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腺苷促进溃疡性结肠炎肠黏膜修复的实验研究

黄 河，王 磊，文西年　（新疆医科大学第五附属医院胃肠外科，新疆 乌鲁木齐 830011）

［摘 要］　目的　探究腺苷对溃疡性结肠炎（UC）大鼠肠黏膜损伤的影响及作用机制。方法　以 4%葡聚糖硫酸钠诱导建立

UC 大鼠模型，将 40 只 SD 大鼠随机分为对照组（饮用蒸馏水）、模型组（建立 UC 模型）、腺苷组（建模后腹腔注射 5 mg/kg 腺苷）、

BzATP+腺苷组（建模后腹腔注射 5 mg/kg腺苷和 5 mg/kg P2X7受体激动剂BzATP），每组 10只。对各组大鼠进行总体疾病活动指数

（DAI）评分与结肠黏膜损伤指数（CMDI）评分；HE染色观察各组大鼠结肠组织病理学损伤；ELISA法测定各组大鼠结肠组织中炎症

因子 IL-1β、IL-18水平，免疫组化染色和Western blot检测各组大鼠结肠组织中P2X7受体（P2X7R）/核苷酸结合寡聚化结构域样受体

蛋白3（NLRP3）炎症通路及闭锁蛋白（Occludin）、闭锁小带蛋白-1（ZO-1）的表达变化。结果　与模型组比较，腺苷组大鼠DAI评分和

CMDI评分降低，结肠组织充血、水肿及炎症细胞浸润减轻，结肠组织中 IL-1β和 IL-18水平，P2X7R、NLRP3和半胱天冬氨酸蛋白酶-1
（Caspase-1）表达降低，Occludin、ZO-1 表达升高，差异均有统计学意义（P<0. 05）。与腺苷组比较，腺苷+BzATP 组大鼠 DAI 评分和

CMDI评分升高，结肠组织充血、水肿加重，结肠组织中 IL-1β、IL-18水平及P2X7R、NLRP3和Caspase-1表达升高，Occludin、ZO-1表达

降低，差异均有统计学意义（P<0. 05）。结论　腺苷能够改善 UC大鼠肠黏膜损伤并促进肠黏膜屏障修复，其作用机制可能与抑制

P2X7R介导的炎症级联反应有关。
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Experimental study on adenosine in promoting intestinal mucosal repair in ulcerative colitis
HUANG He，WANG Lei，WEN Xi-nian　（Department of Gastroenterology，Fifth Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University，
Urumqi Xinjiang 830011，China）

Abstract: Objective　To investigate the effect of adenosine on intestinal mucosal injury in rats with ulcerative colitis （UC） and its 
mechanism. Methods　UC was induced in SD rats by administering 4% dextran sulfate sodium.  Forty SD rats were randomly divided into 
the control group （drinking distilled water），model group （induced UC model），adenosine group （intraperitoneal injection of 5 mg/kg 
adenosine after modeling），and BzATP+adenosine group （intraperitoneal injection of 5 mg/kg adenosine and 5 mg/kg of the P2X7 receptor 
agonist BzATP after modeling），with 10 rats in each group.  The overall disease activity index （DAI） and colon mucosal injury index （CMDI） 
scores were assessed on the rats in each group； the colon tissue pathological damage of the rats in each group was observed by HE staining.  
The levels of inflammatory factors IL-1β and IL-18 in the colon tissue of the rats in each group were determined by ELISA，and the expression 
changes of P2X7 receptor （P2X7R）/NLR family pyrin domain containing 3 （NLRP3） inflammatory pathway，and Occludin and zonula 
occluden-1 （ZO-1） in the colon tissue of the rats in each group were detected by immunohistochemistry staining and Western blot. Results　
Compared with the model group，rats in the adenosine group showed significantly lower DAI and CMDI scores （P<0. 05），alleviated colon tissue 
congestion，edema，and inflammatory cell infiltration，decreased levels of IL-1β and IL-18，reduced expression of P2X7R，NLRP3，and 
Caspase-1，and increased expression of Occludin and ZO-1，with statistically significant differences （P<0. 05）.  Conversely，compared to the 
adenosine group，the adenosine+BzATP group exhibited significantly higher DAI and CMDI scores，aggravated colon tissue congestion and 
edema，increased levels of IL-1β and IL-18，elevated expression of P2X7R，NLRP3，and Caspase-1，and decreased expression of Occludin and 
ZO-1，with statistically significant differences （P<0. 05）. Conclusion　 Adenosine can ameliorate intestinal mucosal injury and promote 
mucosal barrier repair in UC rats.  This protective effect may be associated with the inhibition of the P2X7R-mediated inflammatory cascade.
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溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种病因

