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【摘要】  目的　探究异长叶烯（isolongifolene, ISO）对肠上皮细胞凋亡和2，4，6-三硝基苯磺酸（TNBS）诱导的小鼠克罗

恩病（Crohn's disease, CD）样结肠炎的作用及分子机制。方法　动物实验：将小鼠随机分为Wild type（WT）组、2,4,6-三硝

基苯磺酸（2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid, TNBS）组和TNBS+ISO组，每组8只。TNBS组及TNBS+ISO组小鼠经直肠灌注

TNBS构建结肠炎模型，TNBS+ISO组小鼠在造模后予ISO灌胃（10 mg/kg）干预，其余两组予等量生理盐水灌胃，第7天处死

小鼠。检测小鼠体质量变化、疾病活动评分（disease activity index, DAI）、结肠长度，进行结肠组织跨上皮电阻（TEER）检

测，根据HE染色计算结肠炎症程度评分，RT-PCR和ELISA法检测肠黏膜炎症因子〔肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-

γ（IFN-γ）、白细胞介素（IL）-1β和IL-6〕水平，TUNEL染色检测小鼠结肠组织细胞凋亡，Western blot和免疫荧光检测其凋亡

蛋白（cleaved caspase-3/caspase-3和Bax）、抗凋亡蛋白（Bcl-2）和紧密连接蛋白（ZO-1和claudin-1）表达。细胞实验：TNF-α诱

导肠上皮细胞Caco-2凋亡模型，进行ISO治疗，再加入AMPK抑制剂Compound C干预。TUNEL染色、Western blot和免疫荧

光检测同前。基因功能注释（Gene Ontology, GO）富集预测ISO的生物学功能。然后用小鼠和Caco-2细胞进行机制验证：

Western blot检测各组小鼠结肠组织及Caco-2细胞中p-AMPK/AMPK和p-PGC1α表达水平，TUNEL染色检测细胞凋亡。

结果　动物实验结果显示，ISO能缓解实验性结肠炎和肠屏障功能障碍，表现为小鼠体质量降低（P<0.05）、结肠长度缩短

（P<0.05），DAI评分（P<0.05）、炎症程度评分（P<0.05）、TEER值（P<0.05）改善，结肠组织中促炎因子（TNF-α、IFN-γ、IL-1β和

