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摘要　目的　探究腺苷Ａ２Ａ受体（Ａ２ＡＲ）对内毒素脂多糖（ＬＰＳ）诱导的Ｃａｃｏ２肠上皮细胞炎性损伤的影响及机制。方法　
首先将Ｃａｃｏ２细胞分为对照组、ＬＰＳ组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理１２ｈ）、Ａ２ＡＲ激动剂（ＣＧＳ２１６８０）组（１０μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处理
１０ｍｉｎ）、ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组（１０μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处理１０ｍｉｎ、１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理１２ｈ），ＣＣＫ８法测定各组细胞活力，
ＥＬＩＳＡ法测定各组细胞上清液中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）的分泌水平，实时荧
光定量ＰＣＲ检测各组细胞中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析各组细胞中自噬相关蛋白微管相关轻链
蛋白３（ＬＣ３）Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、自噬相关蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ１）的蛋白表达水平；再将 Ｃａｃｏ２细胞分为对照组、ＬＰＳ组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理
１２ｈ）、ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组（１０μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处理１０ｍｉｎ、１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理１２ｈ）、ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ＋雷帕霉素（Ｒａｐａ）
组（１０μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处理１０ｍｉｎ、１０μｇ／ｍｌＬＰＳ与５μｍｏｌ／ＬＲａｐａ处理１２ｈ），ＣＣＫ８法测定各组细胞活力，ＥＬＩＳＡ法测
定各组细胞上清液中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的分泌水平。结果　与对照组比较，ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２细胞活力显著降低（Ｐ＜００５），上
清液中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平显著升高（Ｐ＜００５），细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的 ｍＲＮＡ相对表达量均显著上调（Ｐ＜
００５），并检测到ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量显著上调（Ｐ＜００５）；与ＬＰＳ组比较，ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组Ｃａｃｏ
２细胞活力显著升高（Ｐ＜００５），上清液中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平显著降低（Ｐ＜００５），细胞中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的ｍＲＮＡ
相对表达量均显著下调（Ｐ＜００５），且ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量显著下调（Ｐ＜００５）；此外，与ＣＧＳ２１６８０
＋ＬＰＳ组比较，ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ＋Ｒａｐａ组Ｃａｃｏ２细胞活力又显著降低（Ｐ＜００５），上清液中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平也显著
升高（Ｐ＜００５）。结论　使用Ａ２ＡＲ激动剂能够减轻内毒素ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ２肠上皮细胞炎性损伤，提高细胞活力，这可能
与其抑制自噬水平有关。
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　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是
一种慢性、进行性和非特异性胃肠道炎症性疾

病［１］。近年来，我国 ＩＢＤ的发病率逐年增加，由其
引发的结直肠癌患病风险也随之增加［２］。内毒素

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性菌外膜
的主要成分，越来越多的研究［３－４］表明，ＬＰＳ刺激后
可触发炎症信号级联反应，减少紧密连接蛋白的表

达，导致肠道通透性增加并破坏肠上皮屏障功能。

腺苷是一种嘌呤核苷，通过代谢活跃的细胞释

放到细胞外空间，并与其受体 Ａ１、Ａ２Ａ、Ａ２Ｂ和 Ａ３
结合，在各种病理生理过程中发挥重要作用［５］。腺

苷 Ａ２Ａ受体（ａｄｅｎｏｓｉｎｅＡ２Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ａ２ＡＲ）属于

Ｇｓ蛋白偶联受体家族，是人肠上皮细胞中主要表达
的腺苷受体。已知在动物 ＩＢＤ模型中，激活 Ａ２ＡＲ
能够抑制慢性炎症并缓解内脏疼痛［６］。但Ａ２ＡＲ对
肠上皮细胞炎症的调节作用及机制尚不明确。该研

究以Ｃａｃｏ２肠上皮细胞为研究对象，通过内毒素
ＬＰＳ诱导Ｃａｃｏ２细胞模拟体外 ＩＢＤ模型，观察激活
Ａ２ＡＲ对肠上皮细胞炎性损伤的影响及其作用机
制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　Ｃａｃｏ２细胞购于中国科学
院（上海）细胞库，Ａ２ＡＲ激动剂 ＣＧＳ２１６８０购于上
海联迈生物工程有限公司，自噬激活剂雷帕霉素

