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摘 　 要 　 目的 　 研究白芍总苷( total glucosides of paeony,TGP)对肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor - alpha,TNF - α)诱导

的人结肠上皮 Caco - 2 炎性细胞自噬和凋亡水平的影响,并探究其保护机制。 方法 　 将对数生长期的 Caco - 2 细胞分为对照组、
模型组和给药组。 其中对照组细胞常规培养,模型组和给药组细胞 TNF - α 100ng / ml 刺激 48h 建立炎性细胞模型;给药组细胞

使用不同浓度 TGP 培养,对照组和模型组细胞使用等量完全培养基培养;用噻唑蓝(MTT) 法检测细胞增殖情况;利用酶联免疫

吸附试验检测各组中白介素 1β( interleukin 1β,IL - 1β)和白介素 6( interleukin 6,IL - 6)蛋白质水平表达变化;采用 Western blot
法检测程序性死亡受体 1(Beclin - 1)、微管相关蛋白轻链 3B(LC3B)、Bcl - 2 蛋白的表达。 结果 　 TGP 对 Caco - 2 炎性细胞模型

的增殖具有抑制作用,与正常组比较,TNF - α 诱导的 Caco - 2 炎性细胞中 IL - 1β、IL - 6 的表达明显增高(P < 0. 05);与模型组

比较,TGP 能够下调 IL - 1β、IL - 6 的表达水平,Beclin - 1、LC3B 的表达水平降低,Bcl - 2 表达水平升高,差异有统计学意义(P <
0. 05)。 结论 　 TGP 能够下调 IL - 1β、IL - 6 的表达水平,抑制 Beclin - 1、LC3B 蛋白表达水平,上调抗凋亡基因 Bcl - 2 表达,TGP
对 TNF - α 诱导 Caco - 2 炎性细胞模型的治疗作用与抑制炎症及调节肠上皮细胞自噬有关。
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Abstract　 Objective　 To investigate the effect of total glucosides of paeony (TGP) on the autophagy and apoptosis levels of TNF -
α induced human colonic epithelial Caco - 2 inflammatory cells, and to explore its protective mechanism. Methods　 The Caco - 2 cells in
logarithmic growth phase were divided into control group, model group and administration group. Among them, the cells in the control
group were routinely cultured,and the cells in the model group and the treatment group were cultured with TNF - α 100ng / ml to establish
an inflammatory cell model; the cells in the treatment group were cultured with total glucosides of different concentrations of paeony,and
the cells in the control group and the model group were cultured with the same amount of complete culture. The cell proliferation was detec-
ted by thiazolyl blue (MTT) method; the protein levels of interleukin 1β( IL - 1β) and interleukin 6 ( IL - 6) in each group were detec-
ted by enzyme - linked immunosorbent assay; Western blot was used to detect the expression of Beclin - 1,LC3B and Bcl - 2 proteins.
Results　 The expression level of autophagy in Caco - 2 inflammatory cells was increased. Compared with the model group,total glucosides
of paeony could down - regulate the expression levels of IL - 1β and IL - 6,inhibit the protein expression levels of Beclin - 1 and LC3B,
and up - regulate the anti - apoptotic expression levels. The expression of apoptotic gene Bcl - 2 was significantly different (P < 0. 05) .
Conclusion　 TGP can down regulate IL - 1β, The expression level of IL - 6 inhibits the expression level of beclin - 1 and LC3B protein
and up regulates the expression of anti apoptotic gene Bcl - 2. This regulation depends on autophagy of intestinal epithelial cells.
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　 　 炎症性肠病( inflammatory bowel disease,IBD)是

一种累及直肠、回肠、结肠的由免疫系统介导的慢性

复发性肠道炎症性疾病,包括克罗恩病( Crohn′s dis-

ease,CD)和溃疡性结肠炎( ulcerative colitis,UC) [1] 。
本病特征为黏膜组织损伤和肠道炎症,患者常出现体

重减轻、腹痛、腹泻、便血 [2] 。 流行病学研究发现,近
年来 IBD 发生率逐年上升,且呈现年轻化趋势 [3] 。
其发病机制尚未明确,大多与遗传、免疫、感染、肠道

