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基于NLRP3/Caspase-1通路探讨薏苡仁多糖对溃疡性结肠炎
体外炎症模型的干预作用及机制
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【摘 要】目的：从炎症理论角度出发，探讨薏苡仁多糖（Coixan）对溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）体外炎症模型的干预作

用及其机制。方法：体外培养NCM460细胞，采用不同剂量（0、2.5、5、10、20和 40 μg/mL）脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导

NCM460细胞，筛选出最佳诱导剂量（20 μg/mL）；用不同浓度（0、5、10、20、40和 80 μg/mL）的Coixan 诱导NCM460，筛选出最佳

促增殖浓度（10、20、40 μg/mL）。实验随机设为空白组、模型组（LPS诱导）、LPS+Coixan 低、中、高剂量（10、20、40 μmol/L）组，

LPS+柳氮磺吡啶（sulfasalazine，SASP）（200 μg/mL）组，除空白组外用LPS（20 μg/mL）刺激48 h建立UC体外细胞炎症模型后，分

别以薏苡仁多糖及 SASP进行 48 h干预治疗后，ELISA法检测细胞上清液中炎症因子白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平；免疫荧光检测焦亡相关蛋白Caspase-1荧光的表达量；采用 qRT-PCR
技术检测各组NCM460中NLRP3/Caspase-1通路中焦亡相关NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β基因表达水平的影响；Western 
blot技术检测各组焦亡相关NLRP3、Caspase-1、IL-1β蛋白表达水平的影响。结果：与0 μg/mL比较（20 μg/mL）LPS诱导 48 h对

NCM460 细胞生长抑制较为适中（P<0.01），同时，干预 48 h 时，炎症因子 IL-1β、TNF-α 含量明显升高（P<0.01），因此，选择

（20 μg/mL）LPS诱导48 h作为造模方式。与0 μmol/L的Coixan相比，当Coixan浓度为10、20，40 μmol/L时，细胞存活率增高，特

别是 Coixan 浓度为 10、20 μmol/L（P<0.05）。与正常对照组比较，模型组中炎症因子 IL-1β、TNF-α 的含量，NLRP3、Caspase-
1β、IL-1β蛋白和NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β基因表达均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，药物干预组中，中、高剂

量组和柳氮磺吡啶组中细胞 IL-1β、TNF-α分泌量减少，差异有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，药物干预组中，高剂量组

和柳氮磺吡啶组中焦亡相关蛋白Caspase-1表达水平明显下调（P<0.01）；与模型组比较，药物干预组中，低、中、高剂量组和柳

氮磺吡啶组中 NLRP3、Caspase-1 蛋白和基因表达明显降低（P<0.05 或 P<0.01），药物干预组中，高剂量组、柳氮磺吡啶组中

GSDMD-N、IL-1β 基因表达均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，药物干预组中，中、高剂量组和柳氮磺吡啶组中焦亡相关

蛋白（NLRP3，Caspase-1，IL-1β）表达水平明显下调（P<0.01）。结论：薏苡仁多糖可能通过下调焦亡相关因子NLRP3、Caspase-
1、GSDMD-N、IL-1β的表达水平，从而抑制人结肠上皮细胞的细胞焦亡，发挥人结肠上皮细胞保护作用。

【关键词】薏苡仁多糖；溃疡性结肠炎；细胞炎症模型；NLRP3/Caspase-1；细胞焦亡

【中图分类号】R575.2 【文献标志码】A 【收稿日期】2023-09-09

Intervention effect of coix seed polysaccharides on an in vitro inflammation 
model of ulcerative colitis and its mechanism: a study based 

on the NLRP3/caspase-1 pathway
Chen　Lijuan1，Li　Yanlong2，Yang　Weijian2，Li　Baoyu3，Gou　Yuqin3，Zhang　Zaoyu3，Li　Ying3，Wu　Hang3

（1. Department of Community Health and Chronic Non-communicable Disease Prevention and Control，
Gansu Provincial Center for Disease Control and Prevention；2. Spleen and Stomach Disease Diagnosis and 

Treatment Center，Gansu Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine；3. School of Integrated 
Traditional Chinese and Western Medicine，Gansu University of Chinese Medicine）

