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五味子醇甲对脂多糖诱导 Ｃａｃｏ－２细胞损伤的影响

王荏瑛，王伊雯，任爽，夏梦茁，宋明杰，王英平
（吉林农业大学中药材学院，人参新品种选育与开发国家地方联合工程研究中心，吉林 长春 １３０１１８）

　　摘要：目的 探究五味子醇甲（ＳｃｈｉｓａｎｄｒｏｌＡ，ＳＡ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导与分化小肠上皮细胞类似的
人结直肠癌 Ｃａｃｏ－２细胞损伤的影响。方法 将 Ｃａｃｏ－２细胞随机分为正常对照（不受药物干预，Ｃｏｎ）组，模型（０．７
ｍｇ·ｍＬ－１，ＬＰＳ）组、ＳＡ（２．５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１）剂量组。ＣＣＫ－８法检测细胞活力；流式细胞术检测细胞凋亡、细胞周期、
线粒体膜电位和细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；ＥＬＩＳＡ检测细胞上清中炎症因子的含量；酶标法检测
氧化应激水平；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＮＦ－κＢ信号通路蛋白表达和凋亡相关通路蛋白表达。结果 与 ＬＰＳ组相比，ＳＡ在
２．５～１０μｍｏｌ·Ｌ－１范围内对细胞有明显的保护作用且呈一定剂量依赖性（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），其减少了丙二醛（ｍａ
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）及 ＲＯＳ的含量（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），增加了超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的活性（Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），抑制了促炎因子
［肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、白细胞介素 －１８（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）］的分泌（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），促进了抗炎因子白细胞介素－１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－１０）的
释放（Ｐ＜０００１），升高了线粒体膜电位（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１），改善了细胞周期的阻滞（Ｐ＜００５），同时调节了凋亡通路
与ＮＦ－κＢ通路相关蛋白的表达水平（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１）。结论 通过体外实验证实了五味子醇甲能够改善

ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ－２细胞损伤，其作用机制可能与抑制ＮＦ－κＢ信号通路相关。
　　关键词：五味子醇甲；脂多糖；Ｃａｃｏ－２细胞；ＮＦ－κＢ信号通路；炎症
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ｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｏｕｔｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，Ｃｏｎ），ａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（０．７ｍｇ·ｍＬ－１，ＬＰＳ）ａｎｄＳＡ（２．５，５，１０
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Ｌ－１ｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌｓ，ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇａｃｅｒｔａｉｎｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）．Ｉｔ
ｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）ａｎｄＲＯＳ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），ｉｎ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＳｃｈｉｓａｎｄｒｏｌＡ；ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；Ｃａｃｏ－２ｃｅｌｌｓ；ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　　五味子Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔｕｒｃｚ）．Ｂａｉｌｌ为木兰科植物五
味子的干燥成熟果实。《神农本草经》与《本草备要》中记载，

五味子具有补肾宁心、收敛固涩之功效［１－２］。五味子醇甲

（ＳｃｈｉｓａｎｄｒｏｌＡ，ＳＡ）为五味子的标志性成分［３］。现代药理研究

表明，五味子能够改善肠道损伤。其中，五味子提取物通过抗

炎、抗氧化、抗凋亡等途径改善肠道损伤的作用近年来尤为受

重视［４－７］。

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌内壁的
主要成分，入血后会产生毒性，是一种常见的强效诱导炎症、致

凋亡的造模药物。ＬＰＳ诱导的模型是评价肠道损伤的经典实
验模型［８］。人结直肠腺癌细胞（Ｃａｃｏ－２），其结构和功能与分
化的小肠上皮细胞类似，常用来进行模拟体内肠功能的细胞

