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温补脾肾法对脾肾阳虚型 ＵＣ 大鼠结肠组织
趋化因子信号通路的影响
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（１． 北京中医药大学深圳医院，广东 深圳　 ５１８１１６； ２． 甘肃中医药大学， 兰州　 ３７００００； ３． 甘肃中医药大

学临床医学院， 兰州　 ７３００００； ４． 甘肃省中医方药挖掘与创新转化重点实验室，甘肃省中药药理与毒理学重

点实验室， 兰州　 ７３００００； ５． 兰州市第一人民医院， 兰州　 ７３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 寻找脾肾阳虚型 ＵＣ 的特异性靶点。 方法　 ９６ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为模型组、高剂量组、中
剂量组、低剂量组、ＳＡＳＰ 组，治疗组给予相应药物灌胃治疗。 分别选取空白组大鼠结肠组织与模型组大鼠病变部

位结肠组织进行高通量测序。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测筛选的趋化因子的基因表达。 结果　 与模型组大鼠相比较，根据 ｑ⁃
ｖａｌｕｅ≦０􀆰 ０５，ｆｏｌｄ⁃ｃｈａｎｇｅ≧１􀆰 ５ 筛选出空白组大鼠差异表达的基因。 通过 ＧＯ 功能分类分析显示，差异基因功能主

要富集在生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）三
个层面。 通过差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析发现趋化因子信号通路中 ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＲ２、ＣＸＣＬ６、ＣＣＬ７、ＣＣＬ１２ 基

因表达显著上调；并通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法验证，以上因子的基因表达变化与测序结果一致，经温补脾肾方药治疗后，以
上因子表达明显下调。 结论 　 脾肾阳虚型溃疡性结肠炎趋化因子信号通路中 ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＲ２、ＣＸＣＬ６、
ＣＣＬ７、ＣＣＬ１２ 基因表达显著上调，可作为 ＵＣ 黏膜炎症活动的客观指标。 具有温补脾肾作用的理中汤合四神丸复

方中药颗粒可以有效下调以上因子的表达，减缓炎症反应，促进受损伤的结肠黏膜的修复。
【关键词】 　 溃疡性结肠炎；特异性靶点；第二代测序；脾肾阳虚；温补脾肾；趋化因子
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　 　 溃疡性结肠炎是以腹痛、腹泻、里急后重及黏

液脓血样便为主的常见炎症性肠病。 前期研究表

明［１］， 理 中 汤 合 四 神 丸 中 药 复 方 颗 粒 可 抑 制

ＭｙＤ８８、ＩＲＡＫ１ 的表达，影响 ＭｙＤ８８ 信号通路的传

导， 达到治疗脾肾阳虚型 ＵＣ 的目的。 在 ＵＣ 等炎

症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）中，肠道

屏障受损，肠上皮细胞 （ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＩＥＣｓ）表现出趋化因子的差异性表达［２ － ３］。 有研究

发现［４］，在结肠炎结肠组织活检中的同一趋化因子

组占总黏膜反应的主导地位，ＵＣ 组的表达更为明

显。 因此，趋化因子在溃疡性结肠炎中起着重要作

用。 为进一步验证其在脾肾阳虚型 ＵＣ 发病机制中

的调控作用，本实验基于第二代测序技术筛选脾肾

阳虚型 ＵＣ 的差异表达基因，观察趋化因子信号通

路（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）中相关趋化因子的

基因的表达变化情况，从中寻找温补脾肾法中药治

疗溃疡性结肠炎的特异性靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ９６ 只，雌雄各半，体重（１７０
± ２０） ｇ，由甘肃中医药大学实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ（甘）２０１５ － ０００２】，饲养于实验中心 ＳＰＦ 级

环境内【ＳＹＸＫ（甘）２０１５ － ０００５】。 所有操作均符合

实验动物伦理原则（伦理审批号：２０１５ － ０７９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物、试剂

大黄水煎液（甘肃中医药大学附属医院中药

房，批号 ２０１７０３０６），氢化可的松注射液（国药集团

容生制药有限公司，批号 １４０６４１８⁃Ａ１１），三硝基苯

磺酸（Ｓｉｇｍａ 公司，批号 ＳＬＢＰ０８８９９ Ｖ），柳氮磺胺吡

啶肠溶片 （上海信谊制药公司，批号 ０９１４１０１０），
ＲＮＡｉｓｏ ＰＬＵＳ 荧光定量试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，
批号 ００００２３１０６０），理中汤合四神丸复方颗粒（甘肃

