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基于 MLCK/p-MLC 信号通路探讨芪附理中汤修复肠黏膜屏障
改善溃疡性结肠炎的作用机制

唐俊梅， 瞿正午， 李春润， 袁玲玲， 杨旭丽， 郝彦伟*， 张怡*

（成都中医药大学  附属医院，成都  610072）

［摘要］ 目的：探讨芪附理中汤通过调控肌球蛋白轻链激酶（MLCK）/磷酸化肌球蛋白轻链（p-MLC）信号通路，恢复溃疡

性结肠炎（UC）肠黏膜屏障功能的作用机制。方法：构建脾肾阳虚型 UC 大鼠模型和体外肠道屏障损伤模型。体内实验观察各

组大鼠体质量、疾病活动指数（DAI）评分及结肠病理形态变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测结肠肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、髓过氧化物酶（MPO）含量。利用透射电子显微镜（TEM）观察大鼠结肠紧密连接（TJ）形态

和结构。体外实验采用鬼笔环肽染色观察人结肠腺癌细胞系-2（Caco-2）细胞 F-肌动蛋白（F-actin）形态。结合体内外实验，采

用免疫组化（IHC）、免疫荧光（IF）及蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 TJ 蛋白［（闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）、闭合蛋白

（Occludin）、紧密连接蛋白-1（Claudin-1）］及 MLCK/p-MLC 信号通路关键蛋白的表达与磷酸化水平。结果：体内实验表明，与

正常组比较，模型组体质量显著下降，DAI 评分和组织病理学评分显著升高（P<0.01）；结肠组织 TNF-α、IL-1β及 MPO 水平显

著升高（P<0.01）；TJ 结构破坏，ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；MLC、MLCK、p-MLC、p-MLCK

蛋白表达水平显著升高（P<0.01）。与模型组比较，芪附理中汤各剂量组体质量有所增加，DAI 评分和组织病理学评分明显降

低（P<0.05，P<0.01）；结肠 MPO、TNF-α及 IL-1β水平明显降低（P<0.05，P<0.01）；芪附理中汤+抑制剂组 TJ 蛋白 ZO-1、Occludin

和 Claudin-1 的表达显著升高（P<0.01），MLC、MLCK、p-MLC、p-MLCK 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。体外实验结果显示，

与正常组比较，TNF-α组细胞骨架结构紊乱，ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 荧光信号减弱，MLC、MLCK、p-MLC、p-MLCK 蛋白表

达水平显著升高（P<0.01）。与 TNF-α组比较，芪附理中汤+抑制剂组恢复了 F-actin 细胞骨架的有序排列，TJ 蛋白 ZO-1、

Occludin 和 Claudin-1 的表达与定位恢复正常；MLC、MLCK、p-MLC、p-MLCK 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。结论：芪附理

中汤可能通过抑制 MLCK/p-MLC 信号通路，稳定 TJ结构并修复肠道屏障完整性，从而发挥改善 UC 的作用。
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function in ulcerative colitis （UC） by regulating the myosin light chain kinase （MLCK）/phosphorylated myosin light chain 

（p-MLC） signaling pathway. Methods：： A rat model of UC with spleen-kidney Yang deficiency syndrome and an in vitro intestinal 

barrier injury model were established. In vivo experiments were conducted to evaluate the body weight， disease activity index 

（DAI） scores， and changes in colonic pathological morphology in each group of rats. Enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA） was used to measure the levels of tumor necrosis factor- α （TNF- α）， interleukin-1β （IL-1β）， and myeloperoxidase 

（MPO）. Transmission electron microscopy （TEM） was employed to observe the morphology and structure of tight junctions （TJ） 

in rat colonic epithelium. In vitro experiments were conducted to observe the morphology of F-actin in human colon 

adenocarcinoma cell line-2（Caco-2） cells by phalloidin staining. Combining both in vivo and in vitro approaches， 

immunohistochemistry （IHC）， immunofluorescence （IF）， and Western blot were applied to detect the expression and 

phosphorylation levels of TJ proteins ［zonula occludens-1 （ZO-1）， Occludin， Claudin-1］ as well as key proteins in the MLCK/

p-MLC signaling pathway. Results：： In vivo experiments demonstrated that， compared with the normal group， the model group 

exhibited significant body weight loss， elevated DAI scores and histopathological scores （P<0.01）， increased colonic TNF- α， 

IL-1β， and MPO levels （P<0.01）. TJ structures were disrupted， and the expression of ZO-1， Occludin， and Claudin-1 was 

significantly reduced （P<0.05， P<0.01）. The protein expression levels of myosin light chain （MLC）， MLCK， phosphorylated 

（p）-MLC， and p-MLCK significantly increased （P<0.01）. Compared with the model group， all Qifu Lizhong decoction dose 

groups exhibited increased body weight， as well as significantly decreased DAI scores and histopathological scores （P<0.05， 

P<0.01）. The colonic levels of MPO， TNF- α， and IL-1β were significantly reduced （P<0.05， P<0.01）. In the Qifu Lizhong 

decoction + inhibitor group， the expression of TJ proteins ZO-1， Occludin， and Claudin-1 significantly increased （P<0.01）， while 

the protein expression levels of MLC， MLCK， p-MLC， and p-MLCK were significantly reduced （P<0.01）. In vitro experiment 

results showed that， compared with the normal group， the TNF-α group exhibited disordered cytoskeletal architecture， weakened 

fluorescence signals of ZO-1， Occludin， and Claudin-1， and significantly elevated protein expression levels of MLC， MLCK， 

p-MLC， and p-MLCK （P<0.01）. Compared with the TNF- α group， the Qifu Lizhong decoction + inhibitor group restored the 

ordered arrangement of the F-actin cytoskeleton， normalized the expression and localization of TJ proteins ZO-1， Occludin， and 

Claudin-1， and significantly decreased the protein expression levels of MLC， MLCK， p-MLC， and p-MLCK （P<0.01）. 

