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迷迭香酸调节HMGB1/RAGE信号轴对溃疡性结肠炎
大鼠肠屏障损伤及肠道菌群失调的影响

吴军城*,赵立国,张立文

(博鳌一龄生命养护中心消化内镜,海南琼海
 

571400)

【摘要】 目的 分析迷迭香酸(RA)对溃疡性结肠炎(UC)大鼠肠屏障损伤及肠道菌群失调的影响,并探究其作用机制。

 方法 将大鼠随机分为对照组、UC组、RA低剂量组、RA中剂量组、RA高剂量组、RA高+重组高迁移率族蛋白1
(rHMGB1)组,每组10只。采用2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)联合乙醇处理建立UC大鼠模型,对各组大鼠进行疾病活

动指数(DAI)评分和结肠黏膜损伤指数(CDMI)评分,苏木素伊红染色观察结肠组织病理变化并进行病理评分(HS),酶
联免疫吸附法检测血清白细胞介素(IL)-6、IL-10、IL-1β水平,实时定量荧光PCR(qRT-PCR)检测肠道菌群中主要菌种

数量,Western
 

blot检测 HMGB1、晚期糖基化终产物(RAGE)、核因子κB(NF-κB
 

p65)、p-NF-κB
 

p65、闭合蛋白-1(clau-
din-1)、带状闭合蛋白-1(ZO-1)及咬合蛋白(occludin)表达情况。 结果 与对照组相比,UC组大鼠结肠组织受损严

重,大量炎性细胞浸润;DAI、CDMI和 HS评分,IL-6、IL-1β水平,拟杆菌、大肠埃希菌、肠球菌数量,以及 HMGB1、

RAGE、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65蛋白表达水平均显著升高,IL-10水平、双歧杆菌和乳酸杆菌数量及Claudin-1、ZO-1、

Occludin蛋白表达水平显著下降(均P<0.05)。与UC组相比,RA低、中、高剂量组结肠组织、肠黏膜、腺体结构损伤程

度得到改善,DAI、CDMI和 HS评分,IL-6、IL-1β水平,拟杆菌、大肠埃希菌、肠球菌数量及 HMGB1、RAGE、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65蛋白表达水平均显著下降,IL-10水平、双歧杆菌、乳酸杆菌数量及Claudin-1、ZO-1、Occludin蛋白表达

显著升高(均P<0.05)。rHMGB1的使用可逆转RA对 UC大鼠肠屏障损伤及肠道菌群失调的改善作用。 结论 
RA可能通过抑制 HMGB1/RAGE信号通路改善UC大鼠肠屏障损伤和肠道菌群失调,抑制炎症反应。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

rosmarinic
 

acid
 

(RA)
 

on
 

intestinal
 

barrier
 

damage
 

and
 

intestinal
 

micro-

biota
 

imbalance
 

in
 

rats
 

with
 

ulcerative
 

colitis
 

(UC),and
 

explore
 

its
 

mechanism
 

of
 

action. Methods Rats
 

were
 

randomly
 

grouped
 

into
 

a
 

control
 

group,UC
 

group,low
 

dose
 

RA
 

group,medium
 

dose
 

RA
 

group,high
 

dose
 

RA
 

group,and
 

high
 

dose
 

RA+recombinant
 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

1
 

(rHMGB1)
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

A
 

UC
 

rat
 

model
 

was
 

es-
tablished

 

using
 

2,4,6-trinitrobenzenesulfonic
 

acid
 

(TNBS)
 

combined
 

with
 

ethanol,the
 

disease
 

activity
 

index
 

(DAI)
 

and
 

colonic
 

mucosal
 

injury
 

index
 

(CDMI)
 

scores
 

were
 

performed
 

on
 

each
 

group,hematoxylin-eosin
 

staining
 

was
 

applied
 

to
 

ob-
serve

 

pathological
 

changes
 

in
 

colon
 

tissue
 

and
 

perform
 

pathological
 

score
 

(HS)
 

scoring,enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

as-
say

 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

serum
 

levels
 

of
 

interleukin-6
 

(IL-6),IL-10,and
 

IL-1β,real-time
 

quantitative
 

fluorescent
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

number
 

of
 

major
 

bacterial
 

species
 

in
 

the
 

gut
 

microbiota,Western
 

blot
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1,advanced
 

glycation
 

end
 

products
 

(RAGE),nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB
 

p65),p-NF-κB
 

p65,claudin-1,ZO-1,and
 

occludin
 

proteins. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

colon
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

UC
 

group
 

was
 

severely
 

damaged
 

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

infiltrated,the
 

DAI
 

score
 

(0.00±0.00
 

vs
 

10.13±
1.14),CDMI

 

