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4-辛基衣康酸通过激活Nrf2减轻DSS诱导的

溃疡性结肠炎
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摘要      该文主要研究4-辛基衣康酸对葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, DSS)诱导的小鼠

溃疡性结肠炎的保护效应。C57BL/6实验小鼠分为空白对照组、衣康酸药物对照组、DSS模型组

和衣康酸+DSS干预组。每天观察小鼠体质量、便血情况、粪便性状。PAS染色和TUNEL染色观

察小鼠肠黏液分泌和肠上皮细胞凋亡情况。Western blot检测核因子E2相关因子2(NF-E2-related 
factor 2, Nrf2)和醌氧化还原酶1(quinine oxidoreductase 1, NQO1)的表达。结果显示, 与DSS模型组

相比, 衣康酸干预处理后, 小鼠的体质量降低、便血、粪便黏稠和结肠缩短等病理损伤情况明显改

善; 肠黏膜分泌的黏液增多, 肠上皮细胞凋亡数量减少; 小鼠体内的抗氧化蛋白水平显著升高。从

体质量下降、结肠缩短、疾病活动指数评分和肠黏膜损伤等方面进行评价, 证实4-辛基衣康酸可

在DSS诱导的结肠炎中发挥保护效应, 其机制可能与Nrf2抗氧化通路的上调有关。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the effect of 4-octyl itaconate on ulcerative colitis mice 
induced by DSS (dextran sulfate sodium). C57BL/6 mice were divided into control group, itaconate group, DSS-
treated group and itaconate+DSS-treated group. Body mass, hematochezia, fecal characteristics of mice were daily 
observed. PAS and TUNEL staining were applied to detect the intestinal mucous secretion and cell apoptosis. The 
expression of Nrf2 (NF-E2-related factor 2) and NQO1 (quinine oxidoreductase 1) were analyzed by Western 
blot. Compared with DSS mice, the itaconate+DSS-treated group presented evident improvement on body mass 
loss, hematochezia, fecal characteristics, colon shortening and other pathological injuries; showing more mucus 
and decreased TUNEL positive cells; and the expression levels of antioxidant protein were significantly increased. 
The evaluation was based on body mass loss, colon shortening, DAI score and the intestinal mucosal injury. These 
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results demonstrate that 4-octyl itaconate possess positive effect on DSS-induced ulcerative colitis, and the mecha-
nism may be related to the up-regulation of Nrf2 antioxidant pathway. 

