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［编者按］ 炎症性肠病（IBD）包括溃疡性结肠炎和克罗恩病，是一类慢性非特异性肠道炎症性疾病，以反复发作的腹泻、

黏液脓血便、腹痛为主要表现，属中医“痢疾”“肠澼”“久痢”“泄泻”等范畴。其病因病机复杂，现代医学治疗手段有限，而中医

药多靶点、多层次整体调节为 IBD 防治提供了独特优势。北京中医药大学彭桂英教授团队围绕“方剂 -单药 -规律”的研究路

径，逐步揭示中医药防治 IBD 的科学内涵。本专题系统展示了团队的系列成果：新乌梅丸可在湿热瘀阻证溃疡性结肠炎患者

菌群人源化模型中改善受体小鼠肠道菌群失衡并恢复辅助性 T 细胞 17（Th17）/调节性 T 细胞（Treg）免疫平衡；方中君药乌梅

可激活丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）/细胞外调节蛋白激酶（ERK）信号通路，促进肠黏膜上皮屏障修复；而佐药干姜则可通

过 Toll 样受体 4（TLR4）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路调控 Ly6Chi 单核/巨噬细胞功能，减轻炎症反应；同时，基于数

据挖掘还系统梳理了中医药治疗 IBD 的用药时机与演进规律，揭示了证候与药物干预的动态关联。上述研究从复方到单味药

物、从基础机制到临床规律，全面阐释了中医药在“菌群-免疫-屏障”三位一体治疗网络中的作用模式，为优化 IBD 的中西医结

合诊疗方案提供了循证依据与理论支撑。
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［摘要］ 目的：利用网络药理学技术结合体内外实验验证探究干姜治疗炎症性肠病（IBD）的潜在机制。方法：采用中药系

统药理学数据库与分析平台（TCMSP）、中医药综合数据库（TCMID）数据库获取干姜的活性成分靶点；利用 GeneCards 数据库

获取 IBD 相关靶点；采用生物学信息注释数据库（DAVID）对核心靶点进行基因本体（GO）功能富集和京都基因与基因组百科

全书（KEGG）通路富集分析；借助 Cytoscape 3.10.2 建立“药物有效成分-疾病靶点-信号通路”互作网络。将小鼠随机分为正常

组、模型组、干姜组（400 mg·kg-1）。采用葡聚糖硫酸钠（DSS）构建 IBD 小鼠模型，观察小鼠结肠组织形态学、Ly6C+单核/巨噬

细胞、Toll 样受体 4（TLR4）及炎症因子 mRNA 的表达。检测干姜水提物对 RAW264.7 细胞活力的影响；检测 100、10、1 mg·L-1

干姜对脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7 细胞分化为 Ly6Chi单核/巨噬细胞、TLR4 及炎症因子 mRNA 水平、TLR4 及丝裂原活化蛋

白激酶（MAPK）信号通路关键蛋白表达情况。结果：筛选获得干姜作用靶点 241 个、IBD 疾病靶点 6 787 个，干姜、溃疡性结肠

炎（UC）、克罗恩病（CD）共同靶点 122 个；获取 GO 富集 297 个，KEGG 通路富集 88 条；干姜活性成分作用靶点与 IBD 靶点基因

存在关联。动物实验：与正常组比较，模型组小鼠体质量和疾病活动指数（DAI）评分显著下降（P<0.01），结肠长度缩短，结肠

上皮损伤和黏膜下层炎细胞浸润明显，病理评分升高（P<0.05），Ly6Chi和 Ly6Clo单核/巨噬细胞明显增加（P<0.05），结肠组织表

达 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 水平明显上升（P<0.05），TLR4、磷酸化细胞外调节蛋白激酶 1/2（p-ERK1/2）、磷酸化 p38 

MAPK（p-p38 MAPK）表达明显增加（P<0.05）。经干姜干预后，以上指标逆转，Ly6Chi 单核/巨噬细胞的数量显著减少（P<

0.01）。细胞实验：与空白组比较，LPS 组 RAW264.7 细胞分化为 Ly6Chi单核/巨噬细胞的比例和数量明显增加，且其表达 TLR4、

TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 水平上升（P<0.01），TLR4、p-ERK1/2、p-p38 MAPK 表达增加（P<0.05）。经干姜干预后，Ly6Chi单核/

巨噬细胞明显减少（P<0.05），炎症因子转录明显降低（P<0.05），TLR4/MAPK 信号通路被抑制（P<0.05）。结论：干姜通过抑制

Ly6Chi单核/巨噬细胞中的 TLR4/ERK/p38 MAPK 信号通路，降低炎症因子水平缓解 IBD。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the potential mechanisms of Zingiberis Rhizoma in treating inflammatory bowel 

disease （IBD） by integrating network pharmacology with in vitro and in vivo experiments. Methods：： Traditional Chinese Medicine 

Systems Pharmacology Database And Analysis Platform （TCMSP）， Traditional Chinese Medicine Integrated Database （TCMID） 

Database were used to obtain the active component targets of Zingiberis Rhizoma. GeneCards was used to obtain the IBD targets. 