众友健康医药股份有限公司，批号 ２０１４０７２１），４％
多聚甲醛（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，批号 ２０１６０３１５），逆转

录试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，批号 ００００２３２２４８），
ＣＸＣＬ１ 基因上下游引物 （批号： ＣＨＰＮ１３２ － ０５ ／
ＣＨＰＮ１３２ － ０６）， ＣＸＣＬ２ 基因上下游引物 （批号：
ＣＨＰＮ１３２ － ０７ ／ ＣＨＰＮ１３２ － ０８），ＣＸＣＬ６ 基因上下游

引物（批号：ＣＨＰＮ１３２ － ０３ ／ ＣＨＰＮ１３２ － ０４），ＣＣＬ７
基因上下游引物（批号：ＣＨＰＮ１３２ － １１ ／ ＣＨＰＮ１３２ －
１２），ＣＣＬ１２ 基因上下游引物（批号：ＣＨＰＮ１３２ － １３ ／
ＣＨＰＮ１３２ － １４），ＣＸＣＲ２ 基因上下游引物 （批号：
ＣＨＰＮ１３２ － ０１ ／ ＣＨＰＮ１３２ － ０２），所有引物均由大连

宝生物工程有限公司提供。
１􀆰 １􀆰 ３　 实验设备

电子天平（德国赛多利斯，ＣＰＡ１２４Ｓ），台式高速

冷冻离心机（凯达集团成员高科技公司，ＴＧＬ１６ Ｍ），
实时荧光定量 ＰＣＲ（美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司，ＣＦＸ９６），高
速冷冻离心机（上海天美生化仪器设备工程公司，
ＣＴ１４ＲＤ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物实验

将 ９６ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠雌雄各半分开按照随机数

字表法分为空白组、模型组、高剂量组、中剂量组、
低剂量组、ＳＡＳＰ 组雌雄各 ８ 只（造模成功后分组给

药治疗模型组不给药）。 本研究采用本课题组前期
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的研究成果所建立的脾肾阳虚型 ＵＣ 病证结合模型

制备方法［５］复制脾肾阳虚型 ＵＣ 大鼠模型。 造模成

功后，第 ２ 天开始灌胃给药，１ 次 ／日，连续 ２１ ｄ。 根

据体型系数，大鼠给药剂量换算为成人剂量之 １０、
５、２􀆰 ５ 倍，即高、中、低剂量给药剂量分别为 １３􀆰 ５，
６􀆰 ７５，３􀆰 ３７５ ｇ ／ ｋｇ 的生药剂量，ＳＡＳＰ 组为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ，
空白组、模型组给予等体积生理盐水灌胃，体积为

１０ ｍＬ ／ ｋｇ。 观察大鼠每天的精神、饮食、毛发色泽、
大便性状等情况，记录各组大鼠体重，１ 次 ／周。 模

型组大鼠在造模 １４ ｄ 末、其他各组大鼠在用药 ２１ ｄ
末，禁食 ２４ ｈ，用水合氯醛麻醉后，打开腹腔，剪取 ８
ｃｍ 结肠组织，沿纵轴剪开，用预冷的生理盐水冲洗

干净，置于滤纸上吸干水分，根据 Ｓｔｒｏｂｅｒ 等［６］ 提出

的大鼠结肠黏膜损伤评分标准，观察各组大鼠黏膜

组织的充血、水肿、溃烂程度进行评分。 留取病变

的结肠组织，一部分用 ４％多聚甲醛溶液固定，常规

ＨＥ 染色后制作病理切片，另一部分用冻存管保存

于 － ８０℃超低温冰箱，将用于后期检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 病理切片的制备、观察