Conclusion：： Qifu Lizhong decoction may exert its therapeutic effects on UC by inhibiting the MLCK/p-MLC signaling pathway， 

thereby stabilizing TJ structure and repairing intestinal barrier integrity.

［［Keywords］］ ulcerative colitis； Qifu Lizhong decoction； intestinal barrier； tight junction； myosin light chain kinase 

（MLCK）/phosphorylated myosin light chain （p-MLC） signaling pathway

溃疡性结肠炎（UC）是一种慢性非特异性炎症

性肠病，以反复腹痛、腹泻、黏液脓血便为主要表

现，严重影响患者生活质量。全球 UC 发病率与患

病率持续升高，其中欧洲、北美患病率最高［1-2］。此

外，亚洲等新兴工业化国家患病人群亦快速增加，

已构成严峻的公共卫生挑战［1］。UC 病因尚未完全

明确，普遍认为其发病与肠黏膜屏障功能障碍、免

疫反应、遗传及环境因素密切相关［3-6］。当前治疗以

氨基水杨酸类、糖皮质激素、免疫抑制剂等为主。

然而，约 30% 的 UC 患者对 5-氨基水杨酸类药物反

应不佳，生物制剂价格昂贵，且长期用药存在不良

反应［7-8］。因此，阐明 UC 分子机制，并寻找安全有

效、成本可控的新型治疗策略已成为该领域亟待解

决的重要临床问题。

肠黏膜屏障是防御肠腔内病原体和有害物质

的第一道防线，其完整性受损是 UC 发生发展的核

心环节［9-10］。其中，由肠上皮细胞间紧密连接（TJ）
构成的机械屏障至关重要［11］。TJ 是由跨膜蛋白［闭

合蛋白（Occludin）、紧密连接蛋白（Claudins）等］和

胞质蛋白［闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）等］组成的动态

复合体，精密调控细胞旁路通透性，对维持屏障稳

态至关重要［12-13］。在 UC 病理状态下，TJ 结构与功

能受损导致肠道通透性增加，使得肠腔内抗原及有

害物质侵入黏膜下层，从而触发并放大炎症级联反

应［14-15］。肌球蛋白轻链（MLC）的磷酸化是调控 TJ

通透性的关键分子事件［16］。炎症刺激下肌球蛋白

轻链激酶（MLCK）激活，促进磷酸化，驱动细胞骨架

收 缩 ，导 致 TJ 解 离 和 屏 障 受 损［17］。 研 究 表 明 ，

MLCK/磷酸化（p）-MLC 信号通路在 UC 肠道屏障功

能障碍中发挥关键作用［18-19］。因此，调控 MLCK/

p-MLC 信号通路以稳定 TJ结构、修复肠道屏障是治

疗 UC 的重要策略。

芪附理中汤由经典名方“附子理中汤”化裁而

成，具有温补脾肾、固涩止泻的功效。课题组前期

研究发现，芪附理中汤可改善 UC 患者临床症状［20］；
控制 UC 模型大鼠疾病症状与肠道炎症反应，并修

复肠黏膜屏障损伤［21-22］。然而，其作用机制是否通

过抑制 MLCK/p-MLC 信号通路以稳定 TJ 结构尚不

明确。本文拟通过构建体内外 UC 模型，探究芪附

理中汤修复肠道屏障完整性的作用是否依赖于对
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MLCK/p-MLC 信号通路的调控，旨在为其临床应用