DAVID was used to perform Gene Ontology （GO） and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment 

analyses on core targets. Cytoscape 3.10.2 was used to establish the "active component-disease target-signaling pathway" interaction 

network. Mice were randomly assigned to control， model， and Zingiberis Rhizoma （400 mg·kg-1） groups. An IBD model was 

induced via dextran sulfate sodium （DSS）. The colonic tissue was collected post-treatment to assess histology， expression of Ly6C+ 

monocytes/macrophages， and mRNA levels of Toll-like receptor 4 （TLR4）， and inflammatory cytokines. The effect of Zingiberis 

Rhizoma aqueous extract on RAW264.7 cell viability was evaluated. Furthermore， the effects of the extract at 100， 10， and 

1 mg·L-1 on LPS-induced differentiation of RAW264.7 cells into Ly6Chi monocytes/macrophages， mRNA levels of TLR4 and 

inflammatory cytokines， and protein levels of factors in the TLR4/mitogen-activated protein kinase （MAPK） signaling pathway. 

Results：： A total of 241 targets were identified for Zingiberis Rhizoma and 6 787 for IBD， with 122 shared targets among Zingiberis 

Rhizoma， ulcerative colitis （UC）， and Crohn's disease （CD）. The enrichment analyses yielded 297 GO terms and 88 KEGG 

pathways. Associations were noted between Zingiberis Rhizoma's active component targets and IBD targets. In vivo experiments： 

Compared with the control group， the model group showed decreased body weight and disease activity index （DAI）（P<0.01）， 

shortened colon length， damaged mucosal epithelium with inflammatory cell infiltration， raised pathological scores （P<0.05）， 

increased Ly6Chi and Ly6Clo monocytes/macrophages （P<0.05）， and up-regulated mRNA levels of TLR4， TNF-α， IL-1β， and IL-6 

（P<0.05） and protein levels of TLR4， phosphorylated extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 （p-ERK1/2）， and 

phosphorylated p38 MAPK （p-p38 MAPK） （P<0.05）. Zingiberis Rhizoma intervention reversed these changes and reduced Ly6Chi 

monocytes/macrophages （P<0.01）. In vitro experiments： compared with the control， LPS increased the proportion and number of 

Ly6Chi monocytes/macrophages and mRNA levels of TLR4， TNF-α， IL-1β， and IL-6 （P<0.01） and enhanced the expression of 

TLR4， p-ERK1/2， and p-p38 MAPK （P<0.05）. Zingiberis Rhizoma reduced Ly6Chi monocytes/macrophages （P<0.05）， down-

regulated the mRNA levels of inflammatory cytokines （P<0.05）， and suppressed the TLR4/MAPK pathway （P<0.05）. 

Conclusion：： Zingiberis Rhizoma alleviates IBD by suppressing the TLR4/ERK/p38 MAPK signaling pathway and reducing 

inflammatory cytokine levels in Ly6Chi monocytes/macrophages.

［［Keywords］］ Zingiberis Rhizoma； inflammatory bowel disease； monocytes/macrophages； Toll-like receptor 4； mitogen-

activated protein kinase

炎 症 性 肠 病（IBD）是 一 种 以 溃 疡 性 结 肠 炎

（UC）和克罗恩病（CD）为主要疾病类型的慢性、复

发性的肠道炎症性疾病，临床多以腹泻、腹痛、便

血、体质量下降等为主要特征，严重时可出现肠穿

孔、肠梗阻甚至诱发癌变［1］。近 20 年来，我国 IBD

的发病率呈上升趋势，患病率和发病率在 35 岁以上

的人群中更为普遍，并且在 30~69 岁迅速增加，且男

性的患病率、发病率和死亡率均高于女性［2］。因此，

寻找有效的治疗药物对于降低 IBD 的发病率、缓解

我国公共卫生压力具有重要意义。

西医治疗 IBD 多采用 5-氨基水杨酸类药、皮质

类固醇及磺胺药控制病情，短期内疗效尚可，但停

药后易复发且难以治愈［3］。传统中医药以其用药灵

活、不良反应小，在诱导缓解和预防复发 IBD 方面

优势明显。中医认为，IBD 属于“下利”“久痢”“泄

泻”范畴。干姜最早记载于《神农本草经》，为姜科

植物姜的干燥根茎，味辛，性热。温中止血，出汗，

逐 风 湿 痹 ，肠 澼 下 利 。 干 姜 作 为 治 疗 IBD 的 经

方——乌梅丸的臣药发挥温脏祛寒、回阳通脉作

用，协调苦寒药物达到散寒止泻的效果。现代研究

表明，干姜可以显著降低 UC 小鼠结肠组织中的炎

症细胞因子水平，如肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和白

细胞介素 -6（IL-6），其活性成分 6-姜烯酚可以通过

增强抗氧化因子核因子 E2相关因子 2（Nrf2）和血红
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素加氧酶 -1（HO-1）的表达，减轻结肠炎并加速结肠