score
 

(0.00±0.00
 

vs
 

7.35±0.78)
 

and
 

HS
 

score
 

(0.00±0.00
 

vs
 

10.83±1.25),levels
 

of
 

IL-6
 

(93.72±
10.08

 

vs
 

252.74±26.93)
 

and
 

IL-1β
 

(73.92±9.58
 

vs
 

162.47±16.38),numbers
 

of
 

Bacteroides
 

(5.38±0.57
 

vs
 

9.29±
1.03),Escherichia

 

coli
 

(4.16±0.47
 

vs
 

7.83±0.81),Enterococcus
 

(4.51±0.58
 

vs
 

6.83±0.72),and
 

the
 

protein
 

expres-
sion

 

of
 

HMGB1,RAGE,and
 

p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
 

were
 

obviously
 

increased,the
 

levels
 

of
 

IL-10
 

(182.53±18.64
 

vs
 

65.19±6.82),the
 

numbers
 

of
 

bifidobacteria
 

(7.95±0.83
 

vs
 

4.27±0.45)
 

and
 

lactobacilli
 

(8.63±0.82
 

vs
 

4.51±0.48),
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and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Claudin-1,ZO-1,and
 

Occludin
 

were
 

obviously
 

decreased
 

(all
 

P<0.05);compared
 

with
 

the
 

UC
 

group,the
 

damage
 

degrees
 

of
 

colon
 

tissue,intestinal
 

mucosa,and
 

glandular
 

structure
 

in
 

the
 

low,medium,and
 

high
 

dose
 

RA
 

groups
 

were
 

improved,the
 

DAI
 

score
 

(7.95±0.81,5.54±0.57,3.08±0.36),CDMI
 

score
 

(5.21±0.54,3.86
±0.41,2.14±0.27)

 

and
 

HS
 

score
 

(8.61±0.88,6.27±0.64,3.39±0.38),levels
 

of
 

IL-6
 

(205.84±21.37,158.43±
16.25,119.38±12.49)

 

and
 

IL-1β
 

(132.46±13.91,106.83±11.27,84.62±8.59),numbers
 

of
 

Bacteroides
 

(8.04±
0.82,7.18±0.75,6.09±0.62),E.

 

coli
 

(6.51±0.66,5.37±0.58,4.75±0.49),Enterococcus
 

(5.86±0.61,5.37±
0.55,4.78±0.49),and

 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

HMGB1,RAGE,and
 

p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
 

were
 

obviously
 

de-
creased,the

 

levels
 

of
 

IL-10
 

(105.36±11.34,133.47±14.08,169.35±17.08),the
 

numbers
 

of
 

bifidobacteria
 

(5.86±
0.63,6.27±0.64,7.53±0.78)

 

and
 

lactobacilli
 

(5.86±0.62,7.03±0.75,8.22±0.87),and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Claudin-1,ZO-1,and
 