【Abstract】Objective：To investigate the intervention effect of coix 
seed polysaccharides（Coixan） on an in vitro inflammation model of 
ulcerative colitis（UC） and its mechanism from the perspective of in⁃
flammation theory. Methods：NCM460 cells were cultured in vitro 
and were induced by different doses（0，2.5，5，10，20，and 40 μg/mL） 
of lipopolysaccharide（LPS） to obtain the optimal induction dose of 
20 μg/mL，and NCM460 cells were induced by different concentra⁃
tions（0，5，10，20，40，and 80 μmol/L） of Coixan to obtain the optimal 
concentrations for promoting proliferation（10，20，and 40 μmol/L）. 
The cells were randomly divided into blank group，model group
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（LPS induction），LPS+low-，middle-，and high-dose Coixan（10，20，and 40 μmol/L） groups，and LPS+salicylazosulfapyridine（SASP）
（200 μg/mL） group，and after all cells except those in the blank group were stimulated with LPS（20 μg/mL） for 48 hours to establish 
an in vitro cell inflammation model of UC，Coixan and SASP were used for 48 hours of intervention. ELISA was used to measure the 
levels of the inflammatory factors interleukin-1β（IL-1β） and tumor necrosis factor-α（TNF-α） in supernatant；immunofluorescence 
assay was used to measure the expression level of the pyroptosis-related protein caspase-1；qRT-PCR was used to measure the gene 
expression levels of NLRP3，caspase-1，GSDMD-N，and IL-1β associated with pyroptosis in the NLRP3/caspase-1 pathway；Western 
blot was used to measure the protein expression levels of NLRP3，caspase-1，and IL-1β associated with pyroptosis in each group. 
Results：Compared with 0 μg/mL LPS，20 μg/mL LPS for 48 hours of induction moderately inhibited the growth of NCM460 cells（P<
0.01），and meanwhile，there was a significant increase in the content of the inflammatory factors IL-1β and TNF-α at 48 hours of 
intervention（P<0.01）；therefore，20 ug/mL LPS induction for 48 hours was selected for modeling. Compared with 0 μmol/L Coixan，
there was an increase in cell viability after intervention with Coixan at concentrations of 10，20，and 40 μmol/L，especially Coixan at 
concentrations of 10 and 20 μmol/L（P<0.05）. Compared with the normal control group，the model group had significant increases in 
the levels of the inflammatory factors IL-1β and TNF-α，the protein expression levels of NLRP3，caspase-1，and IL-1β，and the gene 
expression levels of NLRP3，caspase-1，GSDMD-N，and IL-1β（P<0.01）；compared with the model group，the middle- and high-
dose groups and the SASP group had significant reductions in the secretion of IL-1β and TNF-α（P<0.01）. Compared with the model 
group，the middle- and high-dose groups and the SASP group had a significant reduction in the expression level of the pyroptosis-
related protein caspase-1（P<0.01）；compared with the model group，the low-，middle-，and high-dose groups and the SASP group had 
significant reductions in the protein and gene expression levels of NLRP3 and caspase-1（P<0.05 or P<0.01），and the middle and 
high-dose groups and the SASP group had significant reductions in the gene expression levels of GSDMD-N and IL-1β（P<0.01）；

compared with the model group，the middle- and high-dose groups and the SASP group had significant reductions in the expression 
levels of the pyroptosis-related proteins NLRP3，caspase-1，and IL-1 β（P<0.01）. Conclusions：Coixan may exert a protective effect 
on human intestinal epithelial cells by downregulating the expression levels of the pyroptosis-related factors NLRP3，caspase-1，
GSDMD-N，and IL-1β and inhibiting the pyroptosis of intestinal epithelial cells.
【Key words】coix seed polysaccharides；ulcerative colitis；cell inflammation model；NLRP3/caspase-1；pyroptosis

