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摘要：目的  观察黄芩汤对小鼠溃疡性结肠炎（UC）细胞凋亡的影响并探讨其作用机制。方法  将雄性Balb/c小鼠随机分为：

正常组、模型组、美沙拉嗪组（5-ASA，200 mg/kg）、黄芩汤低、中、高剂量组（HQDL，2.275 g/kg；HQDM，4.55 g/kg；HQDH，9.1 g/kg），

8只/组。各组自由饮食，除正常组自由饮用无菌水外，其余各组小鼠自由饮用3% DSS溶液，持续7d以建立UC模型。取结肠

组织采用HE、AB-PAS和TUNEL染色分别观察结肠损伤和细胞凋亡情况，采用ELISA法检测炎症因子表达变化；采用Western 

blotting、免疫组化和qRT-PCR法分别检测肠道化学屏障、机械屏障、内质网应激等相关指标的蛋白或基因表达变化。结果  与

模型组相比，黄芩汤干预下的UC小鼠，DAI评分和宏观评分下降（P<0.01），TUNEL染色荧光强度下降（P<0.01）。促炎因子 IL-6、

TNF-α、IL-1β、IL-8表达减少（P<0.01），MUC2和TFF3的基因表达升高（P<0.05），Claudin-1、Occludin和E-cadherin的蛋白表

达升高（P<0.05），GRP78、CHOP 和 Caspase-12的基因和蛋白表达下降（P<0.01）、PERK、eIF2α 和 IRE1α 的磷酸化表达降低

（P<0.05），Bcl-2/Bax蛋白表达比例升高（P<0.01）和Caspase-3的蛋白表达降低（P<0.01）。结论  黄芩汤能够抑制UC小鼠的细

胞凋亡反应并改善肠道屏障功能，其机制可能与PERK和 IRE1α信号通路介导的内质网应激有关。
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Abstract: Objective  To evaluate the therapeutic effect of Huangqin Decoction (HQD) on ulcerative colitis (UC) in mice and 
explore its mechanism. Methods  Male Balb/c mice were randomly divided into normal control group, model group, 
mesalazine group (5-ASA, 200 mg/kg), and low-, medium- and high-dose HQD groups (2.275, 4.55 and 9.1 g/kg, respectively). 
With the exception of those in the normal control group, all the mice were exposed to 3% DSS solution in drinking water for 7 
days to establish UC models. After treatment with the indicated drugs, the mice were assessed for colon injury and apoptosis 
using HE, AB-PAS and TUNEL staining, and the expression levels of inflammatory factors were detected with ELISA. Western 
blotting, immunohistochemistry and qRT-PCR were used to detect the changes in protein expressions associated with the 
intestinal chemical barrier, mechanical barrier and endoplasmic reticulum stress (ERS). Results  HQD treatment significantly 
reduced DAI score and macro score of UC mice, decreased colonic epithelial cell apoptosis, lowered expressions of IL-6, TNF-α, 
IL-1β and IL-8, and enhanced the expressions of MUC2 and TFF3. HQD treatment also upregulated the protein expressions of 
claudin-1, occludin and E-cadherin, reduced the expressions of GRP78, CHOP, caspase-12 and caspase-3, decreased the 
phosphorylation levels of PERK, eIF2α and IRE1α, and increased the Bcl-2/Bax ratio in the colon tissues of UC mice. 
Conclusion  HQD inhibits colonic epithelial cell apoptosis and improves intestinal barrier function in UC mice possibly by 
reducing ERS mediated by the PERK and IRE1α signaling pathways.
Keywords: ulcerative colitis; Huangqin Decoction; endoplasmic reticulum stress; apoptosis

溃疡性结肠炎（UC）病因复杂、发病机制不明，且临

床治疗上常常延绵难愈、反复发作，这为患者生活带来

了极大的困扰［1］。肠黏膜屏障损伤作为UC发病发展的

核心环节之一，与免疫炎症密切相关［2］。除了抑制黏膜

炎症外，恢复肠上皮屏障和黏膜愈合有助于UC缓解和

降低手术风险［3， 4］。目前认为，过多的糖脂、多不饱和脂

肪酸和食品添加剂的摄入等西式不健康饮食习惯，通过

影响肠道上皮细胞和免疫细胞的代谢和功能，可能导致

宿主免疫系统与肠道微生物群之间的失衡，影响内质网

和线粒体等重要细胞器的功能，从而促进UC产生［5］。

在持续炎症、代谢失调、肠道菌群紊乱等不良刺激下，细

胞应激反应贯穿UC发病始终，包括内质网应激（ERS）、
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氧化应激、自噬和线粒体稳态等［6， 7］。