炎伤口修复［4-5］。然而干姜防治 IBD 的作用机制尚

不明晰。

Ly6C+单核细胞起源于骨髓中的单核细胞前

体，分为 Ly6Chi和 Ly6Clo 2 个亚群，到达组织后分化

为单核/巨噬细胞细胞发挥不同的效应功能。Ly6Clo

“巡逻”单核细胞已被证明黏附并沿着内皮细胞的

管腔血管表面爬行发挥组织修复作用，而 Ly6Chi单

核细胞在感染和其他炎症时被募集到损伤部位，一

方面发挥促炎作用，一方面瞬时补充常驻巨噬细胞

群［6］。 Toll 样受体 4（TLR4）作为一种模式识别受

体，在识别脂多糖（LPS）刺激后激活下游的多种信

号通路，包括细胞外调节蛋白激酶（ERK）和 p38 丝

裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）等为代表的丝裂原

活化蛋白激酶（MAPKs）［7-8］。在急性结肠炎期间，

Ly6Chi单核细胞募集到炎症肠道并成为固有层中主

要的单核细胞类型，而 TLR4 的过度激活可能导致

ERK/p38 MAPK 信号通路的异常激活，促进炎症因

子的释放，从而加剧肠道炎症［9-10］。本研究通过联

合网络药理学分析与体内外实验验证，观察干姜对

单核细胞转化为炎性单核/巨噬细胞及炎症信号通

路的影响，旨在探讨干姜防治 IBD 的作用机制，为

干姜的临床用药和后续药物靶点的筛选提供依据。

1 材料

1.1　 细 胞     小 鼠 巨 噬 细 胞 系 RAW264.7（ATCC：

TIB-71，第 8 代），由北京中医药大学郝钰教授捐赠。

1.2　动物     SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 24 只，6~8 周

龄，体质量 20~22 g，购自于北京斯贝福生物技术有

限公司，合格证号 SCXK（京）2024-0001。饲养于北

京中医药大学动物实验中心 SPF 级屏障环境中，恒

温恒湿，自由饮水，适应性喂养 7 d。动物实验经北

京 中 医 院 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 通 过

（BUCM-2024042504-2064）。
1.3　药物与试剂     干姜水提物，购自黄山华绿园生

物科技有限公司（批号 231210，得率 10%）；葡聚糖

硫酸钠（DSS，相对分子质量 36~50 kDa，美国 MP 

Biomedicals 公司，批号 S0433）；邻联甲苯胺法粪便

隐血定性检测试剂盒（上海源叶生物科技有限公

司，批号 L18S11G125170）；苏木素 -伊红（HE）染色

试剂盒（中国 Biosharp 公司，批号 70080020）；RNA

提取试剂盒、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）反转录试剂盒、SYBR-Green 试剂盒（湖南

艾科瑞生物工程有限公司，批号分别为 A6A0536、

A5A3391、A6A1108）；辣根过氧化物酶二抗（美国

CST 公司，批号 7076S）；TLR4、ERK1/2、p38 MAPK

单 克 隆 抗 体（ 北 京 博 奥 森 公 司 ，批 号 分 别 为

BC03078334、BB05126905、BB08047081）；磷 酸 化

ERK1/2（p-ERK1/2）、甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）、磷酸化 p38 MAPK（p-p38 MAPK）抗体

（ 美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为 9377S、5174T、

4511T）；胶 原 酶Ⅲ（美 国 Worthington 公 司 ，批 号

LS004197）；小鼠流式荧光抗体 PB-CD45、PE/Cy7-

CD11b、FITC-CD11c、APC/Cy7-Ly6C、AF700-F4/80

（ 美 国 BioLegend 公 司 ，批 号 分 别 为 B319007、

B316177、B370929、B393194、B371833）。
1.4　 仪 器     CytoFLEX 型 流 式 细 胞 仪（ 美 国

Beckman Coulter 公司）；Aperio VERSA 型高分辨显

微 分 析 系 统（ 德 国 Leca 公 司 ）；SpectraMax 

QuickDrop 型超微量分光光度计（上海美谷分子仪

器有限公司）；QuantStudioTM6 Flex 型 Real-time PCR

仪（美国 Life Technologies 公司）；PowerPac 型电泳

仪及电转仪、GelDoc Go 型凝胶成像系统（美国 Bio-

Rad 公司）；恒温振荡器（上海一恒科学仪器有限

公司）。
2 方法

2.1　网络药理学分析     

2.1.1　干姜活性成分及其作用靶点的筛选     利用

中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台（TCMSP）
（http：//lsp. nwu. edu. cn/）和 中 医 药 综 合 数 据 库

（TCMID）（http：//www. megabionet. org/tcmid/）检 索

并筛选口服生物利用度（OB）>30% 和类药性（DL）≥
0.18 的干姜活性成分，利用 TCMSP 平台检索活性化

学成分对应的作用靶点，删除无作用靶点成分。在

UniProt 数据库（https：//www.uniprot.org/）中限定物

种为人类，转换标准基因名，汇总后去重。

2.1.2　 IBD 相关靶点的筛选     在 GeneCards 数据库

（https：//www. genecards. org/）检 索 以“Ulcerative 

Colitis”“Crohn's disease”为关键词的相关靶点，检索

时间为建库至今。调整格式、转换标准基因名及删

除重复的靶点，获得 IBD 的相关靶点。

2.1.3　功能富集分析与通路富集分析     将交集靶

点 上 传 至 DAVID 数 据 库（https：//david. ncifcrf.

gov/），限定物种为人类，分析干姜治疗 IBD 所涉及

基因本体论（GO）功能富集及京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集情况。根据 Benjamini-

Hochberg 矫正法，按-lgP 值由大到小对富集分析结

果进行排序，筛选出 P<0.05 的排名前 20 的信号通路

及排名前 5 的生物过程、分子功能、细胞组分。
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2.1.4　干姜与 IBD 的“药物有效成分 -疾病靶点 -信

