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四神丸对溃疡性结肠炎大鼠的调控作用
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摘 要 为了探讨四神丸对溃疡性结肠炎（UC）的作用机制，在硫酸葡聚糖钠盐（DSS）诱导的UC大鼠模型基础上，

研究了四神丸对 UC 大鼠体重变化率、血便稀便、结肠长度的影响，以及对白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α
（TNF- α）、B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、Bcl2-Associated X 的蛋白质（BCL2-Associated X，Bax）、血管内皮生长因子

（VEGF）、表皮生长因子（EGF）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）和超氧化物歧化酶（SOD）的调节作用 . 结果：与正常

组相比，模型组大鼠出现严重的稀便、血便、体重减轻和结肠缩短（P<0.01）情况，其余给药组的症状有所改善；与正

常组比较，模型组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、Bax、VEGF含量显著升高，EGF、Bcl-2表达含量降低；同时伴随着GSH含

量、SOD活力的下降及MDA含量的上升（P<0.01）. 各给药组对DSS大鼠的上述指标均呈趋向于正常组水平调节 . 结
论：四神丸可以通过降低炎症因子（IL-6和TNF-α）、调节凋亡相关因子（上调Bcl-2和下调Bax）、调控生长因子（上调

EGF和下调VEGF）、改善氧化应激损伤（降低MDA、提升GSH含量和SOD活力）来发挥对UC大鼠的治疗作用 .
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Regulatory effect of Sishen Wan on ulcerative colitis rats
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Abstract  In order to explore the mechanism of action of Sishen Wan on ulcerative colitis （UC）， based on the UC rat 
model induced by sodium dextran sulfate （DSS）， the effects of Sishen Wan on the rate of weight change， bloody and loose 
stools， colon length， as well as the regulatory effects of Sishen Wan on interleukin-6 （IL-6）， tumor necrosis factor - α 
（TNF-α）， B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）， Bcl2-associated X protein （Bax）， vascular endothelial growth factor （VEGF）， 
epidermal growth factor （EGF）， malondialdehyde （MDA） and glutathione （GSH） in UC rats. Results：Compared with the 
normal group， the model group rats showed severe loose stools， bloody stools， weight loss， and colon shortening （P <
0.01）， while the symptoms of the other treatment groups improved； Compared with the normal group， the serum levels of 
IL-6， TNF-α， Bax， and VEGF in the model group rats significantly increased， while the expression levels of EGF and Bcl-
2 decreased； At the same time， there was a decrease in GSH content， SOD activity， and an increase in MDA content （P <
0.01）. The above indicators of DSS rats in each treatment group tended to be regulated at the level of the normal group. 
Conclusion： Sishen Wan can exert therapeutic effects on UC by reducing inflammatory factors （IL-6 and TNF- α）， 
regulating apoptosis related factors （upregulating Bcl-2 and downregulating Bax）， regulating growth factors （upregulating 
EGF and downregulating VEGF）， and improving oxidative stress damage （reducing MDA， increasing GSH content and 
SOD activity）.
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溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，UC）病因不