Keywords        ulcerative colitis; itaconate; oxidative stress

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

因不明的慢性肠道炎症疾病[1], UC患者的主要临床

表现包括腹痛、腹泻和体质量下降等, 其反复发作

严重影响患者的生活和工作, 目前仍没有彻底治愈

UC的方法[2]。UC的发病机制与个体遗传易感性、

氧化应激、肠道微生物菌群失调、肠黏膜免疫系统

功能异常等多因素共同作用密切相关[3]。其中, 氧化

应激被认为是UC发生发展的重要机制之一。有研

究发现, UC患者肠黏膜层中大量免疫细胞浸润, 这
些免疫细胞与趋化因子以及肠道菌群相互作用产生

活性氧(reactive oxygen species, ROS), 对细胞脂质、

蛋白质和DNA造成氧化应激性损伤[4]。研究表明, 
氧化应激在UC的发展和恶化中起着关键作用, 调节

细胞氧化还原状态的核因子E2相关因子2(NF-E2-
related factor 2, Nrf2)是应对氧化应激的关键转录因

子, 可诱导多种细胞保护基因的转录, 在许多炎症疾

病的发生发展中起到保护作用[5]。

衣康酸是一种不饱和羧酸[6], 由三羧酸循环中

的顺乌头酸脱羧生成[7]。近年研究发现, 脂多糖刺激

的RAW264.7巨噬细胞培养上清中衣康酸含量明显

升高[8]。衣康酸含有亲电的α, β-羧酸, 可通过α, β-羧
酸与KEAP1半胱氨酸残基的巯基(-SH)结合, 发生迈

克尔加成反应, 导致KEAP1从KEAP1/Nrf2恒定复合

物中解离, 激活Nrf2及下游抗氧化蛋白发挥抗氧化

及抗炎作用[9]。

衣康酸衍生物4-辛基衣康酸(4-octyl itaconate, 
4-OI)脂溶性强, 可以较好地被细胞吸收, 进入细胞

后被酯解为衣康酸从而发挥作用[9]。实验中通常使

用4-OI代替衣康酸进行实验。已有研究发现, 衣康

酸对急性呼吸窘迫综合征、系统性红斑狼疮、慢性

肾病等疾病的炎性损伤有明显的抑制作用[10-12]; 衣
康酸对UC的作用及机制尚未见报道, 因此我们通过

建立小鼠模型, 对UC的作用及机制进行研究。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

C57BL/6野生型健康雄性小鼠32只, 6~8周龄, 
体质量20~22 g(购自陆军军医大学第三医院实验动

物中心)。动物实验经重庆医科大学伦理委员会审

查批准通过。葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, 
DSS), 分子量36~50 kDa, 购自美国MP Biomedicals
公司; 4-辛基衣康酸购自美国Cayman Chemical公司; 
TUNEL细胞凋亡检测试剂盒购自瑞士Roche公司; 
过碘酸希夫(periodic acid schiff, PAS)染色试剂盒和

抗醌氧化还原酶1(quinine oxidoreductase 1, NQO1)
兔单克隆抗体购自Abcam公司; 抗Actin鼠单克隆抗

体购自北京四柏正生物科技有限公司; 抗Nrf2兔多

克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司; HRP标
记山羊抗兔IgG抗体购自Cell Signaling Technology
公司; HRP标记山羊抗小鼠IgG抗体购自北京博奥森

生物技术有限公司; 二甲亚砜、RIPA裂解液、苯甲

基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)和
磷酸化蛋白酶复合抑制剂购自上海碧云天生物技术

有限公司; Tris粉剂、氯化钠粉剂和SDS粉购自美国

GENVIEW公司; 甘氨酸粉剂购自上海damas-beta公
司; Tween 20购自德国BioFroxx公司; 超敏化学发光

液购自美国advansta公司; BCA蛋白检测试剂盒购自

赛默飞世尔科技有限公司; 硝酸纤维素膜购自北京

颇尔有限公司; 电泳仪和化学发光图像分析仪购自

Bio-Rad公司。

1.2   方法

1.2.1   DSS诱导溃疡性结肠炎小鼠模型构建      C57BL/6
小鼠被随机分为4组, 每组8只, 分别为: 空白对照组

(Control)、衣康酸药物对照组(Itaconate)、DSS模型

组(DSS)、衣康酸+DSS干预组(DSS+Itaconate)。空

白对照组和药物组小鼠饮用纯净水9天; 模型组与干

预组小鼠分别饮用3.5% DSS水溶液7天, 再更换饮用

纯净水2天。药物对照组和干预组小鼠每天腹腔注

射4-辛基衣康酸(102.5 mmol/L)共7天; 其他两组小鼠

以同样方式腹腔注射对照溶剂。实验结束后, 小鼠

被脱臼处死, 从盲肠至肛门处完整取出结肠并测量

长度, 随后用0.9 %的生理盐水将肠道清洗干净, 剪取

1 cm左右长度的肠组织, 在4 %多聚甲醛中固定24 h。
剩下的组织于−80 °C冻存。

1.2.2   疾病活动指数(disease activity index, DAI)评
分      根据小鼠每天的体质量下降百分比、粪便性
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状和粪便隐血情况评分, 将三项评分总和的平均值