实验［９］。

课题组前期研究表明，五味子醇甲能够保护肠道组织性

状，恢复菌群平衡，从而缓解小鼠的腹泻症状［１０］。但其对肠上

皮损伤的影响和作用机制还不清楚。本研究利用 ＬＰＳ诱导
Ｃａｃｏ－２细胞建立模拟肠上皮细胞损伤模型，探讨五味子醇甲
改善肠上皮损伤的作用及机制，为五味子提取物改善肠道健康

产品的研发提供数据基础和指导。

１　材料
１．１　细胞　Ｃａｃｏ－２细胞购自中国科学院细胞库（上海）。
１．２　药品与试剂　五味子醇甲（ＨＰＬＣ＞９８％，批号 ＭＵＳＴ－
２２０５２０１１）购自成都曼思特生物科技有限公司；ＭＥＭ ｗｉｔｈ
ＮＥＡＡ培养基（批号 ＭＡ０２１７－Ｏｃｔ－２７Ｉ）、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，批号 Ｄ１２２００）、ＣＣＫ－８检测试剂盒（批号
ＭＡ０２１８－Ｏｃｔ－２４Ｉ）购自大连美仑生物技术有限公司；脂多糖
（批号００００１８９８４２）、二甲基亚砜（批号ＳＨＢＫ２７５０）购自美国默
克 Ｓｉｇｍａ化 学 公 司；细 胞 凋 亡 与 周 期 试 剂 盒 （批 号
０１２９２３２３１０１２）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｒｓ，ＲＯＳ，批号
Ｓ００３３Ｓ）试 剂 盒、ＢＣＡ 蛋 白 含 量 检 测 试 剂 盒 （批 号
０２０１２３２３０４２１）购自碧云天生物技术；线粒体膜电位试剂盒（批
号２０２１０１０８）、细胞裂解液（批号２３１１００６）、蛋白酶抑制剂（批
号２０２３０８３０）购自北京索莱宝科技有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ
细胞凋亡检测试剂盒（批号 ＢＢ２３１２１）购自上海贝博生物科技
有限公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒（批号
２０２３１２２３）、谷 胱 甘 肽 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）试 剂 盒 （批 号
２０２３０６０３）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）试剂
盒（批号２０２３０５０３）和乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）
试剂盒（批号２０２３０７１２）购自南京建成生物工程研究室；肿瘤
坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）ＥＬＩＳＡ试剂盒
（批号２０２３１２）、ＩＬ－６ＥＬＩＳＡ（批号２０２３１２）、白细胞介素 －１８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）ＥＬＩＳＡ（批号２０２３１２）、白细胞介素－
１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－１０）ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号２０２３１２）购自
江苏酶免实业有限公司。

１．３　主要仪器　生物安全柜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号 ＭＳＣ
Ａｄｖａｎｔａｇｅ１．８）；ＣＯ２恒温培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号
ＨＥＲＡｃｅｌｌ２４０ｉ）；全波长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号
１５１０）；流式细胞仪（美国贝克曼库尔特公司，型号 Ａ００－１－
１１０２）；高速冷冻离心机（北京大龙兴创实验仪器公司，型号
Ｄ１５２４Ｒ）；电泳仪（上海天能科技有限公司，型号 ＥＰＳ３００）；近
红外荧光分子成像仪（美国Ａｚｕｒｅ公司，ｃ５００）。
２　实验方法
２．１　细胞培养方法　Ｃａｃｏ－２细胞采用ＭＥＭｗｉｔｈＮＥＡＡ培养
基（含２０％ＦＢＳ）于５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养，待细胞贴
壁且生长至对数生长期时进行后续实验。

２．２　细胞活力检测　不同质量浓度 ＳＡ对 Ｃａｃｏ－２细胞活性
的影响：将细胞随机分为１２组，除正常对照（Ｃｏｎ）组外，分别
用浓度为０．５、１、２、２．５、５、７．５、１０、２０、２５μｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＡ与细
胞共培养２４ｈ。

