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川陈皮素在体内外模型中对肠干细胞增殖的影响
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　　［摘要］　目的　探讨在体内外模型中常用有效剂量川陈皮素（ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ，ＮＯＢ）对肠道干细胞的调
节作用。方法　构建小鼠结肠癌细胞系ＭＣ３８的３Ｄ培养模型，加入不同浓度 ＮＯＢ，观察克隆死亡和存
活。构建小鼠小肠类器官模型，在类器官培养体系中添加不同浓度的 ＮＯＢ，观察类器官的出芽和生长，
利用ＭＴＴ染色后的类器官成像进行面积和吸光值计算。在５０、１００μｍｏｌ／Ｌ浓度 ＮＯＢ干预体系中不同
时间撤掉ＮＯＢ，观察类器官生长。在５０μｍｏｌ／Ｌ浓度 ＮＯＢ处理类器官的体系中分别加入 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１、
ＣＨＩＲ９９０２１加强Ｗｎｔ通路激活信号，观察类器官的生长。对 Ｃ５７／Ｂ６Ｊ小鼠灌胃不同浓度 ＮＯＢ，连续给
药４ｄ，观察肠道隐窝和绒毛长度比，观察隐窝细胞凋亡，以及隐窝底部干细胞龛中 Ｏｌｆｍ４／ＢｒｄＵ染色阳
性的细胞数量。结果　与对照组相比，５０μｍｏｌ／ＬＮＯＢ即可显著促进肿瘤细胞ＭＣ３８成球后死亡，显著
降低克隆形成率（Ｐ＜０．００１）。与对照组相比，ＮＯＢ从５０μｍｏｌ／Ｌ起可以显著抑制肠类器官的出芽，５０～
２００μｍｏｌ／ＬＮＯＢ可以显著抑制类器官的生长（Ｐ＜０．００１），并且具有剂量依赖效应；ＮＯＢ撤药后在
５０μｍｏｌ／Ｌ时肠类器官生长容易恢复，在１００μｍｏｌ／Ｌ时难以恢复到正常水平。增强Ｗｎｔ通路的激活可
以部分挽救ＮＯＢ对肠类器官的抑制作用。在体给予高于常用浓度的 ＮＯＢ不能诱导肠隐窝细胞凋亡，
不影响肠干细胞的数目和增殖，不影响隐窝和绒毛比。结论　ＮＯＢ具有抑制正常肠干细胞的能力，可能通
过调控干细胞相关通路如Ｗｎｔ发挥作用，但其在在体不能发挥抑制干细胞增殖的效应；这提示 ＮＯＢ在
常规浓度应用的安全性，同时提醒对ＮＯＢ在在体肿瘤模型中发挥的抑制作用需要进行更深入的评估。
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　　天然产物及其衍生物已成为针对多种疾病预防和
治疗药物开发的重要来源［１］。柑橘类植物中富含生物

活性类黄酮的化合物已引起广泛关注［２］。川陈皮素

（ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ，ＮＯＢ）是一种多甲氧基黄酮（ｐｏｌｙｍｅｔｈｏｘｙｌａｔｅｄ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＰＭＦｓ），主要存在于柑橘、陈皮、橙子和一些
杂交橙子的外皮中［２］。研究证实，在多种人类疾病模

型中，ＮＯＢ在调节昼夜节律［３］、调节代谢［４－５］、抗氧

化［２，６］、抗炎［４，６］等方面发挥积极作用。

　　另一方面 ＮＯＢ可以调节参与细胞死亡和增殖的
信号通路［７－１１］。多项研究证实 ＮＯＢ对脑、乳腺、肺、
胃、结肠、肝等多种组织来源的癌细胞具有生长抑制和

细胞毒性作用［７－８］。影响细胞周期和增殖的药物通常

对肠道等更新速度快的正常组织产生副作用。大部分

研究结果证实 ＮＯＢ对结直肠癌细胞的 ＩＣ５０ 在
５０μｍｏｌ／Ｌ以上［８］，在这个浓度下的 ＮＯＢ是否对快速
增殖的正常组织细胞如肠上皮细胞有影响还没有得到

确切证实［９］。

　　肠上皮的更新是由隐窝中肠干细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＩＳＣ）池的自我更新和分化来支持的［１２］。在

