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整合素受体拮抗剂西仑吉肽对大鼠肠纤维化的
治疗作用
陶庆松，陈尧，王宝偲，郑宇

（东南大学附属中大医院 普外二科，江苏 南京 210089）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨整合素受体拮抗剂西仑吉肽对大鼠肠纤维化的治疗作用。

方法：将 21 只 SD 大 鼠 随 机 均 分 为 对 照 组、 模 型 组、 西 仑 吉 肽 治 疗 组， 后 两 组 采 用 三 硝 基 苯 磺 酸 

（TNBS）+45% 乙醇持续 6 周逐渐增量灌肠法诱导肠纤维化模型；西仑吉肽治疗组大鼠同时每日腹

腔注射西仑吉肽，而其余两组则以同样的方式给予同体积的生理盐水。期间观察各组大鼠的一般情况，

记录体质量的变化，6 周后收集结肠标本，检测结肠炎症与胶原沉积情况、结肠组织中 TGF-β1 水平、

以及 I 型胶原 α1 mRNA 与 I 型胶原蛋白水平。

结果：除对照组外，另两组大鼠均出现一般情况不佳与体质量先减后增，但西仑吉肽治疗组大鼠一

般情况好于模型组，且后期体质量增幅明显大于模型组（P<0.05）；且两组大鼠结肠均有明显的慢

性炎性病变与胶原纤维沉淀，但西仑吉肽治疗组组织病理学评分与胶原纤维含量均明显低于模型组

（均 P<0.05）。与对照组比较， 另两组大鼠结肠组织总 TGF-β1 水平与活化型 TGF-β1 水 平、 以

及 I 型 胶 原 α1 mRNA 与 I 型 胶 原 蛋 白 水 平 均 明 显 增 加（ 均 P>0.05）， 但 西 仑 吉 肽 治 疗 组 活 化 型

TGF-β1 水平、I 型胶原 α1 mRNA 与 I 型胶原蛋白水平均明显低于模型组（均 P<0.05）。

结论：西仑吉肽能通过拮抗整合素受体抑制 TGF-β1 的活化，从而产生抗肠纤维化作用。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1379-1384]
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ABSTRACT Objective: To investigate the therapeutic effect of integrin receptor antagonist cilengitide on intestinal fibrosis in 
rats.

Methods: Twenty-one SD rats were equally randomized into control group, model group and cilengitide 

treatment group, Intestinal fibrosis model was induced in rats in the latter two groups by continuous 
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肠纤维化是克罗恩病（Crohn disease，CD）

