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摘要：为了研究木瓜提取物对非甾体抗炎药（NSAID）引起的小鼠小肠黏膜损伤的预防作用，应用灌胃方式连续 6 d 给与木瓜

提取物，在第 5 d 给与双氯芬酸钠 5 mg/mL 连续两天灌胃，建立 NSAID 诱导小肠黏膜损伤模型。检测小肠黏膜通透性及观察小肠黏

膜病变情况,检测葡萄糖转运蛋白（GRP-78）、CHOP、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、Toll 受体 4（TLR4）及 NLRP 的表达水平。FITC-DT

测定结果显示正常组相对荧光值（Relative fluorescence value，RFU）为682.7±105.4、模型组2008.3±496.1、木瓜低剂量组为1097.8±501.1、

木瓜高剂量组为 737.5±275.5；与正常组相比，模型组小鼠小肠黏膜明显损伤及通透性增加；与模型组相比，不同剂量木瓜提取物处

理小鼠后能明显减轻小肠黏膜损伤，其机制与木瓜提取物调节肠道组织的内质网应激（GRP78 和 CHOP）、降低肠道炎症反应（TLR4

和 TNF-α）有关。提示木瓜提取物能通过调节 TLR4-内质网应激预防 NSAID 对小鼠小肠黏膜的损伤。 
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Abstract: The preventive effect of the extract of Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai (CS) on nonsteroidal anti-inflammatory drug 

(NSAID)-induced intestinal injuries in mice were investigated, mice were given the CS by intragastric administration for 6 days, and then the 

diclofenac sodium (5 mg/mL) was given to the stomach for 2 consecutive days on the 5th day to intestinal mucosal lesions were observed 

Expression levels of glucose transporter protein 78 (GRP-78), tumor necrosis factorα (TNF-α), Toll receptor 4 (TLR4), chop and NLRP were 

detected. The results of FITC-DT showed that the relative fluorescence value (RFU) of the normal group was 682.7±105.4, with 2008.3±496.1, 

1097.8±501.1 and 737.5±275.5 for the model group , low CS dose group, and high CS dose group, respectively. Compared with the normal 

group, the extent of the small intestinal mucosal injury and permeability for the model group significantly increased. Compared with the model 

group, different CS doses could significantly reduce the small intestinal mucosal injury in mice, with the mechanism associated with the 

regulation of the endoplasmic reticulum stress (GRP78 and CHOP) and reduction of intestinal inflammation (TLR4 and TNF-α) by CS. These 

findings suggest that CS can prevent the damage of the small intestinal mucosa caused by NSAID in mice through regulating the 

TLR4-endoplasmic reticulum stress. 
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非甾体抗炎药（nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs，NSAIDs）具有解热、镇痛、抗炎等多种药理