体外模型中依靠细胞因子和细胞基质的支持，可实现

肠干细胞的培养，最终长成肠道类器官［１３－１４］。在体肠

干细胞的特性可以在肠道类器官中得到较好的保存和

模拟，因此它逐渐成为毒理学评价的重要模型［１５－１６］。

本研究采用小鼠小肠类器官给药处理和在体给药处理

两种模型，系统观察 ＮＯＢ对肠道干细胞增殖的影响，
并初步探讨其相关机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　小鼠　　Ｃ５７／Ｂ６Ｊ野生型雄性小鼠，８～１０周
龄，体质量２３～２６ｇ，购自重庆恩斯维尔生物科技有限
公司，饲养于 ＳＰＦ房间内，自由饲喂食物和水，生活环
境为１２ｈ黑夜和１２ｈ白天，室温２２～２５℃。动物实
验均经陆军军医大学动物伦理学评审通过。

１．１．２　试剂　　ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清 ＦＢＳ、
ＤＰＢＳ购自 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司（美国），青霉素
链霉 素、ＰＢＳ、ＭＴＴ、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＢＳＡ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ（１００×）购自碧云天公司（中国），
胰蛋白酶ＥＤＴＡ购自 Ｃｙｔｉｖａ公司 （美国），Ｚｉｎｃ
ＦｏｒｍａｌｉｎＦｉｘａｔｉｖｅ、ＢｒｄＵ（５Ｂｒｏｍｏ２’ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ）购自
Ｓｉｇｍａ公司（美国），Ｄ山梨醇购自ＢＢＩ公司（中国），蔗
糖购自科密欧公司（中国），恩诺沙星购自华畜公司

６９１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（中国），川陈皮素（ＮＯＢ）购自 ＭＣＥ公司（美国），
ＤＭＳＯ、ＴＲＩＺＯＬｒｅａｇｅｎｔ购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司（美国），Ｙ
２７６３２ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＲＯＣＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）购自 Ｓｉｇｍａ公
司 （美 国），ＩｎｔｅｓｔｉＣｕｌｔＴＭ Ｏｒｇａｎｏｉｄ Ｇｒｏｗｔｈ Ｍｅｄｉｕｍ
（Ｍｏｕｓｅ）、Ｃｈｉｒ９９０２１购自 ＳＴＥＭＣＥＬＬ公司（加拿大），
ＡｄｖａｎｃｅｄＤＭＥＭ／Ｆ１２（１×）、ＧｌｕｔａＭＡＸＴＭ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ
（１００×）、Ｂ２７ＳｅｒｕｍＦｒｅｅＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（５０×）、Ｎ２
Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（１００×）购自 Ｇｉｌｂｃｏ公司（美国）。无水乙
醇购自重庆化工公司（中国），柠檬酸盐组织抗原修复

液、内源性过氧化物酶阻断剂、酶标免疫组化山羊抗小

鼠ＩｇＧ二抗、酶标免疫组化山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗、ＰＢＳ
缓冲粉末（ｐＨ＝７．３）、中性树脂、ＤＡＢ显色剂试剂盒
（２０×）购自中国北京中杉金桥公司（中国），曲拉通
ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自索莱宝公司（中国），ＢｒｄＵ购自 ＢＤ
Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司，Ｏｌｆｍ４ＸＰ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ购自 ＣＳＴ公
司（美国），羧甲基纤维素钠购自海天生物科技公司

（中 国 ），ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎ Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１ 购 自
ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司（美国），ＭＡＴＲＩＧＥＬＭＡＴＲＩＸＨｉｇｈ购
自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司（美国）。
１．２　方法
１．２．１　药物配制　　离体实验：使用 ＤＭＳＯ溶解
ＮＯＢ成１００ｍｍｏｌ／Ｌ的母液后冰箱保存备用，使用时
使用培养基分别稀释至特定的工作浓度 １０、２５、５０、
１００、２００μｍｏｌ／Ｌ；在体实验：根据小鼠体质量计算每组
小鼠的药物使用剂量，给药剂量按１００、２００、４００ｍｇ／ｋｇ分
别计算，混悬于羧甲基纤维素钠（０．５％）中，灌胃，
３００μＬ／只。
１．２．２　小鼠结肠癌 ＭＣ３８细胞系 ３Ｄ培养　　ＭＣ３８
小鼠结肠癌细胞系由上海交通大学刘福实验室馈赠。