常见并发症。CD 以肠道透壁性病变为特征，肠壁

各 层 均 发 生 纤 维 化 而 产 生 肠 道 纤 维 性 缩 窄 [1]。 尽

管 目 前 有 大 量 针 对 CD 的 治 疗 药 物， 但 大 多 数 药

物 均 不 可 逆 转 或 改 善 肠 纤 维 化， 致 使 大 部 分 患 者

需 要 外 科 手 术 或 者 内 镜 治 疗， 但 手 术 及 内 镜 干 预

治疗后有较高的复发率（30%~80%）与再手术率

（30%~60%）， 并 非 最 好 的 治 疗 手 段 [2-3]。 肠 壁

纤 维 化 的 特 异 性 靶 向 治 疗 有 赖 于 对 肠 道 狭 窄 机 制

更 好 的 了 解 [4]。 转 化 生 长 因 子 β1（transfoming 

growth factor  β1，TGF-β1） 激 活 后 对 CD 肠 纤

维化发挥重要作用 [5-6]。西仑吉肽（cilengi t ide）

是一个含 RGD（精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸）三

肽序列的生物活性环肽，研究 [7] 表明西仑吉肽对

整合素受体 αvβ3、αvβ5 具有较高的选择亲和

性，可抑制 TGF-β1 的激活，并且可能对慢性结

肠 炎 的 纤 维 化 发 展 具 有 抑 制 作 用 [8]。 目 前 国 内 尚

无 对 西 仑 吉 肽 在 肠 纤 维 化 中 的 作 用 相 关 研 究。 本

实 验 通 过 构 建 大 鼠 肠 纤 维 化 模 型， 评 价 西 仑 吉 肽

的抗肠纤维化作用，寻求通过抑制 TGF-β1 活化

以改善 CD 肠纤维化的治疗新思路。

1　材料与方法

1.1  实验动物、试剂及仪器

雌 性 SD 大 鼠， 体 质 量 200~220 g， 购 自 中

科院上海实验动物中心。2，4，6- 三硝基苯磺酸

（TNBS） 购 自 Sigma-Aldrich 公 司；ELISA 试 剂

盒 R&D 公 司 生 产；I 型 胶 原 蛋 白 抗 体 购 自 Santa 

Cruz 公司。西仑吉肽冻干粉购自上海吉尔生化。

1.2  实验方法

1.2.1  动物分组及处理　将 21 只大鼠随机分为对

照组、模型组、西仑吉肽模型治疗组，每组分别有

7 只 大 鼠。 按 文 献 [9] 描 述 的 TNBS+45% 乙 醇 持 续

6 周逐渐增量灌肠法制备肠纤维化模型，每周给予

2 mL 45% 乙醇溶液中 TNBS 量为 60、60、67.5、

67.5、75、75 mg/kg。从造模开始，西仑吉肽治疗

组 大 鼠 每 天 腹 腔 注 射 西 仑 吉 肽 溶 液（18 mg/kg） 

2 mL，对照组、模型组每天分别予同体积的生理

盐水，持续 6 周至造模结束。

1.2.2  大鼠结肠炎症及胶原纤维沉积评估　观察

大 鼠 精 神 状 态、 进 食 情 况、 大 便 性 状 等， 每 天 定

时称重记录体质量变化。于造模后第 6 周处死大鼠

intracolonically injection with increasing doses of trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) in 45% ethanol solution 

for 6 weeks, and rats in cilengitide treatment group simultaneously received daily intraperitoneal injection 

of cilengitide, while those in the other two groups were given normal saline of the same volume in the same 

administration manner. During the experimental period, the general conditions were observed and the changes 

in body weight were recorded in each group of rats. The rat colonic tissue specimens were harvested after 6 weeks, 

the intestinal inflammation and collagen deposition were examined and the levels of TGF-β1, collagen type Iα1 

mRNA and collagen type I protein in colonic tissues were measured.

Results: Except for control group, rats in the other two groups showed poor general conditions and an initial 

decrease and subsequent increase in body weight, but the general conditions in rats in cilengitide treatment group 

were better than those in model group, and the amplitude of later body weight gain in rats in cilengitide treatment 

group was significantly greater than that in model group (P<0.05); rats in these two groups had evident chronic 

inflammation and deposition of collagen fibers in the colonic tissues, but the histopathological score and collagen 

fiber content in cilengitide treatment group were significantly lower than those in model group (both P<0.05). 

Compared with control group, the colonic levels of total TGF-β1 and activated TGF-β1, and levels of collagen 

type Iα1 mRNA and collagen type I protein were significantly increased in rats in the other two groups, but the 

levels of activated TGF-β1, collagen type Iα1 mRNA and collagen type I protein in cilengitide treatment group 

were significantly lower than those in model group (all P<0.05).

Conclusion: Cilengitide can attenuate intestinal fibrosis through inhibiting TGF-β1 activation resulting from its 

integrin receptor antagonizing effect.                 [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(10):1379–1384]
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并 取 材 距 肛 门 3~10 cm 处 结 肠， 行 HE 与 Masson

染 色 分 别 评 估 组 织 炎 症 和 胶 原 沉 积 情 况。 根 据 文

献 [10-11] 的评分标准行组织病理评分，积分越高表

明黏膜炎症的严重程度越重。Masson 染色后通过

日 本 奥 林 帕 斯 图 像 采 集 软 件 将 各 颜 色 波 长 量 化 后

按比例计算出胶原纤维成分的相对含量 [12]。

1.2.3   ELISA 检 测 活 化 型 与 总 TGF-β1 水 平　

未 经 酸 化 处 理 与 酸 化 处 理 的 同 一 结 肠 匀 浆 样 本 通

过 ELISA 试 剂 盒 分 别 检 测 活 化 型 TGF-β1 与 总

TGF-β1 水平。吸光度校正值通过 450 nm 吸光度

值减去 570 nm 背景吸光度值自动获取。考马斯亮

蓝染料法读取 595 nm 吸光度值测定总蛋白浓度。

样 本 中 TGF-β1 相 对 浓 度 水 平 为 TGF-β1 浓 度 /

总蛋白浓度。

1.2.4  real-time PCR 检测　 采 用 Taqman 探 针，

探针 5' 端的荧光基团为 6- 羧基荧光素 FAM，3’