IL-6）（P<0.05）、紧密连接蛋白〔ZO-1（P<0.05）和claudin-1（P<0.05）〕的表达改善。细胞实验中，在TNF-α诱导的肠上皮细胞

模型中也发现ISO能保护肠屏障受损。ISO减少肠上皮细胞的凋亡率（P<0.05）、cleaved caspase-3/caspase-3（P<0.05）

和Bax（P<0.05）的表达，且上调Bcl-2（P<0.05）的水平。GO富集预测分析显示，ISO改善CD样肠炎可能与负向调控细胞凋亡

有关。机制验证发现，p-AMPK和p-PGC1α在ISO治疗后的小鼠结肠组织和Caco-2细胞表达明显上调（P<0.05），而Compound

C则升高了ISO治疗的Caco-2细胞的凋亡率（P<0.05）以及降低ZO-1、claudin-1的相对表达量（P<0.05）。结论　ISO至少部分

通过激活AMPK/PGC1α信号通路减少肠上皮细胞凋亡，从而缓解TNBS诱导的小鼠肠屏障功能障碍和CD样结肠炎。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  effect  and  molecular  mechanism  of  isolongifolene  (ISO)  on  the
apoptosis  of  intestinal  epithelial  cells  and  2,4,6-trinitrobenzenesulfonic  acid  (TNBS)-induced  Crohn's  disease  (CD)-like
colitis in mice. Methods　In the animal experiments, mice were randomly assigned to the wild type (WT) group, TNBS
group and TNBS+ISO group, with 8 mice in each group. Colitis models of mice were established in the TNBS group and
the  TNBS+ISO  group  by  rectal  injection  of  TNBS.  After  modeling,  the  mice  in  the  TNBS+ISO  group  were  given  ISO
intervention via intragastric gavage (10 mg/kg), and the other two groups were given the same amount of normal saline
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via intragastric gavage. The mice were sacrificed on the 7th day. The changes in body mass, disease activity scores (DAI),
and  the  colon  length  of  mice  were  measured,  and  transepithelial  electrical  resistance  (TEER)  of  the  colon  tissues  was
determined.  The score  of  colon inflammation was  calculated according to  HE staining.  The levels  of  intestinal  mucosal
inflammatory factors,  including tumor necrosis  factor  alpha (TNF-α),  interferon (IFN)-γ,  interleukin (IL)-1β,  and IL-6,
were  measured  by  RT-PCR  and  ELISA.  The  apoptosis  of  colon  tissue  cells  was  determined  by  TUNEL  assay.  The
expressions  of  apoptotic  proteins  (cleaved  caspase-3/caspase-3  and  Bax),  an  anti-apoptotic  protein  (Bcl-2),  and  tight
junction proteins (ZO-1 and claudin-1) were detected by Western blot and immunofluorescence. In the cell experiment,
TNF-α  was  used  to  induce  intestinal  epithelial  cell  Caco-2  apoptosis  model,  which  was  treated  with  ISO.  Then,
intervention  with  the  AMPK  inhibitor  Compound  C  was  given.  TUNEL  assay,  Western  blot  assay,  and
immunofluorescence assay were performed to measure apoptosis and the expression of apoptosis proteins in the Caco-2
cells.  Gene  Ontology  (GO)  enrichment  analysis  was  performed  to  predict  the  biological  function  of  ISO.  Then,  the
mechanism involved was verified by examination of the mice and Caco-2 cells. Western blot was performed to determine
the expression levels of p-AMPK/AMPK and p-PGC1α in the colon tissues from the mice of different groups and Caco-2
cells.  The  apoptosis  of  the  cells  was  determined  by  TUNEL  assay. Results　According  to  the  results  of  the  animal
experiment, ISO could alleviate experimental colitis and intestinal barrier dysfunction, leading to improvements in body
mass loss, colon length shortening, DAI score, inflammatory rating, and TEER values (all P<0.05) in mice. Furthermore,
ISO decreased the expression of pro-inflammatory factors TNF-α, IFN-γ, IL-1β, and IL-6 and increased the expression of
the  tight  junction  proteins  ZO-1  and  claudin-1  (all P<0.05).  In  the  cell  experiment,  in  a  TNF-α-induced  intestinal
epithelial  cell  model,  ISO  was  also  found  to  protect  intestinal  barrier  against  damage.  ISO  reduced  the  proportion  of
apoptotic  intestinal  epithelial  cells,  reduced the expression of  cleaved-caspase-3/caspase-3 and Bax,  and upregulated the
level of Bcl-2 (all P<0.05). GO enrichment predictive analysis showed that the role of ISO in improving CD-like enteritis
might be associated with the negative regulation of apoptosis. Verification of the mechanism showed that the expression
of  p-AMPK  and  p-PGC1α  in  the  mice  colon  tissue  was  significantly  upregulated  after  ISO  intervention  (P<0.05).  In
contrast,  the  AMPK inhibitor  Compound C increased  the  apoptosis  rate  of  ISO-treated  Caco-2  cells  and decreased  the
relative expression levels of ZO-1 and claudin-1 (P<0.05). Conclusion　ISO reduces intestinal epithelial cell apoptosis at
least  in  part  by  activating  AMPK/PGC1α  signaling  pathway,  thereby  alleviating  TNBS-induced  intestinal  barrier
dysfunction and CD-like colitis in mice.
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克罗恩病（Crohn's disease, CD）是一种慢性炎性肉芽

