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  摘 要:目的 探讨青藤碱(Sinomenine)对脂多糖(LPS)诱导的肠上皮细胞损伤及炎症反应的影响,并研

究其通过单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)/CC趋化因子受体2(CCR2)通路的潜在机制。方法 采用人正常结肠

上皮细胞NCM460为实验模型,细胞分为对照组、LPS组和LPS+Sinomenine组。通过CCK-8法测定细胞活

性,酶联免疫吸附试验(ELISA)测定肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-6和IL-10等炎症因子

水平,DCFH-DA法和 WST-8法分别检测氧化应激水平和超氧化物歧化酶(SOD)活性,TBA法测定丙二醛

(MDA)水平,TUNEL法检测细胞凋亡,Western
 

blot法分析 MCP-1/CCR2通路相关蛋白的表达。结果 Si-
nomenine在20

 

μmol/L浓度下能显著改善LPS诱导的NCM460细胞活性,降低TNF-α、IL-1β和IL-6水平,
升高IL-10水平(P<0.05)。Sinomenine还显著减少LPS诱导的氧化应激反应,提高SOD水平,降低活性氧

和 MDA水平,抑制细胞凋亡。Western
 

blot结果表明,Sinomenine能显著降低LPS诱导的 MCP-1和CCR2
蛋白表达水平(P<0.05)。结论 Sinomenine通过调节 MCP-1/CCR2通路,改善LPS诱导的肠上皮细胞损伤

和炎症反应,具有潜在的治疗炎症性肠病的作用。
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  肠道是人体主要的消化吸收场所,同时也是重要

的黏膜免疫器官,构成了防御外来有害物质的第一道

防线。炎症是肠道对组织损伤的生理反应,但当炎症

反应失衡时,往往成为急性或慢性疾病的重要诱

因[1]。炎症性肠病(IBD)是一种慢性疾病,主要表现

为肠炎和上皮细胞损伤,且具有反复发作的特点。在

急性肠病或腹泻的早期发病机制中,以及在慢性肠道

炎症性疾病中,常见上皮细胞的损失和肠道屏障功能

的缺陷[2]。尽管目前已开发多种抗炎药物以缓解肠

道炎症,但这些药物常伴有不良反应,如增加溃疡风

险和引发肠道出血。因此,开发新型的抗炎药物或治

疗方法显得尤为重要。植物提取物中的生物活性物

质因其较高的生物安全性而受到关注。
青藤碱(Sinomenine)是一种来源于青风藤的天

然生物碱,自2005年起被收录于《中国药典》。其盐

酸盐形式的片剂或注射剂已在类风湿关节炎的治疗

中使用多年[3]。随着研究的深入,Sinomenine在抗

炎、抗氧化和抗细胞凋亡方面的潜力逐渐受到关

注[4-5]。YANG等[6]发现,Sinomenine能有效减轻脂

多糖(LPS)引起的小猪仔毒性反应,调节炎症过程。

JIANG等[7]研究表明,Sinomenine通过调节色氨酸

代谢和肠道微生物群激活芳香烃受体,从而改善类风

湿性关节炎。ZHANG等[8]则发现Sinomenine可能

通过减轻内皮炎症、调节免疫细胞功能以及抑制血管

平滑肌细胞增殖等机制,延缓动脉粥样硬化的进展。
本研究旨在探讨Sinomenine对LPS诱导的肠上

皮细胞损伤和炎症反应的影响,并进一步研究其通过

单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)/CC趋化因子受体2
(CCR2)通路的潜在机制,以揭示Sinomenine在治疗

IBD中的潜在治疗价值。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 细胞系人正常结肠上皮细胞

NCM460(SNL-519,武 汉 尚 恩);试 剂 Sinomenine
(S302249,上海阿拉丁);CCK-8试剂盒(CA1210,北
京索莱宝);活性氧(ROS)检测试剂盒(S0033S,上海

