
■背景资料
肠 缺 血 再 灌 注
损伤 ( i n t e s t i na l 
i s c h e m i a 
reperfusion injury, 
I I R I ) 的 机 制 主
要 是 氧 自 由 基
(reactive oxygen 
species, ROS)及
Ca2+超载. 研究表
明, 肠黏膜肌醇需
要蛋白1α(inositol 
requiring protein 
1α, IRE1α)的过
度 活 化 可 介 导
ROS的生成 ,  并
且过度内质网应
激(endoplasmic 
reticulum stress, 
ERS)时IRE1α表
达上调和活化主
要介导细胞凋亡
及炎性反应 .  然
而 ,  黄芩苷具有
清除氧自由基的
作用. 因此, 需要
进一步了解黄芩
苷对 I IRI肠组织
IRE1α活化及表
达的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
baicalin against intestinal ischemia-reperfusion 
injury (IIRI) and the role of inositol requiring 
protein 1α (IRE1α) in this process. 

METHODS: Twenty-four male Sprague-
Dawley rats were randomly divided into three 
groups (n = 8): a sham group in which rats 
underwent laparotomy, an IIRI group in which 
rats were subjected to occlusion of the superior 
mesenteric artery for 30 min and reperfusion 
for 6 h, and a baicalin pretreatment group in 
which rats were given intraperitoneal injection 
of baicalin (100 mg/kg) about 30 min before 
IIRI induction. The levels of tumor necrosis 
factor α (TNF-α) in intestinal tissues and 
intestinal fatty acid-binding protein (IFABP) in 
plasma were detected by ELISA. Cell apoptosis 
was assessed by TUNEL assay. The expression 
of IRE1α and phosphorylated IRE1α (p-IRE1α) 
was detected by immunohistochemical 
staining. Western blot was applied to detect 
the expression of GRP78 protein in intestinal 
tissues. 

RESULTS: Compared with the sham group, 
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■研发前沿
关于IIRI的防治
主要是针对抗氧
化应激 ,  更好地
维护肠黏膜屏障
是稳定机体内环
境的前提.

the expression of p-IRE1α (41.88 ± 3.43 vs 
19.55 ± 2.16), IRE1α (51.3 ± 4.16 vs 9.97 ± 1.34), 
the level of TNF-α (139.70 ng/L ± 19.72 ng/L 
vs 16.41 ng/L ± 1.75 ng/L), cell apoptosis 
index (40.77% ± 4.70% vs 3.66% ± 0.83%) and 
IFABP (2.25 ng/mL ± 0.27 ng/mL vs 0.63 
ng/mL ± 0.07 ng/mL) were significantly 
increased in the IIRI group (P < 0.01 for 
all) . Compared with the IIRI group, the 
expression level of GRP78 (0.60 ± 0.03 vs 0.42 
± 0.02, P < 0.01) was up-regulated, however, 
the expression of p-IRE1α (26.71 ± 2.43 vs 
41.88 ± 3.43) and IRE1α (36.87 ± 2.07 vs 51.39 
± 4.16), the level of TNF-α (93.38 ng/L ± 
16.79 ng/L vs 139.70 ng/L ± 19.72 ng/L), cell 
apoptosis index (29.50% ± 7.66% vs 40.77% ± 
4.70%) and IFABP (1.50 ng/mL ± 0.29 ng/mL 
vs 2.25 ng/mL ± 0.27 ng/mL) were deceased 
in the baicalin pretreatment group (P < 0.01 
for all).

CONCLUSION: Baicalin reduces intestinal 
ischemia-reperfusion injury by up-regulating 
GRP78, alleviating endoplasmic reticulum 
stress and attenuating IRE1α excessive 
activation. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨黄芩苷对肠黏膜上皮细胞肌醇需
要蛋白1α的影响, 观察黄芩苷对肠缺血再灌
注损伤(intestinal ischemia reperfusion injury, 
IIRI)的保护作用.

