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小檗碱调节 Nrf2/HO-1 信号通路改善脓毒症肠道损伤
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［摘要］  目的 探讨小檗碱改善脓毒症大鼠肠道损伤的作用及其机制。方法 将 40 只雄性健康 SD 大鼠随机分为

假手术组，模型组，小檗碱低、中、高剂量（25、50、100 mg·kg-1）组，每组 8 只，灌胃给予对应剂量 7 d 后采

用盲肠结扎穿孔（CLP）法造脓毒症大鼠模型。造模后 24 h 麻醉取血并留取回肠标本，观察大鼠回肠组织光镜下

的病理变化并进行病理评分比较。利用 ELISA 法检测各组大鼠血清血红素加氧酶 -1（HO-1）、二胺氧化酶（DAO）、

肠脂肪酸结合蛋白（iFABP）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1β 的含量，比色分析法检测大

鼠回肠组织中丙二醛（MDA）含量及超氧化物歧化酶（SOD）活性，Western blot 法检测回肠组织 HO-1、核因子

E2 相关因子 2（Nrf2）及 IL-1β 蛋白水平。结果 与假手术组相比，模型组回肠组织病理学评分显著升高（P<0.01），

血清 HO-1、IL-1β、IL-6、TNF-α、DAO、iFABP 及肠组织 MDA 含量升高，而肠组织 SOD 活性降低，Nrf2、HO-1
及 IL-1β 蛋白表达明显升高（P<0.01）。与模型组相比，小檗碱高剂量组回肠组织病理学评分明显降低（P<0.01），

血清 IL-1β、IL-6、TNF-α、DAO、iFABP 及肠组织 MDA 含量也降低（P<0.05），而血清 HO-1 含量及肠组织 SOD

活性升高（P<0.01），Nrf2、HO-1 表达上调，IL-1β 表达降低（P<0.05）。结论 小檗碱能有效改善脓毒症导致的肠

损伤，其机制可能与小檗碱上调 Nrf2/HO-1 表达相关。
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METHODS  Forty male healthy SD rats were randomly divided into sham group, model group, berberine low, medium, 

and high dose （25, 50, 100 mg·kg-1） groups, with 8 rats in each group, and the corresponding dose was given by 

gavage for 7 d. Sepsis model was prepared by cecum ligation and perforation （CLP）. After 24 h of modeling, the 

rats were anesthetized and the ileum specimens were collected. The pathological changes of the ileum were observed 

and scored under light microscope. The contents of serum heme oxygenase-1 （HO-1）, diamine oxidase （DAO）, 

intestinal fatty acid binding protein （iFABP）, tumor necrosis factor-α （TNF-α）, interleukin （IL）-6 and IL-1β were 

detected by ELISA. The content of malondialdehyde （MDA） and the activity of superoxide dismutase （SOD） in ileum 

were detected by colorimetric analysis. The protein levels of HO-1, nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2） and IL-
1β in ileum were detected by Western blot. RESULTS  Compared with the sham group, ileum histopathological score 

was significantly increased in the model group （P<0.01）, and contents of HO-1, IL-1β, IL-6, TNF-α, DAO, iFABP in 

serum, and MDA in intestinal tissue were increased, while SOD activity was decreased, and the expressions of Nrf2, 

HO-1 and IL-1β protein in the model group were significantly increased （P<0.01）. Compared with the model group, 

the ileum histopathologic score of the berberine high dose group was significantly decreased （P<0.01）, the contents 

of IL-1β, IL-6, TNF-α, DAO, iFABP in serum and MDA in intestinal tissue were also decreased （P<0.05）, while the 

HO-1 content in serum and SOD activity in intestinal tissue were increased （P<0.01）, and the protein expressions 

of Nrf2 and HO-1 in the berberine high dose group were significantly increased, but the IL-1β protein expression was 

decreased （P<0.05）. CONCLUSION  Berberine can effectively improve intestinal damage caused by sepsis, and its 

mechanism may be related to the up-regulation of Nrf2/HO-1 expression.