肠道黏膜上皮的快速更新、高度分泌的生理活动时

常在复杂的代谢环境中进行，这要求肠上皮细胞具有完

备的蛋白质折叠处理能力［8］。内质网对细胞内蛋白质

稳态的干扰高度敏感，来自宿主和外界的不利刺激可能

导内质网腔中未折叠或错误折叠的蛋白质积累，这种情

况被称为内质网应激。有报道称黏液层的改变可能是

UC上皮细胞损伤早期发作的诱发因素［9，10］，负责生产分

泌黏蛋白MUC2的杯状细胞容易遭受ERS，并依赖未折

叠蛋白反应来维持内环境稳态［7， 11］。当未折叠蛋白反应

无力恢复内质网的正常功能而使细胞长期处于ERS的

状态下时，ERS可能通过影响全局蛋白合成、诱导肠上

皮细胞死亡和激活促炎反应等进而损害肠道黏膜屏障

的完整性，这可能是导致UC的重要发病机制之一［9， 11， 12］。

黄芩汤最早见于张仲景所著的《伤寒论》，由黄芩、

芍药、大枣和甘草四味药物组成，具有清肠止痢、和中止

痛的功效，临床上常用于治疗湿热内蕴、气血失调的溃疡

性结肠炎［13］。临床和动物实验表明，黄芩汤具有抑制UC

的免疫炎症反应、改善肠道微生态平衡以及恢复肠黏膜

屏障功能的疗效。［14-17］。研究证明，黄芩汤可通过调控能

量代谢相关信号通路，维持肠道微环境的活跃状态，从

而促进组织修复，缓解UC的症状［18， 19］。内质网作为肠

道微环境中细胞应激响应、细胞代谢适应的关键细胞器

之一，与肠上皮细胞的炎症和凋亡反应密切相关［12］。然

而，是否存在证据支持内质网作为黄芩汤治疗UC的潜

在作用靶标尚不明确。黄芩汤通过抑制细胞凋亡和改

善肠道屏障功能的机制是否与ERS相关，尚缺乏文献报

道。本研究拟采用DSS诱导的UC小鼠模型，以ERS调

控为切入点，重点分析黄芩汤对ERS介导的细胞凋亡反

应的作用机制，探讨其对UC的影响，旨在为探索具有

临床应用潜力的治疗策略提供科学依据。

1  材料和方法

1.1  动物

48只SPF级BALB/c小鼠（雄性，6~7周龄，体质量

17~19 g），从广东省医学实验动物中心购买［动物生产

许可证号：SYXK（粤）2022-0002］。动物饲养于广州中

医药大学中药学院SPF级实验动物房，室温23±2 ℃，相

对湿度55%±5%，光暗周期12 h。本次实验符合广州中

医药大学动物实验伦理条件要求（伦理批号：ZYD-

2023-095）。

1.2  药物

黄芩饮片（广东天诚中药饮片有限公司）；白芍饮

片、炙甘草饮片、大枣饮片（广州至信中药饮片有限公

司）；美沙拉秦缓释颗粒（上海爱的发制药有限公司）；葡

聚糖硫酸钠（DSS， MP Biomedicals）。

1.3  试剂

苏木精、伊红、分化液、返蓝液、DAPI染色试剂、抗

荧光淬灭封片剂、一步法TUNEL细胞凋亡检测试剂盒、

RIPA 裂解液（武汉塞维尔生物科技）；IL-6、TNF-α、
IL-1β、IL-8 ELISA试剂盒（上海酶联生物科技）、TRIzol

（Invitrogen Life Technologies）；HiScript ®II Q RT 

SuperMix for qPCR、ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix（南京诺唯赞生物科技）；BCA蛋白定量试剂