ＬＰＳ对Ｃａｃｏ－２细胞活性的影响：将细胞随机分为１０组，
除正常对照（Ｃｏｎ）组外，分别用浓度为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、
０．６、０．７、０．８、０．９、１ｍｇ·ｍＬ－１的ＬＰＳ处理细胞２４ｈ。

ＳＡ剂量依赖性保护作用：将细胞随机分为７组，除Ｃｏｎ组
和ＬＰＳ组外，分别用２、２．５、５、７．５、１０和２０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＡ处
理２４ｈ后，加入０．７ｍｇ·ｍＬ－１的ＬＰＳ处理２４ｈ。用于进一步
确认ＳＡ的有效保护剂量以及后续实验。

将Ｃａｃｏ－２细胞（２×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）接种于９６孔板中，按照
上述处理后每孔加入１０μＬＣＣＫ－８溶液，在３７℃继续培养２
ｈ，在酶标仪４５０ｎｍ处记录其吸光度，计算细胞活力。

细胞活力计算公式：细胞存活率（％）＝实验组吸光度值／
Ｃｏｎ组吸光度值
２．３　炎症因子含量测定　将Ｃａｃｏ－２细胞（５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）
接种于６孔板中，孵育４８ｈ后弃去上清，随机分为Ｃｏｎ组、ＬＰＳ
组、ＳＡ组（分别为２．５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１），ＳＡ３个剂量组加入
对应浓度ＳＡ的含药培养基，孵育２４ｈ后弃去上清，除 Ｃｏｎ组
外每组加入０．７ｍｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ含药培养基，继续孵育２４ｈ后
收集细胞上清液，按照相应 ＥＬＩＳＡ试剂盒要求操作，酶标仪记
录其吸光度值，测定ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＩＬ－１０等细胞因
子含量。

２．４　氧化应激水平测定　将 Ｃａｃｏ－２细胞（５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）
接种于６孔板中，按照“２．３”项给药处理后收集细胞，按照相
应试剂盒说明书操作，用流式细胞仪检测 ＲＯＳ含量水平或用
酶标仪测定 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ、ＧＳＨ的吸光度值，分析氧化应激
相关因子水平的变化情况。

２．５　细胞凋亡、细胞周期、线粒体膜电位相关因子水平测定　
样品前处理：将Ｃａｃｏ－２细胞（５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）接种于６孔板
中，按照“２．３”项给药处理完后收集细胞，以预冷的 ＰＢＳ清洗
后离心弃去上清，分别按照相应试剂盒进行操作。
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２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　细胞蛋白提取：将 Ｃａｃｏ－２细胞（５×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）接种于６孔板中，按“２．３”项下分组培养，每孔加入
２００μＬ裂解液冰上裂解１０～１５ｍｉｎ，收集液体后１００００ｒ·
ｍｉｎ－１、４℃离心５ｍｉｎ，使用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。将蛋
白裂解液置于金属浴中９５℃加热５ｍｉｎ使蛋白变性，分装后
冻存于－８０℃冰箱保存备用。

检测：按照电泳、电转、封闭、孵一抗、孵二抗等操作，后加

入ＥＣＬ发光液进行显影。ＩｍａｇｅＪ进行条带分析处理。
２．７　统计学方法　所有数据使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．５进行统
计分析，所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示以Ｐ＜００５表示差异有统计
学意义。

３　实验结果
３．１　ＳＡ对细胞存活率的影响　通过 ＣＣＫ－８法测定 ＬＰＳ对
Ｃａｃｏ－２细胞存活率的影响，结果如图 １所示。与 Ｃｏｎ组相
比，当ＬＰＳ浓度为０．４ｍｇ·ｍＬ－１时，细胞存活率明显降低至
（９２．７３±２．２７）％（Ｐ＜０００１），说明 ＬＰＳ能够影响细胞存活
率。随着ＬＰＳ浓度升高，细胞存活率随之降低，当 ＬＰＳ浓度为
０．８ｍｇ·ｍＬ－１时，细胞存活率低于７０％（Ｐ＜００１），不适合进
行造模。因此，本研究选择０．７ｍｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ处理作为肠损
伤模型的造模剂量，此时细胞存活率为（７１．３３±０．３３）％（Ｐ＜
０００１）。