脓毒症是常见的急危重症病种，因感染诱发宿主

全身炎症反应综合征以及免疫反应异常调节，最终引

起宿主器官功能障碍，进而危及生命［1］。脓毒症诱

发内源性和外源性炎症刺激破坏肠道屏障，增强上皮

通透性，导致全身性炎症反应和脏器功能损伤的发 

生［2］。小檗碱（berberine）是一种植物生物碱，存在

于多种植物的根和树皮中，包括黄连（金线）、小檗

（俄勒冈葡萄）和小檗（树姜黄）。小檗碱具有多种药

理作用，包括抗癌、抗糖尿病、抗肥胖、抗高脂血症、

心脏保护、空间记忆改善、免疫抑制特性，以及抗氧

化和抗炎症活性［3］。

小檗碱可以改善肠道炎症，减少炎症细胞浸润，

修复肠黏膜屏障［4］。研究表明小檗碱能通过调控氧化 / 

抗氧化相关介质来改善脓毒症炎症反应。核因子 E2

相关因子 2（Nrf2）/ 血红素加氧酶 -1（HO-1）通路为

重要的抗氧化应激信号途径，该通路可改善脓毒症诱

导的肾、肺、肠急性损伤［5］。本研究观察小檗碱通过

Nrf2/HO-1 通路对脓毒症肠损伤的影响及可能的作用 

机制。

材料与方法

药物、试剂与仪器  小檗碱（纯度 ：HPLC ≥ 98%）购

自美国 MCE 公司。大鼠 HO-1、白细胞介素（IL）-1β、

肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、IL-6、二胺氧化酶（DAO）、

肠脂肪酸结合蛋白（iFABP）ELISA 试剂盒均购自天津

安诺瑞康生物技术有限公司，Anti-Nrf2 兔多克隆抗体

购自杭州华安生物技术有限公司，Anti-HO-1 兔多克隆

抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公司，Anti-IL-1β
兔多克隆抗体购自英国 Abcam 公司，丙二醛（MDA）

检测试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、超氧化物歧

化酶（SOD）检测试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公

司。电动组织匀浆器（上海净信实业发展有限公司），

移液器（德国艾本德有限公司），1658040 型垂直电泳

槽、Chemidoc 化学发光凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公

司），Stratos 高速冷冻离心机（赛默飞世尔有限公司），

Bio Tek EpochME 酶标仪（宝特伯美国有限公司）。

实验动物  8 周龄雄性 SD 大鼠 40 只，体重 180~220 g，

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，动物合格证号：

SCXK（鲁）2019-0003。标准饲料，专人单笼饲养 1 周。 

实验前 12 h 禁食，自由饮水。本实验经过山东第一医

科大学第一附属医院伦理委员会审查批准（［2022］动

伦审字 S681）。

建模与分组  采 用 随 机 数 字 表 法 随 机 将 大 鼠 分 为 

5 组，假手术组，模型组，小檗碱低、中、高剂量（25、

50、100 mg·kg-1）组，均 n=8。小檗碱各剂量组灌胃

给予对应剂量每日 1 次，假手术组大鼠给予同等剂量

生理盐水（每 100 g 体重 2 mL）灌胃。在第 7 日灌胃

2 h 后，模型组和小檗碱各剂量组采用盲肠结扎穿孔

（CLP）法造脓毒症大鼠模型 ：3% 戊巴比妥钠 30 mg· 

kg-1 腹腔内注射麻醉，切口取上腹部正中部位，取出
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盲肠，分离盲肠远端 1/3 处用线结扎，用针穿 2 孔，