碧云天);总超氧化物歧化酶(SOD)活性检测试剂盒

(S0101S,上海碧云天);脂质氧化(MDA)检测试剂盒

(S0131S,上 海 碧 云 天);RPMI-1640 完 全 培 养 基
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(SNM-001E,武汉尚恩);特级胎牛血清(164210-50,
武汉普诺赛);青霉素-链霉素溶液(PB180120,武汉普

诺赛);0.25%胰酶(SNT-002,武汉尚恩);一步法

TUNEL原位细胞凋亡检测试剂盒(E-CK-A320,武
汉伊莱瑞特);白细胞介素(IL)-6酶联免疫吸附试验

(ELISA)检测试剂盒(ml001532,上海酶联);人类肿

瘤 坏 死 因 子-α(TNF-α)ELISA 检 测 试 剂 盒

(ml028595,上 海 酶 联);IL-1β
 

ELISA 检 测 试 剂 盒

(ml028595,上 海 酶 联);IL-10
 

ELISA 检 测 试 剂 盒

(ml064299,上海酶联);MCP-1一抗(ab214819,ab-
cam);CCR2 一 抗 (ab313463,abcam);IgG 二 抗

(30000-0-AP,武汉三鹰);超速离心机(湖南湘仪),恒
温细胞培养箱(新加坡ESCO公司),多功能酶标仪

(TECAN),超净工作台(苏净安泰),激光共聚焦显微

镜(德国徕卡公司TCS,SP8)。

1.2 细胞培养 将人正常结肠上皮细胞NCM460培

养在含有10%
 

FBS、1%链霉素和1%青霉素的RP-
MI-1640培养基中,并置于37

 

℃、5%
 

CO2 恒温培养

箱中培 养。当 细 胞 生 长 密 度 在80%~90%时,用

0.25%的胰酶进行消化处理并以1
 

000
 

r/min的速度

离心,按照1∶3的比例进行细胞传代,以便用于后续

的实验研究。

1.3 实验分组 取对数生长期的NCM460细胞接种

于12孔板中,随机分为对照组、LPS组和LPS+Sino-
menine组。对照组:细胞进行常规培养;LPS组:细
胞给予含50

 

μg/mL
 

LPS的培养基培养;LPS+Sino-
menine组:细胞给予含50

 

μg/mL
 

LPS和一定浓度

Sinomenine培养。所有组均置于37
 

℃、5%
 

CO2 恒

温培养箱中培养24
 

h。

1.4 CCK-8测定细胞活力 将人正常结肠上皮细胞

NCM460以5×103 个/孔接种于96孔板中,加入含

10%
 

FBS、1%青霉素和1%链霉素的RPMI-1640培

养基,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养至对数生长

期。实验处理后,加入20
 

μL
 

CCK-8试剂,混匀后继

续培养2
 

h。反应结束后,在450
 

nm波长下测定各孔

吸光度(A)值,计算细胞活力:细胞活力
 

=
 

(实验组A
值/对照组A值)×100%。

1.5 ELISA测定炎症因子 NCM460细胞以5×
103

 

个/孔的密度接种于96
 

孔板中,按照1.3方法分

组处理,其中Sinomenine浓度为20
 

μmol/L。所有细

胞置于37
 

℃、5%
 

CO2 恒温培养箱中培养24
 

h。收

集各组细胞,在4
 

℃、2
 

500
 

r/min条件下离心10
 

min,收集上清液。依据ELISA试剂盒说明书测定细

胞上清液中TNF-α、IL-1β、IL-6
 

和IL-10的水平。

1.6 氧化应激测定 NCM460细胞按上述方法分组

处理并培养24
 

h。收集各组细胞并加入1
 

mL
 

RIPA
裂解液,充分裂解后,在4

 

