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  [摘要] 目的 探讨芦竹碱(GRA)对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的溃疡性结肠炎(UC)小鼠的治疗作用和

机制。方法 将36只无特定病原体级C57BL/6小鼠随机分为对照组、模型组、5-氨基水杨酸(5-ASA)组(100
 

mg/kg)、GRA低剂量组(25
 

mg/kg)、GRA中剂量组(50
 

mg/kg)、GRA高剂量组(100
 

mg/kg)6组,每组6只。
自由饮用3%

 

DSS构建UC小鼠模型,各给药组于造模当天开始每天灌胃给药,连续1周,记录小鼠体重变化

和便血情况,分离完整结肠并 测 量 长 度,HE染 色 观 察 结 肠 组 织 病 理 变 化 并 计 算 组 织 病 理 学(TDI)评 分。
ELISA测定眼球血IL-1β、IL-18水平。Western

 

blot检测结肠组织中核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3
(NLRP3)、核因子κB

 

p65亚基(NF-κB
 

p65)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1(caspase-1)的表达情况。结果 与模

型组比较,GRA中、高剂量组小鼠体重下降得以减轻(P<0.05),GRA 低剂量组差异无统计学意义(P>
0.05)。与模型组比较,GRA中、高剂量组小鼠结肠缩短现象明显受到抑制(P<0.05),GRA低剂量组差异无

统计学意义(P>0.05)。HE染色结果显示,与模型组比较,GRA高剂量组小鼠结肠病理损伤程度明显减轻

(P<0.05),TDI评分明 显 降 低(P<0.05),GRA 低、中 剂 量 组 TDI评 分 差 异 无 统 计 学 意 义(P>0.05)。
ELISA结果显示,与模型组比较,GRA中、高剂量组血IL-1β、IL-18表达水平明显降低(P<0.05),GRA低剂

量组差异无统计学意义(P>0.05)。Western
 

blot显示,与模型组比较,GRA低、中、高剂量组小鼠 NLRP3、
NF-κB

 

p65、caspase-1表达水平明显降低(P<0.05)。
 

结论 GRA对UC小鼠具有治疗作用,其机制可能与降

低NLRP3、NF-κB
 

p65、caspase-1表达水平,抑制结肠上皮细胞焦亡有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

mechanisms
 

of
 

gramine
 

(GRA)
 

on
 

dextran
 

sulfate
 

sodium
 

(DSS)-induced
 

ulcerative
 

colitis
 

(UC)
 

in
 

mice.Methods Thirty-six
 

specific
 

pathogen
 

free
 

(SPF)
 

C57BL/6
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

in
 

to
 

six
 

groups:
 

control
 

group,model
 

group,5-aminosalicylic
 

acid
 

(5-
ASA)

 

group
 

(100
 

mg/kg),GRA
 

low
 

dose
 

group
 

(25
 

mg/kg),GRA
 

medium
 

dose
 

group
 

(50
 

mg/kg)
 

and
 

GRA
 

high
 

dose
 

group
 

(100
 

mg/kg),6
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

UC
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

by
 

freely
 

drinking
 

3%
 

DSS.Each
 

administration
 

medication
 

group
 

received
 

daily
 

intragastric
 

administration
 

for
 

1
 

week.The
 

change
 

of
 

the
 

body
 

weight
 

and
 

bloody
 

stools
 

were
 

recorded
 

daily.The
 

entire
 

colon
 

was
 

isolated
 

and
 

its
 

length
 

was
 

measured.The
 

colon
 

histopathological
 

changes
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

(HE)
 

staining.
The

 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

eyeball
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

p65,
caspase-1,and

 

nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

(NLRP3)
 

proteins
 

in
 

colon
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

weight
 

loss
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

medium
 

GRA
 

group
 

and
 

high-dose
 

GRA
 

group
 

was
 

reduced
 

(P<0.05).However,the
 

difference
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

GRA
 

group
 

had
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Compared
 

to
 

the
 

model
 

group,the
 

colon
 

shortening
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phenomenon
 

in
 

the
 

medium
 

and
 

high
 

dose
 

GRA
 

groups
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

(P<0.05),while
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

GRA
 

group
 

had
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

HE
 

staining
 

results
 

re-
vealed

 

that
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

blood
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

the
 

medium
 

and
 

high
 

doses
 

GRA
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),which
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