尚不明确且反复发作的慢性非特异性肠道炎症性疾

病，可影响结直肠正常功能。2023年，全球UC患病人

数约 500 万例，给人类健康带来了沉重负担[1]。UC 临

床表现主要为血性腹泻、黏液脓血便伴腹痛、里急后

重等症状，长期未缓解易诱发结直肠肿瘤[2]。目前UC
的治疗方法包括 5-氨基水杨酸、皮质类固醇、免疫抑

制剂和生物疗法等，以上方法对于轻中度 UC 的治疗

显示出良好的疗效，但仍有 10%~20% 的难治性患者

需行结直肠切除术，严重影响患者的生活质量[3-4]。UC
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患者的肠黏膜屏障功能往往受损，这与 UC 的发作和

持续存在密切相关[5]。
腺苷是一种天然核苷酸，广泛存在于生物体内，

也是体内重要活性成分之一，通过与细胞表面的腺苷

受体结合，对多种生理和病理过程发挥调节作用。近

年来，腺苷在疾病治疗中得到广泛重视，尤其是在免

疫调节、神经保护、心血管疾病和癌症等领域[6-7]。研

究表明，腺苷可以减轻乙酸诱导的急性结肠炎大鼠结

肠损伤，调节肠道免疫，并抑制肠黏膜炎症反应[8]，但
具体作用机制仍未明确。因此，本研究探讨腺苷对UC
大鼠肠黏膜损伤的修复作用及机制，以期为 UC 的临

床治疗提供参考。

1　材料与方法

1. 1　动物来源

40只雄性 SPF级 SD大鼠，体质量为（200±20）g，购
自新疆医科大学实验动物中心[生产许可证号：SCXK
(新)2023-0001，使用许可证号：SYXK（新）2023-0004]。
大鼠饲养于温度 22~24 ℃、相对湿度 50%~60%、12 h/
12 h昼夜交替、通风良好的 SPF级动物房，自由饮食饮

水。本实验通过我院伦理委员会审核批准（批准号：

XYDWFYLSK-2023-107）。

1. 2　主要试剂

葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodium，DSS）购自

美国 MPbio公司，腺苷购自湖北萃园生物科技有限公

司，P2X7 受体（P2X7 receptor，P2X7R）激动剂 BzATP
购自武汉博欧特生物科技有限公司，HE 染色试剂

盒购自上海泽叶生物科技有限公司，白细胞介素-1β
（interleukin 1β，IL-1β）、白细胞介素-18（interleukin 18，
IL-18）ELISA 测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公 司 ，甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase, GAPDH）、P2X7R、核苷酸结