（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）购于北京康瑞纳生物科技有限公
司，ＬＰＳ购于上海源叶生物科技有限公司，胎牛血清
和１％青链霉素双抗购于美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＤＭＥＭ
培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＣＣＫ８试剂盒购于广
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州赖德生物技术有限公司，肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）的
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购于武汉华美生物工程有限公
司，ＴＲＩｚｏｌ试剂盒和ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＶＩＬＯ？ｃＤＮＡ合成试
剂盒购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公
司，ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＥＣＬ
ｐｌｕｓ均购于上海碧云天生物研究所，兔抗 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ多克隆抗体和兔抗 Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体购于
美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，兔抗ＧＡＰＤＨ多
克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的二抗购于英国

Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、分组与处理　将 Ｃａｃｏ２细胞培
养于补充有１０％胎牛血清、１％青链霉素混合液的
ＤＭＥＭ培养基中，置于 ５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培
养，隔２ｄ换液１次，待 Ｃａｃｏ２细胞生长至密度达
９０％时，消化收集细胞。Ｃａｃｏ２细胞以１×１０５个／
孔的密度种植于９６孔板中，待完全贴壁后进行分组
处理，具体分组处理如下：① 对照组，使用常规培养
基培养细胞；② ＬＰＳ组，使用１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理细
胞１２ｈ；③ Ａ２ＡＲ激动剂（ＣＧＳ２１６８０）组，使用 １０
μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处理细胞１０ｍｉｎ，换用常规培
养基培养；④ ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组，使用 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＧＳ２１６８０预处理细胞 １０ｍｉｎ，换用 １０μｇ／ｍｌＬＰＳ
处理细胞１２ｈ。
１．２．２　ＣＣＫ８法测定细胞活力　将 Ｃａｃｏ２细胞分
组处理后，置于５％ＣＯ２、３７℃ 培养箱中培养，分别
在培养２４、４８、７２ｈ时，使用 ＣＣＫ８法检测细胞活
力，每孔加入１０μｌＣＣＫ８，混匀后继续培养２ｈ，采
用多功能酶标仪测定波长４５０ｎｍ处每孔细胞的光
密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算细胞活力，公式
为：细胞活力（％）＝［ＯＤ各处理组／ＯＤ对照组］×
１００％。
１．２．３　ＥＬＩＳＡ法测定炎性细胞因子分泌水平　收
集各处理组Ｃａｃｏ２细胞的培养上清液，采用 ＥＬＩＳＡ
法测定各样本上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平，
严格按照相应试剂盒说明书操作。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测炎性相关基因的表
达水平　收集按 １２１项处理后的 Ｃａｃｏ２细胞，
ＰＢＳ洗涤后，加入适量ＴＲＩｚｏｌ试剂液裂解细胞，提取
总ＲＮＡ。进行ｃＤＮＡ第一链合成实验，按照 Ｓｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔＶＩＬＯＴＭｃＤＮＡ合成试剂盒说明书，反转录合成

第一链ｃＤＮＡ，保存于 －２０℃。ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软
件设计基因引物序列，采用 ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，配置反应体系对各目的基因序
列进行扩增，反应条件为：９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环；
９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４５个循环。实验重复３次，
以βａｃｔｉｎ为内参，２－ΔΔＣＴ法分析各目的基因在细胞
中的相对表达量。各基因使用的引物序列见表１。

表１　基因引物序列

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＴＮＦα Ｆ：ＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＴＣＡＡＡＧＡＣ

Ｒ：ＴＴＧＧＴＴＧＴＡＧＡＧＧＧＣＡＡＧＧＡＣＣＴ
ＩＬ１β Ｆ：ＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＡＡＣＣＴＴＴＧＡＣ

Ｒ：ＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＴ
ＩＬ６ Ｆ：ＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧ

Ｒ：ＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡ
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣ

Ｒ：ＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧ

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析自噬相关蛋白表达　收集
按１２１项处理后的 Ｃａｃｏ２细胞，添加 ＲＩＰＡ裂解
液在４°Ｃ下孵育细胞２０ｍｉｎ，以 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，根据ＢＣＡ法试剂盒说明书对蛋白浓度进行
检测，煮沸１０ｍｉｎ变性，取等量３０μｇ蛋白上样，通
过电泳分离后转移到硝酸纤维素膜上。用５％脱脂
奶粉室温封闭 ３０ｍｉｎ后，与稀释后的一抗
（１∶１０００）于４℃孵育过夜，使用的一抗分别为兔
抗ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ多克隆抗体、兔抗 Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆
抗体。次日，ＴＢＳＴ充分洗膜，将膜与稀释后的辣根
过氧化物酶标记的对应二抗（１∶５０００）３７℃孵育２
ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后，ＥＣＬｐｌｕｓ显影，使蛋白条带可视化，
通过ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值，并以 ＧＡＰ
ＤＨ为内参进行标准化处理，以目的蛋白灰度值与
ＧＡＰＤＨ蛋白灰度值的比值表示目的蛋白相对表达
量。