培养板准备：将４℃预冷的Ｍａｔｒｉｇｅｌ加入９６孔培养板
中至铺满孔板底部后，３７℃放置 ３０ｍｉｎ。细胞准备：
将可以使用的ＭＣ３８细胞消化后计数，按每孔 １００００
细胞、５０μＬ培养基稀释后，接种于９６孔板中，３７℃、
５％ＣＯ２，３０ｍｉｎ。剩余 ５０μＬ培养基，冰浴至 ０℃，按
培养基∶Ｍａｔｒｉｇｅｌ＝１９∶１加入Ｍａｔｒｉｇｅｌ，混匀加入每孔中。
３７℃、５％ＣＯ２，培养 ４ｄ左右。镜下观察所有细胞成
球后开始给药处理，分别给予５０、１００μｍｏｌ／ＬＮＯＢ，同
时设置对照组和２‰ＤＭＳＯ溶剂对照组，处理４ｄ后倒
置显微镜拍照，进行四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）活性检
测、染色和成像处理，统计分析 ３Ｄ球体的成球率及
ＭＴＴ染色后的球体ＩＯＤ值。
１．２．３　小鼠小肠隐窝类器官培养　　参考文献
［１６］，在无菌环境下 Ｃ５７ＢＬ／Ｂ６Ｊ野生型小鼠安乐死
后，７５％乙醇浸泡 １ｍｉｎ，取出小肠使用无菌冰 ＤＰＢＳ

冲出肠道内容物；剖开小肠，进一步涮洗小肠至无明显

可见肠内容物。剪成０．５ｃｍ肠段，于放有预冷 ＥＤＴＡ
螯合液的５０ｍＬ离心管中，摇床４℃孵育３０ｍｉｎ后更
换ＤＰＢＳ，冰上静止１５ｍｉｎ。利用上下震摇的剪切力使
肠隐窝和绒毛分离，７０μｍ的滤器过滤后离心收集隐
窝悬浊液。用 ０．１％ＢＳＡＰＢＳ洗涤离心和计数后用
Ｍａｔｒｉｇｅｌ重悬，按１０μＬ的Ｍａｔｒｉｇｅｌ含３０～５０个隐窝接
种于９６孔板中，３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中孵育 １７～
２２ｍｉｎ，按 １００μＬ／孔添加含有 Ｂ２７（Ｇｌｉｂｃｏ，Ｃａｔ：
１７５０４０４４）和 Ｎ２（Ｇｉｌｂｃｏ，Ｃａｔ：１７５０２０４８）的
ＩｎｔｅｓｃｕｌｔＴＭ类器官完全培养基（ＳｔｅｍｃｅｌｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｃａｔ：０６００５）。间隔１ｄ更换培养基。
１．２．４　ＮＯＢ体外实验　　小鼠小肠隐窝在 ９６孔板
中培养 ２４ｈ，然后加入不同浓度的 ＮＯＢ处理 ７２ｈ；
ＮＯＢ的浓度为 １０、２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ。在 ＮＯＢ
撤药实验中，在９６孔板中培养４８ｈ后，分别给予５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＯＢ处理，２４ｈ或４８ｈ后，更换新的不
含ＮＯＢ的培养基，培养至结束观察。撤药后类器官增
长率按公式计算。

　　增长率＝
撤药后面积－撤药前面积

撤药前面积
×１００％

　　在ＮＯＢ效应挽救实验中，肠道类器官在９６孔板
中培养４８ｈ，给予５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＮＯＢ持续处理，分别
联合添加１、２μｇ／ｍＬ的 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１或２、４ｎｍｏｌ／Ｌ的
ＣＨＩＲ９９０２１两种药物浓度进行培养，联合处理７２ｈ后
进行ＭＴＴ染色检测；所有处理设置空白对照组及２‰
ＤＭＳＯ处理组（Ｖｅｈ）。各组均在药物处理后间隔２４ｈ
使用倒置显微镜拍照，并分别统计类器官出芽数及

