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摘要 目的：探讨中药缓溃乐（HKL）对溃疡性结肠炎小鼠下丘脑－垂体－肾上腺轴以及 5-羟色胺（5-HT）信号通路相关关键分子

的影响。方法：C57BL/6小鼠（38只）随机分成 HKL干预组（HKL组）、5-氨基水杨酸干预组（5-ASA组）、溃疡性结肠炎模型组

（UC组）和正常组。前三组小鼠用 2%葡聚糖硫酸钠（Dextran sodium sulfate，DSS）干预 7天，构建小鼠 UC模型，同时分别用 HKL、

5-ASA和蒸馏水灌胃干预 14天。每天观察动物一般状态、粪便性状。在干预结束后采集血清和结肠组织，采用 HE染色法评价各

组小鼠结肠组织完整性、损伤或愈合程度。酶联免疫吸附法测定血清中促肾上腺皮质激素（ACTH）、促肾上腺皮质激素释放激素

（CRH）、皮质醇（CORT）、5-羟色胺(5-HT)、犬尿氨酸（KYN）和色氨酸（TRP）的含量；RT-qPCR法检测结肠组织中 5-羟色胺转运

蛋白（SERT）和色氨酸羟化酶 I（TPH1）的 mRNA水平。结果：HKL和 5-ASA组小鼠结肠组织损伤部分恢复。UC小鼠血清 ACTH、

KYN、TRP和 5-HT含量显著高于正常组（P＜0.05或 P<0.01），而 CRH含量显著低于正常组（P<0.001）；与 UC组比较，HKL组小

鼠血清中 CORT、ACTH、KYN和 TRP的含量显著降低（P<0.05或 P<0.01），CRH含量显著升高（P<0.01）；与正常组相比，UC组小
鼠结肠组织中 TPH1的 mRNA表达水平显著升高（P<0.01）；与 UC组相比，HKL组 TPH1的 mRNA表达水平显著降低（P＜
0.05），而 SERT的 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）。结论：UC小鼠体内 HPA轴过度活化，5-HT信号通路发生异常，肠道炎症

明显，中药 HKL抑制 HPA轴的过度激活，并对 5-HT信号通路相关分子的表达产生影响。
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The Effect of Huan Kui Le on HPA Axis and 5-HT Signal Pathway Related
Molecules in UC Mice*

To investigate the effect of traditional Chinese medicine（TCM）Huan Kui Le（HKL）on key molecules of

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and 5-HT signaling pathway in ulcerative colitis (UC) mice. C57BL/6 mice (n=38)

were randomized into HKL intervention group (HKL group), 5-aminosalicylic acid intervention group (5-ASA group), UC model group

(UC group) and normal group. The first three groups of mice were intervened with 2% dextran sodium sulfate (DSS) for 7 days to build a

mouse UC model. At the same time HKL, 5-ASA and distilled water were gavaged for 14 days from the first day of DSS intervention,

respectively. Observed the general status and faecal traits of each mouse. Serum and colon tissue were collected after 14 days. HE staining

histopathological tests were used to evaluate colon tissue integrity, injury degree, and healing of each mouse.The protein expression

levels of Adrenocorticotrophic hormone(ACTH), Corticotropin releasing hormone(CRH), Cortisol(CORT), 5-Hydroxytryptamine(5-HT),

Tryptophane(TRP), and Kynurenine(KYN) in serum were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The mRNA levels
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of SERT and TPH1 were determined by RT-qPCR. The colonic tissue injury of mice treated with HKL and Chinese medicine re-

covered. Compared to the Normal group,the serum content of ACTH, KYN, TRP and 5-HT was significantly higher (P<0.05 or P<0.01)
and CRH content was significantly lower in UC group (P<0.001). Compared to the UC group, the serum content of CORT, ACTH, KYN

and TRP was significantly decreased in HKL group(P<0.05 or P<0.01), while the CRH content was significantly increased (P<0.01). The
mRNA expression level of TPH1 in the colon tissue of the UC group was significantly higher than Normal group (P<0.01). Compared to
the UC group, the mRNA expression level of TPH-1 was significantly decreased (P<0.05), and SERT was significantly increased (P<0.01)
in HKL group. In UC mice, HPA axis is hyperactivated, 5-HT signaling pathway is abnormal, and intestinal inflammation is

obvious. The HKL has regulatory effects on the excessive activation of HPA axis, and has impacts on the expression of molecules related

to 5-HT signaling pathway.