ＣＣＫ－８法测定ＳＡ对Ｃａｃｏ－２细胞存活率的影响，结果表
明（图２），随着ＳＡ浓度的增高并未对细胞造成损伤，即 ＳＡ浓
度在０～２５μｍｏｌ·Ｌ－１时对 Ｃａｃｏ－２细胞无明显毒性，可以在
此浓度范围内开展后续实验。

ＳＡ对ＬＰＳ损伤Ｃａｃｏ－２细胞存活率的影响结果如图３所
示，与Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组细胞的存活率降低至７２．４７％（Ｐ＜
０００１），表明模型建立成功。经 ＳＡ给药处理后，细胞存活率
显著升高，且在２～２０μｍｏｌ·Ｌ－１范围内呈剂量依赖性。ＳＡ浓
度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，对细胞存活率的影响最大，此时细胞存
活率为９５．３７％（Ｐ＜０００１）。因此，ＳＡ能够改善 ＬＰＳ诱导的
Ｃａｃｏ－２细胞损伤。依据本实验结果，后续 ＳＡ处理组给药浓
度分别为２．５、５和１０μｍｏｌ·Ｌ－１。

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜００１；与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０００１。
图１　ＬＰＳ对Ｃａｃｏ－２细胞活力的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３．２　ＳＡ对炎症因子的影响　为探究ＳＡ对ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ－
２肠损伤模型炎症反应的影响，本实验检测了炎症因子 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－６、ＩＬ－１８和 ＩＬ－１０的含量。如插页ⅩⅩⅩⅣ图４所示，与

图２　ＳＡ对Ｃａｃｏ－２细胞活力的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

　　注：与 Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０００１；＃＃与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜
００１；＃＃＃与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０００１。
图３　ＳＡ对ＬＰＳ损伤Ｃａｃｏ－２细胞活力的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｎ组比较，ＬＰＳ组中促炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１８均显著
升高（Ｐ＜０００１），抗炎因子 ＩＬ－１０显著降低（Ｐ＜０００１）；与
ＬＰＳ组比较，ＳＡ给药组抑制了促炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１８
的分泌，促进了抗炎因子ＩＬ－１０的释放，且呈剂量依赖性。因
此，ＳＡ能够有效减轻ＬＰＳ诱导的肠损伤模型细胞的炎症反应。

为了进一步确定ＳＡ的抗炎作用机制，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对
ＬＰＳ诱导的 Ｃａｃｏ－２细胞在炎症途径 ＮＦ－κＢ通路相关蛋白
（ｐ６５、ＩＫＫα、ＩＫＫβ、ＩκＢα、ｐ－ＩκＢα、ｐ－ｐ６５）表达量的变化进行
了分析。结果如插页ⅩⅩⅩⅤ图５所示，ＬＰＳ组的炎症相关通路蛋
白表达量均明显上升（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），而经 ＳＡ
给药后的蛋白表达量得到显著下调（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜
０００１），且呈浓度依赖性。因此，ＳＡ可通过抑制ＮＦ－κＢ信号
通路的激活，来达到调节炎症因子水平、降低肠损伤的作用。