肿性疾病[1]，以反复腹痛、腹泻和体质量下降为主要临床

表现[2]，其发病率在我国呈逐步上升趋势[3]。虽然生物制

剂的应用在一定程度上延缓了本病的进展，但也存在诸

如免疫原性、需肠外给药和药物副作用等局限性。因此，

探寻更为安全有效的药物是目前CD治疗的重要方向。

肠屏障是由肠上皮细胞和紧密连接蛋白等组成的防御机

制[4]，其主要功能是阻止肠道内的抗原、菌群等某些有害

因子进入肠黏膜。当肠道受到不良饮食、感染、应激等

多因素刺激，肠上皮细胞受损出现过度凋亡，进而破坏肠

屏障完整性，诱发肠道的炎症和损伤[5-6]。近年来，多项研

究均已证实，抑制肠上皮细胞凋亡和保护肠屏障可改善

CD肠炎[7-9]。因此靶向细胞凋亡、保护肠屏障的新型药物

可为CD的新药开发提供思路，天然植物提取物以不易耐

药和副作用小等众多优势而受到炎症性肠病领域内诸多

研究者的关注[10]，异长叶烯（isolongifolene, ISO）是从天然

植物九里香中分离得到的三环倍半萜烯类化合物，研究

报道其通过减少小鼠肝细胞[11]和神经细胞[12]的凋亡，发

挥护肝及保护神经的作用，也被报道可缓解阿霉素所致

的肾脏损伤[13]。鉴于抗肠上皮细胞凋亡是目前CD治疗

的重要靶点，而ISO在多种疾病中被报道可拮抗细胞凋亡

从而缓解疾病进展，且当前尚未有相关研究揭示ISO在炎

症性肠病中对细胞凋亡的作用。本研究拟使用2，4，6-三

硝基苯磺酸（TNBS）诱导的CD样结肠炎小鼠作为研究对

象，探究ISO对CD样结肠炎的作用，结合网络药理学预测

分析、结肠炎模型和TNF-α诱导的Caco-2细胞凋亡模型

探索ISO对肠上皮细胞和肠屏障的作用及机制，以期为

CD药物治疗策略提供新参考。 

1     材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    实验动物和细胞

6～8周龄，C57bl/6j品系健康雄性野生型小鼠购于江

苏集萃药康生物科技股份有限公司，小鼠体质量约为
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（22±3） g。在无特定病原菌条件下正常喂养。本研究所

