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紫萝卜花青素对溃疡性结肠炎小鼠的保护作用
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摘 要：溃疡性结肠炎（Ulcerative Colitis， UC）是一种常见的炎症性肠疾病，严重威胁人类健康，尽管临床药物在治

疗UC上取得了一些进展，但由于它们的副作用较大，因此寻找更安全、有效的新型治疗方法和治疗靶标仍然至关

重要。本研究首先从紫萝卜中提取并纯化紫萝卜花青素（Purple Radish Anthocyanins， PRA）并用于 UC 小鼠的治

疗。超氧阴离子清除率、活性氮自由基清除率及总抗氧化能力等测试证实PRA具有强大的抗氧化能力。通过葡聚

糖硫酸钠（Dextran Sulfate Sodium， DSS）构建急性 UC 小鼠模型，采用低、中、高剂量 PRA（50、100 及 200 mg/kg）进

行口服治疗。研究结果表明PRA能够缓解小鼠UC症状，PRA通过多途径对UC小鼠提供保护作用：降低关键的促

炎因子如肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor-α， TNF-α）、白介素6（Interleukin-6， IL-6）和白介素1β（Interleukin-

1β， IL-1β）的水平；增加抗氧化酶如谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione Peroxidase， GSH-Px）与超氧化物歧化酶（Su‐

peroxide Dismutase， SOD）的活性；减少脂质过氧化产物丙二醛（Malondialdehyde， MDA）的含量；以及上调结肠上

皮细胞紧密连接蛋白ZO-1的表达，从而维持肠道屏障完整性。此外，UC小鼠的治疗效果与PRA的剂量呈正相关，

200 mg/kg剂量下的PRA效果最佳。这些研究成果不仅拓展了PRA的生物学功能，同时为UC的治疗提供了新的

选择。
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Abstract: Ulcerative colitis (UC) is a prevalent inflammatory bowel disease posing a significant threat to human health. Although 

some progress has been made in the treatment of UC with clinical drugs, due to their significant side effects, the search for novel 

treatments and therapeutic targets that are safer and more effective remains crucial. In this study, purple radish anthocyanins (PRA) 
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were extracted and purified from purple radish anthins and used for treating UC mice. The robust antioxidant capacity of PRA was 

demonstrated through its high clearance rates of superoxide anion and active nitrogen radicals, as well as total antioxidant capacity. 

Dextran sulfate sodium (DSS) induced acute ulcerative colitis mice model was orally administered with low, medium and high doses 

of PRA (50, 100, 200 mg/kg). The findings showed that PRA effectively alleviates UC symptoms in mice by reducing key pro-in‐

flammatory factors such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1β (IL-1β), increasing the activity 

of antioxidant enzymes like glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD), decreasing malondialdehyde con‐

tent, and up-regulating the expression of tight junction protein ZO-1 in colon epithelial cells to maintain intestinal barrier integrity. 

Furthermore, the therapeutic effect on UC mice positively correlates with the dose of PRA, with optimal efficacy observed at a dose 

of 200 mg/kg. These results not only expand our understanding of the biological function of PRA but also offer a novel option for 