方法: 8 wk, ♂SD大鼠24只, 180-200 g左
右, 按随机数字表法分3组: 假手术组(Sham
组), 肠缺血再灌注损伤组(I/R组), 黄芩苷预
处理组组(黄芩苷+I/R组), 每组8只. Sham组
仅开腹关腹. I/R组给予结扎肠系膜上动脉
30 min恢复血流再灌注6 h处死, 建立IIRI模

型. 黄芩苷+I/R组造模前30 min给予黄芩苷
100 mg/kg腹腔注射预处理. 采用ELISA检
测小肠组织肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor α, TNF-α)及血浆小肠脂肪酸结合蛋白
(IFABP)的表达, 评价肠组织炎性因子表达水
平及肠通透性改变; TUNEL法检测各组肠黏
膜上皮细胞凋亡情况; 免疫组织化学检测各
组肠黏膜肌醇需要蛋白1α(inositol requiring 
protein 1α, IRE1α)、磷酸化IRE1α(p-IRE1α)
的表达; Western blot检测各组GRP78蛋白表
达变化.

结果: I/R组较Sham组肠黏膜p-IRE1α(41.88±
3.43 vs  19.55±2.16)及IRE1α(51.3±4.16 vs  
9.97±1.34)、肠组织TNF-α(139.70 ng/L±
19.72 ng/L vs  16.41 ng/L±1.75 ng/L)、肠黏
膜细胞凋亡指数(40.77%±4.70% vs  3.66%±

0.83%)、血浆I FA B P(2.25 n g/m L±0.27 
ng/mL vs  0.63 ng/mL±0.07 ng/mL)均显
著升高(P <0.01). 黄芩苷预处理组较I/R组, 
GRP78(0.61±0.03 vs  0.42±0.02, P <0.01)
表达上调, p-IRE1α(26.71±2.43 vs  41.88±
3.43)、IRE1α(36.87±2.07 vs  51.3±4.16)
表达降低, 肠组织TNF-α(93.38 ng/L±16.79 
ng/L vs  139.70 ng/L±19.72 ng/L)及肠黏膜
细胞凋亡水平(29.50%±7.66% vs  40.77%±

4.70%)、血浆IFABP浓度(1.50 ng/mL±0.29 
ng/mL vs  2.25 ng/mL±0.27 ng/mL)均明显降
低(P <0.01).

结论: 黄芩苷可通过上调GRP78缓解内质网
应激, 抑制IRE1α过度活化, 减轻IIRI炎性反
应及细胞凋亡, 保护肠黏膜屏障.

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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白1α; 内质网应激

核心提示: 大鼠肠缺血再灌注损伤(in tes t inal 
ischemia reperfusion injury, IIRI)诱发过度内质

网应激 ,  诱导内质网感受蛋白肌醇需要蛋白

1α(inositol requiring protein 1α, IRE1α)的上调和

过度活化介导肠黏膜上皮细胞炎性反应与细胞

凋亡, 黄芩苷通过缓解内质网应激, 抑制IRE1α
的过表达及活化保护肠黏膜屏障.

刘希杰, 李智慧, 李丽, 郑步峰, 冯文玉, 程风春, 陈丽君, 傅

廷亮. 黄芩苷抑制肌醇需要蛋白1α的过度活化减轻肠缺血

再灌注损伤.  世界华人消化杂志  2016; 24(13): 1960-1967  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/24/1960.asp  



2016-05-08|Volume 24|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com 1962

■相关报道
Grootjans报道人
小 肠 缺 血 再 灌
注 损 伤 过 程 中
Paneth的凋亡情
况与未折叠蛋白
反应密切相关.

DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v24.i13.1960

0  引言 

小肠缺血再灌注损伤(i n t e s t i n a l i s c h e m i a 
reperfusion injury, IIRI)不仅引起肠黏膜屏障

受损, 肠道细菌易位、炎性细胞因子大量释

放, 还造成远隔器官的损伤[1]; 严重者危及患

者生命. 临床上实践中, 维持肠黏膜屏障的完

整性对于患者疾病的转归及降低术后感染等

并发症具有积极意义[2]. Ca2+超载与氧自由基

(reactive oxygen species, ROS)是研究者一直

关注的缺血再灌注(ischemia reperfusion, I/R)
损伤机制[3]. I/R时内质网Ca2+耗竭、细胞ROS
增加, 细胞内未折叠或错误蛋白堆积, 造成内

质网负荷增加, 诱发内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ERS)[4]. IIRI时, 肠道由于应

激增加, 肠黏膜细胞蛋白合成与分泌功能的

增加, 使细胞内质网负荷加重. 肌醇需要蛋白

1α(inositol requiring protein 1α, IRE1α)作为重

要的ERS感受蛋白, 其活化程度决定细胞生存

与凋亡[5]. 研究[6]显示, 黄芩苷具有抗氧化、清

除自由基, 保护IIRI的作用. 本研究拟通过建立

IIRI模型, 同时给予黄芩苷干预, 观察黄芩苷对

IIRI的保护作用, 并探讨其对GRP78及IRE1α

蛋白的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 10%水合氯醛溶液(滨州医学院附属

医院制剂室配制); 黄芩苷(南京泽朗医药科

技有限公司); 小肠脂肪酸结合蛋白(intestinal 
fatty acid-binding protein, IFABP)、肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)ELISA
检测试剂盒(上海朗顿生物技术有限公司) ; 
TUNEL原位凋亡检测试剂盒(南京凯基生物科

技发展有限公司); IRE1α(Santa Cruz, 1∶300)、
p-IRE1α(北京博奥森生物技术有限公司, 1∶
200)、GRP78(Abcam, 1∶5000)、GAPDH(Cell 
Signaling Technology, 1∶1000), 免疫组织化学

即用型试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司); 
BCA蛋白定量试剂盒, RIPA裂解液(上海索莱

宝生物科技有限公司); 辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔IgG抗体(北京中杉金桥生物技术有限公

司); 电化学发光(ECL)试剂盒.
1.2 方法 
1.2.1 动物及分组: 8 wk, ♂ SD大鼠24只, 清洁

级, 购自山东鲁抗医药股份有限公司[许可证

号SCXK(鲁)20130001], 180-200 g体质量, 适应

性喂养1 wk后, 将24只大鼠随机分为假手术组

(Sham组); 肠缺血再灌注组(I/R组), 黄芩苷预

处理组(黄芩苷+I/R组), 每组8只.
1.2.2 模型建立与取材: Sham组仅开腹, 关腹. 
I/R组于模型建立前禁食1 d, 自由饮水, 10%
水合氯醛溶液腹腔内注射(3.5 mL/kg)麻醉后

取仰卧位, 备皮, 消毒取腹部正中切口, 长约2 
cm, 依次切开入腹, 寻找并游离肠系膜上动脉, 
无创血管夹夹闭其根部阻断血流30 min, 松开

血管夹, 恢复血流, 造成IIRI模型. 黄芩苷+I/R
组于造模前30 min给予黄芩苷100 mg/kg腹腔

注射处理. Sham组与I/R组给予等体积PBS溶
液腹腔注射, 3组分别于再灌注6 h处死, 取距

回盲部6 cm处近端长约2 cm小肠标本, 分两部

分, 分别用4%多聚甲醛固定和置于-80 ℃冰箱

备用.
1.2.3 TUNEL原位末端标记法检测肠黏膜细胞

凋亡: 按照试剂盒说明操作; 细胞核中有绿色

颗粒者为阳性细胞, 计数5个高倍镜×320下的

凋亡细胞数, 凋亡指率(apoptotic index, AI) = 
检测到的凋亡细胞数/5个高倍视野检测到的细

胞总数×l00%.
1.2.4 ELISA检测肠组织TNF-α及血浆IFABP
的浓度: ELISA测定肠组织匀浆TNF-α及血浆

IFABP浓度. 首先加入标准品和样品后, 加人生

物素标记二抗和酶标试剂, 37 ℃反应60 min, 
洗板5次, 加入显色剂A和B, 37 ℃显色10 min
后加入终止液, 10 min内在562 nm波长下测定