Ulcerative colitis; HPA axis; 5-HT signal pathway; Huan Kui Le

前言

溃疡性结肠炎（UC）是一种原因不明的弥漫性非特异性炎

症，从直肠侧持续损害结肠黏膜，通常导致糜烂和溃疡[1]，其发

病机制尚未完全明确。目前国内外研究人员认为 UC的发生发

展与遗传、环境、肠道菌群和神经内分泌等多种因素有关[2]，而

近几年在 UC的发病机制研究中大脑和肠道的双向交流及相

互作用关系也越来越被关注。

下丘脑－垂体－肾上腺轴（The hypothalamic-pituitary-a-

drenal axis，HPA axis）是肠脑交流的重要分支[3]。由下丘脑所分

泌的促肾上腺皮质激素释放激素（Corticotropin releasing hor-

mone，CRH）作用于垂体前叶释放促肾上腺皮质激素（Adreno-

corticotrophic hormone，ACTH），而肾上腺皮质在 ACTH 的作

用下可以合成皮质醇（Cortisol，CORT）。CORT可以反馈作用

于下丘脑和垂体（分别抑制 CRH和 ACTH的合成与分泌），形

成反馈调节环路，即形成 HPA轴。HPA轴的过度活化可能导

致 HPA-炎症信号调控失调与各种炎症因子的异常激活，促进

UC的发生发展。5-羟色胺（5-Hydroxytryptamine，5-HT）作为中

枢神经系统（Central nervous system，CNS）重要的神经递质，与

HPA轴存在广泛的相互联系[4,5]。5-HT能神经元可支配下丘脑

室旁核分泌 CRH的细胞释放 CRH，进而影响 HPA轴功能，同

时 CRH、ACTH及 CORT也反作用于 5-HT能神经元细胞[6]，抑

制其活性。HPA轴作为机体的反馈调节系统参与控制应激反

应，调节体内各级内分泌腺和激素水平，是神经内分泌网络的

重要枢纽。高水平 CORT通过海马中盐皮质激素（Mineralo-

corticoid，MR）和糖皮质激素受体（Glucocorticoidreceptor，GR）

调节中缝核 5-HT 神经元活性，引起 5-HT 传导功能受损 [7]，

5-HT系统与 HPA轴共同组成的神经内分泌回路，是调控应激

反应的关键因素。说明 HPA轴与 5-HT系统两者之间联系紧

密，构成了复杂的网络系统并相互影响[8,9]。因此，分析和研究

HPA轴和 5-HT通路之间的相互作用关系为 UC发病机制和

药物干预机制研究中非常关键。

先前研究表明，中药以及植物来源的生物活性化合物可能

是治疗 UC的重要突破点，其具有 UC治疗效果和较高的生物

安全性[10,11]。本研究团队研发的中药复方缓溃乐混悬剂（HKL）

为十种中药材组成的中药复方制剂，以往对此药的药效学研究

显示，HKL对大鼠 UC的治疗效果明显[12]，但治疗的分子机制

尚未明确，因此本文在国内外文献报道及前期相关实验基础

上，旨在通过 HKL干预 DSS诱导的 UC小鼠后，检测 HPA轴

和 5-HT信号通路相关信号分子的变化，探讨 HKL对 HPA轴

和 5-HT信号通路关键信号分子的影响，为 HKL治疗 UC的分

子机制提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 动物

SPF级雄性 C57BL/6小鼠，体质量为 18-22 g，购于新疆医

科大学动物实验中心。各组小鼠给予标准饲料，自由饮水和进

食，自然采光，温度 25℃左右，相对湿度 60%-80%。

1.2 实验药物

HKL：HKL是十种中药材组成的复方混悬液，包括琥珀、

天竺黄、石榴花、赤石脂、黄连、拳参、没食子、血竭、车前子和温

桲子等。HKL按照处方要求制备，药物制备工艺已授权国家发

明专利[13]，小鼠给药剂量为 2.6 g/kg。5-氨基水杨酸给药剂量为

150 mg/kg。

1.3 实验仪器与试剂

DSS（MP, Mw:36000-50000 Da），乙醇（分析纯国产），生理

盐水（国产），小鼠血清 ACTH、5-HT、CRH、CORT、KYN、TRP

ELISA试剂盒（伊来瑞特武汉），逆转录试剂盒（全式金北京），

SYBR誖 Green Real-time PCR试剂盒（全式金北京），4%多聚甲

醛（Biosharp安徽），引物（生工基因上海），分光光度计（NaNo

DroP），低温离心机（Eppendorf德国），荧光倒置显微镜（莱卡德

国），荧光定量 PCR 仪（ABI 7500，QuantStudioTMReal-Time

PCR System），荧光倒置显微镜（德国、莱卡公司），移液器（德

国，Eppendorf），灌胃针，水浴锅，移液器（Eppendorf德国），TE，

苏木素，PBS，蒸馏水等。

1.4 小鼠 UC模型建立与分组

取 38只雄性 C57BL/6小鼠适应性喂养 7天后进行实验。

将小鼠随机分为 UC 组（n=10）、HKL 组（n=10）、5-ASA 组

（n=10）和正常组（n=8）。除正常组，其他组小鼠均用 2%的 DSS

干预 7天（相应量的 DSS溶液加入小鼠饮用水中）建立小鼠

UC模型。DSS干预第一天起 HKL组灌胃 0.3 mL HKL药液，

5-ASA组灌胃 0.3 mL 5-ASA药液，UC组和正常对照组灌胃同

等体积的生理盐水，所有组灌胃一天一次，连续 14天。给药期

间将记录动物的行为表现、精神状态、粪便状况等。
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1.5 标本采集