合寡聚化结构域样受体蛋白3（NLR family pyrin domain 
containing 3, NLRP3）、闭锁蛋白 Occludin、闭锁小带蛋

白-1（zonula occluden-1， ZO-1）、半胱天冬氨酸蛋白酶-1
（Caspase-1）抗体购自英国 Abcam 公司，HRP标记山羊

抗兔 IgG抗体购自上海一基生物有限公司。

1. 3　方法

1. 3. 1　动物造模及分组处理　　将SD大鼠适应性饲

养 7 d后，随机分为对照组、模型组、腺苷组、BzATP+腺
苷组，每组 10 只。使用 3% DSS 溶液建立 UC 大鼠模

型[9]，模型组、腺苷组、腺苷+BzATP 组大鼠自由摄入

3% DSS溶液连续 7 d，隔天更换 1次；对照组大鼠饮用

蒸馏水。建模后，腺苷组、腺苷+BzATP组大鼠腹腔注

射 5 mg/kg腺苷，每日 1次，持续 4周；腺苷+BzATP组大

鼠于首次注射腺苷后腹腔注射 5 mg/kg P2X7受体激动

剂 BzATP；对照组和模型组大鼠均腹腔注射等体积的

生理盐水。

1. 3. 2　大鼠总体疾病活动指数（disease activity index，
DAI）评分　　监测各组大鼠体质量，观察大便性状与

粪便隐血情况，并进行评分。①体质量未减轻为 0分，

下降 1%~5% 为 1分，下降 5%~10% 为 2分，下降 11%~
15% 为 3 分，下降>15% 为 4 分。②大便性状正常为

0分，大便不成形为 1分，大便松散为 2分，大便稀疏为

3 分，腹泻为 4 分。③粪便隐血实验未见出血为 0 分，

偶见淤血为 1 分，轻微出血为 2 分，肉眼可见出血为

3分。三项评分之和为DAI评分结果，总分 0~11分，其

中0分为正常（无疾病活动），≥1分提示存在疾病活动，

分值越高表明结肠炎症及损伤越严重。

1. 3. 3　大鼠结肠黏膜损伤指数（colon mucosa damage 
index，CMDI）评分　　各组大鼠于腹腔注射 10%水合

氯醛麻醉，剖离并切取结肠，沿肠系膜纵轴剪开，用

0. 9%氯化钠溶液清洗，经 4%多聚甲醛固定后肉眼观

察结肠黏膜损伤与粘连情况，并进行评分。①结肠无

溃疡或炎症为 0分；轻度充血、水肿，未见溃疡为 1分；

出血性水肿，少见糜烂为 2分；高度充血和水肿，溃疡

面积<1 cm2为 3分；有明显溃疡形成，溃疡面积每增加

1 cm2，评分增加1分，最高增至8分。②无粘连为0分；

轻度粘连为 1 分；重度粘连为 2 分。两项评分之和为

CMDI评分结果，总分 0~10分，其中 0分表示肠黏膜形

态正常，≥1 分表示存在肠黏膜损伤，分值越高表明溃

疡及炎症越严重。

1. 3. 4　HE 染色观察结肠组织病理学改变　　取距

离回肠部 1 cm处的结肠段，生理盐水洗净，4%多聚甲

醛固定，经包埋、切片后，脱蜡水化，进行HE染色。染

色结束后，脱水、封片，在光镜下观察各组大鼠结肠组

织病理学改变。

1. 3. 5　ELISA 测定结肠组织炎症因子水平　　将各

组大鼠结肠组织剪碎，加入液氮研磨，超声破碎仪充

分匀浆，以 4 000 r/min离心 10 min后取上清，按ELISA
试剂盒说明书分别检测 IL-1β、IL-18水平。

1. 3. 6　 免 疫 组 化 染 色 观 察 结 肠 组 织 中 P2X7R、

NLRP3、Occludin、ZO-1的表达　　取结肠组织石蜡切

片，脱蜡水化后修复抗原，阻断内源性过氧化物酶活

性，再浸入 10%山羊血清中封闭处理。分别加稀释的

P2X7R、NLRP3、Occludin、ZO-1 抗体（均按 1∶500 稀

释），放于湿盒内 4 ℃孵育过夜，PBS清洗切片，用稀释

的HRP标记山羊抗兔 IgG抗体（1∶1 000）室温孵育 1 h。
加入DAB显色液充分反应显色后，流水冲洗，脱水、透

明化、封片，光镜下观察切片染色情况，棕黄色至褐色

染色为阳性。用 Image J 软件分析目的蛋白的平均光

密度（mean optical density，MOD）值。
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1. 3. 7　 Western blot 检测结肠组织中相关蛋白的

表达　　取各组大鼠结肠组织，添加RIPA裂解液，冰

浴静置后高速匀浆，提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓

度。蛋白煮沸变性，每组取 40 μg上样进行电泳分离，

电转后将膜浸入 5% 脱脂奶粉中封闭非特异性位点。

分别加入稀释的 P2X7R、NLRP3、Caspase-1、Occludin、
ZO-1抗体（均按 1∶1 000稀释），4 ℃孵育过夜，TBST洗

膜，用稀释的HRP标记山羊抗兔 IgG抗体（1∶5 000）室

温反应 2 h。避光加入 ECL 显影、成像。用 Image J 软
件定量各组目的蛋白的条带灰度，以GAPDH为内参，

量化各蛋白的相对表达水平。

1. 4　统计学分析

数据使用 GraphPad Prism 8. 0 软件分析并制图，

计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间数据比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t检
验。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠DAI评分和CMDI评分