１．２．６　自噬激活剂干预处理细胞　将 Ｃａｃｏ２细胞
以１×１０５个／孔的密度种植于９６孔板中，置于５％
ＣＯ２、３７℃ 培养箱中培养至完全贴壁后，进行如下
分组处理：① 对照组，使用常规培养基培养细胞；②
ＬＰＳ组，使用 １０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理细胞 １２ｈ；③
ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组，使用１０μｍｏｌ／ＬＣＧＳ２１６８０预处
理细胞１０ｍｉｎ，换用１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理细胞１２ｈ；
④ ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ＋Ｒａｐａ组，使用 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＧＳ２１６８０预处理细胞 １０ｍｉｎ，换用 １０μｇ／ｍｌＬＰＳ
与５μｍｏｌ／ＬＲａｐａ处理细胞１２ｈ。结束后收集各组

·７３６１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）



细胞，采用 ＣＣＫ８法测定细胞活力，具体方法同
１２２项内容；并采用 ＥＬＩＳＡ法测定各样本上清液
中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的分泌水平，具体方法同 １．
２３项内容。
１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（８０１版）
软件进行数据统计分析并制作统计图。所有数据均

以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多组数据差异比较采
用单因素方差分析，组间两两比较进行ＬＳＤｔ检验。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ａ２ＡＲ激动剂抑制 ＬＰＳ导致的 Ｃａｃｏ２细胞
活力下降　ＣＣＫ８检测结果显示，在２４、４８、７２ｈ同
一时间点下，４组 Ｃａｃｏ２细胞的活力差异均有统计
学意义（Ｆ２４ｈ＝５６８３４２，Ｐ＜０００１；Ｆ４８ｈ＝６７９０２６，
Ｐ＜０００１；Ｆ７２ｈ＝８９５４５１，Ｐ＜０００１）。ＬＰＳ组 Ｃａ
ｃｏ２细胞活力显著低于对照组 （Ｐ＜００５），
ＣＧＳ２１６８０组Ｃａｃｏ２细胞活力与对照组之间差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＬＰＳ组比较，ＣＧＳ２１６８０
＋ＬＰＳ组Ｃａｃｏ２细胞活力显著升高（Ｐ＜００５）。见
图１。

图１　不同时间点各组Ｃａｃｏ２细胞活力检测结果

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．

２．２　Ａ２ＡＲ激动剂抑制 ＬＰＳ导致的 Ｃａｃｏ２细胞
炎性因子分泌水平升高　ＥＬＩＳＡ测定结果显示，４
组Ｃａｃｏ２细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平
差异均有统计学意义（Ｆ＝４４１１７３，Ｐ＜０００１；Ｆ＝
８３２４０５，Ｐ＜０００１；Ｆ＝７２４２２６，Ｐ＜０００１）。与对
照组比较，ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ
１β、ＩＬ６的水平显著升高（Ｐ＜００５），ＣＧＳ２１６８０组
Ｃａｃｏ２细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平差
异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＬＰＳ组比较，
ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组Ｃａｃｏ２细胞上清液中ＴＮＦα、ＩＬ
１β、ＩＬ６的水平显著降低（Ｐ＜００５）。见图２。
２．３　Ａ２ＡＲ激动剂抑制 ＬＰＳ导致的 Ｃａｃｏ２细胞
炎性相关基因表达水平上调　实时荧光定量 ＰＣＲ
检测结果显示，４组Ｃａｃｏ２细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ
６的ｍＲＮＡ相对表达量差异均有统计学意义（Ｆ＝
９７７４２，Ｐ＜０００１；Ｆ＝１７０５２６，Ｐ＜０００１；Ｆ＝
１３４５５８，Ｐ＜０００１）。与对照组比较，ＬＰＳ组Ｃａｃｏ２
细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的 ｍＲＮＡ相对表达量均
显著上调（Ｐ＜００５），ＣＧＳ２１６８０组 Ｃａｃｏ２细胞中
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的ｍＲＮＡ相对表达量差异均无统
计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＬＰＳ组比较，ＣＧＳ２１６８０＋
ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的 ｍＲＮＡ
相对表达量显著下调（Ｐ＜００５）。见图３。
２．４　Ａ２ＡＲ激动剂改善 ＬＰＳ导致的 Ｃａｃｏ２细胞
自噬过度　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果显示，４组 Ｃａｃｏ２
细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表
达量差异均有统计学意义（Ｆ＝６８９３５，Ｐ＜０００１；Ｆ
＝１１２１７６，Ｐ＜０００１）。与对照组比较，ＬＰＳ组 Ｃａ
ｃｏ２细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相
对表达量显著上调（Ｐ＜００５），而 ＣＧＳ２１６８０组 Ｃａ
ｃｏ２细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值及 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相
对表达量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＬＰＳ组
比较，ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２细胞中 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ比值与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量显著下调（Ｐ
＜００５）。见图４。