GRA
 

group
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

test
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

NLRP3,NF-κB
 

p65
 

and
 

caspase-1
 

in
 

the
 

low,medium
 

and
 

high
 

GRA
 

doses
 

groups
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion GRA
 

exerts
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

on
 

DSS-induced
 

UC
 

mice,its
 

mechanism
 

might
 

be
 

related
 

to
 

the
 

decrease
 

of
 

NLRP3,NF-kB
 

p65
 

and
 

caspase-1
 

expression
 

levels
 

and
 

inhibi-
tion

 

of
 

colonic
 

epithelial
 

cell
 

pyroptosis.
[Key

 

words] gramine;ulcerative
 

colitis;nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3;NF-κB
 

p65;caspase-1;pyroptosis

  溃疡性结肠炎(ulcerative
 

colitis,UC)是一种肠

道黏膜的炎症性肠病,全球发病率呈现出上升趋

势[1]。目前,发病机制尚未明确,或许与遗传因素、环
境因素、肠道屏障功能受损、肠道微生物群失衡、免疫

系统异常及肠上皮细胞的焦亡等多方面因素有关。
细胞焦亡在 UC中因激活炎症反应的新型程序性死

亡成为研究焦点,其经典通路为核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白3(nucleotide-binding
 

oligomeriza-
tion

 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3,NLRP3)信号通

路,研究显示通过抑制 NLRP3信号通路可抑制IL-
18、IL-1β等炎症因子分泌,抑制 UC肠上皮黏膜细胞

焦亡,从而改善 UC肠道黏膜损伤[2-3]。另外还可下

调核因子-κB
 

p65亚基(nuclear
 

factor-κB
 

p65
 

sub-
unit,NF-κB

 

p65),亦可下调炎症因子
 

IL-1β和IL-18
等的表达,以及焦亡相关蛋白NLRP3、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶-1(cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase-
1,caspase-1)的表达[4]。UC的临床治疗手段以药物

干预和外科手术为主,其中治疗药物主要涉及抗炎制

剂(如氨基水杨酸类、皮质类固醇)、免疫调节药物及

抗生素,其中5-氨基水杨酸(5-Aminosalicylic
 

Acid,5-
ASA)

 

常被选作首选及维持治疗用药[5]。UC具有迁

延难愈的特点,治愈存在较大难度,发病率逐年递增,
且具有癌变倾向,而长期应用药物会使身体产生一系

列不良反应,为了减轻社会负担和提高患者生活质

量,新型药物亟待开发[6-7]。
芦竹碱(gramine,GRA)是一种从天然禾本科芦

竹属植物芦竹中提取的吲哚类生物碱,其因丰富的生

物活性而受到关注,并且已被广泛应用于医药开发。
GRA不仅具有抗病毒、抗菌、抗炎等多种药理作用,
它还在氨基酸代谢过程中起着十分重要的作用[8]。
已有研究证明GRA能明显减少炎症细胞的浸润,以
及减少IL-1β等炎症因子的表达[9],因此 GRA在治

疗UC中的应用潜力巨大。本课题组拟探讨GRA对

UC小鼠结肠上皮细胞焦亡的影响及潜在机制,为
GRA应用于UC临床治疗提供新的思路。
1 材料与方法

1.1 材料

无特定病原体级雄性C57BL/6J小鼠36只,6~7
周龄,体重18~22

 

g,购自武汉鼠贝利生物科技有限

公司。小鼠饲养于室温(24
 

℃左右),环境湿度维持在

60%左右,12
 

h明暗交替,每笼6只,适应性喂养1
周,期间自由饮水饮食。本研究已通过湖北科技学院

伦理委员会批准(审批号:2024-03-105)。
GRA(批 号 B20777-20

 