药物干预 14天后处理动物（处理动物前一天晚上所有动

物禁食不禁水），采集全血并离心获得血清，分装后置于 -80℃

保存备用。采集从肛门到盲肠的结肠组织标本，结肠进行长度

测量后分两段，一部分用于 HE染色组织病理学检测，另一部

分用于相关分子实验。

1.6 HE染色组织病理学检查

将保存于 4%多聚甲醛固定的结肠组织流水清洗 2小时后

进行常规脱水、透明化、石蜡包埋、切片、烤片、HE染色，并于光

学显微镜下进行组织病理学检查。HE染色具体步骤如下：① 将

石蜡切片放入烘箱（60℃）1小时；② 脱蜡：放入二甲苯Ⅰ、二甲

苯Ⅱ中各 10分钟；③ 覆水：放入无水乙醇Ⅰ、无水乙醇Ⅱ、95%

乙醇、85%乙醇、75%乙醇各 5分钟，自来水洗 5分钟；④ 染色：

苏木素染色 2分钟，自来水冲洗 2分钟；⑤ 分化：5%的乙酸分

化液分化 5秒，自来水冲洗 5分钟；⑥ 染色：伊红染色 4分钟，

自来水冲洗 5分钟；⑦ 脱水：放入 75%乙醇、85%乙醇、95%乙

醇、无水乙醇Ⅰ、无水乙醇Ⅱ中各 5分钟，放入二甲苯Ⅰ、二甲

苯Ⅱ中各 5分钟；⑧ 封片：组织中滴中性树胶，封片，干燥后阅片。

1.7 ELISA 法测定血清中 ACTH、5-HT、CRH、CORT、KYN、

TRP的含量

按照 ELISA试剂盒说明书步骤进行操作。待孵育结束后，

立刻使用酶标仪检测各孔样品的吸光度，波长设置为 450 nm，

根据标准曲线计算各组小鼠血清中 ACTH、5-HT、CRH、

CORT、KYN、TRP的含量。

1.8 RT-qPCR法检测结肠组织中 TPH1和 SERT的mRNA水平

采用 TRIZOL法提取结肠组织总 RNA，用 NanoDrop超微

分光光度计测定所提取的 RNA样品的浓度和纯度。具体步骤

如下：

1）将冻存的小鼠结肠组织切成 50 mg左右放入 2 mL EP

管，每 EP管中放入 4 mm研磨珠 2 个，加 TRIZOL1 mL，加

RNA提取试剂 0.2 mL后放入研磨仪中研磨 60秒，并通过离

心柱法提取 RNA。

2）经鉴定后取 1 滋g RNA逆转录合成 cDNA并利用荧光

定量试剂盒及设计合成的引物（表 1）准备 PCR样本。PCR扩

增操作在 ABI7500（QuantStudioTM Real-Time PCR System）系

统下进行。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

Oligo Name Sequence (5 to 3) Length

mouse β -actin-F AGA GGG AAA TCG TGC GTG ACA TCA AAG AG 29

mouse β -actin-R GAT GCC ACA GGA TTC CAT ACC CAA GAA GG 29

TPH-1-F CAT CCG TCC TGT GGC TGG TTA C 22

TPH-1-R AGG TGT CTG GCT CTG GAG TGT AG 23

SERT-F CGT CGT CGT GTC TTG GTT CTA TGG 24