号通路”网络构建     将 2.1.3 项所得 20 条 KEGG 信

号通路相关靶点基因所对应的有效成分与中药、靶

点基因、信号通路、疾病一同导入 Cytoscape 3.10.2

软件，构建“药物有效成分 -疾病靶点 -信号通路”网

络图。黄色代表中药干姜及其主要活性成分，紫色

为靶点基因，红色为疾病 IBD 及相关靶点通路。

2.2　动物实验     

2.2.1　干姜对 IBD 小鼠疾病活动指数（DAI）的影

响     雄性 C57BL/6 小鼠随机分为正常组、模型组、

干姜组。干姜组小鼠提前灌胃干姜水提物 1 周，给

药剂量参考文献［11-12］，每天给予 400 mg·kg-1。随

后，除正常组外，模型组和干姜组小鼠予以 2% DSS

溶液连续自由饮水 1 周后，改为 1% DSS 自由饮水

1 周，隔天更换 1 次。造模期间，干姜组小鼠同时灌

胃干姜水提物，正常组和模型组灌胃等剂量生理盐

水。每天记录小鼠体质量变化、小鼠粪便性状改

变，按照试剂盒说明检测便隐血情况。评分标准参

考文献［11］，DAI 评分=（体质量评分+粪便性状评

分+隐血评分）/3。

2.2.2　干姜对 IBD 小鼠结肠组织形态学变化的影

响     末次给药后处死小鼠，取结肠组织用 10% 甲醛

固定 24 h 后，脱水、石蜡包埋、切片、HE 染色，显微

镜下观察并计算结肠组织学评分。

2.2.3　干姜对 IBD 小鼠结肠组织 Ly6Chi 单核/巨噬

细胞的影响     将小鼠结肠组织剪成小块后，用含乙

二胺四乙酸（EDTA）的 D-Hank's 平衡盐溶液洗涤

2 次，配置含胶原酶Ⅲ的 RPMI 1640 消化液放置恒

温振荡器里消化细胞，振幅为 20 mm，振荡条件为

37 ℃，220 r·min-1，40 min。利用 40% 聚乙烯吡咯烷

酮包被硅胶颗粒（Percoll）分离液梯度离心，重悬于

含 0.5% BSA 的 磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）中 计 数 ，取

1×106 个细胞用于后续流式细胞术检测。抗体阳性

细胞为 CD45+CD11b+F4/80+Ly6C+细胞。

2.2.4　Real-time PCR 检测小鼠结肠组织细胞因子

的表达     取冻存结肠组织 50~100 mg，加入组织裂

解液约 1 mL 制成组织匀浆，按照试剂盒说明书提取

总 RNA，用超微量分光光度计测定 RNA 的纯度和

浓度，按照试剂盒说明书将其逆转录为 cDNA。引

物序列为 TLR4 上游引物 5′-TCCCTGCATAGAGG 

TAGTTCC-3 ΄，下游引物 5 ΄-TCAAGGGGTTGAAGC 

TCAGA-3 ΄，片 段 长 度 119 bp；IL-6 上 游 引 物

5 ΄ -TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3 ΄，下游引物

5 ΄-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3 ΄，片段长度

116 bp；IL-1β上游引物 5 ΄-AATGCCACCTTTTGAC 

AGTGATG-3 ΄，下游引物 5 ΄ -CCTGCCTGAAGCTCT 

TGTTG-3 ΄，片 段 长 度 158 bp；TNF- α 上 游 引 物

5 ΄ -CTGCAAAGGGAGAGTGGTCA-3 ΄，下 游 引 物

5 ΄ -TTGCACCTCAGGGAAGAATCTG-3 ΄，片段长度

105 bp；GAPDH 上游引物 5 ΄-GCACCACCAACTGC 

TTAG-3 ΄，下游引物 5 ΄ -GGATGCAGGGATGATGTT 

C-3 ΄，片段长度 176 bp。引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司提供。反应条件为 95 ℃预变性

30 s，1 个循环，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火/延伸 30 s，

重复 40 个循环，溶解曲线参照仪器默认值。采用

2-ΔΔCt法计算 mRNA 相对表达量。

2.2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠结

肠 组 织 TLR4、p-ERK1/2、ERK1/2、p-p38 MAPK、

p38 MAPK 蛋白的表达     分别取各组小鼠结肠组

织，加入 RIPA 裂解液，用 BCA 法测定蛋白浓度。变

性后的蛋白样本进行凝胶电泳，电转后封闭 1 h，将

PVDF 膜放在含有 TLR4（1∶500），p-ERK1/2、ERK1/

2、p-p38 MAPK、p38 MAPK（1∶1 000）的一抗稀释液

中，4 ℃孵育过夜，第 2 天复温、加入二抗（1∶5 000）
室温孵育 1 h，洗涤后加入增强型化学发光试剂

（EDL），使用 GelDoc Go 凝胶成像系统进行曝光，利

用 Image J软件分析并计算蛋白条带的灰度值。

2.3　细胞实验     

2.3.1　细胞增殖与活性检测试剂盒（CCK-8）检测干

姜 对 RAW264.7 细 胞 活 性     将 对 数 生 长 期 的

RAW264.7 细胞接种于 96 孔板中，密度 1×104个/孔，

37 ℃孵育 24 h，加入 1 000、100、10、1、0.1 mg·L-1 的

干姜水提物，继续培养 24 h 后，每孔加入 CCK-8 溶

液 10 μL，37 ℃继续培养 2 h。检测 450 nm 波长处

吸光度 A，计算细胞存活率。

2.3.2　 干 姜 对 Ly6Chi 单 核/巨 噬 细 胞 分 化 的 影 响     　

　根据 CCK-8 法干姜水提物取 100、10、1 mg·L-1 作

为给药剂量。对数生长期的 RAW264.7 细胞接种于

6 孔板中，调整细胞密度为 2×106个/孔，分为空白组、

LPS 模型组、LPS+干姜组（100、10、1 mg·L-1）。除空

白组外，其余各组加入 1 mg·L-1 的 LPS，37 ℃孵育

24 h 后，LPS+干姜组加入不同浓度的含干姜水提

物，24 h 后，弃掉上清液，用 PBS 清洗 2 次后收集细

胞，利用流式细胞术检测 Ly6Chi单核/巨噬细胞的比

例和数量，流式荧光抗体与检测方法同 2.2.3 项。

2.3.3　 Real-time PCR 检 测 TLR4、TNF- α、IL-1β、

IL-6 mRNA 表达     分别在各组 RAW246.7 细胞的

6 孔板中加入细胞裂解液约 2 mL，方法同 2.2.4 项。
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2.3.4　Western blot 检测 TLR4、p-ERK1/2、ERK1/2、