端 的 淬 灭 剂 为 6- 羧 基 4 甲 基 吞 丹 明 TAMRA。 引

物 和 探 针 根 据 Primer Express 软 件（ 美 国 Applied 

Biosystems 公司）设计。提取的结肠匀浆样品处理

做 3 个重复，每瓶中 RNA 分为 2 份，1 份用来分析

目的基因 I 型胶原 α1，另 1 份用来分析管家基因

β-actin。扩增条件为 50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min，

然后是 45 循环：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s。各样品

的目的基因和管家基因分别进行 real time PCR 反

应。以标准品梯度的测量结果绘制标准曲线，以计

算各样品所测基因含量，各样品目的基因的含量除

以其管家基因的含量，即得到样品校正后的基因相

对含量。

1.2.5  Western blot 检测　十二烷基硫酸钠 - 聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳后，将硝酸纤维素

膜及 3 mm 滤纸浸于转移缓冲液中 5 min，再与凝

胶按顺序置于 Bio-Rad 电转移装置 20 V 稳压转移

1.5 h。取出硝纤膜加封闭液室温封闭 4 h。弃去封

闭 液 后 加 入 1:1 000 多 抗，4 ℃ 反 应 过 夜，TBST

缓冲液漂洗 3 次，每次 15 min。加入羊抗兔 IgG-

HRP，室温作用 2 h，TBST 缓冲液充分漂洗 3 次，

每次 15 min。加入增强化学发光（ECL）显色液，

置于柯达活体显像仪中观察结果。相应蛋白表达值

为条带的灰度值除以 β-actin 内参。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计学软件进行统计分析。计

量 资 料 结 果 采 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示； 两

组 间 比 较 采 用 团 体 t 检 验 或 Wilcoxon 秩 和 检 验；

多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析（ANOVA）。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  各组大鼠一般情况及体质量变化

对照组的大鼠一般情况正常；模型组第 2 周开

始出现活动减少、毛发竖立与不成形稀便，现象持

续出现至第 6 周，但未见明显加重或减轻趋势；西

仑吉肽治疗组大鼠也存在精神状态不佳与大便性状

改变，但肉眼观情况好于模型组。对照组大鼠体质

量持续稳定增长，模型组大鼠体质量前 2 周呈现下

降趋势，后逐渐增加。模型组的体质量下降平均值

最 大 幅 度 出 现 在 第 12 天，为（11.1±8.1）%，西

仑吉肽治疗组体质量下降平均值最大幅度出现在第

9 天，为（9.5±6.3）%，组 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P=0.177）；两组第 6 周时体质量变化平均值分

别为增加（2.3±0.4）% 与（5.2±1.3）%，组间差

异有统计学意义（P=0.014）（表 1）。

表 1　各组大鼠各项观察指标的比较
Table 1　Comparison of the observed parameters among the three groups of rats

组别
体质量变化（%） 组织病理

评分
胶原纤维含量

（%）
TGF-β1

下降峰值 升高峰值 活化型（ng/mg） 总水平（ng/mg） 活化型比例
对照组 — 14.1±3.2 0 4.7±1.2 10.6±3.5 84.3±25.2 0.13±0.05
模型组 11.1±8.1 2.3±0.41) 3.47±0.791) 21.0±7.31) 57.1±14.21) 114.4±47.31) 0.53±0.111)

西仑吉肽治疗组 9.5±6.3 5.2±1.31), 2) 2.12±0.251), 2) 10.3±3.21), 2) 23.2±9.81), 2) 109.1±43.51) 0.23±0.081), 2)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与模型组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. model group

2.2  结肠组织病理评分

对 照 组 大 鼠 结 肠 组 织 未 见 病 理 学 改 变；模 型

组 大 鼠 结 肠 标 本 切 片 在 光 镜 下 可 见 肠 道 增 厚、黏

膜充血，部分上皮细胞脱落，局部溃疡灶形成，部

分腺体结构紊乱，黏膜下层炎症细胞浸润；西仑吉

肽治疗组大鼠结肠同样出现黏膜充血、水肿，固有
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层 增 厚 及 炎 症 细 胞 浸 润 等 病 理 改 变，但 病 变 程 度