Occludin
 

were
 

obviously
 

increased
 

(all
 

P<0.05);the
 

use
 

of
 

rHMGB1
 

can
 

reverse
 

the
 

improvement
 

effects
 

of
 

RA
 

on
 

intestinal
 

barrier
 

damage
 

and
 

intestinal
 

microbiota
 

imbalance
 

in
 

UC
 

rats. Conclusion RA
 

may
 

improve
 

intestinal
 

barrier
 

damage
 

and
 

intestinal
 

microbiota
 

imbalance
 

in
 

UC
 

rats
 

and
 

inhibit
 

inflammatory
 

response
 

by
 

inhibiting
 

the
 

HMGB1/RAGE
 

signaling
 

pathway.
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axis

  溃疡性结肠炎(UC)是一种慢性非特异性炎症性

疾病,主要表现为腹痛、腹泻、脓血便等症状[1]。近年

来,受不良生活习惯、巨大精神压力、遗传等因素的影

响,UC在全球的发病率呈明显上升趋势,因此 UC的

治疗已成为一个紧迫的全球健康问题。UC病因和发

病机制尚不明确,其中遗传易感性、肠屏障损伤和肠道

菌群失衡被认为是主要的致病因素。肠道菌群的组成

可影响免疫系统的发育和免疫介质的调节,从而影响

肠道屏障。肠道菌群失调影响肠上皮屏障,导致肠渗

漏,使肠道内容物与宿主外周接触,诱发炎症反应,与

UC的发生发展密切相关[2-3]。因此,改善患者的肠上

皮屏障功能和肠道菌群平衡被认为是治疗 UC的关

键。迷迭香酸(RA)是一种天然多酚,具有抗氧化、抗
炎、抗癌、抗感染、抗伤害感受和神经保护活性等多种

生物学特性。研究发现,RA可介导肠道微生物群衍

生代谢物的产生和炎症小体的过表达,对结肠炎小鼠

炎症小体有抑制作用[4]。因此推测RA对UC大鼠肠

屏障损伤及肠道菌群失调的具有保护作用。高迁移率

族蛋白1(HMGB1)被定义为一种经典的分子模式蛋

白,可由活化的巨噬细胞和坏死的肠上皮细胞释放,

HMGB1通过与其晚期糖基化终产物(RAGE)的同源

受体结合而参与炎症过程,与结肠炎的发病密切相

关[5]。研究发现,可通过抑制 HMGB1/RAGE/核因

子κB(NF-κB)级联增强结肠自噬和抑制细胞凋亡,使
实验性结肠炎得到改善[6]。本研究拟探讨

 

RA对UC
大鼠肠屏障损伤及肠道菌群失调的影响,并探究其作

用机制。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 雄性Sprague-Dawley(SD)大鼠,购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司,生产许可证:

SCXK(沪)2022-0004,体重(200±20)g。所有动物在

12
 

h的黑暗/光照周期和大约25
 

℃的温度下饲养,自
由饮食和饮水。

1.2 主要试剂与仪器 RA购于北京康瑞纳生物科

技有限公司;2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)购于美国

Sigma公司;HMGB1重组蛋白(rHMGB1)购于北京

百奥莱博科技有限公司;苏木素伊红染色试剂盒(HE)
购于上海翌圣生物科技公司;白细胞介素(IL)-6酶联

免疫吸附(ELISA)试剂盒购于上海江莱生物科技有限

公司;IL-10
 

ELISA试剂盒购于武汉菲恩生物科技有

限公司;IL-1β
 

ELISA试剂盒购于上海酶研生物科技

有限公司;DNA 提取试剂盒和实时定量荧光 PCR
(qRT-PCR)试 剂 盒 购 于 上 海 碧 云 天 公 司;一 抗

HMGB1、RAGE、NF-κB
 

p65、p-NF-κB
 

p65、闭合蛋白-
1(claudin-1)、带状闭合蛋白-1(ZO-1)、咬合蛋白(oc-
cludin)和GAPDH抗体购于英国 Abcam公司;HRP
标记的IgG二抗购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有

限公司。酶标仪购于上海美谷分子仪器有限公司;实
时荧光定量PCR仪为美国伯乐公司生产;紫外分光光

度计为美国赛默飞世尔公司生产。

2 方法

2.1 动物造模及分组处理 随机选取10只大鼠作为

对照组,其余大鼠均采用TNBS联合乙醇处理,构建

UC模型[7]。将大鼠禁食12
 

h后麻醉;取5%的TN-
BS与50%乙醇混合,用塑料软管将混合溶液缓慢注

入距大鼠肛门约8
 

cm的结肠,挤压肛门,使大鼠倒置

10
 

min左右。对照组大鼠注入相同体积的生理盐水。
造模2

 

d后大鼠出现精神萎靡、稀便、血便等特征,并
经病理观察确认UC大鼠模型构建成功。

将造模成功大鼠随机分为UC组、RA低剂量组、
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RA中剂量组、RA高剂量组、RA高+rHMGB1组,每
组10只。RA低、中、高剂量组大鼠分别给予30、60、

90
 

mg/kg
 

RA[8]灌胃处理;RA高+rHMGB1组大鼠

给予8
 

μg/kg
 

rHMGB1[9]尾静脉注射,同时给予90
 

mg/kg体重RA灌胃处理;对照组和 UC组给予相同

剂量的生理盐水,1次/d,连续14
 

d。

2.2 疾病活动指数(DAI)评分 观察大鼠体重、粪便

性状、便血情况等并据此对大鼠进行DAI评分。评分

标准:(a)体重:未减轻记0分,减轻1%~5%记1分,
减轻5%~10%记2分,减轻10%~20%记3分,减轻

20%以上记4分;(b)粪便性状:正常记0分,软但仍形

成记1分,软记2分,非常软记3分,水样便记4分;
(c)便血情况:潜血试验阴性记0分,弱阳性记1分,阳
性记2分,粪便中可见血迹3分,直肠大量出血记4
分。分值越高,病情越严重。

