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尿胰蛋白酶抑制剂对鼠溃疡性结肠炎结肠组织中 

蛋白酶活性的抑制作用 

朱代华 ，张兴明 ，郭 丹 

(重庆医科大学第二l临床学院普外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：确定尿胰蛋白酶抑制剂(Ur1)对鼠溃疡性结肠炎(uc)结肠组织中蛋白酶的作用。方法：用 18％的DNBS乙 

醇溶液 0 25ml灌肠，在 Wistar大鼠上建立 UC模型；经尾静脉注射 UTI；用明胶酶谱法测定病变结肠组织中的蛋白酶活性。 

结果：经 L厂rl处理后 ，鼠UC结肠组织中蛋 白酶活性仅为对照组的 1／3。结论：UTI能显著降低 鼠 UC结肠组织 中蛋白酶活 

性。 
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Inhibitory effect of urinary trypsin inhibitor on protease activity 

in the colonic tissues of ulcerative colitis rats 

ZHU D口ihHa．et al 

(Department ofGeneral Surgery，the Second College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To determine the effect of urinary trypsin inhibitor(UT1)on protease activity in the colonic tissues of ulcemtive 

colitis(UC)rats．Methods：The experimental UC WaS induced in Wistar rats by enema with 0．25rnl of 18％ 2．4一dinitrobenzene— 

sulfonic acid(DNBS)dissolved in ethano1．UTl WaS injected into the rats through the caudal vein．Protease activity present in colonic 

tissues WaS determined on gelatin zymograms．Results：The protease activity which presented in colonic tissues of the group treated 

wi th UTl WaS only 1／3 that of the contro1．Conclusion：The protease activity decreased significantly after we treated the rats wi th 

UT1． 
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近年来的研究表明，蛋白酶在溃疡性结肠炎 

(ulcerative colitis，UC)的发病 中起着重要的作用。 

本实验的目的在于确定尿胰蛋白酶抑制剂(urinary 

trypsin inhibitor，UTI)对实验性 UC结肠组织中蛋 

白酶有无抑制作用，为 UC的治疗提供一个新的思 

路。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

雄性Wistar大鼠，体重200～250g，重庆医科大学实验 

动物中心提供。2，4一二硝基苯磺酸(2，4一dinitmbenzene— 

sulfonic acid，DNBS)：购自美国Acros Organics公司。猪胰蛋 

作者介绍：朱代华(1966一 )，男，副主任医师， 

主要研究方 向：肛直肠疾病 。 

白酶：购自美国 Hyclone公司。L厂rl：购白天普生化医药股份 

有限公司。The Discovery Seri Quantity 0ne 图像采集和 

分析软件，BIO—RAD公司开发。 

1．2 方法 

1．2．1 动物的处置和病变观察 

参考 Hawkins等介绍的方法，用 DNBS来诱导鼠UCE 。 

将大鼠禁食 48h后，分成生理盐水组、DNBS组 、L厂rl一1组、 

UTI一2组，每组各 l8只鼠。用乙醚麻醉鼠后，将直径 lmm 

的硅胶管从鼠肛门插入 8cm达结肠脾曲。经该管对照组用 

生理盐水0．25ml灌肠，其余的3个组用 18％DNBS乙醇溶 

液 0．25m1(0．25ml 50％乙醇中含 DNBS 45mg)灌肠建立 UC 

动物模型。L厂rl一1组同时经尾静脉注射 UTI2．5万 U／kg 

体重，L厂rl一2组在灌肠后 l2、24、36h分别经尾静脉注射 

UTI 1万 ／kg体重。分别在第 1、3、7天各处死 6只 鼠。 

DNBS／乙醇灌肠后实验鼠出现血性腹泻。大体标本的观察 

显示，在 IBS／乙醇灌肠后的第 1天即可引起结直肠多发 
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的、大小不等的溃疡，最大直径达 0．5cm。石蜡切片的观察 