℃以12
 

000
 

r/min速度离

心30
 

min,弃去沉淀,收集上清液。(1)DCFH-DA法

测定细胞ROS水平:参照ROS检测试剂盒说明书测

定样品中ROS
 

水平,激光共聚焦显微镜观测和拍摄

细胞荧光图片。(2)WST-8法测定SOD水平:参照总

SOD活性检测试剂盒说明书测定样品中SOD的水

平,在多功能酶标仪450
 

nm处测定每孔A值,并计算

样品中总SOD活力。(3)TBA法测定 MDA水平:参
照 MDA检测试剂盒说明书测定样品中 MDA水平,
在多功能酶标仪532

 

nm处测定每孔A值,并计算样

品中 MDA水平。

1.7 TUNEL测定细胞凋亡 收集各组细胞,弃去培

养液并用PBS溶液清洗。用4%多聚甲醛在室温下

对细胞固定25
 

min,用PBS溶液再次清洗。用0.5%
的 Triton

 

X-100 透 化 液 处 理 细 胞 10
 

min,根 据

TUNEL试剂盒说明书依次添加相应的试剂进行染

色,并在避光条件下进行孵育。加入DAPI试剂对细

胞核进行复染,在室温下避光反应10
 

min。再次使用

PBS溶液洗涤细胞,并加入防荧光淬灭剂进行密封。
最后,使用荧光显微镜观察每组细胞TUNEL阳性染

色情况,计算各组细胞凋亡率。

1.8 Western
 

blot检测 MCP-1/CCR2通路相关蛋白

表达 收集各组细胞,弃去培养基并加入RIPA裂解

液提取总蛋白,使用BCA法测定总蛋白浓度。将样

品加载到SDS-PAGE凝胶中进行电泳分离,湿转法

将蛋白质转移到PVDF膜上。室温下用10%脱脂奶

粉对膜封闭2
 

h,然后剪切出目标蛋白的条带,并将其

浸泡在含有 MCP-1(1∶1
 

000)和CCR2(1∶1
 

000)抗
体的稀释液中4

 

℃孵育过夜。洗膜,加入含有辣根过

氧化物酶标记二抗(稀释1∶5
 

000)的稀释液,在室温

下摇床孵育1
 

h。洗膜,加入ECL化学发光液。β-ac-
tin作内参,以目的蛋白与内参蛋白的灰度值之比作

为目的蛋白相对表达量。

1.9 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

9统计学软

件进行数据分析及绘图,计量数据以x±s表示,两组

比较采用t检验;多组间比较采用单因素方差分析;
组间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 Sinomenine浓度对LPS诱导的肠上皮细胞活

性影响 通过CCK-8法测定Sinomenine对LPS刺

激下肠上皮细胞活性的影响。在初步实验中,本研究筛
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选了不同浓度的Sinomenine(0.1~100.0
 

μmol/L),并
观察其对细胞活性的作用。结果显示,在0.1~20.0

 

μmol/L内,Sinomenine浓度的增加逐渐增强LPS诱

导的肠上皮细胞活性;而在20~100
 

μmol/L浓度区

间,细胞活性则逐渐下降。基于这些实验结果,20
 

μmol/L
 

Sinomenine浓度表现出最佳的细胞活性,因
此被确定为后续实验中的使用浓度。见图1~2。

  注:与对照组相比,*P<0.05;与LPS组相比,#P<0.05。

图1  不同浓度Sinomenine对LPS诱导肠上皮细胞

活性的影响

2.2 Sinomenine调节LPS诱导的肠上皮细胞炎症

因子水平 通过ELISA检测Sinomenine对LPS诱

导的肠上皮细胞炎症因子水平的调节作用,实验发

现,与对照组相比,LPS组细胞中TNF-α、IL-1β和IL-
6水平显著增加,而IL-10显著降低,差异具有统计学

意义(P<0.05)。与LPS组相比,LPS+Sin组细胞

TNF-α、IL-1β和IL-6水平显著降低,IL-10则显著升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。其中IL-10升高

水平趋近于对照组,差异无统计学意义(P>0.05)。
见图3。

2.3 Sinomenine降低LPS诱导的肠上皮细胞氧化

应激反应 ROS荧光结果显示,与对照组相比,LPS
组ROS阳性细胞数显著增多(P<0.05);与LPS组

对比,LPS+Sin组ROS阳性细胞数则显著减少(P<
0.05)。同样,与对照组相比,LPS组抗氧化指标SOD
水平显著降低,MDA 水平显著增加(P<0.05);与

