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BC-1215 抑制三硝基苯磺酸诱导的小鼠肠黏膜炎症反应

石岩，姚俊，许亚平

(江苏大学附属人民医院消化科，江苏 镇江 212002)

[摘　要]	 目的：探索F-box蛋白3(F-box protein 3，FBXO3)抑制剂BC-1215对三硝基苯磺酸(trinitrobenzene 

sulfonic acid，TNBS)诱导的小鼠肠黏膜炎症反应的作用。方法：将Balb/c小鼠随机分为4组，每

组10只，2组给予TNBS灌肠诱导结肠炎(实验组)，其中1组给予BC-1215腹腔注射，另1组给予磷

酸缓冲盐溶液(P BS)腹腔注射；另外2组给予等体积5 0 %乙醇灌肠作为阴性对照组，亦分别给予

BC-1215或PBS腹腔注射。5 d后收集结肠组织，通过对比体重、结肠缩短程度、结肠组织苏木精-

伊红染色(hematoxylin-eosin staining，HE)及髓过氧化物酶活性评估BC-1215对肠黏膜炎症影响，

使用荧光定量PCR(qRT-PCR)检测肠黏膜组织中炎症细胞因子IL -6，TNF-α，IL -1β，IL -23及Th1

细胞和Th17细胞相关细胞因子(IFN-γ和IL -17A)和转录因子(T-bet和RORγt)表达。结果：BC-1215

抑制TNBS诱导的小鼠体重下降、减轻小鼠结肠缩短程度和炎症细胞浸润，并且抑制小鼠结肠组

织中炎症细胞因子表达。结论：BC-1215对TNBS诱导的小鼠结肠炎具有保护作用，对结肠炎具有

潜在治疗作用。
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BC-1215 inhibits trinitrobenzene sulfonic acid-induced 
colitis in mice
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Abstract Objective: To explore the effect of BC-1215 on TNBS-induced colitis in mice. Methods: Balb/c mice were 

randomly divided into four groups. Two groups were given TNBS enema to induce colitis, and then were 

intraperitoneally injected with BC-1215 and PBS, respectively. The other two groups were given an equal 

volume of 50% ethanol enema, and were also injected with BC-1215 or PBS intraperitoneally as a negative 

control group. Colon tissues were collected 5 days later, HE staining was used to detect pathological damage, 

and qRT-PCR was used to detect the expression of pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF-α, IL-1β and IL-

23), Th1 cells expressed IFN-γ and T-bet, and Th17 cells expressed IL-17A and RORγt. Results: BC-1215 can 
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炎症性肠病(i n f l a m m a to r y  b o w e l  d i s e a s e s，

