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盐酸小檗碱对溃疡性结肠炎小鼠结肠黏膜机械屏障的保护作用 
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摘要：目的  观察盐酸小檗碱(berberine hydrochloride，BBR)对溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)小鼠结肠黏膜机械屏

障的干预作用，探讨其治疗 UC 的可能机制。方法  BALB/c 小鼠随机分为空白对照组，模型对照组，BBR 低、中、高

剂量组和柳氮磺吡啶阳性对照组。采用右旋葡聚糖硫酸钠(DSS)法复制 UC 小鼠模型后，灌胃给药 7 d。每天观察小鼠一

般情况并评估疾病活动指数(DAI)；末次给药后解剖取结肠组织，切片、HE 染色观察组织的病理学变化；Western blot 法

测定肠道干细胞标志物 LGR-5 和 TERT 的含量；免疫组化 SP 法检测紧密连接蛋白 claudin-1、occludin 和 ZO-1 的表达水

平。结果  与模型对照组比较，BBR 治疗组小鼠结肠炎的临床表现和结肠组织病理表现明显改善，DAI 评分下降；经中、

高剂量 BBR 治疗后，UC 小鼠结肠组织中 LGR-5、TERT 和紧密连接蛋白 claudin-1、occludin 和 ZO-1 的表达水平均较模

型对照组明显升高，差异有统计学意义。结论  BBR 能有效减轻 UC 小鼠的结肠炎症，其机制可能与其抑制肠道干细胞

和紧密连接蛋白的破坏、保护肠黏膜机械屏障稳态有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effects of berberine hydrochloride(BBR) on the colonic mucosal mechanical 
barrier in mice with ulcerative colitis(UC), and to explore the possible mechanisms of its therapeutic effects on UC. METHODS  
BALB/c mice were randomly divided into blank control group, model control group, low dose BBR group, middle dose BBR 
group, high dose BBR group and salazosulfapyridine positive control group. UC mouse model was established by dextran 
sulphate sodium(DSS), and then daily gavage administration was given for 7 days. During the course of experiment, the general 
conditions of mice were observed, and disease activity index(DAI) were assessed. At the end of treatment, colon tissue were 
sectioned and HE stained, and its pathological changes were observed under light microscope, the contents of LGR-5 and TERT 
were determined by Western blot, the expression level of claudin-1, occludin and ZO-1 were detected by immunohistochemical 
method. RESULTS  Compared with model control group, the clinical and pathological symptoms of colitis in BBR groups were 
improved greatly, with their DAI were all decreased. After middle or high dose BBR treatment, the expression levels of LGR-5, 
TERT, claudin-1, occludin and ZO-1 of colonic tissue in UC mice were all increased when comparing with model control group, 
whose difference were statistically significant. CONCLUSION  BBR can effectively relieve colitis in UC mice, the mechanism 
may be ralated to keeping the steady state of intestinal mucosal barrier by suppressing the destruction of intestines stem cells and 
tight junction proteins. 
KEYWORDS: berberine; ulcerative colitis; intestinal mucosal mechanical barrier; intestinal stem cells; tight junction proteins 
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溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)是一种以

黏膜炎症和溃疡形成为主要病理特征的慢性结肠

炎性疾病，临床呈现出反复发作和迁延不愈的特

点，严重者可并发结肠穿孔、大出血和中毒性巨

结肠等，癌变风险高，预后差，已被 WHO 列为现

代难治病之一[1-3]。近来有研究指出[4-7]，肠黏膜屏

障损伤及由此导致的肠上皮通透性增高是 UC 发

病的始动因素和病情进展的核心环节。保护肠黏

膜屏障稳态、促进黏膜愈合已成为当前 UC 治疗药

物开发的主要研究方向之一。盐酸小檗碱
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(berberine hydrochloride，BBR)又名盐酸黄连素，

