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外源性亚精胺通过激活 AMPK/PGC⁃1α通路
减轻肠缺血再灌注损伤
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摘要  目的：探究外源性亚精胺对肠缺血再灌注（IIR）损伤的保护作用，并明确其是否通过激活 AMPK/PGC‑
1α 通路发挥作用。方法：①动物实验：将 24 只 C57BL/6J 小鼠分为假手术组（Sham 组）、肠缺血再灌注组（IIR 组）、

假手术+亚精胺组（Sham+spd 组）、肠缺血再灌注+亚精胺组（IIR+spd 组），每组 6 只。制备小鼠 IIR 损伤模型，留

取小肠组织，观察组织改变，行 Chiu's 病理学损伤评分，TUNEL 染色检测细胞凋亡，Western Blot 检测钙黏蛋白

E‑Cadherin、AMPK、p‑AMPK、PGC‑1α 蛋白表达，试剂盒检测 ROS、MDA、LDH 水平及 SOD 活性，ELISA 检测

TNF‑α、IL‑1β 的表达水平，RT‑qPCR 检测 Tnf⁃α、Il⁃1β、Ampk、Pgc⁃1α 的 mRNA 表达。②细胞实验：Caco‑2 细胞随

机分为对照组（NC 组）、缺氧/复氧组（HR 组）、对照+亚精胺组（NC+spd 组）、缺氧/复氧+亚精胺组（HR+spd
组）。建立缺氧/复氧模型后，CCK‑8 法检测细胞存活率，试剂盒检测 ROS、MDA、LDH 水平及 SOD 活性，Western 
Blot 检测 AMPK、p‑AMPK、PGC‑1α 蛋白表达，ELISA 检测 TNF‑α、IL‑1β 的表达水平，RT‑qPCR 检测 TNF⁃α、IL⁃

1β、AMPK、PGC ⁃1α 的 mRNA 表达。结果：在动物实验中，IIR 组 Chiu's 病理学评分相较于 Sham 组显著增高，

ROS、MDA、LDH 水平升高，SOD 活性降低，促炎因子 TNF ‑ α、IL ‑ 1β 表达增多，AMPK、PGC ‑ 1α 表达降低，

p‑AMPK/AMPK 比值降低（P<0. 05）；与 IIR 组相比，IIR+spd 组肠组织病理损伤减轻、Chiu's 评分降低，ROS、

MDA、LDH 水平降低，SOD 活性升高，细胞凋亡减少，促炎因子表达降低，AMPK、PGC‑1α 表达升高，p‑AMPK/
AMPK 比值升高（P<0. 05）。细胞实验中，Caco‑2 细胞在 HR 后存活率降低，ROS、MDA、LDH 水平升高，SOD 活

性降低，促炎因子表达升高，AMPK、PGC‑1α 表达降低，p‑AMPK/AMPK 比值降低（P<0. 05）；而 HR+spd 组较

HR 组 ROS 水平降低，炎症因子表达减少，AMPK、PGC‑1α 表达升高，p‑AMPK/AMPK 比值升高（P<0. 05）。结

论：外源性亚精胺可能通过激活 AMPK/PGC‑1α 通路减轻 IIR 损伤。
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Exogenous spermidine alleviates intestinal ischemia⁃reperfusion injury 
by activating the AMPK/PGC⁃1α pathway
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Abstract

Objective:: To investigate the protective effect of exogenous spermidine on intestinal ischemia‑re‑
perfusion (IIR) injury and clarify whether it exerts the effect by activating the AMPK/PGC ‑ 1α path‑
way.  Methods:: In vivo, 24 C57BL/6J mice were divided into 4 groups (6 mice in each group): sham 

DOI: 10. 14188/j. 1671‑8852. 2025. 0960 文章编号 1671‑8852（2026）05‑0587‑10

课题来源：国家自然科学基金面上项目（编号：82172155）；国家自然科学基金青年项目（编号：82202410）。
作者简介：王露思，女，2000—，医学硕士生，主要从事肠缺血再灌注损伤免疫机制相关研究，E‑mail：2895390550@qq. com。
通信作者：孟庆涛，E‑mail：mengqingtao2018@126. com。



