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黄连粗多糖协同小檗碱改善溃疡性结肠炎
肠黏膜屏障损伤的作用
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［摘要］ 目的：考察黄连粗多糖与小檗碱在溃疡性结肠炎小鼠治疗中的协同作用。方法：采用雄性 BALB/c 小鼠 30 只随

机分为 5 组，除正常组 6 只外，其余在小鼠日常饮水中给予 5% 葡聚糖硫酸钠建立结肠炎模型。建模成功后，每组分别进行灌

胃给药 4 d，每日 1 次，小檗碱组（100 mg·kg-1 BBR）、小檗碱+低剂量粗多糖组（100 mg·kg-1 BBR+22.8 mg·kg-1 CCP）、小檗碱+

高剂量粗多糖组（100 mg·kg-1 BBR+45.6 mg·kg-1 CCP），模型组和正常组灌胃同体积生理盐水。实验结束后处死小鼠提取结

肠，通过蛋白免疫印迹法检测小鼠结肠组织紧密连接闭锁连接蛋白 -1（ZO-1）、紧密连接蛋白 -1（Claudin-1）和闭合蛋白

（Occludin）蛋白的表达。以正常组为对照，评价各治疗组模型小鼠疾病活动指数（DAI）评分、结肠长度、结肠组织形态和结肠

紧密连接蛋白的表达水平。结果：与正常组比较，模型组小鼠 ZO-1、Claudin-1 和 Occludin 蛋白表达显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，小檗碱组 Claudin-1 蛋白表达无明显差异，ZO-1 和 Occludin 蛋白表达显著升高（P<0.01），黄连粗多糖联合小檗碱组

Claudin-1、ZO-1 和 Occludin 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与小檗碱组比较，黄连粗多糖联合小檗碱组紧密连接蛋白表达明显

强于小檗碱单独给药（P<0.05）。结论：黄连粗多糖协同小檗碱给药能有效改善溃疡性结肠炎小鼠肠黏膜屏障损伤。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the synergistic effect of Coptidis Rhizoma crude polysaccharide

（CCP）and berberine（BBR）in treating ulcerative colitis（UC）model mice. Method：： Thirty male BALB/c

mice were randomized into five groups. Except the 6 mice in the normal group，the rest were given 5% dextran

sodium sulfate in their daily drinking water to establish the UC model. After modeling， the mice were

administrated with corresponding agents by gavage once daily for 4 days：BBR（100 mg·kg−1）group，BBR

（100 mg·kg−1）+ low-dose（22.8 mg·kg−1）CCP group，BBR（100 mg·kg−1）+ high-dose（45.6 mg·kg−1）CCP
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group. The mice in the model group and normal group were administrated with the same volume of normal saline.

At the end of the experiment，the mice were sacrificed for the collection of colon，and the expression of tight

junction proteins zonula occluden-1（ZO-1），Claudin-1，and Occludin in colon tissue was detected by Western

blot. With the normal group as the control， the disease activity index（DAI）score，colon length，colon

histomorphology，and expression levels of tight junction proteins in other groups were evaluated. Result：：

Compared with the normal group，the modeling down-regulated the protein levels of ZO-1，Claudin-1，and

Occludin（P<0.01）. Compared with the model group，BBR did not significantly change the protein level of

Claudin-1 and up-regulated those of ZO-1 and occludin（P<0.01）. The expression levels of Claudin-1，ZO-1，

and Occludin were up-regulated in BBR + CCP groups（P<0.01）. The expression levels of tight junction proteins

in BBR + CCP groups were significantly higher than those in the BBR group（P<0.05）. Conclusion：： The

administration of CCP combined with BBR can effectively ameliorate intestinal mucosal barrier damage in the

mice with UC.