微生物等多种因素密切相关 [4] 。 本病病程长,易复

发,给患者身心带来较大痛苦。 目前西药治疗以糖皮

质激素类、氨基水杨酸、免疫抑制剂类为主, 其药物
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疗效不佳、不良反应较大、价格昂贵,而中医药在临床

应用中发挥多途径、多靶点的药用特性,凸显其独特

优势 [5] 。 研究发现,白芍总苷( total glucosides of pae-
ony,TGP)可通过下调肠黏膜急性损伤患者的炎性细

胞因子表达,参与细胞信号转导通路的调节,调节机

体免疫功能 [6] 。 然而,TGP 在 IBD 中的作用机制尚

不清楚。 因此本研究采用 TNF - α 诱导 Caco - 2 细

胞制备炎性细胞模型,探究 TGP 对其保护机制,以期

为研究中药治疗 IBD 提供新思路,同时为 TGP 的药

用价值提供理论依据。
材料与方法

1. 实验材料与试剂:人结肠细胞 Caco - 2 由中国

科学院细胞库(上海)提供;白芍总苷(H20055058)购
自浙江宁波立华制药有限公司;TNF - α(300 - 01A)
购自美国 Pepro Tech 公司;MEM 培养基(RNBJ5754)
购自美国 Sigma 公司;胎牛血清(11011 - 8611)购自

浙江 天 杭 生 物 科 技 有 限 公 司; 青 霉 素 - 链 霉 素

(SC118 - 01)、脱脂奶粉( SW128 - 02)、二喹啉甲酸

(BCA) 蛋白定量试剂盒 ( SW101 - 02 )、胰蛋白酶

(SC109 - 01)、ECL 超敏化学发光试剂盒( SW134 -
01)均购自赛文生物科技有限公司;MTT(2016106)购
自 合 肥 白 鲨 生 物 科 技 有 限 公 司; β - actin
( abs839931ss)、β - actin 辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG
(H + L)(ABS20039ss)、辣根酶标记鼠抗兔 IgG(H +
L)(ABS20040) 均购自上海爱必信生物科技有限公

司;IL - 6 ELISA 检 测 试 剂 盒 ( JL20896 )、 IL - 1β
ELISA 检测试剂盒( JL18442)均购自江莱生物公司;
程序性死亡受体 1 ( Beclin - 1,D40C5)、微管相关蛋

白轻链 3B( LC3B,#3868)、Bcl - 2 ( #4223)抗体购自

美国 CST 公司。
2. 细胞培养:Caco - 2 细胞接种于含 20% 胎牛血

清、1% 青霉素 - 链霉素双抗溶液的 MEM 培养基,置
于 37℃ 、5% CO2、100% 湿度培养箱中培养,细胞平

均每两天换液 1 次。 待细胞生长密度达到 70% ~
80% 时,用 1ml 胰酶消化 4min,用培养基终止消化,
吹下细胞,收集。 一般 3 ~ 5 天即可传代 1 次,细胞代

数控制在 15 ~ 20 代之间。
3. MTT 法检测 TGP 对 TNF - α 诱导 Caco - 2 炎

性细胞模型增殖的抑制:取对数生长期的 Caco - 2 细

胞分别以 10000 个 / 孔接种于 96 板,每孔接种体积

100μl。 设对照组、模型组和给药组,对照组给予常规

培养液处理,模型组使用 100ng / ml TNF - α 损伤 Ca-
co - 2 细胞 48h 后,给药组依次加入不同浓度 (25、

50、100、200、400μmol / ml)的白芍总苷培养。 每组设

3 个复孔,外周一圈孔加 PBS 200μl。 分 12h、24h、48h
3 个时间点收集 96 孔板进行 MTT 法检测细胞活力。
操作过程为在每孔吸掉上清液 100μl 后加入 20μl
0. 5% 的 MTT 溶液,继续培养 4h;吸去孔内培养液,每
孔加入 150μl 二甲亚砜(DMSO),于微孔板振荡器上