吸光度值. 用标准品吸光度建立标准曲线, 计
算标本组织TNF-α及血浆IFABP浓度.
1.2.5 免疫组织化学检测p-IRE1α、IRE1α在

肠黏膜组织中的表达 :  取4 μ m石蜡组织切

片, 按免疫组织化学试剂盒说明书分别检测

p-IRE1α、IRE1α在各组肠黏膜组织中的表达

情况, 并通过Image-Pro Plus Version 6.0图像

分析软件检测光密度累计值(integrated option 
density, IOD).
1.2.6 蛋白免疫印迹法检测肠组织GRP78的表

达: 全细胞裂解液提取小肠组织总蛋白, BCA
法定量检测蛋白浓度, 置-80 ℃保存. 取50 μg
样品常规进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳后, 电转移至PVDF膜, 用含7%脱脂奶

粉的TBST溶液封闭2 h, 加入1∶5000稀释的

刘希杰, 等. 黄芩苷抑制肌醇需要蛋白1α的过度活化减轻肠缺血再灌注损伤
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■创新盘点
本文研究是基于
黄芩苷具抗氧化
功能的基础上, 探
讨黄芩苷对IRE1α
表达的影响.

抗GRP78抗体, 4 ℃过夜孵育, 洗膜后加入1∶
5000稀释的二抗于室温孵育45 min, 最后加入

ECL试剂显色. 通过Image J图像分析软件检测

其灰度值.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

采用SPSS16.0统计软件进行单因素方差分析

(One-way ANOVA)多组间比较, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 黄芩苷对IIRI后肠组织炎性反应、细胞凋

亡及肠通透性的影响 较I/R组, 黄芩苷预处理

组肠组织TNF-α水平及肠黏膜上皮细胞AI明
显降低, 血浆IFABP的含量降低. 提示黄芩苷可

明显抑制IIRI肠上皮细胞炎性反应, 减少细胞

凋亡, 减轻IIRI, 降低肠通透性(表1, 图1).
2.2 黄芩苷对I IRI肠组织GRP78、IRE1α的

影响 较Sham组, I/R组GRP78上调, 提示ERS
参与IIRI, 给予黄芩苷预处理组, GRP78表达

量较I /R组明显增加 ,  且差异有统计学意义

(P <0.01)(图2). GRP78具有促进未折叠蛋白和

错误折叠蛋白的折叠, 缓解ERS的作用, 说明

黄芩苷能够上调IIRI过程中GRP78缓解ERS.

免疫组织化学显示, 较Sham组, I IRI时
肠黏膜 I R E1α表达量增加 ,  同时活化形式

p-IRE1α表达量明显上调, 给予黄芩苷干预后

p-IRE1α下调明显, IRE1α表达下调, 说明黄芩

苷可抑制IIRI时IRE1α的表达与过度活化(表2, 
图3).

3  讨论

I IRI是存在肠扭转、休克、肠移植等多种急

危重症疾病的病理生理过程. I IR I所引起的

高致死率较前没有明显改善, 因此, 积极探索

I IRI的机制和治疗方法对改善I IRI具有重要

意义[7]. ROS的大量生成被认为是造成I/R组

织损伤的主要因素[8]. I/R损伤造成的中性粒

细胞聚集、Ca2+超载及大量ROS的生成可诱

导TNF-α和白介素-6(interleukin 6, IL-6)等炎

性因子表达水平升高和组织损伤加重[9,10]. 过
度炎性反应和肠上皮细胞凋亡导致肠黏膜机

械屏障受损, 肠通透性增加[11]. Du等[12]发现

1,25(OH)2D3可以通过抑制核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)的活化抑制肠上皮细胞肌

球轻链蛋白激酶的表达, 促使肌球轻链蛋白

磷酸化降低, 降低肠上皮细胞骨架收缩, 缓解

图  1  各组肠黏膜细胞凋亡情况(TUNEL×320). A: Sham组; B: I/R组; C: 黄芩苷+I/R组. I/R: 肠缺血再灌注损伤.