［［Keywords］］ Coptidis Rhizoma crude polysaccharide；berberine；ulcerative colitis；tight junction proteins

溃疡性结肠炎（UC）是一种反复发作的慢性非

特异性肠道炎症性疾病，患者通常表现为腹痛、腹

泻及脓血便的症状［1］，易复发、久治不愈，还会导致

结肠癌风险增加，现已被世界卫生组织列为世界难

治病之一［2-3］。目前，UC 的治疗药物临床上主要有

生物制剂、免疫抑制剂、糖皮质激素以及氨基水杨

酸制剂几种类型，但临床发现他们多半存在疗效多

变、个体差异大和不良反应多等方面的问题［4-6］。传

统中医药在 UC 治疗中的应用已有千余年的历史，

其优势在于能降低复发率［7］。

研究认为，UC 发病机制与肠黏膜屏障功能的

完整性密切相关，当肠黏膜屏障发生损失时，肠道

内的抗原性物质和病菌等会易位并激活黏膜固有

层的免疫系统，从而引起过度持续的免疫炎症反应

的发生，导致肠道组织损伤致使 UC 的发生与发

展［8-10］。紧密连接主要由闭合小环蛋白闭锁连接蛋

白 -1（ZO-1）等外周胞浆蛋白和紧密连接蛋白 -1

（Claudin-1）、闭合蛋白（Occludin）等膜蛋白组成，是

维持肠黏膜屏障的重要组成部分。因此，肠黏膜屏

障结构与功能的修复是 UC 治疗中的重要靶点［11-12］。

在中药治疗 UC 中，黄连及以黄连为主药的中

药复方有着良好的治疗效果。中药及其复方通常

以汤剂的形式供患者使用，而在汤剂的煎煮过程中

多种有效成分会从药材中析出。黄连药材煎煮过

程中，小檗碱和黄连粗多糖等多种成分共同溶解分

散于汤剂中。小檗碱是黄连的主要活性成分之一，

研究发现小檗碱治疗 UC 具有复发率低、不良反应

小、疗效显著等特点［13］。也有研究证实黄连以汤剂

剂型给药，其疗效优于相应剂量的小檗碱单独口服

给药［14-15］。课题组前期研究发现黄连水煎液中的黄

连 粗 多 糖 可 以 调 节 肠 黏 膜 屏 障 和 肠 道 免 疫 功

能［16-17］。该作用提示在黄连抗炎症性肠炎过程中，

黄连粗多糖可能与小檗碱协同发挥抗炎作用。

本研究拟建立 UC 小鼠模型，通过单独给予小

檗碱及联合给予黄连粗多糖治疗 UC 小鼠，通过检

测小鼠结肠组织中紧密连接蛋白的表达来评估黄

连粗多糖协同小檗碱改善 UC 小鼠肠黏膜屏障的损

伤作用。

1 材料

1.1 动物 雄性 SPF 级健康 BALB/c 小鼠，实验动

物生产合格证号 SCXK（浙）2019-0004，体质量（20±

5）g，由合肥市安徽医科大学动物实验中心提供，实

验环境为 SPF 级，环境温度为（24±2）℃，12 h 昼夜

循环，饲养期间自由采食和饮水。均遵照动物实验

原则进行研究，符合伦理学规定，动物伦理编号

AHUCM-mouse-2021119。实验结束后将小鼠麻醉，

采用小鼠颈椎脱臼法处死小鼠。

1.2 药物与试剂 黄连购买于安徽天河中药材公

司，批号 20190811，经安徽中医药大学刘守金教授

鉴定正品；小檗碱原料药（纯度≥98%，上海源叶生物

科技有限公司，批号 YSBJ20140617）；葡聚糖硫酸

钠（DSS，美伦生物技术有限公司，批号 DST190716-

038）；增强化学发光法（ECL）超敏试剂盒（美国

Thermo Scientific 公司，批号 RF232184A）；ZO-1 兔

源多克隆抗体（博士德生物工程有限公司，批号 bs-

1329R）；Occludin、Claudin-1 兔源多克隆抗体（成都

正能生物技术有限责任公司，批号分别为 502601、

343203）；β-肌动蛋白（β-actin）鼠源单克隆抗体、辣

根过氧化物酶（HRP）山羊抗鼠抗体（美国 Abbkine

公 司 ，批 号 分 别 为 ATQAP1801、ATQ-MA2701）；
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HRP 山 羊 抗 兔 抗 体（ 美 国 Affinity 公 司 ，批 号