作为小鼠的疾病活动指数。DAI评分规则[13]如表1
所示。

1.2.3   肠组织镜下结构观察      将多聚甲醛固定的

结肠组织通过70%、80%、95%、100%浓度乙醇依

次脱水, 再浸入二甲苯溶液中透明30 min, 随后将组

织放入蜡块中包埋。然后切取4 μm左右的组织薄片, 
用苏木精–伊红(HE)染色, 脱水后封片, 在光学显微

镜下观察染色结果。

1.2.4   过碘酸希夫(PAS)糖原染色      将小鼠肠组织

石蜡切片放入二甲苯溶液中脱蜡1 h, 脱蜡完全后依

次在浓度为100%、90%、80%、70%的乙醇溶液中

水化, 用蒸馏水冲洗后擦干水渍。按照说明书步骤, 
先滴加适量高碘酸溶液室温放置5 min, 使糖类中的

羟基氧化为醛基, 蒸馏水冲洗2 min, 用滤纸吸干组

织周围水分。再滴加Schiff溶液室温孵育15 min, 这
一步使醛基反应呈紫红色, 随后流水冲洗2 min。加

入苏木精染液室温复染, 流水冲洗2 min。再滴加蓝

化液室温反应30 s, 用流水迅速冲洗干净。最后滴加

Light Green染液室温反应2 min, 蒸馏水冲洗干净。

再依次放入分级乙醇溶液中脱水, 二甲苯溶液透明, 
中性树胶封片。在显微镜下观察PAS染色, 黏多糖

染色后呈现红色。

1.2.5   TUNEL染色      将小鼠肠组织切片放入二甲

苯溶液中脱蜡1 h。彻底脱蜡后依次在浓度为100%、

90%、80%、70%的乙醇溶液中水化, 自来水冲洗。

滴加蛋白酶K溶液室温孵育30 min, PBS清洗5 min, 重
复3次。滴加1% Triton-X-100的枸橼酸钠溶液, 以增

加细胞膜的通透性, 4 °C反应4 min后, PBS清洗5 min。
加入3%过氧化氢甲醇溶液室温放置20 min, 再次用

PBS洗涤5 min, 重复3次。使用TUNEL检测试剂盒, 
按照说明书, 先滴加TUNEL反应液2 μL(A液׃B液为

覆盖组织, 在37 °C条件下孵育60 min, 然后PBS(9׃1

清洗5 min, 重复3次。再加入20 μL POD溶液, 37 °C
孵育30 min, 最后滴入DAB工作液(1 mL DAB底物

液加入1滴DAB浓缩液, 混合均匀), 显色后用自来水

充分水洗终止反应。苏木精复染, 切片烘干后逐级

乙醇脱水, 中性树胶封片。在显微镜下观察染色结

果, TUNEL阳性细胞被染为深褐色, 根据TUNEL阳
性细胞比例可量化为凋亡指数[14]。

1.2.6   Western blot      加入RIPA裂解液、PMSF和
磷酸化蛋白酶抑制剂进行肠组织匀浆, 离心速度

为10 000 r/min, 低温离心后吸取上清液根据BCA说

明书测定蛋白浓度, 确定上样体积。先通过电泳分

离蛋白, 再通过电转将蛋白转移到硝酸纤维素膜上, 随
后用脱脂奶粉室温封闭条带2 h。分别加入Nrf2抗体

4°C过夜孵育。TBST (000 1׃1)和NQO1抗体(000 1׃1)
洗涤, 加入由HRP标记的山羊抗兔IgG抗体(1000 2׃)
和山羊抗鼠IgG抗体(1000 2׃), 室温孵育2 h, 然后用