振荡 5 ~ 10min,待紫色结晶物甲瓒充分溶解,测定

490nm 波长处的吸光度 ( A) 值,细胞活力抑制率

(% ) = (1 - 实验组 A 值 / 对照组 A 值) × 100% ;计算

白芍总苷对 Caco - 2 细 胞 增 殖 的 半 数 抑 制 浓 度

( IC50),实验重复 3 次。
4. ELISA 法检测各组 IL - 1β、IL - 6 水平:按上

述步骤种板,按步骤 3 种板与分组,其中 C 组加入

100μl 1% 青霉素 - 链霉素双抗溶液的 MEM 培养基

培养,M 组和给药组用 100ng / ml TNF - α 损伤细胞

48h 后,给药组依次加入白芍总苷低、中、高剂量组

(50、100、200μmol / ml)培养 48h 后,取上清入灭菌过

的 EP 管中,然后将上清液 100 微升 / 孔,用 ELISA 试

剂盒操作说明书步骤,每个样品设复孔,测量各组上

清液中 IL - 1β、 IL - 6 的蛋白分泌水平,实验重复

3 次。
5. Western blot 法检测各组中 Beclin - 1、LC3B、

Bcl - 2 蛋白的表达:按步骤 3 种板与分组,收集各组

细胞,提取总蛋白后,再用 BCA 定量试剂盒进行总蛋

白定量。 通过 10% SDS - PAGE 凝胶分离相同量

(20μg)蛋白质,样品 20μl 上样,加入缓冲液电泳, 然

后转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。 封闭后, 将膜

与一抗(抗 Beclin - 1:1∶ 1000 稀释、抗 LC3B:1 ∶ 1000
稀释、抗 Bcl - 2:1∶ 4000 稀释、抗 β - actin:1 ∶ 1000 稀

释)抗体结合 4℃ 孵育过夜。 TBST 洗涤膜后,加入过

氧化物酶标记的二抗(1 ∶ 20000 稀释),加 ECL 显色,
使用 BIO - RAD 成像系统扫描和 Image J 图像分析

系统分析条带。
6. 统计学方法:应用 GraphPad Prism7. 0 统计学

软件对数据进行统计分析,采用 t 检验或单因素方差

分析进行两组或多组间比较分析。 所有结果均以均

数 ± 标准差( x ± s)表示, 以 P < 0. 05 为差异有统计

学意义。
结 　 　 果

1. 不同浓度的 TGP 对 TNF - α 诱导 Caco - 2 炎

性细胞模型增殖的影响:MTT 结果显示,与给药组比

较,模型组细胞活力抑制率高,差异有统计学意义

(P < 0. 05)。 TGP 浓度为 25μmol / ml 和 400μmol / ml
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时,与模型组比较,差异无统计学意义(P > 0. 05);当
浓度 50 ~ 200μmol / ml 时,随着浓度的增加细胞呈依

赖性降低,可知,TGP 浓度为 50 ~ 200μmol / ml 对受损

的 Caco - 2 细胞均有修复作用,其中以 200μmol / ml
作用最显著(P < 0. 05),测得 IC50 为 51. 17μmol / ml;
且 TNF - α 损伤 Caco - 2 细胞作用 48h 的细胞活力

抑制率约为 25% ,故选用作用 48h 细胞作为造模条

件,选取 TGP 50、100、200μmol / ml 作为样品处理浓度

进行后续研究(图 1)。

图 1　 不同浓度 TGP 对 TNF - α诱导 Caco - 2 炎性

细胞增殖的影响(n = 3)