I B D ) 是 一 类 发 生 于 胃 肠 道 的 慢 性 、 复 发 性 炎 症

性 疾 病 ， 主 要 包 括 克 罗 恩 病 ( C r o h n ’ s  d i s e a s e ，

CD)、溃疡性结肠炎(ulcerat ive  col i t i s，UC)及未

分类IBD 3种临床类型 [1-3]。CD患者主要临床表现

有腹痛、腹部包块、慢性腹泻、瘘管形成等，非

干 酪 肉 芽 肿 为 其 典 型 病 理 学 特 征 ； U C 患 者 表 现

有腹痛、黏液脓血便等，炎症仅限于结肠。目前

I B D 的确切病因和发病机制仍不清楚，其治疗仍

面临巨大挑战。

越 来 越 多 的 证 据 表 明 ， 结 肠 中 异 常 激 活 的

CD 4 + T细胞诱导的肠黏膜免疫反应紊乱在 I B D和

实验性结肠炎的发病机制中起关键作用 [4- 6]。Th 1

和Th17细胞是CD4 + T细胞的2种亚型，研究 [7-8]发

现：Th1和Th17细胞在IBD患者炎症肠黏膜组织中

显著升高，分泌TNF-α，IFN-γ和IL -17A等炎症因

子损伤肠黏膜组织。三硝基苯磺酸(trinitrobenzene 

sulfonic acid，TNBS)诱导的小鼠结肠炎是一种典

型的由CD4 + T细胞介导的结肠炎模型，其特点是

结肠组织中有大量Th 1和Th 1 7细胞浸润，分泌的

T N F - α ， I F N - γ 和 I L - 1 7 A 等炎症细胞因子显著增

多，引起肠道炎症免疫反应[9-10]。

B C - 1 2 1 5 是 一 种 新 型 的 F - b o x 蛋 白 3 ( F - b o x 

protein 3，FBXO3)抑制剂。近年来研究 [11-13]发现

BC-1215可有效减轻细菌性肺炎、缺血再灌注肺损

伤及神经痛等疾病模型中的炎症反应。但BC-1215

对CD4 + T细胞介导的结肠炎的影响仍不清楚。本

研究主要研究BC -1215对TNBS诱导的小鼠结肠炎

的作用。

1  对象与方法

1.1  TNBS 诱导的急性小鼠结肠炎模型构建 

6~8周龄的雌性Balb/c小鼠购自江苏大学实验

动物中心(中国，江苏)。本研究中所有动物实验经

江苏大学附属人民医院医学伦理委员会批准(伦理

号：K-20170033-Y)。

将 小 鼠 随 机 分 为 4 组 ， 每 组 1 0 只 ， 其 中 2 组

设 定 为 实 验 组 ( T N B S 诱 导 结 肠 炎 模 型 ) ， 另 外  

2 组 为 阴 性 对 照 组 ， 实 验 前 记 录 每 组 小 鼠 体 重 。

造 模 方 法 参 考 S h i 等 [ 9 ] 的 研 究 ， 预 先 使 用 5 % 的

T N B S ( S i g m a ) 溶 液 与 等 体 积 的 无 水 乙 醇 混 合 配

置 成 2 . 5 % 的 T N B S 溶 液 。 使 用 1 . 2 5 % 戊 巴 比 妥  

( 8 0  µ L / 只 ) 将 小 鼠 麻 醉 后 ， 通 过 聚 乙 烯 导 管 将

1 5 0  µ L 的 2 . 5 % T N B S 溶液注入距肛门 4  c m 的结肠

腔中。然后将小鼠在垂直位置保持至少 3 0  s，以

避免T N BS溶液排泄。1 2  h后开始给予其中1组小

鼠B C - 1 2 1 5 ( 5  m g / k g )腹腔注射，每天1 次；给予

另1组小鼠腹腔注射等体积磷酸盐缓冲液(PBS)。

给 予 另 外 2 组 小 鼠 5 0%乙 醇 灌 肠 作 为 阴 性 对 照

组，12 h后给予其中1组小鼠腹腔注射BC -1215，

每天 1次；给予另 1组小鼠腹腔注射等体积 P B S。

5  d 后 ， 记 录 每 组 小 鼠 体 重 ， 处 死 小 鼠 后 收 集 每

组小鼠结肠组织，测量结肠长度。取小鼠结肠组

织，用于检测细胞因子和转录因子m R N A表达水

平 和 髓 过 氧 化 物 酶 (m y e l o p e r o x i d a s e ， M P O ) 活

性。在距离结肠末端2 cm处取1 cm小鼠结肠组织

置 于 1 0 % 甲 醛 缓 冲 液 中 固 定 ， 用 于 苏 木 精 - 伊 红

(hematoxylin-eosin，HE)染色。

1.2  HE染色及组织病理学评分

取1 cm小鼠结肠组织固定在10%甲醛缓冲液，

24 h后用石蜡包埋，切片后进行HE染色用于组织

病理学分析。组织学评分参考文献[14]，具体为：

0，无炎症迹象；1，极低水平炎症；2，少量白细

胞浸润；3，大量白细胞浸润，血管密度增加，结

肠壁增厚；4，透壁浸润，杯状细胞丢失，高血管

密度，结肠壁增厚。

1.3  ELISA 检测 IL-17A 和 IFN-γ

结肠组织培养参考Zhou等 [15]研究，具体为：

首先，剪取适量结肠组织，在含有青霉素和链霉

significantly alleviate the severity of TNBS-induced colitis, characterized by less body weight loss, moderate 

colon shortening, slight histological damage and low lower pro-inflammatory cytokines expression in mice. 

Conclusion: BC-1215 has protective effects on TNBS-induced colitis in mice and has potential therapeutic 

effects on colitis.