用Caco-2细胞购于中国科学院细胞库。本研究经蚌埠医

学院第一附属医院伦理委员会审核批准（伦动科批字

[2021]第226号）。 

1.1.2    实验药物和试剂

ISO购于陶术生物有限公司；TNBS、肿瘤坏死因子-

α（TNF-α）和牛血清白蛋白购自Sigma公司；Compound

C（CC）购于MCE；cDNA反转录试剂盒购自TaKaRa公司；

HE染色试剂盒购自索莱宝科技有限公司；ELISA检测试

剂盒购自博士德生物工程有限公司；anti-C-Cas3 (anti-

cleaved-caspase3), anti-Bax, anti-Bcl-2, anti-AMPK (anti-AMP-

activated proteinkinase), anti-PGC1α (anti-peroxisome

proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α), anti-p-

AMPK, anti-β-actin, anti-ZO-1, anti-claudin-1和Goat Anti-

Rabbit lgG H&L（FITC）抗体购自Abcam；anti-p-PGC1α购

自R&D System；辣根酶标记山羊抗兔/鼠IgG（H+L）抗体

购自中杉金桥生物技术有限公司；TUNEL细胞凋亡检测

试剂盒购于赛维尔生物科技有限公司；RIPA裂解液、细

胞膜蛋白与细胞浆蛋白提取试剂盒及超敏ECL化学发光

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。 

1.2    方法 

1.2.1    构建动物模型、干预措施及组织取检

2 4只C 5 7 b l / 6 j小鼠随机分为W T组、T N B S组和

TNBS+ISO组，每组8只；TNBS组和TNBS+ISO组小鼠建立

结肠炎模型：腹腔注射戊巴比妥钠（40 mg/kg）溶液麻醉

小鼠，5%TNBS和无水乙醇按1∶1体积比混合后注入100 μL

于小鼠直肠，并将小鼠倒立4 min。上述步骤完成后，

TNBS+ISO组每天进行ISO灌胃操作（10 mg/kg，0.1 mL，

1次/d，连续6 d），其余两组小鼠予以100 μL生理盐水灌

胃。于实验第7天处死小鼠，取检小鼠结肠组织并平均分

成两个部分用于开展后续实验研究。 

1.2.2    构建细胞模型和细胞实验分组

在含10%胎牛血清（FBS）的MEM培养基（37 ℃、

体积分数5%CO2）中培养Caco-2细胞，待细胞生长至对数

期后接种至6孔板，实验分为对照组（control组）、模型组

（TNF-α组，TNF-α孵育24 h，100 μg/mL）、TNF-α+ISO组

（ISO与TNF-α共孵育24 h，20 μmol/L）。

此外，在机制验证的阻断实验中（2.8.2小节），将细胞

分成6组：control组、TNF-α组、TNF-α+ISO组、TNF-

α+ISO+CC组、ISO+CC组和CC组，其中前3组的处理方式

同上，而TNF-α+ISO+CC组是100  μg/mL的TNF-α、

20 μmol/L的ISO和10 μmol/L的CC [ 1 4 ]共同处理24 h，

ISO+CC组用20 μmol/L的ISO、10 μmol/L的CC共孵育

24 h，CC组则用CC孵育24 h，收集细胞用于后续检测。其

中，对p-AMPK、AMPK和p-PGC1α蛋白的Western blot检

测只使用control组、TNF-α组、TNF-α+ISO组、TNF-

α+ISO+CC组这4组细胞；对ZO-1、claudin-1、C-Cas3、

Cas3、Bax、Bc1-2蛋白的Western blot检测和TUNEL染色

使用6组细胞。 

1.3    检测方法 

1.3.1    小鼠肠炎疾病活动度评分、体质量及结肠长度测量

实验前后对小鼠体质量进行测量并记录；并于取检

当天对各组小鼠进行肠炎疾病活动度评分（disease

activity index, DAI）并记录，评分范围0～4分，DAI评分越

高即疾病活动度越高[15]；并于取检结肠组织后对结肠长

度进行测量。 

1.3.2    小鼠肠炎组织学评估

将取检的小鼠结肠组织制成蜡块后切片（4 μm厚

度），HE染色后进行炎症程度评分。以Spencer推荐的肠

炎组织学评分量表为评分依据，分值范围为0～4分，评分

越高即结肠炎症反应越重[16]。 

1.3.3    跨上皮电阻（TEER）检测

获取小鼠结肠组织后先予以PBS洗净，随后置于

Krebs缓冲液中完全浸润组织，将完成上述处理后的肠管

组织切割成块状后放入样本夹，再将样本夹放入Ussing

chamber系统，往肠管组织两侧腔室倒入Krebs缓冲液，

最后往两侧分别添加葡萄糖（1 0  m m o l / L）、甘露醇

（10 mmol/L），调节电压及电流，测量总电子发射比。 

1.3.4    RT-PCR检测

采用Trizol法提取总RNA，随后利用cDNA反转录试

剂盒进行反转录，再设置程序进行扩增：变性（95 ℃，5 s），

退火（60 ℃，34 s），重复40个循环。用于定量RT-qPCR的

引物序列为 ：T N F - α ， F ： 5 ' - C A G G C G G T G C C T A

TGTCTC-3'，R：5′-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3′；

IL-1β，F：5′-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3′，R：5′-

ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3 ′；IL-6，F：5 ′-CT

GCAAGAGACTTCCATCCAG-3 ′，R：5 ′-AGTGGTAT

AGACAGGTCTGTTGG-3′；IFN-γ，F：5'-GCCACGGCAC

AGTCATTGA-3'；R：5'-TGCTGATGGCCTGATTGTCTT-

3'；β-actin，F：5′-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3′，R：

5′-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3′。最后以β-actin为内

参，使用2−ΔΔCt法使mRNA表达标准化，进行相对定量分析。 

1.3.5    ELISA检测

刮取小鼠结肠黏膜组织进行称质量，加入生理盐水

进行匀浆，离心完成后轻柔吸取上清液。依据ELISA试剂

盒说明书步骤进行TNF-α、IFN-γ、IL-1β和IL-6表达水平
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的检测。 