SERT-R ACA GGA GAA ACA GAG GGC TGA TGG 24

3）PCR扩增条件为：① 保温阶段：94℃30秒；② PCR阶段：

94℃5秒、60℃30秒；③ 熔解曲线阶段：95℃15秒、60℃1分钟、

95℃1秒；上述步骤循环 40次。

1.9 统计学处理

计量资料数据均用 GraphPad Prism 8.0.2 进行统计学分

析，多组比较采用单因素方差分析，两组比较采用独立样本的 t

检验。统计结果用 *P<0.05，**P<0.01，***P<0.001表示。

2 结果

2.1 一般状态，结肠长度、肝脾重量变化

正常组小鼠在饲养期间反应灵敏、精神状况良好，粪便形

状无异常；其他三组小鼠从 DSS干预后出现腹泻、稀便以及血

便等症状，造模初期出现脾气暴躁、相互咬伤等精神异常现象；

与 UC组相比，随着给药时间的延长 HKL组、5-ASA组的小鼠

精神状态和粪便成形情况有所好转。比较各组小鼠结肠长度变

化发现，UC组小鼠结肠长度明显缩短、充血、粘连，结肠宽度变

大（P＜0.05）。除正常组外，各干预组小鼠结肠仍有部分充血、

水肿，但较 UC组相比，HKL和 5-ASA干预组此现象有所减

轻，结肠长度发生明显变化，见图 1。

比较各组小鼠肝脏与脾脏重量，与正常组相比，其他各组

小鼠脾脏重量增高，且具有统计学意义（P＜0.01），四组小鼠肝

脏重量无统计学差异（P＞0.05），见图 2。

2.2 各组小鼠结肠组织病理学变化

HE染色组织病理学检测结果显示，正常组小鼠结肠组织

结构正常；而 UC组小鼠结肠组织损伤较严重，腺体结构基本

消失，可观察到溃疡；HKL组小鼠结肠组织虽有损伤，但与 UC

组相比较轻，且可以观察到结肠损伤明显好转，黏膜固有层炎

性细胞浸润较少；5-ASA组与 UC组相比，结肠结构清晰，且结

肠黏膜基本恢复完整，炎细胞浸润较少，见图 3。

2.3 各组小鼠血清中 HPA相关指标的含量变化

ELISA结果显示，UC小鼠血清中 ACTH水平显著高于正

常组（P<0.05），CORT水平有升高趋势。但 UC组小鼠血清中

CRH水平低于正常组（P<0.001）。HKL组小鼠血清中 ACTH、

CORT水平低于 UC组（P<0.05或 P<0.01），而 CRH水平高于

UC组（P<0.01）。见图 4。

2.4 各组小鼠血清中 5-HT信号通路相关指标的含量变化

ELISA 结果显示，UC 小鼠血清中 5-HT、TRP、KYN 含量

均显著高于正常组（P<0.01或 P<0.05）。与 UC组相比，HKL组

小鼠血清中 TRP、KYN 含量明显下降（P<0.05 或 P<0.01），
5-HT水平有所下降但无显著差异（P>0.05）。见图 5。

619窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.4 FEB.2024

图 1 各组小鼠结肠长度比较

Fig.1 Comparison of Colon Length in Different Groups of Mice

注："*"代表 P＜0.05。

Note: *P＜0.05 compared each two groups.