2.3 标本采集及结肠黏膜损伤指数(CDMI)评分 
最后一次给药后大鼠禁食12

 

h。麻醉大鼠,通过心脏

穿刺采集血液,分离血清,-20
 

℃保存。然后颈椎脱

臼处死大鼠,迅速分离结肠并测量其长度,沿肠系膜纵

向打开结肠,用PBS洗去粪便,肉眼观察结肠黏膜损

伤情况并进行CMDI评分。CMDI评分标准:无损伤

记0分;轻度充血、水肿,表面光滑,无溃疡记1分;有
溃疡,但无充血或肠壁增厚记2分;某一部位溃烂并发

炎症记3分;≥2处溃疡并发炎症记4分;主要损伤部

位沿结肠长度延伸>1
 

cm 记5分,损伤延伸>2
 

cm
的每增加1

 

cm增加1分。

CMDI评分结束后,将近端结肠组织冷冻在液氮

中,然后保存在-80
 

℃备用;远端结肠组织用4%多聚

甲醛固定。

2.4 HE染色检查 取4%多聚甲醛中固定的远端结

肠组织,石蜡包埋后切片(厚度4
 

μm),然后用 HE染

色,在光学显微镜下观察结肠组织的组织学形态,并进

行病理评分(HS)[10],依据炎症的严重程度和程度、隐
窝损伤和累及结肠的百分比等进行评分,总分为0~
14分,分值越高,病情越严重。

2.5 ELISA检测血清IL-6、IL-10、IL-1β水平 取大

鼠血清,按照ELISA试剂盒说明检测血清IL-6、IL-
10、IL-1β水平。

2.6 qRT-PCR检测肠道菌群 收集大鼠新鲜粪便,
离心后弃去上清,PBS重悬沉淀,苯酚处理后离心,取
上清,加入预冷的无水乙醇,使用DNA提取试剂盒提

取DNA,紫外分光光度计检测DNA的纯度和浓度。
取提取的粪便DNA进行qRT-PCR检测,分析常见菌

种拟杆菌、大肠埃希菌、肠球菌、双歧杆菌、乳酸杆菌丰

度,引物序列见表1。

表
 

1 qRT-PCR引物
Table

 

1 qRT-PCR
 

primer
菌种
Bacteria

序列
 

(5'-3')
Sequence(5'-3')

长度(bp)
Length

拟杆菌 F:AGCCAAACATCCTGCACACC
R:CGTCCAAAGGCATACCACGC 206

大肠埃希菌 F:TCTTTCTCTGACCCCTCCTGTG
R:TTGGAGTCCCAAAGTCCCAGAA 141

肠球菌 F:AGGCCAACGTGGAACCTG
R:AGGCCAACGTGGAACCTG 262

双歧杆菌 F:GGGCATTGCCTTCTTTGGCA
R:GGGCAGTGTGTTTCTCTGGC 234

乳酸杆菌 F:GGGGCCCAACTGGTCATCATA
R:TAGCGTGTAAAGCTGGGTGACA 161

2.7 Western
 

blot检测相关蛋白的表达 取大鼠的

结肠组织,加入RIPA裂解液冰上裂解15
 

min,提取总

蛋白,使用BCA法测定总蛋白浓度。提取的结肠组织

蛋白经SDS-PAGE电泳后转印至硝酸纤维素膜上,用
5%脱脂牛奶室温封闭1

 

h;分别加入一抗 HMGB1(1
∶1000)、RAGE(1∶1000)、Claudin-1(1∶2000)、ZO-
1(1∶1000)、Occludin(1∶1000)和 GAPDH(1∶
1000),4

 

℃孵育过夜,洗涤;加入 HRP标记的IgG二

抗(1∶2000),室温孵育1
 

h,洗涤后使用增强化学发

光(ECL)试剂盒对膜进行可视化,采用Image-Pro
 

Plus
 

6.0
 

软件进行蛋白定量。

2.8 统计学分析 采用GraphPad
 

Prism
 

8.0软件进

行统计学分析。计量资料用x±s表示,多组间比较

采用单因素方差分析,两两比较采用SNK-q 检验,P
<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 RA对大鼠DAI及CDMI评分的影响

