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摘要：集约化养殖模式造成猪肠道炎症损伤日趋严重，致使小肠上皮屏障功能受损，影响猪群健康度。为研究白屈菜

碱（ｃｈｅｌｉｄｏｎｉｎｅ）对猪小肠上皮细胞炎症损伤的保护作用，本试验使用 Ｈ２Ｏ２构建猪小肠上皮细胞系（ＩＰＥＣ－Ｊ２ｃｅｌｌｓ）炎

症损伤模型，采用 ＭＴＴ法筛选适宜的白屈菜碱浓度，采用ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子（ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、

ＴＧＦ－β１）以及ＮＯ含量，采用ｑＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测上述炎症因子及ｉＮＯＳ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果

发现，在２．５～１００．０ｍｇ／Ｌ质量浓度范围内，白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞无毒性；２．５、５．０、１０．０ｍｇ／Ｌ白屈菜碱可显著恢

复 Ｈ２Ｏ２诱导的ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞存活率下降（Ｐ＜０．０５）。经 Ｈ２Ｏ２造模后，ＮＯ含量极显著升高（Ｐ＜０．０１）、ＩＬ－１０含量

显著降低（Ｐ＜０．０５）、其余炎症因子含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ｉＮＯＳ及上述炎症因子的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均与

ＥＬＩＳＡ检测结果趋势一致；而３个试验浓度的白屈菜碱均可显著地逆转以上变化。结果表明，白屈菜碱对 Ｈ２Ｏ２诱

导的ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞炎症损伤具有显著的预防作用，具备开发成为防治猪肠炎药物的潜力。
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　　白屈菜为罂粟科植物白屈菜Ｃｈｅｌｉｄｏｎｉｕｍ　ｍａ－

ｊｕｓ　Ｌ．的干燥全草，又名山黄连、土黄连和假黄连，最
早记载见于明代《救荒本草》，现收录于《中国药

典》［１］和《中国兽药典》［２］，是临床常用中药，在我国

分布广泛，每年夏、秋两季采挖，全草入药，味苦性

凉，归肺经和胃经，具有解痉止痛、止咳平喘之功效，

主治腹痛、痢疾、肠炎、水肿、咳嗽等症［３－４］。白屈菜

主要有效成分及质量标志物（Ｑ－ｍａｒｋｅｒ）是苯并菲

列啶型生物碱，其中含量最高的是白屈菜碱（ｃｈｅｌｉ－
ｄｏｎｉｎｅ）［５］。研究表明，白屈菜碱能够通过限制ＮＦ－

κＢ　ａｌｐｈａ磷酸化和ＲＥＬＡ的核转位抑制 ＮＦ－κＢ激

活，并通过阻断ｃ－Ｊｕｎ　Ｎ－末端激酶和ｐ３８磷酸化而

抑制丝裂原活化蛋白激酶途径，从而缓解人结肠癌

细胞 ＨＣＴ　１１６炎症反应［６］。另外，白屈菜碱能够显

著抑制ＮＯ和ＰＧＥ２产生，降低ｉＮＯＳ和ＣＯＸ－２的

ｍＲＮＡ和蛋白表达及促炎因子释放，抑制ＬＰＳ诱

导的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞炎症［７］。Ｈ２Ｏ２可以释放

活性氧诱导炎症反应［８－９］。本试验使用 Ｈ２Ｏ２构建

猪小肠上皮细胞系（ＩＰＥＣ－Ｊ２ｃｅｌｌｓ）炎症损伤模型，

研究白屈菜碱对其主要炎症因子含量变化及表达水

平的影响，明确其对于细胞炎症损伤的预防作用，为

促进白屈菜用于防治猪肠道炎症提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂

猪小肠上皮细胞系ＩＰＥＣ－Ｊ２购自北纳生物公司
（货号ＢＮＣＣ３３８２５２）；白屈菜碱和血根碱（分析标准

品，ＨＰＬＣ≥９８）购自上海源叶生物科技有限公司
（货号Ｂ２００５３、Ｂ２１４１２）；Ｈ２Ｏ２购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
（３４．５％～３６．５％，货号１８３０４）；ＤＭＥＭ 培养基及胎

牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自南京

博研生物科技有限公司；ＲＮＡ提取及反转录试剂盒

购自普洛麦格（北京）生物技术有限公司；ＳＹＢＲ

ｑＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ购自 Ｖａｚｙｍｅ公司；引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成；抗体购自Ｉｎ－

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　细胞培养

ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞培养于ＤＭＥＭ完全培养基（１０％
胎牛血清），转入 Ｔ－２５ｃｍ２细胞培养瓶，于３７℃、

５％ＣＯ２中培养，倒置显微镜下观察细胞生长至

８０％以上，加入２ｍＬ　ＰＢＳ除去非贴壁细胞，再加入

１ｍＬ胰酶作用２ｍｉｎ进行消化传代。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞存活率

取对数生长期细胞，调整细胞浓度至 ７×

１０４个／ｍＬ，接种至９６孔板，培养至细胞贴壁，各孔

加入不同质量浓度白屈菜碱溶液（０、２．５、５．０、１０．０、

２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、４００．０ｍｇ／Ｌ），每个质量浓

度设６个重复孔，继续培养２４ｈ后，每孔加入２０μＬ

ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后，弃上清液，加入１００μＬ

ＤＭＳＯ溶液并振荡１０ｍｉｎ，用酶标仪测量Ｄ４９０值，

计算细胞存活率公式为：细胞存活率（％）＝Ｄ试验组／

Ｄ空白组×１００％，用以检测白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞
的毒性。

将浓度为７×１０４个／ｍＬ　ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞接种至

９６孔板并培养至贴壁，各孔加入不同质量浓度

Ｈ２Ｏ２溶液（０、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０、１．１、１．２、

１．３ｍｇ／Ｌ），每个质量浓度设６个重复孔，作用１２ｈ
后按照上述方法检测细胞存活率，选择存活率接近

５０％的 Ｈ２Ｏ２溶液浓度作为后续试验的造模浓度。

将浓度为７×１０４个／ｍＬ　ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞接种至

９６孔板并培养至贴壁，各孔加入不同质量浓度白屈

菜碱溶液（２．５、５．０、１０．０、２５．０、５０．０、１００．０ｍｇ／Ｌ），

每个质量浓度设６个重复孔，培养２４ｈ后按照上述

方法造模并检测细胞存活率。

１．４　ＥＬＩＳＡ法检测ＮＯ及炎症因子含量

将ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞分为空白组、Ｈ２Ｏ２组、低、中、

高剂量白屈菜碱组（分别用２．５、５．０、１０．０ｍｇ／Ｌ白

屈菜碱预处理细胞）以及阳性对照组（用１０ｍｇ／Ｌ
血根碱预处理细胞），按照１．３的方法培养细胞并造

模，依据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测 ＮＯ、ＩＬ－１β、ＩＬ－
６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１含量。
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１．５　ｑＰＣＲ检测ｉＮＯＳ及炎症因子ｍＲＮＡ表达量

按照１．４ 的方法分组并处理细胞，提取总

ＲＮＡ，核酸蛋白测定仪检测ＲＮＡ纯度，琼脂糖凝胶

电泳检验ＲＮＡ完整性，反转录为ｃＤＮＡ，以ＧＡＰ－
ＤＨ 作为内参基因，９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性

１０ｓ，５５℃退火１５ｓ，６０℃延伸３０ｓ，４０个循环；每

个反应重复３次，采用２－△△Ｃｔ法计算基因相对表达

量［１０］。引物序列信息见表１。

表１　引物信息

基因名称 　　　　引物序列（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ
ＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＣ

ＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＧＡ

ｉＮＯＳ
ＣＡＧＧＧＴＧＧＡＡＧＣＧＧＴＡＡＣＡＡＡＧＧ

ＣＴＧＣＴＴＧＧＣＧＧＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧ

ＩＬ－１β
ＴＧＧＴＧＴＣＴＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＣＡＡＡＧＧ

ＴＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＴＧＧＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣ

ＩＬ－６
ＣＧＧＴＣＴＴＧＴＧＧＡＧＴＴＴＣＡＧ

ＴＣＴＧＧＡＴＴＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴＴＧ

ＩＬ－８
ＧＡＣＣＣＣＡＡＧＧＡＡＡＡＧＴＧＧＧＴ

ＴＧＡＣＣＡＧＣＡＣＡＧＧＡＡＴＧＡＧＧ

ＩＬ－１０
ＡＧＣＣＡＧＣＡＴＴＡＡＧＴＣＴＧＡＧＡＡＣＡＧＣ

ＧＧＴＣＡＧＣＡＡＣＡＡＧＴＣＧＣＣＣＡＴＣ

ＴＮＦ－α
ＣＣＧＡＣＴＡＴＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧＣＴ

ＣＡＧＣＣＣＣＴＣＡＴＴＣＴＣＴＴＴＣ

ＴＧＦ－β１
ＡＡＣＣＴＧＣＴＴＴＣＧＧＣＴＴＴＣＴ

ＣＴＧＣＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＣＣＴＴＣ

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ及炎症因子蛋白表达

量

按照１．４的方法分组并处理细胞，用 ＲＩＰＡ细

胞裂解液提取蛋白质，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，４％

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳１．５ｈ分离样品，通过半干法

（２５０ｍＡ、１００ｍｉｎ）转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛

奶溶液封膜２ｈ，加入一抗（１∶１　０００）在４℃孵育过

夜，用ＴＢＳＴ洗膜３次，再加入二抗室温孵育２ｈ，

用ＥＣＬ化学发光系统检测目标条带。

１．７　统计分析

使用ＳＰＳＳ　２４．０软件对结果进行单因素方差分

析（Ｏｎｅ－Ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ），ＬＳＤ法进行多重比较，结

果用ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５表示差异有显著性意义；

Ｐ＜０．０１表示差异有极显著性意义。

２　结果

２．１　Ｈ２Ｏ２的造模浓度及白屈菜碱对细胞活力的影

响

白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞存活率的影响结果见

图１Ａ，２．５～１００．０ｍｇ／Ｌ白屈菜碱溶液作用于正常

生长的ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞时，细胞存活率≥９０％，即上述

质量浓度范围对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞均是安全的。不同质

量浓度 Ｈ２Ｏ２对细胞存活率的影响结果见图１Ｂ，细

胞存活率和 Ｈ２Ｏ２质量浓度呈明显的剂量依赖关

系，当ＴＡＡ质量浓度为１ｍｇ／Ｌ时，细胞存活率显

著降低至（５２．０３±２．２）％，即选定该质量浓度 Ｈ２Ｏ２
处理细胞１２ｈ来建立ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞炎症损伤模型。

用安全质量浓度范围内（２．５、５．０、１０．０、２５．０、５０．０、

１００．０ｍｇ／Ｌ）的白屈菜碱溶液处理细胞２４ｈ后造

模，白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞存活率的影

响结果见图１Ｃ，与模型组相比，２．５、５．０、１０．０ｍｇ／Ｌ
白屈菜碱可显著提高细胞存活率（Ｐ＜０．０５）。

注：Ａ．白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞存活率的影响；Ｂ．Ｈ２Ｏ２对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞存活率的影响；Ｃ．白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞损伤模型的影响。与空白组

相比，＃．Ｐ＜０．０５，＃＃．Ｐ＜０．０１；与 Ｈ２Ｏ２组相比，＊．Ｐ＜０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比，▲．Ｐ＜０．０５，▲▲．Ｐ＜０．０１。下同。

图１　Ｈ２Ｏ２造模浓度及白屈菜碱对细胞活力的影响
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２．２　白屈菜碱对ＮＯ和炎症因子含量的影响
白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ＮＯ和炎症

