI评分的影响（■x±s）

组别 n
剂量／

（g·kg -1）

第 0 天
体质量／（g）

第 1 4 天
体质量／（g）

末次 DAI
评分

Control组 8 235.23 ±12.02 286.01 ±10.1 1　 0.00 ±0.00　
Model组 8 238.01 ±10.62 228.88 ±1 1.391） 2.49 ±0.31 1）

Mesalazine 组 8 0.42 230.86 ±13.1 8 247.05 ±9.232） 0.85 ±0.243）

ACD -L组 8 1 1.55 233.01 ±10.45 232.68 ±1 1.242） 1.03 ±0.31 2）

ACD -M组 8 23.10 231.86 ±12.27 248.76 ±13.333） 0.91 ±0.262）

ACD -H组 8 46.20 233.28 ±9.36 238.41 ±12.252） 0.79 ±0.283）

　　注：1）与 Control组相比，P＜0.01；2）与 Model 组相比，P＜0.05；3）与 Model

组相比，P＜0.01。

3.2　ACD对 UC大鼠结肠组织病理变化的影响
各组 UC大鼠结肠组织病理变化所示，发现 Control组结肠

无明显的病理改变，结肠组织排列紧密、结构完整；对比 Control
组，Model组结肠组织损伤明显增加，黏膜排列紊乱、严重溃疡
和隐窝畸形，各层炎症细胞浸润；与 Model 组相比，Mesalazine
组与 ACD各治疗组均降低了结肠上皮组织的损伤，不同程度
地改善了结肠病理形态，黏膜结构清晰，炎症细胞浸润降低并

减少了隐窝异常。见插页ⅩⅩⅫ图 1。

3.3　ACD对 UC大鼠血清 IL -6、IL -1 8 的影响
与 Control组相比，Model 组大鼠血清中 IL -6、IL -1 8 的

含量均有显著提升（P ＜0.01）；经干预后，对比 Model 组，Me-
salazine组可显著降低 IL -6、IL -1 8 的含量（P＜0.01）；安肠
汤各剂量组相关炎症因子含量也均低于Model组，显著降低了
IL -6、IL -1 8 的含量（P＜0.05，P＜0.01）。见表 3。

表 3　各组 UC 大鼠血清 IL -6、IL -1 8 结果（■x±s）

组别 n
剂量／

（g·kg -1）
IL -6 IL -1 8

Control组 8 69.26 ±8.5　 1 27.56 ±1 1 .41
Model组 8 21 4.36 ±1 2.271） 203.58 ±1 8.441）

Mesalazine组 8 0.42 78.47 ±6.93） 1 44.1 5 ±1 4.743）

ACD -L组 8 1 1 .55 1 33.55 ±9.973） 1 70.34 ±1 2.91 2）

ACD -M组 8 23.1 0 1 07.24 ±7.793） 1 49.33 ±1 6.663）

ACD -H组 8 46.20 88.58 ±8.573） 1 51 .92 ±1 1 .533）

　　注：1）与 Control组相比，P＜0.01；2）与Model组相比，P＜0.05；3）
与Model组相比，P＜0.01。

3.4　ACD对 UC大鼠结肠上皮细胞线粒体自噬的影响
透射电子显微镜观察大鼠结肠组织，Control 组线粒体形

态正常，排列密集，线粒体膜完整，线粒体嵴清晰规则分布。

Model组线粒体结构缺失数量减少，线粒体嵴断裂，出现肿胀
和空泡化。与Model组相比，Mesalazine 组和 ACD各剂量组给
药后，线粒体数量增加，线粒体膜较完整，肿胀程度降低，线粒

体嵴结构得到改善，出现自噬小体或自噬溶酶体，尤以 ACD -
M、ACD -H明显。见插页ⅩⅩⅩⅢ图 2。
3.5　ACD对 UC大鼠结肠组织线粒体相关蛋白表达的影响