第  47 卷武汉大学学报（医学版）

operation group (Sham group), intestinal ischemia ‑ reperfusion group (IIR group), sham operation+
spermidine group (Sham+spd group), and intestinal ischemia ‑ reperfusion+spermidine group (IIR+
spd group).  A mouse IIR injury model was prepared, and intestinal tissue samples were harvested, 
then the histological alterations were observed, Chiu's pathological injury scoring was performed, the 
apoptosis was detected byvia TUNEL staining, and the protein expression of E‑cadherin, AMPK, p‑
AMPK, and PGC‑1α was assessed by Western Blot.  Kits were used to measure ROS, MDA, LDH 
levels, and SOD activity.  ELISA was employed to detect TNF‑α and IL‑1β expression levels.  RT‑
qPCR was performed to assess mRNA expression of Tnf⁃α, Il⁃1β, Ampk, and Pgc⁃1α.  In vitro, Ca‑
co ‑ 2 cells were randomly divided into the control group (NC group), hypoxia/reoxygenation group 
(HR group), control+spermidine group (NC+spd group), and hypoxia/reoxygenation+spermidine 
group (HR+spd group).  Following establishment of the hypoxia/reoxygenation model, cell viability 
was assessed using the CCK ‑ 8 assay.  Reagent kits were employed to measure ROS, MDA, LDH 
levels, and SOD activity.  Western Blot analysis evaluated AMPK, p ‑AMPK, and PGC ‑1α protein 
expression.  ELISA assays determined TNF ‑ α and IL ‑ 1β expression levels.  RT ‑ qPCR quantified 
mRNA expression of TNF⁃α, IL⁃1β, AMPK, and PGC⁃1α.  Results:: In vivo, the IIR group exhibit‑
ed significantly higher Chiu's pathological scores compared to the Sham group, along with elevated 
levels of ROS, MDA, and LDH, reduced SOD activity, increased expression of pro ‑ inflammatory 
factors TNF ‑ α and IL ‑ 1β, decreased expression of AMPK and PGC ‑ 1α, and a reduced p ‑AMPK/
AMPK ratio (P<0. 05).  Compared with the IIR group, the IIR+spd group exhibited reduced intesti‑
nal histopathological damage, decreased Chiu's score, lower ROS, MDA, and LDH levels, in‑
creased SOD activity, reduced apoptosis, decreased proinflammatory factor expression, increased 
AMPK and PGC ‑ 1α expression, and elevated p ‑AMPK/AMPK ratio (P<0. 05).  In vitro, Caco ‑ 2 
cells exhibited reduced survival rates after HR exposure, elevated ROS, MDA, and LDH levels, de‑
creased SOD activity, increased pro‑inflammatory factor expression, reduced AMPK and PGC‑1α ex‑
pression, and decreased p‑AMPK/AMPK ratio (P<0. 05).  In contrast, the HR+spd group exhibit‑
ed reduced ROS levels, decreased inflammatory factor expression, increased AMPK and PGC‑1α ex‑
pression, and an elevated p‑AMPK/AMPK ratio compared to the HR group (P<0. 05).  Conclusion:: 
Exogenous spermidine may alleviate IIR injury by activating the AMPK/PGC‑1α pathway.

Key Words Spermidine； Intestinal Ischemia‑Reperfusion Injury； AMPK/PGC‑1α Signal Path‑
way