面积。

１．２．５　类器官成像　　使用 ＥＶＯＳＭ５０００成像系统
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）拍摄类器官。根据以前的报道［１６］，基

于面积和积分光密度（ＩＯＤ）对经 ＭＴＴ染色的类器官
进行成像和分析。

１．２．６　ＮＯＢ体内实验　　小鼠习服１～２周后，随机分
组，设置对照组及１００、２００、４００ｍｇ／ｋｇ的 ＮＯＢ处理组
（ｎ＝４）。根据小鼠体质量，使用０．５％羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣＮａ）混悬 ＮＯＢ，６０Ｈｚ、３７℃超声水浴 ３０ｍｉｎ，灌
胃，每天记录小鼠状态和体质量变化，连续处理４ｄ，小
鼠取材前 ２ｈ给予腹腔注射 ＢｒｄＵ（１００ｍｇ／ｋｇ），收集
肠道及脏器等后甲醛固定，并制成蜡块保存。

１．２．７　组织病理 ＨＥ染色　　将小鼠组织固定、脱
水、石蜡包埋后得到３μｍ切片。切片在染色前烘干，
然后脱蜡并在自来水中漂洗。苏木精染色，分化 ２～
３ｍｉｎ，用酒精伊红复染，梯度乙醇脱水。切片烘干后
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在二甲苯中透明，通风橱风干、封片；最后用奥林巴斯

显微镜拍摄，并统计每组小肠隐窝绒毛比和隐窝底部

凋亡小体情况。

１．２．８　免疫组化染色　　小鼠小肠切片在染色前干
燥处理，然后脱蜡并在自来水中漂洗。用柠檬酸缓冲

液修复抗原，然后用 ３％的双氧水阻断。一抗 ４℃孵
育过夜，洗涤后加入相应二抗，孵育 １ｈ后进行 ＤＡＢ
染色。染色后脱水封片，用奥林巴斯显微镜成像，统计

隐窝底部＋４位以下Ｏｌｆｍ４＋和ＢｒｄＵ＋的细胞数，并对每
组进行统计分析。

１．３　统计学分析
　　生物实验每组至少重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组
间差异比较采用非配对 ｔ检验及单因素方差分析，使
用ＧｒａｐｈＰａｄ９．０进行分析。单因素方差分析使用
Ｔｕｋｅｙ’ｓ多重检验分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学

意义。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（６．０版）测量器官的面积和
累积光密度ＩＯＤ。

２　结果

２．１　ＮＯＢ可以抑制３Ｄ培养的肠道肿瘤细胞
　　选取小鼠肿瘤细胞ＭＣ３８模型，进行３Ｄ培养成细
胞球，采用川陈皮素５０、１００μｍｏｌ／Ｌ处理。４ｄ后，与
对照组相比，ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理组 Ｍ３８球体开始变
得松散，细胞球体开始解离，ＮＯＢ１００μｍｏｌ／Ｌ处理组
出现明显的细胞死亡碎片（图１Ａ）。统计分析结果显
示，ＮＯＢ处理组ＭＣ３８细胞系的成球率较对照组显著
降低（Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）。在Ｚ轴不同层面上可以更加
清晰观察到 ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理后的球体解离（图
１Ｃ）。ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理组 ＭＴＴ染色后克隆平均
ＩＯＤ值也显著低于对照组（Ｐ＜０．００１，图１Ｄ、Ｅ）。
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ａ：Ｐ＜０．００１
Ａ：ＮＯＢ对ＭＣ３８细胞３Ｄ培养系统的影响；Ｂ：各组成球率对比统计；Ｃ：两组球体Ｚ轴图像对比（间隔２μｍ／图）；
Ｄ：两组对３Ｄ培养系统中瘤体ＭＴＴ活性染色图像；Ｅ：Ｄ图中两组ＩＯＤ统计分析

图１　ＮＯＢ对３Ｄ培养的ＭＣ３８肿瘤细胞的影响（ｎ＝３）
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２．２　抑制肿瘤细胞常规剂量的ＮＯＢ可以抑制小肠类
器官的生长