TBST洗膜, 滴加发光显影试剂, 显影分析。利用Im-
age Lab软件检测蛋白灰度值, 蛋白相对定量水平=
目的蛋白灰度值/内参蛋白灰度值。

1.2.7   统计学分析      采用GraphPad Prism 5软件进

行统计学处理, 数据用平均值±标准差(x
_
±s)表示, 采

用单因素方差和独立样本t检验分析数据。P<0.05
表示有显著差异, 具有统计学意义。

2   结果
2.1   4-OI对DSS诱导结肠炎小鼠症状的影响

在衣康酸药物对照组中, 注射衣康酸前期小鼠

体质量稍有下降, 后期小鼠体质量逐渐恢复; 在实验

过程中, DSS处理组小鼠出现活动度降低、毛发紊

乱等表现, 并随着实验时间推移, 小鼠的体质量发生

明显下降; 在衣康酸的干预作用下DSS处理小鼠的

体质量由前期下降逐步转为后期平稳上升, 最终体

质量下降的幅度较低(图1A)(P<0.05)。实验过程中

表1   DAI评分规则

Table 1   DAI scoring rules
评分

Scoring
体质量下降百分比

Percentage of body mass
粪便性状

Fecal characteristics
粪便出血

Fecal bleeding

0 0 Normal Negative

1 1%-5% Soft but still formed Occult blood positive

2 6%-10% Soft Slightly bloody stool

3 11%-15% Very soft Blood traces in stool visible

4 >15% Watery diarrhea Severe bleeding
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DSS处理组小鼠逐渐出现腹泻和便血; 衣康酸干预