盒（上海贝博生物技术）；兔抗小鼠一抗 GAPDH、

Occludin、E-cadherin（Proteintech）；兔 抗 小 鼠 一 抗

Claudin-1、PERK（Abcam）；兔抗小鼠一抗 GRP78、

CHOP（武汉塞维尔生物科技）；兔抗小鼠一抗Caspase-

12（Bioss）、p-PERK、Bcl-2、Bax（Zenbio）；兔抗小鼠一抗

IRE1α、eIF2α、p-eIF2α、Cleaved-Caspase-3（CST）；p-

IRE1α（Affinity）；β-tubuin（Abmart）；山羊抗兔 IgG二抗

（biosharp）；牛血清白蛋白BSA（Biofroxx）；Goat-Anti-

Rabbit IgG（EarthOX）。

1.4  黄芩汤制备及分装

黄芩汤（黄芩9 g、白芍6 g、炙甘草6 g、大枣49 g），

均购自广州中医药大学第一附属医院中药房。将中药

混合于10倍体积蒸馏水中浸泡30 min后，经2次煎煮、

过滤，利用旋转蒸发仪将过滤药液浓缩至生药浓度为

1 g/mL的黄芩汤生药原液并装瓶。小鼠剂量黄芩汤药

液的配制：根据第3版《医学实验动物学》中人与动物给

药剂量换算方法，小鼠的每日给药剂量为成人的每日服

药剂量的9.1倍。以70 kg作为成人的标准体质量，黄芩汤

成人的每日临床剂量以70 g计算，则小鼠的每日给药剂

量 9.1 g/kg，以此剂量设置为小鼠实验给药的高剂量，则

中剂量设置为4.55 g/kg、低剂量设置为2.275 g/kg。小

鼠的给药体积按10 mL/kg计算，取上述黄芩汤浓缩生

药原液，加入蒸馏水分别配制成0.91 g/mL、0.455 g/mL、

0.2275 g/mL，现配现用。

1.5  造模、分组与给药

48只小鼠适应性喂养1周后，随机分为6组，8只/

组，分别为空白对照组（CON）、UC模型组（DSS）、美沙

拉嗪组（5-ASA，200 mg/kg）、黄芩汤低剂量组（HQDL，

2.275 g/kg）、黄芩汤中剂量组（HQDM，4.55 g/kg）、黄芩

汤高剂量组（HQDH，9.1 g/kg）。造模及给药共7 d，其中

5-ASA组及HQD各剂量组每日灌胃相应浓度的药物，

CON组及DSS组则每日灌胃等量生理盐水。CON组在

实验过程中给予蒸馏水自由饮用，其余各组给予3%的

DSS水溶液自由饮用。从实验第1天开始，记录喂养小鼠

的饲料和蒸馏水用量，第2天统计摄食量和饮水量，作

为实验第1天的摄食量和饮水量，依此类推进行记录。

1.6  疾病活动指数（DAI）评分

给予3%DSS水溶液自由饮用期间，每天观察各组
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实验小鼠的精神活动状况，并记录小鼠的体质量和摄水