是从中药黄连中提取出来的有效成分，其不良反

应小[8]，价格低廉，临床应用广泛[9-11]。大量研究

表明，小檗碱对实验性 UC 模型有良好的治疗作

用，但其是否通过保护肠黏膜屏障而发挥抗 UC 效

应的机制罕见报道。本研究从结肠黏膜机械屏障

的角度出发，在评价 BBR 对 UC 治疗作用的基础

上，探讨 BBR 抗 UC 的部分作用机制。 

1  材料 

1.1  动物 

健康 SPF 级 BALB/c 小鼠 72 只，♂，８周龄，

体质量(20±2)g，购自中国科学院上海实验动物中

心，动物生产许可证号：SCXK(沪)2013-0006。实

验动物使用许可证号：SYXK(浙)2015-0008。 

1.2  药品与试剂 

右旋葡聚糖硫酸钠(dextran sulphate sodium，

DSS，Sigma-Aldrich 公司，批号：31404；Fluka：

5 000 MW)；BBR(Sigma-Aldrich 公司，批号：

1065210 ； 分 子 量 ： 371.81) ； 柳 氮 磺 吡 啶

(salazosulfapyridine，SASP，Sigma-Aldrich 公司，

批号：1636005；分子量：398.39)；组织总蛋白提

取试剂(Thermo Pierce 公司，批号：78510)；30%

丙烯酰胺溶液(Bio-Rad 公司，批号：161-0156)；

ECL DualVue WB Marker (GE 公司，批号：

RPN810)；LGR5(批号：ab137484)、TERT(批号：

ab191523)一抗均购自 Abcam 公司；claudin-1(批

号：SAB4503545)、occludin(批号：SAB4200489)、

ZO-1( 批号： SAB1306492)一抗均购自 Sigma- 

Aldrich 公司；抗兔(批号：31160)和抗鼠(批号：

31210)二抗均购自 Thermo Pierce 公司；β-actin 

(Santa Cruz 公司，批号：SC-47778)。 

1.3  仪器 

RM2235 型石蜡切片机(德国 Leica 公司)；

BX20 型荧光显微镜摄像机(日本 OLYMPUS 公

司)；GNP-9080 型隔水式恒温培养箱(中国上海精

宏医疗设备有限公司)；DU800 型紫外分光光度计

(美国 Beckman 公司)；3-18K 型高速冷冻离心机(美

国 Sigma 公司)；Mini-PROTEAN 电泳系统和 Mini 

Trans-Blot 转印系统(美国 Bio-Rad 公司)。 

2  方法 

2.1  药物混悬液的配制 

按人-小鼠体表面积换算，分别用蒸馏水配制

成低、中、高浓度的 BBR 混悬液 (50， 75，

100 mg·kg1)和 SASP 混悬液(30 mg·kg1)。 

2.2  分组及处理 

小鼠适应性养殖 1 周后随机分为 6 组，分别

为空白对照组，模型对照组，BBR 低、中、高剂

量组和阳性对照组，每组 12 只。 

参照文献[12]采用DSS法建立BALB/c小鼠UC

模型，空白对照组小鼠每日自由饮用纯净水，其

他各组小鼠每日自由饮用 5%DSS 溶液 2 周。自造

模成功次日起，全部小鼠改为正常饮水，BBR 治

疗组和阳性对照组分别灌胃给予低、中、高剂量

的 BBR 混悬液和 SASP 混悬液 0.4 mL，模型对照

组灌胃给予等体积的蒸馏水，每日 1 次，共 7 d。 

2.3  一般情况观察 

自造模之日起，每日观察并记录小鼠精神状

态、进食、饮水和活动等一般情况，每日定时称

量小鼠体质量，观察粪便性状和便血情况，并参

照文献 [13] 行疾病活动度评分 (disease activity 

index，DAI)，DAI=(体质量减轻率分数+大便性状

分数+隐血程度分数)/3。 

2.4  结肠组织病理学检测 

药物治疗结束后，全部小鼠以颈部脱臼法处

死，严格无菌条件下取出结肠组织，肉眼观察黏

膜及浆膜面的变化。组织修整大小为 1.0 cm× 

1.0 cm×0.2 cm，4%多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋，

3~4 μm 厚，连续切片，HE 染色后光镜观察组织病

理学变化。 

2.5  结肠组织中肠道干细胞标志物 LGR-5 和

TERT 蛋白表达的测定 

采用 Western blot 法进行测定。提取结肠组织

总蛋白，BCA 法测定蛋白含量。配制 8%~12%分

离胶和 5%浓缩胶，各组均取 60 μg 蛋白，每孔

10~15 μL，浓缩胶 60 V、分离胶 80 V 进行

SDS-PAGE 电泳 2 h 左右。SDS-PAGE 凝胶平衡后

在冷却条件下以 100 V 恒压全湿转膜 2 h，之后用

含 5% BSA 的 T-TBS 室温封闭 1 h，然后再用

T-TBS 漂洗 3 次，每次 5 min。分别用抗 LGR-5、

TERT 和 β-actin 的一抗和相应二抗孵育，T-TBS

洗膜 5 次，每次 5 min。 后用 ECL 检测阳性信号，

显影定影后采用 BandScan 5.0 软件分析条带的光

密度值。目的蛋白相对表达量=目的蛋白光密度值

/内参光密度值×10n 进行表示。 

2.6  结肠组织中紧密连接蛋白 claudin-1、occludin

和 ZO-1 表达的测定 

石蜡切片贴附于经多聚氨酸处理过的载玻片

上，置入 60 ℃烘箱过夜。采用免疫组化 SP 法观
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察组织中 claudin-1 的分布特征，并测定其表达水