图２　各组Ｃａｃｏ２细胞炎性细胞因子分泌水平检测结果

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：ＬＰＳ；ｃ：ＣＧＳ２１６８０；ｄ：ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．
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图３　各组Ｃａｃｏ２细胞中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的

ｍＲＮＡ表达检测结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６

ｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．

图４　各组Ｃａｃｏ２细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值

与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达检测结果

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｒａｔｉｏａｎｄ

Ｂｅｃｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．

２．５　验证自噬在 Ａ２ＡＲ激动剂改善 ＬＰＳ导致的
Ｃａｃｏ２细胞炎性损伤中的作用　ＣＣＫ８法检测结
果显示，在同一时间点下，４组Ｃａｃｏ２细胞的活力差
异均有统计学意义（Ｆ２４ｈ＝５８７５３２，Ｐ＜０００１；Ｆ４８ｈ
＝７１２０９６，Ｐ＜０００１；Ｆ７２ｈ＝８８７６８４，Ｐ＜０００１）。
与对照组比较，ＬＰＳ组Ｃａｃｏ２细胞活力显著降低（Ｐ
＜００５）；与ＬＰＳ组比较，ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２
细胞活力显著升高（Ｐ＜００５）；而 ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ
＋Ｒａｐａ组Ｃａｃｏ２细胞活力又显著低于ＣＧＳ２１６８０＋

ＬＰＳ组（Ｐ＜００５）。见图５。

图５　自噬激活剂干预下不同时间点各组Ｃａｃｏ２细胞活力检测结果

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｕｎｄｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖａｔｏｒ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓ

ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ．

　　ＥＬＩＳＡ法检测结果显示，４组 Ｃａｃｏ２细胞上清
液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平差异均有统计学意
义（Ｆ＝４８８５０７，Ｐ＜０００１；Ｆ＝９２５６９３，Ｐ＜０００１；
Ｆ＝７１８０４６，Ｐ＜０００１）。ＬＰＳ组 Ｃａｃｏ２细胞上清
液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平较对照组显著升高
（Ｐ＜００５）；ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ组细胞上清液中 ＴＮＦ
α、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平较 ＬＰＳ组显著降低（Ｐ＜
００５）；ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ＋Ｒａｐａ组细胞上清液中
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平则显著高于 ＣＧＳ２１６８０＋
ＬＰＳ组（Ｐ＜００５）。见图６。

３　讨论

　　ＩＢＤ病因和发病机制复杂，包括环境、遗传、免
疫因素以及肠道微生物群。肠上皮细胞是肠上皮组

织的关键组成部分，维持着肠道物理屏障，有助于防

止病原体、毒素和过敏原从胃肠道腔进入循环系统，

在机体防御功能中起着重要作用［７］。肠道通透性

的增加会导致免疫稳态的破坏和肠道炎症的增加，

从而加重或延续危重疾病，因此，保护肠道屏障是维

持胃肠道健康的重要治疗策略。ＬＰＳ作为炎症反应
的关键介质，可激活促炎细胞因子如 ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＩＬ６等释放，造成肠上皮屏障损伤［８］。ＴＮＦα是一
种中枢促炎细胞因子，参与 ＩＢＤ的发病机制，其在
体内外均可降低肠黏膜见紧密连接蛋白的表达，导

致肠上皮细胞通透性增加［９］。在肠黏膜损伤期间，

ＩＬ１β通过刺激Ｔ细胞增殖触发局部黏膜中的免疫
应答，并将中性粒细胞募集到损伤或感染部位，诱导

其他促炎细胞因子和趋化因子的产生与释放，加重
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图６　各组Ｃａｃｏ２细胞炎性细胞因子分泌水平检测结果

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：ＬＰＳ；ｃ：ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ；ｄ：ＣＧＳ２１６８０＋ＬＰＳ＋Ｒａｐａ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＣＧＳ２１６８０

＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ．

肠道炎症反应［１０］。ＩＬ６作为一种多效性促炎细胞
因子，在ＩＢＤ患者结肠黏膜和血清中其水平明显升
高，并与肠屏障功能障碍和肠上皮细胞凋亡有

关［１１］。本研究结果显示，经过 ＬＰＳ诱导的 Ｃａｃｏ２
细胞活力显著降低，细胞上清液中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ
６的水平显著升高，细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的
ｍＲＮＡ相对表达量均显著上调，这与先前的研究结
果一致［１２］，由此进一步说明ＬＰＳ诱导肠上皮细胞发
生炎性损伤的作用。

Ａ２ＡＲ是腺苷受体的一种特殊亚型，其作用与
其他三种亚型不同。在缺血性结肠炎大鼠结肠组织

中Ａ２ＡＲ表达升高，而使用聚脱氧核糖核苷酸
（ｐｏｌｙｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＰＤＲＮ）进 一 步 提 高 了
Ａ２ＡＲ表达，从而抑制炎症因子和环氧化酶２（ｃｙ
ｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）表达，对缺血性结肠炎具有
治疗效果［１３］；艾灸可增加 ＵＣ模型小鼠结肠组织中
Ａ２ＡＲ的表达，此外，Ａ２ＡＲ激动剂可增强肠上皮细
胞的细胞活力，抑制细胞炎性因子ＴＮＦα和ＩＬ６的
产生，这可能进一步影响嘌呤核苷酸代谢途径，减轻

ＵＣ小鼠肠道炎症［１４］。在本研究中，使用 Ａ２ＡＲ激
动剂ＣＧＳ２１６８０处理再经 ＬＰＳ诱导后，Ｃａｃｏ２细胞
活力显著升高，细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的
水平显著降低，细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的 ｍＲＮＡ
相对表达量也均显著下调。由此说明，在 ＬＰＳ诱导
的炎性损伤下，Ａ２ＡＲ能提高肠上皮细胞活力，降低
细胞炎性因子释放水平，对肠上皮细胞起到保护作

用。

自噬是一个动态的细胞内降解过程，该过程可

将过量、受损或老化的蛋白质和细胞内病原体隔离

在称为“自噬体”的双膜囊泡中，以维持细胞稳态并

适应不利环境［１５］。自噬与炎症之间存在相互调节

作用，功能性自噬的丧失会促进炎症小体活化和炎

症因子的分泌，从而导致对炎症的易感性更高［１６］。

越来越多的研究［１７－１８］证据表明，自噬失调与 ＩＢＤ
发生及进展有关，可能是 ＩＢＤ治疗的新靶点。自噬
的过度激活伴随着肠道炎症反应和肠上皮损伤，促

进了肠上皮细胞的凋亡和促炎细胞因子的产生［１９］。

ＬＰＳ是肠上皮细胞自噬的主要引发剂，并促进细胞
损伤和凋亡［２０］。本研究结果显示，经过ＬＰＳ诱导的
Ｃａｃｏ２细胞中，自噬标志物 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量显著上调，提示 ＬＰＳ促进
Ｃａｃｏ２细胞自噬生，这与先前的研究［２１－２２］结果一

致。而本研究通过进一步检测发现，Ａ２ＡＲ激动剂
ＣＧＳ２１６８０处理再经ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ２细胞中自噬
标志物 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表
达量显著下调，因此推测，Ａ２ＡＲ改善肠上皮细胞炎
性损伤的作用可能与抑制过度自噬有关。为了验证

该结论，本研究在 Ａ２ＡＲ激动剂 ＣＧＳ２１６８０处理再
经ＬＰＳ诱导的同时，加入自噬激活剂 Ｒａｐａ进行干
预，经检测发现，此处理下 Ｃａｃｏ２细胞活力显著下
降，同时细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平显
著升高。该结果表明了Ａ２ＡＲ通过抑制肠上皮细胞
过度自噬，从而减轻 ＬＰＳ诱导下肠上皮细胞的炎性
损伤。

综上所述，本研究表明在内毒素 ＬＰＳ诱导的
Ｃａｃｏ２肠上皮细胞损伤模型中，使用 Ａ２ＡＲ激活剂
处理能够提高Ｃａｃｏ２肠上皮细胞活力，降低促炎细
胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平，该作用可能与其
抑制细胞过度自噬有关。但关于Ａ２ＡＲ对肠黏膜屏
障功能及其能否在体内对肠道黏膜炎性反应起到改

善效应，均有待后续进行实验研究。
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