量、摄食量情况，记录各组小鼠的粪便性状、便血状况，

由实验人员参照Li等［18］的评分细则进行评分（表1），根

据公式一计算得DAI评分，公式如下：

      DAI =
体质量降低评分 + 大便性状评分 + 便血情况评分

3

1.7  样本采集与处理

在第7天给药后，小鼠禁食但不禁水。第8天解剖

小鼠，采用眼眶静脉丛采集全血样本，室温静置4 h后，

置于4 ℃低温离心机以3000 r/min离心10 min，吸取血

清至冻存管，储存于-80 ℃冰箱。使用颈椎脱臼法处死

小鼠，完整剖取结肠并测量长度。选取距肛门上方

0.5 cm的结肠肠管，固定于4%多聚甲醛中待处理，剩余

结肠组织存入冻存管，放于-80 ℃冰箱待检测。

1.8  HE染色并行结肠组织病理学评分

将固定于4%多聚甲醛溶液中24 h的结肠组织取

出，按要求用不同浓度的乙醇冲洗，接着进行乙醇及二

甲苯透明处理。使用适宜熔点的纯净蜡快速浸蜡包埋，

得到组织蜡块。蜡块在4 ℃冰箱中过夜后切段，放入清

水中，待切片平整无褶皱后捞出，放入60 ℃烘箱过夜，

常温保存。将切片以二甲苯和梯度乙醇脱蜡，然后使用

苏木素染色液和分化液进行核染色，再用伊红染色液进

行胞浆染色，最后以无水乙醇清洗。切片经二甲苯透明

处理后，用中性树胶封片，观察结肠黏膜形态、腺体结

构、隐窝数量及杯状细胞变化。最后，根据Li等［19］的评

分细则，对结肠进行组织病理学评分（表2）。

1.9  Western blotting检测结肠组织内质网应激、细胞凋

亡、机械屏障等相关蛋白表达

提取新鲜结肠组织总蛋白，使用BCA法测定蛋白

浓度。采用8%~12%SDS-PAGE电泳分离总蛋白，转膜

（120 V、1 h~1.5 h）后快速封闭20 min，加入兔抗小鼠一

抗PERK（1∶1000）、p-PERK（1∶1000）、IRE1α（1∶1000）、

p-IRE1α（1∶1000）、eIF2α（1∶1000）、p-eIF2α（1∶1000）、

β -tubuin（1∶4000）、Occludin（1∶4000）、E-cadherin    

（1∶5000）、Claudin-1（1∶2000）、GAPDH（1∶5000）、Bax

（1∶1000）、Bcl-2（1∶1000）、cleaved-Caspase-3（1∶1000），

4 ℃孵育过夜，洗膜后使用山羊抗兔 IgG二抗（1∶5000）

孵育2 h，洗膜后加入ECL曝光并拍照，分析各蛋白相对

表达量。

1.10  阿利新蓝-过碘酸雪夫（AB-PAS）染色

石蜡切片以二甲苯和梯度乙醇脱蜡。按照说明书

使用阿利新蓝染色液进行染色，随后用水洗涤，进行乙

醇脱水后，取PBS染液避光浸染。这后在苏木素分化液

和返蓝液中短暂浸没染核，最后用无水乙醇清洗并进行

二甲苯透明处理。切片用中性树胶封片，在明场显微镜

下观察肠上皮黏液的分泌状况。

1.11  TUNEL染色检测结肠上皮细胞凋亡状况

在室温下，将湿润的石蜡切片以二甲苯和梯度乙醇

脱蜡并进行通透处理。使用DNase I处理作为阳性对

照。然后，按照一步法TUNEL细胞凋亡检测试剂盒的

说明，向每个样品添加 50 μL平衡缓冲液进行平衡处

理。计算并配制足够的TdT酶反应缓冲液，去除平衡缓

冲液后，加入56 μL TdT酶反应缓冲液于37 ℃恒温箱中

避光孵育 1 h。孵育后，用PBS缓冲液洗涤样本，进行

DAPI核染色，室温静置10 min后封片。最后，在荧光显

微镜下观察样本中凋亡细胞的情况。

1.12  ELISA检测血清及结肠组织中炎症因子

精密称取50 mg的结肠组织，置于2 mL研磨管中，

按1∶9比例加入预冷PBS溶液及3~4 mm研磨珠，使用

组织研磨机充分匀浆。随后，将样本转移至4 ℃冰冻离

心机，以 2000~3000 r/min离心 20 min，小心提取上清

液，分装备用，其余部分存于-80 ℃冰箱。按照BCA定

表 1　DAI评分量化表
Tab.1　　Quantitative table of DAI score

Weight loss (%)