取出固定于 ４％多聚甲醛溶液中的病变结肠组

织，石蜡包埋后制作病理切片，再进行 ＨＥ 染色。 参

照 Ｇｅｂｏｅｓ 等［７］提出的评分标准，在光学显微镜下对

切片进行观察评分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 高通量测序

分别选取空白组大鼠结肠组织与模型组大鼠

病变部位结肠组织进行高通量测序，高通量测序以

及基因差异表达分析、差异表达基因 ＧＯ 富集分析

和 Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析由上海伯豪生物技术有限公司

完成。 根据 ｑ⁃ｖａｌｕｅ≦０􀆰 ０５，Ｆｏｌｄ⁃ｃｈａｎｇｅ≧１􀆰 ５ 的条

件筛选差异基因。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ⁃ｑＰＣＲ 法检测差异表达基因

常规提取 ＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ。 各基因的上下游

引物序列、产物长度如表 １。 扩增反应：总体系为 １０
μＬ，预变性，ＰＣＲ 反应循环 ４０ 次，溶解，每个样本重

复 ４ 孔，ＰＣＲ 反应结束后分析熔解曲线，判断扩增

产物是否有非特异性扩展；分析扩增曲线，得出 ＣＴ
值，按照相对定量法调用机器附带软件包计算相对

表达量。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件处理数据，计量资料以（ 􀭰ｘ
± ｓ ） 表 示， 选 用 单 因 素 方 差 分 析 （ Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），方差齐性 Ｆ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学

意义。

表 １　 基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ
引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５′ － ３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物长度 ／ ｂｐ
Ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

ＣＸＣＬ１⁃Ｆ ＴＧＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＧＡＡＧＴＣ
ＣＸＣＬ１⁃Ｒ ＡＣＧＣＣＡＴＣＧＧＴＧＣＡＡＴＣＴＡ

１４９

ＣＸＣＬ２⁃Ｆ ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＴＴＧＴＣＴＣＡＡＣＣＣＴＧＡＡ
ＣＸＣＬ２⁃Ｒ ＡＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧＣＡＣＡＴＣＡＧＧＴＡ

１９１

ＣＸＣＬ６⁃Ｆ ＴＧＡＴＣＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＣＡＣＡ
ＣＸＣＬ６⁃Ｒ ＧＧＣＴＧＡＴＣＴＧＡＣＣＡＧＴＧＣＡＡ

１７６

ＣＣＬ７⁃Ｆ ＧＡＣＣＡＡＴＴＣＡＴＣＣＡＣＴＴＧＣＴＧＣＴＡ
ＣＣＬ７⁃Ｒ ＧＡＴＧＧＧＣＴＴＣＡＧＣＡＣＡＧＡＣＴＴＣ

１５２

ＣＣＬ１２⁃Ｆ ＧＡＡＧＡＴＣＣＡＣＡＴＴＣＧＧＡＧＧＣＴＡ
ＣＣＬ１２⁃Ｒ ＴＣＣＡＡＧＴＧＧＴＴＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＴＡ

１５０

ＣＸＣＲ２⁃Ｆ ＡＧＡＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＣＣＡＣＴＣＣＡＣ
ＣＸＣＲ２⁃Ｒ ＧＧＣＧＧＧＴＣＡＧＡＡＣＴＧＴＡＡＴＴＧＴＡＡ

１５２

２　 结果

２􀆰 １　 一般生存情况

模型组大鼠普遍精神不佳、畏寒扎堆，进食量

下降，毛发疏散、色泽枯槁，出现黏液、脓血大便，体
重下降。 空白组大鼠表现如常。 各治疗组大鼠经

治疗后普遍好转，精神转佳，反应灵活，活动增加，
饮食增加，除个别大便偏软，其余基本成形，毛发出

现光泽。 （大鼠死亡情况：模型组 ３ 只，高剂量组 ２
只，中剂量组 １ 只，低剂量组 １ 只，ＳＡＳＰ 组 ３ 只）。
２􀆰 ２　 大鼠结肠黏膜组织形态学变化

２􀆰 ２􀆰 １　 肉眼观察空白组与模型组大鼠结肠黏膜组

织形态变化

模型组大鼠黏膜充血水肿、肠壁增厚，可见溃

疡及糜烂。 与正常的空白组大鼠结肠组织相比较，
模型组大鼠结肠组织评分为（４􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８），差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 光学显微镜下观察空白组与模型组大鼠结