p-p38 MAPK、p38 MAPK 蛋白的表达     分别在各

组 RAW246.7 细胞的 6 孔板中加入 RIPA 裂解液，用

BCA 法测定蛋白浓度，方法同 2.2.5 项。

2.4　统计学处理     用 GraphPad Prism 9 软件分析，

数据以 x̄ ± s 表示，组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　网络药理学分析     

3.1.1　干姜对 IBD 疾病作用靶点筛选     在 UniProt

数 据 库 中 检 索 到 241 个 药 物 对 应 基 因 靶 点 ，在

GeneCards 数据库中以“Ulcerative Colitis”“Crohn's 

disease”为关键词进行检索，得到 6 787个靶点与 IBD

疾病相关。其中 5 401个靶点与 UC 相关，4 984个靶

点与 CD 疾病相关。将药物与疾病相关靶点取交集

后得到 122个潜在靶点。见增强出版附加材料。

3.1.2　干姜治疗 IBD 关键靶点的 GO 和 KEGG 富集

分析     对 122 个潜在靶点进行 GO 功能和 KEGG 通

路富集分析，GO 分析得到 297 个条目，其中涉及生

物学过程的有 265 个，主要包括对 LPS 的反应、细胞

对 TNF 的反应、调节蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶的活

性、调节单核细胞增殖、调节 IL-6 的产生等；涉及分

子生物学功能的有 27 个，主要包括丝氨酸水解酶活

性、细胞因子受体结合、信号受体调节剂活性、受体

配体活性、丝氨酸型内肽酶活性等；涉及细胞组成

过程的有 5 个，主要包括转录调节复合物、RNA 聚

合酶Ⅱ转录调节复合物、细胞外基质、外部包裹结

构、含胶原蛋白的细胞外基质。 KEGG 信号通路

88 条，选取前 20 条进行可视化处理，涉及的通路主

要有 TNF 信号通路、乙型肝炎、血脂和动脉粥样硬

化、MAPK 信号通路、IBD、Toll 样受体信号通路、破

骨细胞分化等。见增强出版附加材料。

3.1.3　干姜与 IBD 的“药物有效成分 -疾病靶点 -信

号通路”网络构建     干姜通过多成分联合多靶点多

通 路 共 同 发 挥 对 IBD 的 调 控 作 用 ，以 槲 皮 素

（quercetin）、β - 谷 甾 醇（beta-sitosterol）、六 角 苦 素

（sexangularetin）为代表的活性成分可能通过作用于

TLR、MAPK、NF-κB、TNF、IL-17 等多个核心靶点及

炎症信号，调控 IBD 相关的慢性炎症。干姜的活性

成分的作用靶点与 IBD 靶点基因存在关联。见增

强出版附加材料。

3.2　动物实验验证结果     

3.2.1　对小鼠体质量变化、DAI 指数和结肠长度的

影响     与正常组比较，模型组小鼠毛发光泽暗淡，

活动度下降，粪便带血且稀软，体质量下降率显著

升高（P<0.01），DAI 评分显著升高（P<0.01），结肠长

度显著缩短（P<0.01）；与模型组比较，末次给药后，

干姜组小鼠毛色黑亮，反应灵活，粪便成型较软但

无便血，体质量下降率改善（P<0.05），DAI评分下降

（P<0.01），结肠长度明显恢复（P<0.05）。见表 1。

3.2.2　对小鼠结肠组织形态学的影响     正常组小

鼠结肠黏膜上皮完整，黏膜下血管清晰，无充血和

水肿，腺体和杯状细胞排列整齐，无溃疡形成，未见

炎性细胞浸润；与正常组比较，模型组小鼠结肠肠

黏膜上皮破损，腺体排列紊乱，部分坏死或消失，隐

窝和杯状细胞明显减少，黏膜及黏膜下层大量炎性

细胞浸润，溃疡形成；与模型组比较，干姜组小鼠结

肠黏膜上皮大部分增生修复，腺体、杯状细胞增多，

排列较为整齐，炎细胞明显减少。见图 1。

3.2.3　各组小鼠结肠组织 Ly6C+细胞检测     与正常

组比较，模型组小鼠结肠组织 Ly6Chi单核/巨噬细胞

的比例和数量显著增加（P<0.01），Ly6Clo 单核/巨噬

细胞的比例和数量显明显增加（P<0.05）；与模型组

比较，干姜组 Ly6Chi单核/巨噬细胞的数量显著降低

（P<0.01）。见表 2 及增强出版附加材料。

3.2.4　对小鼠结肠组织 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 

mRNA 表达的影响     与正常组比较，模型组小鼠结

肠组织 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 表达均明

显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，干姜组小

表 1　干姜对 IBD 小鼠体质量和 DAI 指数的影响  （x̄± s，n=8）

Table 1　Effect of Zingiberis Rhizoma on weight and DAI score in 

IBD mice （x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

干姜组

剂量/g·kg-1

0.4

体质量

下降率/%

0.00±0.00

23.94±3.881）

17.52±2.192）

DAI

评分/分

0.00±0.00

4.00±0.001）

2.50±0.333）

结肠

长度/cm

8.22±0.65

5.61±0.611）

6.73±0.592）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 6、表 7 同）

注：A.正常组；B.模型组；C.干姜组（图 2 同）
图 1　干姜对 IBD 小鼠结肠组织形态学的影响  （HE，×200）
Fig. 1　 Effect of Zingiberis Rhizoma on histomorphology of colon 

in IBD mice （HE，×200）
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鼠结肠组织 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 的相 对表达量均明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