Keywords BC-1215; colitis; inflammatory cytokines
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素的PBS中清洗两次。然后，将结肠进一步剪碎后

置于24孔细胞培养板中，每孔加入1 mL 含青霉素

和链霉素的RPMI 1640培养基，置于37 ℃条件下培

养24 h，离心后收集上清液，使用ELISA方法检测

上清液中的细胞因子IL -17A和IFN-γ水平。

1.4  qRT-PCR 检测 IL-17A，RORγt，IFN-γ，T-bet，
TNF-α，IL-6，IL-23，IL-1β

用 T R I z o l 、 氯 仿 、 异 丙 醇 等 提 取 肠 组 织

标 本 内 总 R N A ， 使 用 T A K A R A 公 司 反 转 录 试

剂 盒 ( R R 0 3 6 A ) 合 成 c D N A 。 各 样 本 c D N A 采 用

TA K A R A 公 司 q R T- P C R 检 测 试 剂 盒 ( R R 4 2 0 A )

进 行 反 应 ， 管 家 基 因 G A P D H 作 为 内 参 对 照 ，

按 照 2 − Δ Δ C T 法 计 算 细 胞 因 子 和 转 录 因 子 m R N A

的 相 对 表 达 。 所 有 小 鼠 引 物 由 北 京 六 合 华

大 基 因 科 技 有 限 公 司 合 成 ， 具 体 为 I L - 1 7 A : 

5'-TCAGCGTGTCCA A ACACTG AG -3'  (Forward)，

5'CGCCAAGGGAGTTAAAGACTT-3' (Reverse)；RORγt：

5'- TCCACTACGGGGTTATCACCT-3' (For ward)，

5'-AGTAGGCCACATTACACTGCT-3'  (Reverse)；

IFN-γ: 5'-GCCACGGCACAGTCATTGA-3' (Forward)，

5'- TGCTGATGGCCTGATTGTCTT-3' (Reverse)；T-bet: 

5'-AACCGCTTATATGTCCACCCA-3' (Forward)，5'- 

CTTGTTGTTGGTGAGCTTTAGC-3' (Reverse)；TNF-α: 

5'-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3' (For ward)，5'- 

CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3' (Reverse)；IL-6：

5'-TCTATACCACTTCACAAGTCGGA-3' (Forward)，

5'-GAATTGCCATTGCACAACTCTTT-3' (Reverse)；IL-

23：5'-AATAATGTGCCCCGTATCCAGT-3' (Forward), 

5'-GCTCCCCTTTGAAGATGTCAG-3' (Reverse)；IL-

1β：5'-TTCAGGCAGGCAGTATCACTC-3' (Forward)，

5'-GAAGGTCCACGGGAAAGACAC-3' (Reverse)；

GAPDH：5'-TGACCTCA ACTACATGGTCTACA-3' 

( Fo r w a r d) ， 5 ' - CT TC C C AT TCTC G G C CT TG - 3 ' 

(Reverse)。

1.5  统计学处理

使用GraphPad Prism 5.0统计软件进行数据分

析。数据以均数±标准误(mean ± SD)表示。两组数

据比较采用非配对 t检验分析。P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  BC-1215 减轻 TNBS 诱导的小鼠炎症程度