1.3.6    TUNEL染色

小鼠结肠石蜡切片以及Caco-2细胞爬片依据试剂盒

说明书步骤进行染色。评估细胞凋亡：显微镜下随机选

择5个不重复视野并统计细胞凋亡率。细胞凋亡率（%）为

TUNEL阳性细胞数量与DAPI阳性细胞数量的百分比。 

1.3.7    Western blot检测

分别收集小鼠结肠组织与Caco-2细胞，依据细胞膜

蛋白与细胞浆蛋白提取试剂盒说明书所述的实验步骤提

取结肠组织及Caco-2细胞的膜蛋白，制胶后经电泳、转

膜、封闭（5%脱脂牛奶，1 h）、一抗孵育（anti-ZO-1，1∶1 000；

anti-claudin-1，1∶1 000；anti-β-actin、anti-Bax、anti-Bcl-

2、anti-C-Cas3、anti-AMPK、anti-PGC1α、anti-p-AMPK、

anti-p-PGC1α，1∶2 000）和二抗孵育〔辣根酶标记山羊抗

兔/鼠IgG（H+L），1∶3 000〕、ECL化学发光，凝胶成像系统

采集图片，Image J软件测定灰度值，以目的条带灰度值与

内参条带灰度值的比值为目的蛋白的相对表达量。 

1.3.8    免疫荧光检测

①小鼠石蜡切片免疫荧光染色：小鼠结肠组织经切

片后烤片，再经脱蜡水化、抗原修复、室温封闭（5 %牛血

清蛋白），孵育一抗（anti-ZO-1，1∶200；anti-claudin-1，

1∶400，4 ℃）和二抗〔Goat Anti-Rabbit lgG H&L（FITC），

1∶3 000〕、DAPI着色细胞核，于激光共聚焦显微镜下采

集图像。②细胞爬片免疫荧光染色：取干预后的细胞爬

片，多聚甲醛固定、Triton破膜和封闭，经一抗（anti-ZO-

1，1∶200；anti-claudin-1，1∶400，4 ℃）、二抗〔Goat Anti-

Rabbit lgG H&L（FITC），1∶ 3 000 〕和DAPI孵育后，激光

共聚焦显微镜获取图像。 

1.4    生物信息学预测分析

利用Swiss  Target  Predict ion、Pharmmapper、

SuperPred和SEA数据库筛选ISO可能作用靶点，利用

GeneCards、PharmGKB、DisGeNet、DrugBank及TTD数

据库筛选CD相关疾病靶点。使用Venny 2.1在线工具获

取二者的交集靶点，将所得的交集靶点导入David数据库

进行GO富集分析，微生信绘制图形。 

1.5    统计学方法

x̄± s运用SPSS 25.0进行统计分析。计量资料以 表

示，t检验进行两组间比较；多组间比较采用单因素方差

分析和Student-Newman-Keuls检验；α=0.05。 

2     结果
 

2.1    ISO减轻TNBS小鼠的结肠炎症状

如图1所示，TNBS+ISO组的小鼠体质量下降幅度

（P<0.05，图1A）和DAI评分（P<0.05，图1B）低于TNBS组，

而结肠长度大于TNBS组（P<0.05，图1C、1D）。HE染色显

示，TNBS+ISO组炎症评分较TNBS组降低（P<0.05），且小

鼠结肠组织巨噬细胞、中性粒细胞等炎症细胞浸润较

TNBS组显著减少（图1E、1F）。 

2.2    ISO降低TNBS诱导结肠炎小鼠肠黏膜中炎症因子

的表达

PCR和ELISA检测显示，TNBS+ISO组小鼠TNF-α、

IL-1β、IL-6和IFN-γ表达水平较TNBS组降低（P<0.05，表1）。
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图 1  ISO对TNBS小鼠肠炎症状的影响

Fig 1  Effect of ISO on enteritis symptoms in TNBS mice

A, Body mass change in the mice (n=8); B, changes in diseaseactivity index (DAI) scores (n=8); C-D, changes in colon length (n=8); E, histopathological score of the

colon (n=8); F, HE stain results. * P<0.05, vs. WT; # P<0.05, vs. TNBS.
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表 1    ISO干预对小鼠结肠组织中炎症因子表达水平的影响

Table 1    Effect of ISO intervention on the expression of inflammatory

factors in the colon tissues of mice
 

Index WT TNBS TNBS+ISO

RT-PCR (relative mRNA
　expression)

TNF-α 1.00±0.14 5.93±0.39* 3.75±0.39*, #

IL-1β 1.00±0.13 7.88±0.48* 1.78±0.20*, #

IL-6 1.00±0.09 12.34±0.79* 5.05±0.43*, #

IFN-γ 1.00±0.13 6.72±0.48* 2.64±0.40*, #

ELISA/(pg/mg protein) TNF-α 11.08±1.67 60.22±3.44* 30.34±2.37*, #

IL-1β 15.97±0.93 51.01±2.86* 30.80±1.99*, #

IL-6 18.70±1.54 42.84±2.21* 29.63±2.26*, #

IFN-γ 14.85±1.34 38.92±2.50* 20.29±2.62*, #

　* P<0.05, vs. WT; # P<0.05, vs. TNBS. n=8.
 