与对照组比较,∗P < 0. 05;与模型组比较,# P < 0. 05
　

2. ELISA 法检测各组 IL - 1β、IL - 6 水平:相对

于对照组,模型组中 IL - 6、IL - 1β 分泌水平均明显

升高;与 模 型 组 比 较, 不 同 浓 度 的 TGP ( 50、 100、
200μmol / ml)剂量呈依赖性地抑制 IL - 6、IL - 1β 的

分泌水平,差异有统计学意义 (P < 0. 05,表 1)。

表 1　 各组细胞上清液中 IL - 6 和 IL - 1β含量比较(μg / ml)

组别 IL - 6 IL - 1β

对照组 49. 950 ± 0. 515 73. 660 ± 3. 201

模型组 222. 600 ± 1. 974∗ 347. 010 ± 6. 223∗

50μmol / ml 给药组 138. 100 ± 1. 489 # 244. 600 ± 6. 510 #

100μmol / ml 给药组 90. 450 ± 0. 773 # 181. 800 ± 4. 072 #

200μmol / ml 给药组 54. 130 ± 2. 409 # 79. 270 ± 2. 011 #

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与模型组比较,#P < 0. 05

　 　 3. Western blot 法检测各组中 Beclin - 1、LC3B、
Bcl - 2 蛋 白 的 表 达: 与 对 照 组 比 较, 模 型 组 中

Beclin - 1、LC3B 程度明显升高(P < 0. 05),与模型组

比较, TGP 低剂 量 组 ( 50μmol / ml)、 TGP 中 剂 量 组

(100μmol / ml)、TGP 高剂量组 (200μmol / ml)分别呈

剂量依赖地抑制 Beclin - 1、 LC3B 的蛋白的表达

(图 2)。 TGP 低、中、高组可以显著升高 Bcl - 2 蛋白

的表达(图 2)。 且 TGP 高剂量组抑制效果最佳的作

用优于中、低剂量组,差异有统计学意义( P < 0. 05,
图 2、图 3)。

图 2　 Western blot 法检测各组中 Beclin - 1、
LC3B、Bcl - 2 蛋白的表达

1. 对照组;2. 模型组;3. TGP 低剂量组(50μmol / ml) ;4. TGP

中剂量组(100μmol / ml) ;5. TGP 高剂量组(200μmol / ml)

　

图 3　 Western blot 法检测各组蛋白表达柱状图

A. Beclin - 1;B. LC3B;C. Bcl - 2。∗ P < 0. 05

　

讨 　 　 论

鉴于 IBD 发病机制不明确,西医治疗多以调节

肠道菌群、抗炎、免疫治疗为主,难以根治。 中医学根

据 IBD 临床表现常见腹痛、腹泻、黏液脓血便或里急

后重等特点,将其归于“肠风” “脏毒” “休息痢”等范

畴 [7] 。 《景岳全书》中论述:“湿盛则濡泻,久泄皆属

于湿”,其认为病机为湿聚成浊,浊瘀成毒,升降失

司,致肠炎久治不愈 [8] 。 治以疏肝补脾、健脾化湿、
化瘀通络 [9] 。 《神农本草经》言白芍:“主邪气腹痛,
除血痹,破坚积,寒热疲,镇痛,利小便,益气”。 归
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肝、脾经,以养血敛阴,滋肝阴,缓急和中 [10] 。 TGP 是