３．３　ＳＡ对氧化应激水平的影响　为了探究ＳＡ是否能够改善
ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ－２氧化应激反应，本实验检测了 ＲＯＳ、ＳＯＤ、
ＬＤＨ、ＧＳＨ和 ＭＤＡ等代表性氧化应激因子的含量。如插页
ⅩⅩⅩⅥ图６所示，与Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组ＳＯＤ水平和ＧＳＨ含量显
著降低，分别为（１２５．３３±５．３３）Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１和（５．３６±０．３７）
μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１（Ｐ＜０００１），ＲＯＳ水平、ＭＤＡ含量和 ＬＤＨ含量
显著上升，可达到（７５．３３±０．３３）％、（０．９２±０．０２）ｎｍｏｌ·ｍｇ
ｐｒｏｔ－１、（７．１６±０．１４）Ｕ·ｇｐｒｏｔ－１（Ｐ＜０００１）。经不同浓度 ＳＡ
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给药后，与 ＬＰＳ组相比，ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ、ＭＤＡ的含量均
有明显变化，当 ＳＡ给药浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，检测指标含
量分别为（２７．０７±１．０３）％、（３７３．３３±１９．３３）Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１、
（０．５２±０．０２）Ｕ·ｇｐｒｏｔ－１、（１４．６６±０．６２）μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１、
（３．４１±０．２６）ｎｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１（Ｐ＜０００１），且该作用呈剂量依
赖性。因此，ＳＡ能改善ＬＰＳ诱导的肠上皮细胞氧化损伤。
３．４　ＳＡ对线粒体膜电位的影响　线粒体膜电位的下降是判
断细胞凋亡的重要指标，通过插页ⅩⅩⅩⅦ图７所知。与Ｃｏｎ组相
比，ＬＰＳ组细胞的线粒体膜电位显著下降率最高，可达到
（３２３５±０６７）％（Ｐ＜００５），给药不同浓度 ＳＡ后，线粒体膜
电位下降率逐渐降低。当ＳＡ浓度达到１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，线粒
体膜电位下降率达（１７．９５±０．９５）％（Ｐ＜００１），且呈现明显
的剂量依赖性。实验结果表明，ＳＡ可通过调节线粒体膜电位
水平来改善ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ－２细胞凋亡。
３．５　ＳＡ对细胞周期的影响　通过 ＰＩ染色法检测细胞周期不
同时相ＤＮＡ含量的变化，如插页ⅩⅩⅩⅧ图８所示。结果表明，与
Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组Ｇ１期与Ｓ期比例分别为（５４．０４±０．９８）％
（Ｐ＜００５）和（１４．０６±０．４２）％，说明细胞能够在Ｇ１／Ｓ期阻滞
Ｃａｃｏ－２细胞周期进程，使细胞不能进行 ＤＮＡ复制。随着 ＳＡ
浓度增加，Ｓ期细胞比例逐步上升，当浓度达到１０μｍｏｌ·Ｌ－１

时，Ｓ期细胞比例为（１６．８２±０．５４）％（Ｐ＜００５）。实验结果
说明ＳＡ能够缓解ＬＰＳ造成的 Ｇ１／Ｓ期阻滞，使细胞周期恢复
正常。

３．６　ＳＡ对细胞凋亡的影响　通过流式细胞仪对 ＦＩＴＣ和 ＰＩ
染色的细胞进行检测，如插页ⅩⅩⅩⅨ图９所示，与 Ｃｏｎ组相比，
ＬＰＳ组凋亡率可达（５４．４２±０．４２）％（Ｐ＜０００１）。给药 ＳＡ浓
度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１时凋亡率显著下降至（２５．０３±０．６８）％
（Ｐ＜０００１），且呈现明显的剂量依赖性。表明ＳＡ能够改善由
ＬＰＳ引起的肠上皮细胞凋亡。

为了进一步确定ＳＡ对ＬＰＳ诱导细胞凋亡的保护作用，我
们通过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对ＬＰＳ致Ｃａｃｏ－２细胞凋亡的相关通路蛋
白 Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ和 ｃｌｅａｖｅｄ－
Ｃａｓｐａｓｅ－３进行了分析。结果如插页ⅩＬ图１０所示，与 Ｃｏｎ组
相比，ＬＰＳ组 Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ、Ｂａｘ的表达显著增加
（Ｐ＜００１、０．０５、０．０５），Ｂｃｌ－２蛋白表达下降（Ｐ＜００１）。与
ＬＰＳ组比较，ＳＡ给药处理后，上调了 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的比值（Ｐ＜
００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜００１），且 ＳＡ给药组 Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ蛋白表达显著降低（Ｐ＜００１、０．０５）。因此，ＳＡ能够通过调节
线粒体凋亡途径，进而抑制ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ－２细胞凋亡。
４　讨论

