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四君子汤对溃疡性结肠炎小鼠模型 occludin和 claudin-1表达的影响 *
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摘要 目的：探讨四君子汤对溃疡性结肠炎（UC）小鼠模型结肠粘膜中 occludin、claudin-1表达的影响。方法：采用右旋葡聚糖硫酸

钠(DSS)诱导 UC小鼠模型，实验分为五组，即正常组、模型组、四君子汤低剂量治疗组、中剂量治疗组、高剂量治疗组、西药组，共

治疗 7天。对小鼠肠黏膜的大体形态和组织病理变化进行观察，使用 RT-PCR和Western blot检测 occludin、claudin-1 mRNA和蛋

白的表达。结果：与模型组相比较，四君子汤低、中、高剂量治疗组以及西药组小鼠的饮食、体重、精神、活动度、脓血便等一般情况

有所改善，黏膜层缺损、隐窝破坏、炎症细胞浸润等病理表现有所缓解。与模型组相比较，高剂量治疗组小鼠结肠组织中 occludin、
claudin-1蛋白和 mRNA的表达升高(P＜ 0.05)，低剂量和中剂量治疗组也有不同程度的升高。与西药组相比较，低、中、高剂量治疗

组小鼠结肠组织中 occludin、claudin-1蛋白和 mRNA的表达无统计学差异(P＞ 0.05)。结论：四君子汤可以改善脓血便等症状，缓

解肠粘膜的损伤，上调 occludin和 claudin-1的表达，对 UC小鼠有治疗作用。
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Effect of Sijunzi Decoction on Occludin and Claudin-1 Expression in
Ulcerative Colitis Mice Model*

To explore the effect of Sijunzi decoction on occludin and claudin-1 expression in ulcerative colitis(UC)

mice model. The UC mice model was induced by dextran sulfate sodium (DSS). The experiment was divided into five groups:

normal group, model group, low-dose treatment group, middle-dose treatment group, high-dose treatment group and western medicine

group. The treatment lasted for 7 days. The morphological and histopathological changes of intestinal mucosa in mice were observed.

The mRNA and protein expressions of occludin and claudin-1 were detected by RT-PCR and Western blot. Compared with the

model group, the diet, body weight, spirit, activity and bloody purulent stool of the mice in the low, middle and high dose Sijunzi decoc-

tion treatment group and Western medicine group were improved, and the pathological manifestations such as mucosal defect, crypt de-

struction and inflammatory cell infiltration were alleviated. Compared with the model group, the protein and mRNA expressions of oc-

cludin and claudin-1 in the high-dose treatment group increased (P<0.05), and the protein and mRNA expressions of occludin and

claudin-1 in the low-dose and middle-dose treatment groups also increased in varying degrees. Compared with the western medicine

group, there was no significant difference in the protein and mRNA expressions of occludin and claudin-1 in the low, middle and high
dose groups (P>0.05). Sijunzi Decoction can improve the symptoms of bloody purulent stool, relieve the damage of intestinal

mucosa, up-regulate the expression of occludin and claudin-1, and has therapeutic effect on UC mice.
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*基金项目：国家自然科学基金项目（81460714）；广西壮族自治区自然科学基金项目（2014GXNSFBA118183）

作者简介：黄晓燕（1979-），女，博士，副主任医师，研究方向：脾胃病的中西医结合防治，E-mail: 18275785900@126.com

(收稿日期：2018-10-06 接受日期：2018-10-30）

前言

溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，UC）是一种以结肠黏膜慢

性炎症伴上皮层溃疡为特征的难治性疾病，主要表现为腹泻、

便血、黏液便、发热、贫血等[1-3]。肠上皮屏障是肠黏膜屏障的首

要防线，肠上皮屏障受损影响着 UC的疾病进展[4,5]。occludin、

claudin-1是肠上皮屏障中两个重要的紧密连接蛋白，具有调节

细胞间物质流动、维持上皮细胞极性、阻止毒性大分子和微生

物通过等功能，在维护肠道屏障功能中发挥关键作用[6,7]。中医

学认为，UC属于“肠澼”、“痢疾”等范畴，病位在大肠，与脾肾关

系密切，其病机主要以脾虚为本，湿热毒瘀贯穿疾病之始终，伏

邪发病是其主要特点[8,9]。因此，我们抓住 UC的病机之本，以固
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护脾气为治疗原则，应用四君子汤对右旋葡聚糖硫酸钠(DSS)