　　为检测 ＮＯＢ对小鼠小肠隐窝细胞生长的抑制作
用，将小鼠小肠隐窝接种于Ｍａｔｒｉｇｅｌ中，２４ｈ后分别加
入不同浓度的ＮＯＢ。进一步孵育２４ｈ后，不同组的类
器官呈现不同的表型（图２Ａ）。对照组中类器官典型
的形态是中心圆形绒毛状结构，周围有多个萌芽的隐

窝状结构。ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ或更高剂量抑制了类器官
新芽形成（图２Ａ），甚至可以是使这些新芽逆转，导致
类器官形成囊状结构（图 ２Ａ），并降低了出芽率（Ｐ＜
０．０１，图２Ｂ）。经１０μｍｏｌ／Ｌ或２５μｍｏｌ／ＬＮＯＢ处理
的器官仍然是经典的类器官结构（图２Ａ）。培养４８ｈ
后，经２００μｍｏｌ／Ｌ处理的类器官细胞中出现了明显的
细胞死亡和崩解（图２Ｃ）。计数克隆数并测定面积后
发现，与对照组相比，ＮＯＢ处理组的类器官平均面积
显著减少（Ｐ＜０．０１，图２Ｄ）。表明常规抑制肿瘤细胞
浓度的ＮＯＢ在体外可以明显抑制肠道干细胞 ＩＳＣ和
前体细胞的生长。

２．３　特定浓度ＮＯＢ抑制肠道类器官的效应具有时效性
　　为了进一步探究ＮＯＢ对肠道干细胞的抑制作用，
连续观察 ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理后不同时间点类器官
的形态，并追踪单个类器官面积变化。与对照组相比，

ＮＯＢ处理组类器官的形态发生了明显变化（图 ３Ａ），
并且这种变化伴随着 ＮＯＢ处理而持续存在（图３Ａ），
在类器官增长率上可以看出 ＮＯＢ作用时间越长对类
器官的生长抑制影响越明显（图３Ｂ）。在撤药效应观
察实验中，在可以明显抑制类器官的浓度 ５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ下，ＮＯＢ作用 ４８ｈ后撤药与持续给药组
类器官大小差异不明显，同时 ＮＯＢ处理２４ｈ后撤药
组类器官的恢复较４８ｈ撤药组恢复更快（Ｐ＜０．０５，图
３Ｃ～Ｅ），但是这种恢复并不能完全逆转 ＮＯＢ的抑制
效应（图３Ｃ、Ｅ）。这说明ＮＯＢ对类器官的抑制作用具
有时间依赖性，短时间内的抑制作用还可以被纠正，但

是随着ＮＯＢ作用时间延长，其对类器官的抑制作用则
难以再被纠正。
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１：Ｖｅｈ；２：ＮＯＢ１０μｍｏｌ／Ｌ；３：ＮＯＢ２５μｍｏｌ／Ｌ；４：ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ；５：ＮＯＢ１００μｍｏｌ／Ｌ；６：ＮＯＢ２００μｍｏｌ／Ｌ；ａ：Ｐ＜
０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：不同浓度ＮＯＢ处理肠类器官２４ｈ后出芽情况；Ｂ：不同浓度下类器官出芽率的统计（ｎ＝３）；Ｃ：不同浓度 ＮＯＢ
处理类器官４８ｈ后类器官图像及ＭＴＴ染色后类器官克隆情况；Ｄ：不同浓度下单个类器官面积分析（ｎ＝４５）

图２　ＮＯＢ对小鼠小肠类器官生长抑制的观察

９９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）
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１：Ｖｅｈ组；２：持续处理组；３：处理２４ｈ撤药组；４：处理４８ｈ撤药组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＮＯＢ处理后不同时间类器官图像；Ｂ：ＮＯＢ处理后不同时间单个类器官面积变化（ｎ＝３０）；Ｃ：ＭＴＴ活性检测
ＮＯＢ５０、１００μｍｏｌ／Ｌ处理后各组类器官克隆图像；Ｄ：ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理后各组类器官ＩＯＤ统计分析（ｎ＝４５）；
Ｅ：ＮＯＢ１００μｍｏｌ／Ｌ处理后各组类器官ＩＯＤ统计分析（ｎ＝４５）