显示．溃疡多数局限在粘膜层内，部分深达粘膜下层，伴有粘 

膜剥脱，肠壁全层嗜酸细胞、中性粒细胞、淋巴细胞为主的炎 

症细胞浸润 ，未坏死粘 膜出现弥漫性 杯状细 胞排空 ，灶性 隐 

窝脓肿等 UC急性期的表现。病变在第三天达高峰，出现结 

肠膨胀和粘连。经静脉注射 UTI处置后 ，特别是 UTI2组的 

实验鼠腹泻缓解，结肠的膨胀、粘连和水肿减轻，溃疡变小 

与 DNBS／乙醇组比较，病变中央在镜下尚可见残存的肠腺。 

1．2．2 蛋 白酶 活性 的测定 

用乙醚麻醉大鼠后，切除脾曲以下结 、直肠，剖开肠腔， 

用生理盐水冲洗干净。剪取病变最明显的一小片结肠组织 

(约300mg)，用眼科剪剪碎，放入玻璃匀浆管中，再将匀浆管 

浸放在冰水中，手工将结肠组织匀浆。用 2ml冷PBS(pH 8．0) 

冲洗匀浆管。将盛有匀浆液的试管浸放在水中，用超声匀浆 

仪处理 10s。将匀浆液冷却至 4"C后，用 高速离心机离心 

(12000r／min，8min)。取上清液测定蛋白质浓度(BCA蛋白 

质浓度测定法)，然后取含有 20vg蛋白质的上清液，用明胶 

酶谱法作蛋白酶活性测定，方法如下： 

用 SDS聚丙烯酰胺凝胶作垂直蛋白电泳。上层胶浓度 

为 5％(w／v)，下层胶浓度为 6％(w／v)并含 0．1％明胶 (1rng／ 

n11)，厚度均为 0．75mm。甘氨酸电泳缓冲液中含0．1％sDS但 

不含还原剂p一巯基乙醇。将含 20 g蛋白质的标本，用标本 

缓冲液[50mM Tris—HCI(pH 6．8)，20％(v／v)甘油，5％SDS 

(w／v)，0．03％溴酚蓝(w／v)]稀释至 20vl(2～5倍)，加样后， 

电泳 2．5h(室温、150V)。将凝胶浸泡在 100ml 2．5％(v／v) 

Trito X一100液中，置于摇床上(室温，1h)以洗脱 SDS。再 

将凝胶用重蒸水冲洗后置于酶缓冲液[50mM Tris(pH 8．0)． 

1mM CaCl2]中孵化(18h，37℃)，然后用含0．5％考马斯亮蓝 

R一250(w／v)，30％甲醇(v／v)，l0％冰醋酸(v／v)的染色液 

染色 3h。染色后，用含30％甲醇(v／v)，l0％冰醋酸(v／v)的 

脱色液脱色。在分别脱色 15min，30min后更换脱色液，再脱 

色 1h。蛋白酶活性表现为蓝色背景上的一些白色的条带 

(意味着明胶底物的裂解)。在计算机上，用 BIO—RAD研 

制 Quantity One图像采集和分析软件，通过密度测定法定量 

蛋白酶活。 

取不同浓度的猪胰蛋白酶溶液各 10ft[(分别含 50、30、 

20、l0、5、3、1、0．1、0．01ng猪胰蛋白酶)，在上述条件下，测 

定已知剂量的猪胰蛋白酶活性，绘制蛋白酶活性标准曲线。 

1．3 统计方法 

方差分析(AVONA)、q检验(Post Hoc Tests)和 t检验。 

2 结 果 

明胶酶谱法可检测出总量为 0．1ng(浓度为 

lOng／m1)的猪 胰 蛋 白酶 ，具 有 高 度敏 感性 。并 在 

50ng--0．1ng(5000ng／ml～lOng／m1)的宽广范围内 

与 Volume值(像素密度 ×面积 mm：)呈线性关系。 

猪胰蛋 白酶活性标准曲线见图 1。 

病变结肠组织 中蛋 白酶活性的测定结果见表 

l： 

表 1 鼠病 变结肠组织蛋 白酶活性 {ng／m1)检测结果{ ±S) 