提取中药白芍的具有多途径抑制身体免疫反应的有

效部位,现代药理学研究表明,其主要含有芍药苷、羟
基芍药苷、芍药花苷等多种单萜苷类化合物 [11] 。 其

有明显的抗炎、镇痛、免疫调节的作用 [12] 。 另有研究

发现,TGP 在类风湿关节炎、系统性红斑狼疮等疾病

模型中,TGP 通过下调 TNF - α、IL - 6、IL - 1β 等炎

性细胞因子的活性表达和细胞外调节蛋白激酶 ( ex-
tracellular signal - regulated kinase,ERK) 通路,削减

炎性细胞因子与免疫细胞相互作用,发挥抗炎作用,
且有研究证实,使用 TGP 150μmol / L 可减轻肠道炎

症,防止肠道屏障受损 [13, 14] 。
本研究发现,TGP 能降低 Caco - 2 炎性细胞模型

上清液中 IL - 1β、IL - 6 的含量表达水平。 炎症的恶

性循环是 IBD 肠黏膜损伤的重要基础,炎症的激活

可触发自噬体的形成,TNF - α 主要由巨噬细胞分

泌,可促进炎性反应的发生 [15] 。 当机体出现炎性反

应时,诱导机体的巨噬细胞分泌过多的 IL - 6,而 IL -
6 会促进 IL - 1β 的生成,IL - 1β 是一种单核 - 吞噬

细胞分泌的多肽调节因子,启动机体免疫防御机制,
在调节肠道炎症免疫反应中起着关键作用 [16] 。 本研

究中使用 TNF - α 损伤 Caco - 2 细胞 48h 后,细胞上

清液中 IL - 1β、IL - 6 含量增加,说明诱导成为炎症

肠道损伤细胞模型。 TGP 给药治疗后,与模型组比

较,IL - 1β、IL - 6 显著下调(P < 0. 05)。
自噬失调在 IBD 的发病机制中有重要影响。 生

理状态下,自噬对肠上皮细胞发挥保护作用是通过清

除机体有害物质(老化及死亡的蛋白质和细胞器)而

维持机体内稳态的途径来实现 [17] 。 当自噬异常和持

续性炎症会促进 IBD 的发生、发展,例如可以通过调

控 mTOR / Beclin - 1 信号通路,防止过度活化的自噬

激活炎症小体,破坏肠上皮细胞屏障 [18] 。 然而,炎症

的加 剧 可 使 肠 上 皮 细 胞 内 自 噬 过 度 活 化, 诱 发

IBD [19] 。 有研究发现,通过抑制炎症体激活,调节自

噬体且诱发细胞凋亡 [20] 。 可知,自噬可抑制炎症相

关信号转导,而炎症能够激活自噬相关蛋白,进一步

诱导细胞凋亡发生 [21, 22] 。 Beclin - 1 和 LC3B 是自噬

途径的重要基因,Beclin - 1 被视为观察自噬起始标

志物,是启动自噬的必要条件 [23] 。 LC3B 作为细胞自

噬的标志性蛋白,其含量与自噬小体数量呈正相

关 [24] 。 Bcl - 2 不仅作为一个抗凋亡蛋白,同时,也被

认为是一种抗自噬蛋白,Bcl - 2 通过结合 Beclin - 1
发挥抑制自噬的作用,若破坏两者复合物则导致自噬

过度 表 达, 促 进 细 胞 凋 亡, 引 起 细 胞 程 序 性 死

亡 [25, 26] 。 本研究结果显示,模型组 IL - 1β、IL - 6 含

量增加的同时,Bcl - 2 的表达降低,结合 Beclin - 1
的表达,可见 Bcl - 2 过表达抑制了 Beclin - 1,阻断

了自噬体的形成,导致自噬缺陷。 TGP 则通过抑制

IL - 1β、IL - 6 分泌,上调抗凋亡基因 Bcl - 2 表达,
下调自噬相关蛋白 Beclin - 1、LC3B 的表达,发挥对

自噬的抑制作用,维持机体内环境的稳定。
综上所述,通过体外实验初步验证了 TGP 治疗

TNF - α 诱导 Caco - 2 炎性细胞模型的作用与抑制

炎症及调节肠上皮细胞自噬有关。 但由于本研究是

初步结果, TGP 是否可以调控自噬相关通路,有待于

进一步探究。 这也为后续的研究工作指出了方向。
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