2847b43）；苏木素（广州市欣源贸易有限公司，批号

20190224）；伊红（北京索莱宝科技有限公司，批号

20191123）；葡萄糖对照品（酷尔化学科技有限公

司，批号 T166E314，纯度>99%）；硫酸、苯酚（国药集

团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20190425、

20190121）和其他常规化学试剂均为分析纯均购自

国药集团化学试剂有限公司。

1.3 仪器 DM2000 型荧光倒置显微镜（德国 Lecia

公司）；THZ-82A 型数显气浴恒温振荡器（常州普天

仪器制造有限公司）；FA1604 型电子天平（上海舜宇

恒平科学仪器有限公司）；FD-ID-50 型冷冻干燥机

（北京博医康实验仪器有限公司）；UV757CRT 型紫

外 -可见分光光度计（上海精科仪器有限公司）；
Milli-Q 型超纯水系统（美国 Millipore公司）。
2 方法

2.1 黄连多糖的提取及含量测定 称取黄连粗粉

35 g 于蒸馏烧瓶中，加超纯水 490 mL 搅拌煎煮，水

浴锅加热至 95 ℃，1.5 h 后取趁热取滤液，重复 3 次

合并滤液后旋蒸至少量。然后以 Sevage 法除蛋白，

醇沉后洗涤冷冻干燥即可。采用硫酸 -苯酚法测总

糖含量：配制 5% 的苯酚溶液、对照品葡萄糖母液

100 mg·L-1。精密量取母液 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL

加超纯水定容至 2 mL，配制成质量浓度分别为 20、

40、60、80、100 mg·L-1 的葡萄糖系列标准液。向标

准液中加入 5% 苯酚溶液 1 mL，充分摇匀，再沿壁缓

慢加入浓硫酸 5 mL 混匀，置于沸水中加热 15 min。

冷却至室温，用紫外分光光度仪于 490 nm 波长处测

各浓度葡萄糖的吸光度 A。

2.2 动物造模 30 只雄性 BALB/c 小鼠适应性饲

养 1 周后，以 5% DSS 溶液作为饮用水 4 d 诱导 UC

模型［18］。实验期间每天观察记录小鼠的体质量、腹

泻、便血、活动状态和死亡情况。计算小鼠疾病活

动指数（DAI）评分值。结肠炎小鼠的 DAI评分标准

见表 1。DAI 值为体质量丢失评分、腹泻评分和便

血评分三者和的均值，当小鼠 DAI 值达到 1 分及以

上时，即可判定小鼠结肠炎造模成功［19］。

2.3 分组与给药 将 UC 建模成功小鼠随机分为

4 组，分别为模型组、小檗碱组（BBR 组）、小檗碱+低

剂量多糖组（BBR+CCPL 组）和小檗碱+高剂量多糖

组（BBR+CCPH 组），以健康小鼠为正常组 ，每组

6 只。BBR 组灌胃 100 mg·kg-1 小檗碱溶液；BBR+

CCPL组灌胃 100 mg·kg-1小檗碱和 22.8 mg·kg-1黄连

粗多糖混合溶液；BBR+CCPH 组灌胃 100 mg·kg-1小

檗碱和 45.6 mg·kg-1黄连粗多糖混合溶液；模型组小

鼠以相同的方式给予等体积的生理盐水，连续给药

治疗 4 d。

2.4 小鼠生理状态观察 自开始造模之日起，每日

观察并记录小鼠精神状态、进食、饮水和排便等一

般情况，每日定时称量小鼠体质量，计算 DAI评分。

2.5 苏木素-伊红（HE）观察结肠形态及组织结构变

化 实验结束后处死小鼠，取出结肠并观察拍照。

剪取各处理组小鼠结肠中段长度约为 1 cm 的肠组

织，固定后石蜡包埋，切成 5 μm 切片，其余结肠组织

冻存。切片用苏木素和伊红染色后显微镜下观察