肠组织病理切片结果

模型组大鼠结肠组织可见黏膜层及黏膜下层

有大量中性粒细胞和淋巴细胞浸润，肌层见胶原纤

维与成纤维细胞形成的肉芽组织，部分上皮组织脱

落、坏死。 空白组大鼠结肠组织黏膜层组织完整，
可见黏膜表面的单直管状腺体，基本未见炎症细胞

浸润。 见图 １。
按照镜下大鼠结肠黏膜组织损伤评分标准进

行评分， 与空白组相比较， 模型组大鼠评分为

（１３􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８），差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 大鼠结肠组织样本总 ＲＮＡ 质量控制

对送检的大鼠结肠组织样本进行检测发现，各
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注：Ａ） 模型组大鼠结肠组织病理切片结果；Ｂ） 空白组大鼠结肠组织病理切片结果。

图 １　 病理切片结果

Ｎｏｔｅ． Ａ） Ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ） Ｒａｔ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ

样本 ＲＮＡ 在 １８ ｓ、２８ ｓ 处见明显峰值（见图 ２），ＲＩＮ
（ＲＮＡ 完整系数） ≥６􀆰 ０ 且 ２８ ｓ ／ １８ ｓ≥０􀆰 ７，说明

ＲＮＡ 样本无真核或原核生物污染；无 ＤＮＡ 或蛋白

污染；无过多的 ５ ｓ ｒＲＮＡ。 质检结果类别为 Ａ１，符
合电泳结果，总量达 ２ 次及以上，可进行后续实验。

图 ２　 ＲＮＡ 样本电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＲＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ

２􀆰 ４　 空白组大鼠与模型组大鼠相应结肠组织基因

的差异性表达分析

根据高通量测序结果，与模型组大鼠相比较，
根据 ｑ⁃ｖａｌｕｅ≦０􀆰 ０５，Ｆｏｌｄ⁃ｃｈａｎｇｅ≧１􀆰 ５ 筛选出空白

组大鼠差异表达的基因 ２１６ 个，其中下调 １６６ 个和

上调 ８４ 个。 相对于模型组大鼠，表达下调的基因明

显多于表达上调的基因，表达下调的基因数目是表

达上调的 １􀆰 ９６（１６６ ／ ８４）倍。 两组之间的差异表达

基因用火山图（见图 ３），可以大致显示出差异表达

基因上调、下调的数量情况以及所占全部基因的

比率。
２􀆰 ５　 差异表达基因的 ＧＯ 分析结果

将筛选出来的差异表达基因进行生物过程

（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ）、 细 胞 成 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）
三个层次的统计分析，其中 ＢＰ ３１５８ 个、ＣＣ １８６３
个、ＭＦ ６９５ 个，见图 ４ 所示。
２􀆰 ６　 差异表达基因 Ｐａｔｈｗａｙ 分析结果

Ｐａｔｈｗａｙ 分析结果显示，差异表达 ｍＲＮＡ 主要

富集于细胞因子受体相互作用、吞噬小体、ＥＣＭ⁃受
体相互作用、ＴＮＦ 信号通路、细胞粘附分子、脂肪细

胞因子信号通路、抗原加工提呈、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通

路、Ｊａｋ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、肿瘤转录调控失调、炎症性

肠疾病、ＭＡＰＫ 信号通路、细胞黏附、白细胞跨内皮

迁移、错配修复、ＮＦ⁃κＢ 信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号

通路、Ｎｏｄ 样受体信号通路等炎症相关通路，见

表 ２。
２􀆰 ７　 大鼠结肠组织趋化因子 ｍＲＮＡ 的表达

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结果显示：与空白组结肠组织

比较，模型组中 ＣＸＣＬ１、 ＣＸＣＬ２、 ＣＸＣＲ２、 ＣＸＣＬ６、
ＣＣＬ７、ＣＣＬ１２ 基因表达量明显提高，差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组结肠组织相比较，各治疗组

中 ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＲ２、ＣＸＣＬ６、ＣＣＬ７、ＣＣＬ１２ 基

因表达量明显下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与
测序结果一致。 （见表 ３）
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注：红色表示上调差异基因，蓝色表示下调差异基因。

图 ３　 空白组与模型组大鼠结肠组织基因的差异性表达分析

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

图 ４　 差异表达基因的 ＧＯ 功能分类统计图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
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表 ２　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
信号通路
Ｐａｔｈｗａｙｓ