CBA

表  1  各组肠TNF-α、细胞调亡率及血浆I-FABP的检测结果 (mean±SD, n  = 8)

     
分组 TNF-α(ng/L) 细胞凋亡率(%) I-FABP(ng/mL) 

Sham组 16.41±1.75  3.66±0.83 0.63±0.07

I/R组  139.70±19.72b 40.77±4.70b  2.25±0.27b

黄芩苷+I/R组     93.38±16.79bd  29.50±7.66bd   1.50±0.29bd

F值 142.11 53.33 70.40

P值  <0.01 <0.01 <0.01

bP<0.01 vs  Sham组, dP<0.01 vs  I/R组. I/R: 肠缺血再灌注损伤; TNF-α: 肿瘤坏死因

子-α.
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■应用要点
从ERS角度探讨
IIRI的分子机制, 
尝试寻找黄芩苷
治疗IIRI过程中
对ERS相关蛋白
分子的调节.

TNF-α刺激下的肠黏膜通透性的增加, 保护

肠黏膜机械屏障的稳定. Ye等[13]发现TNF-α

干预可上调肠上皮细胞及肠组织miR-122a表
达, 干扰肠紧密连接蛋白mRNA的转录, 使肠

道紧密连接蛋白表达降低, 肠道通透性增加. 
给予TNF-α抑制剂可减轻大鼠肠移植后的长

期炎性反应[14]. 抗髓过氧化物酶的生成和增

加肠组织超氧化物歧化酶的含量, 抑制NF-κB
的激活可明显减少肠黏膜TNF-α和IL-6的生

成, 减轻肠黏膜过度炎性反应[9]. 本实验显示, 
I/R组较Sham组相比; 肠组织TNF-α、肠黏膜

炎性反应加重. 给予黄芩苷预处理可明显减

少肠组织TNF-α的含量.
IIRI引发的早期损伤部位主要黏膜及黏膜

下层, 如不及时干预则会累及肠道全层. IIRI后
肠黏膜ROS增加及Ca2+失衡是诱发ERS的主要

因素, ERS诱导GRP78蛋白上调, 促进未折叠

蛋白的折叠和错误折叠蛋白的降解, 降低内质

网负荷, 恢复内质网稳态[4], 减少应激细胞凋

亡; Lei等[15]通过给予胰高血糖素样肽2干预完

全肠外营养小鼠可明显提高肠黏膜抗氧化能

力和上调GRP78表达, 减轻肠黏膜上皮细胞的

凋亡和萎缩. Bilecová-Rabajdová等[16]研究发现

IIRI时随着GRP78表达的上调, 肠上皮细胞凋

亡减少, 肠组织损伤减轻. 本实验结果显示, 较
I/R组, 黄芩苷预处理后, 肠组织GRP78表达明

显升高, 且差异存在统计学意义(P <0.01), 说明

黄芩苷能缓解IIRI的ERS.
IRE1α作为ERS主要感受器之一, 广泛表

达肠组织细胞. IRE1α的活化能够介导细胞

ERS引起的细胞生存和凋亡[17]. 细胞发生ERS
时, IRE1α发生磷酸化而活化. 活化的IRE1α

可特异性剪切XBP1 mRNA抑制序列, XBP1

蛋白表达上调, 促使促折叠蛋白表达上调, 使
错误折叠蛋白减少, 减轻内质网负荷. 然而, 
IRE1α的过度活化其内切酶作用主要是诱导

细胞损伤或是凋亡[18]. Lerner等[18]发现持续或

过强的ERS, IRE1α的过度活化降解miR17, 使
得硫氧蛋白互作蛋白(thioredoxin-interacting 
protein, TXNIP)的mRNA上调, TXNIP表达增