然后挤出少许肠内容物于腹腔内，回纳盲肠，后分层

缝合腹腔，术后 6 h 成模。假手术组开腹后，探查腹

腔后关腹，其他操作相同。术后 22 h 小檗碱组继续

给予对应剂量灌胃 1 次，假手术组和模型组大鼠同时

间给予生理盐水灌胃。造模后 24 h 用 3% 戊巴比妥

30 mg·kg-1 腹腔注射麻醉大鼠，腹主动脉取血后分

离血清用于 ELISA 检测。于近回盲端取回肠组织约

5 cm，清洗后分为 3 份，用于病理学检查、Western 

blot 及 -80 ℃冰箱备用。

肠组织病理学改变  于 10％甲醇水溶液中固定 72 h，

常规处理后经 HE 染色，镜下观察病理学变化，并依

据 Chiu’s 评分标准［6］。1 分为正常肠黏膜绒毛 ；2 分

为绒毛顶端黏膜下出现间隙，毛细血管充血 ；3 分为

肠黏膜下间隙扩大，肠黏膜与黏膜下层分离 ；4 分为

黏膜与黏膜下层分离延伸到肠绒毛两侧 ；5 分为绒毛

变钝，固有膜及其血管暴露，炎性组织浸润 ；6 分为

固有层消化崩解，出血或溃疡形成。

血清 DAO、iFABP、HO-1、TNF-α、IL-6、IL-1β含量

大鼠腹主动脉采血后立即离心后取血清，根据 ELISA

试剂盒说明书步骤检测血清 DAO、iFABP、HO-1、IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 的含量，操作按试剂盒说明书进行。

肠组织 MDA 含量及 SOD 活性  留取 100 mg 肠组织，

加入生理盐水制备为 10% 组织匀浆，离心后取上清

液 500 μL，应用硫代巴比妥酸比色分析法测定 MDA

含量，应用黄嘌呤氧化酶法测定 SOD 活性。

HO-1 通路相关蛋白表达  新鲜肠组织称重后按照 

1 10（g·mL-1）的比例放入 RIPA 强裂解液中，使用

电动匀浆器将其充分研磨，后置于冰上裂解 30 min，

裂解过程中反复涡旋混匀。12 000×g 4 ℃高速离心

15 min 后收集上清液并使用 BCA 蛋白试剂盒测量总蛋

白浓度。各组样本经 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，转到

PVDF 膜上，用 5% 的脱脂奶粉室温封闭 1 h，TBST 缓

冲液洗膜 3 次，与 HO-1（1 1 000）、Nrf2（1 1 000）、

IL-1β（1 1 000）、GAPDH（1 2 000）一抗在 4 ℃冰箱

的摇床上孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，然后与荧光二抗 

（1 10 000）在 4 ℃下 避光孵育过夜，用化学发光凝胶

成像系统将结果可视化，并测定条带灰度值，以目的

蛋白与 GAPDH 的灰度值比值表示蛋白的相对表达量。

统计学分析  应用 SPSS Statistic 26 和 GraphPad Prism 

8.0 软件对实验数据进行统计分析及作图。符合正态

分布的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用单因

素方差分析，方差齐性采用 LSD 检验。若方差不齐

则用秩和检验。P<0.05 表示有显著差异。

结    果

一般情况  模型组大鼠在造模后 3 h 可见到竖毛、蜷

缩、反应迟钝、发热寒战等表现。假手术组大鼠行为

表现未见异样。小檗碱组大鼠以上表现较模型组轻微，

不同剂量组之间未见明显差异。

肠组织病理损伤及评分  与假手术组相比，模型组大

鼠肠组织镜下可见黏膜萎缩，绒毛破坏，上皮细胞坏

死，炎症细胞大量浸润。小檗碱中、高剂量组肠组织

细胞的损伤表现及炎症细胞浸润情况较模型组轻，见

图 1。与假手术组相比，模型组肠组织病理学评分显

著增高（1.25±0.89 vs. 4.12±0.64, P<0.01）。与模型

组相比，小檗碱中、高剂量组肠道损伤评分均显著 

降低（分别为 2.38±0.52 和 1.88±0.64，P<0.01），小 

檗碱低剂量组无显著差异（3.75±0.71，P>0.05）。

血清 DAO、iFABP 含量  与假手术组相比，模型组 DAO 

和 iFABP 含 量 显 著 升 高（P<0.01）。 与 模 型 组 相 比， 

图 1 各组大鼠肠组织病理改变（HE 染色，×100，n=8）
A: 假手术组，B: 模型组，C: 小檗碱低剂量组，D: 小檗碱中剂量组， 
E: 小檗碱高剂量组