因子含量的影响结果见图２。与空白组相比，Ｈ２Ｏ２
组ＮＯ以及ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１含量
显著升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），ＩＬ－１０含量变化不
显著（Ｐ＞０．０５）。除低剂量白屈菜碱组ＮＯ含量与
Ｈ２Ｏ２组差异不显著（Ｐ＞０．０５）外，其余各白屈菜碱
处理组均可显著降低 ＮＯ 及ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、

ＩＬ－８、ＴＧＦ－β１含量（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；其中，降

低ＮＯ的效果，中、高剂量白屈菜碱显著优于阳性对
照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），降低 ＴＮＦ－α的效果，
低、中剂量白屈菜碱显著优于阳性对照组（Ｐ＜
０．０５），对于ＩＬ－１β、ＩＬ－８以及 ＴＧＦ－β１的降低效果，
白屈菜碱与阳性对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５），降
低ＩＬ－６的效果，３个白屈菜碱组显著弱于阳性对照
组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与 Ｈ２Ｏ２组相比，中、高
剂量白屈菜碱以及阳性对照均可显著升高ＩＬ－１０含
量（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

注：Ａ～Ｇ．分别为ＮＯ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１、ＩＬ－１β。

图２　白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ＮＯ和炎症因子含量的影响

２．３　白屈菜碱对ｉＮＯＳ及炎症因子 ｍＲＮＡ表达量
的影响

白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ｉＮＯＳ和炎
症因子ｍＲＮＡ表达量的影响结果见图３。与空白
组相比，Ｈ２Ｏ２组ｉＮＯＳ以及ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－
α、ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ表达量均显著升高（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），ＩＬ－１０ｍＲＮＡ 表达量显著降低（Ｐ＜
０．０５）。其中，降低ＩＬ－１βｍＲＮＡ的效果，低、中剂量
白屈菜碱显著优于阳性对照组（Ｐ＜０．０１）；降低ＩＬ－６
ｍＲＮＡ的效果，低剂量白屈菜碱显著弱于阳性对照
组（Ｐ＜０．０５）；降低ＩＬ－８ｍＲＮＡ的效果，高剂量白

屈菜碱显著弱于阳性对照组（Ｐ＜０．０１）；对于ｉＮ－
ＯＳ、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ的作用效果，白屈菜碱
与阳性对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．４　白屈菜碱对ｉＮＯＳ及炎症因子蛋白表达量的影
响

白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ｉＮＯＳ和炎
症因子蛋白表达量的影响结果见图４。与２．３中

ｍＲＮＡ表达结果一致，与空白组相比，Ｈ２Ｏ２组ｉＮ－
ＯＳ以及ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１蛋白表
达量均明显升高，而ＩＬ－１０蛋白表达量则明显降低。

３个剂量的白屈菜碱均可显著地逆转以上变化。

１３１　中 国 兽 医 学 报　２０２４年１月　第４４卷　第１期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｊａｎ．　２０２４　Ｖｏｌ．４４　Ｎｏ．１



注：Ａ～Ｇ．分别为ＮＯ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１、ＩＬ－１β。

图３　白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ｉＮＯＳ和炎症因子 ｍＲＮＡ表达量的影响

３　讨论

肠道疾病一直是生猪集约化养殖中的棘手问

题，而炎症损伤是众多肠道疾病发生时共有的病理
变化，因此预防或缓解炎症损伤就成为防控肠道疾
病的核心环节之一。由感染或刺激引发的肠道炎症
反应，主要损伤肠上皮细胞［１１］。ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞来自
新生仔猪空肠上皮，属于未分化的正常肠道上皮细
胞，对炎症刺激的敏感程度高于Ｃａｃｏ－２细胞等分化
的肠上皮癌细胞［１２］，是研究猪肠道上皮功能的成熟
的细胞模型。
活性氧（ＲＯＳ）是肠道炎症损伤的重要致病因

子［１３］。肠上皮固有层中的巨噬细胞含有黄嘌呤氧
化酶、胺氧化酶、醛氧化酶和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
磷酸盐（ＮＡＤＰＨ）氧化酶，感染或应激都能刺激其
催化产生ＲＯＳ［１４］。另外，巨噬细胞激活后，产生炎
症因子，而促炎因子又能诱导ｉＮＯＳ产生一氧化氮
（ＮＯ），调节抗氧化和过氧化反应［１３］。双氧水
（Ｈ２Ｏ２）作为释放ＲＯＳ的直接来源，常被用于建立
体外［９］或体内的炎症损伤模型［１５］。