mg)、5-ASA (批 号

S30083)购自上海源叶生物科技有限公司。IL-18(批
号ml002294)、IL-1β(批号 ml098416)ELISA检测试

剂盒购自上海酶联生物科技有限公司,葡聚糖硫酸钠

(dextran
 

sulfate
 

sodium,DSS,批号 MB5535,相对分

子质量36×103~50×103)购自大连美仑生物技术有

限公司。NLRP3抗体(批号A24294)、caspase-1抗体

(批号A0964)、辣根过氧化物酶偶联山羊抗小鼠IgG
(批号AS003)购自武汉爱博泰克生物科技有限公司,
NF-κB

 

p65抗体(批号#AF5006)购自北京华新康信

生物科技有限公司,GAPDH抗体(批号GB15004)购
自武汉赛维尔生物科技有限公司,RIPA裂解液(批号

BL504A)、HE染色试剂盒(批号BL700B-1)、中性树

脂(批号BL704A)购自上海金畔生物科技有限公司,
优质切片石蜡购自上海寰宇化轻有限公司,黏附性载

玻片(批号80312-3161)、标准级显微镜盖玻片(批号

80340-3610)购自江苏世泰实验器材有限公司,BCA
蛋白浓度检测试剂盒(批号P0009)购自上海碧云天生

物技术股份有限公司。
石蜡切片机(型号77500111)购自美国 Thermo

 

Scientific公司,高速低温组织研磨仪(型号 HK-48R)
购自湖南沪康离心机有限公司,高速台式离心机(型
号TGL-16G)购自上海子期实验设备有限公司,EPS-
600数显式稳压稳流电泳仪购自上海天能科技有限公

司,实验室数显圆周脱色摇床(型号SLK-03000-S)购
自北京创誉科技有限公司,真彩全电脑病理组织脱水

机(型号ZT-1V1)、生物组织石蜡包埋机(型号 VB-
7LF)购自孝感市亚光医用电子技术有限公司,研究级

倒置荧光显微镜购自日本Olympus公司。
1.2 方法

1.2.1 分组、造模与给药
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36只小鼠适应性饲养1周后,按照随机数字表法

被分为对照组、模型组(DSS组)、5-ASA组(100
 

mg/
kg)[10]和GRA低剂量组(25

 

mg/kg)、GRA中剂量组

(50
 

mg/kg)、GRA高剂量组(100
 

mg/kg)[11],每组6
只。实验采用3%

 

DSS自由饮水1周的方式诱导UC
模型。5-ASA组以100

 

mg/kg
 

5-ASA,GRA低、中、
高剂量组分别以25、50、100

 

mg/kg
 

GRA从造模当天

开始灌胃,1
 

次/d,连续1周,对照组和DSS组以生理

盐水10
 

mg/kg灌胃,1次/d,连续1周。完成末次给

药后,所有小鼠禁食24
 

h,其间不禁水,随后麻醉小

鼠,取眼球血,之后处死小鼠取出完整的结肠组织,保
存于4%多聚甲醛中备用。
1.2.2 小鼠一般状态观察、疾病活动指数(disease

 

activity
 

index,DAI)评分及结肠长度测量

每天严密监测小鼠生理状态,记录小鼠活动频

率、饮水摄食、体重波动、大便性状及便血情况。随

后,依据标准化的DAI评分体系,将小鼠的体重下降、
大便性状异常及便血程度进行量化,计算得出DAI评

分,具体为DAI评分=(体重下降率评分+大便性状

评分+便血程度评分)/3,评分标准详见表1。此外,
在小鼠被处死取出结肠组织即刻就精确测量长度,计
算结肠相对长度(%),并通过对比分析其缩短程度以

研究GRA对 UC的影响,其中结肠相对长度=实验

组小鼠结肠长度/对照组结肠长度×100%。
表1  小鼠体重下降、大便性状和便血程度评分标准

评分 体重下降率 大便性状 便血程度

0分 0 正常 正常(-)

1分 >0~5% 较松散 隐血阳性(+)

2分 >5%~10% 半稀便 肉眼血便(++)

3分 >10%~20% 稀便 肉眼血便(+++)

4分 >20% 较重稀便 肉眼血便(>+++)