LPS组相比,LPS+Sin组细胞SOD水平显著升高,

MDA水平显著下降,差异有统计学意义(P<0.05)。
见图4、5。

2.4 Sinomenine抑制 LPS诱导的肠上皮细胞凋

亡 通过TUNEL实验检测Sinomenine对LPS诱导

的肠上皮细胞凋亡的影响,结果显示,与对照组相比,

LPS组凋亡阳性细胞率显著增加(P<0.05);与LPS
组相比,LPS+Sin组凋亡阳性细胞率显著降低(P<
0.05)。见图6、7。

图2  显微镜下观察各组细胞生长情况(×100)

  注:A为TNF-α水平;B为IL-1β水平;C为IL-6水平;D为IL-10水平;与对照组相比,*P<0.05;与LPS组相比,#P<0.05。

图3  Sinomenine对LPS诱导的肠上皮细胞炎症因子水平的影响
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图4  各组细胞ROS荧光强度比较(DCFH-DA法,×400)

  注:A为ROS水平;B为SOD水平;C为 MAD水平。与对照组相比,*P<0.05;与LPS组相比,#P<0.05。

图5  Sinomenine对LPS诱导的肠上皮细胞氧化应激的影响

图6  各组细胞凋亡情况比较(TUNEL法,×400)

2.5 Sinomenine对LPS诱导肠上皮细胞中 MCP-1/

CCR2通路相关蛋白表达的影响 通过 Western
 

blot

实验 检 测 Sinomenine对 LPS诱 导 肠 上 皮 细 胞 中

MCP-1/CCR2通路相关蛋白表达的影响,结果发现,
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与对照组相比,LPS组细胞中 MAP-1和CCR2蛋白