图３　ＮＯＢ对小鼠小肠类器官生长抑制的时效性

２．４　特定浓度ＮＯＢ对肠道干细胞的抑制具有可逆性
　　不同浓度ＮＯＢ对类器官的抑制程度不一致，通过撤
药实验观察发现，与持续处理组相比，ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处
理２４ｈ后撤药组类器官的增长率明显可以得到恢复
（Ｐ＜０．０１，图４Ａ、Ｂ），但是处理４８ｈ后撤药组类器官增
长率与持续处理组相比差异无统计学意义（图４Ａ、Ｂ）；
当 ＮＯＢ浓度升到 １００μｍｏｌ／Ｌ时（出芽已经明显抑
制），与持续处理组相比，撤药组重新出芽率和单个类

器官的出芽数目差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ
～Ｅ）。这些结果提示在特定浓度ＮＯＢ处理下，对肠道
干细胞抑制是可逆的，即部分活跃的 ＩＳＣ可以变得静
止，等ＮＯＢ祛除后可以快速恢复活跃状态；而高浓度
和长时间ＮＯＢ处理会导致部分ＩＳＣ的过度静止、分化
和衰老等，形成不可逆的抑制。

２．５　提高Ｗｎｔ通路可以部分挽救ＮＯＢ对小肠类器官
的抑制效应

　　为了确定Ｗｎｔ通路在 ＮＯＢ处理表型中的潜在作
用，在类器官培养系统中分别加入 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１和 ＧＳＫ
抑制剂（ＣＨＩＲ９９０２１）进行挽救性实验。类器官培养体
系中额外加入不同剂量的ＮＯＢ和Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１（图５Ａ），
与单独ＮＯＢ处理组相比，Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１（２μｇ／ｍＬ）会增加
类器官的大小，并且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图
５Ｂ）；与单独ＮＯＢ处理组相比，ＣＨＩＲ９９０２１处理也增加
了类器官的大小，但是差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图
５Ｃ、Ｄ）。然而，在ＮＯＢ处理组中，Ｗｎｔ激活剂影响下的
类器官大小仍然小于溶剂对照组（Ｐ＜０．００１，图５Ｂ、Ｄ）。
表明激活Ｗｎｔ通路可以部分恢复ＮＯＢ对类器官中ＩＳＣ
的抑制作用，ＮＯＢ可以调控多条信号通路抑制ＩＳＣ。

００２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｖｅｈ组；２：持续处理组；３：处理２４ｈ撤药组；４：处理４８ｈ撤药组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１
Ａ：ＮＯＢ５０μｍｏｌ／Ｌ处理后各组类器官撤药前后生长情况；Ｂ：各组撤药后类器官增长率对比（ｎ＝３０）；Ｃ：ＮＯＢ
１００μｍｏｌ／Ｌ处理后各组类器官撤药前后生长情况；Ｄ：各组类器官重新出芽率对比（ｎ＝３）；Ｅ：各组撤药后单个类器
官出芽数目统计（ｎ＝４５）

图４　ＮＯＢ对小鼠小肠类器官生长抑制的可逆性

２．６　ＮＯＢ在体模型应用不影响肠道干／祖细胞的增殖
　　在体内研究中ＮＯＢ剂量一般为１００～２００ｍｇ／ｋｇ［７－８］。
为了进一步测试ＮＯＢ在体内应用对肠隐窝干、祖细胞
动态平衡的影响，采用不同剂量ＮＯＢ连续给药灌胃小鼠
的模型。如ＨＥ染色结果所示（图６Ａ），即使４００ｍｇ／ｋｇ
也不影响隐窝／绒毛长度比（图６Ｂ）。与对照组相比，
ＮＯＢ处理组未见明显的细胞凋亡增加（图６Ｃ、Ｄ）。这
些结果提示：较高浓度的ＮＯＢ也不会诱导快速增殖的
肠道隐窝干细胞和祖细胞的死亡而降低组织更新能

力。ＢｒｄＵ掺入实验显示，不同剂量组 ＮＯＢ处理的隐

窝细胞增殖未见明显下降（图６Ｇ、Ｈ）。为了进一步评
估ＩＳＣ的数量，进行了 ＩＳＣ标记分子 Ｏｌｆｍ４的组化染
色。各个剂量的ＮＯＢ处理并不能减少隐窝中低于＋４
位置的Ｏｌｆｍ４＋细胞的数量（图 ６Ｅ、Ｆ）。另外，本研究
尝试用了最大剂量 ８００ｍｇ／ｋｇ，虽然可以促使小鼠体
质量下降和死亡，但是对肠隐窝细胞的凋亡和增殖仍