造模开始及结束时称量小鼠体重，发现TNBS

可显著降低小鼠体重，给予B C - 1 2 1 5治疗可减轻

TNBS诱导的小鼠体重下降幅度(图1A)。称重后处

死小鼠，取各组小鼠结肠组织，测量结肠全长进

行对比，发现BC -1215可显著减轻TNBS诱导的小

鼠结肠缩短(图1B)。

取 小 鼠 结 肠 组 织 进 行 H E 染 色 发 现 ， T N B S

导 致 小 鼠 肠 黏 膜 组 织 破 坏 ， 大 量 炎 症 细 胞 浸

润 ， B C - 1 2 1 5 显 著 抑 制 T N B S 对 小 鼠 肠 黏 膜 组

织 的 破 坏 和 炎 症 细 胞 浸 润 ( 图 1 C ) ， B C - 1 2 1 5

治 疗 组 小 鼠 肠 黏 膜 组 织 病 理 评 分 显 著 降 低 

(图1D)。此外，TNBS可显著上调结肠组织中MPO

活性，但B C - 1 2 1 5腹腔注射明显降低结肠组织中

MPO活性(图1E)。

2.2  BC-1215 抑制 TNBS 诱导的炎症细胞因子表达

使 用 q R T- P C R 方 法 检 测 各 组 小 鼠 肠 黏 膜 组

织中细胞因子表达水平，发现B C - 1 2 1 5显著抑制

T N B S 诱 导 的 炎 症 肠 黏 膜 组 织 中 I L - 6 ， T N F - α ，

I L - 1 β和I L - 2 3表达(图2 )，提示B C - 1 2 1 5可能通过

抑制肠黏膜组织中促炎症细胞因子表达调节肠黏

膜炎症反应。

2.3  BC-1215 抑制小鼠体内 Th1 和 Th17 细胞免

疫反应

使 用 q R T- P C R 方 法 检 测 各 组 小 鼠 肠 黏 膜 组

织中 I F N - γ 和 I L - 1 7 A  m R N A 表达水平，发现 B C -

1 2 1 5 明 显 抑 制 T N B S 诱 导 的 炎 症 肠 黏 膜 组 织 中

I F N - γ 和 I L - 1 7 A 表 达 ( 图 3 A ， B) 。 取 适 量 小 鼠 结

肠组织清洗后进行组织培养， E L I S A 方法检测结

肠组织培养液中 I F N - γ 和 I L - 1 7 A 蛋白水平，发现

B C - 1 2 1 5 治 疗 组 结 肠 组 织 培 养 液 中 I F N - γ 和 I L -

1 7 A 含量较非治疗组小鼠显著降低 ( 图 3 C ， D) 。

此 外 ， q R T- P C R 结 果 发 现 B C - 1 2 1 5 治 疗 组 小 鼠

炎 症 肠 黏 膜 组 织 中 转 录 因 子 T- b e t 和 R O R γ t 表 达

较非治疗组小鼠组织明显降低 ( 图 3 E ， F ) 。上述

结果提示 B C - 1 2 1 5 可抑制结肠炎发生过程中 T h 1

和 T h 1 7 细胞免疫反应。
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图1 BC-1215减轻TNBS诱导的小鼠炎症程度

Figure 1 BC-1215 ameliorated the severity of TNBS-induced colitis

各组小鼠体重(A)、结肠长度(B)、HE染色(C，×200)、病理评分(D)及MPO活性(E)。**P<0.05, ***P<0.001。

The weight loss (A), colon length (B), HE staining (C, original magnification ×200), pathological score (D) and MPO activity (E). 

**P<0.05, ***P<0.001.
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图2 BC-1215抑制TNBS诱导的炎症细胞因子表达

Figure 2 BC-1215 suppressed the expression of inflammatory cytokine in TNBS-induced colitis mice

取各组小鼠结肠组织并使用qRT-PCR检测IL-6，IL-1β，IL-23，TNF-α mRNA表达水平。***P<0.001。

Colorectal tissues were collected and IL-6, IL-1β, IL-23, TNF-α mRNA expression was detected by qRT-PCR. ***P<0.001.

图3 BC-1215抑制小鼠体内Th1和Th17细胞免疫反应

Figure 3 BC-1215 inhibited Th1/Th17-mediated immune response in TNBS-induced colitis mice

取各组小鼠结肠组织并使用qRT-PCR检测IFN-γ(A)，IL-17A(B)，T-bet(E)，RORγt(F) mRNA表达水平，使用ELISA检测IFN-
γ(C)和IL-17A(D)蛋白质水平。**P<0.05, ***P<0.001。

Colorectal tissues were collected and IFN-γ (A), IL-17A (B), T-bet (E), RORγt (F) mRNA expression was detected by qRT-PCR. Protein 

levels of IFN-γ (C) and IL-17A (D) were measured by ELISA. **P<0.05, ***P<0.001.
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B C - 1 2 1 5是一种新型的F B XO 3蛋白抑制剂。

Mallampalli等 [11]研究发现：BC-1215可降低Fbxo3-

F b x 1 2 的 相 互 作 用 并 且 具 有 阻 止 S C F F b x o 3催 化 的

Fbx l2泛素化作用；BC -1215可以有效降低TNF受

体相关因子(TNF receptor associated factor，TRAF)

蛋白水平而不改变 T R A F  m R N A 水平；在体外，

BC-1215可以抑制细菌脂多糖(lipopolysaccharide，

LPS)诱导的人外周血单个核细胞中TRAF1-6蛋白表

达以及Th1细胞相关的炎症细胞因子表达；给予小

鼠体内注射BC-1215可以抑制假单胞菌引起的肺损
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伤、败血症等，表明BC-1215对炎症具有潜在治疗