法诱导 UC模型小鼠进行干预，取得预期的疗效。我们前期实

验研究证实四君子汤可通过调控端粒酶活性，起延缓肠黏膜细

胞凋亡的作用。为进一步探讨四君子汤对 UC模型小鼠肠上皮
屏障中的紧密连接蛋白的调节作用，本研究采用 DSS诱导的
UC 小鼠模型，观察四君子汤对小鼠结肠粘膜 occludin、
claudin-1及mRNA的影响，探讨四君子汤防治UC的有效机制。

1 材料与方法

1.1 试剂与耗材
实验试剂：DSS溶液，分子量 36000-50000，购自 Sigma 公

司，生理盐水配制成 5%浓度。RIPA组织解液购自 solarbio公

司，BCA蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购

自碧云天公司，PageRuler Prestained Protein Ladder 购自 Ther-

mo Fisher 公司，occludin、claudin -1、GAPDH 兔单克隆抗体购
自 Abcam 公司，辣根过氧化物酶标记的二抗(山羊抗兔)购自
SANTA CRUZ公司，ECL化学发光底物购自 BOSTER 公司，
PCR引物购自中国 Sangon公司，逆转录试剂盒购自 Thermo

Fisher公司，PVDF膜购自Millipore公司。
1.2 主要仪器

全自动样品快速研磨仪（上海净信实业发展有限公司），冷

冻高速离心机（珠海黑马医学仪器有限公司），RT-6000自动酶

标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司），电泳、电转系统

Bio-rad（美国 BIO-RAD），数码凝胶图像分析系统（杭州朗基科

学仪器有限公司），荧光定量仪（ABI 7300），PCR 仪（美国
BIO-RAD）。
1.3 实验动物

健康 SPF 级雄性 Balb/c 小鼠 120 只，6-8 周龄，体质量

（19.61 ± 2.34）g，由广西医科大学医学动物实验中心提供，许

可证号：SYXK桂 2014-003。
1.4 实验药物

四君子汤（党参 15 g、白术 10 g、茯苓 15 g、炙甘草 6 g），购

自广西中医药大学第一附属医院，以上药物由专人进行质检，

确保中药饮片质量合格规范。用蒸馏水煎浓缩配制成 1 g原生

药 /1 mL的药液，过滤除菌分装 4℃保存备用。艾迪莎（美沙拉

嗪缓释颗粒剂），购自天津博福 -益普生有限公司，生产批号：
H20100063。
1.5 方法
1.5.1 造模与分组 采用 5%DSS灌肠法制作 UC小鼠模型，