图 2 各组小鼠肝脏和脾脏重量比较

Fig.2 Comparison of liver and spleen weights in each group of mice

注："**"代表 P＜0.01。

Note: **P＜0.01compared each two groups.

2.5 5-HT信号通路相关蛋白的 mRNA水平变化

RT-qPCR结果显示（见图 6），与正常组相比，UC组小鼠结

肠组织中 SERT的 mRNA表达量有下调趋势，但组间无显著

差异（P>0.05）；与 UC组相比，HKL组和 5-ASA组小鼠结肠组

织中 SERT的 mRNA表达量显著上调（P<0.05或 P<0.01）；UC
组小鼠 TPH1 mRNA表达量显著高于正常组（P<0.01）。而 HKL

和 5-ASA 干预后 UC 小鼠 TPH1 mRNA 表达量下调（P<0.05
或 P<0.01）。

3 讨论

近年来脑 -肠轴的研究成为探究 UC治疗的热门话题[14]。

研究发现，焦虑、抑郁症与 UC发病密切相关，并且两者相互影

响，具有协同作用[15]。HPA轴作为机体在遭受压力应激等刺激

时的神经内分泌调控核心，应激时出现过度激活的情况。CORT

被认为是 HPA 轴激活的标志，异常激活的 HPA 轴会导致

CORT的过量分泌，从而造成机体稳态失衡，促进病理进程，导

致肠道炎症。当机体处于急性应激状态时，HPA轴兴奋，ACTH

和 CORT均上升，且其表达水平与创伤程度呈正相关[16]。因此

UC治疗过程中寻找能够修复局部损伤，同时对神经内分泌进

行调控的药物可能更有利于 UC的治疗并缓解 UC的复发。

HKL是由没食子、琥珀、车前草等十种中药材组成的复方

药物，前期研究中已确认该药对 UC有效[17]，但其疗效是否与

对机体的神经内分泌调控具有一定的关系有待进一步研究。本

文通过 HKL对 HPA轴和 5-HT信号通路相关分子的影响探讨

了 HKL治疗 UC的分子机制。研究结果显示，与正常组相比，

UC 组小鼠血清中 ACTH 含量显著升高，CORT 含量上升趋

势，说明 UC组小鼠体内 HPA轴处于激活的状态，其可能为

UC小鼠肠道损伤及炎细胞浸润的原因之一。中药 HKL进行干

预后，小鼠血清中 ACTH和 CORT含量显著下降，说明 HKL干

预后的小鼠 CORT水平正常，HPA过度激活缓解。研究报道显

示，在应激原的刺激下，下丘脑室旁核处的 CRH以正反馈方式

使自身分泌迅速增加。CRH到达垂体后，与 CRFR1结合，腺苷

酸环化酶系统被激活，ACTH被分泌入血，ACTH受体被ACTH

激活并产生应答[18]。本研究中，UC组小鼠 ACTH和CORT含量

升高，但 CRH含量显著下降，可能原因为当外周的 ACTH分

泌浓度过高时，反馈性地抑制下丘脑的 CRH分泌。而中药HKL
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图 3 各组小鼠结肠组织 HE染色结果（x20）

Fig.3 HE staining results of colon tissue in each group of mice

A. Normal group; B. UC group; C. HKL group; D. 5-ASA group.

图 4 各组小鼠 ACTH，CORT，CRH的含量

Fig. 4 Changes in ACTH, CORT, and CRH content in each group of mice

注："*"代表 P＜0.05；"**"代表 P＜0.01, "***"代表 P＜0.001。

Note: *P＜0.05,**P＜0.01,***P＜0.001 compared each two groups.

图 5 各组小鼠血清中 5-HT、TRP、KYN的含量

Fig.5 The content of 5-HT, TRP, KYN in the serum of each group of mice

"*"代表 P＜0.05；"**"代表 P＜0.01。

*P＜0.05,**P＜0.01 compared each two groups.
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图 6 各组小鼠结肠组织中 TPHI和 SERT的 mRNA表达量

Fig.6 mRNA expression levels of TPHI and SERT in colon tissue of mice in each group

"*"代表 P＜0.05；"**"代表 P＜0.01。

*P＜0.05,**P＜0.01 compared each two groups.