3.2.5　 对 小 鼠 结 肠 组 织 TLR4、ERK、p-ERK、p38 

MAPK、p-p38 MAPK 蛋白表达的影响     与正常组

比较，模型组结肠组织 TLR4、p-ERK、p-p38 MAPK

蛋白的表达增加（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，

干姜组小鼠结肠组织中 TLR4、p-ERK、p-p38 MAPK

蛋白的表达降低（P<0.05，P<0.01）。见表 4、图 2。

3.3　细胞实验验证结果     

3.3.1　不同浓度的干姜水提物对细胞活力的影响     

　与空白组比较，1 000、100、10、1、0.1 g·mL-1的干姜

水提物与 RAW264.7 细胞培养 24 h 后，1 000 g·mL-1

的干姜水提物对巨噬细胞有明显的抑制作用，其他

质量浓度对细胞的活力无明显影响，提示其他浓度

对 RAW264.7 细胞无明显增殖抑制作用。见表 5。

3.3.2　对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞分化为 Ly6Chi

单 核/巨 噬 细 胞 的 影 响     与 空 白 组 比 较 ，LPS 组

RAW264.7 细胞分化为 Ly6Chi单核/巨噬细胞的比例

和数量显著增加（P<0.01）；与 LPS 组比较，各剂量干

姜组 RAW264.7 细胞分化为 Ly6Chi单核/巨噬细胞的

表 3　干姜对 IBD 小鼠结肠组织 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of Zingiberis Rhizoma on relative expression of TLR4，TNF-α，IL-1β，IL-6 mRNA in colon of IBD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

干姜组

剂量/g·kg-1

0.4

TLR4

1.15±0.70

16.68±6.202）

2.68±0.914）

TNF-α

1.01±0.17

7.69±4.101）

1.46±1.123）

IL-1β

1.09±0.58

12.00±4.232）

2.56±1.583）

IL-6

1.03±0.28

14.10±4.952）

1.85±1.1534）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4、表 8 同）

表 4　干姜对 IBD 小鼠结肠组织 TLR4、ERK、p-ERK、p38 MAPK、p-p38 MAPK 蛋白相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of Zingiberis Rhizoma on relative expression of TLR4，ERK，p-ERK，p38 MAPK，p-p38 MAPK protein in colon of IBD mice 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

干姜组

剂量/g·kg-1

0.4

TLR4/GAPDH

0.37±0.02

0.56±0.071）

0.40±0.063）

p-ERK/GAPDH

0.62±0.01

0.87±0.042）

0.71±0.064）

ERK/GAPDH

0.98±0.10

1.00±0.02

0.94±0.03

p-p38 MAPK/GAPDH

0.56±0.06

0.96±0.052）

0.78±0.073）

p38 MAPK/GAPDH

0.99±0.08

0.96±0.05

0.87±0.07

表 5　干姜对 RAW264.7 细胞存活率的影响  （x̄± s，n=5）

Table 5　 Effect of Zingiberis Rhizoma on viability of RAW264.7 

（x̄± s，n=5）

组别

干姜组

质量浓度/g·mL-1

1 000

100

10

1

0.1

细胞存活率/%

89.47±3.80

102.20±1.59

102.60±0.86

101.80±1.24

101.10±0.65

图 2　各组 IBD 小鼠结肠组织中 TLR4、ERK、p-ERK、p38 MAPK、

p-p38 MAPK 蛋白表达电泳

Fig. 2　Electrophoresis of TLR4，ERK，p-ERK，p38 MAPK，p-p38 

MAPK protein expression in colon of each group of IBD mice

表 2　干姜对 IBD 小鼠结肠组织 Ly6C+单核/巨噬细胞的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of Zingiberis Rhizoma on Ly6C+ monocytes/macrophages in colon of IBD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

干姜组

剂量/ g·kg-1

0.4

Ly6Chi比例/%

0.61±0.04

5.67±0.522）

4.49±0.55

Ly6Chi数量/个

91 270.00±1 554.00

430 707.00±11 477.002）

294 351.00±4 018.003）

Ly6Clo比例/%

0.45±0.07

6.98±2.791）

4.58±4.46

Ly6Clo数量/个

67 160.00±7 530.00

541 443.00±251 032.001）

308 255.00±246 754.00

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.01
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比例和数量均明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 6