将 120只 Balb/c小鼠随机留取 20只作为正常组，其余小鼠给

予 5%DSS自由饮用 3周，造模成功后，随机分为 5组，即模型

组、低剂量治疗组、中剂量治疗组、高剂量治疗组、西药组，每组

20只。
1.5.2 给药 低、中、高剂量治疗组予以四君子汤灌胃，给药剂

量根据小鼠与人的体表面积等效剂量比值进行折算，其中低剂

量治疗组为 2.3 g·kg-1·d-1；中剂量治疗组为 4.6 g·kg-1·d-1；高剂

量治疗组为 9.2 g·kg-1·d-1。西药组予以艾迪莎灌胃，给药剂量为

0.40 g·kg-1·d-1。对照组和模型组给予相同体积的生理盐水。以

上各组均使用口腔灌胃针灌胃，每日一次，连用 7d。
1.5.3 小鼠一般情况观察 每日观察并记录各组小鼠体重、耗

食量、粪便性状、活动度、精神状态及死亡率等情况变化。

1.5.4 标本采集 小鼠末次给药 24 h后脱颈椎法处死，剪取

小鼠肛门至盲肠部组织，沿其系膜纵行切开，以生理盐水冲洗

后用滤纸吸干，肉眼观察大鼠结肠组织大体形态变化，并在病

变严重处选取部分结肠组织，10%福尔马林溶液中固定，脱水、

石蜡包埋，制备 4 滋m连续切片，行 HE染色镜下观察炎症和溃

疡情况。另一部分结肠组织分装 -80℃冰箱冻存，分别用于 oc-

cludin、claudin-1蛋白及 mRNA的检测。
1.5.5 Western blot法检测结肠组织 occludin、claudin-1 蛋白的

相对表达水平 先于液氮中研磨、裂解结肠组织、离心收集上

清液，提取总蛋白，再用 BCA法测定总蛋白浓度进行蛋白定

量。取 40 滋g 的总蛋白上样量，以浓度为 10%和 15%

SDS-PAGE凝胶进行电泳分离。以恒定电流(300 mA)在冰水浴

中进行湿法转膜 1.5 h，封闭于浓度为 5%的脱脂奶粉中 1 h，使

用稀释度 1:1000的一抗，4℃孵育过夜。TBS-T洗涤，与稀释浓

度 1:4000的二抗孵育 2h，加 ECL化学发光试剂后在暗房中进

行显影、定影，并利用 Image Pro Plus进行灰度值半定量分析，

以 GAPDH的条带灰度值标化各组相应蛋白的表达水平。
1.5.6 RT-PCR法检测结肠组织 R-occludin、R-claudin-1的表达
取约 100 mg结肠组织放入有少量液氮的研钵中敲碎，预冷的

广口枪头将组织转移至匀浆器中匀浆，加入 1mLTRIzol震荡混

匀使充分裂解，转移至 1.5 mL EP管中备用；提取结肠组织的

总 ＲNA；按照 AMV逆转录试剂盒操作说明书进行逆转录后，

于 4℃冰箱保存。扩增条件：95 ℃预变性 3 min，95℃变性 5 s，
60℃退火延伸 30s，共 40循环。2%琼脂糖凝胶电泳后，凝胶成

像仪观察，用 BandScan 5.0软件测定条带灰度值，将各 mＲNA

表达水平分别与 茁-actin mRNA灰度值的比值作为观察指标，

进行统计学分析。扩增引物如下表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

Gene Upstream primer Downstream primers

Occludin 5'-TGACATGTATGGCGGAGAGATG-3' 5'-CCTCGTAGATGGCCTGAGCA-3'

claudin-1 5'-CTGGGATGGATCGGCTCTATC-3' 5'-CCTCGTAGATGGCCTGAGCA-3'

GAPDH 5'-AGGGCTGCCTTCTCTTGTGA-3' 5'-AACTTGCCGTGGGTAGAGTCA-3'

1.6 统计学处理

本实验的数据采用 SPSS 22.0软件处理和分析，以均数±

标准差（x± s）对计量资料进行描述，多组间比较采用 F分析，

组间两两比较采用 LST检验，以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果
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2.1 各组小鼠一般情况观察