作用。研究 [12]发现：BC-1215通过抑制Fbxo3依赖

的Fbxl2泛素化，从而增强TR AF2泛素化和降解，

发挥强大镇痛作用，对神经性疼痛具有潜在治疗

作用。在LPS诱导的小鼠肺损伤中，BC-1215可抑

制转录因子NF-κB及其下游基因IL -1β，IL -6和IL -8

表达，减轻L P S对肺组织损伤 [ 1 6 ]。最新研究 [ 1 3 ]表

明，BC-1215可显著减轻动物模型中缺血再灌注引

起的肺水肿，减轻支气管肺泡灌洗液中的氧化应

激反应和降低炎性细胞因子水平；此外，BC-1215

减轻受损伤的肺组织中缺血再灌注诱发的细胞凋

亡，N F - κ B和丝裂原激活的蛋白激酶激活，表明

BC-1215可能成为缺血再灌注诱导的肺损伤的新型

治疗方法。上述研究表明BC-1215可抑制多种炎症

反应，具有临床应用前景，但其对结肠炎的作用

仍未可知。

本研究发现腹腔注射 B C - 1 2 1 5 可以显著减轻

TNBS诱导的小鼠体重下降、结肠缩短及肠黏膜组

织免疫细胞浸润和破坏。MPO活性与中性粒细胞

在肠黏膜组织浸润程度呈明显正相关 [17]，是反映

急性肠炎的重要生化指标，TNBS可显著上调结肠

组织中M P O活性，腹腔注射B C - 1 2 1 5可明显抑制

TNBS诱导的结肠组织MPO活性增加，这些结果表

明BC -1215可以改善TNBS诱导的小鼠肠黏膜炎症

反应程度。

炎症细胞因子TNF-α，IL -1β，IL -23和IL -6在

IBD和TNBS诱导的小鼠结肠炎模型中具有重要作

用。TNF-α通过损伤上皮细胞紧密连接蛋白破坏肠

黏膜屏障功能，导致肠黏膜炎症[18]。阻断TNF-α作

用可以显著降低TNBS诱导的小鼠肠黏膜炎症[19]。

目前已有多种抗 T N F - α 生物制剂用于 I B D 临床治

疗，且取得显著治疗效果。IL -23由IL -12p40和IL -

2 3 p 1 9 亚基组成，主要由树突状细胞和单核细胞

产生，在IBD和TNBS小鼠炎症肠黏膜组织中表达

升高 [20-21]。IL -6和IL -1β在结肠炎中表达升高，通

过激活STAT3促进CD4 + T细胞分化为Th17细胞，

IL -23对Th17细胞具有稳定作用[22]。研究[23]发现：

BC-1215可显著抑制人外周血单个核细胞TNF-α，

I L - 2 3 和 I L - 6 等 细 胞 因 子 表 达 。 本 研 究 发 现 ： 在

TNBS诱导的小鼠结肠炎中，BC -1215可显著降低

肠黏膜组织中TNF-α，IL -1β，IL -6和IL -23表达，

表明B C - 1 2 1 5通过抑制炎症因子T N F- α，I L - 1 β，

IL -6和IL -23发挥抗炎效应。

Th 1细胞表达转录因子T- b e t并分泌炎症因子

IFN-γ，在多种自身免疫性疾病(包括IBD、类风湿

性关节炎、系统性红斑狼疮等)中发挥重要促炎作

用 [24-25]。在IBD以及TNBS诱导的小鼠炎症肠黏膜

组织中发现大量Th1细胞浸润，产生IFN-γ介导炎

症反应[4]。本研究发现BC-1215可显著抑制TNBS诱

导的小鼠肠黏膜组织中IFN-γ表达，同时抑制其上

游转录因子T-bet表达。这些结果表明，BC-1215可

以下调Th1细胞反应介导抗炎功能。

研究 [26]发现：Th17细胞分泌的IL -17A被发现

在 结 肠 炎 症 发 生 发 展 过 程 中 具 有 重 要 作 用 。 I L -

1 7 A 作用于免疫细胞后促进其分泌炎症趋化因子

和 细 胞 因 子 ， 造 成 肠 黏 膜 炎 症 损 伤 。 此 外 ， I L -

1 7 A 亦可以作用于肠上皮细胞，破坏肠黏膜屏障

功能，加重肠黏膜炎症反应 [27]。本研究发现：使

用BC-1215可以降低肠黏膜组织中的IL -17A水平，

同时抑制其上游转录因子RORγt表达，这表明BC-

1215的抗炎作用与肠黏膜组织中I L -17A的表达显

著降低有关。

综上，本研究表明：BC -1215不仅改善TNBS

诱导的小鼠肠黏膜炎症症状，包括减轻体重下降

程 度 ， 减 轻 结 肠 组 织 缩 短 程 度 和 组 织 病 理 学 损

伤，且抑制肠黏膜组织中I L -6，TNF-α，I L -1β，

I L -23，I L -17A和I FN-γ等炎症细胞因子表达。这

些研究结果提示B C - 1 2 1 5抑制的炎症免疫反应对

TNBS小鼠结肠炎具有保护作用，对IBD的临床治

疗具有潜在作用。
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