A

B

C

D

E
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表 1 各组 DAO、iFABP、MDA、SOD 比较 n=8, x±s

组别 DAO iFABP MDA SOD

假手术 9.73±2.06 233.19±119.77 0.50±0.14 31.80±8.14

模型 14.87±6.54c 306.42±54.57c 2.14±0.89c 14.36±3.28c

小檗碱低剂量 10.97±4.69d 313.42±113.46d 1.17±0.60d 22.56±4.17d

小檗碱中剂量 11.39±1.78dg 239.09±85.15eg 0.78±0.15eg 21.75±8.01dg

小檗碱高剂量 9.45±2.95egj 220.68±67.19egj 0.68±0.33fij 27.64±6.53fgj

DAO：二胺氧化酶，iFABP：肠脂肪酸结合蛋白，MDA：丙二醛，SOD：超氧化物歧化酶。经 t 检验：与假手术组比较，cP<0.01；与模型组比较， 
dP>0.05，eP<0.05，fP<0.01 ；与小檗碱低剂量组比较，gP>0.05, iP<0.01 ；与小檗碱中剂量比较，jP>0.05

表 2 各组大鼠血清 HO-1 和炎症因子比较 n=8, x±s

组别 HO-1 IL-1β IL-6 TNF-α

假手术 0.72±0.18 4.83±0.83 10.31±5.50 40.01±4.38

模型 4.58±0.49c 232.50±157.60c 250.50±113.10c 52.39±3.53c

小檗碱低剂量 5.18±1.83d 120.60±107.70e 248.30±161.70d 50.03±3.94d

小檗碱中剂量 11.75±1.84fi 25.57±11.97fi 130.00±173.90fi 47.38±3.21eg

小檗碱高剂量 12.83±2.43fij 24.11±15.70fik 37.14±36.24fik 45.64±7.28ehj

HO-1 ：血红素加氧酶 -1，TNF-α ：肿瘤坏死因子 -α，IL ：白细胞介素。经 t 检验 ：与假手术组比较，cP<0.01 ；与模型组比较，dP>0.05，
eP<0.05，fP<0.01 ；与小檗碱低剂量比较，gP>0.05，hP<0.05，iP<0.01 ；与小檗碱中剂量比较，jP>0.05，kP<0.05