明，是慢性非特异性肠道炎症，病变主要位于直肠

和结肠，多呈反复发作 . 主要的临床表现有腹泻、便

血、腹痛等症状 . UC发病率较高且能够在任何年龄

段发病，治疗困难，周期长，发生严重感染后可危及

生命［1-2］. 该病在《内经》《难经》《备急千金要方》中均

有记载，属于中医学“痢疾”范畴 . 中医治疗UC较西

医具有明显优势，药性温和且安全有效，能够降低

疾病的复发率，避免药物不良反应的发生，重症患

者采用中西医结合治疗可提升治疗效果［3］.
四神丸源于《证治准绳·类方》，为治疗脾肾阳

虚泄泻的经典名方，具有温肾健脾、涩肠止泻的功

效，现代临床主要用于治疗溃疡性结肠炎［4-6］. 该方

由肉豆蔻、补骨脂、五味子、吴茱萸和大枣五味药组

成，其活性成分复杂，治疗UC具有多靶点、多途径、

多层次的特点，四神丸对大鼠和小鼠肠道性疾病有

一定的积极治疗作用，尤其是在止泻、抗炎免疫以

及肠黏膜保护方面［7］. 然而四神丸如何发挥治疗溃

疡性结肠炎的作用机制尚未完全清楚 .
较多研究表明，溃疡性结肠炎的治疗策略是通

过调控促炎因子 IL-6、TNF-α和凋亡相关因子Bcl-2、
Bax［8-9］，还有研究结果发现炎症性肠病患者血清中

EGF表达水平较低且血小板计数与血清中VEGF浓

度呈正相关［10］，同时临床上有用 MDA 含量评估 UC
患者病情，并认为 GSH、SOD 可以减少氧化应激和

调节免疫系统功能［11］.
因此，本研究通过 DSS诱导建立 UC大鼠模型，

采用酶联免疫吸附剂测定法（ELISA法）检测DSS诱

导的溃疡性结肠炎大鼠血清中 IL-6、TNF-α、Bcl-2、
Bax、VEGF、EGF水平变化，以及对血清和结肠组织

中 GSH、MDA 和 SOD 表达含量的影响，探究四神丸

对 DSS 诱导的 UC 大鼠的作用机制 . 以期为四神丸

的作用机制研究及临床广泛应用提供更多依据 .

1　材料

1.1　动物

SPF 级 SD 雄性大鼠 36 只，体质量（180±20） g，
购于辽宁长生（许可证号：SCXK（辽）2020-0001）；饲

养条件：温度 21~25 ℃、相对湿度 50%~60%，12 h明

暗交替，噪音<50 dB；饲养于中南民族大学实验动物

中心（使用许可证号：SYXK（鄂）2016-0089）.

1.2　试剂与仪器

硫酸葡聚糖钠盐（上海晶纯），5-ASA（美国

Sigma），四神丸（批号 20080047，北京同仁堂），大鼠

Bcl-2 ELISA试剂盒、大鼠Bax ELISA试剂盒（上海茁

彩），大鼠 EGF ELISA 试剂盒、大鼠 VEGF ELISA 试

剂盒（欣博盛），SOD 试剂盒、丙二醛（MDA）测定试

剂盒、还原型谷胱甘肽（GSH）测定试剂盒（南京建成

生物工程研究所）.
密封型摇摆式粉碎机（XL-04B，广州市旭朗），

微孔板恒温振荡器（XL-04B）、微孔板恒温振荡器（杭

州瑞诚），高速低温组织研磨仪（KZ-Ⅲ-F，武汉塞维

尔），SpectraMax ABS plus 全波长酶标仪（美国

Molecular Devices公司）.

2　方法

2.1　药物及制备

2.1.1　四神丸灌胃药制备

北京同仁堂四神丸粉碎后过 80目筛，分别取不

同剂量四神丸药粉，用生理盐水多次稀释定容至

100 mL. 四神丸高、中、低剂量组的浓度分别为：

0.50、0.25、0.10 g/mL.
2.1.2　阳性药物制备

称取适量的5-ASA，用研钵粉碎，过80目筛，取3 g
粉末溶于生理盐水，定容至100 mL （浓度3%）.
2.1.3　造模药物的制备

称取 3 g硫酸葡聚糖钠盐，用生理盐水稀释，定

容至100 mL（浓度3%）.
2.2　分组及造模

适应性喂养 1 周大鼠后，数字表法随机选取其

中6只作为空白对照组，其余30只为实验组 . 实验组

分为模型组、阳性组、四神丸高剂量组、四神丸中剂

量组和四神丸低剂量组共 5组，每组 6只 . 除空白组

大鼠外，其余实验组大鼠连续 7 d分别给予 3% DSS
饮用水，以诱导大鼠急性 UC 模型（每天更换新鲜

DSS饮用水）. 各给药组按 10 mL/kg体积灌胃给予各

剂量药液，阳性组灌胃予同体积 5-ASA，空白组和模

型组灌胃同体积生理盐水 . 每日 1次，连续 7 d. 四神

丸给药剂量将 2.50 g/kg剂量设为中剂量，高剂量为

5.00 g/kg、低剂量为 1.00 g/kg. 5-ASA 组按照 0.3 g/kg
给药 .
2.3　取材

7 d后处死 . 全血样品室温下放置2 h后，3000 r/min
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离心 10 min，收集上层血清，保存于−80 ℃. 75% 酒