0

1-5

5-10

10-20

>20

Feces consistency

Normal

Mild soft

Soft and wet

Half loose stool

loose stool

Hemafecia

N/A

Slight bleeding

Moderate bleeding

Gross bleeding

Blood clot around anus

Score

0

1

2

3

4

表 2　结肠组织病理学评分
Tab.2　　Histopathological score of the colon

Inflammation degree

N/A

Mild inflammation

Moderate inflammation

Severe inflammation

Acute severe inflammation

Inflammation range

N/A

Inflammation of the mucosa

Inflammation of the mucosa and submucosa

Inflammation of the mucosa and intestinal wall

Transmural inflammation

Colonic crypt damage

Normal

One-third of crypt damage

Two thirds of crypt damage

Crypts disappeared but epithelium remains

Both crypts and epithelium disappeared

Score

0

1

2

3

4
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量试剂盒的说明检测结肠组织上清液浓度，并根据

ELISA试剂盒的说明检测血清中 IL-6和TNF-α，以及

结肠组织中IL-1β和IL-8的含量。

1.13  免疫组化染色检测结肠组织 GRP78、CHOP、

Caspase-12蛋白表达

石蜡切片脱蜡后透膜 5 min，置于含有 3%H2O2的

甲醇溶液中避光育2 min，以消除内源性过氧化物酶的

活性。随后对切片进行封闭1 h，分别以兔抗小鼠一抗

GRP78（1∶500）、CHOP（1∶500）、Caspase-12（1∶500）敷

育。然后选择山羊抗兔二抗在室温下敷育 2 h。洗涤

后，切片滴加DAB显色液覆盖组织并敷育10 min，然后

用苏木素染核，用中性树脂封片，在明场显微镜下进行

拍摄。

1.14  qRT-PCR检测结肠组织GRP78、CHOP、Caspase-

12、ATF4、XBP1s基因表达

提取结肠组织总RNA，采用PrimeScriptTM RT试

剂盒将 RNA 逆转录为模板 cDNA。采用 Novostart 

SYBR qPCR SuperMix Plu进行qPCR反应。反应条件

设置为 95 ℃预变性 1 min，95 ℃变性 20 s，60 ℃退火

1 min，40个循环，收集荧光信号，结果采用 2−ΔΔCT计算

mRNA的相对表达量。引物序列由生工生物工程（上

海）股份有限公司设计合成（表3）。

1.15  统计学方法

采 用 SPSS 26.0 软 件 用 于 数 据 分 析 ，采 用

Graphpad Prism 9.5.0 软件进行制图。计量资料用均

数±标准差表示，多组间样本比较采用单因素方差分析，

以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  黄芩汤减轻DSS诱导的UC小鼠的症状

各组小鼠日均摄水量约为 4 mL/只，各组间差异

并无统计学意义。正常组小鼠日均摄食量约4 g/只，与

正常组相比，其余组别小鼠摄食量总体呈下降趋势，但

该差异并无统计学意义（P>0.05，图1A、B）。

与CON组相比，其余各组小鼠体质量在第5天开

始明显下降，伴随出现不同程度的腹泻、血便等情况，

DAI评分开始明显上升。至实验第7天，各小组小鼠体质

量出现不同程度的下降、DAI评分出现不同程度的上

升，其中以DSS组的体质量下降和DAI评分上升最为明

显（P<0.01，图1C、D），DSS组小鼠出现精神萎靡、严重

腹泻、血便等情况。而予黄芩汤治疗后，实验小鼠精神状

态良好、体质量下降趋势减缓，与DSS组相比，HQDM

组和HQDH组DAI评分降低（P<0.01，图1C、D）。

2.2  黄芩汤改善DSS诱导的UC小鼠结肠缩短和病理

损伤

与CON组相比，DSS组结肠缩短（P<0.01，图 2A、

B），与DSS组相比，美沙拉嗪和黄芩汤干预后结肠缩短

现象得到遏制，其中以HQDM组和HQDH组的结肠长

度恢复最为明显（P<0.01，图2A、B）；

病理切片染色可见DSS组结肠黏膜损伤和炎症浸

润严重，包括充血、糜烂、结构损坏以及肠腺坏死，还有明

显的黏膜下层水肿。HQDH组小鼠结肠绒毛较完整，肠

腺体清晰可见且排列整齐，肌层及黏膜下层没有明显水

肿现象（图2 D）。与CON组相比，DSS组结肠宏观病理评

分显著升高（P<0.01）；与DSS组相比，HQDM和HQDH

组的结肠宏观病理评分下降（P<0.01，图2C）。

2.3  黄芩汤缓解DSS诱导的UC小鼠结肠上皮凋亡状况

与CON相比，DSS组小鼠结肠皱壁上的阳性细胞

个数增多、平均荧光强度上升（P<0.01），给药组均见凋

亡细胞数的减少、平均荧光强度下降（P<0.01，图3）。

2.4  黄芩汤下调DSS诱导的UC小鼠促炎细胞因子的表达

与CON组相比，DSS组血清中促炎细胞因子 IL-6、

TNF-α和结肠组织上清中促炎细胞因子 IL-1β、IL8含量

升高（P<0.01）。与 DSS 组相比，各给药组促炎细胞

因子 IL-6、TNF-α、IL-1β、IL8含量均下调（P<0.01，图4）。

2.5  黄芩汤改善DSS诱导的UC小鼠肠道化学屏障损伤

采用AB-PAS染色法检测杯状细胞分泌情况，并利

用qRT-PCR分析MUC2、TFF3和AGR2基因的表达水

平。与CON组相比，DSS组酸性糖蛋白与中性糖原减

少（图5 A），同时MUC2、TFF3和AGR2基因的表达下

降（P<0.05，图5B、C）。与DSS组相比，5-ASA组MUC2

表 3　引物序列
Tab.3　　Primer sequence

Gene

MUC2

TFF3

AGR2

GRP78

CHOP

Caspase-12

ATF4

XBP1s

Orientation

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Sequence (5′ to 3′)