大鼠DAI及CDMI评分如表2。与对照组相比,

UC组大鼠DAI评分和CDMI评分均显著升高(tDAI
=28.100,tCDMI=29.798,均P<0.05);与 UC组相

比,RA低、中、高剂量组DAI评分、CDMI评分均显著

下降(tDAI=4.930、11.388、18.648,tCDMI=7.133、
12.524、19.960,均P<0.05);与RA高剂量组相比,

RA高+rHMGB1组DAI评分、CDMI评分均显著升

高(tDAI=17.502,tCDMI=19.978,均P<0.05)。
2 RA对大鼠结肠组织病理变化的影响

HE染色观察对照组大鼠结肠组织结构清晰可

见,腺体排列整齐,黏膜完整;UC组结肠组织受损严

重,黏膜消失,腺体结构分离,大量炎性细胞浸润;RA
各剂量组大鼠治疗后结肠组织、肠黏膜、腺体结构损伤

程度得到改善,炎性细胞浸润减少;RA高+rHMGB1
组大鼠结肠组织损伤相比于RA高剂量组加重,炎性

细胞浸润增加(图1)。与对照组相比,UC组大鼠 HS
评分显著升高(t=27.398,P<0.05);与 UC组相比,
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RA低、中、高剂量组 HS评分均显著下降(t=4.592、

10.268、18.008,均P<0.05);与RA高剂量组相比,

RA高+rHMGB1组 HS评分显著升高(t=16.457,

P<0.05)(表3)。

表
 

2 各组大鼠DAI及CDMI评分比较(x±s)
Table

 

2 Comparison
 

of
 

DAI
 

and
 

CDMI
 

scores
 

in
 

each
 

group
of

 

rats(x±s)

组别(n=10)
Group

DAI评分
DAI

 

scores
CDMI评分
CDMI

 

scores
对照组 0.00±0.00 0.00±0.00
UC组 10.13±1.14a 7.35±0.78a

RA低剂量组 7.95±0.81b 5.21±0.54b

RA中剂量组 5.54±0.57b 3.86±0.41b

RA高剂量组 3.08±0.36b 2.14±0.27b

RA高+rHMGB1组 8.24±0.86c 6.88±0.70c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与UC组比较,P<0.05;c
 

与RA
高剂量组比较,P<0.05。

表
 

3 各组大鼠HS评分比较(x±s)
Table

 

3 Comparison
 

of
 

HS
 

scores
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats(x±s)

组别(n=10)
Group

HS评分
HS

 

scores
对照组 0.00±0.00
UC组 10.83±1.25a

RA低剂量组 8.61±0.88b

RA中剂量组 6.27±0.64b

RA高剂量组 3.39±0.38b

RA高+rHMGB1组 9.25±1.06c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与UC组比较,P<0.05;c
 

与RA
高剂量组比较,P<0.05。

图
 

1 各组大鼠结肠组织病理变化(HE染色,200×)
Fig.1 Pathological

 

changes
 

of
 

colon
 

tissue
 

in
 

each
 

group
of

 

rats
 

(HE
 

staining,200×)

3 RA对大鼠IL-6、IL-10、IL-1β水平的影响

ELISA检测大鼠3种血清细胞因子水平,结果如

表4。与对照组相比,UC组大鼠血清IL-6、IL-1β水平

显著升高,IL-10水平显著降低(tIL-6=17.488,tIL-1β=
14.757,tIL-10=18.695,均P<0.05);与 UC组相比,

RA低、中、高剂量组大鼠血清IL-6、IL-1β水平均显著

降低,IL-10水平均显著升高(tIL-6=4.314、9.482、

14.206,tIL-1β=4.416、8.849、13.310,tIL-10=9.600、

13.801、17.910,均P<0.05);与RA高剂量组相比,

RA高+rHMGB1组大鼠血清IL-6、IL-1β水平均显

著升高,IL-10水平显著降低(tIL-6=11.435,tIL-1β=
11.103,tIL-10=13.264,均P<0.05)。

表
 

4 各组大鼠血清IL-6、IL-10、IL-1β水平比较(x±s,pg/mL)
Table

 

4 Comparison
 

of
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-6,IL-10
 

and
 

IL-1β
in

 

each
 

group
 

of
 

rats(x±s,pg/mL)

组别(n=10)
Group

IL-6 IL-10 IL-1β
 

对照组 93.72±10.08 182.53±18.64 73.92±9.58
UC组 252.74±26.93a 65.19±6.82a 162.47±16.38a

RA低剂量组 205.84±21.37b 105.36±11.34b 132.46±13.91b

RA中剂量组 158.43±16.25b 133.47±14.08b 106.83±11.27b

RA高剂量组 119.38±12.49b 169.35±17.08b 84.62±8.59b

RA高+rHMGB1组 213.58±22.86c 88.53±8.92c 145.83±15.17c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与 UC组比较,P<0.05;c
 