结肠形态及组织结构变化。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠结肠

组织紧密连接蛋白表达水平 将 2.5 项中取下的肠

组织置于 2 mL 匀浆器中球杖部位，加强裂解液于冰

上裂解 30 min，4 ℃下 12 000 r·min-1离心 10 min（离

心半径 4 cm）。取上清液以 4∶1 体积加入上样缓冲

液，煮沸 5 min。SDS-PAGE 电泳采用 5% 浓缩胶和

12% 分离胶，电泳 2 h，转膜 2 h。转膜结束后 5% 的

脱脂奶粉 37 ℃封闭，再用 TBST 漂洗，分别使用 ZO-

1、Occludin、Claudin-1 抗体（1∶500）4 ℃过夜孵育。

TBST 漂洗 3 次，然后分别使用 HRP 标记的二抗（1∶

5 000）在 37 ℃孵育 1 h，漂洗 3 次后使用 ECL 显色液

进行曝光，将曝光结果用 Image J 软件进行解析，获

得灰度值数据。

2.7 统计学分析 用 SPSS 统计软件包进行处理，

计量资料均用 x̄± s 表示，多组间检验采用方差分析，

以 P<0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 ，采 用 Graphpad

8.3.0 软件制作图表。

3 结果

3.1 黄连药材多糖含量 以硫酸 -苯酚法建立多糖

含量测定方法，以 A 为纵坐标、葡萄糖标准溶液浓度

（C）为横坐标进行线性回归，得到回归方程为 A=

0.001 5C+0.001 3（R² =0.994 9），说 明 在 20~

100 mg·L-1 质量浓度所测得标曲呈良好的线性关

表 1 疾病活动指数 DAI评分

Table 1 DAI score of disease activity index

评分/分

0

1

2

3

4

体质量下降/%

无

1~5

5~10

10~15

>15

粪便性状

正常

软便

松散

稀便

水样便

便血

正常

介于两者之间

隐血

介于两者之间

显性便血
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系。经过计算发现实验提取黄连粗多糖的提取率

约 为 2.1%，黄 连 粗 多 糖 的 糖 质 量 分 数 约 为（75±

3）%。经计算实验提取的黄连粗多糖在黄连中质量

分数约为 1.57%。目前临床应用黄连解毒汤治疗

UC 的用量为 10 g·d-1［20］，药典规定小檗碱在黄连中

的含量不得低于 5.5%，按人 -小鼠体表面积可以算

出小檗碱的量不低于 71.5 mg·kg-1，因此本研究选用

100 mg·kg-1 剂量的小檗碱进行实验研究。本文使

用的黄连粗多糖剂量为 22.8 mg·kg-1，该剂量符合黄

连药材中小檗碱与黄连粗多糖的含量比。为明确

黄连粗多糖在肠黏膜屏障修复中的作用，本研究增

加了 45.6 mg·kg-1 剂量的黄连粗多糖与 100 mg·kg-1

剂量小檗碱合用组。

3.2 对 UC 小鼠 DAI评分的影响 实验期间每日记

录小鼠体质量，大便性状和便血情况，进行 DAI 评

分。实验过程中各给药组无小鼠死亡现象，模型组

小鼠于实验第 7 天死亡 1 只。各组小鼠 DAI 评分

值，与正常组比较，模型组小鼠 DAI 评分显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，各给药组 DAI 评分显著