肠道作为人体独一无二的器官，不仅是重要的消化器官，

也是最大的免疫器官。肠道屏障是阻止肠道疾病乃至全身疾

病的重要防线［１１］，由于肠道结构的特殊及大量细菌的存在，其

具有防止肠道内病原微生物及毒素由肠腔侵入肠外器官的作

用［１２－１３］；肠上皮细胞是肠道屏障的基础，其凋亡增加会直接导

致腹泻以及炎症性疾病的发生，改善肠上皮屏障破损是治疗肠

损伤的关键［１４－１５］。故本研究采用ＬＰＳ诱导Ｃａｃｏ－２细胞建立
肠道细胞屏障损伤模型，模拟肠上皮细胞的受损情况。

ＲＯＳ保持着氧化还原平衡，其大量增加会触发细胞内脂

质、蛋白质以及核酸的氧化，进而造成细胞损伤导致细胞凋亡；

ＭＤＡ是脂质氧化的主要次生产物之一，用来反映机体抗氧化
能力和ＲＯＳ的生成程度；ＳＯＤ可以清除体内产生的自由基，为
主要抗氧剂；ＧＳＨ可以保护细胞膜结构和功能免受氧化的损
害［１６］；ＬＤＨ是一种存在于细胞内的酶，当细胞受损或死亡时会
释放ＬＤＨ，使细胞合成ＳＯＤ能力变弱，细胞内ＧＳＨ含量降低，
ＲＯＳ，ＭＤＡ和ＬＤＨ含量大幅度升高［１７］，故通过检测 ＬＤＨ的释
放量也可以了解细胞受损程度。在ＬＰＳ诱导后，Ｃａｃｏ－２细胞
中ＳＯＤ和ＧＳＨ水平显著降低导致自由基大量堆积，具有较强
的氧化能力，诱发细胞损伤。本研究中经 ＳＡ给药后细胞中
ＭＤＡ、ＲＯＳ和ＬＤＨ水平明显降低，ＳＯＤ和ＧＳＨ活性上升，从而
平衡Ｃａｃｏ－２细胞的氧化应激反应，减少细胞损伤。

氧化应激加速了细胞凋亡［１８］，氧化应激反应产生大量

ＲＯＳ生成可导致线粒体膜电位分解，使线粒体膜电位下降，进
而导致能量缺乏和进一步加重线粒体损伤［１９－２３］，故 ＳＡ通过
上调线粒体膜电位可以抑制细胞凋亡来减少细胞损伤。许多

促炎途径都发生在线粒体外膜通透化过程中，在细胞凋亡过程

中，调节线粒体膜通道开关的Ｂｃｌ－２家族，通过激活Ｂａｘ以及
Ｂｃｌ－２来促进线粒体通透性［２４］，减少 Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ的比值，
改变线粒体膜的通透性，促进ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ从线粒体大量释放
激活Ｃａｓｐａｓｅ－３，表明凋亡进入不可逆阶段，是细胞发生凋亡
的重要标志［２５］。本研究表明，在 ＬＰＳ诱导下，Ｃａｃｏ－２细胞中
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的表达水平上升，Ｂｃｌ－２的表达
水平下降，Ｂｃｌ－２与Ｂａｘ的比值减小，细胞凋亡趋势明显提高，
而ＳＡ调节了这一变化，减少了细胞凋亡。