作用，是一类广泛应用于临床各类疼痛、发热、风湿

等炎症性疾病的药物，在临床上广泛使用。但是，目

前市场使用的 NSAIDs 所引起的不良反应很常见，尤 
其是胃肠道黏膜损伤，可出现上腹不适、隐痛、恶心、

呕吐、饱胀、嗳气、食欲减退等消化不良症状。长期

口服 NSAIDs 的患者中，大约有 10%~25%的病人发生

消化性溃疡，其中有小于 1%的患者出现严重的并发

症如出血或穿孔[1]，大部分表现为胃黏膜充血、糜烂、

水肿，还会出现深部溃疡，导致消化道出血。随着胶

囊内镜和双气囊肠镜在消化道疾病诊疗中的应用，发

现 NSAIDs 可引起小肠损伤非常频繁和严重。双氯芬

酸钠又名服他灵,是第三代强效非甾体抗炎镇痛药，具

有良好的抗炎镇痛作用，但同样会造成消化系统的溃

疡病变，尤其是小肠部位。基于此，研究干预 NSAIDs
所致的消化道损伤的药物显得愈发重要。 

木瓜(Chaenomeles speciose (Sweet) Nakai)为蔷薇

科，木瓜属，落叶灌木，是我国华南地区特有的野生

果木之一[2]，是一种药食兼用的植物，果实中有机酸

含量高，酸味重，口感差，明显的酸涩感以及咀嚼时

的干、柴感，性温，归肝、脾经，具有和胃化湿、舒

筋活络的功效。研究证明木瓜果实富含皂甙、黄酮类、

木瓜酚、还原糖、蔗糖、多种氨基酸、Vc、过氧化物

酶以及酚多氧化酶等多种营养成分，其提取物具有抗

氧化，抗炎抑菌、降低转氨酶、促进肝细胞再生、增

强免疫功能、抑制变态反应等药理作用，木瓜苷具有

镇痛、抗炎等作用[3-5]。本课题组先前对木瓜提取物做

了广泛的研究，并证明其有较好的抗炎活性，因此，

本研究拟用 NSAIDs 中的双氯芬酸钠诱导小鼠肠黏膜

损伤为模型，探讨木瓜提取物的防护作用及可能机制，

为临床预防 NSAIDs 相关的肠黏膜损伤提供实验及理

论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

木瓜提取物由本实验室制备，具体方法参见文献
[6]，使用的部位为大孔树脂分离前的总提取物，于 4 ℃
保存，羧甲基纤维素钠（配制成 5 g/L）、水合氯醛（配

制成 100 g/L）和多聚甲醛（配制为 40 g/L）购自国药

集团化学试剂有限公司；双氯芬酸钠购自石药集团欧

意药业有限公司（用 5 g/L 羧甲基纤维素钠配制为 0.5 
mg/mL）；异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖（fluorescein 
isothiocyanate-dextran，FITC-DT）（PBS 溶解配制成

20 mg/mL）和 Evans 蓝（PBS 配制成 7.5 mg/mL）购

自 Sigma 公司；兔多抗葡萄糖调节蛋白 78（glucose- 
regulated-protein-78，GRP78）和山羊抗肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor α，TNF-α）抗体购自 Abcam
公司；Bioniu PCR Master Mix（2X）购自台州百牛生

物技术有限公司（引物于生工生物工程股份有限公司

合成）；梯度 PCR 仪，Applied Biosysterms 公司德

国；Gene Genius 凝胶分析系统，英国 SYNGNE 公

司；Gellogic 200 凝胶成像分析系统，美国 Kodak
公司；Confocal 共聚焦显微镜尼康 AIR+，日本尼康

公司；EG1150H 石蜡包埋机、TP1020 自动脱水机、

EG1150C 超薄切片机，德国 Leica 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  肠黏膜损伤模型的建立与动物分组 

40 只 6~8 周龄昆明雄性鼠，体重 18~22 g，由湖

北省动物实验中心提供。三峡大学实验动物中心喂养，

给予标准普通饲料喂养，自由进食进水。根据预实验

结果和相关文献结果[7]，随机分为四个组，分别为正

常组、模型组、75 mg/kg 木瓜提取物组和 300 mg/kg
木瓜提取物组。除正常组外连续 2 d 制备小肠黏膜损

伤模型。在模型制备的前 4 d 开始给予木瓜提取物灌

胃，连续处理 6 d，其余动物给予 0.5%羧甲基纤维素

钠溶液灌胃处理；第 7 d 进行下述相关的实验研究。 
1.2.2  小肠黏膜通透检测性 

FITC-DT 检测方法：FITC-DT 为大分子物质，在

正常情况下不能直接透过小肠黏膜进入血液循环。故

可通过 FITC-DT 检测小肠黏膜的通透性。基本方法如

下：小鼠腹腔注射 10%水合氯醛 0.2 mL，待小鼠完全

昏迷后，剖腹，距回盲部 2 cm 处选取 4~5 cm 小肠结

扎，用皮试针头注射 20 mg/mL 的 FITC-DT 于结扎小

肠中，保温 20 min 后取全部肝脏、冰上研磨，按照 1 
g/5 mL 稀释研磨液，2000 r/min 离心 30 min，取上清

液用多功能荧光酶标仪测量荧光值（激发波长 480 nm
和发射波长 530 nm）。 

Evans 蓝染料检测方法：Evans 蓝染料能与血液中

的白蛋白结合成蓝色物质，在局部出血位置可显示出

蓝色。小鼠尾静脉注射 0.2 mL Evans 蓝染料，自由活

动 30 min，脱颈处死，分离出约 10 cm 小肠，PBS 冲

洗干净，沿肠系膜剪开肠腔，肠绒毛朝上铺与玻片上，

缓慢吸尽 PBS，拍照取图。 
1.2.3  小肠组织 HE 染色 

脱颈处死小鼠，取适量小肠组织，PBS 清洗内容

物，4%多聚甲醛固定 24 h。常规脱水，石蜡包埋，切

片，然后 HE 染色。光学显微镜下观察小肠组上皮层
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细胞变性坏死，根据 Chiu 评分标准[8]行病理评分，例