平。染为棕褐色为阳性目标。高倍镜下随机选取 5

个视野，参照 Fromowitz 法进行评分，具体评分标

准参照文献[14]：①无着色为 0 分，淡黄色为 1 分，

棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分；②阳性范围：<5%

为 0 分，5%~25%为 1 分，26%~50%为 2 分，

51%~75%为 3 分，>75%为 4 分。计算 2 项结果之

和，<2 分为阴性()，2~3 分为弱阳性(+)，4~5 分

为中度阳性(++)，6~7 分为强阳性(+++)。 

2.7  统计学处理 

应用 SPSS 20.0 统计软件分析，计量数据以

sx  表示，首先对数据进行方差齐性检验，方差

齐则应用One Way ANOVA法进行检验，并用LSD

法进行组间两两比较；如果方差不齐则应用 Welch

法进行检验，应用 Dunnett-t 法进行两两比较，以

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  小鼠一般情况和疾病活动度变化 

造模成功后，模型对照组、BBR 治疗组和阳

性对照组小鼠均出现精神呆滞、行动缓慢、皮毛

不整、进食少，伴有不同程度的大便稀溏、便血、

体质量下降，而空白对照组小鼠的精神、活动、

毛发、饮食、大便、体质量等一般情况均正常。

随着药物治疗的进行，BBR 治疗组和阳性对照组

小鼠的上述症状均较治疗前减轻，DAI 较治疗前

显著下降(P<0.05)。药物治疗后同一时期 BBR 高

剂量组与阳性对照组的 DAI 比较，无明显差异。

结果见表 1。 

表 1  小鼠治疗前后 DAI 评分( sx  ，n=12) 

Tab. 1  Disease activity index in mice( sx  , n=12) 

组 别 
剂量/ 

mg·kg1 
治疗前 

治疗后 

3 d 7 d 

空白对照组  0.07±0.06 0.06±0.04 0.06±0.05 

模型对照组  1.91±0.731) 1.82±0.801) 1.40±0.631) 

BBR 低剂量组  50 1.89±0.671) 1.35±0.611) 0.95±0.471)2)

BBR 中剂量组  75 1.92±0.761) 1.15±0.701)2) 1.02±0.551)2)

BBR 高剂量组 100 1.94±0.721) 0.99±0.581)2) 0.54±0.381)2)

阳性对照组  30 1.85±0.791) 1.03±0.461)2) 0.52±0.401)2)

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与同组治疗前比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with blank control group, 1)P<0.05; compared with the 
same group before treatment, 2)P<0.05. 

3.2  小鼠结肠组织病理改变 

镜下可见，模型对照组结肠黏膜溃疡发生，

组织明显水肿，有部分肠壁凹陷，上皮细胞排列

紊乱，部分细胞破裂损伤甚至脱落，细胞核聚集、

模糊，肠绒毛残损，大量炎性细胞浸润，以单核

细胞和中性粒细胞为主；BBR 低、中剂量组也可

见结肠黏膜溃疡，组织水肿稍减轻，上皮细胞较

整齐，但仍有较显著的细胞脱落和炎性细胞浸润。

BBR 高剂量组和阳性对照组的结肠黏膜溃疡较

少，并可见已愈合的溃疡组织，组织水肿明显减

轻，上皮细胞较整齐，细胞破裂减少，炎性细胞

浸润明显减少；空白对照组的结肠黏膜完整，光

滑，腺体层次清楚、清晰可见，未见糜烂、溃疡

及中性粒细胞浸润等。结果见图 1。 

 

图 1  小鼠结肠组织病理改变(HE，200×) 

Fig. 1  Cell pathological change of colon tissue in mice(HE, 

200×) 