与RA高剂量组
比较,P<0.05。

4 RA对大鼠肠道菌群的影响

根据qRT-PCR检测结果计算的肠道菌群相对丰

度见表5。与对照组相比,UC组大鼠拟杆菌、大肠埃

希菌、肠球菌显著增多,双歧杆菌、乳酸杆菌显著减少

(t拟杆菌 =10.503,t大肠埃希菌 =12.393,t肠球菌 =7.935,

t双歧杆菌=12.326,t乳酸杆菌 =13.712,均 P<0.05);与
UC组相比,RA低、中、高剂量组拟杆菌、大肠埃希菌、
肠球菌显著减少,双歧杆菌、乳酸杆菌显著增多(t拟杆菌

=3.002、5.237、8.417,t大肠埃希菌 =3.995、7.809、

10.288,t肠球菌=3.251、5.096、7.443,t双歧杆菌=6.494、

8.084、11.448,t乳酸杆菌=5.445、8.949、11.807,均P<
0.05);与RA高剂量组相比,RA高+rHMGB1组拟

杆菌、大肠埃希菌、肠球菌显著增多,双歧杆菌、乳酸杆

菌显著减少(t拟杆菌=7.955,t大肠埃希菌=9.597,t肠球菌=
5.827,t双歧杆菌=7.679,t乳酸杆菌=9.878,均P<0.05)。

表
 

5 各组大鼠肠道菌群相对丰度比较(x±s,lgN/g)
Table

 

5 Comparison
 

of
 

relative
 

abundance
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

each
group

 

of
 

rats(x±s,lgN/g)

组别(n=10)
Group

拟杆菌
Bacteroides

大肠埃希菌
E.

 

coli
肠球菌

Enterococci
双歧杆菌

Bifidobacterium
乳酸杆菌

Lactobacillus
对照组 5.38±0.57 4.16±0.47 4.51±0.58 7.95±0.83 8.63±0.82
UC组 9.29±1.03a 7.83±0.81a 6.83±0.72a 4.27±0.45a 4.51±0.48a

RA低剂量组 8.04±0.82b 6.51±0.66b 5.86±0.61b 5.86±0.63b 5.86±0.62b

RA中剂量组 7.18±0.75b 5.37±0.58b 5.37±0.55b 6.27±0.64b 7.03±0.75b

RA高剂量组 6.09±0.62b 4.75±0.49b 4.78±0.49b 7.53±0.78b 8.22±0.87b

RA高+rHMGB1组 8.86±0.91c 7.52±0.77c 6.28±0.65c 5.24±0.53c 5.07±0.51c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与 UC组比较,P<0.05;c
 

与RA高剂量组比较,P<0.05。

5 RA对大鼠Claudin-1、ZO-1、Occludin蛋白表达的

影响

Western
 

blot检测大鼠Claudin-1、ZO-1、Occlu-
din蛋白,结果如图2和表6。与对照组相比,UC组大

鼠 Claudin-1、ZO-1、Occludin 蛋 白 表 达 显 著 下 降

(tClaudin-1=18.642,tZO-1=19.688,tOccludin=17.365,均

P<0.05);与UC组相比,RA低、中、高剂量组Clau-
din-1、ZO-1、Occludin蛋白表达显著升高(tClaudin-1=
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10.963、16.263、18.204,tZO-1 =8.135、17.440、

19.667,tOccludin=13.016、21.467、19.969,均 P <
0.05);与 RA 高剂量组相比,RA 高+rHMGB1组

Claudin-1、ZO-1、Occludin蛋白表达显著下降(tClaudin-1
=15.274,tZO-1=17.017,tOccludin=15.441,均 P<
0.05)。

表
 

6 各组大鼠Claudin-1、ZO-1、Occludin蛋白表达比较(x±s)
Table

 

6 Comparison
 

of
 

Claudin-1,ZO-1
 

and
 

Occludin
 

expression
in

 

each
 

groupof
 

rats(x±s)

组别(n=10)
Group

Claudin-1 ZO-1 Occludin

对照组 1.02±0.11 0.91±0.10 1.13±0.15
UC组 0.33±0.04a 0.26±0.03a 0.29±0.03a

RA低剂量组 0.58±0.06b 0.41±0.05b 0.53±0.05b

RA中剂量组 0.79±0.08b 0.68±0.07b 0.87±0.08b

RA高剂量组 0.95±0.10b 0.85±0.09b 1.01±0.11b

RA高+rHMGB1组 0.41±0.05c 0.32±0.04c 0.42±0.05c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与UC组比较,P<0.05;c
 