表达 水 平 显 著 升 高(P<0.05);与 LPS组 相 比,

LPS+Sin组细胞中 MAP-1和CCR2蛋白表达水平

则显著降低(P<0.05)。其中CCR2降低水平趋近于

对照组(P>0.05),见图8、9。

  注:*P<0.05;与LPS组相比,#P<0.05。

图7  Sinomenine对LPS诱导的肠上皮细胞凋亡的影响

图8  各组细胞 MCP-1、CCR2蛋白表达情况

  注:与对照组相比,*P<0.05;与LPS组相比,#P<0.05。

图9  Sinomenine对LPS诱导肠上皮细胞 MCP-1/CCR2
通路相关蛋白表达的影响

3 讨  论

IBD是一种涉及胃肠道的慢性炎症性疾病,其发

生受到多种致病因素的共同作用,包括环境变化、基

因易感性、肠道微生物群失衡以及免疫失调。这些因

素导致肠道组织的破坏及肠道屏障功能的损伤[9-10]。

流行病学研究表明,IBD已经成为全球性的健康问

题。在美国和欧洲,分别有超过1万和2万居民被诊

断为IBD患者,且在亚洲、非洲和南美等发展中国家,

IBD的发病率也在逐年上升[11-12]。IBD的慢性、反复发

作和并发症多的特点给患者及医疗系统带来了巨大负

担。因此,深入探讨IBD的发病机制、潜在干预靶点,
以及开发新的防治药物和治疗方法具有重要意义。

目前,IBD的治疗主要依赖免疫调节剂、针对炎

症相关细胞因子的生物制剂,以及旨在恢复肠道微生

物群平衡的疗法[13]。已有研究证明,Sinomenine在

多种疾病中具有抗炎保护作用,包括脓毒症引起的急

性肺损伤、类风湿关节炎和脑缺血再灌注损伤等。Si-
nomenine显著改善了心房颤动大鼠心肌组织病理损

伤及心肌纤维化程度,并下调了IL-6和TNF-α等细

胞因子水平[5]。CD4+T细胞是适应性免疫反应的重

要组成部分,在IBD的病理发展中起着关键作用[14]。

IBD患者肠道组织中T细胞及相关炎症细胞因子的

积累是其显著特征[15]。此外,在IBD活动期患者的

外周血和肠黏膜中,常见Th1细胞反应的过度激活,
表明IBD患者的免疫系统异常激活,肠道黏膜防御机

制遭到破坏[16]。
例如,SONG等[17]的研究和NIU等[18]的研究均

表明Sinomenine能够通过改善肠道菌群平衡和减轻

结肠病理损伤来缓解炎症反应。这与本研究中观察

到的Sinomenine减轻LPS诱导的氧化应激和炎症因

子(如TNF-α、IL-1β和IL-6)升高的作用一致。此外,
本文发现Sinomenine在提高IL-10水平和增加抗氧

化能力方面同样表现出显著的效果,进一步支持了其

抗炎和保护肠道屏障功能的潜力。Sinomenine还改

善了 肠 道 病 理 损 伤 部 位 的 抗 氧 化 指 标,如 SOD、

CAT、GPx、GR和 MDA等,降低了血清和结肠组织

中的TNF-α、IL-1、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-17等细胞因

子水平[18]。本研究发现Sinomenine能够显著改善

LPS诱导的人正常结肠 细 胞 活 力,降 低 炎 症 因 子

TNF-α、IL-1β和IL-6的水平,并提高IL-10水平。同

时,Sinomenine显著减轻了LPS诱导的氧化应激反

应,增加了SOD水平,降低了ROS和 MDA水平,并
抑制了细胞凋亡,进一步支持了Sinomenine对LPS
引起的肠上皮损伤具有潜在的治疗价值。

MCP-1是一种关键的趋化因子,能激活单核细胞

和巨噬细胞,调节炎症反应并触发其他炎症介质的释

放。MCP-1通过与其受体CCR2结合发挥生物学功

能[19]。已有研究表明,MCP-1/CCR2信号通路在炎

症发展中具有不可替代的作用[20-21]。在IBD患者的

肠黏膜中,除了正常肠巨噬细胞外,还发现了反应性

巨噬细胞群体和高水平的 MCP-1。MCP-1能够诱导

单核细胞迁移并干扰血液单核细胞向非反应性肠巨

噬细胞的分化,在IBD 的黏膜病理过程中发挥作

用[22]。本研究发现LPS刺激后肠上皮细胞中 MCP-1
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和CCR2水平显著升高,而Sinomenine则逆转了这一