IF显示，与 Control 组相比，Model 组中 LC3 蛋白表达降
低，p62 蛋白表达增加；经过 Mesalazine 组和 ACD 各剂量组干
预后，LC3 阳性表达较 Model 组强度明显增加，p62 表达降低，
Mesalazine组、ACD -M组与 ACD -H 组更为显著。见插页
ⅩⅩⅩⅣ图 3。此外 Western Blot 也显示，与 Control 组相比，Model
组大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin、LC3B Ⅱ／LC3B
Ⅰ蛋白表达水平明显降低，p62 蛋白表达水平明显升高（P＜
0.05，P＜0.01）；与Model组相比，Mesalazine 组与 ACD各剂量
组可明显升高 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin 蛋白水平，降低
p62 蛋白水平（P＜0.05，P＜0.01），ACD -L 组结肠组织 LC3B
Ⅱ／LC3B Ⅰ蛋白表达差异无统计学意义。见表 4、图 4。
3.6　ACD对 UC 大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin
mRNA的影响

与 Control组相比，Model 组大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、
PINK1、Parkin mRNA相对表达量降低（P＜0.05，P＜0.01）；经
Mesalazine 组与 ACD 各剂量组干预后，与 Model 组相比，
PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin mRNA 明显升高（P＜0.05，P＜
0.01）。见表 5。
4　讨论

中医学中并无溃疡性结肠炎相对应的病名，根据 UC 的临
床特征及发病特点，中医将其归属为“痢疾”“肠澼”“便血”等

范畴。UC病位在大肠，但对 UC病因病机的认识，中医各学者
持不同观点，广西名老中医肖振球教授经过多年临床实践经验

的积累，总结出UC的病因病机，主要是本虚标实，虚实夹杂之
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表 4　各组大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin、LC3、p62 蛋白表达比较（■x±s）

组别 n 剂量／（g·kg -1） PHB2／GAPDH PGAM5／GAPDH PINK1 ／GAPDH Parkin／GAPDH LC3B Ⅱ／LC3B Ⅰ p62／GAPDH

Control组 8 1 .00 ±0.03 1 .00 ±0.05 1 .00 ±0.07 1 .00 ±0.09 1 .00 ±0.07 1 .00 ±0.08
Model组 8 0.73 ±0.062） 0.67 ±0.052） 0.81 ±0.041） 0.82 ±0.071） 0.47 ±0.042） 1 .88 ±0.1 62）

Mesalazine组 8 0.42 0.83 ±0.01 4） 0.94 ±0.1 24） 1 .88 ±0.1 24） 1 .41 ±0.054） 0.64 ±0.1 33） 1 .25 ±0.064）

ACD -L组 8 1 1 .55 0.79 ±0.043） 0.79 ±0.063） 1 .21 ±0.064） 1 .07 ±0.1 23） 0.58 ±0.07 1 .67 ±0.083）

ACD -M组 8 23.1 0.84 ±0.034） 0.92 ±0.024） 1 .9 ±0.044） 1 .35 ±0.064） 0.74 ±0.1 1 3） 1 .1 9 ±0.064）

ACD -H组 8 46.2 0.8 ±0.024） 0.93 ±0.044） 1 .42 ±0.1 1 4） 1 .25 ±0.024） 0.68 ±0.093） 1 .22 ±0.074）

　　注：1）与 Control组相比，P＜0.05；2）与 Control组相比，P＜0.01；3）与Model组相比，P＜0.05；4）与Model组相比，P＜0.01。

　　注：A：Control 组；B：Model 组；C：Mesalazine 组；D：
ACD -L组；E：ACD -M组；F：ACD -H组。
图 4　各组大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、