后小鼠腹泻和便血情况得到改善, DAI评分明显低

于DSS组(图1B)(P<0.05)。比较各组小鼠结肠长度, 
DSS处理组小鼠结肠变细, 缩短明显; 在衣康酸干预

后, DSS处理小鼠结肠缩短程度降低(图1C)。以上结

果表明, 衣康酸可以显著改善DSS诱导的结肠炎。

2.2   4-OI对DSS诱导结肠炎小鼠结肠组织形态的影

响

苏木素–伊红染色结果见图2, 可见对照组小鼠

肠道结构完整, 无明显炎性细胞浸润, 隐窝排列紧

密, 结构形状完好; DSS处理组小鼠肠壁增厚, 肠黏

膜下层水肿, 隐窝结构消失, 炎性细胞浸润, 符合结

肠炎的病理组织学特征。DSS处理小鼠经衣康酸干

预后肠道结构改善, 炎性细胞数量减少, 可见清晰的

隐窝结构。说明衣康酸对DSS诱导结肠炎小鼠的结

肠组织具有保护效应。

2.3   4-OI对DSS诱导结肠炎小鼠肠黏膜功能的影响

在PAS染色的肠组织中, 对照组小鼠肠腔中由

杯状细胞分泌的黏多糖着色为红色, 含量丰富且分

布均匀; DSS处理小鼠肠道中黏多糖含量减少; 相比

之下, DSS处理小鼠经衣康酸干预后肠腔内黏多糖

着色显著增多(图3)。PAS染色证实, 衣康酸对DSS
诱导结肠炎小鼠肠黏膜黏液的分泌具有显著的改善

作用。

2.4   4-OI对DSS诱导结肠炎小鼠肠上皮凋亡的影响

在TUNEL染色结果(图4A)中, 观察结肠组织上

皮细胞的凋亡情况。对照组小鼠中存在少量的生理

性凋亡细胞; DSS处理组小鼠肠上皮中, TUNEL阳性

细胞数显著增加, 在肠黏膜固有层和黏膜下层均有

分布; DSS小鼠经衣康酸干预后TUNEL阳性细胞明

显减少(图4B)(P<0.05)。表明衣康酸可以减少DSS
诱导的结肠炎小鼠中肠上皮细胞的凋亡。

2.5   4-OI对DSS诱导结肠炎小鼠肠黏膜中抗氧化

蛋白表达的影响

Nrf2和NQO1是抗氧化通路的关键蛋白。West-
ern blot结果(图5A)显示, 与对照组相比, DSS处理组

小鼠结肠组织中Nrf2和NQO1表达降低; 与DSS组相

比, DSS处理小鼠经衣康酸干预后, Nrf2和NQO1的
含量显著增加(图5B)(P<0.05)。这些数据表明, 衣康

酸可能通过激活抗氧化蛋白在DSS诱导的小鼠UC
中发挥保护作用。

3   讨论
UC是一种以慢性炎症为特征的消化道疾病, 反

复发作影响患者身心健康, 甚至可能转变为结直肠

癌[15]。虽然目前临床治疗药物主要包括皮质类固醇、

氨基水杨酸酯、抗生素和免疫抑制剂等, 但仍需要

一种安全、耐受性好、能长期缓解疾病的治疗方法。

A: 以初始体质量为基准, 计算各组小鼠的体质量下降百分比; B: 计算各组小鼠DAI评分; C: 小鼠结肠长度比较。*P<0.05, 与Control组相比; 
#P<0.05, 与DSS模型组相比。

A: the percentage of body mass loss was calculated based on initial body mass  of mice; B: the DAI scoring of mice was calculated; C: comparison of 
colon lengths, *P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs DSS-treated group.

图1   衣康酸对DSS诱导的小鼠结肠炎的影响

Fig.1   Effect of itaconate on DSS-induced colitis mice 
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图2   衣康酸对DSS处理小鼠结肠组织病理学的影响

Fig.2   Effect of itaconate on colonic histopathology in DSS-induced colitis mice 
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图3   衣康酸对DSS处理小鼠肠黏液的影响

Fig.3  Effect of itaconate on intestinal mucus in DSS-induced colitis mice 

DSS是一种水溶性、带负电荷的硫酸化多糖。有研

究认为, DSS可激活肠道巨噬细胞, 使溶酶体酶释放

并作用于结肠上皮细胞, 从而破坏肠黏膜。也有研

究指出, DSS进入肠上皮后可与肠道内的中链脂肪

酸结合, 形成囊泡进入胞质, 通过三磷酸肌醇–二酰

甘油途径使紧密连接蛋白重新分布, 造成肠黏膜损
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A: 各组小鼠结肠组织TUNEL染色显微镜代表图片; B: 肠上皮细胞凋亡指数。*P<0.05, 与Control组相比, #P<0.05, 与DSS模型组相比。

A: representative TUNEL-stained intestinal sections in each group; B: the apoptotic index of intestinal epithelial cell. *P<0.05 vs Control group; 
#P<0.05 vs DSS-treated group.

图4   衣康酸对DSS处理小鼠肠上皮细胞凋亡的影响

Fig.4   Effect of itaconate on apoptosis of intestinal epithelial in DSS-induced colitis mice
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A: Western blot检测肠组织中Nrf2和NQO1蛋白含量; B: Nrf2和NQO1蛋白的相对定量表达, *P<0.05, 与Control组相比, #P<0.05, 与DSS模型组相

比。

A: the expression of Nrf2 and NQO1 protein were measured by Western blot; B: relative expression of Nrf2 and NQO1 protein, *P<0.05 vs Control 
group; #P<0.05 vs DSS-treated group.

图5   衣康酸对结肠炎小鼠肠组织中Nrf2和NQO1蛋白表达的影响

Fig.5   Effect of itaconate on the expression of Nrf2 and NQO1 protein in intestinal tissues of DSS-induced colitis mice

   Nrf2

NQO1

 Actin

#

#

*

*

(A)

(B)