与RA
高剂量组比较,P<0.05。

  A 对照组 B UC组 C RA低剂量组 D RA中剂量组 
E RA高剂量组 F RA高+rHMGB1组

图
 

2 Western
 

blot检测大鼠Claudin-1、ZO-1、Occludin蛋白的表达

A control
 

group B UC
 

group C RA
 

low
 

dose
 

group D 
RA

 

medium
 

dose
 

group E RA
 

high
 

dose
 

group F RA
 

high+rH-
MGB1

 

group
Fig.2 The

 

expression
 

of
 

Claudin-1,ZO-1
 

and
 

Occludin
in

 

rats
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

6 RA对大鼠 HMGB1/RAGE信号通路蛋白表达的

影响

Western
 

blot检测大鼠 HMGB1/RAGE信号通

路蛋白表达情况,结果如图3和表7。与对照组相比,

UC组大鼠HMGB1、RAGE、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
蛋白表达显著升高(tHMGB1=17.561,tRAGE=13.493,
tp-NF-κB 

p65/NF-κB
 

p65=19.333,均 P<0.05);与 UC组相

比,RA 低、中、高剂量组 HMGB1、RAGE、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65蛋白表达显著下降(tHMGB1=3.337、

9.216、14.132,tRAGE =4.627、7.827、12.589,
tp-NF-κB 

p65/NF-κB
 

p65=6.379、11.672、16.375,均 P <
0.05);与 RA 高剂量组相比,RA 高+rHMGB1组

HMGB1、RAGE、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65蛋白表达

显 著 升 高 (tHMGB1 = 11.879,tRAGE = 10.304,

tp-NF-κB 

p65/NF-κB
 

p65=13.789,均P<0.05)。

表
 

7 各组大鼠HMGB1/RAGE信号通路蛋白表达比较(x±s)
Table

 

7 Comparison
 

of
 

HMGB1/RAGE
 

signaling
 

pathway
 

protein
expression

 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats(x±s)

组别(n=10)
Group

HMGB1 RAGE P-NF-κB
 

p65/
NF-κB

 

p65
对照组 0.38±0.04 0.53±0.07 0.28±0.03
UC组 1.03±0.11a 1.16±0.13a 0.86±0.09a

RA低剂量组 0.88±0.09b 0.92±0.10b 0.63±0.07b

RA中剂量组 0.65±0.07b 0.78±0.08b 0.48±0.05b

RA高剂量组 0.49±0.05b 0.59±0.06b 0.35±0.04b

RA高+rHMGB1组 0.91±0.10c 0.97±0.10c 0.74±0.08c

  注:a
 

与对照组比较,P<0.05;b
 

与UC组比较,P<0.05;c
 

与RA
高剂量组比较,P<0.05。

  A 对照组 B UC组 C RA低剂量组 D RA中剂量组 
E RA高剂量组 F RA高+rHMGB1组

图
 

3 Western
 

blot检测大鼠HMGB1/RAGE信号通路蛋白的表达

A control
 

group B UC
 

group C RA
 

low
 

dose
 

group D 
RA

 

medium
 

dose
 

group E RA
 

high
 

dose
 

group F RA
 

high+rH-
MGB1

 

group
Fig.3 The

 

expression
 

of
 

HMGB1/RAGE
 

signaling
 

pathway
 

protein
in

 

rats
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

讨 论

UC是一种以局部组织损伤、肠道菌群失调、结肠

炎症为特征的慢性炎症性肠病,给患者的身心健康产

生严重的负面影响,还可能增大患结直肠癌的风险[1]。
因此,需要研发更安全有效的 UC治疗方法。UC的

病理特征主要包括黏膜充血、水肿、炎性细胞浸润、溃
疡等。本研究采用TNBS联合乙醇诱导建立 UC大

鼠模型,其临床表型与UC患者的临床表型高度相似,
表现为DAI、CDMI评分增加,结肠组织受损严重,黏
膜消失,腺体结构分离,结肠溃疡和大量炎性细胞浸润

等,与文献[11]的研究结果相一致,表明TNBS成功

诱导大鼠UC的发生。RA的抗炎作用在多种炎症性

疾病中(包括 UC)得到证实,已有研究表明RA能通

过调节NLRP3炎症小体在急性结肠炎中发挥抗炎作
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用[12]。本研究中,UC大鼠用不同剂量 RA 治疗后

