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·论著·

缺氧 / 再复氧与脂多糖激活肠上皮细胞
核转录因子 -资B 和低氧诱导因子 -1琢
信号通路以及大黄素对其的干预作用

祁蕾 苑博 傅强

【摘要】 目的 以缺氧 / 再复氧（H/R）和脂多糖（LPS）刺激人结肠上皮细胞株（FHC）模拟体内肠上皮细胞

遭受缺血、缺血 / 再灌注和炎症打击的病理过程，探讨大黄素干预的可能作用靶点。方法 常氧组：在 37 ℃下

用 95%空气和 5%CO2 培养。缺氧（H）组：于 37 ℃下用 1%O2、5%CO2 和 94%N2 的混合厌氧气体使细胞缺氧 1、

2、3、4 h。H + LPS 组：在 H 组基础上给予 LPS 1 mg/L 刺激。H/R 组：于缺氧 3 h 后分别复氧 1、2、3、4 h。H/R+LPS

组：在 H/R 基础上给予 LPS 1 mg/L 刺激。大黄素干预组：在 H3 h/R2 h + LPS 基础上给予 20、40、60、80 滋mol/L

大黄素进行干预。用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测磷酸化核转录因子 -资B（NF-资B）抑制蛋白 -琢

（pI资B-琢）、磷酸化 NF-资Bp65（pNF-资Bp65）、环氧化酶 -2（COX-2）、低氧诱导因子 -1琢（HIF-1琢）蛋白表达。相

差显微镜下观察各组肠上皮细胞的形态学改变；用四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测大黄素对肠上皮细胞增殖情

况的影响。结果 ① H 组：pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2 表达量均于 H1 h 达峰值，分别为 0.350±0.018、

1.083±0.054、0.903±0.045，然后递减（F 值分别为 3.011、7.247、5.754，P 值分别为 0.013、0.000、0.005）；

HIF-1琢 在 H3 h 表达最高（1.511±0.076），但各时间点间比较无差异（F＝1.881，P＝0.062）。H + LPS 组：pI资B-琢、

pNF-资Bp65、COX-2、HIF-1琢 表达量均随缺氧时间延长而增加，H3 h 达峰值，分别为 0.504±0.025、1.255±

0.063、0.812±0.041、1.209±0.075（F 值分别为 2.683、8.774、9.765、2.432，P 值分别为 0.011、0.000、0.000、

0.026）。H/R 组：随着再复氧时间延长，pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2 表达递减，于 H3 h/R4 h 降至最低，分别为

0.712±0.034、1.202±0.048、0.691±0.042（F 值分别为 1.923、6.765、2.719，P 值分别为 0.063、0.000、0.016）；

与 H 组相比，H/R 组 HIF-1琢 在再复氧过程中表达明显减少，但各时间点间无差异（F＝1.280，P＝0.081）。

H/R+LPS 组：随着再复氧时间延长，pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2、HIF-1琢 并无降解，于 R2～3 h 达峰值，分别

为 3.302±0.061、2.315±0.055、2.017±0.043、2.413±0.098（F 值分别为 4.614、1.652、5.970、2.076，P 值分别

为 0.001、0.067、0.000、0.037）。大黄素共同干预组：大黄素可以抑制 NF-资B 和 HIF-1琢 通路蛋白表达，存在量

效关系（P＜0.05 或 P＜0.01）。80 滋mol/L 大黄素可使 pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2、HIF-1琢 蛋白表达量降至最

低，分别为 2.599±0.130、1.772±0.089、2.590±0.129、2.518±0.125；大黄素后处理细胞则无此效果。② 经过

H/R+LPS 处理的细胞内发生空泡样变、形态改变、细胞融合，相比 H 组生长速度缓慢。③ MTT 法检测结果显示，

20～80 滋mol/L 大黄素对细胞增殖无明显影响，说明大黄素在此浓度范围不仅产生了生物学效应，且对细胞无

药物毒性。结论 缺氧或炎症均可激活 HIF-1琢 的缺氧通路和 NF-资B 的炎症通路，在 H/R 过程中，这两条通路

蛋白随着再复氧时间延长表达降低，但在 H/R+LPS 过程中蛋白仍相对高表达，缺血 / 再灌注损伤可能与内毒素

共同作用破坏肠上皮细胞，导致肠源性脓毒症的发生。在炎症早期阶段而非晚期阶段，用大黄素可以阻断

NF-资B/HIF-1琢-COX-2 信号通路，从而发挥抗炎作用。
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Abstract