AGGGCTCGGAACTCCAGAAA

CCAGGGAATCGGTAGACATCG

TTGCTGGGTCCTCTGGGATAG

TACACTGCTCCGATGTGACAG

ACAACTGACAAGCACCTTTCTC

GTTTGAGTATCGTCCAGTGATGT

ACTTGGGGACCACCTATTCCT

GTTGCCCTGATCGTTGGCTA

AAGCCTGGTATGAGGATCTGC

TTCCTGGGGATGAGATATAGGTG

TTGGAAGGTAGGCAAGACTGGTTC

TCAGTTCACCTGGGACCTCAAATG

AACCTATAAAGGCTTGCGGC

GATTTCGTGAAGAGCGCCAT

AAGAACACGCTTGGGAATGG

CTGCACCTGCTGCGGAC
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基因没有统计学差异（P>0.05）；HQDH组酸性糖蛋白与

中性糖原增多，且 MUC2（P<0.05）和 TFF3 基因（P<

0.01）的表达升高，然而AGR2基因的表达差异无统计

学意义（P>0.05，图5）。

2.6  黄芩汤改善DSS诱导的UC小鼠肠道机械屏障损伤

与 CON 组相比，DSS 组 Claudin-1、Occludin 和  

E-cadherin蛋白表达降低（P<0.01）。与 DSS组相比，

5-ASA组E-cadherin蛋白差异没有统计学意义（P>0.05），

HQDH 组 Claudin-1、Occludin 和 E-cadherin的蛋白表

达升高（P<0.05，图6）。

2.7  黄芩汤抑制UC小鼠内质网应激中GRP78蛋白和

基因的表达

免疫组化染色及阳性面积占比分析结果显示，与

CON 组相比，DSS 组 GRP78 在结肠中表达升高（P<

0.01），而相比于DSS组，HQDH组黄芩汤干预下GRP78

蛋白表达水平降低（P<0.01，图7A、B）。qRT-PCR结果

表明黄芩汤能够抑制 GRP78 基因的过度表达（P<

0.01，图7C）。

2.8  黄芩汤抑制UC小鼠内质网应激PERK和 IRE1α通

路的激活

与CON组相比，DSS组PERK、IREα、eIF2α显著活

化，蛋白磷酸化水平上升（P<0.05，图8A~C），与 DSS 组相

比，HQDH 组抑制了 PERK、IREα（P<0.01，图8 A、B）

和eIF2α（P<0.05，图8C）蛋白磷酸化水平。

与CON相比，DSS组ATF4和XBP1s基因表达上

升（P<0.05）；与DSS组相比，HQDH组ATF4（P<0.05，

图 8D）和XBP1s基因表达下调（P<0.01，图8E）。

2.9  黄芩汤可能通过内质网途径抑制Caspase凋亡通路

与CON组相比，DSS组CHOP和Caspase-12在结

肠中的表达升高（P<0.01），与DSS组相比，HQDH组上

述蛋白表达水平均降低（P<0.01，图9A~C）。qRT-PCR

显示，黄芩汤能够下调CHOP基因和Caspase-12基因的

表达水平（P<0.01，图9 D、E）。

与CON组相比，DSS组Bcl-2/Bax降低（P<0.01）、

cleaved-Caspase-3/β‑Tubulin升高（P<0.01），与DSS组

相比，HQDH 组 Bcl-2/Bax 升高（P<0.01）、cleaved-

Caspase-3/β-Tubulin降低（P<0.01，图10）。

3  讨论

UC的病因以及引发并延续UC黏膜炎症的关键驱

动因素尚未完全明确。但随着科学探索的不断深入，越

来越多的学者发现ERS在UC的发病过程中扮演着重

要的角色，过度的ERS可能通过诱导肠上皮细胞死亡、

损害黏膜屏障功能和激活肠道内的促炎反应导致

UC［8-12］。本研究采用DSS诱导的UC小鼠模型，以美沙

拉嗪为阳性对照组与黄芩汤组进行药效对比，结合DAI

评分、结肠长度及病理变化等指标，评估黄芩汤对UC

小鼠的药效作用。结果显示，黄芩汤高剂量组能够缓解

UC小鼠的体质量下降情况、降低DAI评分，各给药组均
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图 1　各组小鼠造模期间摄水、摄食及体质量、DAI评分动态变化
Fig.1　Changes of water intake (A), food intake (B), body weight (C) and DAI score (D) of the mice during 
modeling (Mean±SD, n=8). ##P<0.01 vs CON group; **P<0.01 vs DSS group.