UC treatment.
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0 引言 

溃疡性结肠炎（Ulcerative Colitis， UC）是一

种易复发的肠道免疫性疾病，主要症状包括急

性腹痛、腹泻、紧迫感以及黏液脓血便。近年

来，全球的 UC 患病率不断上升［1-2］，并且已有

研究表明 UC 与直肠癌的发病率相关［3-4］。UC
发病机制并不明确，和遗传因素、免疫因素、环

境因素、肠道菌群都有一定的关系［5］。目前，

临床上治疗 UC 的药物主要包括氨基水杨酸、

免疫调节剂、糖皮质激素及生物制剂等［6］。然

而，这些药物可能导致肾脏毒性、肝毒性及不

育症等副作用［3-4］。因此，迫切需要挖掘安全有

效的 UC 治疗药物。

花青素，亦称花色素，是一种源自自然的食

用色素，以其安全性、无毒性、环保特性和资源

丰富而备受瞩目。这种色素在食品和医药等领

域展现出了巨大的应用潜力［5］。研究表明花青

素具有缓解动脉粥样硬化的能力［7-8］，并具备抗

突变、抗肿瘤、抗癌、抗菌消炎等多重功效［9］，

同时还能清除自由基，发挥出色的抗氧化作

用［10］。随着生物技术与农业的不断发展，越来

越多富含花青素的谷物、蔬菜、豆类、水果被发

现，这些食物与我们的日常生活紧密相连。紫

萝卜是一种广泛种植、产量高、性价比优越且

营养丰富的蔬菜。它含有丰富的多酚类物质，

特别是稳定性高、生物活性好的酰化花青素，

对人体健康十分有益［11］。动物实验研究和人

体临床试验证据表明，从水果和蔬菜中提取的

花青素可以预防肠道炎症，并对结肠健康有

益［12-15］。花青素的活性受多种因素影响，例如

pH 值、糖苷键结构、消化酶的作用和肠道微生

物群的组成［16-17］。花青素的生物利用度是其发

挥功能活性的基础，指的是花青素经过消化道

吸收并进入血液循环的量。然而，由于花青素

的化学性质不稳定且容易被降解，这限制了其

生物可及性和生物利用度。

本 实 验 旨 在 深 入 研 究 紫 萝 卜 中 花 青 素

（Purple Radish Anthocyanins， PRA）的 提 取 工

艺，以及其清除活性氧自由基的能力和胃液稳

定性等特性。同时，评价了不同剂量的 PRA 对

葡聚糖硫酸钠（Dextran Sulfate Sodium， DSS）诱

导的 UC 小鼠的治疗效果。实验结果显示，

PRA 能有效减轻结肠组织损伤、抑制促炎因子

的产生、减轻氧化应激，并提高肠紧密连接蛋

白的表达。这项研究为深入开发和研究 UC 的

治疗方法提供了坚实的理论基础。

1 材料及方法 

1.1　材料　

1.1.1　药品和试剂　

紫萝卜（冠县沃泽农业科技有限公司）；盐

酸（质量分数 37%，国药化学试剂北京有限公

司，货号 H9892）；大孔树脂（LSA-10，北京中冉

旭升科技发展有限公司，货号 HA-0945-500 g）；

质量浓度 0.1 g/mL 水合氯醛（上海源叶生物科

技 有 限 公 司 ，货 号 R21477）；葡 聚 糖 硫 酸 钠

（DSS）（上 海 毕 得 医 药 科 技 有 限 公 司 ，货 号

BD123894）；福尔马林（北京索莱宝有限公司，

货 号 G2161）；1，1-二 苯 基 -2-苦 基 肼 自 由 基

（DPPH Free Radical，上海梯希爱化成工业发展

有限公司，CASRN1898-66-4）；总抗氧化能力
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（T-AOC）测定试剂盒（南京建成生物有限公

司，货号 A015-2-1）；超氧阴离子（·O2
-）清除试

剂盒（南京建成生物有限公司，货号 A052-1-
1）；谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测试盒（南

京建成生物有限公司，货号 A006-2-1）；超氧化

物歧化酶（SOD）测定试剂盒（南京建成生物有

限公司，货号 A001-3）；丙二醛（MDA）测试盒

（南京建成生物有限公司，货号 A003-1）；肿瘤

坏死因子（TNF-α）测试盒（南京建成生物有限

公司，货号 H052-1-2）；白介素-6（IL-6）测试盒

（南京建成生物有限公司，货号 H007-1-2）；白

介素-1β（IL-1β）测试盒（南京建成生物有限公

司，货号 H002-1-2）。

1.1.2　仪器

超声波清洗器（DS-7510DTH， 上海生析超

声有限公司）；马尔文纳米粒度电位仪（ZS90， 
Malvern Instruments）；紫 外 可 见 分 光 光 度 计

（UV-6100， 上海美谱达仪器有限公司）；高效

液相色谱法（S3000， Achromat Science and Tech⁃
nology）；正置显微镜（Eclipse Ci-S， Nikon corpo⁃
ration Tokyo）；酶标仪（Epoch2， Bio Tek）。