】

Objective To observe pathological process of intestinal epithelial cells subjected to ischemia，
ischemia/reperfusion injury and inflammation simulated hypoxia/reoxygenation （H/R）and lipopolysaccharide（LPS）
challenged human fetal normal colonic cell（FHC）line in vivo，and to observe the changes when the assaulted intestinal
epithelial cells were treated with emodin，in order to explore the possible intervention targets of emodin. Methods

Normoxia group：the FHC cells were cultured in 95% air and 5% CO2 at 37 ℃. Hypoxia （H）group：the cells were
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到目前为止，脓毒症的发病率和病死率仍然很

高［1-2］，如何有效预防和早期控制脓毒症的进展就成

为研究的重点。临床上发现，不仅在腹腔感染，而且

在应激、烧伤、休克、创伤等危重疾病情况下，肠道都

是首当其冲的靶点，缺血和炎症损伤造成肠屏障功

能破坏，导致细菌和内毒素移位及序贯的急性呼吸

窘迫综合征（ARDS）、全身炎症反应综合征（SIRS）、

脓毒症和多器官功能障碍综合征（MODS）［3］。在各种

危重病的病理生理过程中都涉及肠道缺血 / 再灌注

（I/R）损伤，因此，治疗肠道损伤成为攻克脓毒症的

方向之一。

近年来研究显示，低氧诱导因子 -1琢（HIF-1琢）

是一个进化高度保守的转录因子，在机体因素的调

节也可影响 HIF-1琢 表达，相关研究包括炎症反应、

脓毒症及缺氧所致肺损伤等疾病中起关键作用［4-8］。

近年来国内关于 HIF-1琢 在肿瘤方面和血管病方面

的作用也有很多新的报道 ［9-12］。核转录因子 -资B

（NF-资B）除与炎症反应相关外，在缺氧时其表达也

会增高，且与 HIF-1琢 相互作用。缺氧诱导的炎症［13］

和炎症所致缺氧［14］已被更多人认识。本研究采用缺

氧、缺氧 / 再复氧（H/R）和脂多糖（LPS）处理人结肠

上皮细胞株（FHC）来模拟体内肠上皮细胞遭受缺

血、I/R 和炎症打击的病理过程，研究 HIF-1α 和

NF-资B 通路及其下游共同的靶基因环氧化酶 -2

（COX-2）在此过程中的变化规律，探讨大黄素阻断

这两条炎症通路的靶点。

1 材料与方法

1.1 实验材料：FHC 细胞株从美国模式培养物保藏

cultured with a mixed anaerobic gas of 1% O2，5% CO2 and 94% N2 at 37 ℃ for 1，2，3，4 hours. H + LPS group：the
cells were cultured in hypoxic condition as H group with simultaneous challenge of LPS （1 mg/L）. H/R group：the cells
were cultured in hypoxia for 3 hours followed by reoxygenation for 1，2，3 and 4 hours，respectively. H/R + LPS group：
the cells were cultured in H/R as H/R group and LPS （1 mg/L）simultaneously. Emodin intervention group：the cells
were cultured in H3 h/R2 h + LPS and emodin （20，40，60，80 滋mol/L）simultaneously. The variation trends of
phosphorylation nuclear factor-资B profilin-琢 （pI资B-琢），phosphorylation NF-资Bp65 （pNF-资Bp65） and their
downstream target gene cyclooxygenase-2（COX-2），and hypoxia-inducible factor-1琢（HIF-1α）were determined by
Western Blot. The morphological changes in intestinal epithelium in different groups were observed using light
microscope. The effect of emodin on the proliferation of intestinal epithelial cell was measured by methyl thiazolyl
tetrazolium （MTT）assay. Results ① H group：the expressions of pI资B-琢，pNF-资Bp65 and COX-2 were
upregulated，peaking at H1 h （0.350±0.018，1.083±0.054，0.903±0.045），and then they gradually lowered
（F value was 3.011，7.247，5.754，P value was 0.013，0.000，0.005，respectively）. The expression of HIF-1琢 peaked