提供实验依据。

1 材料

1.1　动物和细胞     SPF 级雄性 SD 大鼠 70 只，8 周

龄，体质量（200±20） g，购自成都达硕实验动物有限

公司，动物生产合格证号 SCXK（川）2025-0030，统

一饲养于成都中医药大学脏腑病证实验室。环境

温度约为 23 ℃，相对湿度约为 50%，自由饮食饮水，

实施 12 h 明暗交替循环照明。人类结肠癌细胞系 2

（Caco-2）细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号

CL-0050），细胞传至第 3 代后用于后续实验。

1.2　伦理     所有动物实验方案均获成都中医药大

学附属医院动物伦理委员会批准，批准号 2020-20。

1.3　药物和试剂     芪附理中汤由生黄芪 20 g（批号

220701）、白附片 10 g（批号 220705）、党参 15 g（批号

220801）、干姜 10 g（批号 211203）、仙鹤草 20 g（批号

220201）、地榆炭 15 g（批号 220301）、麸炒白术 15 g

（批号 220401）、炙甘草 15 g（批号 220501）组成。所

有饮片购自四川国强中药饮片生产有限公司，并经

成都中医药大学药学院陈江副教授鉴定 ，符合

2025 年版《中华人民共和国药典》药品标准。汤剂

的制备方法同以前的描述［21］，将白附片于 6 L 蒸馏

水中浸泡 0.5 h 后，先煎 1 h，后加入其余药材共同煎

煮 1 h。过滤药液，减压浓缩，于 4 ℃储存备用。

肿瘤坏死因子-α（TNF-α，苏州近岸蛋白质科技

股 份 有 限 公 司 ，批 号 CG90）；1-（5- 碘 萘 -1- 磺 酰

基）-1H-六氢 -1，4-二氮杂卓盐酸盐（ML7 HCl，美国

Selleck 公司，批号 S8388）；苏木素-伊红（HE）染色液

（珠海贝索生物公司，批号 BA4025）；细胞增殖活性

检测（CCK-8）试剂盒（上海和元李记生物，批号

AC11L054）；最低必需培养基（MEM）、鬼笔环肽

（Phalloidin）（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号

分别为 G4550-500ML、G1041）；青霉素-链霉素和胎

牛血清（浙江天杭生物科技股份有限公司，批号分

别为 SV30010、11011-8611）；2，4，6-三硝基苯磺酸

（TNBS）5% 水溶液（美国 Sigma 公司，批号 P2297）；
β - 肌 动 蛋 白（β -actin）、Claudin-1、Occludin、ZO-1、

MLC、MLCK、p-MLC、p-MLCK、山羊抗兔辣根过氧

化物酶（HRP）、花青素 3（Cy3）标记的山羊抗兔免疫

球蛋白 G（IgG）抗体（江苏亲科生物研究中心有限公

司，批号分别是 AF7018、AF0127、DF7504、AF5145、

DF7911、AF5314、AF8618、AF5445、S0006、S0011）；
TNF- α、白 细 胞 介 素 -1β（IL-1β）、髓 过 氧 化 物 酶

（MPO）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（武汉

华美生物工程有限公司，批号分别为 CSB-E11987r、

CSB-E08055r、CSB-E08722r）；戊 巴 比 妥 钠（德 国

Merck 公司，批号 230816）；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 H20171358，

规格 25 mg/片）。
1.4　仪器     RM2016 型转轮式切片机（德国徕卡公

司）；BMJ-A 型包埋机（常州郊区中威电子仪器厂）；
3DHISTECH 型数字病理全景切片扫描仪（济南丹

吉尔电子有限公司）；WD-9405A 型脱色摇床（北京

六一仪器厂）；JY200C 型电泳仪（北京君意东方电泳

设备有限公司）；3001 型酶标仪（美国赛默飞公司）；
5200Multi型荧光图像分析系统（上海天能科技有限

公司）；BVE-4 型垂直电泳槽（武汉赛维尔生物科技

有限公司）；BX51 型荧光显微镜（日本 Olympus 公

司）；JEM-1400FLASH 型透射电镜（日本电子株式

会社）。
2 方法

2.1　动物实验验证     

2.1.1　分组、造模及给药     大鼠适应性喂养 1 周后，

随机分为正常组与造模组。除正常组外，其余大鼠

每日灌胃大黄水提物（0.3 g·kg-1），连续 14 d 以建立

“脾肾阳虚”证模型［22］。造模期间，每日观察并记录

大鼠的一般状态，当大鼠普遍出现精神萎靡、蜷缩

扎堆、活动减少及大便溏薄等符合脾肾阳虚证候的

典型表现时，即判定为证候模型复制成功［23］。第

15 天禁食 24 h，将大鼠麻醉后，经肛门插入导管

7~8 cm，缓慢注入 2，4，6-三硝基苯磺酸（TNBS）溶
液（100 mg·kg-1 溶于 0.25 mL 50% 乙醇）以诱导 UC

模型。通过体质量下降、腹泻、便血等症状确认 UC

模型成功建立。根据人与动物体表面积折算［22］，芪

附理中汤的大鼠等效给药剂量为 10.8 g·kg-1，芪附

理中汤低、中、高剂量组分别为等效剂量的 1/2、1 倍

和 2 倍，即 5.4、10.8、21.6 g·kg-1。阳性对照药美沙拉

嗪的给药剂量为 0.27 g·kg-1。将 UC 造模成功的大

鼠随机分为 6 组（n=6）：正常组，模型组，美沙拉嗪

组，芪附理中汤低、中、高剂量组。在后续机制验证

实验中，另增设抑制剂组（ML-7）和芪附理中汤+抑

制 剂 组 ，其 中 抑 制 剂 采 用 腹 腔 注 射 给 药

（3 mg·kg-1）。
2.1.2　标本采集     实验结束后，腹腔注射 2% 戊巴

比妥钠（45 mg·kg-1）麻醉，抽取大鼠腹主动脉血，

4 ℃静置 1~2 h 后，3 500 r·min-1离心 12 min（离心半

径 8 cm），分离血清，冻存于−80 ℃冰箱用于检测。

游离肛门至盲肠末端肠管，取病变明显组织置于
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4% 多聚甲醛固定液中固定；另在离体 1 min 内于冰