与对照组比较，模型组大鼠 DAI 评分和 CMDI 评
分显著升高（P<0. 05）；与模型组比较，腺苷组大鼠

DAI 评分和 CMDI 评分显著降低（P<0. 05）；与腺苷组

比较，腺苷+BzATP组大鼠 DAI评分和 CMDI评分显著

升高（P<0. 05），见图1。
2. 2　各组大鼠结肠组织病理学变化

对照组大鼠结肠组织结构基本正常，未见或仅见

少许炎症细胞浸润；模型组大鼠结肠组织可见充血、

水肿，炎症细胞浸润，肠壁结构逐渐消失；与模型组比

较，腺苷组大鼠结肠组织轻度充血、水肿，炎症细胞浸

润减少；与腺苷组比较，腺苷+BzATP组大鼠结肠组织

充血、水肿加重，结肠组织结构模糊，见图2。

2. 3　各组大鼠结肠组织炎症因子水平

与对照组比较，模型组大鼠结肠组织中 IL-1β、

IL-18水平显著升高（P<0. 05）；与模型组比较，腺苷组

大鼠结肠组织中 IL-1β、IL-18水平显著降低（P<0. 05）；

与腺苷组比较，腺苷+BzATP组大鼠结肠组织中 IL-1β、

IL-18水平显著升高（P<0. 05），见图3。
2. 4　各组大鼠结肠组织P2X7R/NLRP3炎症通路变化

与对照组比较，模型组大鼠结肠组织中P2X7R和

NLRP3 的 MOD 值显著升高（P<0. 05）；腺苷组大鼠结

肠组织中P2X7R和NLRP3的MOD值显著低于模型组

（P<0. 05）；腺苷+BzATP 组大鼠结肠组织中 P2X7R 和

NLRP3的MOD值显著高于腺苷组（P<0. 05），见图4、5。
与对照组比较，模型组大鼠结肠组织中 P2X7R、

NLRP3 和 Caspase-1 蛋白表达显著上调（P<0. 05）；与

模型组比较，腺苷组大鼠结肠组织中 P2X7R、NLRP3
和 Caspase-1 蛋白表达显著下调（P<0. 05）；与腺苷组

比较，腺苷+BzATP组大鼠结肠组织中P2X7R、NLRP3、
Caspase-1蛋白表达显著上调（P<0. 05），见图6。
2. 5　各组大鼠结肠组织Occludin、ZO-1表达

与对照组比较，模型组大鼠结肠组织中Occludin、
ZO-1的MOD值显著降低（P<0. 05）；与模型组比较，腺

a：DAI评分；b：CMDI评分　*：与对照组比较，P<0.05；#：与模型

组比较，P<0.05；△：与腺苷组比较，P<0.05
图1　各组大鼠DAI评分和CMDI评分比较

图2　各组大鼠结肠组织HE染色（×100）

a：IL-1β 含量；b：IL-18 含量　*：与对照组比较，P<0.05；#：与模

型组比较，P<0.05；△：与腺苷组比较，P<0.05
图3　各组大鼠结肠组织中 IL-1β、IL-18含量
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苷组大鼠结肠组织中Occludin、ZO-1的MOD值显著升

高（P<0. 05）；与腺苷组比较，腺苷+BzATP组大鼠结肠

组织中 Occludin、ZO-1 的 MOD 值显著降低（P<0. 05），

见图7、8。
与对照组比较，模型组大鼠结肠组织中Occludin、

ZO-1 蛋白表达显著下调（P<0. 05）；与模型组比较，

腺苷组大鼠结肠组织中 Occludin、ZO-1蛋白表达显著

上调（P<0. 05）；与腺苷组比较，腺苷+BzATP组大鼠结

肠组织中Occludin、ZO-1蛋白表达显著下调（P<0. 05），

见图8c、d。

3　讨论

UC以溃疡和糜烂为病理表现，主要影响结肠的黏

膜层。肠黏膜屏障是由肠上皮细胞、黏液层及其附属

结构组成的防御系统，其核心防御机制依赖于上皮细

胞顶端复合体所维持的结构完整性，特别是紧密连

接。紧密连接由跨膜蛋白（如Occludin）和胞内支架蛋

白（如ZO-1）相互锚定而成，二者封闭了相邻上皮细胞

间的细胞旁间隙，形成一道物理屏障，阻止有害物质、

病原体和毒素等穿透肠壁进入血液循环[10]。Occludin
和ZO-1是肠黏膜屏障的关键组成部分，属于上皮紧密

连接蛋白，是肠上皮完整性的标志物。Occludin 存在

于上皮细胞中，对于维持细胞间的紧密连接具有重要

*：与对照组比较，P<0.05；#：与模型组比较，P<0.05；△：与腺苷组比较，P<0.05
图6　各组大鼠结肠组织中P2X7R、NLRP3和Caspase-1蛋白表达变化

a：P2X7R阳性表达；b：NLRP3阳性表达

图4　各组大鼠结肠组织中P2X7R、NLRP3表达（×100）

a：P2X7R MOD值；b：NLRP3 MOD值　*：与对照组比较，P<0.05；
#：与模型组比较，P<0.05；△：与腺苷组比较，P<0.05

图5　各组大鼠结肠组织中P2X7R、NLRP3定量分析
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作用，ZO-1 是一种与 Occludin 密切相关的蛋白，在肠