3.3  小鼠结肠组织中 LGR-5 和 TERT 蛋白的表达

水平 

与空白对照组相比，模型对照组小鼠结肠组

织中 LGR-5 和 TERT 蛋白的表达水平均明显降低

(P<0.05)。与模型对照组相比，经中、高剂量 BBR

治疗后，LGR-5 和 TERT 蛋白的表达水平均明显

升高(P<0.05)，但仍明显低于空白对照组。与阳性

对照组相比，BBR 各治疗组的 LGR-5 和 TERT 蛋

白水平均明显较低(P<0.05)。结果见表 2。 

3.4  小鼠结肠组织中 claudin-1、occludin 和 ZO-1

蛋白的表达水平 

与空白对照组相比，模型对照组小鼠结肠组

织中 claudin-1、occludin 和 ZO-1 蛋白的表达水平

均明显降低(P<0.05)。与模型对照组相比，经中、

高剂量 BBR 治疗后 claudin-1、occludin 和 ZO-1

蛋白的表达水平均明显升高(P<0.05)，但仍明显低

于空白对照组。与阳性对照组相比，BBR 低、中

剂量组的 claudin-1、occludin 和 ZO-1 蛋白水平均

明显较低(P<0.05)，而 BBR 高剂量组各蛋白水平

与阳性对照组差异无统计学意义。结果见图 2、表 3。 
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表 2  小鼠结肠组织 LGR-5 和 TERT 蛋白的表达水平

( sx  ，n=12) 

Tab. 2  Colon tissue expression level of LGR-5 and TERT 
in mice( sx  , n=12) 

组 别 剂量/mg·kg1 LGR-5 TERT 

空白对照组  12.85±0.643) 11.50±0.273) 

模型对照组  3.37±0.221)3) 3.74±0.281)3) 

BBR 低剂量组  50 4.69±0.161)3) 4.33±0.161)3) 

BBR 中剂量组  75 5.24±0.201)2)3) 4.97±0.111)2)3)

BBR 高剂量组 100 6.01±0.151)2)3) 5.58±0.201)2)3)

阳性对照组  30 9.12±0.281)2) 7.90±0.381)2) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与模型对照组比较，2)P<0.05；与

阳性对照组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with blank control group, 1)P<0.05; compared with 
model control group, 2)P<0.05; compared with positive control group, 
3)P<0.05. 

表 3  小鼠结肠组织 claudin-1、occludin 和 ZO-1 蛋白的表

达水平( sx  ，n=12) 

Tab. 3  Colon tissue expression level of claudin-1、occludin 

and ZO-1 in mice( sx  , n=12) 

组 别 
剂量/

mg·kg1 claudin-1 occludin ZO-1 

空白对照组  5.79±1.363) 2.94±0.523) 4.33±1.573) 

模型对照组  0.92±0.701) 0.68±0.321) 1.23±0.681) 

BBR 低剂量组  50 1.14±0.501)3) 0.89±0.301)3) 1.15±1.301)3)

BBR 中剂量组  75 2.00±0.741)2)3) 1.29±0.631)2)3) 2.08±0.651)2)3)

BBR 高剂量组 100 2.66±1.051)2) 1.74±1.261)2) 2.56±1.541)2)

阳性对照组  30 2.79±1.411)2) 1.77±0.801)2) 2.43±1.281)2)

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与模型对照组比较，2)P<0.05；与

阳性对照组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with blank control group, 1)P<0.05; compared with 
model control group, 2)P<0.05; compared with positive control group, 
3)P<0.05. 

 
图 2  小鼠结肠组织中 claudin-1、occludin 和 ZO-1 蛋白的表达(SP，200×)  

Fig. 2  Colon tissue expression level of claudin-1、occludin and ZO-1 in mice(SP, 200×) 