上用手术刀切取 1 mm3 组织块，用预冷的电镜固定

液固定。

2.1.3　含药血清的制备     将 30 只 SD 雄性大鼠随机

分为空白组和芪附理中汤组（n=15）。依据临床用量

和体表面积法换算：芪附理中汤成人（70 kg）日用生

药 120 g，折合为 1.71 g·kg-1，依据人 -大鼠换算系数

6.3［24］，计算得出大鼠的临床等效剂量为 10.77 g·kg-1。

综合考虑给药便利性与实验稳定性，本研究最终选

用 10 g·kg-1 作为大鼠灌胃剂量。实验期间，芪附理

中汤组按 10 g·kg-1 生药量灌胃，空白组给予等体积

蒸馏水，灌胃容量为 10 mL·kg-1，每日 1 次，连续 7 d。

末次灌胃前禁食 12 h，灌胃 2 h 后腹主动脉取血。血

样在 37 ℃静置 2 h 后，3 000 r·min-1 离心 10 min（离

心半径 8 cm）分离血清，56 ℃灭活 30 min 并滤过除

菌后，于−80 ℃保存备用。

2.2　细胞实验验证     

2.2.1　细胞培养与分化     Caco-2 采用含 20% 胎牛

血清（FBS）和 1% 青霉素-链霉素的 MEM 培养基，在

37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。细胞传代至第 3 代

后，将细胞接种于 Transwell 小室，培养并诱导分化

21 d，通过检测碱性磷酸酶活力确认单层屏障成熟。

2.2.2　模型建立、分组与给药     参照文献［25］的方

法，采用 TNF-α （200 μg·L-1）刺激细胞 24 h，建立肠上

皮屏障损伤体外模型。本研究通过检测到模型组的

酚红透过率相较于正常组显著升高，且光学显微镜下

细胞连接疏松，来确认模型已成功建立［25］。实验分为

以下 4 组：正常组，给予含 10% 空白大鼠血清的培养

基；TNF-α组，给予含 10% 空白血清的培养基，并用

TNF-α （200 μg·L-1）刺激 24 h；芪附理中汤组，给予含

10% 芪附理中汤含药血清的培养基，并用 TNF-α刺

激；芪附理中汤+抑制剂组，在芪附理中汤组的基础

上，加入 MLCK抑制剂 ML-7 （10 μmol·L-1）。
2.2.3　含药血清细胞增殖抑制测定与保护浓度筛

选     为确定芪附理中汤含药血清的安全有效工作

浓度，采用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测细

胞活力。Caco-2 细胞分化成熟后，以 100 μL 细胞悬

液的形式接种于 96 孔板中，加入不同浓度的含药血

清或 200 μg·L-1 TNF-α，于 37 ℃、5%CO2，饱和湿度

条件下培养 24 h。随后向每孔加入 CCK-8 溶液

10 μL，于 37 ℃ 培 养 1 h。 使 用 ELISA 测 定 每 孔

450 nm 波长下的吸光度 A。

2.2.4　酚红透过率检测     Caco-2 细胞处理结束后，

弃去 Transwell小室上下层培养基，用磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗 2 次。在上室加入含 50 mg·L-1酚红的汉

克斯平衡盐溶液（HBSS）缓冲液 0.5 mL，下室加入

HBSS 缓冲液 1.5 mL。置于 37 ℃ 培养箱孵育 1 h

后，从下室吸取 100 μL 液体至 96 孔板中，使用酶标

仪 在 560 nm 波 长 下 测 定 A，以 反 映 酚 红 的 透

过量［26］。

2.3　检测指标与方法     

2.3.1　疾病活动指数（DAI）和组织病理观察的评估     

实验期间，于每天给药前称定并记录各组大鼠体质量，

观察其粪便性状和隐血程度，计算 DAI评分。见表 1。

DAI=（体质量评分+大便性状评分+大便隐血评分）/
3［27］。将结肠组织用 4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋切片

后，用苏木素-伊红（HE）染色，在光学显微镜下观察。

根据炎症细胞浸润深度、黏膜损伤深度和隐窝结构破

坏程度计算组织病理学评分［28］。见表 2。

2.3.2　透射电镜观察大鼠结肠组织超微结构     结

肠组织用生理盐水冲洗，切块后固定于 4 ℃、2.5%

戊二醛中 2 h，浸洗 0.1 mmol·L-1磷酸缓冲液 30 min，

1% 锇 酸 固 定 液 固 定 2 h。 乙 醇 梯 度 脱 水（30%、

50%、70%、90%、100% 乙 醇 各 10 min，100% 乙 醇

3 次），环氧丙烷置换 10 min，Epon 812 浸透包埋后

切半超薄切片（50~70 nm），美兰染色定位，醋酸铀、

柠檬酸铅染色后，用透射电子显微镜观察肠上皮细

胞超微结构。

2.3.3　 ELISA 检 测 大 鼠 结 肠 组 织 TNF- α、MPO、

IL-1β含量     大鼠结肠 TNF-α、MPO、IL-1β含量测定

按照 ELISA 试剂盒的操作说明进行，每个样品设定

表 1　疾病活动指数（DAI）评分标准表

Table 1　Disease activity index （DAI） scoring criteria table

体质量下降率/%

无

<5

5~10（含 10）
10~15（含 15）
>15

大便质地

正常

介于两者之间

黏液样软便

介于两者之间

稀便

便血情况

隐血阴性

介于两者之间

隐血阳性

介于两者之间

肉眼血便

得分/分

0

1

2

3

4

表 2　组织病理学评分标准表

Table 2　Histopathological Scoring Criteria Table

分值

0

1

2

3

4

炎症程度

无

轻

重

-

-

病变深度

无

黏膜下层

肌层

浆膜层

-

隐窝的破坏程度

无

基底 1/3 隐窝破坏

基底 2/3 隐窝破坏

仅有完整表面上皮

全部隐窝和上皮破坏

病变范围/%

-
1~25

26~50

51~75

76~100
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3 个复孔，通过标准曲线计算样品含量，结果取平均