无显著影响（数据未显示）。这些结果提示，既往研究

中使用的ＮＯＢ剂量在离体模型中不能有效发挥调控
干细胞关键信号的作用来抑制体内肠干／祖细胞的
增殖。

１０２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１
Ａ：Ｖｅｈ组及ＮＯＢ联合Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１处理后类器官图像及ＭＴＴ染色类器官克隆图像；Ｂ：单个克隆ＩＯＤ统计分析　
１：Ｖｅｈ；２：ＮＯＢ；３：ＮＯＢ＋Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１（１μｇ／ｍＬ）；４：ＮＯＢ＋Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１（２μｇ／ｍＬ）；Ｃ：Ｖｅｈ组及ＮＯＢ联合ＣＨＩＲ９９０２１
处理后类器官图像及ＭＴＴ染色类器官克隆图像；Ｄ：单个克隆ＩＯＤ统计分析　１：Ｖｅｈ；２：ＮＯＢ；３：ＮＯＢ＋ＣＨＩＲ９９０２１
（２ｎｍｏｌ／Ｌ）；４：ＮＯＢ＋ＣＨＩＲ９９０２１（４ｎｍｏｌ／Ｌ）

图５　在类器官培养中提高Ｗｎｔ通路对ＮＯＢ抑制效应的挽救作用（ｎ＝１５）

３　讨论

　　ＮＯＢ生物学活性的多样性使其成为对多种疾病
具预防和／或治疗有前景的候选药物，包括炎症、代谢
和衰老相关的疾病［１７－１９］。作为一种食品来源的多甲

氧基黄酮类小分子，ＮＯＢ被认为具有较高的安全性。
但是同时，ＮＯＢ在体外对多种癌细胞系具有抑制作
用，主要是诱导细胞凋亡，抑制细胞周期等［７－８，２０－２２］。

肿瘤细胞的特点之一是不受控的快速增殖，很多抑制

肿瘤的药物对正常快速增殖的细胞有影响；在临床中，

一些细胞毒性的药物往往对胃肠道有较强的副作用。

在评估药物对肿瘤细胞的作用同时，需要同时检测其

对正常组织细胞的影响。迄今为止，还没有对ＮＯＢ正
常小肠上皮干细胞的作用进行系统的研究。

　　人的小肠上皮１周左右更新１次，小鼠的肠上皮

更新周期是３～５ｄ。上皮细胞由隐窝新生然后大部分
向上迁徙到绒毛区脱落［２３］。位于隐窝底部被潘氏细

胞包夹的Ｌｇｒ５干细胞大部分处于活跃的细胞周期，不
断产生前体细胞，供给隐窝绒毛单位。Ｌｇｒ５干细胞表
达Ｏｌｆｍ４、Ａｓｃｌ２等一系列特征性的基因，受到 Ｗｎｔ、
Ｎｏｔｃｈ、ＥＧＦ、ＢＭＰ等信号通路的精确调控［１２］。在

Ｍａｔｒｉｇｅｌ中添加相关的调控因子，可以促使肠干细胞在
离体环境中增殖和分化成长为肠道类器官。类器官早

期呈囊球状，随着Ｐａｎｅｔｈ细胞的分化和Ｌｇｒ５的扩增会
出芽形成新的隐窝结构并不断长大；后续死亡的上皮

细胞会在囊状（绒毛区）进行脱落。隐窝出芽和新生

的数量代表了 Ｌｇｒ５干细胞的扩增。在本研究模型中
ＮＯＢ处理早期未观察到明显的细胞死亡，晚期观察到
的类器官周围的细胞碎片通常与衰老诱导的分化细胞

死亡有关，而不是促使ＩＳＣ或祖细胞的死亡。这让人

２０２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｖｅｈ；２：ＮＯＢ１００ｍｇ／ｋｇ；３：ＮＯＢ２００ｍｇ／ｋｇ；４：ＮＯＢ４００ｍｇ／ｋｇ
Ａ：ＨＥ染色观察各组对肠隐窝干、祖细胞形态；Ｂ：各组隐窝／绒毛长度比统计（ｎ＝２００）；Ｃ：各组小肠隐窝细胞凋
亡小体；Ｄ：各组凋亡小体统计（ｎ＝１００）；Ｅ：各组Ｏｌｆｍ４染色图像；Ｆ：各组隐窝底部＋４位以下 Ｏｌｆｍ４＋细胞数（ｎ＝
１５０）；Ｇ：各组ＢｒｄＵ染色图像；Ｈ：各组隐窝底部＋４位以下ＢｒｄＵ＋细胞数（ｎ＝１５０）