Parkin、LC3、p62 蛋白表达电泳
表 5　各组大鼠结肠组织 PHB2、PGAM5、PINK1、

Parkin mRNA表达比较（■x±s）

组别 n
剂量／

（g·kg -1）
PHB2 PGAM5 PINK1 Parkin

Model组 8 0.27 ±0.072） 0.29 ±0.062） 0.84 ±0.041）0.83 ±0.021）

Mesalazine组 8 0.42 0.56 ±0.034） 0.67 ±0.034） 3.33 ±0.1 1 4）2.87 ±0.084）

ACD -L组 8 1 1 .55 0.47 ±0.034） 0.42 ±0.023） 2.1 2 ±0.084） 1 .37 ±0.034）

ACD -M组 8 23.1 0.75 ±0.024） 0.74 ±0.1 1 4） 3.61 ±0.064）3.05 ±0.034）

ACD -H组 8 46.2 0.55 ±0.044） 0.55 ±0.034） 2.83 ±0.1 4） 2.02 ±0.1 4）

　　注：设所有指标 Control组 mRNA 相对表达量为 1。1）与 Control 组相比，P＜0.05；2）与

Control组相比，P＜0.01；3）与Model组相比，P＜0.05；4）与Model组相比，P＜0.01。

证，认为脾肾阳虚为本，瘀血阻滞为标，肾阳虚则温煦功能减

退，脾阳失于温养，运化功能减弱，脾肾阳虚致使气血运行不

畅，瘀血阻滞，胃肠功能失调。针对此病因病机，肖教授提出治

标以活血化瘀，治本以温补脾肾为主，创立中药复方安肠汤，该

方中熟附子、干姜共为君药，以温煦脾肾之阳；黄芪、白术、党

参、茯苓为臣药，共奏健中焦元气、资气血化生之源之效；佐以

补骨脂，以增强君药温补肾阳、温暖脾土、固涩止泻之力，薏苡

仁利水渗湿，兼能健脾止泻，鸡内金、地榆凉血止血止痢，白头

翁以祛湿止痢，槟榔行气止痛止泻，赤芍活血止痛，延胡索与木

香行气止痛；甘草作为使药，调和诸药协同发挥作用。综观全

方，共奏扶正祛邪、标本同治、脾肾共补、祛除阻滞之邪功效。

UC通常表现为持续的炎症和肠上皮细胞（IECs）损伤，而
线粒体在维持肠上皮稳态方面具有至关重要的作用［1 5］。线粒

体自噬是细胞内重要的质量控制机制，可以清除功能失调的线

粒体，防止线粒体副产物的积累［1 6］。在溃疡性结肠炎患者中

发现存在线粒体功能障碍，有效的线粒体自噬对于维持 IECs
的平衡以及减轻结肠炎症状至关重要，当线粒体自噬功能受

损，可能会加剧应激引起的细胞损伤，进而触发细胞炎症反

应［1 7］。PHB是线粒体内膜蛋白的一种，能调节线粒体机能活
动及合成分解，PHB2 被发现为其中一亚型，近年来被认为是
线粒体内膜自噬受体，在稳定线粒体结构与功能上起着不可或

缺的作用［1 8］。研究表明，PHB2 是 PINK1 介导有丝分裂的受
体，通过稳定 PINK1 和增加 Parkin 的线粒体募集来促进
PINK1 -Parkin介导的线粒体自噬［1 9］。且 PHB 还被发现在
IECs中发挥抗炎与抗氧化作用［20］。一项临床研究发现，与正