细胞凋亡是细胞周期中自带的检查与制衡机制，细胞周期

的正常运行是保证细胞正常增殖的必要条件［２６］，作为有丝分

裂的起始，Ｇ１／Ｓ期是多数细胞的细胞周期关键点［２７－２８］，本研

究中，经ＬＰＳ诱导后 Ｇ１期占比明显上升且 Ｓ期占比明显下
降，说明细胞在Ｇ１／Ｓ期被阻滞，无法进行ＤＮＡ的合成，抑制了
细胞增殖，而经ＳＡ保护后缓解了Ｇ１／Ｓ期阻滞，使细胞周期顺
利进行，减轻肠上皮细胞的损伤，从而改善肠损伤。

炎症反应和氧化应激之间存在密切联系，炎症会引起细胞

的氧化损伤，导致损伤部位 ＲＯＳ大量释放，从而加重局部损伤
导致慢性炎症［２９－３０］。炎症是机体由内部或外部刺激诱发的复

杂生物过程，参与多种疾病的病理进程［３１］。在肠道炎症中所产

生的促炎因子是肠道屏障损伤的重要促成因素之一［３２－３３］，

ＮＦ－κＢ信号通路已被证实是重要的促炎信号通路之一［３４－３８］。

本研究表明了 ＳＡ可能通过抑制 ＮＦ－κＢ途径的激活，增加抗
炎因子ＩＬ－１０的释放，降低促炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１８
的分泌，从而有效改善了Ｃａｃｏ－２细胞的炎症损伤。
小结

ＳＡ能够显著改善 ＬＰＳ诱导的 Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞损伤，
修复氧化应激水平，通过改善细胞周期和线粒体膜电位来抑制

细胞凋亡，并通过抑制ＮＦ－κＢ信号通路的激活来调节炎症因
子水平，进而达到改善肠上皮损伤的作用。研究结果可为五味

子功效成分改善胃肠健康产品研制提供基础与指导。
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［３５］　高飞云，刘婷，张转红，等．基于ＮＦ－κＢ途径探讨溃疡性结肠炎
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五味子醇甲对脂多糖诱导 Caco -2 细胞损伤的影响

（正文见 1 90 -1 94 页）

注：***与 Con组比较，P<0.001；#与 LPS 组比较，P<0.05；##与 LPS 组比较，P<0.01；###与 LPS 组比较，P<0.001。
图 4　SA改善 LPS 诱导的炎症反应（n=3，■x±s）
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　　注：**与 Con组比较，P<0.01；***与 Con组比较，P<0.001；#与 LPS 组比较，P<0.05；##与 LPS 组比较，P<0.01；###与 LPS 组比
较，P<0.001。

图 5　NF -κB信号通路相关蛋白表达水平变化（n=3，■x±s）
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　　注：*与 Con组比较，P<0.05；***与 Con组比较，P<0.001；#与 LPS 组比较，P<0.05；##与 LPS 组比较，P<0.01；###与
LPS 组比较，P<0.001。

图 6　SA改善 LPS 诱导的炎症反应（n=3，■x±s）
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注：***与 Con组比较，P<0.001；###与 LPS 组比较，P<0.001。
图 7　SA对 Caco -2 细胞线粒体膜电位水平的影响（n=3，■x±s）
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　　注：*与 Con组比较，P<0.05；**与 Con组比较，P<0.01；***与 Con组比较，P<0.001；#与 LPS 组比较，P<0.05；##与 LPS 组比
较，P<0.01；###与 LPS 组比较，P<0.001。

图 8　SA对 LPS 造成的细胞周期阻滞的影响（n=3，■x±s）
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注：***与 Con组比较，P<0.001；###与 LPS 组比较，P<0.001。
图 9　SA对 LPS 诱导的细胞凋亡的影响（n=3，■x±s）
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注：**与 Con组比较，P<0.01；***与 Con组比较，P<0.001；##与 LPS 组比较，P<0.01；###与 LPS 组比较，P<0.001。
图 1 0　SA调控凋亡相关蛋白（n=3，■x±s）