黏膜修复中起关键作用[11]。Occludin通过其跨膜结构

与 ZO-1 结合，形成 1 个稳固的连接网络，阻止有害物

质入侵。研究表明，Occludin和 ZO-1的表达水平下降

时，肠黏膜屏障的通透性会增加，从而导致肠黏膜屏

障功能被破坏，加重肠道疾病[12-13]。腺苷对许多细胞

间和细胞内信号通路具有调节作用，其核心作用是在

组织损伤或血小板脱颗粒后释放到细胞外环境中调

节细胞功能，或是以环状腺苷单磷酸进行信号转导。

研究表明，腺苷对氧化应激、炎症细胞浸润等诱导的

组织或器官损伤均具有保护作用[14-15]。此外，腺苷能

改善肠道微生物群、黏液产生和肠壁紧密连接[16]，突出

了其对肠黏膜屏障功能的调节作用。本研究结果显

示，腺苷干预的 UC 大鼠 DAI 评分和 CMDI 评分降低，

结肠组织充血、水肿及炎症细胞浸润减轻，Occludin和

ZO-1 表达增加，说明腺苷改善 UC 的作用可能通过修

复肠黏膜损伤、增强肠黏膜屏障功能实现。

P2X7R是嘌呤受体家族的成员，介导以炎症反应

为主的多种生物学效应[17]。近年来，P2X7R 在炎症性

肠病中的作用受到广泛关注。当肠道受损时，P2X7R
在肠上皮细胞和结肠组织中表达上调，这是由于肠道

内 ATP 浓度升高后导致 P2X7R 过度激活[18]。P2X7R
的激活可促进NLRP3炎性小体的形成，而NLRP3是一

种细胞内多聚体蛋白复合物，通过与其效应子

Caspase-1 作用启动炎症反应，导致促炎细胞因子

IL-1β和 IL-18的成熟与分泌，介导炎症级联，从而引发

肠黏膜损伤[19]。这种由 P2X7R 介导的 NLRP3 炎性小

体级联反应在 UC 发病机制中的作用已得到证实，但

腺苷对该通路的作用尚未得到表征[20]。本研究发现，

UC 大鼠结肠组织中 P2X7R、NLRP3 及 Caspase-1 表达

增加，IL-1β、IL-18水平也升高，表明UC大鼠结肠组织

中 P2X7R/NLRP3 炎症通路被激活；而腺苷干预后 UC
大鼠结肠组织中 P2X7R、NLRP3 及 Caspase-1 表达降

低，同时 IL-1β、IL-18 水平下降，提示腺苷促进 UC 大

鼠肠黏膜修复的作用可能与抑制 P2X7R/NLRP3 炎症

通路的激活有关。BzATP 能够特异性激活 P2X7R[21]。

a：Occludin阳性表达；b：ZO-1阳性表达

图7　各组大鼠结肠组织中Occludin、ZO-1免疫组化染色（×100）

a、b：免疫组化染色检测 Occludin、ZO-1的阳性表达；c、d:Western blot检测 Occludin、ZO-1蛋白表达   *：与对照组比较，P<0.05；#：与模

型组比较，P<0.05；△：与腺苷组比较，P<0.05
图8　各组大鼠结肠组织中Occludin、ZO-1表达
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故本研究采用 BzATP 干预腺苷治疗的 UC 大鼠发现，

在 BzATP 作用下，腺苷治疗的 UC 大鼠 DAI 评分和

CMDI 评分升高，结肠组织充血、水肿加重，结肠组织

中 Occludin 和 ZO-1 表达降低，IL-1β、IL-18 水平和

P2X7R、NLRP3、Caspase-1 表达均升高。这进一步证

实了腺苷通过抑制 P2X7R/NLRP3 炎症通路的激活促

进大鼠肠黏膜修复。

综上所述，本研究结果表明，腺苷能够缓解UC大

鼠的肠黏膜损伤并促进屏障修复，其作用机制与抑制

P2X7R介导的NLRP3炎症通路激活有关。
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