轻于模型组，溃疡边缘腺体破坏程度较轻，愈合较

好。西仑吉肽治疗组组织病理评分明显低于模型组

（P=0.023）（图 1）（表 1）。

2.3  结肠内胶原纤维 Masson 染色结果

Masson 染 色 结 果 显 示， 与 对 照 组 比 较， 后

两 组 大 鼠 结 肠 黏 膜 下 和 浆 膜 层 的 区 域 显 现 出 大

量 胶 原 纤 维 沉 淀， 固 有 肌 层 明 显 增 厚（ 图 1）。

像 素 定 量 分 析 显 示，模 型 组 相 对 胶 原 纤 维 含 量 为

（21.0±7.3）%，西仑吉肽治疗组为（10.3±3.2）%，

两组间差异有统计学意义（P=0.003）（表 1）。

2.4  各组大鼠结肠内 TGF-β1 水平

与对照组比较，模型组与西仑吉肽治疗组结肠

组 织 匀 浆 中 总 TGF-β1 水 平 与 活 化 型 TGF-β1 水

平 均 明 显 升 高（ 均 P<0.05）， 后 两 组 总 TGF-β1

水平差异无统计学意义（P=0.451），但西仑吉肽

治 疗 组 活 化 型 TGF-β1 水 平 及 比 例 均 明 显 低 于 模

型组（均 P<0.05）（表 1）。

2.5  各组大鼠结肠内 I 型胶原 α1 mRNA 与 I 型

胶原蛋白水平

结肠内 I 型胶原 α1 mRNA 与 I 型胶原蛋白表

达水平在模型组与西仑吉肽治疗组均较对照组明显

增 加（ 均 P<0.05），但 西 仑 吉 肽 治 疗 组 两 者 水 平

均明显低于模型组（均 P<0.05）（图 2-3）。

图 2　各组 I 型胶原 α1 mRNA 相对表达量
Figure 2　Relative expression levels of collagen type Iα1 mRNA 

in each group

西仑吉肽治疗组

I型
胶

原
α

1 
m

R
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A
相

对
表

达
量

模型组对照组

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

图 1　各组大鼠结肠组织标本切片观察（×200）　　A：HE 染色；B：Masson 染色
Figure 1　Examination of the colonic tissue sections from each group of rats (×200)　　A: H&E staining; B: Masson staining 

A

B

对照组 模型组 西仑吉肽治疗组
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图 3　Western blot 结果　　A：电泳条带；B：I 型胶原蛋
白相对表达量

Figure 3　Results of Western blot analysis　　A: Electrophoretic 
bands; B: Relative expression levels of collagen type I 
protein in each group
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3　讨　论

整合素受体属于细胞黏附分子家族，主要介导

细胞之间、细胞与细胞外基质之间的相互作用 [13]。

其在细胞迁移、伤口愈合、免疫和非免疫防御机制、

凝 血 和 血 管 生 成、 细 胞 癌 变 中 起 着 非 常 重 要 的 作

用 [14]。整合素受体与机体病理反应有很大关系，

是疾病发生过程中非常重要的靶点 [15-16]。整合素

受体亚型均可识别并结合含 RGD 三肽序列的蛋白，

如 整 合 素 αvβ3 可 与 很 多 含 RGD 序 列 的 蛋 白 如

纤维黏结蛋白、纤维蛋白原等结合 [17]。西仑吉肽

是德国默克公司历经 6 年于 1995 年研制的由 5 个

氨基酸组成的整合素受体阻断剂，它可与整合素受

体 αvβ3 和 αvβ5 结合。围绕西仑吉肽的研发目

前都是围绕其抗肿瘤作用展开 [18]，而对肠道纤维

化的研究尚缺乏。

活 化 型 TGF-β1 可 引 起 肠 道 细 胞 外 基 质 沉

积， 包 括 I 型 胶 原 表 达 增 高， 引 起 肠 道 纤 维 化 发

生 [19]。TGF-β 基 因 N 端 序 列 编 码 的 90 kD 同 型

二 聚 体 潜 在 相 关 蛋 白（LAP） 与 C 端 序 列 编 码 的

25 kD 同型二聚体 TGF-β 蛋白结合后形成非活化

型 TGF-β1， 又 称 LAP-β1[20]。 理 论 上 LAP-β1

可 以 通 过 识 别 RGD 与 所 有 亚 型 的 整 合 素 受 体 结

合， 但 不 是 所 有 结 合 都 可 将 其 激 活 成 为 活 化 型

TGF-β1[21]。本研究的意义是阐明了在大鼠肠纤维

化模型中整合素受体 αvβ3 和 αvβ5 拮抗药西仑

吉 肽 可 以 抑 制 活 化 型 TGF-β1 表 达， 从 而 进 一 步

抑制肠道细胞外基质、肠道 I 型胶原基因和蛋白的

表达。但仍需要进一步的细胞水平的机制研究来充

分证实。

通 过 对 TGF-β1 活 化 途 径 中 整 合 素 受 体 的 竞

争性拮抗，达到改善肠道纤维化是一个新的研究领

域，目前国内外研究仍在起步阶段，国内尚无相关

研究。除西仑吉肽外，针对整合素受体其它亚型阻

断剂的开发研制会给 CD 肠纤维化的治疗带来更广

阔的前景。
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