DAI评分、CDMI评分均降低,结肠组织、肠黏膜、腺体

结构损伤程度得到改善,炎性细胞浸润减少,表明RA
对TNBS诱导的结肠组织损伤有改善作用。

UC的病理机制尚不清楚,炎症反应在其发展中

起关键作用,主要表现为促炎细胞因子和抗炎细胞因

子之间的不平衡。IL-6、IL-1β等促炎细胞因子的分泌

增强炎症反应,导致肠黏膜损伤加重。IL-10表现出

抗炎特性,被认为是有助于控制 UC持续时间和严重

程度的关键调节因子[13]。肠道炎症经常伴随着肠道

菌群失衡,肠道菌群失调导致炎症因子的释放,破坏肠

道屏障,进一步加重肠道炎症。拟杆菌、大肠埃希菌、
肠球菌在人体肠道中属于条件致病菌,其水平升高可

损害粘膜屏障的完整性,导致肠道炎症和免疫失调;而
双歧杆菌、乳酸杆菌属于肠道益生菌,可使小鼠肠道黏

膜炎得到改善,恢复肠道菌群平衡,提高机体的免疫

力[14]。已有研究表明,通过调节肠道菌群的组成,增
加益生菌,可显著改善 UC大鼠的肠道炎症[15]。肠屏

障损伤是UC发展的另一个关键触发因素。肠上皮屏

障由单层上皮细胞组成,细胞间的紧密连接由Clau-
din-1、Occludin和ZO-1蛋白组成,稳定肠道屏障,在

UC中已发现Claudin-1、Occludin、ZO-1蛋白表达异

常,导致肠道通透性增加[16]。本研究中 UC组大鼠血

清IL-6、IL-1β水平以及拟杆菌、大肠埃希菌、肠球菌

数量显著升高,IL-10水平、双歧杆菌和乳酸杆菌数量

以及Claudin-1、Occludin、ZO-1蛋白表达显著降低,
表明UC大鼠肠粘膜屏障功能破坏,细胞间通透性增

加,导致肠粘膜损伤,菌群失调,炎症介质的释放和细

胞因子表达增加。

RA能够通过调节肠道菌群增加核心益生菌数

量,抑制炎症小体的激活,恢复结肠炎小鼠的结肠黏液

分泌[4]。李润林等[17]报道,RA单独或与百里香酚一

起使用均能改善肠道炎症反应和肠屏障损伤,调节肠

道菌群平衡,改善肠道健康。本研究结果表明RA能

显著降低UC大鼠血清IL-6、IL-1β水平和拟杆菌、大
肠埃希菌、肠球菌数量,提高IL-10水平及双歧杆菌和

乳酸杆菌数量,并使Claudin-1、Occludin、ZO-1蛋白

表达增高,表明RA可能通过调节肠道菌群平衡和改

善肠道炎症减轻UC大鼠肠道损伤。

HMGB1具有促炎活性,在多种炎症性疾病的进

展中发挥重要作用。Vitali等[18]报道,HMGB1的分

泌能促进小鼠和人肠道类器官的肠道炎症,促进肠道

炎症 的 发 展。HMGB1可 作 为 多 功 能 跨 膜 蛋 白 与

RAGE受体结合,诱导炎症介质的分泌,调节炎症、再
生和自噬的发生。此外,刺激 RAGE可激活 NF-κB

 

p65通路。p65是 NF-κB家族的重要成员,其激活导

致多种炎症因子的释放,是 UC的病理生理机制之

一[19]。Zuo等[20]的研究表明,木犀草素对结肠炎小鼠

的改善作用可能与其降低 HMGB1、NF-κB
 

p65蛋白

表达有关。通过抑制 HMGB1/RAGE/NF-κB信号级

联可抑制结肠IL-6、TNF-α和髓过氧化物酶的表达并

上调IL-10以抑制炎症性肠病大鼠结肠炎症[21]。因

此,对大鼠UC的改善可通过抑制 HMGB1/RAGE信

号轴来实现。本研究中UC组大鼠 HMGB1、RAGE、

p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65蛋白表达显著升高,而 RA
治疗后 HMGB1、RAGE、p-NF-κB

 

p65/NF-κB
 

p65蛋

白表达显著降低,表明 RA 可能通过抑制 HMGB1/

RAGE信号通路激活改善 UC大鼠的肠道屏障损伤

和菌群失调,而rHMGB1可逆转RA对UC大鼠肠道

炎症、菌群失调和肠屏障损伤的改善,因此RA可能抑

制HMGB1/RAGE信号通路的激活。
综上所述,RA能减少UC大鼠炎症反应,改善肠

屏障损伤及肠道菌群失调,其作用机制可能与抑制

HMGB1/RAGE信号通路有关,但关于RA改善 UC
的其他机制还需进一步研究。
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