1.2.3 HE染色观察小鼠结肠组织

HE染色检测采用标准方案。将选取的小鼠结肠

组织用4%多聚甲醛固定处理
 

24
 

h,随后脱水,进而开

展石蜡包埋操作。然后将石蜡封住的标本在切片机

上切成4
 

μm厚的切片,切片行HE染色,最后用中性

树脂封片,在光镜下观察结肠组织病理改变。计算组

织病理学(tissue
 

damage
 

index,TDI)评分,TDI评

分=(炎症程度评分+黏膜损伤深度评分+隐窝破坏

评分+病变范围评分)/4,具体TDI评分标准[12],见
表2。

表2  TDI评分标准

评分 炎症程度 黏膜损伤深度 隐窝破坏 病变范围

0分 无炎症细胞浸润 无黏膜损伤 隐窝结构完整,无破坏 无病变区域

1分 少量 炎 症 细 胞 浸 润,局 限 于 黏

膜层

损伤仅侵及黏膜上皮层 >0~25%的隐窝出现萎缩或

变形

病变占结肠长度0~25%

2分 中等量炎症细胞浸润,累及黏膜

下层

损伤侵及黏膜固有层 >25%~50%的隐窝破坏或

缺失

病变 占 结 肠 长 度 >25% ~
50%

3分 大量炎症细胞浸润,累及肌层 损伤侵及黏膜下层或肌层 >50%~75%的隐窝破坏或

缺失

病变 占 结 肠 长 度 >50% ~
75%

4分 重度炎症伴脓肿或肉芽肿形成 损伤侵及浆膜层,伴肠壁穿孔

风险

>75%的隐窝完全破坏,仅残

留少量隐窝

病变占结肠长度>75%

1.2.4 ELISA检测小鼠眼球血中IL-1β、IL-18水平

从-20
 

℃冰箱取出保存的小鼠眼球血,高速冷冻

离心机4
 

℃
 

2
 

500
 

r/min离心10
 

min,取上清液。严

格按照ELISA试剂盒说明书步骤,检测小鼠眼球血

中IL-1β、IL-18水平。

1.2.5 Western
 

blot检测结肠组织 NLRP3、NF-κB
 

p65和caspase-1表达水平

取100
 

mg结肠组织剪碎、研磨,使用RIPA裂解

液裂解小鼠结肠组织,提取蛋白。蛋白浓度测定采用

BCA试剂盒。用10%
 

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)分离蛋白,电泳120
 

min
后将分离的蛋白转移至聚偏氟乙烯膜上。将膜于室

温环境用5%脱脂奶粉封闭处理90
 

min,TBST洗膜

3次,将膜切割成不同印迹条带后分别与NLRP3(1∶
1

 

000稀释)、NF-κB
 

p65(1∶1
 

000稀释)和caspase-1
(1∶1

 

000稀释)抗体4
 

℃孵育过夜,再用TBST清洗

3次,加入二抗室温孵育1
 

h。用电化学发光法观察目

标蛋白,以GAPDH 为内参。使用ImageJ软件对每

组图片的灰度值进行分析。

1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.02软件进行作图与数据

统计分析,计量资料以x±s表示,组间比较采用单因

素方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 GRA对UC小鼠一般状态及体重的影响
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对照组小鼠活动正常且状态良好,皮毛顺滑,精
神活跃,大便性状无异常。模型组小鼠大部分出现肉

眼可见的黑便,但小鼠精神状态良好,随着时间的推

移,小鼠开始出现体重减轻,活动频率下降并出现不

同程度的便血。与模型组比较,从造模第3天起5-
ASA组和GRA各剂量组小鼠精神状态逐渐改善,粪
便逐渐成形,肉眼未见便血。

UC小鼠体重在造模第2天开始下降。造模第7
天,与对照组比较,模型组小鼠体重下降,差异有统计

学意义(P<0.05);与模型组比较,5-ASA组及GRA
中、高剂量组小鼠体重下降得以缓解(P<0.05),GRA
低剂量组差异无统计学意义(P>0.05),见图1。
2.2 GRA对UC小鼠DAI评分的影响

从造模第2天起,各组小鼠DAI评分开始上升。
造模第7天,与对照组比较,模型组小鼠DAI评分升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,5-
ASA组及GRA中、高剂量组小鼠DAI评分降低,差
异有统计学意义(P<0.05),见图2。