精浸润大鼠，沿腹中线剪开腹部的皮肤、腹肌及腹

膜，暴露腹腔 . 测量结肠长度 . 然后预冷 PBS 冲洗，

滤纸吸干 . 取位于末端 1 cm 处的组织放入 4% 多聚

甲醛中固定，剩余组织−80 ℃保存 .
2.4　一般状况观察

2.4.1　一般指标观察

各组大鼠每天早上灌胃前称量体重并记录，观

察饲料剩余量、饮水剩余量，观察大鼠的精神状态、

饮食情况、大鼠活跃度、粪便情况、颜色及肛门周围

有无血迹 .
2.4.2　结肠长度观察

大鼠处死后用生理盐水冲洗结肠内容物，再用

PBS冲洗结肠，结肠洗净后用滤纸滤干水分，清洗后

的结肠腔面向上，用直尺测量每只大鼠结肠长度 .
2.4.3　大鼠稀便观察

在带有托盘的笼底放一张对应编号的干净滤

纸，将每组大鼠单独放置于笼中，观察 3 h，记录每只

大鼠的粪便数，排便稀便数，便迹的最大直径状况 . 
根据稀便率等于每只动物所排的稀便数与该动物

总便数的比值计算每只大鼠的稀便率 .
2.5　隐血检测观察

血红蛋白有拟过氧化物酶作用，催化过氧化氢

氧化邻联甲苯胺显蓝色 . 将邻联甲苯胺溶液 2~3滴

于白瓷板上，再加入过氧化氢 1~2滴，如不变色，立

即挑取粪便少许与上述试剂混合 . 每组大鼠粪便重

复该操作，表1为结果分析标准［12］.

2.6　结肠组织病理观察

取 4% 多聚甲醛中保存的结肠组织，石蜡切片

（厚度 4 μm），然后HE染色，光镜下观察结肠组织病

理变化并根据表2分析结肠组织的损伤程度［13］.
2.7　ELISA 法检测血清 IL-6、TNF- α、Bax、Bcl-2、

VEGF、EGF表达

取各组大鼠血清样本，按照 ELISA 试剂盒说明

书检测大鼠血清中 IL-6、TNF-α、Bax、Bcl-2、VEGF、
EGF的表达含量 .
2.8　试剂盒检测血清和结肠中MDA、GSH、SOD水平

取各组大鼠结肠组织制成组织匀浆，分别取组

织匀浆混悬液和大鼠血清严格按照试剂盒说明，测

定MDA、GSH和SOD的表达含量 .
2.9　统计学分析

数据分析采用SPSS 26.0统计学软件，结果用 x̄±s
表示 . 组间数据差异进行 One-way ANOVA 分析，使

用 Graphpad Prism 8 作图 . P<0.05 代表差异具有统

计学意义 .

3　结果

3.1　四神丸对模型大鼠一般状况的影响

如图 1 所示，正常组大鼠体重变化率整体呈现

上升趋势，而模型组明显呈大幅度下降趋势，其他

给药组能减缓体重的降低程度 . 观察发现空白组大

鼠正常饮水摄食，活动敏捷，喜动，精神饱满，毛色

光亮洁净，体重明显增加，大便性状良好，呈黄棕色

完整颗粒状；与空白组相比，其他组大鼠于造模后

第 3天开始出现不同程度的精神萎靡，弓背眯眼，扎

堆，形体消瘦，毛色枯槁情况，其中，模型组最为严重，

四神丸高剂量给药组与阳性组类似，症状最为轻微 .