组别／时间 第1d 第3d 第7d 

生理盐水 786 03±87．14 

I)NBs／乙醇 3718 67±405．22 

UTI 1 3111 50±331．28 

TI 1 

833．77 54 21 791．43 l17．06 

7330．17 663 12 4994 17 1 669．35 

4269．67±721 27 4836．23±743．35 

2592 00 333．59 4727 50±695．23 

注：表中数值为猪胰蛋白酶当量。 P<0．05 

： 
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3 讨 论 

猪胰蛋白酶活性标准曲线 y=1．75,16z一4．0376 
：0．9953 

图 1 猪胰蛋 白酶活性标准曲线 

Volume值 =像素密度 ×面积{aim ) 

近年来的研究表明，蛋 白酶在 UC的发病 中起 

着重要的作用。Bohel2 首先观察到 UC患者粪便中 

的蛋 白酶 活性 升 高，并与疾 病 的严 重程 度 一致。 

Hawkins等l1』检测 了 UC实验动物和 UC患者结肠 

组织中的蛋白酶活性，均比正常对照显著增高。本 

实验的结果与此相符。Andus等l4 报道，UC患者 

血清和粪便中多形核白细胞弹性蛋白酶明显升高， 

并与疾病的严重程度成正相关。有研究表明，活动 

期 UC患者结肠粘膜中组织纤维蛋 白溶解酶原激活 

物(tissue—type plasminogen activator，t—PA)—— 

一 种丝氨酸蛋白酶，是正常对照的 2～3倍 ，并与疾 

病的严重程度成正相关[ 。Stallmach等l6』测定了 

UC患 者 结 肠粘 膜 中的 基质 金 属 蛋 白酶 (matrix 

metalloproteinases。MMPs)发现 MMP一1和 MMP 

2的含量和其 mRNA的表达都增加，MMP一3的 

含量也增加。蛋白酶的主要作用是使结肠粘膜间质 

降解，从而使组织结构遭到破坏，炎症扩散。t—PA 

●  3  2  l  O  

值 
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的激活发生于炎症区的毛细血管内皮的表面，从而 

激活纤溶酶原，使纤维蛋白和微血栓溶解，血管通透 

性增 高，被认为与粘膜 出血和粘膜脆性增加有 

关_7j。研究结果显示，实验鼠结肠组织中的蛋白酶 

活性比正常对照显著增高，并与病变的严重程度一 

致。 

’uTI是一种广谱的酶抑制剂，可抑制多种蛋白 

酶如胰蛋白酶、糜蛋白酶、弹性蛋白酶、组织蛋白酶 

G、木瓜蛋白酶、纤溶酶等 8。本实验利用其具有广 

谱蛋白酶抑制作用的特点，来抑制结肠组强中的蛋 

白酶活性。我们采用了两种方案：一是在 DNBS／乙 

醇灌肠时静脉注射 UTI 2．5万 U／kg体重；二是在 

DNBS／乙醇灌肠后 12、24、36h分别静脉注射 UTI1 

万U&g体重。研究证明， I可使鼠UC结肠组 

织中的蛋白酶活性下降至对照组的 1／3，其中，第二 

种方案对蛋白酶活性的抑制作用更好。但是，在观 

察的第 7天，UTI对蛋白酶活性的抑制作用消失， 

这可能是 由于 UTI半衰期短 (血浓度半衰期为 

40rain)而疗程又短所致。通过对实验鼠腹泻、病变 

标本的大体和镜下形态的观察，显示出uTI使病变 

的严重程度降低。 

实验结果提示，蛋白酶与 UC的发病有关，而尿 

胰蛋白酶抑制剂能显著降低病变结肠组织中的蛋白 

酶活性，因此有可能成为一种治疗 UC的新手段。 

采用大动物、长疗程能进一步观察尿胰蛋白酶抑制 

剂对实验性 UC的治疗效果。 
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