图６　ＮＯＢ在体应用对肠道干、祖细胞存活和增殖的影响

联想到用１００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＯＢ处理的白血病细胞系模
型，ＮＯＢ没有诱导明显的凋亡，但能有效地抑制细胞
生长［２４］。值得注意的是，这一剂量范围下，ＭＣ３８等多
种肿瘤细胞也受到了明显的抑制。在诸多体外实验报

道中，ＮＯＢ对肿瘤细胞的抑制剂量集中在 ５０～
２００μｍｏｌ／Ｌ［７－８，２０］。本研究结果说明，在这种剂量下，
ＮＯＢ虽然有广泛的肿瘤抑制效果但同时也会影响正

常肠上皮干细胞的增殖。

　　本研究结果显示，ＮＯＢ在体外模型对 ＩＳＣ有明显
抑制作用，进一步在体内测试ＮＯＢ对ＩＳＣ的作用。出
乎意料的是，即使采用比以往研究［８］大得多的剂量

（２００～４００ｍｇ／ｋｇ）也没有对ＩＳＣ自我更新和隐窝细胞
增殖产生明显的抑制作用。另外，剂量如果提高到

８００ｍｇ／ｋｇ会引起小鼠的体质量下降和死亡，但是依

３０２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



然没有引起明显的隐窝细胞凋亡和干细胞数目的减少

（数据未显示）。体内模型和体外模型不一致的原因

可能有几个。首先，ＮＯＢ作为一种类黄酮化合物溶解
度低，具有亲脂性，在肠道的吸收率较低［２５］，导致ＮＯＢ
肠道生物利用度较低［２６］；体内ＮＯＢ剂量可能达不到体
外使用的５０μｍｏｌ／Ｌ浓度［２７］，使用纳米乳剂可能会增

加其吸收［２５］。其次，类黄酮化合物多会在回肠吸收后

与肠道菌群相互作用最终改变其生物学特性［２５］。ＮＯＢ
在体内的代谢可能会改变其有效性。第三，尽管类器官

的ＩＳＣ特征保持良好，但考虑到来自微环境的不同信
号，体内仍有一些不同的通路被激活，影响ＮＯＢ的相关
作用。

　　体外实验结果提示，如果增强 Ｗｎｔ信号强度，对
ＮＯＢ抑制类器官的效应可以部分挽救，这证实ＮＯＢ确
实具有调控ＩＳＣ维持的关键信号通路的能力，包括下调
ＷＮＴ通路而促进肠干细胞的静止和分化。而这些信号
通路同时也是调控肿瘤甚至是肿瘤干细胞的关键通路，

ＮＯＢ对这些通路的调控具有一定的剂量依赖性。而小
鼠连续给药的实验结果表明这种剂量效应在在体是很

难实现的；这提示如果将来要开发ＮＯＢ的抑制肿瘤的
效应，需要对ＮＯＢ分子进行进一步改造，降低其对正常
干细胞的影响，保留其对肿瘤细胞的抑制和杀伤效能。

而目前在肿瘤模型中尤其是在体模型中解释ＮＯＢ对肿
瘤细胞的抑制作用需要非常谨慎，重视离体模型和在体

模型的不一致性。另一方面，目前广泛开展的应用ＮＯＢ
进行抗氧化、调控代谢和生物节律、抗衰老等研究是相

对安全的，因为在体模型中的极大剂量亦不会对肠上皮

干细胞稳态造成影响。但是ＮＯＢ是否可以通过影响在
体小肠隐窝细胞的基因，如抗菌肽分泌、消化吸收等对

在体模型的多种表型产生贡献，还需要进一步的研究。
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