3.2　结肠

如图 2所示，与正常组比较，模型组大鼠结肠长

度显著缩短（P<0.01），其他给药组的结肠长度都有

不同程度的挛缩（P<0.05），其中低剂量组和中剂量

给药组缩短情况较为明显（P<0.01）；与模型组比较，

表1　隐血检测观察评分

Tab. 1　Observation score of occult blood test
阴性（−）

弱阳性（+）
强阳性（++）
强阳性（+++）

3 min后不显蓝绿色

30~60 s内显蓝色

立即显蓝绿色

立即显深蓝色

表2　结肠组织病理学损伤评分

Tab. 2　Histopathological damage score of colon
评分

0
1
2
3
4

炎症

无

轻微

中度

重度

重度

病变深度

无

黏膜下层

肌层

浆膜层

浆膜层

隐窝破坏

无

基底1/3隐窝破坏

基底2/3隐窝破坏

仅有完整表面上皮

全部隐窝和上皮被破坏

病变范围/％
无炎性细胞浸润

1~25
26~50
51~75
76~100

图1 各组大鼠体重变化率

Fig. 1　Rates of change in body weight of rats in each group
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经四神丸及5-ASA治疗后的大鼠结肠长度变化显著

改善，其中阳性组与高剂量组最为明显（P<0.05）.
3.3　大鼠稀便率结果

实验结果显示各组的稀便污染到滤纸上的最

大直径多<1 cm. 由表 3可见，与正常组相比，模型组

和各给药组均有不同程度的稀便，其中模型组稀便

面积最大，稀便率最高（P<0.01）. 与模型组相比，各

给药组稀便率有所下降，其中四神丸高剂量组与阳

性组下降最为明显（P<0.01）.
3.4　隐血检测结果

图 3 显示正常组加入粪便后呈现阴性，模型组

呈现强阳性，四神丸中剂量和高剂量给药组呈现阳

性，而阳性组与四神丸高剂量组呈现弱阳性 . 这表明

DSS造模后各组大鼠均有不同程度得便血，四神丸高

剂量组与阳性组可以明显改善大鼠便血的情况 .
3.5　大鼠结肠组织病理形态的影响

正常组大鼠，结肠组织结构完整，模型组大鼠，

结肠组织腺体排列紊乱（图 4）；正常组大鼠，黏膜层

排列整齐，黏膜基层与基底层分界清晰，模型组大

鼠结肠组织腺体排列紊乱，腺体与黏膜层间有大量

炎性细胞浸润，黏膜层消失，黏膜基层与基底层分

界不清；正常组染色均匀，模型组核染色加深 . 各给

药组大鼠结肠黏膜损伤减轻，炎性细胞浸润显著减

少，黏膜逐渐恢复正常，其中，四神丸高剂量组、阳

性药物组与正常组较接近 . 图 5所示为各组大鼠组

织病理学损伤评分 .

与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01.
图2 各组大鼠结肠长短

Fig. 2　Colon length of rats in each group

图3 各组大鼠隐血检测观察

Fig. 3　Observation of occult blood detection in each group of rats

表3　各组大鼠稀便率

Tab. 3　Loose stools rate of rats in each group
组别

正常组

模型组

阳性药物组

四神丸高剂量组

四神丸中剂量组

四神丸低剂量组

稀便率

0
0.97±0.04**

0.35±0.18**##

0.41±0.12**##

0.82±0.07**

0.90±0.63**

注：与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<
0.01.