值进行统计分析。

2.3.4　 免 疫 组 化 法（IHC）检 测 大 鼠 结 肠 组 织 中

ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的表达     石蜡包埋组织

经 4 μm 切片、脱蜡、水化后，进行柠檬酸钠抗原修

复。随后，用 3% 过氧化氢（H2O2）阻断内源性过氧

化物酶，正常血清封闭。切片与一抗 ZO-1（1∶200）、
Occludin（1∶200）和 Claudin-1（1∶200）在 4 ℃孵育过

夜，再与 HRP 标记山羊抗兔 IgG 二抗（1∶200）室温

孵育 1 h。二氨基联苯胺显色，苏木素复染核，中性

树胶封片。以 PBS 替代一抗作为阴性对照。显微

镜下观察并采集图像。

2.3.5　 Phalloidin 染 色 观 察 Caco-2 细 胞 骨 架 形

态     将细胞爬片用 4% 多聚甲醛固定，0.5%Triton X-

100 破膜。加入 Phalloidin 工作液，室温避光孵育

10 min。复染 DAPI后，用抗荧光淬灭剂封片。在荧

光显微镜下观察 F-肌动蛋白（F-actin）细胞骨架形态

并采集图像

2.3.6　免疫荧光法（IF）检测大鼠结肠组织和细胞

ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的表达     将处理好的细

胞和结肠组织切片用 5%BSA 封闭 30 min，随后与

适 当 的 一 抗 ZO-1（1∶100）、Occludin（1∶100）、

Claudin-1（1∶100）在 4 ℃下孵育过夜。PBS 洗涤后，

孵育荧光 CY3 标记山羊抗兔二抗（1∶200）和 DAPI。

使用 4′，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）复染描绘核

结构，并用甘油基抗褪色介质封片。使用荧光显微

镜捕获图像。

2.3.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠结

肠组织和 Caco-2 细胞中 MLCK/p-MLC 信号通路相

关蛋白的表达     收集 Caco-2 细胞及结肠组织样本，

提取总蛋白后采用聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）法
进行蛋白浓度定量。将蛋白样品分离并调整浓度

后，置于电泳槽中进行电泳分离。随后将蛋白转移

至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，使用 5% 脱脂牛奶室温

封闭 2 h。封闭结束后，将膜与一抗 ZO-1、Occludin、

Claudin-1、MLC、MLCK（1∶ 1 000），p-MLC、

p-MLCK（1∶500），β-actin（1∶5 000）于 4 ℃条件下孵

育过夜。去除一抗后，采用 TBST 缓冲液洗涤膜

3 次，随后与 HRP 标记山羊抗兔 IgG 二抗（1∶5 000）
室温孵育 2 h。经 TBST 充分洗涤后，使用增强化学

发光 ECL 化学发光试剂显影，并通过化学发光成像

系统采集图像，最后采用 Image J软件分析灰度值。

2.4　统计分析     采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计分析，所有数据以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单

因素方差分析（One-way ANOVA），然后进行 Tukey

多重比较检验。P<0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　芪附理中汤对UC大鼠一般状况与结肠病理损伤

的影响     与正常组比较，模型组大鼠在造模后出现

显著的体质量下降、腹泻、便血等症状，DAI 评分显

著升高（P<0.01）。与模型组比较，芪附理中汤各剂

量组及美沙拉嗪组大鼠体质量显著升高（P<0.01），
DAI评分均明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 3。HE

染色结果显示，与正常组比较，模型组大鼠结肠黏膜

结构严重破坏，腺体排列紊乱，并伴有大量炎症细胞

浸润，且组织病理学评分显著升高（P<0.01）；与模型

组比较，芪附理中汤各剂量组病理损伤显著减轻，组

织病理学评分显著降低（P<0.01）。见图 1。

3.2　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠组织炎症因子的影

响     与正常组比较，模型组大鼠结肠组织中性粒细

胞标志物 MPO 及促炎因子 TNF-α、IL-1β水平显著

升高（P<0.01）。与模型组比较，芪附理中汤各剂量

组 MPO、TNF- α、IL-1β 水 平 明 显 降 低（P<0.05，

P<0.01）。见表 4。

3.3　芪附理中汤对 UC 大鼠肠道屏障完整性的影

响     透射电镜观察发现，模型组肠上皮细胞间 TJ

结构模糊、间隙增宽，微绒毛脱落；与模型组比

较，芪附理中汤组的 TJ 结构清晰，微绒毛排列相

表 3　芪附理中汤对 UC 大鼠体质量、DAI 评分及组织病理学评分的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Qifu Lizhong decoction on body weight， DAI score， and histopathological score in UC rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