加, 进而上调ERS细胞ROS的含量增加介导细

胞损伤和凋亡. 本实验研究显示给予黄芩苷

干预后IRE1α的表达较I/R组减少(P <0.01). 另
外, 活化的IRE1α可以募集TRAF2, 活化JNK、

p38MAPK及NF-κB等炎性信号转导因子, 诱
导炎性因子(TNF-α、IL-6)的表达和细胞凋亡

的发生[4]. Adolph等[19]研究发现敲除小鼠肠上

皮细胞IEC6的XBP1基因, 更容易导致ERS, 诱
发肠黏膜细胞炎性反应, 其机制可能与IRE1α
活化上调JNK介导过度炎性反应和细胞凋亡有

关. 本实验免疫组织化学结果显示, 黄芩苷+I/R
组较I/R组, 肠黏膜p-IRE1α的表达量明显降低

(P <0.01).
ROS介导ERS激活Caspase12是诱导细胞

凋亡的一个重要途径[20]. 核转录因子Nrf2与
ERS之间存在紧密联系, Nr f2的抗氧化作用

能够缓解ERS诱发的UPR[21]. Nrf2能够上调内

质网伴侣基因如HSP90及ERAD的表达, 缓解

ERS[22]. 黄芩苷具有抗氧化、抗炎[23], 降低核

     

表  2  IRE1α、p-IRE1α在各组中的表达变化 (mean±
SD, n  = 8)

分组 IRE1α p-IRE1α

Sham组  9.97±1.34 19.55±2.16

I/R组 51.39±4.16b  41.88±3.43b

黄芩苷+I/R组  36.87±2.07bd   26.71±2.43bd

F值 300.99 87.42

P值  <0.01 <0.01

bP<0.01 vs  Sham组; dP<0.01 vs  I/R组. IRE1α: 肌醇需要蛋白

1α; p-IRE1α: 磷酸化IRE1α.

图  2  GRP78在各组的表达含量及相对含量. A: 条带图; 

B: GRP78在各组的表达水平. 1: Sham组; 2: I/R组; 3: 黄芩

苷+I/R组. bP<0.01 vs  Sham组; dP<0.01 vs  I/R组. I/R: 肠

缺血再灌注损伤.
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■名词解释
内质网应激 :  由
于各种原因引起
的内质网中出现
错误折叠与未折
叠蛋白在腔内聚
集以及Ca2+平衡
紊乱的状态.

转录因子NF-κB的活性[24], 减轻炎性反应和

细胞凋亡的作用. Lin等[25]发现黄芩苷可以抑

制肾I/R损伤过程中TLR4, MyD88和凋亡蛋白

Caspase3的活化对肾脏起保护作用. Shen等[26]

用黄芩苷检测对衣霉素诱导心肌细胞ERS的
影响, 发现黄芩苷可以上调一氧化氮合酶减少

细胞凋亡.实验结果显示, 黄芩苷能够使GRP78
表达上调, 而IRE1α的表达及活化降低, 炎性因

子TNF-α的表达降低, 细胞凋亡减少.
生理条件下, IFABP在血浆和尿液中检测

极少, 当肠上皮细胞受损时, IFABP可直接释

放入血[27]. 研究[28,29]证实, 血浆IFABP的含量

是检测肠黏膜损伤比较精确的指标, 且其敏

感性表现为在肠黏膜在轻微损伤时即可测得, 
并且IFABP含量的高低与肠黏膜的损伤程度

呈现正相关. 研究 [30]认为重症患者肠衰竭患

者IFABP含量的高低与全身炎症反应综合征

及肠道细菌易位有密切联系. 本实验结果提

示: 较I/R组, 黄芩苷+I/R组大鼠血浆IFABP含
量明显降低, 改善肠黏膜通透性, 保护肠黏膜

屏障.
黄芩苷能够保护IIRI, 降低I/R肠上皮细胞

的凋亡及过度炎性反应, 保护肠黏膜屏障. 其
机制可能是黄芩苷通过抗氧化缓解I IRI过度

ERS, 抑制IRE1α过度活化引起的细胞炎症反

应和凋亡有关.
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IIRI的机制, 对于
治疗IIRI有一定
的指导意义.
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