如：固有层裸露为 5 分；绒毛脱落，固有层崩解，出

血或溃疡形成为 6 分。 
1.2.4  小肠组织免疫组织化学检测 

常规脱水包埋小鼠小肠组织连续切片，厚度为 4 
μm，裱于经多聚赖氨酸浸泡特殊处理后的载玻片上，

60 ℃烤片 5 h；常规脱蜡，PBS 冲洗 3 次。高压加热

方式进行抗原修复，50 g/L BSA 室温封闭 30 min；加

入兔抗 GRP78 抗体（1:1000）或山羊抗 TNF-α 抗体

（1:500），湿盒中 4 ℃孵育过夜；PBS 洗 10 min×3
次，滴加适量 HRP 标记的抗兔（山羊）工作液，37 ℃
孵育30 min，PBS冲洗，5 min×3次，加入显色剂（DAB）
显色 3~15 min，自来水充分冲洗，复染，脱水，透明，

封片。光学显微镜下观察待检测蛋白表达情况。 
1.2.5  小肠组织免疫荧光检测 

常规脱水包埋小鼠小肠组织连续切片，厚度为 4 
μm，裱于经多聚赖氨酸浸泡特殊处理后的载玻片上，

60 ℃烤片 6 h；常规脱蜡，PBS 冲洗 3 次。高压加热

方式进行抗原修复，50 g/L BSA 室温封闭 30 min；加

入兔抗 TLR4 抗体(1:100)，暗盒中 4 ℃孵育过夜；PBS
洗 10 min×3次，滴加适量Alexa Fluor594 标记的二抗，

37 ℃孵育 30 min，PBS 冲洗，5 min×3 次，滴加适量

DAPI，37 ℃孵育 30 min，PBS 冲洗，5 min×3 次，

封片。共聚焦荧光显微镜下观察 TLR4 受体表达情况。 
1.2.6  RT-PCR 检测小肠组织炎症相关基因

mRNA 表达水平 
取动物小肠组织 100 mg 充分匀浆，Trizol 法抽提

小肠组织 RNA，测定浓度，各样品取总 RNA 1 μg，
在 20 μL 逆转录反应体系合成 cDNA，并进行 PCR 扩

增。PCR 参数均为 95 ℃预变性 3 min，循环条件为：

95 ℃ 30 s、58 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，28~38 个循环，最

后 72 ℃延伸 10 min。1.2%琼脂糖凝胶电泳，采用

Gellogic 200 凝胶成像分析系统测定平均灰度值，以样

品各基因的灰度值与其内参照 β-actin 的比值代表其

mRNA 相对表达水平。 
1.2.7  数据分析与处理 

应用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以 X±S 表示，

采用 t 检验，p<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  木瓜提取物可预防小鼠小肠黏膜通透性