1.1.3　动物　

所有小鼠均按照山西医科大学伦理委员会

的指导方针进行（山西医科大学伦理委员会编

号 ：SYDL2019002）。 30 只雄性 C57BL/6 小鼠

（SPF（Specific Pathogen Free）级，14~16 周龄，

20 g~25 g）由山西医科大学动物中心提供。

1.2　方法　

1.2.1　PRA的制备、纯化　

将新鲜的紫萝卜切丝，60 ℃烘干并研磨成

粉末；以 pH = 2~3 的盐酸 -75% 乙醇溶液（体

积 分 数）为 提 取 液 ，料 液 比 为 1∶5，温 度 为

60 ℃ ，功 率 为 450 W 的 超 声 条 件 下 ，提 取

30 min，共提取两次［18-19］。提取液经抽滤去除

残渣后注入已活化的大孔树脂（LSA-10）柱内

吸附 20 h，随后以体积分数 60% 乙醇溶液为洗

脱液进行洗脱，纯化后再经 50 ℃旋转蒸发浓缩

后，放置至 55 ℃真空干燥箱内 36 h，得到 PRA
粉末，放置到 4 ℃冷藏备用。

1.2.2　高效液相色谱分析　

采用高效液相色谱（High Performance Liq⁃
uid Chromatography， HPLC）对产品中花青素定

性分析，并结合相关文献推测其组分［19］。将

1.0 mg 花青素溶于 5 mL 蒸馏水中，用 0.45 μm
滤过膜过滤，并超声至无气泡；取 20 μL 注入

AlphasilVC-C18 色 谱 柱（5 μm，4.6 mm × 150 
mm），流动相为乙腈（溶剂 A）和磷酸∶甲酸∶乙

腈∶蒸馏水（体积比 1∶10∶5∶84，）（溶剂 B），流

速为 1.0 mL/min，柱温 40 ℃，在 530 nm 处检测

吸光度。洗脱方案如下：0 min：1% A、99% B；

10 min：12% A、88% B；20 min：15% A、85% 
B；25 min：32% A、68% B；30 min：1% A、99% 
B（百分数均指体积分数）。

1.2.3　模拟胃液中的稳定性实验　

取 23.4 mL 浓盐酸加水稀释至 100 mL，取

稀盐酸 16.4 mL，调节至 pH = 2，再向其加入

1.0 g 胃蛋白酶，搅拌均匀，用无菌水定容至

100 mL 得到模型人工胃液，用 0.22 μm 的微孔

滤膜过滤除菌，备用。取 PRA 粉末加入模拟人

工胃液中，配成 25 μg/mL，置于 37 ℃恒温摇床

中 180 r/min 振 荡 120 min，分 别 在 0、30、60、
120 min 时取 3 mL 溶液进行紫外吸收光谱测

定，以模拟胃液作为空白对照。

1.2.4　二苯基苦基苯肼（DPPH）实验　

准确称取 2.0 mg DPPH，溶解于 40 mL 无水

乙醇中，配成浓度为 0.05 mg/mL 的 DPPH 无水

乙醇，将上述合成的 PRA 粉末溶于水，分别配

成 12.5、25、50、100、200 μg/mL 溶液。将 2 mL 
PRA 溶液分别与 1 mL DPPH 无水乙醇溶液在

黑暗环境中充分混合 30 min，以各浓度 2 mL 
PRA 溶液与 1 mL 无水乙醇溶液混合后溶液为

基线，测定在 517 nm 波长处的吸光度。A0 为不

含样品的 DPPH 无水乙醇组，A1 为含样品的

DPPH无水乙醇组。清除率的计算公式如下：DPPH
清除率（%） = ［1−（A1−A0）/A0］ × 100%。

1.2.5　超氧阴离子（·O2
-）清除能力测定　

根据超氧阴离子检测试剂盒的说明书配制

显色剂和应用液，将 PRA 溶液与应用液混合。

根据说明书中添加的不同溶液，分别配成各浓

度的对照管和测定管。PRA 溶液的最终浓度

为 12.5、25、50、100、200 μg/mL。用涡旋混匀

器混匀，放入 37 ℃恒温水浴 40 min。加入显色

剂 ，室 温 静 置 10 min。 蒸 馏 水 为 基 线 调 零 ，

530 nm 处测定对照管和测定管的紫外吸光值，
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分别为 A 对照管和 A 测定管。超氧阴离子清除率计算

公 式 为 ：·O2
- 清 除 效 率（%） = （1-A 测定管/

A 对照管） × 100%。

1.2.6　总抗氧化能力检测试剂盒测定　

按照总抗氧化能力检测试剂盒说明书制备

2，2′-联氮-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）法

（2，2′-Azino-bis（3-ethylbenzothiazoline-6-sulfon⁃
ic acid） method， ABTS）工作液和试剂 4 应用

液，将工作液与试剂 4 应用液和 PRA 溶液加入

96 孔板中，室温暗箱孵育 6 min。PRA 溶液的

最终浓度分别为 12.5、25、50、100、200 μg/mL。

利用酶标仪测定 450 nm 处的吸收值，并根据标

准曲线计算出 PRA 的总抗氧化能力。

1.2.7　DSS诱导的UC小鼠模型及实验设计　

所 有 小 鼠 置 于 温 度（22 ± 2） ℃ 和 湿 度

（50±5）%控制的环境中，光照/黑暗循环 12 h。
适 应 一 周 后 ，将 30 只 小 鼠 随 机 分 为 对 照 组

（Control 组）、模 型 组（DSS 组）、柳 氮 磺 吡 啶

50 mg/kg （DSS+Sulfa 组 ）、PRA50 mg/kg 
（DSS+PRA-LD 组）、PRA100 mg/kg （DSS+
PRA-MD 组）和 PRA200 mg/kg （DSS+PRA-