小 檗 碱 高 剂 量 组 DAO 和 iFABP 含 量 均 显 著 降 低

（P<0.05），小檗碱中剂量组血清 iFABP 含量显著降低

（P<0.05），呈剂量依赖趋势。见表 1。

肠组织氧化应激相关指标  与假手术组相比，模型组

MDA 含量显著升高，SOD 活性降低（P<0.01）。与模

型组相比，小檗碱中、高剂量组大鼠 MDA 含量降低

（P<0.05），小檗碱高剂量组 SOD 活性升高（P<0.01），

见表 1。

血清 HO-1、TNF-α、IL-1β、IL-6 含量  与假手术组

相比，模型组血清 HO-1 及 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量

均显著升高（P<0.01）。与模型组相比，小檗碱中、高

剂量组血清 HO-1 含量升高（P<0.01），TNF-α、IL-6、

IL-1β 含量降低（P<0.05），呈剂量依赖趋势。见表 2。

肠组织 HO-1、Nrf2、IL-1β 蛋白表达  与假手术组相

比，模型组肠组织 IL-1β、HO-1、Nrf2 蛋白表达显著上

调（P<0.01）。与模型组相比，小檗碱各剂量组 HO-1、

Nrf2 蛋 白 表 达 显 著 升 高， 呈 剂 量 依 赖 性， 小 檗 碱 

高剂量组 IL-1β 蛋白表达显著降低（P<0.05）。见表 3，

图 2。

讨    论

脓毒症的高死亡率与肠上皮屏障功能损伤有着密

切关系。因此，探寻脓毒症肠黏膜屏障损伤的关键环

节，需找到阻断脓毒症发生发展的有效手段。本研究

发现盲肠结扎术后 24 h 大鼠血清 DAO、iFABP 含量

升高，血清炎症因子水平上升，肠组织病理显示肠道

明显受损，表明盲肠结扎穿孔法成功制备了脓毒症肠

道损伤大鼠模型。

iFABP 是一种存在于肠黏膜微绒毛顶端的蛋白，

组织特异性高，生理状态下不存在于体循环中。当消

化道受到各种原因的损伤后，黏膜通透性发生改变，

iFABP 释放入血，因此，iFABP 可以作为肠道缺血的

生物标志物［7］，并与急性胰腺炎［8］和脑膜炎球菌血

表 3 各组肠组织 HO-1、Nrf2、IL-1β 蛋白比较 n=8, x±s

组别 HO-1 Nrf2 IL-1β

假手术 0.21±0.05 0.47±0.06 0.76±0.15

模型 0.34±0.04c 0.81±0.19c 1.20±0.15c

小檗碱低剂量 0.47±0.07e 0.92±0.19e 1.02±0.11d

小檗碱中剂量 0.70±0.11eh 1.28±0.20eh 0.91±0.12dg

小檗碱高剂量 1.58±0.38eil 1.32±0.11eik 0.85±0.02ehj

HO-1 ：血红素加氧酶 -1，Nrf2 ：核因子 E2 相关因子 2，IL ：白 
细 胞 介 素。 经 t 检 验 ：与 假 手 术 组 比 较，cP<0.01 ；与 模 型 组 比
较，dP>0.05，eP<0.05 ；与 小 檗 碱 低 剂 量 比 较，gP>0.05，hP<0.05，
iP<0.01 ；与小檗碱中剂量比较，jP>0.05, kP<0.05, lP<0.01

图 2 各组肠组织核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）、血红素加氧 
酶 -1（HO-1）和白细胞介素 -1β（IL-1β）蛋白      A：假手术组，
B ：模型组，C ：小檗碱低剂量组，D: 小檗碱中剂量组，E ：小檗碱
高剂量组
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症［9］等一些危重疾病引起的肠道损伤的严重程度相