··2176



J South Med Univ, 2024, 44(11): 2172-2183http://www.j-smu.com

A

D

  HQDL                                                  HQDM                                                    HQDH

     CON                                                    DSS                                                         5-ASA

×
20

0 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

  ×
10

0 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
×

20
0 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  ×

10
0

C
 ## 

 **  ** 

 ** 
*

H
is

to
lo

gi
c 

co
li

ti
s 

sc
or

e

12

9

6

3

0

HQDH

5-
ASA

DSS

CON

HQDM

HQDL

B

HQDH

5-
ASA

DSS

CON

 ## 
 ** 

 *

C
ol

on
 le

ng
th

 (
cm

)

HQDM

HQDL

12

8

4

0

 ** *

图 2　黄芩汤对UC小鼠结肠长度及病理形态的影响
Fig. 2　Effect of Huangqin Decoction on colon length and pathology in UC mice. A: Colon length of the mice in each 
group. B: Statistics of colon length in each group. C: Histopathological score of the colon in each group (Mean±
SD, n=8). D: HE staining of the colon tissues in each group (Original magnification: ×100 or 200). ##P<0.01 vs CON 
group; *P<0.05, **P<0.01 vs DSS group.
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图 3　黄芩汤对UC小鼠结肠上皮细胞凋亡的影响
Fig.3　Effect of Huangqin decoction on apoptosis of colonic epithelial cells in UC mice. A: TUNEL staining of the colon tissue in each 
group (×400 or 200). B: Mean fluorescence intensity in each group (Mean±SD, n=3) . ##P<0.01 vs CON group;**P<0.01 vs DSS group.
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图 4　黄芩汤对UC小鼠血清和结肠促炎细胞因子的影响
Fig. 4　Effects of Huangqin decoction on inflammatory cytokines in 
serum and colon tissue of UC mice (Mean±SD, n=6). ##P<0.01 vs CON 
group; **P<0.01 vs DSS group.
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能缓解结肠短缩和结肠病理损伤。肠上皮细胞凋亡是

UC的重要表现，模型组小鼠结肠组织TUNEL染色表

现出相当高的阳性率，而各给药组均能够抑制UC小鼠

结肠上皮的细胞凋亡情况，减轻了结肠上皮损伤，同时，

AB-PAS染色结果显示黄芩汤显著改善杯状细胞功能，

促进黏液分泌和黏液层恢复，其药效结果与结肠病理表

现相符，以黄芩汤中高剂量组为优。ELISA法检测血清

中 IL-6和TNF-α评估系统性炎症反应水平，检测结肠

组织中 IL-1β和 IL-8评估结肠炎症水平，在黄芩汤的干

预下，UC小鼠的促炎细胞因子表达均显著下降，且整体

改善效果呈现一定的剂量依赖性。PCR结果显示，黄芩

汤高剂量组UC小鼠结肠组织中的MUC2和TFF3的基

因表达水平显著升高，同时Western blotting结果显示黄

芩汤高剂量组 UC 小鼠结肠组织中的 Claudin-1、

Occludin、E-cadherin的蛋白表达升高，表明黄芩汤对

UC小鼠肠道化学屏障和机械屏障具有改善作用。以上

实验证明，黄芩汤能够有效改善UC小鼠的症状和病理

损伤，抑制炎症和凋亡反应，促进屏障功能恢复。

GRP78是ERS反应中的关键蛋白感应器，在UC急

性期ERS发生并诱导未折叠蛋白反应时，GRP78的表

达会上调进而激活PERK-eIF2α和 IRE1α-XBP1通路，

促进错误折叠蛋白降解和蛋白翻译衰减，此外也可能触

发促炎基因、自噬基因和凋亡基因的激活［20-22］。炎症状

态下，细胞因子或趋化因子等蛋白质的大量加工合成会
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图 5　黄芩汤对UC小鼠黏蛋白和杯状细胞分泌的影响
Fig.5　Effect of Huangqin Decoction on mucin and goblet cell secretion in UC mice (Mean±SD, n=3).  A: AB-PAS staining of 
mice in each group (×100, ×200). B:Expression of MUC2 MRNA. C: Expression of TFF3 MRNA. D: Expression of AGR2 
mRNA. #P<0.005,  ##P<0.01 vs CON group; *P<0.05, **P<0.01 vs DSS group.
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图 6　黄芩汤对UC小鼠结肠上皮机械屏障蛋白表达的影响
Fig 6　Effect of Huangqin Decoction on mechanical barrier function of the colonic epithelium in UC mice (Mean±SD, n=3).
 ##P<0.01 vs CON group; *P<0.05, **P<0.01 vs DSS group. A: E-cadherin. B: Occludin. C: Claudin-1.