HD 组）5 组（每组各 6 只）。将 2.5 g DSS 溶于

100 mL 水中配成质量浓度 25 g/L DSS 溶液，替

代 C57BL/6 的日常饮用水，自由饮用连续 7 d。
1 d~10 d，各组小鼠自由饮水，11 d~17 d，除对

照组外，其余四组饮用水量为 25 g/L DSS 溶液

7 d，同时 1 d~17 d 各组均用下列药物进行灌

胃：蒸馏水（Control 组），蒸馏水（DSS 组），柳氮

磺 吡 啶 50 mg/kg，PRA50 mg/kg，PRA100 
mg/kg，PRA200 mg/kg，每 天 1 次 ，连 续 17 d。
实验第 18 d，颈椎脱臼法处死所有小鼠，采集末

端结肠标本备用。

1.2.8　 疾 病 活 动 性 指 数（Disease activity index， 
DAI）、结肠长度的评价　

在 DSS 处理期间，每天记录体重、粪便特征

和粪便中是否有血，并按 0 到 4 分进行评分：体

重 减 轻（0：0~1%；1：1%~5%；2：5%~10%；

3：10%~15%；4：>15%，百分数指质量分数）；

大便稠度（0：正常；2：稀便；4：腹泻）；大便出血

情况（0：正常；2：有血；4：总出血）。DAI 以上

述参数的平均分计算［20］。实验结束后处死动

物，切除结肠，测量盲肠结肠交界处到直肠近

端的距离并拍照。

1.2.9　病理学检测（H&E染色）　

在实验结束时，迅速获取肠道组织样本，使

用精细的镊子细致地去除多余的结缔组织，并

通过生理盐水冲洗去除残留的血迹。接着，将

样本浸入福尔马林溶液中进行固定处理，并采

用石蜡包埋技术保存。对于石蜡包埋的样本，

需进行脱蜡处理以备染色：先将切片浸泡在环

保型脱蜡液Ⅰ中约 20 min，再转移到环保型脱

蜡液Ⅱ中同样处理 20 min。之后，将切片分别

在无水乙醇Ⅰ和无水乙醇Ⅱ中各浸泡 5 min，最
后在体积分数 75% 酒精中浸泡 5 min，并使用

自 来 水 彻 底 清 洗 。 对 于 冰 冻 切 片 ，需 要 从

-20 °C 的低温环境中取出，待其恢复至室温

后，使用专门的固定液进行 15 min 的固定，并用

流动的水清洗。在预处理阶段，将切片浸泡在

高清恒染预处理液中约 1 min。随后进行苏木

素染色：将切片在苏木素染液中浸泡 3 min~
5 min，用自来水清洗，然后在分化液中分化，再

次用自来水清洗，并在返蓝液中返蓝，最后用

流动的水清洗。接下来进行伊红染色：将切片

在体积分数 95% 的酒精中脱水 1 min，然后放

入伊红染液中染色 15 s。最后，进行脱水封片：

将切片依次放入无水乙醇 I、无水乙醇 II、无水

乙醇 III、正丁醇 I、正丁醇 II、二甲苯 I 和二甲苯

II 中，每个步骤 2 min，以达到透明效果。最后

使用中性树胶封片，并在显微镜下进行镜检和

图像采集分析。

1.2.10　免疫荧光分析

对结肠组织进行了固定和包埋处理。继

而，对石蜡切片进行脱蜡处理，以准备后续的

染色步骤：将切片依次放入环保型脱蜡液Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ中各 10 min，以及无水乙醇Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中各

5 min，最后用蒸馏水清洗。随后进行抗原修复

处理，使用 pH 8.0 的 EDTA（Ethylenedia Minetet⁃
raacetic Acid）缓 冲 液 ，在 微 波 炉 中 中 火 加 热

9 min 后 停 止 加 热 8 min，再 转 为 中 火 加 热

7 min。修复完成后，让玻片自然冷却，并将其

放 入 pH 7.4 的 PBS（Phosphate Buffered Saline）
中，在脱色摇床上洗涤 3 次，每次 5 min。接着

进行血清封闭，用组化笔在组织周围画圈，并

滴加 BSA，封闭时间为 30 min。之后，加入配制
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好的一抗，将切片平放在湿盒中，在 4 °C 下孵

育过夜。第二天，将玻片置于 PBS 中，在脱色

摇床上洗涤 3 次，每次 5 min，然后加入相应的

二抗，在避光条件下室温孵育 50 min。为了复

染细胞核，将玻片置于 PBS 中，在脱色摇床上

洗涤 3 次，每次 5 min，加入 DAPI（4′，6-diamidi⁃
no-2-phenylindole）染液，避光室温孵育 10 min。
为了淬灭组织的自发荧光，将玻片置于 PBS
中，在脱色摇床上洗涤 3 次，每次 5 min，加入自