图4 各组大鼠HE染色结果（50 ×）
Fig. 4　HE staining results of rats in each group （50 ×）
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3.6　大鼠血清中 IL-6、TNF- α、Bax、Bcl-2、VEGF、
EGF表达变化

如图 6 所示，与正常组比较，模型组大鼠血清

IL-6、TNF-α、Bax、VEGF 含量显著升高（P<0.01），而

EGF、Bcl-2表达含量降低；经给药治疗后，所有因子

均趋向正常组水平调节 .
3.7　大鼠MDA、GSH和SOD表达水平的变化

图 7 显示与空白组相比，模型组大鼠结肠组织

匀浆和血清中的 MDA 含量明显升高，GSH 含量和

SOD活力明显降低，差异具有统计学意义（P<0.01）；

与模型组相比，阳性组和四神丸给药组均能不同程

度降低 MDA 表达含量，并提升 GSH 表达含量和

SOD活力 .

4　讨论

随着现代生活节奏的加快，炎症性肠病的发生

日渐增多，我国UC的患病率约为11.6/10万 . 中医药

将辨证与辨病相结合的治法，在 UC 治疗中具有独

特优势，四神丸是临床上常用来治疗 UC 的经典方

剂，已经在中国使用了几千年［14-15］.
本研究发现溃疡性结肠炎大鼠模型组血清中

IL-6、TNF-α的表达含量显著高于其他各组，这证实

了在溃疡性结肠炎发生过程中肿瘤坏死因子、白介

素受体等与炎症介质释放有关的基因明显升高［16］；

同时四神丸能够上调抗凋亡因子 Bcl-2和下调凋亡

因子 Bax，可能是因为 Bcl-2 能够阻断氧自由基，以

此来发挥抑制凋亡作用，而 Bax 可通过与 Bcl-2 结

合，形成二聚体以拮抗其抗凋亡功能的发挥［17］；另

外模型组大鼠血清中涉及血管生成的VEGF因子含

量明显升高，EGF 含量明显降低，但四神丸给药组

中 VEGF 和 EGF 的含量明显得到纠偏，提示四神丸

可能对溃疡性结肠炎大鼠的肠道黏膜屏障有一定

的保护作用［18］. 并有相关研究用EGF体内注射法治

疗 UC小鼠能够明显减轻结肠溃疡与炎症［19］. UC大

鼠在给予四神丸前后血清和结肠组织中 SOD、MDA
及GSH的含量差异，发现模型组大鼠体内 SOD活性

降低，MDA含量升高，GSH表达含量降低，而四神丸

给药组均能使 SOD、MDA和GSH的含量趋向正常组

与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01.
图5 各组大鼠组织病理学损伤评分

Fig. 5　Histopathological damage scores of rats in each group

与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01.
图6 各组大鼠 IL-6、TNF-α、Bax、Bcl-2、VEGF、EGF在血清中的表达含量

Fig. 6　The expression levels of IL-6， TNF-α， Bax， Bcl-2， VEGF， and EGF in serum of rats  in each group
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大鼠水平调整 . 说明四神丸能防止细胞凋亡，保护

组织免受氧化应激的损伤，对抗炎症反应，从而维

持机体正常的免疫调节［20-22］.
UC病程中氧化产物与抗氧化系统的不平衡会

使机体内炎症因子升高，抗氧化酶含量下调，导致

病情难以痊愈 . 中医药治疗UC，一方面通过下调氧

化应激通路相关蛋白表达，另一方面可以提高

SOD、GSH 等的抗氧化能力［23］. 本研究证实 UC 大鼠

确实存在上述情况，且通过四神丸给药后，能够降

低炎症因子的表达，提升抗氧化能力，通过恢复肠

黏膜屏障等功能延缓UC发展 .
综上所述，四神丸可通过多因子调控来发挥治

疗 UC 大鼠的作用，一是通过降低炎症因子 IL-6 和

肿瘤坏死因子 TNF-α对抗炎症反应；二是通过上调

抗凋亡因子 Bcl-2 和下调凋亡因子 Bax 防止细胞凋

亡；三是通过下调血管内皮生长因子 VEGF 和上调

表皮生长因子EGF从而保护肠道粘膜屏障；四是通

过降低 MDA，提升 SOD、GSH 的表达含量来保护组

织免受氧化应激 . 
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