降低（P<0.01）；小檗碱联合多糖给药后 DAI 评分低

于 BBR 组，并且 BBR+CCPH 组评分又低于 BBR+

CCPL组（P<0.05）。见表 2。

3.3 对 UC 小鼠结肠长度的影响 与正常组比较，

模型组小鼠结肠长度显著缩短（P<0.01）；与模型组

比较，各给药组结肠长度缩短现象显著改善（P<

0.01）；与 BBR 组比较，BBR+CCPH 组和 BBR+CCPL

组结肠恢复程度明显升高，BBR+CCPH 组结肠长度

恢复程度明显高于 BBR+CCPL组（P<0.05）。上述结

果说明，黄连粗多糖可提高小檗碱修复结肠的疗

效，并且较高剂量的黄连粗多糖效果更优。见表 2。

3.4 对 UC 小鼠结肠组织形态的影响 正常组小鼠

肠黏膜形态完整，腺体排列整齐、无溃疡，肠腺细胞

排列规则，隐窝内无中性粒细胞浸润、无缩短，杯状

细胞数目正常无减少。模型组小鼠结肠黏膜遭严

重破坏，溃疡数目多且范围广，有炎症细胞浸润，隐

窝排列紊乱甚至消失。经过给药治疗后，其结肠损

伤均有不同程度的恢复。BBR 组小鼠结肠黏膜有

所恢复，但腺体的形态恢复不完全。BBR+CCPL 组

腺体恢复情况优于 BBR 组，部分杯状细胞已接近正

常形态。BBR+CCPH 组恢复情况最好，腺体已经接

近正常形态，隐窝内多数浸润状态已恢复，杯状细

胞排数目接近正常水平。见图 1。

3.5 对 UC 小鼠结肠上皮组织紧密连接蛋白表达水

平的影响 与正常组比较，模型组小鼠结肠组织中

的 ZO-1、Claudin-1 和 Occludin 蛋白的表达量显著降

低（P<0.01）；与 模 型 组 比 较 ，BBR 组 中 ZO-1 和

Occludin 蛋白表达显著升高（P<0.01），Claudin-1 蛋

白表达无明显变化；而小檗碱联合多糖给药后这 3

种蛋白表达明显升高，其中与 BBR+CCPH 组比较，

BBR+CCPL 组 蛋 白 表 达 增 高（P<0.05），与 BBR+

CCPL 组比较，BBR 组蛋白表达明显增高，差异有明

显统计学意义（P<0.05），说明较高剂量的黄连粗多

糖协同小檗碱对 UC 小鼠肠黏膜屏障的保护效果更

佳。见表 3、图 2。

4 讨论

近年来，受多种因素的影响，UC 发病人数日益

表 2 黄连粗多糖协同小檗碱对 UC 小鼠 DAI评分和结肠长度的影

响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Coptidis Rhizoma crude polysaccharide（CCP）
combined with berberine on DAI score and colon length in UC

mice（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

BBR 组

BBR+CCPL组

BBR+CCPH组

剂量/mg·kg-1

100

100+22.8

100+45.6

DAI评分/分

0.11±0.16

2.95±0.231）

2.06±0.302）

1.56±0.252，3）

1.00±0.272，3，4）

结肠长度/cm

5.60±0.19

3.68±0.121）

4.20±0.132）

4.56±0.162，3）

4.92±0.212，3，4）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 BBR 组

比较 3）P<0.05；与 BBR+CCPL组比较 4）P<0.05（表 3 同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. BBR 组；D. BBR+CCPL组；E. BBR+CCPH组

图 1 黄连粗多糖协同小檗碱对 UC小鼠病理情况的改变（HE，×100）
Fig. 1 Effect of CCP combined with berberine on pathological changes of UC mice（HE，×100）