基因数 Ｄｉｆｆ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｗａｙ

富集程度
ｒｉｃｈ＿ｆａｃｔｏｒ Ｐ Ｑ⁃ｖａｌｕｅ

ｒｎｏ０４０６０：Ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ １９ ３􀆰 ３０ １􀆰 ００Ｅ⁃０５ ７􀆰 ２７Ｅ⁃０４
ｒｎｏ０４１４５：Ｐｈａｇｏｓｏｍｅ １１ ２􀆰 ５７ ３􀆰 ８９Ｅ⁃０３ ７􀆰 ０７Ｅ⁃０２
ｒｎｏ０４０６２：Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １１ ２􀆰 ３７ ７􀆰 １８Ｅ⁃０３ ８􀆰 ２４Ｅ⁃０２
ｒｎｏ０４５１４：Ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ （ＣＡＭｓ） ９ ２􀆰 ３７ １􀆰 ３２Ｅ⁃０２ １􀆰 ２５Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４５１２：ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ７ ３􀆰 ４４ ２􀆰 ７４Ｅ⁃０３ ６􀆰 ６５Ｅ⁃０２
ｒｎｏ０４６６８：ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ７ ２􀆰 ４４ ２􀆰 ０２Ｅ⁃０２ １􀆰 ６３Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０３３２０：ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ６ ２􀆰 ９９ １􀆰 ０１Ｅ⁃０２ １􀆰 ００Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４６２１：ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ４ ２􀆰 ６７ ３􀆰 ８９Ｅ⁃０２ ２􀆰 ４２Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４９２０：Ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ４ ２􀆰 ０７ ９􀆰 ６４Ｅ⁃０２ ４􀆰 ２９Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４６２０：Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ５ １􀆰 ９９ ９􀆰 ０６Ｅ⁃０２ ４􀆰 １１Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４６１２：Ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ４ １􀆰 ９６ １􀆰 １６Ｅ⁃０１ ４􀆰 ８６Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４１５１：ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １６ １􀆰 ９０ １􀆰 ５５Ｅ⁃０２ １􀆰 ３０Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４６３０：Ｊａｋ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ７ １􀆰 ７９ ９􀆰 ７９Ｅ⁃０２ ４􀆰 ２７Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０５３２１：Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ （ＩＢＤ） ３ １􀆰 ７８ １􀆰 ８７Ｅ⁃０１ ６􀆰 ２８Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０５２０２：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｍｉｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ７ １􀆰 ６６ １􀆰 ３６Ｅ⁃０１ ５􀆰 ２０Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４０６４：ＮＦ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ４ １􀆰 ６６ ２􀆰 ００Ｅ⁃０１ ６􀆰 ５２Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４６７０：Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ５ １􀆰 ６５ １􀆰 ８０Ｅ⁃０１ ６􀆰 ３３Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４０１０：ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １１ １􀆰 ６５ ８􀆰 ８０Ｅ⁃０２ ４􀆰 ０８Ｅ⁃０１
ｒｎｏ０４５１０：Ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ８ １􀆰 ５３ １􀆰 ７７Ｅ⁃０１ ６􀆰 ３３Ｅ⁃０１

表 ３　 各组大鼠结肠组织相关趋化因子 ｍＲＮＡ 相对表达量（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ４）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ． （ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ４）

组别
Ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＬ１ ＣＸＣＬ２ ＣＸＣＲ２

空白组 Ｂｌａｎｋ ０􀆰 ０１０４８ ± ０􀆰 ０００３１△ ０􀆰 ００２８６ ± ０􀆰 ０００４４△ ０􀆰 ００１４６ ± ０􀆰 ０００３４△

模型组 Ｍｏｄｅｌ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０３０２２ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０８９２５ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０６０２
高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ０􀆰 ０１８７４ ± ０􀆰 ００２７１△ ０􀆰 ００７９１ ± ０􀆰 ００１６△ ０􀆰 ００４０６ ± ０􀆰 ００１６１△

中剂量组 Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ０􀆰 ０３４８５ ± ０􀆰 ００１０４△ ０􀆰 ０４５１１ ± ０􀆰 ００３３１△ ０􀆰 ０１８３ ± ０􀆰 ００１９４△

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ０􀆰 ００５９ ± ０􀆰 ００１５６△ ０􀆰 ００３４２ ± ０􀆰 ００００９△ ０􀆰 ００３１６ ± ０􀆰 ０００４８△