at H3 h （1.511±0.076），but there was no significant difference among different groups （F＝1.881，P＝0.062）. H + LPS
group：the expressions of pI资B-α，pNF-资Bp65，COX-2，HIF-1琢 were increased with elongation of duration of
hypoxia，and a maximal induction was observed at H3 h （0.504±0.025，1.255±0.063，0.812±0.041，1.209±
0.075，F value was 2.683，8.774，9.765，2.432，and P value was 0.011，0.000，0.000，0.026，respectively）. H/R
group：with the prolonged duration of reoxygenation，the expressions of NF-资B signaling pathway proteins（pI资B-琢，
pNF-资Bp65，COX-2）were decreased and dropped to nadir at H3 h/R4 h （0.712±0.034，1.202±0.048，0.691±
0.042，F value was 1.923，6.765，2.719，and P value was 0.063，0.000，0.016，respectively）. Compared with H
group，HIF-1琢 was decreased with a prolonged duration of reoxygenation in H/R group，but there was no significant
difference in value among different time points （F＝1.280，P＝0.081）. H/R + LPS group：pI资B-琢，pNF-资Bp65，
COX-2，HIF-1琢 showed no sign of degradation with the prolonged duration of reoxygenation，and their expression
increased to maximum analogously at R2-3 h （3.302±0.061，2.315±0.055，2.017±0.043，2.413±0.098，F value
was 4.614，1.652，5.970，2.076，and P value was 0.001，0.067，0.000，0.037，respectively）. Emodin group：emodin
when co-treated with H/R + LPS inhibited the expression of HIF-1琢 and NF-资B pathways with a dose-effect
relationship （P＜0.05 or P＜0.01）. Emodin at the dose of 80 滋mol/L showed most marked inhibition （2.599±0.130，
1.772±0.089，2.590±0.129，2.518±0.125）. However，after treatment of emodin did not show such effect. ② After
treatment with H/R + LPS，there were morphological changes in cells：vacuoles，deformation and fusion. The speed of
cell growth became much slower compared with H group. ③ Emodin （20-80 滋mol/L）had no significant effect on cell
proliferation. Although emodin produced biological effect in this concentration range，it had no cellular toxicity.
Conclusions Both hypoxia and inflammation can activate the hypoxia pathway of HIF-1琢 and the pro-inflammatory
pathway of NF-资B，but different stimuli cause varying degrees of activation in these two pathways. In H/R group，both
pathways were weakened during reoxygenation. However，in H/R + LPS group，the proteins remained to show a
relatively high expression during the process of reoxygenation. This may be related to the pathophysiological mechanism
of intestinal ischemia/reperfusion injury：hypoxia/reperfusion injury and LPS act together to destroy the intestinal
epithelial cells and induce gut-derived sepsis. Emodin may inhibit inflammation by blocking HIF-1琢/NF-资B-COX-2
signaling pathways.

【
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所（ATCC）购进。LPS（E. Coli，O111：B4，美国 Sigma