2.3    ISO改善TNBS小鼠的肠道屏障功能

电阻抗检测显示，TNBS+ISO组小鼠TEER值较TNBS

组升高（P<0.05，图2A）。Western blot结果显示，ISO干预

后显著地缓解了TNBS诱导的结肠组织中ZO-1和claudin-

1表达水平的降低（P<0.05，图2B～2D）。免疫荧光显示，

在TNBS组中ZO-1和claudin-1在结肠组织中出现移位和

表达水平下降的现象，而TNBS+ISO组ZO-1和claudin-1表

达水平增高，且表达于上皮细胞的表面（图2E）。 

2.4    ISO抑制TNBS小鼠结肠组织中肠上皮细胞的凋亡

图3中，TUNEL检测发现TNBS+ISO组小鼠的肠上皮

细胞凋亡率较TNBS组下降（P<0.05）。Western blot检测

发现，TNBS+ISO组小鼠结肠黏膜中凋亡蛋白（C-Cas3/

Cas3、Bax）表达量相较于TNBS组降低，而抗凋亡蛋白

（Bcl-2）的表达量则升高（P<0.05）。 

2.5    ISO缓解TNF-α诱导Caco-2细胞屏障功能障碍

见图4。免疫荧光和Western blot发现，TNF-α+ISO组

Caco-2细胞与TNF-α组相比，ZO-1和claudin-1的表达水平

增加（P<0.05）。 

2.6    ISO减轻TNF-α诱导Caco-2细胞的凋亡

如图5、表2所示，TUNEL染色显示，TNF-α组Caco-

2细胞的凋亡率显著增加，而ISO干预则抑制了细胞凋亡

 

1 500

1 000

500

0

W
T

TNBS

*

*,#

TNBS+
ISO

TE
ER

/(
Ω

·c
m

−2
)

A

1.5

1.0

0.5

0

W
T

TNBS

*

*,#

TNBS+
ISO

C

1.5

1.0

0.5

0

W
T

TNBS

*

*,#

TNBS+
ISO

D

ZO-1

Claudin-1

β-actin

195 kDa

22 kDa

42 kDa

B

W
T TNBS

TNBS+
ISO

WT

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm50 μm50 μm

TNBS TNBS+ISO

E

ZO
-1

/D
A

PI
C

la
ud

in
-1

/D
A

PI

Re
la

tiv
e 

ZO
-1

 in
te

ns
ity

in
te

ns
ity

Re
la

tiv
e 

cl
au

di
n-

1

 
图 2  ISO治疗改善TNBS模型小鼠肠屏障损伤

Fig 2  ISO treatment improves intestinal barrier injury in TNBS model mice

A, Tissue transepithelial electrical resistance (TEER) value of mice (n=8); B-D, Western blot of claudin-1 and ZO-1 in colon mucosa (n=8); E, the expression of ZO-1

and claudin-1 in the colon tissue of mice was determined by immunofluorescence. * P<0.05, vs. WT group; # P<0.05, vs. TNBS group.
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图 3  ISO治疗减少TNBS模型小鼠结肠组织中肠上皮细胞凋亡

Fig 3  ISO treatment reduces the apoptosis of intestinal epithelial cells in the colonic tissue of TNBS model mice

A, TUNEL assay was performed to detect apoptosis of colonic tissue in the mice; B, the expression levels of apoptosis proteins (C-Cas3, Cas3, and Bax) and anti-

apoptosis protein (Bcl-2) in the colonic mucosa of the mice (n=8). C-Cas3: cleaved caspase-3; Cas3: caspase-3. * P<0.05, vs. WT; # P<0.05, vs. TNBS.
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图 4  ISO对Caco-2细胞紧密连接蛋白的作用

Fig 4  Effect of ISO on tight junction proteins in Caco-2 cells

A-B, The expression of ZO-1 and claudin-1 in Caco-2 cells was determined by immunofluorescence; C, Western blot of ZO-1 and claudin-1 in Caco-2 cells (n=3).
* P<0.05, vs. control; # P<0.05, vs. TNF-α.
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（P<0.05）。Western blot结果显示，TNF-α+ISO组相比于

TNF-α组，Bcl-2表达上调，而C-Cas3/Cas3和Bax的表达水

平则下降（P<0.05）。 

2.7    GO富集分析预测ISO的生物学功能与抑制细胞凋

亡有关

Venny图显示，ISO和CD的交集作用靶点共有147个

（图6A），GO富集预测分析显示，ISO在改善CD样肠炎可

能与负向调控细胞凋亡有关（图6B）。 

2.8    机制验证 

2 . 8 . 1       I S O对肠上皮细胞凋亡的调控作用可能与

AMPK/PGC1α有关

见图7、表3。Western blot结果显示，ISO干预后小鼠

结肠组织 （P < 0 . 0 5 ）及C a c o - 2细胞 （P < 0 . 0 5 ）中 p -

AMPK/AMPK和p-PGC1α表达水平升高。 

2.8.2    ISO通过激活AMPK/PGC1α信号通路缓解肠上皮

细胞凋亡

图8 A示，与T N F - α + I S O组相比，经C C干预后，

Western blot结果显示：p-AMPK、p-PGC1α的蛋白表达水

 

x̄± s表 2    ISO对Caco-2细胞凋亡蛋白的影响（ ）

x̄± sTable 2    Effect of ISO on Caco-2 cell apoptosis protein ( ) 