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种慢

性、持续性、非特异性免疫性肠病，长期不受控制的

UC可能会导致结直肠癌。世界卫生组织目前将UC
列为最难治的消化系统疾病之一[1-2]。据报道，UC
在我国的发病率约为 2.5/10万人[3]。目前柳氮磺吡

啶（sulfasalazine，SASP）是治疗UC的临床一线用药，

但是治疗效果仍不尽如人意。例如个体患者由于

其严重的毒副作用不耐受，一部分患者对现代治疗

方法不敏感。因此，从多角度探索UC的病理机制，

发现新的药物作用靶点和寻找更有效的抗焦虑方

法无疑是值得探索的方向。

近年来，细胞焦亡介导的炎症反应在 UC 病理

过程中的作用受到专家学者的广泛关注，细胞焦亡

是一种由Caspase介导与炎症相关的程序性细胞死

亡[4]。近年来发现，以 NLRP3 炎症小体形成、Cas⁃
pase-1激活和消皮素 D（gasdermin D，GSDMD）切割

为特征的细胞焦亡在UC患者结肠组织中高表达[5]，
证实细胞焦亡与UC的发病机制密切相关。研究表

明，抑制细胞焦亡可以减轻实验性结肠炎的损

害[6-7]。薏苡仁多糖是中药薏苡仁的重要活性成分

之一，薏苡仁具有健脾益胃、利水化湿、清热排脓等

功效，在临床上治疗 UC 疗效明确，现代药理学证

明：薏苡仁多糖具有调节免疫、抗炎、抗肠道肿瘤等

作用[8-10]。但目前还没有研究报道薏苡仁多糖

（Coixan）能通过抑制细胞焦亡发挥治疗UC的作用。

因此，本研究探讨薏苡仁多糖对脂多糖（lipopolysac⁃
charide，LPS）诱导UC体外细胞（NCM460）炎症模型

的保护作用与对NLRP3/Caspase-1通路介导的细胞

焦亡机制的影响，初步探讨其可能的机制。

1　材料与方法

1.1　材料

Coixan 购自：上海源叶生物公司，批号：S27205；SASP，
购自上海信谊天平药业有限公司，规格：0.25 g/片，批号：

H31020557。人结肠上皮细胞（NCM460），购自谱诺赛细胞

库（货号：40652）。LPS（索来宝公司，批号：L8880）；人白细

胞介素（interleukin，IL）-1β 酶联免疫检测仪试剂盒（联科

生物公司，批号：EK101B-96）。人肿瘤坏死因子-α（tumor 
necrosis factor-α，TNF-α）酶联免疫检测仪试剂盒（联科生物

公司，批号：EK182HS-96）；ROS 荧光探针（碧云天公司，批

号：S0033S）；CCK-8试剂盒（MCE公司批号：G1203）；苏木素

伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号：

G1120）；Caspase-1 抗体（Gene Tex 公司，批号：GTX101322）；
NLRP3抗体（Gene Tex公司，GTX101322）；IL-1β 抗体（Gene 
Tex 公司，批号：GTX130021）；GAPDH（immunoway 公司，批
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号：YM3215）；抗荧光衰减封片剂（含 DAPI）（北京索莱宝科

技有限公司批号：S2110）HRP 标记的山羊抗兔（IgGImmuno 
Way 公司，批号：RS0002）；HRP 标记的山羊抗鼠 IgG（Im⁃
muno Way公司，批号RS0001）。凝胶成像系统（美国UVP公

司，批号：ChemiDoc-610）；电子分析天平（日本 Shimadzu公

司，批号：UW120D）；光学显微镜（Olympus公司，批号：BX53）；

电泳仪（美国 BIO-RAD 公司，批号：EPS300）；PCR 扩增仪

（美国BIO-RAD公司；CFX96）。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　细胞培养在含 5%胎牛血清、1%青-链霉

素的 DEME 培养基，置于 37 ℃、饱和湿度、5%CO2的细胞培

养箱中培养，细胞生长融合至80%~90%进行传代。

1.2.2　溃疡性结肠炎体外细胞炎症模型的构建　采用脂多

糖诱导人结肠上皮细胞（NCM460），建立溃疡性结肠炎体外

炎症模型[11-12]，具体实验步骤：取对数生长期的 NCM460，以
每孔 5×104个细胞的密度接种于 96孔细胞培养板，每组设 3
个复孔，培养 24 h 后给予（0、2.5、5、10、20 和 40 μg/mL）的