  A:各组小鼠体重变化图;B:各组小鼠造模第7天体重定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:GRA低剂量组;⑤:GRA中剂量组;

⑥:GRA高剂量组;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图1  GRA对UC小鼠体重的影响

  A:各组小鼠DAI评分变化图;B:各组小鼠造模第7天DAI评分定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:GRA低剂量组;⑤:GRA

中剂量组;⑥:GRA高剂量组;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图2  GRA对UC小鼠DAI评分的影响

2.3 GRA对UC小鼠结肠长度的影响

与对照组比较,模型组相对结肠长度明显缩短,
差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,5-ASA
组及GRA中、高剂量组相对结肠长度均明显增加

(P<0.05),GRA低剂量组差异无统计学意义(P>
0.05),见图3。

2.4 GRA对UC小鼠结肠组织病理的影响

HE染色结果显示,对照组的小鼠肠黏膜组织学

状态良好,肠黏膜结构轮廓分明、清晰可辨,上皮细胞

层紧密相连且完整,肌层与黏膜层连续性良好、完整

未损,隐窝结构形态规则,细胞排列整齐有序,在显微

镜下未观察到炎症细胞浸润的现象。模型组小鼠的

结肠黏膜则出现了明显的病理改变,结肠黏膜层有较

为突出的细胞坏死和脱落情况,隐窝结构呈现出萎缩

态势,杯状细胞数量明显减少甚至缺失,细胞排列杂

乱无章、松散无序,黏膜及黏膜下层可见不同程度的

炎症细胞呈弥漫性浸润;与模型组比较,5-ASA组结

肠损伤得以改善,隐窝结构排列变得更为规整,炎症

细胞浸润的范围有所缩小,黏膜各层结构的完整性得

到提升,细胞坏死的发生率降低。与模型组比较,

GRA低、中、高剂量组随着GRA的剂量增高,隐窝结

构排列逐渐改善,炎症细胞浸润范围逐渐减小。与对

照组比较,模型组TDI评分明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05);与模型组比较,5-ASA组和GRA高
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剂量组TDI评分明显降低(P<0.05),GRA低、中剂 量组差异无统计学意义(P>0.05),见图4。

  A:各组小鼠结肠;B:各组小鼠结肠长度定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:GRA低剂量组;⑤:GRA中剂量组;⑥:GRA高剂

量组;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图3  GRA对UC小鼠结肠长度的影响

  A:各组小鼠结肠组织 HE染色(20×);B:各组小鼠结肠 TDI评分定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:GRA低剂量组;⑤:

GRA中剂量组;⑥:GRA高剂量组;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图4  GRA对UC小鼠结肠组织病理变化的影响

2.5 GRA 对 UC小鼠细胞焦亡相关炎症因子IL-
1β、IL-18水平的影响

ELISA结果显示,与对照组比较,模型组IL-1β、
IL-18水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);
与模型组比较,5-ASA组及GRA中、高剂量组血IL-
18、IL-1β水平明显降低(P<0.05),GRA低剂量组差

异无统计学意义(P>0.05),见图5。
2.6 GRA对 UC小鼠结肠上皮细胞焦亡关键因子

NLRP3、NF-κB
 

p65和caspase-1表达水平的影响

Western
 

blot结果显示,与对照组比较,模型组结

肠组织NLRP3、NF-κB
 

p65、caspase-1表达水平明显

升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,
5-ASA组及GRA低、中、高剂量组结肠组织NLRP3、
NF-κB

 

p65、caspase-1表达水平明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05),见图6。

  A:ELISA检测各组小鼠IL-1β水平的定量分析;B:ELISA检测各组小鼠IL-18水平的定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:

GRA低剂量组;⑤:GRA中剂量组;⑥:GRA高剂量组;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图5  GRA对UC小鼠IL-1β和IL-18的影响
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  A:Western
 

blot检测 NLRP3、NF-κB
 

p65、caspase-1的表达水平;B:NLRP3表达水平的定量分析;C:NF-κB
 

p65表达水平的定量分析;D:

caspase-1表达水平的定量分析;①:对照组;②:模型组;③:5-ASA组;④:GRA低剂量组;⑤:GRA中剂量组;⑥:GRA高剂量组;a:P<0.05,与对