生理现象,提示Sinomenine通过调节 MCP-1/CCR2
通路对LPS诱导的肠上皮细胞损伤和凋亡具有保护

作用。

Sinomenine的抗炎和修复机制可能涉及多个信

号通 路 的 调 节。首 先,Sinomenine可 能 通 过 抑 制

MAPK和NF-κB信号通路,减少炎症因子如TNF-α、

IL-1β和IL-6的表达,从而减轻肠道炎症反应。其

次,Sinomenine通过增强抗氧化酶的活性,如SOD、

CAT和GPx,减轻氧化应激对肠道上皮细胞的损害,
保护细胞免受自由基的攻击。此外,Sinomenine通过

调节 MCP-1/CCR2通路,抑制单核细胞和巨噬细胞

的过度激活与迁移,减少肠道屏障的破坏,进一步促

进肠道组织的修复。这一多重机制共同作用,表明

Sinomenine具有潜在作为治疗IBD的一种有效药物。
综上所述,Sinomenine通过调控炎症因子、增强抗氧

化能力以及调节免疫反应,为LPS诱导的肠上皮损伤

提供了有效的治疗策略,展现了其在临床应用中的广

阔前景。
在本 研 究 中,虽 然 揭 示 了 Sinomenine在 调 节

MCP-1/CCR2信号通路及改善LPS诱导的肠上皮细

胞损伤中的潜在作用,但仍存在一些局限性。首先,
本研究主要在细胞水平进行,缺乏体内动物模型的验

证,限制了对Sinomenine体内作用效果和机制的全

面理解。未来的研究应在动物模型中进一步验证Si-
nomenine的效果,探索其在体内的机制,以更好地推

动其临床应用。其次,尽管本研究观察到Sinomenine
对炎症因子和氧化应激指标的影响,但对其长期效应

及剂量-效应关系的研究尚不足。由于研究主要集中

在短期作用,未来研究应更深入地探讨不同剂量和长

期使用Sinomenine对肠上皮细胞的影响,特别是其

剂量依赖性,以便为临床应用中的剂量确定和治疗窗

界定提供科学依据。另外,值得注意的是,本研究未

涉及Sinomenine可能导致的不良反应和安全性评

估。Sinomenine作为一种潜在的治疗药物,其安全性

是临床应用的关键问题。未来的研究需要进行Sino-
menine的毒理学评估,确保其在临床中的安全性,从
而推动其作为抗炎药物在IBD治疗中的广泛应用。
因此,未来的研究需要在动物模型中进一步验证Si-
nomenine的效果,探索其剂量依赖性,并评估其安全

性,从而促进其在IBD治疗中的应用。
综上所述,Sinomenine通过调控 MCP-1/CCR2

信号通路,有效改善LPS诱导的肠上皮细胞损伤和炎

症反应,显示出治疗IBD的潜在效能。
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·短篇论著·

非小细胞肺癌患者外周血PD-1、PD-L1表达水平
与肿瘤标志物、病理分期的关系*

赵树强1,李淑勤2

1.山西省汾阳医院检验科,山西吕梁
 

032200;2.山西医科大学汾阳学院临床系内科,山西吕梁
 

032200

  摘 要:目的 探讨非小细胞肺癌(NSCLC)患者外周血程序性死亡分子1(PD-1)、程序性死亡分子1配体

(PD-L1)表达水平与肿瘤标志物、病理分期的关系。方法 选取2024年4-10月山西省汾阳医院收治的70例

NSCLC患者作为NSCLC组,另选择30例体检健康者作为对照组。收集所有研究对象的基线资料,采用流式

细胞术检测外周血T细胞亚群PD-1和D-L1表达水平,采用电化学发光免疫分析法检测血清肿瘤标志物[癌

胚抗原(CEA)、细胞角质蛋白19片段抗原21-1(CYFRA21-1)]表达水平;采用流式细胞术检测外周血中调节

性T细胞(Treg)和辅助性T细胞17(Th17)细胞占CD4+T细胞的比例。分析NSCLC患者外周血PD-1、PD-
L1表达水平与其病理类型及TNM分期的关系,相关性分析采用Pearson探讨。结果 NSCLC组患者的外周

血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+T细胞表面PD-L1表达率均显著高于对照组(P<0.05)。不

同病理类型的NSCLC患者外周血PD-1、PD-L1表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);TNM 分期为

Ⅲ~Ⅳ期NSCLC患者的外周血CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1、CD8+
 

T细胞表面PD-L1表达水平均

高于Ⅰ~Ⅱ期(P<0.05)。NSCLC组患者血清肿瘤标志物CEA、CYFRA21-1表达水平均高于对照组(P<
0.05)。Pearson相关分析显示,NSCLC患者CD4+T细胞PD-1、CD8+T细胞PD-1及CD8+T细胞PD-L1表

达水平与血清肿瘤标志物(CEA、CYFRA21-1)表达水平及免疫细胞亚群(Treg、Th17)表达水平呈正相关(均

P<0.05)。NSCLC组患者的Treg细胞、Th17细胞表达水平均高于对照组(P<0.05)。结论 NSCLC患者

外周血T细胞PD-1、PD-L1表达水平不仅与血清肿瘤标志物CEA、CYFRA21-1呈正相关,且随TNM分期进展

显著升高。此外,外周血PD-1、PD-L1表达水平与Treg细胞和Th17细胞两种免疫细胞亚群均存在正向关联。
关键词:非小细胞肺癌; 程序性死亡分子1; 程序性死亡分子1配体; 肿瘤标志物; 相关性

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2025.19.020 中图法分类号:R734.2
 

文章编号:1673-4130(2025)19-2427-06 文献标志码:A

  非小细胞肺癌(NSCLC)是肺部恶性肿瘤的主要 类型,主要起源于支气管黏膜、腺体及肺泡组织,占所
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