的改变 

Evans 蓝染料在血液中与白蛋白结合形成大分子

蓝色物质，只有在组织损伤处才能从破损的血管中漏

出致局部组织蓝染，可用于小肠黏膜组织损伤情况的

观察。本实验结果见图 1。FITC-DT 为大分子荧光物

质，正常情况下不能通过正常肠黏膜屏障进入血液循

环，但当小肠黏膜发生损伤时，FITC-DT 可经受损小

肠黏膜，通过门静脉进入肝脏组织中，因此可通过检

测肝脏组织匀浆的荧光值（relative fluorescence units，
RFU）反映肠黏膜通透性。经荧光仪测定，随着给予

双氯芬酸钠的浓度升高，小鼠肝组织荧光值升高。结

果见表 1。 

 
图1 Evans蓝染料方法检测小鼠小肠黏膜通透性 

Fig.1 Small intestinal mucosal permeability was detected by 

Evans dye staining in mice 

注：蓝色斑点为黏膜损伤部位。 

由图 1 可知，正常组小鼠小肠黏膜组织形态未见

明显异常，黏膜表面干净未见蓝色斑点；与正常组相

比，模型组小肠组织可见多个大小不等的蓝色斑点并

且分布较散，但未见肠道穿孔，这一结果与相关文献

报道一致[9,10]，本研究模型成功建立，同时也证实了

口服双氯芬酸可引起小肠黏膜损伤这一理论；与模型

组相比，药物处理组可见蓝色斑点明显减少，并且随

着药物浓度增加，肠黏膜损伤明显减轻，无水肿现象，

溃疡数目明显减少。 
由表 1 可知，与正常组相比，不同浓度的双氯芬

酸钠组小鼠肝脏组织的 RFU 均有明显变化（均

p<0.05），提示不同浓度的双氯芬酸钠均引起了小鼠小

肠粘膜通透性的改变。但与正常组相比，浓度为 5 
mg/kg 的双氯芬酸钠引起的小鼠粘膜损伤适中；而浓

度为 2.5 mg/kg 的双氯芬酸钠引起的小鼠粘膜损伤较

轻，与正常组相比差别不明显；浓度为 10.0 mg/kg 的

双氯芬酸钠引起的小鼠粘膜损伤较严重，易引起小肠

穿孔，同时结合梅颖等[7]实验结果，确定双氯芬酸钠

的浓度为 5.0 mg/kg，用于后续实验，在此模型上用于

木瓜提取物干预。 
由表 2 可知，与模型组相比，药物组经木瓜提取

物处理后，小鼠肝组织 RFU 明显降低（均 p<0.05），
且与木瓜低剂量组（75 mg/kg）相比，木瓜高剂量组
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（300 mg/kg）小鼠肝组织 RFU 明显降低（t=4.439，
p<0.05）;而与正常组相比，模型组小鼠肝组织 RFU
显著升高（t=18.415，p<0.05）。以上结果提示木瓜提

取物可有效预防由双氯酚酸诱导的小鼠小肠粘膜通透

性的改变。 
表1 不同浓度NSAIDs损伤小肠黏膜的影响 

Table 1 The effects of different concentrations of NSAIDs on 

intestinal mucosal injury 

项目 剂量/(mg/mL) 相对荧光值 RFU

正常组  769.7±101.4 

双氯芬酸钠 

2.5 1551.7±106.6a 

5.0 2073.0±103.5b 
10.0 3138.0±307.5b 

注：a 与正常组比较 p<0.05；b 与正常组比较 p<0.05。表

2 同。 

表2 木瓜提取物对小肠黏膜损伤的影响 

Table 2 The effects of Chaenomeles speciosa (Sweet) Nakai 

extract on the intestinal mucosa injury 

项目 剂量/(mg/kg) 相对荧光值 RFU
正常组  682.7±105.4 

模型组  2008.3±496.1a 

木瓜提取物 
75 1097.8±501.1 
300 737.5±275.5b 

2.2  木瓜提取物可保护小鼠小肠黏膜损伤 

将各组肠组织固定、包埋切片及 HE 染色后，显

微镜下观察各组小肠粘膜形态，结果见图 2。由图 2a
可知，正常组小肠黏膜形态结构基本正常；而模型组

小肠黏膜损伤明显，小肠粘膜结构不完整，绒毛缩短

变粗，出现断裂、融合和脱落，固有层不清，且伴有

大量炎性细胞浸润（图 2b）；由图 2c 和图 2d 可知，

给药组与模型组相比，小肠黏膜结构清晰度增加，腺

体数目明显改变，膜下层肿胀、结构紊乱及黏膜层炎

性细胞浸润均明显改善，且随着给药剂量增加，上述

变化也越明显。根据 Chiu 评分标准，模型病理评分

为3.7±0.5，正常组为0.5±0.6，木瓜低剂量组为2.5±0.6，
木瓜高剂量组为 2.2±0.8。模型组高于正常组，也显著

高于药物组，差异有统计学意义（p<0.05）。因此，木

瓜提取物对小肠黏膜有一定的保护作用，可以预防

NSAID 引起小肠黏膜损伤。 

 

 

 

 
图2 小肠组织形态变化（HE染色，X100） 

Fig.2 Morphological changes of small intestine (HE staining, 

X100) 

注：a 正常组；b：模型组；c：木瓜低剂量组；d：木瓜高

剂量组。 

2.3  木瓜提取物降低内质网应激介导的小鼠

小肠黏膜炎症反应 

 
图3 木瓜提取物降低炎症基因mRNA表达量 

Fig.3 Chaenomeles speciose (Sweet) Nakai extract reduces the 

expression of inflammatory gene Mrna 

注：A：正常组；B：模型组；C：木瓜低剂量组；D：木

瓜高剂量组。 

内质网是真核细胞中蛋白质合成、折叠与分泌的

重要场所，当内质网内稳态失衡时会导致蛋白折叠能

力、内质网钙代谢及卵磷脂合成等多种功能的异常，

引发内质网应激。GRP78 作为内质网分子伴侣，在蛋

白质合成及正确折叠等方面发挥重要作用[11]，NSAID
诱导肠上皮细胞发生内质网应激反应后，一方面可以

通过 GRP78 的高表达来维持内质网内环境的稳定；另
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一方面可以通过诱导凋亡转录因子CHOP表达量的增