Group C-Cas3/Cas3 Bax Bcl-2

Control 1.00±0.18 1.00±0.11 1.00±0.14

TNF-α 2.00±0.21* 5.40±0.24* 0.24±0.06*

TNF-α+ISO 1.55±0.08*, # 2.76±0.32*, # 0.46±0.09*, #

　* P<0.05, vs. control; # P<0.05, vs. TNF-α. n=3. C-Cas3: cleaved caspase-3;
Cas3: caspase-3.
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图 5  ISO干预对Caco-2细胞凋亡的影响

Fig 5  Effect of ISO intervention on the apoptosis of Caco-2 cells

A, TUNEL assay was conducted to assess the apoptosis of Caco-2 cells

(n=3); B, the expression levels of apoptosis proteins (C-Cas3, Cas3, and Bax) and

anti-apoptosis protein (Bcl-2) in Caco-2 cells. * P<0.05, vs. control; # P<0.05, vs.

TNF-α. a: control; b: TNF-α; c: TNF-α+ISO; C-Cas3: cleaved caspase-3; Cas3:

caspase-3.
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图 6  生物信息学预测ISO在CD中的功能与作用

Fig 6  Predictive analysis of the possible biological function and effect of ISO in CD was made by GO enrichment

A, Venn diagram; B, GO enrichment. BP: biological process; CC: cellular component; MF: molecular function.
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平下降（P<0.05），ZO-1、claudin-1、Bcl-2表达均下调，而