常结肠组织相比，UC组结肠组织的 PHB2 的 IHC评分较低，反
映出 PHB2 与 UC的发生密切相关［21］。PGAM5 是一种线粒体
蛋白磷酸酶，参与调控线粒体自噬［22］，是 PINK1 ／Parkin介导的
有丝分裂中不可或缺的上游蛋白，PGAM5 通过作用于受损线
粒体上的 PINK1，实现 PINK1 的稳定［23］。有研究发现，PGAM5
与 UC相关联，在 PGAM5 敲低小鼠中会加重 UC小鼠的疾病严
重程度［24］。PINK1 ／Parkin 通路是调节线粒体自噬的关键通
路，可以促进线粒体自噬，在 UC 疾病中参与消除功能障碍的
线粒体［25］。值得关注的是，研究发现 PHB2 通过与全长形式
PGAM5 结合并维持，发挥对线粒体 PINK1 ／Parkin 聚集和稳定
作用，继而诱导线粒体自噬［26］，抑制 PHB2 则减少全长形式
PGAM5，导致 PINK1 降解，从而抑制 PINK1 ／Parkin通路依赖性
线粒体自噬［27］。LC3B与 P62 是自噬相关蛋白，线粒体自噬开
始时，LC3B从游离形式（LC3B Ⅰ）转变为膜结合形式（LC3B
Ⅱ），因此 LC3B Ⅱ／LC3B Ⅰ比值上升被视为是线粒体自噬的
标志［28］。p62 介导 LC3 与线粒体外膜上的泛素化蛋白的结
合，以促进线粒体和自噬体的融合，随之被自噬溶酶体吞噬降

解，即当线粒体自噬增强时，p62 表达下降［29］。因此，我们认

为 UC的发生与 IECs上线粒体自噬有关，并且调控 PHB2 介导
的 PGAM5／PINK1 ／Parkin通路对修复 IECs、减轻 UC 症状至关
重要。

本次研究中，UC大鼠结肠黏膜多处溃疡以及明显炎症细
胞浸润，IECs中受损线粒体增加，外膜破裂，出现线粒体空泡
化和嵴断裂；结肠组织中 PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin mRNA
和蛋白表达水平以及 LC3B Ⅱ／LC3B Ⅰ比值均降低，p62 蛋白
表达水平升高。经过安肠汤以及美沙拉嗪干预后，UC 大鼠结
肠黏膜溃疡数和炎症细胞浸润得到明显改善，线粒体损伤减

轻，受损线粒体被自噬体吞噬，自噬体数量增加，结肠组织中

PHB2、PGAM5、PINK1、Parkin mRNA 和蛋白表达水平以及
LC3B Ⅱ／LC3B Ⅰ比值不同程度的升高，p62 蛋白表达水平降
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低。提示安肠汤治疗 UC降低炎症反应、促进肠黏膜恢复以及
改善 UC 症状的作用机制可能与调控 PHB2／PGAM5／PINK1 ／
Parkin轴促进 IECs线粒体自噬有关。

安肠汤可能通过调控 PHB2／PGAM5／PINK1 ／Parkin 轴的
表达，促进线粒体自噬，改善 IECs 修复功能及平衡，从而缓解
肠黏膜损伤，为运用中医药以线粒体自噬为靶点治疗 UC 提供
了一定的参考依据。上述研究结果揭示了安肠汤治疗 UC 具
有一定优势，然而，本研究也存在一定的局限性，并未对 PHB2
如何通过 PGAM5 调控 PINK1 ／Parkin 轴进行更深一步分子调
控机制的研究，有待后续进行深入探索。
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基于 PHB2／PGAM5／PINK1 ／Parkin信号轴探讨安肠汤改善溃疡性
结肠炎大鼠肠上皮细胞线粒体自噬的作用机制

（正文见 132 -137 页）

　　注：A：Control组；B：Model组；C：Mesalazine组；D：ACD -L组；E：ACD -M组；F：ACD -H组。
图 1　各组大鼠结肠组织病理变化（HE 染色，×200）
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注：A：Control组；B：Model组；C：Mesalazine组；D：ACD -L组；E：ACD -M组；F：ACD -H组。
图 2　ACD对 UC 大鼠结肠上皮细胞线粒体自噬的影响（透射电镜，×10 000）
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注：A：Control组；B：Model组；C：Mesalazine组；D：ACD -L组；E：ACD -M组；F：ACD -H组。
图 3　ACD对 UC 大鼠结肠组织 LC3、p62 蛋白表达的影响（免疫荧光，×400）