LPS诱导，于培养箱内分别培养 24、48和 72 h后向每孔加入

10 μL CCK-8试剂，37 ℃孵育 2 h。筛选出最佳作用浓度和

时间后，收集其作用后的 NCM460 细胞，3 000 r/min 离心 5 
min，取上清。按照 Elisa 酶联免疫试剂盒步骤检测各组

NCM460细胞上清 IL-1β、TNF-α含量。

1.2.3　CCK-8法筛选浓度薏苡仁多糖干预浓度　取对数生

长期 NCM460，以每孔 2.5×104个细胞的密度接种于 96孔细

胞培养板，分别加入 0、5、10、20、40和 80 μmol/L Coixan 每个

浓度组设置 3个复孔，置于细胞培养箱中分别培养 48 h。采

用酶标仪于 450 nm波长处测定 A值，计算细胞存活率，确定

本实验的Coixan最佳干预剂量。

1.2.4　溃疡性结肠炎体外细胞炎症模型的干预措施　依据

参考文献[11-12]，将培养至对数生长期的 NCM460细胞，用

胰蛋白酶消化液，接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，于 37 ℃、

5%CO2 培养箱中贴壁 24 h 弃培养液后，除正常组外其余

各组加入终浓度为 20 μg/mL LPS，于培养箱中培养 48 h。弃

培养液后，正常组、模型组加入等量培养液，药物干预

组分别加入终浓度 10、20、40 μmol/L（薏苡仁多糖），SASP
（200 μg/mL）[13-14]的等量悬液置于 5%CO2、37 ℃条件的二氧

化碳细胞培养箱继续培养48 h后，检测各项指标。

1.2.5　Elisa法检测NCM460细胞上清 IL-1β、TNF-α的含量

和活性氧检测试剂盒检测细胞 ROS 水平　收集 NCM460细

胞，3 000 r/min离心 5 min，取上清。按照Elisa酶联免疫试剂

盒步骤检测各组 NCM460 细胞上清 IL-1β、TNF-α 含量，按

照ROS试剂盒使用步骤说明书，采用DCFH-DA荧光探针检

测各组NCM460细胞上清中ROS水平的影响。

1.2.6　免疫荧光检测 Caspase-1 蛋白的表达水平　将细胞

培养于提前用多聚-L-赖氨酸包被的 45 mm 直径的共聚焦

玻璃培养皿中。14 h后对其加药处理。到达实验设计时间

后，弃除培养基，用PBS清洗 3次。随后用 4%多聚甲醛细胞

固定液固定 30 min，再用 3%牛血清白蛋白和 0.1% Triton X-
100 细胞封闭液封闭 30 min。用 PBS 清洗细胞 5 遍，再用相

应的抗体进行孵育染色，随后使用共聚焦显微镜进行成像。

1.2.7　RT-qPCR 法检测 NCM460 细胞中 NLRP3、Caspase-
1、 GSDMD-N、IL-1β mRNA 表达　收集细胞，提取总 RNA，

然后根 TAKARA 公司的 PCR 逆转录试剂盒为 cDNA，通过

Real-time PCR仪进行扩增，以GAPDH为内参，采用 2-ΔΔCT法
计算 NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1βmRNA 相对表达

量。基因引物序列由生工生物工程（上海）股份有限公司进

行引物序列设计和合成，引物序列见表1。

1.2.8　Western blot法检NCM460细胞中NLRP3、Caspase-1、
IL-1β 蛋白表达　收集细胞，提取总蛋白，BCA 法测定蛋白

浓度，经电泳、转膜、脱脂奶粉封闭后，加入一抗NLRP3、Cas⁃
pase-1、GSDMD-N、IL-1β，4 ℃孵育过夜，次日 TBST 洗膜后

加入二抗，显影后使用 Image Pro Plus 图像处理软件分析蛋

白相对表达量。

1.3　统计学方法

所有实验数据经过 SPSS 25.0 软件分析，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

（One-Way-Anova）；若方差齐时采用 LSD 法进行检验；若方

差不齐采用塔姆黑尼T2（Tamhane’s T2）法进行检验；若不符

合正态分布采用非参数检验。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　溃疡性结肠炎体外细胞（NCM460）炎症细胞模型的诱导