··2179



J South Med Univ, 2024, 44(11): 2172-2183 http://www.j-smu.com

加重内质网负担［23-25］，ERS相关分子缺陷的小鼠模型研

究也表明，ERS在分泌型肠上皮细胞中与抗菌防御和肠

道炎症相关［20， 26-29］。在本次实验的研究结果中，DSS组

GRP78 的基因和蛋白表达显著上调，下游 PERK、

eIF2α、IRE1α的蛋白磷酸化均显著增强，ATF4、XBP1s

的基因表达显著增加，提示ERS的发生。而在黄苓汤干
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图 7　黄芩汤对UC小鼠GRP78基因和蛋白表达的影响
Fig. 7　Effect of Huangqin Decoction on expression of GRP78 mRNA and protein in UC mice (Mean±SD, n=6). A: 
Immunohistochemistry staining of GRP78 protein of mice in each group (×200, ×400). B: Area fraction of GRP78 
protein of mice in each group. C: Expression of GRP78 mRNA; ##P<0.01 vs CON group; *P<0.05, **P<0.01 vs DSS group. 
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Fig. 8　Effect of Huangqin decoction on protein and mRNA expressions related to endoplasmic reticulum stress 
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预下，以上异常表达的现象均得到显著抑制，表明黄芩

汤可能是通过抑制 GRP78 以及抑制 PERK-eIF2α、
IRE1α-XBP1通路的激活，从而抑制过度ERS的发生，

这有助于促进细胞内质网功能的恢复。CHOP、

Caspase-12是ERS特异性转录的凋亡信号分子，当细胞

无法通过未折叠蛋白反应恢复平衡时，持续的ERS会通

过CHOP和Caspase-12诱导细胞凋亡，其中CHOP通过

抑制Bcl-2表达和促进Bax激活，从而引发线粒体途径

的细胞凋亡反应，而Caspase-12被认为可以不依赖线粒

体细胞色素C所调控的凋亡信号而直接激活Caspase级

联反应，Caspase-3蛋白水解酶是执行细胞凋亡作用的

终未分子［30-32］。在黄芩汤的干预下，CHOP和Caspase-12

的基因和蛋白表达显著降低，Bcl-2/Bax比例显著升高、

同时Cleaved-Caspase-3活化水平降低。以上结果表明，
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图 9　黄芩汤对UC小鼠ERS中CHOP和Caspase-12的影响
Fig.9　Effect of Huangqin Decoction on CHOP and Caspase-12 expressions in UC mice  (Mean±SD, n=3). 
A: Immunohistochemistry staining of CHOP and Caspase-12 protein of mice in each group (×200, ×400). 
B-C: Area fraction of immunohistochemistry staining of CHOP and Caspase-12 protein of mice in each 
group. D-E: Expression of CHOP and Caspase-12 mRNA; ##P<0.01 vs CON group; **P<0.01 vs DSS 
group. 
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黄芩汤能够抑制过度的ERS，并可能基于调控内质网所

介导的内源性细胞凋亡过程发挥了缓解UC的作用。

综上所述，本研究结果表明，黄芩汤能够抑制UC

小鼠的细胞凋亡反应并改善肠道屏障功能，其机制可能

与PERK和 IRE1α信号通路介导的内质网应激有关。

黄芩汤的复杂成分通过多种相互作用发挥治疗UC的

药效，涉及多种作用靶点和途径，例如与ERS有关的多

信号通路和调控因子。然而，目前的实验方法和途径并

不足以全面揭示其药理机制，未来仍需进一步深入研究

其药效分子和靶点，以更好地理解其药理作用。
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图 10　黄芩汤对UC小鼠Bcl-2、Bax、Cleaved-Caspase-3的影响
Fig 10　Effect of Huangqin Decoction on Bcl-2, Bax and Caspase-3 expressions in UC mice (Mean±SD, 
n=3). ##P<0.01 vs CON group; **P<0.01 vs DSS group. A: Bcl-2/Bax. B: Cleaved-Caspase-3/β-tubulin.
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