公司），HIF-1α 抗体、COX-2 抗体（美国 NOVUS

公司），磷酸化 NF-资Bp65（pNF-资Bp65）抗体、磷酸

化 NF-资B 抑制蛋白 -琢（pI资B-琢）抗体（美国 Cell

Signaling 公司），茁- 微管蛋白（茁-tubulin）抗体（天津

三箭生物技术有限公司），辣根过氧化物酶（HRP）标

记抗兔或小鼠的二抗（北京中杉金桥生物技术有限

公司），大黄素（天津市药品检验所）。

1.2 细胞培养和实验分组：FHC 细胞株用含 10%胎

牛血清（美国 Gibico 公司）的 DMEM/F12 培养基培

养。常氧组：在 37 ℃下用 95%空气和 5%CO2 培养细

胞。缺氧组（H 组）：在 37 ℃下用 1%O2、5%CO2 和

94%N2 的混合厌氧气体使细胞分别缺氧 1、2、3、4 h。

H + LPS 组：在 H 组基础上给予 1 mg/L LPS（前期实

验证实该浓度是在 0.01～1 000 mg/L 范围内能使

HIF-1琢 和 COX-2 达峰的浓度）。H/R 组：缺氧 3 h

后分别再复氧 1、2、3、4 h。H/R + LPS 组：H/R + LPS

（1 mg/L）。大黄素干预组：在缺氧 3 h、再复氧 2 h

（H3 h/R2 h）LPS 的同时给予不同浓度大黄素（20、

40、60、80 滋mol/L）共同作用 5 h 或在 H3 h/R2 h 与

LPS 共同作用 5 h 后给予不同浓度大黄素干预 2 h。

1.3 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测蛋白

含量：用细胞裂解液提取细胞内总蛋白，BCA 法定

量蛋白浓度。取 30 滋g 样品上样，经

10%十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE），电转移至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜上，用含有

5%脱脂奶粉或 5%牛血清白蛋白

封闭 2 h 后，分别加入 HIF-1琢 抗体

（1∶1 000）、COX-2 抗体（1∶1 000）和

茁-tubulin 抗体 （1∶5 000），pNF-资B

p65 抗体 （1∶1 000）、pI资B-琢 抗体

（1∶1 000），4 ℃过夜孵育，HRP 标记

的相应二抗（1∶5 000）于室温孵育

1 h，化学发光（ECL）试剂显色。采用

Tanon 软件分析，测量蛋白条带的吸

光度（A）值，目的蛋白的相对表达量

以目的蛋白与 茁-tubulin 的 A 值比

值表示。

1.4 细胞形态观察：用 1%O2 混合

厌氧气体 + H3 h/R2 h + LPS 处理细

胞，在相差显微镜下观察细胞形态

改变。

1.5 四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测

不同浓度大黄素对细胞增殖的影响：调整细胞悬液

浓度，使细胞密度为 5×103 个 / 孔；孵育至细胞对数

生长期，加入不同浓度大黄素（20、40、60、80 滋mol/L）

孵育 6 h，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗 3 遍，每孔加入

0.5% MTT 溶液继续培养 2 h；终止培养，每孔加入

150 滋L 二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，使

结晶物充分溶解。用酶联免疫检测仪测量各孔细胞

的 A 值。

1.6 统计学处理：用 SPSS 16.0 统计软件处理数据。

计量资料用均数±标准差（x±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较先进行方差齐性检

验，方差齐用 Dunnett t 检验，不齐用 Mann-Whitney

U 检验。P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组 NF-资B、HIF-1琢 通路变化趋势

2.1.1 H 组（图 1）：与常氧组相比，H1 h 时 NF-资B

通路 pI资B-琢、pNF-资Bp65 和 COX-2 的表达量均

增高达峰值（0.350±0.018、1.083±0.054、0.903±

0.045）；随缺氧时间的延长，各蛋白表达量均逐渐减

少（pI资B-琢：F＝3.011，P＝0.013；pNF-资Bp65：F＝

7.247，P＝0.000；COX-2：F＝5.754，P＝0.005）。H3 h

时 HIF-1琢 表达量最高（1.511±0.076），但各缺氧时

间点间差异无统计学意义（F＝1.881，P＝0.062）。

注：LPS 为脂多糖，pI资B-琢 为磷酸化核转录因子 -资B 抑制蛋白 -琢，pNF-资Bp65 为磷酸

化核转录因子 -资Bp65，COX-2 为环氧化酶 -2，HIF-1琢 为低氧诱导因子 -1琢，茁-tubulin

为 茁- 微管蛋白；与 H2 h 组比较，aP＜0.05；与 H1 h + LPS 组比较，ｂP＜0.05

图 1 蛋白质免疫印迹试验检测缺氧（H）预处理不同时间点对 LPS 诱导肠上皮细胞

pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2 和 HIF-1α 蛋白表达的影响
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2.1.2 H + LPS 组（图 1）：随着缺氧