发荧光淬灭剂 B 液，处理 5 min 后，用流水冲洗

10 min。最后，使用抗荧光淬灭封片剂进行封

片，以完成组织切片的制备。并在显微镜下进

行镜检和图像采集分析。

1.2.11　炎性细胞因子的测定及生物化学分析　

取 1 cm 结肠组织用冰冷的 PBS 冲洗，称重

约 50 mg~100 mg，记录体重，并用 PBS 稀释蛋

白酶抑制剂 100 倍，取 1 mL 蛋白酶抑制剂稀释

液加入组织匀浆机中匀浆，匀浆液在 4 ℃ 下

3 000 r/min 离心 10 min，获得上清液。使用小

鼠特异性酶联免疫吸附测定（Enzyme-linked Im⁃
munosorbent Assay， ELISA）试剂盒检测 TNF-
α、IL-6 和 IL-1β。蛋白质含量采用 BCA 蛋白测

定试剂盒测定，结果以 pg/μg 蛋白表示。此外，

采用相应的商业试剂盒评估结肠匀浆中谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-Px）活性、超氧化物歧化

酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）水平。

1.2.12　体内安全性评估　

雄性 C57BL/6 小鼠 PRA（200 mg/kg）治疗

17 天后，第 18 天每组小鼠采取眼球取血的方式

进行血液采集，血液样本用 4 ℃高速离心机以

3 500 r/min 的速度离心 10 min，取出上清，进行

血生化评价：谷丙转氨酶（Alanine aminotransfer⁃
ase， ALT）、天冬氨酸转氨酶（Aspartate amino⁃
transferase， AST）、白蛋白（albumin， ALB）、血

尿素氮（Blood urea nitrogen， BUN）、血肌酐（Se⁃
rum creatinine， SCR）；另外采集主要脏器（心、

肝、脾、肺、肾）进行组织病理学评价。

1.2.13　统计分析　

所有数据均采用 SPSS 25.0 进行统计分析，

所有结果均以均数±标准差（M̄± SD）表示。

采用单因素方差分析进行组间比较，设置 95%
置信区间，当 P < 0.05 代表差异有统计学意义。

2 实验结果 

2.1　PRA的提取、分离和纯化　

为了避免 PRA 的氧化并提高提取效率，制

备过程需要迅速进行。首先，在体积分数 95%
乙醇浸泡大孔树脂 LSA-10 超过 24 h，然后依次

使 用 质 量 分 数 5%HCl 溶 液 酸 化 和 质 量 分 数

4%NaOH 溶液碱化处理，之后用大量蒸馏水冲

洗至中性，并将活化后的大孔树脂湿法装柱，

备用。制备好 PRA 粗提取液后进行上样，上样

速率为 1 mL/min，上样后静置约 20 h 使得大孔

树脂对花青素充分吸附。随后进行洗脱，洗脱

剂 采 用 体 积 分 数 60% 乙 醇 ，洗 脱 速 率 为

2 mL/min，并根据颜色变化调整洗脱量。当下

样颜色从暗紫色变为浅紫色时停止洗脱，并取

暗紫色部分作为纯化完成液。随后经旋转蒸发

仪减压蒸馏和真空干燥即可得 PRA 粉末。将

提取得到的 PRA 配成低、中、高剂量溶液，并口

服给予 DSS 诱导的 UC 小鼠进行实验，实验示

意图如图 1 所示。

2.2　PRA组分分析与抗氧化能力　

依据参考文献［21］及图 2（a）HPLC 结果，

初步判断紫萝卜含有的花青素主要是矢车菊素

花色苷，且主要的成分为矢车菊素 -3-半乳糖

基 -葡萄糖苷 -阿魏酸与矢车菊素 -3-半乳糖

基-木糖基-葡萄糖基-芥子酸。

图 2（b）为 PRA 在水溶液中的紫外吸收光

谱图，可观察到在 528 nm 处存在明显的吸收

峰，与文献［22］报道花青素的紫外 -可见吸收

光谱一致。此外，图 2（c）为 PRA 在模拟胃液中

的紫外吸收光谱。结果显示随着时间推移，即

0 min、30 min、60 min、90 min 及 120 min 后 ，

PRA 的紫外吸收光谱未发生明显变化，这表明

PRA 能够在恶劣的胃酸环境下保持稳定，并能

够通过口服途径进行肠道递送以治疗 UC。

本研究以 ⋅O2
-、DPPH·、ABTS+·作为典型

的活性氧（Reactive Oxygen Species， ROS）及其

衍生物，探讨 PRA 的自由基清除能力。首先研

究了 PRA 对 ⋅O2
- 的清除性能。如图 2（d）所

示，随着 PRA 浓度的升高，⋅O2
- 的清除能力明

显提高，且 PRA 的 ⋅O2
- 清除能力与其浓度成正

相关。图 2（e）为 PRA 的 DPPH 清除率，PRA 浓

度 在 100 μg/mL 以 上 时 ，DPPH 的 清 除 率 达
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95% 以上，证明 PRA 有良好的自由基清除能