4  讨论 

UC 的病因病机尚不十分明确，既往普遍认为

免疫功能紊乱是各种病因病机导致结肠炎症损伤

的下游环节[15]。随着对 UC 病机研究的深入，肠

黏膜屏障稳态破坏被证实是 UC 的重要病理基础。

肠黏膜屏障是一种具有高度选择性屏障效应的功

能结构体系，机械屏障是该体系中 为重要的组

分，由肠上皮细胞和细胞间的连接复合体构成。

生理条件下，肠上皮细胞协助营养物质从肠腔吸

收进入循环系统，同时限制对人体有害的物质(如

内毒素和炎症因子等)通过；而细胞间连接复合体

则以紧密连接蛋白为关键结构基础，主要包括闭

合蛋白 claudin-1、咬合蛋白 occludin 等膜蛋白和

闭合小环蛋白 ZO-1 等外周胞浆蛋白，对大分子物

质是否通过起到关键调控作用。机械屏障结构上

的完整性保障了肠上皮通透性的稳定发挥。正常

情况下，肠上皮细胞的生理性损伤与隐窝基底部

肠道干细胞分化更新补充之间维持动态平衡，同

时紧密连接等结构封闭了相邻上皮细胞间的空

隙，从而形成了稳固的防御体系，有效防止抵抗

病原微生物及其他外源性抗原物质的自由通过[16]。

但在 UC 的病理状态下，毒性分子和病原微生物等

攻击肠屏障结构，导致其受损伤，肠上皮细胞异

常凋亡，肠上皮通透性增高[17-18]，肠腔内的各种

抗原物质发生易位并异常暴露于固有层黏膜相关

淋巴组织，刺激后者释放大量的致炎细胞因子，

并借助细胞因子间网络化通信发动免疫炎性攻

击，进而导致隐窝破坏，肠道干细胞减少，肠上

皮细胞更新障碍致肠上皮进一步缺损。至此，肠

黏膜损伤不断加剧，免疫炎症反应呈瀑布样级联

放大， 终引起持续和/或严重的组织损伤。这便

是 UC 病情反复、易趋重症化的重要原因。因此，
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设法维持肠黏膜机械屏障结构的完整性和肠上皮

通透性的稳定是 UC 治疗的有效策略，是防治 UC

重症化、慢性化的关键[19]，国际上已将“黏膜愈

合”确立为 UC 的首要治疗终点和关键预后指标，

药物治疗理念亦从“针对下游的非特异性免疫抑

制”转变为“始于根源、基于途径的治疗方

法”[20-22]。 

黄连是毛茛科植物黄连的根茎，性苦、寒，

入心、肝、胃、大肠经。《本经》云：“主……

肠癖腹痛下痢。”BBR 是从中药黄连中提取的一

种异喹啉类生物碱，具有较强的抗炎和免疫调节

作用。临床和基础研究表明，BBR 能减轻非甾体

类抗炎药和慢性应激引起的肠黏膜损伤[23-24]；可

剂量依赖性地降低人视网膜上皮细胞的通透性，

保护其屏障功能[25]；亦能减少严重腹腔感染或脓

毒血症时炎症介质的表达，从而改善受损的肠黏

膜屏障，降低肠壁通透性[26-27]；用于治疗 UC 则能

促进肠黏膜再生，加速溃疡愈合，明显降低 UC 的

复发率，疗效确切[28-30]。但直接研究 BBR 对 UC

的重要病理机制——肠黏膜屏障损伤的影响方面

的报道较为少见。 

本研究以 DSS 诱导法建立的小鼠 UC 模型为

研究对象，以肠黏膜机械屏障的重要结构基础

——肠道干细胞标志物 LGR-5、TERT 以及紧密连

接蛋白 claudin-1、occludin 和 ZO-1 为检测指标，

研究 BBR 对 UC 肠黏膜机械屏障的保护作用及机

制。实验结果显示：BBR 能有效缓解 UC 小鼠体

质量下降、稀便、便血等症状，明显降低其 DAI

评分(P<0.05)，改善结肠溃疡、上皮细胞损伤、炎

性细胞浸润等组织病理表现；高剂量 BBR 治疗后，

小鼠的 DAI 评分下降尤为显著(P<0.05)，其效果与

阳性对照药 SASP 相当。其次，UC 小鼠结肠组织

中 LGR-5 和 TERT 蛋白的含量均明显降低

(P<0.05)，而经中、高剂量 BBR 治疗后，上述蛋

白水平均明显升高(P<0.05)，但效果不如阳性对照

药 SASP，差异有统计学意义(P<0.05)。 后，UC

小鼠结肠组织中 claudin-1、occludin 和 ZO-1 的表

达水平均明显降低(P<0.05)，而经中、高剂量 BBR

治疗后，上述蛋白水平均显著升高(P<0.05)，且高

剂量 BBR 对上述 3 种蛋白的干预效果与阳性药物

SASP 相当。上述研究结果表明：以肠道干细胞和

紧密连接蛋白破坏为标志的肠黏膜机械屏障损伤

参与了 UC 的发生发展，是 UC 的重要病理机制。

BBR 对机械屏障的重要结构基础具有一定的保护

作用，可通过抑制肠道干细胞和紧密连接蛋白的

破坏、维持肠黏膜机械屏障的稳态，从而有效治

疗 DSS 诱导的结肠炎症，显示出良好的疗效。 

本研究揭示了 BBR 对 UC 的部分作用机制，

证实了临床应用 BBR 治疗 UC 的前景，但应在此

基础上继续深入研究 UC 肠黏膜化学、免疫、生物

等其他屏障组分异常与 UC 发病的关系、潜在机制

及相互作用，以及 BBR 对上述组分的调节作用和

可能机制，从而为临床治疗 UC 提供更为精确的治

疗靶标和更为有效的药物。 
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