如下表 2、表 3 所示，20、40 μg/mL LPS 干预 NCM460 后

48 和 72 h，对其产生明显的生长抑制作用（P<0.05 或 P<
0.01）。其中，20 μg/mL LPS 诱导后 48 h，NCM460 的存活率

显著下降（P<0.01）。LPS 诱导后 48 h 和 72 h 两时间点细胞

抑制率相比较，在 48 h时（20 μg/mL）LPS诱导对 NCM460细

胞生长抑制较为适中。同时，20 μg/mL LPS作用NCM460细

胞 48 h 后，模型组促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β 的表达显著

降低（P<0.01）。这说明 20 μg/mL LPS 可以对此造成一定的

炎性损伤，说明溃疡性结肠炎体外细胞炎症损伤模型造模成

功，因此本实验用 20 μg/mL LPS诱导NCM460后 48 h时作为

造模条件。

表 1　引物序列

基因名

NLRP3

Caspase-1

GSDMD-N

IL-1β

GAPDH

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

引物序列（5'~3'）

TGGCATCGTGAAGTGGTTGT
GCCAAATGCTTACCAGAAAGT
CCGITCCATGGGTGAAGGTA
GAGGATGTGGGCATAGCTG
TAAACTGGGCGGAGGGATGAA
GAAGGGGATTTCTGGTGGTGT
GAAGGGGATTTCTGGTGGTGT
GTCCATGGCCACAACAACTG
CAGGAGGCATTGCTGATGAT
GAAGGCTGGGGCTCATTT