力 。 如 图 2（f）为 PRA 的 总 抗 氧 化 能 力

（T-AOC），结果显示 PRA 对 ABTS+·具有显著

的清除能力。综上所述，PRA 具有显著的广谱

ROS 清除能力，提示 PRA 可能具有抗氧化应激

的能力。

2.3　PRA缓解结肠炎性损伤　

本研究采用了连续 17 天灌胃的方法来探

究 PRA 在 UC 小鼠的作用，比较了 PRA 与柳氮

磺吡啶体内研究的抗结肠炎作用，动物实验设

计如图 3（a）所示，DSS 干预期间记录了小鼠每

天的体重变化。图 3（b）的结果显示，与对照组

相比，DSS 组体重显著下降 15.4%，表明成功建

立了 UC 小鼠模型。与对照组相比，Sulfa 组、

低、中、高剂量的 PRA 组体重分别下降分别为

12.1%、10.9%、10.1% 和 7.6%，表明柳氮磺吡啶

及 PRA 均可缓解 UC 小鼠的体重下降，其中剂

量为 200 mg/kg 的 PRA 组效果最佳，说明 PRA
对 UC 具有一定的缓解作用。图 3（c）展示了不

同组小鼠肛门的代表性照片，可以观察到 DSS
组小鼠的鲜血便明显，而柳氮磺吡啶及 PRA

低、中剂量组小鼠的便血情况有所改善，PRA
高剂量组明显改善了小鼠便血的情况。此外，

DAI 评分被广泛应用于评估 UC 严重程度，DAI
越高说明小鼠肠道组织损伤越严重。图 3（d）
显示了各组小鼠的 DAI 评分，DSS 组 DAI 评分

随 着 时 间 的 延 长 而 逐 渐 增 加 ，第 17 天 时 达

（10 ± 1.41）分，明显高于正常对照组；然而，与

DSS 模型组相比，柳氮磺吡啶、低、中、高剂量

的 PRA 组 DAI 评 分 分 别 为（9.0 ±1.03）、

（7.4 ± 1.67）、（6.66 ± 1.14）、（3.66 ± 1.87）
分，表明 PRA 可以显著降低 UC 小鼠的 DAI 评

分，且具有剂量依赖性。因此，PRA 在缓解结

肠炎引起的腹泻和便血方面表现出一定的缓解

作用。在 DSS 诱导的结肠炎模型中，结肠长度

是评估疾病严重程度的标志［23］。图 3（e—f）显

图1　PRA制备过程及PRA治疗UC示意图

Fig.  1　Schematic diagram of the preparation process of PRA and PRA treatment for UC
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示了 DSS 模型组小鼠结肠长度明显缩短，而柳