照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图6  GRA对UC小鼠结肠组织NLRP3、NF-κB
 

p65、caspase-1的影响

3 讨  论

  UC是全球难治性疾病,其病因与遗传、免疫、肠
道微生态和环境因素有关,是一种非特异性慢性炎

症,病变仅局限在结肠和直肠的黏膜及黏膜下层,其
病理特点是活动期肠黏膜可见大量炎症细胞浸润,组
织呈现出充血与水肿的病理状态,同时可见点状糜烂

灶、溃疡创面形成,并且存在隐窝脓肿的情况[13]。慢

性期时,隐窝正常结构出现紊乱,杯状细胞数量明显

减少,还伴有息肉。临床上会出现腹泻、腹部疼痛、粪
便带血、呕吐及体重降低等一系列症状。

目前利用中草药治疗 UC已成为热点,研究显

示,车叶草苷可通过调控AMP活化蛋白激酶(AMP-
activated

 

protein
 

kinase,AMPK)/硫氧还蛋白相互作

用 蛋 白 (thioredoxin-interacting
 

protein,TXNIP)/
NLRP3通路来抑制 UC肠上皮细胞焦亡[14],黄芩苷

通过干预牛磺酸上调基 因1(taurine
 

up-regulated
 

gene
 

1,TUG1)蛋白/多聚嘧啶区结合蛋白1(poly-
pyrimidine

 

tract-binding
 

protein
 

1,PTBP1)/NLRP3
分子网络抑制巨噬细胞焦亡来治疗 UC[15],马齿苋生

物碱通过抑制 Toll样受体4(Toll-like
 

receptor
 

4,
TLR4)/NF-κB/NLRP3通路的激活减轻炎症反应,
修复肠上皮细胞并调节肠道稳态,从而减轻 UC症

状[16],芦丁通过抗氧化应激间接抑制NLRP3信号通

路从而改善了 UC[17],另外还有关于中药复方治疗

UC的研究[18]。随着 UC中草药治疗研究的不断突

破,GRA凭借其独特的生物活性进入研究视野。与

黄芩苷和芦丁比较,在结构方面,GRA属于吲哚类化

合物,脂溶性更强,更易穿过细胞膜,而芦丁和黄芩苷

均属于黄酮类化合物,水溶性更强;本研究表明GRA
可抑制caspase-1、IL-1β及IL-18水平,从而阻断 UC
进展,而芦丁和黄芩苷更多依赖间接抗氧化和网络调

节作用[15,17];另外,GRA的吲哚环结构使其可同时作

用于NF-κB和NLRP3,相较于芦丁作用的单一NL-
RP3靶点和黄芩苷的侧重分子网络调控,其对炎症信

号的阻断更直接且全面。作为天然中草药,GRA具

有多种生物活性,包括抗病毒、抗菌、抗炎、抗肿瘤等,
这些活性使得 GRA在医药领域具有广泛的应用前

景[19]。本研究结果表明,与模型组比较,GRA高剂量

组UC小鼠DAI及TDI评分均明显降低(P<0.05),
结肠黏膜组织中炎症细胞的浸润程度明显减轻,这表

明GRA 能够有效缓解 UC 小鼠的结肠黏膜炎症

反应。
在UC的发生、发展过程中,炎症反应发挥着至

关重要的作用。临床试验表明,在UC患者中NLRP3
被激活,且激活程度与UC的严重程度相关[20-21]。而

其上游调控因子NF-κB的异常活化是关键驱动因素,
NF-κB可通过识别 NLRP3基因启动子中的特定κB
结合位点,直接激活其转录[22]。在DSS诱导的 UC
小鼠模型中,NLRP3炎症小体被激活后会释放大量

促炎细胞因子IL-1β和IL-18,进而引起结肠黏膜组织

炎症损伤[23-24]。本研究表明,中、高剂量GRA可减轻

UC小鼠IL-1β和IL-18水平(P<0.05),且结肠组织

中 NLRP3表 达 水 平 也 较 模 型 组 明 显 下 调(P <
0.05),这一结果表明GRA可通过抑制NF-κB

 

p65通
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路与NLRP3炎症小体的激活,阻断IL-1β和IL-18的