长度（bp）
157

276

300

211

138
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2.2　薏苡仁多糖促进细胞增殖最佳干预剂量

如下表 4所示，分别用不同浓度薏苡仁多糖（终浓度为

0、5、10、20、40、80 μmol/L）干预 NCM460细胞 48 h后检测细

胞存活率。与 0 μmol/L薏苡仁多糖（Coixan）相比较，当薏苡

仁多糖浓度为 10、20，40 μmol/L 时，细胞存活率增高，特别

是，Coixan 浓度为 10、20 μmol/L（P<0.05）。因此，本研究选择

10、20、40 μmol/L薏苡仁多糖诱导NCM460进行后续实验，并

在LPS诱导后继续干预处理48 h。

2.3　薏苡仁多糖 NCM460 细胞上清 IL-1β、TNF-α、ROS 的

含量的影响

由图 1~4 可见，与 NCM460 正常对照组比较，模型组

NCM460 上清液中 IL-1β、TNF-α、ROS 表达均显著升高（P<
0.01）；与模型组相比，Coixan 低，中，高剂量组，（柳氮磺吡

啶）中 IL-1β，ROS含量显著降低（P<0.05或P<0.01）。Coixan
中、高剂量和阳性药（柳氮磺吡啶）组中 TNF-α 表达显著降

低（P<0.01）。

2.4　Coixan 对 LPS 诱导的 NCM460 细胞 Caspase-1 荧光强度

的影响

免疫荧光双染色法检测各组细胞中 Caspase-1 蛋白表

达，结果图5、6所示，如左图所示：与正常组相比，LPS造模损

伤后，模型组Caspase-1蛋白表达显著增加（P<0.01）；与模型

组相比，高薏苡仁多糖组，柳氮磺吡啶组中 Caspase-1 蛋白

表达明显下调（P<0.01）。

表 2　CCK-8 法检测 LPS 干预不同时间后对 NCM460 的活力影响（x±s；%；n=3）

组别

0 μg/mL
2.5 μg/mL
5 μg/mL
10 μg/mL
20 μg/mL
40 μg/mL

24 h
A值

0.60±0.20

0.57±0.01

0.59±0.02

0.60±0.02

0.57±0.01

0.54±0.01

抑制率

0.00

4.58

1.95

-0.000 6

4.69

8.82

48 h
A值

0.76±0.02

0.81±0.01a

0.80±0.02

0.75±0.01

0.68±0.03b

0.58±0.02b

抑制率

0.00

-6.55

-4.67

2.36

11.22

24.24

72 h
A值

1.08±0.06

1.15±0.05

1.15±0.10

1.07±0.09

0.92±0.04a

0.78±0.06b

抑制率

0.00

-5.81

-5.69

0.83

15.07

28.21

注：a，与 0 μg/mL 组比较，P<0.05；b：与 0 μg/mL 组比较，P<0.01

表 3　ELISA 检测各组 NCM460 的 TNF-α，IL-1β 含量（x±s；n=3）

组别

正常组

模型组（LPS组）

LPS剂量/干预

时间

0 μg/mL
20 μg/mL（48 h）

IL-1β浓度

（pg/L）
11.57±1.19

49.22±0.63a

TNF-α浓度

（ng/L）
63.55±8.34

419.16±36.71a

注：a，与正常组比较，P<0.01

表4　薏苡仁多糖干预48 h时后各组NCM460的存活率

（x±s；%；n=3）

组别

0 μmol/L
2.5 μmol/L
5 μmol/L
10 μmol/L
20 μmol/L
40 μmol/L

A值

0.54±0.01

0.53±0.01

0.57±0.02a

0.58±0.01a

0.57± 0.01

0.52±0.02

生存率

100.00±0.00

97.90±2.49

106.43±2.81a

107.17±1.62a

105.25±1.67

96.17±2.90

注：a，与 0 μmol/L 组相比较，P<0.05

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.05；c：与模型组

比较，P<0.01
图 1　ELISA 法检测各组 NCM460 的 IL-1β（pg/L）含量（x±s，n=3）

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.01
图 2　ELISA 检测各组 NCM460 的 TNF-α（ng/L）含量（x±s，n=3）

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.01
图3　活性氧荧光探针法检测各组NCM460的ROS含量（x±s，n=3）
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2.5　 Coixan 对 各 组 NCM460 中 NLRP3 mRNA、Caspase-1 
mRNA、GSDMD-N mRNA、IL-1β mRNA表达水平的影响

PCR 法检测 NLRP3/Caspase-1 信号通路焦亡相关因子

NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β的表达情况，结果见图

7，与正常组相比，模型组NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-
1β基因表达均显著升高（P<0.01）；与模型组相比，Coixan低、

中、高剂量组，柳氮磺吡啶组中 NLRP3、Caspase-1表达均显

著降低（P<0.05或P<0.01）；Coixan中，高剂量组，柳氮磺吡啶

组中GSDMD-N，IL-1β基因表达均显著降低（P<0.01）。

2.6　Coixan 对各组 NCM460 中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 蛋

白表达水平的影响

结果如图 8、9 所示，与正常组相比，模型组中 NLRP3、
Caspase-1、IL-1β 蛋白表达水平明显下调（P<0.01）；与模型

组相比，Coixan 低、中、高剂量组，柳氮磺吡啶组中 NLRP3、
Caspase-1 蛋白表达水平明显下降（P<0.05 或 P<0.01）；

Coixan 中，高剂量组，柳氮磺吡啶组中 IL-1β 蛋白表达水平

明显下调（P<0.01）。

图 4　薏苡仁多糖对各组 NCM460 细胞 ROS 含量的影响

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.01
图 5　Coixan 对 LPS 诱导的 NCM460 细胞中 Caspase-1

蛋白的影响（x±s，n=3）

图 6　免疫荧光染色检测对 LPS 诱导 NCM460 细胞焦亡相关 Caspase-1 蛋白的影响（30×）（x±s，n=3）

—— 1327



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 11 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.11 ）

           注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.05；c：与模型组比较，P<0.01
图 7　各组 NCM460 中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β mRNA 表达水平（x±s，n=3）

      注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与模型组比较，P<0.05；c：与模型组比较，P<0.01
图 8　各组 NCM460 中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 蛋白表达水平（x±s，n=3）
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3　讨 论

UC 是 IBD 的一种亚型，为慢性终身疾病，临床
特征主要包括复发缓解过程、特发性肠道炎症、血
性腹泻和体重减轻，病变主要影响远端结肠和直
肠，其死亡率和癌变率高于其他类型结肠炎[15]。目
前 UC 的体外实验研究，广大临床和科研工作者在
基础实验中，NCM460细胞源于人类结肠组织细胞，
NMC460细胞与人体内结肠组织具有十分类似的生
物学活性，可为研究生物体 UC 疾病的发生发展提
供强有力的手段[16-17]。通过查阅相关文献资料可
知，LPS是目前被基础实验研究者所熟知存在的体
外复制 UC 模型使用最为广泛有效的致炎剂之一，
并且能够十分接近模拟 UC 病理炎性损伤，他能诱
导细胞促使多种促炎因子（如 TNF-α、IL-1、IL-6
等）的合成及释放，大量炎症因子的释放和相互作
用下甚至会诱发全身炎症“级联反应”，从而加重
UC 的病理进程[18-20]。现在，对 UC 体外细胞模型成
功建立与否的评价标准，大多数是以确认促炎细胞
因子的高表达作为着力点，正是在 UC 疾病发病理
论指导下，基于尽可能复制体内环境进行的，其中
促炎因子 IL-1β，TNF-α等常被基础研究者作为UC
体外炎症模型建立成功的评价标准[21-24]。综上所
述，本实验采用NCM460作为UC基础研究的实验模
型。本研究结果显示：在 48 h时，（20 μg/mL）LPS诱
导对 NCM460 细胞生长抑制较为适中，（20 μg/mL）
LPS作用NCM460细胞 48 h后，与正常组比较，模型
组细胞上清液中促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β 和
ROS的分泌量明显增加，说明 LPS此浓度和诱导时
间对 NCM460 细胞已经造成炎症损伤，表明用 LPS
诱导NCM460导溃疡性结肠炎体外炎症损伤模型建
立成功。因此本实验选择 20 μg/mL 48 h 作为诱导
溃疡性结肠炎体外炎性损伤模型的造模剂量诱