及增强出版附加材料。

3.3.3　对 RAW264.7 细胞中 TLR4、TNF-α、IL-1β、

IL-6 mRNA 表达的影响     与空白组比较，LPS 组

RAW264.7 细 胞 中 的 TLR4、TNF- α、IL-1β、IL-6 

mRNA 表达均显著升高（P<0.01）；与 LPS 组比较，

10 mg·L-1 干姜组 RAW264.7 细胞中 TLR4、TNF-α、

IL-1β、IL-6 mRNA 的 相 对 表 达 量 均 明 显 降 低

（P<0.05，P<0.01），100 mg·L-1 干姜组 RAW264.7 细

胞 中 TLR4、IL-6 mRNA 的 相 对 表 达 量 显 著 降 低

（P<0.01），1 mg·L-1 干姜组 RAW264.7 细胞中 TLR4 

mRNA 的相对表达量显著降低，差异具有统计学意 义（P<0.01）。见表 7。

3.3.4　 对 RAW264.7 细 胞 中 TLR4、ERK、p-ERK、

p38 MAPK、p-p38 MAPK 蛋白表达的影响     与空

白组比较，LPS 组 RAW264.7 细胞中 TLR4、p-ERK、

p-p38 MAPK 蛋 白 的 表 达 明 显 增 加（P<0.05，P<

0.01）；与 LPS 组比较，100 mg·L-1 干姜组 RAW264.7

细胞中 p-ERK、p-p38 MAPK 蛋白的表达明显降低

（P<0.05，P<0.01），10 mg·L-1干姜组 RAW264.7 细胞

中 TLR4、p-ERK、p-p38 MAPK 蛋白的表达均显著降

低（P<0.01），1 mg·L-1 干 姜 组 RAW264.7 细 胞 中

p-ERK 蛋白表达显著降低（P<0.01）。见图 3、表 8。

4 讨论

中医认为 IBD 的常见证型多为湿盛（66.42%）
和脾虚（56.20%），其中，乌梅丸合芍药汤是用寒热

表 6　干姜对 LPS 诱导的 RAW264.7 分化为 Ly6Chi 单核/巨噬细胞

的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Zingiberis Rhizoma on LPS-induced 

differentiation of RAW264.7 into Ly6Chi monocytes/macrophages  

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

干姜组

质量浓度

/mg·L-1

1

100

10

1

Ly6Chi单核/巨噬

细胞比例/%

0.78±0.04

4.47±0.231）

3.09±0.613）

2.99±0.663）

3.05±0.273）

Ly6Chi单核/巨噬

细胞数量/个

6 553.00±306.30

30 422.00±817.401）

22 372.00±1 735.002）

21 767.00±4 468.002）

22 120.00±1 248.002）

表 7　干姜对 RAW264.7 细胞 TLR4、TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Zingiberis Rhizoma on relative expression of TLR4，TNF-α，IL-1β，IL-6 mRNA in RAW264.7 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

干姜组

质量浓度/mg·L-1

1

100

10

1

TLR4

1.01±0.13

1.91±0.341）

1.19±0.193）

1.03±0.123）

0.98±0.123）

TNF-α

1.01±0.20

35.30±2.621）

34.35±2.05

27.55±5.322）

36.55±0.10

IL-1β

1.09±0.49

1 660.00±203.901）

1 344.00±251.70

894.60±390.802）

1 024.00±365.00

IL-6

1.00±0.09

1 030.00±98.981）

488.90±85.503）

764.00±142.002）

1 008.00±35.85

表 8　干姜对 RAW264.7 细胞 TLR4、ERK、p-ERK、p38 MAPK、p-p38 MAPK 蛋白相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of Zingiberis Rhizoma on relative expression of TLR4，ERK，p-ERK，p38 MAPK，p-p38 MAPK protein in RAW264.7 cells  

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

LPS 组

干姜组

质量浓度/mg·L-1

1

100

10

1

TLR4/GAPDH

0.39±0.09

0.70±0.062）

0.71±0.12

0.35±0.064）

0.78±0.02

p-ERK/GAPDH

0.34±0.13

0.92±0.062）

0.74±0.043）

0.67±0.014）

0.68±0.133）

ERK/GAPDH

0.96±0.09

0.69±0.09

0.66±0.06

0.68±0.06

0.58±0.16

p-p38 MAPK/GAPDH

0.65±0.10

0.94±0.051）

0.53±0.094）

0.54±0.104）

0.73±0.23

p38 MAPK/GAPDH

1.02±0.16

0.93±0.12

0.96±0.14

1.00±0.14

1.24±0.18

注 ：A. 空 白 组；B. LPS 组；C. LPS+100 mg·L-1 干 姜；D. LPS+

10 mg·L-1干姜；E.LPS+1 mg·L-1干姜

图 3　 各 组 RAW264. 7 细 胞 中 TLR4、ERK、p-ERK、p38 MAPK、

p-p38 MAPK 蛋白表达电泳

Fig. 3　Electrophoresis of TLR4，ERK，p-ERK，p38 MAPK，p-p38 

MAPK protein expression of RAW264. 7 cells in each group
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并调法治疗 IBD 的核心治法组合［13］。研究表明，乌