C-Cas3/Cas3和Bax表达水平上调（P<0.05）。TUNEL结果

显示（图8B），相较于TNF-α+ISO组，CC干预后的Caco-2细

胞凋亡率增多（P<0.05）。 

3     讨论

鉴于CD肠屏障受损往往在导致肠道病变的同时引

发全身其他组织的炎症反应，故以保护肠屏障为靶标的

干预策略在CD治疗中占据重要地位。本研究的结果表

明ISO至少部分通过激活AMPK/PGC1α信号抑制肠上皮

细胞凋亡，进而保护TNBS诱导CD样小鼠的肠屏障和改

善肠炎。

肠屏障是指人体肠道中的一层物理和化学屏障，起

到保护肠道免受有害物质和微生物侵害的作用[17]。肠屏

障受损是CD发病的关键环节，其中又以机械屏障的损伤

最为重要，位于肠上皮细胞顶端的紧密连接是机械屏障

的组成部分之一，其在连接细胞间隙、调节肠黏膜通透性

等方面发挥极其关键作用[18]。本研究对结肠组织进行

TEER和紧密连接蛋白检测，结果证实ISO对实验性结肠

炎的小鼠肠屏障具有保护作用。肠上皮细胞由吸收细胞

和杯状细胞构成，作为覆盖在肠黏膜表面的单层细胞，在

肠道免疫防御中担任重要角色[19]，其过度凋亡可导致肠

屏障功能损伤和引发肠道炎症[20]，因此基于靶向抑制肠

上皮细胞凋亡的治疗策略可助益缓解肠道炎症。随着现

代药理学和分子生物学技术的高速发展，当前研究发现

诸多天然小分子化合物如青蒿素[21]、芍药苷[22]-芦荟多

糖[23-24]等具有治疗CD的潜力，某些单体分子譬如雷公藤

多苷已被报道应用于临床上治疗CD[25]。ISO是九里香中

提取的三环倍半萜烯类化合物，据报道ISO可通过抑制肝

细胞凋亡缓解肝脏因缺血再灌注诱发的损伤 [ 1 1 ]；ISO

还可通过减少大鼠神经细胞凋亡，改善帕金森病症状[12]。

基于以上研究背景，为探索ISO在CD中的作用，本研究通

过体内实验证实ISO可缓解小鼠CD样结肠炎症状和减少

结肠黏膜炎症因子表达水平。为了进一步明确ISO是通

过何种途径缓解结肠炎，本研究利用生物信息学预测分

析结果显示ISO抗肠炎的作用可能与负向调控细胞凋亡

有关，而体内研究发现ISO抑制了肠上皮细胞的凋亡。为

了更进一步证实ISO可以直接抑制炎症诱导的肠上皮细

胞凋亡，本研究建立了TNF-α诱导的Caco-2细胞凋亡模

型。通过免疫印迹和免疫荧光等技术，证实了ISO可以直

接改善肠上皮细胞的凋亡。以上数据表明ISO通过抑制

肠上皮细胞凋亡，进而保护肠屏障和改善肠炎，但是，相

关机制不明。

AMPK是细胞内一种感受能量状态的蛋白激酶，

PGC1α则为转录共激活因子，AMPK/PGC1α信号可以调

控细胞的能量代谢并对细胞凋亡过程产生影响。在炎症

性肠病中亦有研究报道激活AMPK/PGC1α信号可以保护

肠屏障[26-27]，而AMPK/PGC1α信号通路的激活可以抑制心

肌细胞[28]、肝细胞[29]、海马神经细胞[30]凋亡过程。笔者推

测ISO在CD中发挥的抗凋亡从而靶向增强肠屏障作用可

能与AMPK/PGC1α信号相关，据本研究Western blot结果

显示， I S O可使肠上皮细胞中p - A M P K / A M P K、p -

PGC1α的表达升高。在此基础上，AMPK抑制剂CC则逆

转了ISO对肠上皮细胞凋亡的抑制作用，这些结果共同证
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图 7  Western blot检测ISO对AMPK/PGC1α信号通路的作用

Fig 7  Western blot was conducted to assess the effect of ISO intervention
on the AMPK/PGC1α pathway in vivo and in vitro

A, Mice; B, Caco-2 cells.

x̄± s表 3    ISO对小鼠和Caco-2细胞AMPK/PGC1α信号通路的影响（ ）

x̄± sTable 3    Effects of ISO on AMPK/PGC1α signaling pathway ( )

Group p-AMPK/AMPK p-PGC1α

WTa
1.00±0.12 1.00±0.10

TNBSa 0.29±0.04* 0.30±0.05*

TNBS+ISOa
0.58±0.06*, # 0.50±0.05*, #

Controlb
1.00±0.14 1.00±0.15

TNF-αb
0.25±0.03* 0.38±0.05*

TNF-α+ISOb
0.69±0.05*, # 0.74±0.04*, #

a Mice (n=8); b Caco-2 cells (n=3). * P<0.05, vs. WT or control; # P<0.05,
vs. TNBS or TNF-α.
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实ISO通过激活AMPK/PGC1α信号实现对肠上皮细胞凋

亡的负向调控作用。

本研究发现ISO可通过激活AMPK/PGC1α信号从而

减少肠上皮细胞的凋亡，在当前研究基础上进一步拓展

了ISO在CD中发挥作用的生物学功能及背后的信号机

制。再者，本研究表明ISO可缓解小鼠CD样结肠炎，为其

作为潜在的CD治疗的药物提供了初步的理论支撑，为

CD的临床治疗提供参考。

此外，关于ISO改善肠炎的作用途径，本研究仅讨论

了ISO调控肠上皮细胞凋亡的作用，未能再进一步地对

ISO在CD中除抑制肠上皮细胞凋亡以外是否参与调节肠

道免疫、调节肠道菌群等其它作用展开研究；而ISO在

CD中除AMPK/PGC1α信号通路以外其他可能调控肠上

皮细胞凋亡的分子机制亦有待进一步补充。最后，在实
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图 8  ISO干预后阻断AMPK/PGC1α信号通路对Caco-2的细胞凋亡及肠屏障的作用

Fig 8  The effect of ISO on Caco-2 cell apoptosis and intestinal barrier by blocking AMPK/PGC1α signaling pathway

A, Western blot was conducted to determine the expression of p-AMPK, p-PGC1α, ZO-1, claudin-1, Bcl-2, Cas3, C-Cas3, and Bax proteins in Caco-2 cells (n=3); B,

Caco-2 cell apoptosis was determined by TUNEL assay (n=3). * P<0.05.
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验方法上，本研究仅基于公共数据库进行预测分析ISO在

CD中的生物功能，未能对小鼠组织进行RNA-seq，在后续

的研究中课题组将结合RNA-seq分析结果进行深入探

索，以期更加全面完整地探索ISO缓解CD调控机制。

综上所述，本研究显示 I S O至少部分通过激活

AMPK/PGC1α信号通路从而负向调控肠上皮细胞凋亡，

最终增强TNBS诱导小鼠的肠屏障功能和缓解CD样结肠

炎，本研究为寻找靶向肠上皮细胞凋亡途径治疗CD提供

了新的参考。

* * *
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