Con
tro

l

Ita
co

na
te

3.5
% D

SS

3.5
% D

SS+

Ita
co

na
te

Control Itaconate

2.0

1.5

1.0

0.5

0

25

20

15

10

5

0
3.5% DSS 3.5% DSS+Itaconate ControlR

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
 o

f N
rf

2 
pr

ot
ei

n

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f N

Q
O

1 
pr

ot
ei

n

Itaconate 3.5% DSS 3.5% DSS+Itaconate



龚朵云等: 4-辛基衣康酸通过激活Nrf2减轻DSS诱导的溃疡性结肠炎 969

伤[16]。DSS诱导的UC模型是目前大家公认的经典

结肠炎实验研究模型, 其诱导的结肠炎病理改变和

症状与临床UC患者十分相似[17]。

衣康酸是巨噬细胞内的代谢产物, 它连接了

细胞代谢、氧化应激和免疫反应, 通过多种机制发

挥其抗炎作用[18]。其机制主要是衣康酸通过迈克

尔加成反应与Nrf2通路中Kelch样ECH-相关蛋白

1(Kelch-like ECH-associated protein 1, KEAP1)的半

胱氨酸残基结合。正常情况下, KEAP1是Nrf2的抑

制因子, 可将Nrf2与Cul3-E3泛素连接酶复合物结合, 
使Nrf2泛素化并被降解。衣康酸使Nrf2从KEAP1/
Nrf2复合物中解离, 转位进入胞核并激活下游抗氧

化蛋白发挥抗炎效应[9]。

在我们的实验中, DSS模型组小鼠出现体质量

减轻、粪便黏稠以及便血等表现; 在组织形态上, 
DSS组小鼠结肠整体萎缩、结肠长度缩短、肠道内

出现水样粪便; 镜下观察到肠组织黏膜下层水肿、

黏膜层隐窝丢失以及大量炎性细胞浸润, 出现典型

结肠炎表现和病理改变。DSS组小鼠经衣康酸干预

后, 小鼠疾病症状减轻, 体质量恢复、腹泻和便血情

况有所缓解, DAI评分降低, 结肠长度缩短减少; 镜
下观察发现, 肠组织结构相对完整、炎性细胞浸润

减少。上述结果表明, 衣康酸能减轻DSS诱导的结

肠炎。

    肠黏液的正常分泌是保障肠黏膜完整的重要

基础[19]。其中由杯状细胞合成并分泌的高分子糖蛋

白黏液层能保护肠黏膜免受病原微生物和毒素的侵

袭[20]。在DSS诱导的UC中, 结肠黏液层发生改变, 黏
液凝胶厚度减少[21], 导致细菌与肠上皮组织接触, 细
菌和趋化因子等大分子物质进一步渗透, 从而刺激

黏膜中水分和电解质的分泌, 引起腹泻的发生[22]。在

黏液层减少的情况下, 肠上皮细胞受到细菌毒素的

入侵, 并在多种死亡程序的共同作用下加速凋亡[23]。

在我们的研究中观察到DSS诱导结肠炎小鼠肠组织

中PAS着色的黏多糖减少, 肠上皮TUNEL阳性细胞

增多。DSS处理小鼠经衣康酸干预后, 小鼠肠组织

中PAS着色的黏多糖增加, 肠上皮TUNEL阳性细胞

减少, 说明小鼠肠黏液含量增多, 肠上皮细胞凋亡减

少。上述结果进一步证实, 衣康酸可减轻DSS诱导

的UC小鼠的肠黏膜损伤。

肠道内氧化应激失调是UC的主要致病机制之

一, Nrf2是抗氧化的关键转录因子, 可激活NQO1等

多种抗氧化酶的表达[24]。研究发现, 衣康酸可通过

激活Nrf2使抗氧化酶表达增多, 抑制肺部炎性损伤

以及肾脏纤维化发展[10,13]。在我们的实验中, DSS
处理小鼠经衣康酸干预后肠组织中Nrf2蛋白显著

上调, 其下游的抗氧化酶NQO1表达增加。NQO1能
催化醌和多种化合物还原, 并阻止醌单电子体还原

为氧自由基及ROS[25]。因而, 衣康酸可能通过激活

Nrf2和NQO1蛋白减轻肠黏膜层中的氧化应激, 从而

缓解DSS诱导UC小鼠中的肠黏膜损伤。 
综上所述, 我们的研究表明衣康酸对DSS诱导

的小鼠结肠炎具有显著的保护作用。其机制可能与

衣康酸激活Nrf2抗氧化通路, 减轻DSS诱导的氧化

应激有关, 提示衣康酸可能在UC的防治中具有潜在

价值。然而, 结肠炎发生发展过程中有无衣康酸代

谢异常、衣康酸与结肠炎临床样本间有无关联性等

还需进一步的研究。
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