释放,从而缓解由DSS诱导的UC炎症。
当前研究认为,UC发病机制可能与肠道屏障功

能受损相关,它可能会导致紧密连接蛋白表达水平下

调,增加肠道的通透性,进而加重肠道炎症及自身免

疫反应[25]。这一过程可能会促进炎症因子侵入肠黏

膜,诱导细胞焦亡。细胞焦亡在维持肠黏膜屏障完整

性过程中发挥着关键作用,其异常激活与 UC的严重

程度密切相关[26]。与细胞坏死、凋亡、自噬不同,细胞

焦亡是细胞程序性死亡的一种新形式,过度焦亡可造

成组织损伤,引发炎症、氧化应激反应,在UC的发展

中具有重要作用[14]。焦亡是一种由caspases介导的

坏死性和炎症性程序性细胞死亡形式,主要由经典

caspase-1介导的通路或非经典caspase-11/4/5介导

的炎症通路引发。caspases的激活可以引发促炎细胞

因子IL-1β和IL-18的释放。此外,在实验性结肠炎

中观察到结肠组织中焦亡相关蛋白的过表达,包括

NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein
 

containing
 

a
 

CARD,ASC)、
caspase-1和消皮素D氮端结构域(Gasdermin

 

D
 

N-
terminal

 

domain,GSDMD-N),抑制NLRP3/caspase-
1/GSDMD通路介导的细胞焦亡可以减轻UC[27]。在

UC的发病过程中,细胞焦亡与肠上皮细胞的异常死

亡密切相关,这还可能会引发炎症反应[28]。NLRP3
炎症小体作为触发细胞焦亡的关键因素[29-30],其异常

激活与UC的症状紧密相连。NRLP3炎症小体是由

NLRP3、含有胱天蛋白酶募集结构域和caspase-1组

成的蛋白复合物,是炎症免疫反应的关键,NLRP3识

别相应配体后,通过ASC募集caspase-1前体形成炎

症小体,激活caspase-1,激活后的caspase-1导致细胞

炎症因子IL-1β和IL-18的成熟和分泌,并通过切割

GSDMD在细胞膜上形成孔隙,使细胞肿胀破裂并释

放炎症因子IL-1β和IL-18,扩大炎症反应[29]。有研

究表明,GSDMD-N被切割是细胞焦亡执行的核心标

志[31]。有研究表明,与健康组比较,在 DSS诱导的

UC模型小鼠中NLRP3、ASC、GSDMD-N、IL-1β、IL-
18表达水平升高,GSDMD-N的免疫荧光染色分析显

示UC模型小鼠肠组织阳性细胞明显增多,荧光信号

密集且强度高于健康组,表明 UC的发生与细胞焦亡

密切相关[32]。已有研究使用NF-κB
 

p65抑制剂BAY
 

11-7082(10
 

μmol/L)来确定 NF-κB信号传导是否介

导NLRP3炎症小体的激活,结果显示NF-κB
 

p65抑

制剂明显抑制了脂多糖诱导的NLRP3及促炎因子水

平的上调[33]。抑制上游 NF-κB信号通路可以下调

NLRP3的表达水平,并减少炎症因子IL-1β和IL-18
及焦亡相关蛋白caspase-1表达水平[34]。本研究结果

与上述研究结论一致,表明GRA可能通过抑制 NF-
κB

 

p65信号通路在下调 NLRP3表达水平的同时减

少caspase-1的表达,同时改善肠道屏障功能,有效缓

解了UC小鼠的炎症症状。

综上所述,本研究表明GRA可减轻DSS诱导的

UC小鼠炎症反应,可能是通过抑制 NF-κB
 

p65及

NLRP3信 号 通 路 的 激 活,降 低 IL-1β、IL-18 和

caspase-1表达水平,抑制结肠上皮细胞焦亡实现的。
本研究探讨了GRA治疗 UC的潜力,可为 UC的临

床治疗提供新思路。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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