氮磺吡啶及 PRA 治疗可以缓解结肠炎小鼠结肠

长度的缩短，明显改善了结肠炎情况。脾脏指

数在 UC 的发病阶段可作为疾病发展的指标。

如图 3（g—h）显示，DSS 组的脾脏指数较对照组

显著上升，给予药物治疗后各组下降，200 mg/kg
的 PRA 治疗最为明显，这与解剖时脾脏照片呈

现的大小关系基本一致。综上所述，柳氮磺吡

啶及 PRA 可减轻 DSS 诱导的 UC 的严重程度，

其中剂量为 200 mg/kg 的 PRA 效果最佳。

通 过 测 定 结 肠 组 织 中 的 炎 症 细 胞 因 子

（TNF- α、IL-6 和 IL-1β）以评估 PRA 的潜在抗

炎作用。与对照组相比，DSS 模型组的炎性细

胞因子水平显著升高。相比之下，经 PRA 治疗

后，结肠组织中炎性细胞因子水平显著降低，

与 PRA 剂量呈正相关。此外，柳氮磺吡啶处理

降低了 IL-1β 和 IL-6，但不降低 TNF- α（图 4
（a）—（c））。这表明，PRA 处理可以有效减轻

DSS诱导的小鼠结肠炎的炎症程度，且 200 mg/kg
剂量的 PRA 对 UC 的保护作用较强，同时也表

明 PRA 的效果明显高于柳氮磺吡啶。

通过检测三种主要氧化应激标志物（MDA、

SOD、GSH-Px）水平来评估 PRA 的抗氧化作

用 。 如 图 4（d）所 示 ，模 型 组 小 鼠 结 肠 组 织

GSH-Px 活性（1.59 ± 0.22）明显低于对照组，相

比之下，所有治疗组的 GSH-Px 活性有所升高。

由图 4（e）显示，与正常组相比，DSS 组 SOD 水

平明显降低，而所有治疗组中，PRA-HD 组的

SOD 水平提升最为显著。MDA 的含量可反映

脂质过氧化的程度，正常情况下其在组织细胞

内的水平较低，而 DSS 组 MDA 水平升高。经过

治疗后，各组 MDA 水平均有所降低，其中 PRA-

HD 组 MDA 水平降低为显著，如图 4（f）所示。

这些结果证实柳氮磺胺吡啶及 PRA 治疗可有效

抑制结肠组织的氧化应激，PRA 剂量与氧化应

激指标变化呈线性相关，且 200 mg/kg 剂量的

PRA 三种氧化应激指标更接近于正常组小鼠。

通过对各组小鼠的组织病理学分析来评估

PRA 对结肠炎小鼠的影响。H&E 染色如图 5（a）
所示，对照组结肠组织结构正常，柱状上皮致密，

肠隐窝完整，未见组织学异常。相反，DSS 模型

组结肠糜烂，上皮破坏，黏膜损伤，隐窝消失，黏

图2　PRA表征及抗氧化能力

（a） PRA的HPLC图；（b） PRA的紫外吸收光谱；（c） PRA在模拟胃液中的紫外吸收光谱；（d—f） 分别为PRA的 ·O2
-清除率、

DPPH清除率、总抗氧化能力（ABTS）。
Fig.  2　PRA characterization and antioxidant capacity

(a) HPLC diagram of PRA; (b) Ultraviolet absorption spectrum of PRA; (c) PRA ultraviolet absorption spectrum in simulated gastric 

juice; (d-f) ·O2
- inhibition rate of PRA, DPPH inhibition rate, and total antioxidant capacity (T-AOC) activity of PRA.
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膜下层和肌层炎症细胞浸润。然而，Sulfa 组及

PRA 各剂量治疗组均减轻这些症状。这些结果

表明，PRA 治疗，特别是 200 mg/kg 的剂量，对减

轻 DSS 诱导的结肠组织损伤最有效。

根据文献研究，ZO-1（Zonula Occludens-1）
蛋白是肠道紧密连接相关的重要蛋白，它在维

持肠道屏障完整性和防止上皮渗漏中扮演关键

角色［22］。本研究采用了免疫荧光方法来探究

PRA 对肠道屏障 ZO-1 蛋白表达水平的影响，

结果如图 5（b）所示，DSS 组的上皮屏障受到严

重破坏，ZO-1 信号分布异常。然而，随着 PRA
给药剂量的增加，结肠炎小鼠结肠组织中 ZO-1

图3　PRA对DSS诱导的UC小鼠的治疗作用

（a） 实验设计示意图；（b） 小鼠体重；（c） 小鼠肛门及便血照片；（d） 疾病活动指数（DAI）评分；（e） 第18天各组小鼠结肠长度

代表性照片；（f） 小鼠结肠长度定量分析；（g） 各组小鼠脾脏代表照片；（h） 各组小鼠脾/体重比。均值±标准差，n = 6。
##P < 0.01对比正常组；*P < 0.05，**P < 0.01对比模型组。

Fig.  3　Therapeutic effect of PRA on DSS-induced UC in mice

(a) Schematic diagram of experimental design; (b) Body weight of mice; (c) Photos of blood in the anus and stool of mice; (d) Disease 

activity index (DAI) score; (e) Representative photos of colon length of mice in each group on day 18; (f) Mouse colon length; (g) 

Representative photos of spleen of mice in each group ; (h) Spleen / body weight ratio of mice in each group. Mean ± SD, n = 6. 
##P < 0.01 vs normal group; *P < 0.05,**P < 0.01 vs model group.
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蛋白的表达量逐渐增加。尤其是高剂量 PRA
处理能够显著上调结肠炎小鼠 ZO-1 蛋白的表

达水平。综上所述，这些结果表明 PRA 通过促

进 ZO-1 蛋白的表达来修复受损的肠道黏膜屏

障，且 PRA 剂量为 200 mg ⋅ kg-1 时，肠道 ZO-1
蛋白表达接近于正常小鼠。

图5　PRA对UC小鼠结肠组织病理损伤的影响

（a） 结肠组织代表性H&E染色，比例尺 = 100 μm ；（b） 小鼠结肠中ZO-1蛋白表达的代表性免疫荧光图像，比例尺 = 100 μm。

Fig.  5　The effect of PRA on pathological damage of colonic tissue in UC mice

(a) Representative H&E staining section of colon, scale = 100 μm; (b) Representative immunofluorescence images of ZO-1 protein 

expression in mouse colon, scale = 100 μm.