导和时间。
研究发现，其中过度的炎症反应是目前 UC 发

病机制及防治机制研究的重点领域[25-26]，有效预防
控制 UC 的发展是目前研究的重点及难点，并贯穿
疾病全程。细胞焦亡是一种由消皮素 D（GSDMD）
介导与炎症密切相关的程序性细胞死亡[27]，在机体
内外各种因素刺激下，激活的NOD样受体热蛋白结
构域 3（NLRP3）炎症小体，激活的Caspase-1处理白
细胞介素 1β 前体（pro-IL-1β）和白细胞介素 18 前
体（pro-IL-18）导致成熟细胞炎症因子的大量急剧
释放，此外，切割 GSDMD，形成焦亡小体从而使细
胞膜破裂穿孔，从而释放大量促炎细胞因子，导致
激烈的炎症损伤，加重了 UC 的病理进程。比如，
Tian ZQ等[28]发现黄芪多糖能抑制DSS诱导的UC小
鼠 结 肠 组 织 中 NLRP3 炎 症 小 体 的 激 活 ，从 而
GSDMD、IL-18和 IL-1β的表达，抑制结肠组织细胞
焦亡机制的发生，从而减轻UC的病理进程。另外，
Liang J 等[29]通过实验发现石斛多糖可以明显抑制
UC 小鼠细胞焦亡发生，其降低 DSS 诱导的急性 UC
死亡率，减轻结肠病理损伤，使促炎因子（IL-1β 和
IL-18）和抗炎因子 IL-4、转化生长因子-β（trans⁃
forming growth factor-β，TGF-β）的失衡有效缓解。
本实验研究也得到与上述研究文献类似的结果，本
研究用薏苡仁多糖干预，从体外细胞炎症模型证实
中、高剂量的Coixan可显著降低 IL-1β、TNF-α的表
达，虽然其降低疗效不如 SASP，但同样表明薏苡仁
多糖具有降低细胞炎症反应的作用。为了更深入
探薏苡仁多糖究发挥抗炎作用的可能机制，结合以
往的研究，通过Western blot法检测NLRP3/Caspase-1
信号通路中细胞焦亡相关蛋白的表达，本研究用
中、高剂量的薏苡仁多糖干预后，NLRP3、Caspase-1、
IL-1β蛋白表达明显下降，免疫荧光检测Caspase-1
蛋白显示，高剂量的薏苡仁多糖干预后，Caspase-1
蛋白表达较模型组也显著降低。QPCR 法检测
NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β mRNA表达较
模型组也显著降低。这表明薏苡仁多糖发挥抗炎
作用可通过下调焦亡相关因子 NLRP3、Caspase-1、
GSDMD-N、IL-1β的表达。

从整个实验结果不难看出，薏苡仁多糖和SASP
对NLRP3/Caspase-1细胞信号通路中的关键焦亡分
子 NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β 均有显著
的下调作用，从而使其下游的促炎细胞因子减少来
发挥抗炎作用。虽然整体上来看，薏苡仁多糖对相
关因子的影响作用不如SASP，可能受其他的影响因
素，比如药物作用时间的影响，因为中药的起效效
果相对漫长，需长时间用药作用效果才会更好，而
本研究时间较短尚需进一步验证。

图 9　各组 NCM460 中焦亡相关蛋白表达
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综上所述，薏苡仁多糖可能通过下调焦亡相关
因子 NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β 的表达
水平，从而抑制人结肠上皮细胞的细胞焦亡，发挥
人结肠上皮细胞保护作用。初步探究了薏苡仁多
糖发挥抗炎作用的可能机制，为薏苡仁多糖能够有
效治疗UC提供了实验理论依据。
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