关。DAO 是一种催化组胺等二胺类发生氧化反应的

酶，在肠缺血、炎症及类似应激的患者中组胺样二

胺含量升高［10］。本研究采用 Chiu’s 评估法对脓毒症

大鼠肠道上皮组织损伤进行评估，根据 HE 染色结果

可看到脓毒症严重损伤肠道上皮组织，小檗碱中、高

剂量组肠黏膜层上皮细胞脱落减轻，炎症细胞浸润减

少，血清 DAO、iFABP 含量均降低，再次证明小檗

碱保护肠黏膜屏障的作用，而且高剂量组的保护作用 

更强。

机体一旦发生脓毒症，巨噬细胞、中性粒细胞等

炎症细胞和局部产生的 TNF-α、IL-1β 等炎症因子入

血，诱导 IL-6、IL-8 的产生，引起炎症瀑布式的级联

反应，造成炎症介质过多释放，破坏了肠上皮细胞间

正常的紧密连接 ［11］。氧化应激和炎症可以互为因果。

MDA、SOD 是常见的氧化应激标志物［12］，控制过度

的炎症反应，可以改善肠屏障功能，降低肠上皮细胞

通透性，进而提高脓毒症整体存活率［13］。本研究结

果显示，模型组血清炎症因子含量增加，肠组织中

IL-1β 高表达，MDA 含量升高，SOD 活性降低，而小

檗碱各剂量组炎症因子含量及表达均有不同程度地降

低，MDA 含量降低，而 SOD 活性升高，说明小檗碱

可以抑制脓毒症大鼠肠道炎症及氧化应激水平，提高

肠道抗氧化能力。

Nrf2 是自身抗氧化应激调节因子，在生理条件下，

Nrf2 位于细胞质，与 kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1

（Keap1）结合，并且不断被泛素化降解。一旦机体出

现损伤，Nrf2 与 Keap1 分离释放并转移到细胞核中，

通过与 Nrf2 结合抗氧化反应元件（ARE）相互结合，

增加抗氧化基因的转录，从而起到抗氧化应激的作 

用［14］。HO-1 的激活是细胞对氧化应激的适应性反

应［15］。本研究发现，假手术组大鼠肠组织核 Nrf2、

HO-1 蛋白表达较低，模型组核内 Nrf2 及 HO-1 表达

增高，提示模型组大鼠肠组织内抗氧化应激系统也同

时激活，但却不足以对抗过度升高的氧化应激，从而

出现肠黏膜损伤，这与 LI 等［16］的研究结果一致。小

檗碱中、高剂量组肠组织中核内 Nrf2 及 HO-1 蛋白表

达进一步升高，提示小檗碱可能通过激活 Nrf2/HO-1
通路提高脓毒症肠道抗氧化水平，进而抑制了炎症因

子表达。

综上所述，小檗碱可能通过 Nrf2/HO-1 通路抑制

脓毒症大鼠炎症因子的释放，减轻机体炎症反应、改

善脓毒症肠损伤。
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卡格列净激活 cGAS-STING 通路抑制肝癌细胞增殖

崔茜如 1，吴  勇 2，冯  吉 2, 3，周  静 1，卢国栋 2, 3
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卫生毒理学教研室，广西  南宁  530021 ；3. 复旦大学公共卫生学院，上海  200032）

［关键词］  卡格列净 ；肝癌 ；降血糖药 ； DNA，线粒体 ；cGAS-STING

［摘要］  目的 探究卡格列净对肝癌细胞的影响及调控机制。方法 卡格列净处理人肝癌细胞 HepG2、Huh7 和

HCCM 以及人正常肝细胞 MIHA 细胞后，通过细胞克隆形成实验和 CCK-8 实验检测细胞增殖能力，流式细胞术检

测细胞和线粒体内活性氧（ROS）水平和线粒体膜电位变化，Western blot 法检测增殖相关蛋白和 cGAS-STING 通路

相关蛋白表达情况，RT-qPCR 法检测线粒体 DNA （mtDNA）释放水平和炎症因子 mRNA 表达水平。结果 与人正

常肝细胞 MIHA 相比，卡格列净对 HepG2 细胞增殖的抑制作用更显著（P<0.05，半抑制浓度分别为 > 40 μmol·L-1 

和 15 μmol·L-1）。与对照组相比，卡格列净组肝癌细胞增殖数目、增殖相关蛋白的表达均降低，呈浓度依赖性，

细胞内和线粒体 ROS 水平升高，线粒体膜电位降低，胞质 mtDNA 释放水平、cGAS-STING 通路相关蛋白表达和炎

症因子 mRNA 水平均升高（均 P<0.05）。与卡格列净组相比， N- 乙酰 -L- 半胱氨酸（NAC）+ 卡格列净组细胞内和

线粒体 ROS 水平、胞质 mtDNA 释放水平，cGAS-STING 通路相关蛋白的表达和炎症因子的 mRNA 水平均降低（均

P<0.05）。与卡格列净组相比，cGAS 抑制剂 RU.521+ 卡格列净组肝癌细胞增殖活力和增殖相关蛋白的表达均显著

增加（均 P<0.05）。结论 卡格列净诱导肝癌细胞氧化应激和线粒体功能受损，导致 mtDNA 外泄至胞质中，进而

激活 cGAS-STING 通路，引起细胞内炎症因子水平升高，最终抑制肝癌细胞增殖。
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