梅丸通过调节肠道菌群逆转免疫失衡治疗 UC［14］。

乌梅作为君药酸收止泻，敛肠生津，对 IBD 小鼠的

肠黏膜上皮屏障功能具有良好的修复作用［15］。而

干姜作为乌梅丸重要的臣药，既能够健脾化湿，减

少肠道湿热，又能够温中散寒，缓解 UC 患者因脾胃

虚寒引起的腹痛、腹泻等症状［12-16］。干姜中的多种

活性成分，如姜辣素、姜烯酚、姜黄素、槲皮素、β-谷

甾醇等，已被证实具有抗炎、抗氧化和免疫调节等

生 物 活 性 。 6- 姜 烯 酚 、姜 烯 酚 和 姜 二 酮 等 影 响

TLR4/NF- κB 和 Notch 信 号 通 路 ，能 与 CYP7A1、

BSEP 和 IBABP 胆固醇代谢蛋白相互作用调节胆汁

酸的合成和转运发挥抗炎作用［11-12，17］。槲皮素调节

cGAS/STING 通路逆转巨噬细胞 M1/M2 极化，通过

激活 AhR 增强 UC 小鼠紧密连接蛋白表达恢复肠屏

障功能［18-19］。 β -谷甾醇增加肠上皮细胞表达抗菌

肽，降低细胞内鼠伤寒沙门氏菌的存活，通过抑制

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 介导的焦亡和炎症反应

缓解结肠炎［20-21］。本研究的干姜与 IBD 的“药物有

效成分 -疾病靶点 -信号通路”分析发现槲皮素、β-谷

甾醇、六角苦素等活性成分与 Toll 样受体、MAPK、

NF-κB、TNF、IL-17 等多个核心靶点及炎症信号存

在关联。前期研究结果表明 Ly6Chi 单核/巨噬细胞

在 DSS 诱导的实验性结肠炎中发挥致病作用［22］，

GO 分析提示干姜缓解 IBD 与调控单核细胞增殖有

关，利用实验性结肠炎小鼠和 LPS 刺激 RAW264.7

单核细胞分析均证明了干姜能够减少 Ly6Chi 单核/

巨噬细胞分化。

Ly6C+单核细胞在血管中循环并在血管内皮中

巡逻，在感染和其他炎症条件下通过血流渗入周围

组，分化 Ly6Chi 和 Ly6Clo 单核/巨噬细胞［23］。Ly6Chi

和 Ly6Clo巨噬细胞表现出高度多样性的细胞表面标

记、细胞因子释放和转录谱。Ly6Chi单核/巨噬细胞

表达 M1 型标记物，在急性炎症反应中更加丰富，通

过释放包括 TNF、IL-1β和 TGF-β等细胞因子来发挥

促炎和促纤维化的功能［24-25］。相比之下，Ly6Clo 单

核/巨噬细胞在伤口愈合、抗炎和抗纤维化过程中起

保护作用，有利于维持内皮稳定性、血管生成调节

和离子运输［26-27］。Ly6Chi单核细胞具有较短的循环

半衰期，随着时间的推移，CSF-1、IL-4、IL-10 等因子

启动 Nr4a1、Cebpb 等转录因子使 Ly6Chi向 Ly6Clo 群

体转换，补充组织常驻巨噬细胞［6，28-29］，但这一过程

背后的精确调控机制尚不完全清楚。在 IBD 急性

期，Ly6C+单核细胞会被招募并分化成 CCR2+CX3

CR1low/intLy6Chi炎症型巨噬细胞，通过释放炎性细胞

因子破坏肠上皮屏障，促进肠道炎症反应［23，30］。

DSS 造模是一个动态变化的过程，在急性发病阶

段，结肠炎症明显且炎症因子分泌显著升高，慢性

维持或停止造模炎症出现减轻，肠黏膜逐渐修复，

但该阶段肠黏膜屏障功能较为低下，易于复发［31］。

本研究发现在 DSS 诱导的 2 周实验性结肠模型中，

Ly6Chi 和 Ly6Clo 单核/巨噬细胞表达均升高，这可能

由于在低浓度 DSS 维持结肠炎造模期间，Ly6Chi发

生了向 Ly6Clo单核/巨噬细胞的转换过程，补充了常

驻巨噬细胞以发挥肠道自愈功能。

TLR4 作为模式识别受体（PRR）家族的重要成

员 ，尤 其 针 对 革 兰 氏 阴 性 菌 壁 上 的 LPS 进 行 识

别［32］。LPS 受 LPS 结合蛋白（LBP）调控被 CD14 识

别后，形成 LPS-LBP-CD14 复合物激活 TLR4，通过

衔接蛋白 MyD88 和丝氨酸激酶 IL-1R 相关激酶 4

（IRAF4）及肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TRAF6）
进行信号传导。该途径导致 NF-κB 和 MAPK 的活

化并触发细胞因子产生［33］。在 UC 患者发炎和受损

的肠黏膜中，TLR4+ 巨噬细胞大量聚集增强了对

LPS 的高反应性［34］。前期研究发现，实验性结肠炎

小鼠粪便革兰氏阴性菌普雷沃氏菌属、另枝菌属、

副拟杆菌属等存在明显差异［22］，进一步提示 LPS 通

过识别 TLR4 激活 Ly6Chi单核/巨噬细胞中信号转导

是介导 IBD 发病的重要机制。 ERK1/2 和 p38 是

MAPK 家族的两个重要成员，在 UC 中，ERK1/2 的

激活参与了肠上皮细胞的修复和再生过程以维持

肠黏膜的完整性［35］，但其异常激活也可能导致炎症

介质的产生加剧炎症反应。前期研究证明通过抑

制 ERK1/2 和 p38 的激活，可以减轻 UC 的炎症损

伤［36-37］。本研究证明干姜可通过抑制 Ly6Chi单核/巨

噬细胞中 TLR4/ERK/p38 MAPK 信号转导减少炎性

细胞因子释放来减轻炎症。

该研究从固有免疫角度探究干姜抑制 Ly6Chi单

核/巨 噬 细 胞 缓 解 IBD 的 作 用 机 制 ，多 层 面 证 明

TLR4 及其下游的 ERK/p38 MAPK 信号通路在 IBD

发病中扮演着重要角色，针对这些途径进行干预可

能为治疗 IBD 提供新的策略。然而干姜具体哪些

活性成分起关键作用，这种作用是直接作用亦或通

过肠道菌群发挥间接作用，均值得后续深入探究。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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