时间的延长，培养细胞中 pI资B-琢、

pNF-资Bp65、COX-2、HIF-1琢 的

蛋白表达量均增加，至 H3 h 时达

峰值（0.504±0.025、1.255±0.063、

0.812 ±0.041、1.209 ±0.075），随

后各指标均逐渐减少（pI资B-琢：

F＝2.683，P＝0.011；pNF-资Bp65：

F＝8.774，P ＝0.000；COX-2：F ＝

9.765，P＝0.000；HIF-1琢：F＝2.432，

P＝0.026）。

2.1.３ H/R 组（图 2）：随着再复氧

时间的延长，培养细胞中 pI资B-琢、

pNF-资Bp65、COX-2 表达均呈递

减趋势，R4 h 时表达量降至最低，

分别为0.712±0.034、1.202±0.048、

0.691±0.042（pI资B-琢：F＝1.923，

P＝0.063；pNF-资Bp65：F＝6.765，

P＝0.000；COX-2：F＝2.719，P＝

0.016）。再复氧过程中 HIF-1琢 无

明显变化（F＝1.280，P＝0.081），但

较 H 组明显减少。

2.1.4 H/R + LPS 组（图 2）：加 LPS 后，随再复氧时

间的延长，培养细胞中 pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2、

HIF-1琢 蛋白均无降解，均呈持续高表达状态，而

且变化趋势相似，在 H3 h/R2～3 h 时表达量最高，

分别为 3.302±0.061、2.315±0.055、2.017±0.043、

2.413 ±0.098 （pI资B-琢： F ＝4.614， P ＝0.001；

pNF-资Bp65：F＝1.652，P＝0.067；COX-2：F＝5.970，

P＝0.000、HIF-1琢：F＝2.076，P＝0.037）。在相同时

间点，加 LPS 比不加 LPS 的蛋白表达量高。

2.1.5 大黄素预处理组（图 3）：加 LPS 与大黄素后，

随着大黄素浓度递增，pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2、

HIF-1琢 表达均递减（pI资B-琢：F＝3.118，P＝0.029；

pNF-资Bp65：F＝9.810，P＝0.000；COX-2：F＝2.091，

P＝0.053；HIF-1琢：F＝2.878，P＝0.044）。给予

80 滋mol/L 大黄素时，pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2、

HIF-1琢 蛋白表达降至最低，分别为 2.599±0.130、

1.772±0.089、2.590±0.129、2.518±0.125。

2.1.6 大黄素后处理组（图 4）：不同浓度大黄素后

处理对 NF-资B 和 HIF-1琢 通路蛋白的表达并无抑

制作用，反而使个别指标表达增高。

2.2 细胞形态变化及大黄素对细胞增殖的影响：常

氧组细胞培养基颜色变黄，说明生长速度快，代谢旺

注：H/R 为缺氧 / 再复氧，LPS 为脂多糖，pI资B-琢 为磷酸化核转录因子 -资B 抑制蛋白 -琢，

pNF-资Bp65 为磷酸化核转录因子 -资Bp65，COX-2 为环氧化酶 -2，

HIF-1琢 为低氧诱导因子 -1琢，茁-tubulin 为 茁- 微管蛋白；

与 H3 h/R1 h 组比较，
a
P＜0.05；与 H3 h/R1 h + LPS 组比较，

b
P＜0.05

图 2 蛋白质免疫印迹试验检测 H/R 对 LPS 诱导肠上皮细胞

pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2 和HIF-1琢蛋白表达的影响

注：H/R 为缺氧 / 再复氧，LPS 为脂多糖，pI资B-琢 为磷酸化核转录

因子 -资B 抑制蛋白 -琢，pNF-资Bp65 为磷酸化核转录因子 -资Bp65，

COX-2 为环氧化酶 -2，HIF-1琢 为低氧诱导因子 -1琢，

茁-tubulin 为 茁- 微管蛋白；与 H3 h/R2 h + LPS 组比较，aP＜0.05

图 3 蛋白质免疫印迹试验检测不同浓度大黄素对 H/R + LPS

共同干预肠上皮细胞 pI资B-琢、pNF-资Bp65、COX-2

和 HIF-1琢 蛋白表达的影响
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盛；细胞形态规则完整。H3 h/R2 h + LPS 组细胞培养