加[12-15]，引起粘膜上皮细胞凋亡进而引起肠黏膜的损

伤。同时内质网的应激还会导致黏膜上皮细胞 TLR4
的活化从而诱导炎性因子 TNF-α的过量表达[16,17]。因

此我们应用 RT-PCR 法检测相关基因表达，结果如图

3 显示，与正常组相比，模型组内质网应激相关基因

GRP78 和 CHOP 表达量增加；而与模型组相比，药物

组经木瓜提取物处理后，GRP78 和 CHOP 基因表达量

显著降低。同样，与炎症反应相关的信号分子 TNF-α、
TLR4 和 NLRP3 在模型组中表达量最高，这一结果与

文献报道的结果一致[18,19]。经过木瓜提取物药物组的

干预，其表达量降低，且随着木瓜提取物浓度的增加

其表达量越低，但高于正常组。提示木瓜提取物可以

通过内质网应激反应的调节对非甾体药物引起的小肠

黏膜的损伤起保护作用。 

 

  

 

    
图4 木瓜提物降低GRP-78、TNF-α和TLR4表达量 

Fig.4 Chaenomeles speciose (Sweet) Nakai extract reduces the expression of GRP-78, TNF-α and TLR4 

注：a 正常组；b：模型组；c：木瓜低剂量组；d：木瓜高剂量组。#与正常组比较 p<0.05；*与模型组比较 p<0.05。 
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为了进一步验证木瓜提取物对小肠黏膜损伤的改

善作用，通过免疫组织化学（荧光）染色法观察肠黏

膜组织内质网应激蛋白 GRP78 和 TLR4、TNF-α的蛋

白表达。结果如图 4。 
由图 4 可知，与正常组相比，模型组小肠组织中

GRP78 和 TLR4、TNF-α的表达均显著高于正常组；

而与模型组相比，药物组中 GRP78 和 TLR4、TNF-α
的表达均明显降低，且与木瓜提取物呈剂量依赖性关

系。以上结果提示 NSAIDs 可以通过激活内质网应激

及炎性相关 TLR4-TNF-α 的产生诱导小鼠小肠的损

伤，这一结果与相关文献结果一致[20]。在 Watanabe
等人的研究中，NSAIDs 通常以 TLR4 依赖的方式损

伤肠道[21]，同样的，当小肠受到 NSAID 的刺激时，

内质网应激启动，CHOP、GRP78 和 TNF-α 在 ERS
诱导的细胞凋亡中起重要作用，在小肠损伤时 CHOP、
GRP78 和 TNF-α 表达快速上升，细胞凋亡被激活，

TNF-α 主要是由巨噬细胞和单核细胞产生的促炎分

子，既可以导致 ERS 的产生，同时 ERS 也能促进产

生 TNF-α[22,23]。GRP78 是一种钙结合蛋白，在蛋白质

合成及正确折叠等方面发挥重要作用，在 ERS 时，

GRP78 高表达来维持内质网内坏境的稳定，并能与机

体内 GRP 激活剂活化转录因子 6 （ activating 
transcription factor 6，ATF6）结合，以激活 GRP78 启

动子中 ERS 片段，从而恢复内质网的正常功能，但是

当这种功能不足以维持内质网的稳定时，便通过

CHOP 和 caspase 途径介导细胞凋亡。而木瓜的乙酸乙

酯部位主要含齐墩果酸、β-谷甾醇、胡萝卜苷以及儿

茶素等，正丁醇部位主要含齐墩果酸和乌苏酸的混合

物、β-胡萝卜苷、奎尼内酯、葡萄糖苷以及莽草酸等

提取物[24]，这些木瓜提取物则可以通过抑制内质网应

激及炎性因子的产生从而对 NSAIDs 诱导的小鼠小肠

的损伤起预防作用。 

3  结论 

综上所述，药物组木瓜提取物可改善由 NSAIDs
诱导的小肠粘膜通透性的改变及粘膜的损伤；同时还

能降低小鼠体内的 GRP78、TLR4 及 TNF-α的表达水

平。因此，本研究认为木瓜提取物可以预防 NSAID
引起的肠黏膜损伤，其机制可能与降低粘膜上皮内质

网应激-炎症反应（GRP78、TLR4 和 TNF-α）通路相

关。本实验为临床上非甾体抗炎药的毒副作用的预防

提供新的思路。 
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