正常组小鼠在实验期间饮食正常、反应灵敏、粪便呈条状

或颗粒状，体重增加。与正常组相比，模型组小鼠饮食减少，体

重下降，反应迟钝，胆怯聚集，粪便为稀便伴脓液或鲜血便，肛

门红肿并有污秽附着。在给予相应药物治疗 3天后，四君子汤

低、中、高剂量治疗组以及西药组小鼠的饮食情况、精神状态、

活动度、体重等均较模型组有一定程度的改善，以稀烂便或脓

血便症状改善最明显。在实验结束时，四君子汤低、中、高剂量

治疗组以及西药组小鼠血便症状基本消失，体重较实验前有所

增加。

2.2 各组小鼠结肠组织的病理变化

小鼠结肠组织病理切片的镜下观察发现，正常组小鼠肠黏

膜上皮规整，上皮细胞连接紧密，可见固有层杯状细胞分泌旺

盛，肠腺体排列有序，未见明显病变。模型组可见黏膜层缺损，

隐窝破坏，肠上皮细胞连接松散，腺体排列紊乱，杯状细胞明显

减少，间质层可见大量中性粒细胞、淋巴细胞等炎症细胞浸润，

黏膜下层不同程度的充血、水肿。高剂量治疗组、西药组小鼠结

肠组织病理形态改善明显，粘膜缺损情况较模型组均得到明显

修复，上皮细胞连接较紧密，杯状细胞分泌增多，极少隐窝破

坏，炎性细胞浸润不同程度降低，中剂量治疗组粘膜少量中断，

缺损面积小，少量隐窝破坏，黏膜下层出现炎细胞浸润、水肿，

低剂量治疗组部分黏膜中断，隐窝破坏，间质出现充血、水肿，

炎细胞浸润。见图 1。

图 1 HE染色示各组小鼠结肠组织病理改变(× 100)

Fig.1 HE staining showed pathological changes in colon tissues of mice in each group(× 100)

2.3 各组结肠组织 occludin、claudin-1蛋白相对表达水平比较

与正常组相比较，模型组小鼠结肠组织中 occludin、
claudin-1蛋白的表达明显降低(P＜ 0.01)；与模型组相比较，低

剂量治疗组小鼠结肠组织中 occludin 蛋白的表达升高 (P＜

0.05)，claudin-1蛋白的表达无统计学差异(P＞ 0.05)；与模型组
相比较，中剂量治疗组和高剂量治疗组小鼠结肠组织中 oc-

cludin、claudin-1蛋白的表达升高(P＜ 0.05)；与西药组相比较，

低、中、高剂量治疗组小鼠结肠组织中 occludin、claudin-1蛋白

的表达无统计学差异(P＞ 0.05)，见表 2。
2.4 各组小鼠结肠组织 occludin、claudin-1基因转录水平变化

与正常组相比较，模型组小鼠结肠组织中 occludin、
claudin-1 mRNA的表达明显降低(P＜ 0.05)；与模型组相比较，

低剂量治疗组小鼠结肠组织中 occludin和 claudin-1 mRNA的

表达无统计学差异(P＞ 0.05)；与模型组相比较，中剂量治疗组

小鼠结肠组织中 occludin mRNA 的表达升高 (P＜ 0.05)，
claudin-1 mRNA的表达无统计学差异(P＞ 0.05)；与模型组相比

较，高剂量治疗组小鼠结肠组织中 occludin、claudin-1 mRNA

的表达升高(P＜ 0.05)；与西药组相比较，低、中、高剂量治疗组

小鼠结肠组织中 occludin、claudin-1 mRNA的表达无统计学差

异(P＞ 0.05)，见表 3。

3 讨论

UC作为病因未明的临床常见难治性疾病，近年来其发病

率在国内有逐年增加趋势[10,11]。UC是在遗传易感性的基础上，

831· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.5 MAR.2019

Note: Compared with model group, *P<0.05; Compared with normal group, #P < 0.05.

表 2 各组 occludin、claudin-1蛋白表达水平的比较（x± s）

Table 2 Comparison of occludin and claudin-1 protein expression levels in different groups（x± s）

Note: Compared with model group, *P<0.05; Compared with normal group, #P<0.05.

综合环境、免疫异常等多因素所致[12-14]，其特异性病因和具体发

病机制尚未十分明确。大量文献证实[15-17]，UC肠上皮细胞凋亡
增加及肠黏膜屏障受损是其主要病理改变，因此，如何保持黏

膜屏障完整、维持黏膜屏障稳态及其功能，对于预防与控制 UC

十分关键。

Groups n occludin claudin-1

Normal group 20 2.31± 1.04 2.17± 1.02

Model group 20 1.27± 0.72# 1.41± 0.68#

Low-dose treatment group 20 1.78± 0.91 1.66± 0.82

Middle-dose treatment group 20 1.86± 0.93* 1.86± 0.97

High-dose treatment group 20 2.23± 0.98* 2.08± 0.96*

Western medicine group 20 2.26± 0.85 1.93± 0.81

表 3 各组 occludin、claudin-1 mRNA表达水平的比较（x± s）

Table 3 Comparison of occludin and claudin-1 mRNA expression levels in different groups（x± s）