干预后小鼠血清中 CRH含量升高并且 ACTH、CORT、CRH含

量均接近于正常水平，初步说明中药 HKL通过影响 HPA轴，

使机体稳态趋向于恢复平衡，有利于肠道炎症的抑制并促进溃

疡的愈合。

5-HT是一种单胺类脑肠肽，其广泛存在于神经系统和胃

肠道系统，是脑肠轴的物质基础。UC的结肠改变以溃疡性病变

为特征，常伴有免疫细胞的明显浸润以及 5-HT的改变。所以

5-HT不仅可以调节胃肠道平滑肌收缩，从而影响胃肠道神经递

质的释放，而且与 UC的发生发展密切相关[19]。本研究 ELISA

结果显示，与正常组相比，UC组小鼠血清中的 5-HT含量显著

升高。已有研究发现，5-HT的合成、释放、与受体结合及重摄取

等信号传导过程中，任一环节发生异常均有可能导致肠道免疫

的破坏、肠道菌群的紊乱、肠道动力的异常及精神心理的变

化[20,21]。说明 UC组小鼠脾气暴躁、相互咬伤以及结肠组织病理

变化等特点均与 5-HT信号通路异常具有一定的关系。用中药

HKL干预后小鼠血清中的 5-HT含量下降，但与 UC组差异不

明显。因此本研究中进一步检测了 5-HT的合成、释放、并重摄

取相关基因的表达情况。

几项临床研究表明结肠黏膜 5-HT释放量与 UC疾病活动

度呈正相关[21,22]，同时 IBD 患者肠道黏膜中 5-HT的含量以及

编码 5-HT合成的限速酶色氨酸羟化酶 I (TPH-1)mRNA的丰

度发生了改变[23,24]。肠道粘膜所释放的 5-HT的细胞外利用率主

要以上皮细胞，肠神经元和循环血小板上表达的 5-羟色胺转

运蛋白（Serotonin transporter，SERT）有关，目前比较一致的结

果为患者肠道黏膜上 SERT 的表达下降 [25-27]。本文通过

RT-qPCR法检测各组小鼠结肠组织中 TPH1和 SERT的 mR-

NA表达量。结果显示，与正常组小鼠相比，UC组小鼠结肠组

织中 TPH1的 mRNA表达量上调，SERT 的 mRNA表达量有

下调趋势，说明 UC小鼠体内 5-HT合成加速，但摄取受到障

碍，导致肠道的高敏感性，从而促进 UC的发展。而用 HKL干

预后，TPH1的 mRNA表达量下调，SERT的 mRNA表达量上

调，5-HT合成和摄取平衡开始恢复，有利于降低肠道敏感性以

及溃疡的愈合。

另一方面，色氨酸（Tryptophane，Trp）除了通过 TPH-1 转

化为 5-HT外，还可通过限速酶吲哚胺 2，3-双加氧酶的作用分

解产生犬尿氨酸（Kynurenine，KYN）。KYN进一步转化为烟酰

胺衍生物和其他代谢产物，在免疫调节、细胞增殖和细胞能量

生成中发挥作用。在 UC期间检测 KYN和 Trp水平的研究结

果显示，血清 Trp含量降低，但血清 KYN的变化是不一致的[28-30]，

本研究结果显示，与正常组相比，UC组小鼠血清中 KYN、TRP

含量显著升高。而与 UC 组相比，HKL 干预组小鼠血清中

KYN、TRP含量显著降低，说明 UC小鼠体内 5-HT合成、摄取

和分解代谢发生异常，中药 HKL 会影响 5-HT 信号通路中

TPH-I、SERT、KYN和 Trp等分子的产生或代谢。

综上所述，本文通过 DSS动物模型初步确认中药 HKL对

过度活化的 HPA轴具有一定的抑制作用，同时对 UC所出现

的 5-HT信号通路相关分子的表达异常或代谢异常具有一定的

调节作用，UC发生发展过程中 HPA轴和 5-HT信号通路的相

互作用关系和中药 HKL对整体的调控机制有待进一步研究。
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