基颜色仍为红色；细胞形态不规整、细胞融合、胞质

空泡样变。加入 20、40、60、80 滋mol/L 大黄素后，细

胞活性（A 值：0.89±0.03、0.88±0.04、0.91±0.03、

0.83±0.03）与空白对照组（0.95±0.02）比较差异无

统计学意义（F＝1.940，P＝0.083）。说明在此浓度范

围的大黄素不仅产生了生物学效应，且对细胞无药

物毒性作用，未影响细胞活性。

3 讨 论

缺氧与炎症的交互作用是复杂的双向系统［15-17］，

可以通过下列机制完成：① 局部炎症造成毛细血管

渗漏、组织水肿、血管炎、血管收缩、微循环障碍，导

致氧供减少，同时炎性细胞大量聚集、吞噬会造成氧

耗增加，最终导致氧供需失衡，故炎症会导致缺氧。

② 缺氧状态激活 NF-资B 和 HIF-1琢 等转录因子，进

而调节下游炎症相关靶基因的表达，故缺氧会导致

炎症［18］，此概念被更多人接受［13］。

作为缺氧和炎症的两条经典信号通路，HIF-1琢

与 NF-资B 的作用是交互的、多水平的，HIF-1琢 可以

激活 NF-资B，NF-资B 通过控制 HIF-1琢 的表达，与其

通路上游因子相互调节［19-21］。NF-资B 和 HIF-1琢均可

以调节下游靶基因 COX-2 的表达［22-23］。

不同的刺激条件和刺激程度可能会激活不同的

信号通路，激活的程度也不同。本实验证实，H 组和

H/R 组中 COX-2 与 pI资B-琢、pNF-资Bp65 的变化趋

势一致，说明 COX-2 受 NF-资B 调节，或者主要受此

通路的调节。在 H + LPS 组和 H/R + LPS 组中，

COX-2 与 pNF-资Bp65、HIF-1琢 的变化趋势大致相

同，说明两条通路可能共同调节 COX-2 的表达，从

而促进炎症反应。关于不同实验条件或不同刺激程

度对不同通路激活的差异还有待深入研究。另外，与

H/R 组相比，H/R + LPS 组的炎症相关蛋白持续高表

达，这可能与肠 I/R 损伤机制相关［5］。

肠道是研究缺氧与炎症相互关系的天然器官：

① 肠道固有层有丰富的血液供应，而肠腔内却是缺

氧环境，相对其他类型细胞，肠上皮细胞的跨细胞氧

梯度更大。即使在生理状态下，肠上皮细胞也存在生

理性缺氧。② 肠道内容物中存在大量细菌及毒素，

肠道相关淋巴组织时刻受到外界抗原的刺激，而且

肠道是外周最大的免疫器官，故肠道与炎症、免疫反

应的关系密切。Colgan 和 Taylor［14］就曾提出，肠道是

生理性缺氧和炎症性缺氧的双重器官。

肠屏障功能是机体的第一道防线，由机械屏障、

化学屏障、免疫屏障与生物屏障共同构成，以机械屏

障最为重要。机械屏障是指完整的彼此紧密连接的

肠黏膜上皮结构，上皮紧密连接是由紧密连接蛋白

如 Occludin、Claudins、ZO 等构成的相邻细胞间连接

复合体［24-27］。在危重病中，肠屏障功能的破坏会使大

量的细菌和内毒素入血，造成肠源性脓毒症。故保护

肠屏障功能至关重要［28-29］。

研究表明，大黄素具有抗肿瘤和抗病毒等多种

功效［30-32］，而大黄的肠道保护作用也早就被临床医

生发现，相关文献也有报道 ［33-34］，但其机制尚不明

确。本实验证实了中药大黄的有效提取成分大黄素

可以阻断由于缺氧或炎症所引起的肠上皮细胞

NF-资B 和 HIF-1琢 通路的激活，抑制炎症反应，保护

肠上皮细胞，从而改善肠屏障功能。
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