Groups n occludin claudin-1

Normal group 20 1.01± 0.43 1.03± 0.47

Model group 20 0.45± 0.28# 0.61± 0.23#

Low-dose treatment group 20 0.68± 0.32* 0.75± 0.34

Middle-dose treatment group 20 0.71± 0.33* 0.86± 0.35*

High-dose treatment group 20 0.90± 0.31* 0.95± 0.38*

Western medicine group 20 0.77± 0.32 0.80± 0.31

益气健脾方药四君子汤由党参、茯苓、白术、甘草组成，是

治疗脾虚证的经典方剂[18]，四君子汤可恢复细胞膜、细胞连接

的亚细胞结构从而修复肠上皮细胞病理损伤[19]，同时有促进修

复 uc肠道菌失调，发挥拮抗结肠炎症的作用[20]。我们前期实验

研究证实四君子汤能通过调控端粒酶活性，延缓肠黏膜细胞凋

亡，保护 DSS小鼠 uc模型结肠组织受损肠黏膜屏障。肠黏膜

屏障包括上皮屏障（机械屏障）、生物屏障、免疫屏障、化学屏障

组成，上皮屏障是肠黏膜屏障的首道重要防线[21-23]。其中，细胞

间最重要的连接方式———紧密连接(tight junction，TJ)，在细胞

侧空间形成首要屏障，发挥重要调控作用，维持肠黏膜上皮屏

障功能的完整性 [24,25]。紧密连接复合体结构主要由咬合蛋白

（occludin）和闭合蛋白（claudin）跨膜蛋白家族及周膜蛋白紧密

连接蛋白 ZO家族 3种超家族蛋白构成[26,27]，紧密连接蛋白通

过调节肠道通透性，有效阻止肠腔内细菌、内毒素及炎性介质

等物质的细胞旁转运，与 UC的发病密切相关。Occludin蛋白

是紧密连接中最重要的结构蛋白，不仅能通过外环以拉链式结

合进而产生严密的细胞旁封闭，还能与不同的分子结合，参与

紧密连接形成的信号调节 [28,29]，clandin-1作为上皮细胞紧密连

接跨膜蛋白，由 1个细胞内环和 2个细胞外环构成，通过外环，

相邻的肠上皮细胞以“拉链”结构形成封闭。研究表明，紧密连

接相关蛋白 occludin、claudin表达下调，肠道通透性增加，导致

肠腔内的细菌、抗原物质移位激活免疫细胞，进而诱导免疫反

应，是 UC 发生的重要机制之一 [30]。因此，occludin 蛋白、

claudin-1蛋白表达水平可以反映常粘膜屏障的受损与修复情

况，是治疗 UC的重要靶点。

本实验研究表明，UC 模型组小鼠结肠组织 occludin、
claudin-1蛋白、mRNA表达水平均明显低于正常组，经高剂量

四君子汤治疗一周后，occludin、claudin-1蛋白、mRNA 表达均

明显升高，并与西药组比较无明显差异，同时，四君子汤与 uc

模型小鼠的 occludin、claudin-1 蛋白、mRNA 表达的升高存在

一定的量效关系。提示 DSS 法诱导小鼠 UC 的发病与 oc-

cludin、claudin-1蛋白、mRNA表达水平的下调有关，中药四君

子汤方可能通过增强 UC小鼠结肠 occludin、claudin-1、mRNA

的表达这一关键作用靶点，维持 UC肠上皮紧密连接的完整性

和稳定性、修复肠粘膜屏障功能，这可能是四君子汤治疗 UC

的有效机制之一。

综上所述，四君子汤可以改善脓血便等症状，缓解肠粘膜

的损伤，上调 occludin和 claudin-1的表达，对 UC小鼠有治疗
作用。
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