··74



第 28 卷第 13 期
2022 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 13

Jul. ，2022

增加［21］。由于其发病具有反复性、治疗周期长、难

以治愈的特点，临床上治愈 UC 存在一定难度［22］。

UC 严重危害人和动物的肠道健康，但其具体发病

机制尚不清楚，UC 的发生与多种致病因素有关。

在 UC 的发展过程中各种致病因子均可以破坏肠屏

障体系中的紧密连接结构，增加肠壁通透性从而使

得肠道屏障功能受损，导致肠道内各种抗原激活黏

膜固有层的免疫系统，进而启动过度持续的免疫炎

症反应，造成组织损伤，导致结肠炎。

肠黏膜是参与机体抵御外来病原微生物感染

的一道重要防线，其完整性是保证肠道正常工作不

可或缺的一部分。正常状态肠黏膜屏障能够维持

肠道细菌的稳态，减轻肠道炎症和免疫反应。紧密

连接是肠黏膜屏障的核心结构，它是一种由多种蛋

白包括 Claudin、Occludin、ZO 共 3 种跨膜蛋白及分

子构成的连接复合体，在肠道内普遍存在。其中

Claudin-1 与 Occludin 两种蛋白共同组成紧密连接

主体，并通过 ZO-1 蛋白与细胞骨架蛋白连接形成完

整的紧密连接结构［23］。UC 状态下肠黏膜相关紧密

链接蛋白 ZO-1、Claudin-1、Occludin 的表达有着明

显的降低［24］。这 3 种蛋白表达降低，意味着肠黏膜

屏障遭到破坏，各种病原体与刺激因子更容易进入

肠道内，引起肠道紊乱，加重 UC 的发展。这说明在

UC 的发展过程中提高紧密连接蛋白的表达可以改

善肠黏膜屏障，从而减轻 UC 症状。

本实验研究证实，UC 小鼠结肠组织中 ZO-1、

Claudin-1、Occludin 的表达明显下降，小檗碱单独或

联合黄连粗多糖可以有效降低小鼠的 DAI 评分，减

轻结肠损伤，恢复结肠长度。单独给予小檗碱治疗

时，UC 小鼠结肠中 ZO-1 和 Occludin 蛋白表达升高，

而 Claudin-1 蛋白表达无明显变化。而相比于小檗

碱单独使用时黄连粗多糖与小檗碱合用不仅提高

了 UC 小 鼠 结 肠 中 紧 密 链 接 相 关 蛋 白 ZO-1 和

Occludin 的表达，还提高了 Claudin-1 蛋白的表达。

ZO-1 蛋白存在于上皮细胞的闭锁小带中，可以和它

的同源体 ZO-2、ZO-3 蛋白一起，作为紧密连接中各

种跨膜蛋白以及胞质附着蛋白的支架，从而作为紧

密连接的重要组成之一［25］。Occludin 蛋白能通以

“拉链”的形式封闭细胞间隙，还能与 ZO-1 蛋白一起

共同形成肠道紧密连接的基本结构，能够参与细胞

间黏附、移动、具有调节肠道通透性以及改变细胞

表型等功能［26-28］。Claudin 蛋白是组成紧密连接复

合体的功能和结构基础，对于上皮组织跨上皮细胞

电阻有直接影响，对紧密连接复合体的离子选择性

具有决定作用，并对紧密连接复合体的通透性产生

调节作用［29］。这表明小檗碱可以通过调节 ZO-1 和

Occludin 蛋白表达从而改善 UC 小鼠肠黏膜屏障损

伤，黄连粗多糖可以通过调节肠组织中 Claudin-1 蛋

白的表达协同小檗碱改善 UC 小鼠结肠黏膜屏障损

伤，从而减轻 UC 的发展，达到治疗结肠炎的效果。

综上所述，本实验成功建立了 UC 小鼠，通过联

合给予黄连粗多糖与小檗碱治疗，证实了黄连粗多

糖可以协同小檗碱提高 UC 小鼠结肠内紧密连接蛋

白的表达，从而修复 UC 小鼠结肠黏膜屏障的损伤，

并且高剂量的黄连粗多糖协同效果最佳。
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