ＳＡＳＰ 组 ＳＡＳＰ ０􀆰 ０１５１８ ± ０􀆰 ００１０９△ ０􀆰 ００６２６ ± ０􀆰 ００１７６△ ０􀆰 ０１４７ ± ０􀆰 ００１３９△

组别
Ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＬ６ ＣＣＬ７ ＣＣＬ１２

空白组 Ｂｌａｎｋ ０􀆰 ０２６８６ ± ０􀆰 ００２７△ ０􀆰 ０４４３ ± ０􀆰 ００１３４△ ０􀆰 ０３６２１ ± ０􀆰 ００１２１△

模型组 Ｍｏｄｌｅ Ｍｏｄｅｌ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０７６７２ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０５６３５ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ０９９８１
高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ０􀆰 ００７４２ ± ０􀆰 ００１０４△ ０􀆰 ０３８７４ ± ０􀆰 ００１７６△ ０􀆰 １３３４８ ± ０􀆰 ０１４０６△

中剂量组 Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ０􀆰 ０７１３４ ± ０􀆰 ００３１２△ ０􀆰 ０６１３４ ± ０􀆰 ００３３９△ ０􀆰 １５８６３ ± ０􀆰 ００７６１△

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ０􀆰 ０１０２３ ± ０􀆰 ００３３△ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ００２１９△ ０􀆰 ０７７４４ ± ０􀆰 ００６９７△

ＳＡＳＰ 组 ＳＡＳＰ ０􀆰 ０６３７ ± ０􀆰 ００４６△ ０􀆰 ０２４０５ ± ０􀆰 ０００７△ ０􀆰 ０９９１２ ± ０􀆰 ００６１１△

注：与模型组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

３　 讨论

溃疡性结肠炎是发生于结肠黏膜组织的非特

异性肠道炎症，其发病原因不明确。 本研究应用第

二代测序技术，通过比较空白组大鼠正常的结肠组

织与模型组大鼠病变的结肠组织的基因表达差异，
试图找到与溃疡性结肠炎发病机制相关的特异性

基因，为中医药治疗 ＵＣ 的机制研究提供一定的理

论依据。 通过肉眼及电子显微镜下观察空白组大

鼠与模型组大鼠的结肠黏膜组织，根据病理学实验

结果分析，可以初步认为模型复制成功。
对差异基因进行 ＧＯ 和 Ｐａｔｈｗａｙ 功能富集分析

结果显示，涉及的差异表达基因多与组织的损伤密

切相关，其中趋化因子信号通路与 ＵＣ 炎症活动增

强有直接的关系。 趋化因子由内皮细胞产生，靶细

胞表达的同源性趋化因子受体与之结合后被激活，
进一步对循环白细胞发出信号，使白细胞整合素对

内皮细胞粘附分子的亲和力增加，促使白细胞在组
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织间隙中聚集［８ － ９］。 趋化因子能够粘附在细胞表面

的糖胺聚糖上，使局部病灶的趋化剂浓度升高［１０］。
上皮细胞表达的趋化因子受体与趋化因子结合，具
有定向迁移白细胞和淋巴细胞以及搬运造血干细

胞的典型生物特征［１１ － １２］，成为趋化因子信号通路的

重要组成部分。
在本研究中脾肾阳虚型 ＵＣ 的大鼠组结肠织中

仅发现了一种具有显著差异表达的趋化因子受体

ＣＸＣＲ２，它是否就是脾肾阳虚型 ＵＣ 的特异性靶点，
有待进一步验证。 Ｂｕａｎｎｅ 等［１３］ 发现 ＣＸＣＲ２ 基因

敲除小鼠 ＵＣ 组织的炎症浸润明显减轻，临床症状

亦明显减轻，证明 ＣＸＣＲ２ 在结肠炎动物模型中起着

关键的作用。 ＣＸＣＲ２ 抑制剂可以防止多形核白细

胞的再循环和相关组织损伤，并进行了二期临床试

验［１４］，说明了 ＣＸＣＲ２ 的高表达与组织的损伤具有

明显的相关性。 研究发现，在 ＣＸＣＲ２ 基因敲除的小

鼠中 ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２ 不能被多形核白细胞迁移［１５］。
ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ６ 等作为 ＣＸＣＲ２ 的特异性配