芪附理中汤低剂量组

芪附理中汤中剂量组

芪附理中汤高剂量组

美沙拉嗪组

剂量/g·kg-1

5.4

10.8

21.6

0.27

体质量/g

302.60±75.33

240.20±25.831）

274.00±42.543）

279.40±50.473）

275.00±45.813）

270.90±42.663）

DAI评分/分

0.00±0.00

2.03±1.671）

1.42±1.392）

1.19±1.303）

1.36±1.343）

1.28±1.383）

组织病理学评分/分

0.00±0.00

11.84±0.581）

7.45±0.423）

5.60±0.663）

6.54±0.473）

7.23±0.313）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 4 同）
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对规整。见图 2。 IHC 结果显示，模型组结肠 TJ

蛋白 ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 表达显著减弱且

分布断续；经芪附理中汤干预后，上述蛋白的表

达显著恢复。见图 3。上述结果中，芪附理中汤

中剂量组治疗效果最明显。基于芪附理中汤中

剂量组在改善结肠组织病理、抗炎、保护屏障方

面的显著效果，后续机制研究选取该剂量组进行

观察。

3.4　 芪附理中汤含药血清对体外肠道屏障的影

响     酚红透过率结果显示，与正常组 A比较，TNF-α组

A显著升高（P<0.01）。显微镜下观察结果显示，TNF-α

组细胞连接疏松，形态不规则，失去了致密的“鹅卵石”

表 4　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠炎症因子的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of Qifu Lizhong decoction on inflammatory factors in colons of UC rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

芪附理中汤低剂量组

芪附理中汤中剂量组

芪附理中汤高剂量组

美沙拉嗪组

剂量/g·kg-1

5.4

10.8

21.6

0.27

TNF-α/ng·L-1

20.13±4.23

30.07±2.811）

23.69±3.512）

22.29±3.093）

23.90±3.492）

24.29±1.532）

IL-1β/ng·L-1

91.14±2.78

281.60±5.871）

220.30±4.903）

184.40±4.463）

202.50±6.343）

200.40±6.913）

MPO/μg·L-1

22.29±2.10

32.14±3.121）

27.47±2.362）

25.37±3.403）

26.30±2.063）

27.18±2.392）

注：A.正常组；B.模型组；C.芪附理中低剂量组；D.芪附理中中剂量组；E.芪附理中高剂量组；F.美沙拉嗪组（图 2、图 3 同）
图 1　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠组织病理学改变的影响  （HE，×200）
Fig. 1　Effect of Qifu Lizhong decoction on histopathological changes in colonic tissue of UC rats （HE，×200）

图 3　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠 ZO-1、Occludin、Claudin-1 表达的影响  （IHC，×400）
Fig. 3　Effect of Qifu Lizhong decoction on expression of ZO-1， Occludin and Claudin-1 in colon of UC rats （IHC，×400）

图 2　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠 TJ 的影响  （透射电镜，×10 000）
Fig. 2　Effect of Qifu Lizhong decoction on TJ in colon of UC rats （TEM，×10 000）
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样结构。CCK-8检测结果表明，与正常组比较，TNF-α
模型组细胞活力显著下降（P<0.01）；与TNF-α组比较，

10% 浓度的芪附理中汤含药血清对 Caco-2 细胞未

表现出增殖抑制作用，因此被确定为最大无毒浓

度；10% 芪附理中汤含药血清能显著恢复细胞活力

至正常水平，差异有统计学（P<0.01），因此选择该浓

度进行后续干预。形态学观察结果显示，经 10% 芪

附理中汤含药血清处理后，Caco-2 细胞生长状态良

好，单层完整性得到有效维持。此外，Phalloidin 染

色显示，TNF-α组细胞骨架 F-actin 解聚、紊乱，形成

应力纤维；芪附理中汤含药血清处理后可显著维持

F-actin 的正常网状结构。见图 4、图 5、表 5。

3.5　芪附理中汤对 UC 大鼠 MLCK/p-MLC 信号通

路的影响     为探究芪附理中汤修复肠道屏障的潜

在机制，采用 IF 和 Western blot 对结肠组织中 TJ 蛋

白进行检测。结果显示，与正常组比较，模型组结

肠组织中 ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的荧光信号

减 弱 且 分 布 断 续 ，蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<0.05，

P<0.01）；与模型组比较，芪附理中汤组干预后，

ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 在细胞连接处的连续

线 性 分 布 明 显 恢 复 ，并 且 蛋 白 表 达 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01）。与芪附理中汤比较，芪附理中

汤+抑制剂组 TJ 蛋白的恢复效果表现出协同增强

效应，提示芪附理中汤的屏障保护作用与 MLCK

信号通路密切相关。为验证这一推测，本研究检

测了该通路关键蛋白的磷酸化水平。Western blot

分析表明，与正常组比较，模型组大鼠结肠组织中

p-MLC 和 p-MLCK 蛋白水平显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，芪附理中汤组及芪附理中汤+抑制

剂 组 p-MLC、p-MLCK 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<

0.01），且联合用药组的抑制作用更显著。见表 6、

图 6、图 7。

图 5　芪附理中汤对 Caco-2 细胞 F-actin 的影响  （鬼笔环肽，×200）
Fig. 5　Effect of Qifu Lizhong decoction on F-actin in Caco-2 cells 