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm100 μm100 μm100 μm100 μm100 μm

图4　PRA对UC小鼠结肠组织中炎性细胞因子和酶活性的影响

（a—c） 分别为各组细胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α水平； （d—f） 分别为结肠组织谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、超氧化物歧

化酶（SOD）活性和丙二醛（MDA）水平。均值 ± 标准差， n = 6。##P < 0.01对比正常组；*P < 0.05，**P < 0.01对比模型组。

Fig.  4　The effect of PRA on inflammatory cytokines and enzymes in colon tissue of UC mice

(a-c) The levels of cytokines IL-1β, IL-6 and TNF-α in each group, respectively; (d-f) The activities of glutathione peroxidase (GSH-

Px), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in colon tissues of each group, respectively. Mean ± SD, n = 6. 
##P < 0.01 vs normal group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group.
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2.4　PRA的生物安全性　

本研究中的 PRA 是从可食用的紫萝卜中提

取，为验证其生物学安全性，本实验观察连续 17
天接受高剂量 PRA 处理后小鼠的主要器官的组

织病理学以及肝肾功能指标变化。组织病理学

变化如图 6（a）所示，结果显示对照组与 PRA 组

之间组织病理学几乎没有差异。此外，血清生

化学检测结果如图 6（b）示，PRA 处理后小鼠的

肝肾功能指标，包括谷丙转氨酶（ALT）、天冬氨

酸 转 氨 酶（AST）、白 蛋 白（ALB）、血 尿 素 氮

（BUN）、血肌酐（SCR）均在正常范围内。结果

表明，PRA 具有较好的生物安全性。

3 分析与讨论 

本实验旨在探究紫萝卜中 PRA 的提取和纯

化技术，并进一步确认其主要成分为矢车菊素

花色苷，与此前的研究结果相一致［12］。通过测

定 DPPH 自由基清除率、⋅O2
- 清除率以及总抗

氧化能力（T-AOC）等指标，证实了 PRA 具有

显著的抗氧化活性。同时，研究发现 PRA 具有

抗酸性，能够在胃酸环境下保持稳定，为其口

服治疗 UC 提供了可能性。

动物实验表明，PRA 对结肠组织具有显著

的保护作用，小鼠便血情况与 DAI 评分结果均

显示，PRA 能有效缓解 DSS 诱导的 UC，尤其是

200 mg/kg 剂量的 PRA 治疗效果最佳。

在 UC 的发病机制中，促炎细胞因子（如

TNF- α、IL-6 和 IL-1β 等）的 升 高 是 关 键 因

素［25］。本研究中，DSS 组小鼠的促炎细胞因子

水平显著升高，而经过 PRA 治疗后，这些促炎

细胞因子水平明显降低，且呈剂量依赖性，进

一步证明了 PRA 对 UC 的治疗效果。进一步的

研究显示，MDA 作为脂质过氧化反应的副产

物，对肠道上皮细胞具有有害影响［26］。在接受

PRA 治疗的小鼠中，MDA 的含量明显低于 DSS
处理组，这表明 PRA 能够减轻上皮细胞的脂质

过氧化，从而对肠道上皮细胞起到保护作用。

同时，SOD 和 GSH-Px 是关键的抗氧化酶，它们

能够清除体内的活性氧自由基，从而减少组织

的氧化应激损伤［27］。在本研究中，未接受 PRA
治疗的小鼠体内这两种酶的活性明显低于健康

小鼠，说明抗氧化酶活性降低会导致无法有效

清除肠道细胞中的活性氧自由基，进而可能加

剧炎症反应。相反，经过 PRA 治疗的小鼠体内

这两种酶的活性得到了显著提升，这与肠炎症

状的减轻是一致的，这一效果可归因于 PRA 的

强效抗氧化活性。

肠道屏障的破坏与结肠上皮细胞 ZO-1 蛋

图6　PRA的生物安全性评估

（a） 小鼠主要器官的代表性H&E染色图像。标尺：100 μm；（b） 血清生化学检测。

Fig.  6　Biosafety assessment of PRA

(a) Representative H&E stained images of major organs of mice.  Scale: 100 μm; (b) Biochemical detection of serum.

100 μm
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白的减少密切相关［28］。本研究发现，DSS 诱导

的结肠炎小鼠中 ZO-1 蛋白水平下调，导致肠上

皮完整性受损。然而，经过 PRA 处理后，ZO-1
蛋白的表达得以上调，从而恢复了肠道屏障的

功能。

最后，通过对 PRA 生物安全性进行评估，

证实了 PRA 具有良好的生物安全性。这表明

PRA 在新药物或膳食补充剂的研发过程中具

有广泛的应用前景，有助于推动 PRA 新药物的

开发。

4 结论 

从紫萝卜中分离并提纯得到 PRA，具有优

异的稳定性和生物安全性，其能够清除炎症部

位的活性氧自由基，逆转上皮细胞脂质过氧化

的过程，并维持肠道屏障完整性，在 UC 治疗方

面表现出潜力。本研究开发的 PRA 药物不仅

安全稳定，还能为 UC 患者提供新的治疗选择，

具有重要医学意义。
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