体，在正常的人体与小鼠结肠组织中正常表达，在
ＵＣ 患者的黏膜中高表达［１３， １６］。 大量研究［１７］ 已证

实了 ＣＸＣＬ１ 趋化中性粒细胞的性质。 而中性粒细

胞是抵御感染的关键，ＣＸＣＬ１ 的表达能提高宿主防

御和预防疾病的发生［１８］。 Ｓｈｅａ⁃Ｄｏｎｏｈｕｅ 等［１９］ 研究

发现，ＣＸＣＬ１ 敲除小鼠的结肠炎症表现更严重，病
理组织缺少中性粒细胞浸润。 ＣＸＣＬ１ 的过度表达

可能与 ＵＣ 的严重程度相关。 沈守荣等［２０ － ２１］ 研究

发现，ＣＸＣＬ１ 在 ＵＣ 小鼠模型多种细胞趋化因子水

平中显著升高，并进一步应用 ＣＸＣＬ１ 中和抗体治疗

ＵＣ 小鼠，有效缓解了 ＵＣ 的进展。
Ｈａｎ 等［２２］研究发现，ＣＸＣＬ２ 介导大鼠肠道炎症

和损伤，通过阻断 ＣＸＣＬ２ 可减少中性粒细胞浸润。
Ｚａｈｎ 等［２３］研究表明，ＣＸＣＬ２ 可以作为检测 ＵＣ 黏膜

炎症以及监测新药治疗效果的客观指标之一。
Ｗｕｙｔｓ 等［２４］研究证明，ＣＸＣＬ６ 通过与 ＣＸＣＲ２ 结合

发挥作用，诱导白细胞趋化、促进血管新生成、免疫

调节、抗菌等。 在 ＵＣ 患者肠组织中发现，ＣＸＣＬ６ 选

择性表达于溃疡性的黏膜缺损区内皮细胞中［２５］。
炎症部位的单核细胞主要由 ＣＣＬ７ 调控迁移，炎症

发生时，ＣＣＬ７ 呈现高表达［２６ － ２７］。 在 ＩＢＤ 患者身

上，ＣＣＬ７ 等趋化因子主要参与巨噬细胞、嗜酸性粒

细胞和中性粒细胞的募集［２８］。 Ｕｇｕｃｃｉｏｎｉ 等［２９］ 研究

证明，ＣＣＬ７ 在正常对照组与 ＵＣ 组结肠组织标本中

均有表达，但在 ＵＣ 中表达明显上调。 在慢性炎症

中，巨噬细胞分泌的 ＣＣＬ１２ 表达上调，阻止修复性

成纤维细胞的激活，延长炎症反应而不利于组织愈

合［３０］，这一特点可能是 ＵＣ 病程反复发作、迁延不

愈的原因之一。
综上所述，在脾肾阳虚型 ＵＣ 中，以上趋化因子

的表达具有一定特异性，同时也提示着疾病的发生

发展过程是多种因子相互作用的结果。 本研究得

到了脾肾阳虚型 ＵＣ 差异表达的趋化因子基因序

列，并应用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测差异表达的趋化因子，检
测结果与测序结果一致，说明本次测序结果可靠，
进一步证明了该脾肾阳虚型 ＵＣ 大鼠病证结合模型

具有可行性、合理性及科学性。 ＣＸＣＬ２、 ＣＸＣＬ１、
ＣＸＣＲ２、ＣＣＬ１２、ＣＸＣＬ６、ＣＣＬ７ 等因子在脾肾阳虚型

ＵＣ 结肠组织中表达明显上调，且经中西药治疗后，
各治疗组 ＣＸＣＬ１、 ＣＸＣＬ２、 ＣＸＣＲ２、 ＣＸＣＬ６、 ＣＣＬ７、
ＣＣＬ１２ 基因表达量均显著下降。 所以，本研究发现

的这一系列趋化因子的差异性表达应可作为脾肾

阳虚型 ＵＣ 的特异性靶点，并作为治疗效果及预后

判断的指标。 但是在脾肾阳虚型 ＵＣ 的发病过程

中，这一系列趋化因子之间具体的相互作用及影响

还不完全清楚，它们的差异表达是否完全体现出脾

肾阳虚证的发病规律，仍有待进一步研究与验证。
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