（Phalloidin，×200）

注：A.正常组；B.TNF-α组；C.芪附理中汤组（图 5 同）
图 4　芪附理中汤对 Caco-2 细胞形态学的影响  （倒置显微镜，×200）
Fig. 4　 Effect of Qifu Lizhong decoction on morphology of Caco-2 

cells （inverted microscope，×200）

表 5　芪附理中汤含药血清对 Caco-2 细胞活力的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　 Effect of serum containing ingredients of Qifu Lizhong 

decoction on viability of Caco-2 cells （x̄± s，n=6）

组别

正常组

TNF-α组

芪附理中汤组

体积分数/%

5

10

15

20

细胞活力/%

100.00±0.00

54.42±7.072）

89.03±4.384）

92.70±4.614）

82.15±6.211）

76.37±3.764）

注 ：与 正 常 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 TNF- α 组 比

较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 6、表 7 同）

表 6　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠 MLCK/p-MLC 信号通路相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Qifu Lizhong decoction on expression of MLCK/p-MLC signaling pathway-related proteins in colonic tissues of UC rats 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

芪附理中汤组

抑制剂组

芪附理中汤+抑制剂组

剂量

10.8 g·kg-1

10 μmol·L-1

10.8 g·kg-1+ 10 μmol·L-1

ZO-1

/β-actin

1.00±0.14

0.47±0.021）

0.90±0.053）

0.89±0.063）

1.13±0.304）

Occludin

/β-actin

1.00±0.11

0.59±0.062）

0.92±0.044）

0.83±0.103）

1.02±0.064）

Claudin-1

/β-actin

1.00±0.17

0.29±0.032）

0.64±0.083）

0.56±0.08

0.73±0.194）

MLC

/β-actin

1.00±0.22

5.99±1.652）

2.44±0.693）

5.26±1.46

1.06±0.454）

MLCK

/β-actin

1.00±0.31

5.12±0.512）

1.61±0.324）

2.82±0.164）

1.21±0.284）

p-MLC

/β-actin

1.00±0.54

7.45±1.082）

2.20±0.834）

4.41±0.954）

1.25±0.634）

p-MLCK

/β-actin

1.00±0.36

6.60±0.922）

2.47±1.534）

5.12±1.06

1.14±0.584）
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体外实验结果一致，与正常组比较，TNF-α组

ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 荧 光 信 号 减 弱 ，

p-MLC、p-MLCK 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与
TNF- α 组 比 较 ，芪 附 理 中 汤 + 抑 制 剂 组 TJ 蛋 白

ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的表达与定位恢复正

常，p-MLC、p-MLCK 蛋白表达显著降低（P<0.01），
差异具有统计学意义。综上所述，芪附理中汤通

过抑制 MLCK/p-MLC 信号通路，稳定 TJ 蛋白的表

达与定位，从而修复受损的肠道屏障。见图 8、

表 7、图 9。

4 讨论

UC 作为炎症性肠病的一个亚型，其核心病理

特征为结肠黏膜和黏膜下层的慢性炎症［1］。近年

来，UC 全球发病率持续上升，并且存在向结肠炎相

关癌症发展的潜在风险［2］。当前临床治疗以氨基水

杨酸制剂、免疫抑制剂、糖皮质激素等为主，部分患

者应答不佳［29］。因此，亟需阐明 UC 的发病机制、探

索安全有效的新型治疗方案。越来越多的证据表

明，肠黏膜屏障结构和功能的破坏是 UC 发病的关

键环节之一［30］。其中，由肠上皮细胞及 TJ 构成的机

械屏障受损是 UC 进展的重要因素［30-31］。因此，修复

受损的肠道屏障是 UC 治疗的重要靶点。UC 属于

中医“久痢”范畴，慢性持续型 UC 常见的中医证候

注：A.正常组；B.模型组；C.芪附理中汤组；D.抑制剂组；E.芪附理中汤+抑制剂组（图 7 同）
图 6　芪附理中汤对 UC 大鼠结肠 ZO-1、Occludin、Claudin-1 表达的影响  （IF，×400）
Fig. 6　Effect of Qifu Lizhong decoction on expression of ZO-1， Occludin and Claudin-1 in colon of UC rats （IF，×400）

图 7　UC 大鼠结肠 MLCK/p-MLC 信号通路相关蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of MLCK/p-MLC signaling pathway-

related proteins expression in colonic tissues of UC rats

注：A.正常组；B.TNF-α组；C.芪附理中汤+抑制剂组；D.芪附理

中汤组（图 9 同）
图 8　 芪 附 理 中 汤 含 药 血 清 对 Caco-2 细 胞 ZO-1、Occludin、

Claudin-1 表达的影响  （IF，×400）
Fig. 8　 Effect of Qifu Lizhong decoction-containing serum on 

expression of ZO-1， Occludin and Claudin-1 in Caco-2 cells 

（IF，×400）
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为脾肾阳虚证［32］。正如《景岳全书》言：“其病本则