抗生素一直是防治肠道炎症的重要传统手段，
但抗生素滥用也引发了药物残留、细菌耐药乃至食
品安全等系列问题。白屈菜是多年生草本植物，全
草入药，在我国大部分地区均有分布，主要生长在海
拔５００～２　２００ｍ 的山坡、山谷林缘草地，河道两
旁［１６］，环境适应力强，种子自播能力强，自然采收较
为容易，且已开展驯化栽培工作，药材来源较为充
足，具有良好的规模化开发前景［１７］。
炎症因子表达量的异常变化既是炎症反应的直

接标志，也是炎症损伤进一步加深的调控因子［１８］。
脂多糖（ＬＰＳ）［１９］、肠出血性大肠杆菌（ＥＨＥＣ）［２０］、
猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）［２１］等不同炎症诱因
处理ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞，均会上调ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、

ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β１表达量，下调ＩＬ－１０表达量。本研
究使用 Ｈ２Ｏ２建立ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞炎症损伤模型，采
用ＥＬＩＳＡ、ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测炎症因子
表达量变化情况，亦观察到相同的结果。

　　ＩＬ－１β是炎症反应关键介质，在炎症过程中会加
剧损伤，还参与炎症继发反应的调控，并在感染部位
吸引和激活适应性免疫系统［２２］。ＴＮＦ－α和ＩＬ－６同
为重要的促炎因子，而ＩＬ－６表达又主要受ＩＬ－１β和
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图４　白屈菜碱对炎症损伤ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞ｉＮＯＳ和炎症因子蛋白表达量的影响

ＴＮＦ－α的诱导［１１］。本研究结果也表明上述３个炎
症因子的变化情况具有高度相关性。ＥＬＩＳＡ结果
显示高剂量白屈菜碱对ＴＮＦ－α的降低作用显著优
于阳性对照，ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果却显示高
剂量白屈菜碱的效果与阳性对照差异不显著，这可
能是由于不同检测方法针对的细胞生命活动阶段不

同。ＩＬ－６、ＩＬ－８上的二聚体可与ＮＦ－κＢ结合并将其
激活，进而转移至细胞核中以调控下游的炎症反
应［２３］。张志宏等［２４］研究发现白屈菜碱能够抑制
ＴＮＦ－α诱导的 ＨＣＴ１１６细胞 ＮＦ－κＢ的转录活性，
可以推测，白屈菜碱对ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞炎症反应的抑
制作用，可能也与 ＮＦ－κＢ途径相关。ＴＧＦ－β１水平
在发生急性炎症反应时会快速上升［２５］，而随着炎症

的持续，其又会成为过度炎症反应的抑制因子［２６］。
在本研究中，ＴＧＦ－β１含量在造模后显著升高，而白
屈菜碱或血根碱可使其显著降低，表明本研究的炎
症反应尚处于急性上升期，这与朱道仙等［２７］的动物
试验结果类似。

ＩＬ－１０是主要的抗炎因子，主要由抗原呈递细
胞如活化的Ｔ细胞、单核细胞、Ｂ细胞和巨噬细胞分
泌，通过激活巨噬细胞来抑制炎症因子如ＩＬ－１β、ＩＬ－
６、ＴＮＦ－α的表达［２８］。研究表明，黄芪多糖［１９］、β－伴
大豆球蛋白［２９］、丁酸梭菌［３０］等多种物质均能显著上
调炎症反应中的ＩＬ－１０表达，本研究与之类似，不同
剂量白屈菜碱均可显著上调ＩＬ－１０表达，且与阳性
对照组相比差异不显著。上述结果表明，白屈菜碱
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能够通过显著抑制促炎因子、促进ＩＬ－１０表达来发
挥预防ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞炎症损伤的作用。
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