不在广肠而在脾肾”。芪附理中汤是本团队在经典

名方“附子理中汤”基础上加黄芪、仙鹤草、地榆炭

化裁而成。方中附子温补肾阳；干姜温中散寒；黄
芪、党参、炒白术益气健脾、培补中土；地榆炭、仙鹤

草敛疮止血，解毒止痢；炙甘草补脾益气、缓急止

痛。诸药合用，共奏温补脾肾、固涩止泻之效。附

子理中汤加味现已广泛用于 UC 的临床治疗［33］。此

外，现代药理学研究表明，芪附理中汤核心成分在

UC 的治疗中发挥多种作用机制。如党参多糖可以

调节肠道微生物群和短链脂肪酸（SCFA）/G 蛋白偶

联受体（GPR）/NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）途径缓

解 UC［34］；白术多糖通过调节 17 型辅助性 T 细胞

（Th17）/调 节 性 T 细 胞（Treg）细 胞 的 平 衡 以 减 轻

UC［35］。本研究证实，该方能显著改善脾肾阳虚型

UC 大鼠的一般状况、降低 DAI 评分、减轻结肠组织

的病理损伤，并下调炎症因子水平。这些结果表

明，芪附理中汤具有多维度的治疗作用，契合中医

药整体调节特点，也为其传统功效提供了实验依

据。然而，其具体作用机制还有待进一步验证。

肠道黏膜机械屏障的完整性是维持机体内环境

稳定、抵御外邪侵袭的关键［16］。该屏障功能的核心结

构基础是肠上皮细胞间的 TJ 复合物，其主要由

Occludin、Claudins及 ZO-1等构成［31］。TJ结构的完整

性对于调控细胞旁路通透性至关重要。多项研究表

明，TJ 的破坏可能导致肠道黏膜屏障结构和功能损

伤，进而增加肠道通透性并加剧炎症反应［36-38］。本研

究验证了芪附理中汤对肠黏膜机械屏障的修复作用。

在超微结构层面，透射电镜结果直观显示芪附理中汤

能够维持 TJ复合体的超微结构，保护上皮细胞微绒毛

的正常形态。在分子层面，芪附理中汤显著上调了构

成 TJ 核心蛋白 ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 的表达，

并恢复了其在细胞连接处连续、线性的正常分布。上

述证据共同表明，修复受损的肠道机械屏障是芪附理

中汤发挥治疗作用的重要机制之一，也为其中医“固

涩”的功效提供了现代生物学解释。

为进一步探究芪附理中汤修复屏障的深层分

子机制，本研究聚焦于调控 TJ 通透性的 MLCK/

p-MLC 信号通路。先前的研究表明，MLCK/p-MLC

信号通路在炎症等因素诱导的上皮屏障功能障碍

中发挥重要作用［39］。TJ 蛋白分子结构的解聚和重

排是肠道黏膜屏障损伤的重要原因之一 ，其中

p-MLC 在肠道屏障损伤中起着关键作用［30］。MLC

磷酸化可驱动 F-actin 应力纤维收缩，导致 TJ 复合物

解体和屏障功能障碍［40-41］。抑制 MLC 磷酸化，可以

修 复 肠 上 皮 屏 障 ，缓 解 UC 病 理 损 伤［17，42］。 而

MLCK 是一种钙调蛋白依赖性激酶，可以介导 MLC

发生磷酸化［43］。与以往研究一致，本研究发现，在

UC 模型大鼠结肠组织及 TNF-α诱导的 Caco-2 细胞

中，p-MLCK 和 p-MLC 水平均显著上调，与屏障功

能受损状态相符。而芪附理中汤干预能有效抑制

MLCK 及 MLC 的磷酸化水平。此外，芪附理中汤与

MLCK 特异性抑制剂 ML-7 联合应用时，对 TJ 蛋白

的恢复作用表现出协同增强效应。这一结果提示，

MLCK/p-MLC 信号通路是芪附理中汤发挥屏障保

护作用的一个重要靶点。通过抑制该通路，芪附理

中汤可以阻止肌动蛋白骨架的过度收缩，从而稳定

TJ蛋白复合体，以发挥对肠道屏障的保护作用。

本研究采用了贴近临床的病证结合模型，并结

合体内外实验揭示了机制，但仍存在证候评价指标需

客观化等局限。综上所述，本研究证实芪附理中汤能

有效改善实验性 UC，其机制可能与靶向抑制 MLCK/

图 9　Caco-2 细胞 MLCK/p-MLC 信号通路相关蛋白表达电泳

Fig. 9　 Electrophoresis of MLCK/p-MLC signaling pathway-

related proteins expression in Caco-2 cells

表 7　芪附理中汤对 Caco-2 细胞 MLCK/p-MLC 信号通路相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Qifu Lizhong decoction on expression of MLCK/p-MLC signaling pathway-related proteins in Caco-2 cells （x̄± s，n=3）

组别

正常组

TNF-α组

芪附理中汤+抑制剂组

芪附理中汤组

浓度

10% 含药血清+10 μmol·L-1

10% 含药血清

MLC/β-actin

1.00±0.78

4.75±0.312）

1.72±0.724）

2.18±0.754）

MLCK/β-actin

1.00±0.17

5.31±0.322）

1.56±0.384）

4.07±0.623）

p-MLC/β-actin

1.00±0.09

5.35±0.272）

1.47±0.464）

2.65±0.504）

p-MLCK/β-actin

1.00±0.65

8.24±0.822）

2.74±1.364）

3.63±1.724）
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p-MLC信号通路，进而稳定 TJ结构、修复肠道屏障完

整性有关。这揭示了其“固涩止泻”功效的现代生物

学内涵，为临床应用奠定了药理学基础。
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