肠缺血再灌注（intestinal ischemia ‑ reperfusion 
injury，IIR）损伤是临床中普遍存在的急性危重疾

病。它与各种临床疾病的发病、进展和预后密切相

关［1］。 IIR 损伤指的是缺血所造成的局部组织损伤

在血液再灌注后发生恶化，常由严重创伤、烧伤、休

克、肠扭转、肠系膜血栓栓塞和小肠移植引起，会导

致肠道黏膜屏障破坏、细菌及毒素入血，从而引起

全身炎症反应和多器官功能障碍综合征［2］。

IIR 损伤涉及多种分子机制，其中氧化应激是

核心驱动因素［3］。氧化应激过程包括活性氧（reac‑
tive oxygen species，ROS）的过量产生和抗氧化系统

失衡等多个环节。再灌注阶段产生的过量 ROS 可

攻击细胞膜、细胞器及 DNA 等生物分子，引发脂质

过氧化、蛋白质氧化和 DNA 损伤，并通过信号通路

诱导肿瘤坏死因子 ‑α（tumor necrosis factor‑α，TNF‑
α）、白细胞介素 ‑1β（interleukin‑1β，IL‑1β）等炎症介

质释放，加剧组织损伤［4］。当前研究重点在于抑制

氧化应激，抗氧化剂在减轻 IIR 损伤中已得到广泛

关注，靶向氧化应激是预防或减轻 IIR 损伤的有效

策略之一［5‑6］。

腺苷酸活化蛋白激酶（AMP ‑activated protein 
kinase，AMPK）是一种细胞内能量传感器和调节

剂［7］。过氧化物酶体增殖物激活受体 ‑γ 共激活因

子 ‑1α（PPARγ coactivator‑1α，PGC‑1α）是一种转录
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共激活因子，可协调多种组织的生理适应过程，在

介导糖异生、糖酵解、脂肪生成、线粒体脂肪酸氧化

以及线粒体呼吸效率方面具有多种作用［8］。作为代

谢稳态调控网络中的重要环节，AMPK/PGC‑1α 通

路与氧化应激息息相关［9］，有研究证实，活化的

AMPK 通过 PGC‑1α 缓解线粒体紊乱，减少活性氧

的产生［10］；在人视网膜色素上皮细胞中，PGC‑1α 具

有 重 要 的 调 节 氧 化 代 谢 作 用 及 抗 氧 化 能 力［11］；

AMPK/PGC‑1α 信号通路的激活，可以减少心肌细

胞的氧化应激和线粒体功能障碍，从而减轻心肌缺

血再灌注损伤［12］。因此，调控 AMPK/PGC‑1α 信号

通路对代谢稳态的维持至关重要。

多胺是指含有两个以上氨基的脂肪族化合物，

广泛分布于原核生物和真核生物中，包括腐胺（pu‑
trescine）、亚精胺（spermidine）、精胺（spermine）等。

亚精胺已被证明能够参与调控动物机体内生物大分

子物质合成、细胞信号转导［13］和细胞抗氧化［14］等许

多生物学过程。诸多研究证实，补充外源性亚精胺

对缺血再灌注损伤能够起到保护作用。既往研究［15］

表明，在缺血再灌注损伤的小鼠心肌细胞中，亚精胺

抑制氧化应激，改善了心肌梗死诱导的心功能障碍

降低。也有研究［16］表明，补充亚精胺可减轻缺血再

灌注后的肾小管损伤和肾功能障碍。目前尚不明确

亚精胺是否对 IIR 损伤具有保护作用以及是否通过

AMPK/PGC‑1α通路发挥保护作用。因此本研究旨

在通过体内外模型，特异性地探讨亚精胺对 IIR 损伤

的作用以及其与 AMPK/PGC‑1α 信号通路的关系，

为临床预防和治疗 IIR损伤提供新思路。

1 材料与方法

1. 1　试剂与仪器   亚精胺（spd）购于美国 MCE 公

司（货 号 ：HY ‑ B1776）。 ROS 试 剂 盒 购（货 号 ：

CA1410）、人 TNF‑α 酶联免疫吸附法（ELISA）试剂

盒（货号：SEKH ‑0047）、鼠 TNF ‑α ELISA 试剂盒

（货号：SEKR‑0009）、人 IL‑1β ELISA 试剂盒（货号：

SEKH ‑ 0002）、鼠 IL ‑ 1β ELISA 试 剂 盒（货 号 ：

SEKR ‑ 0002）购 于 北 京 索 莱 宝 公 司 。 丙 二 醛

（MDA）试 剂 盒（货 号 ：A003 ‑ 1 ‑ 2）、乳 酸 脱 氢 酶

（LDH）试剂盒（货号：A020‑2‑2）、总超氧化物歧化

酶（T‑SOD）测定试剂盒（货号：A001‑3‑2）购于南京

建成公司。DAPI（货号：C1002）、CCK‑8 试剂盒（货

号：C0038）、RNA 抽提试剂盒（货号：R0017S）、羊抗

兔二抗（货号：A0208）购于上海碧云天公司。AB‑

Script Ⅲ RT Master Mix for qPCR 试剂盒（货号：

RK20428）、2×Universal SYBR Green Fast qPCR 
Mix（货号：RK21203）购于武汉爱博泰克公司。通

用型组织固定液（货号：G1101）、RNA 稳定保存液

（货号：G3019）购于武汉赛维尔公司。兔源钙黏蛋

白 E‑Cadherin 单抗（货号：3195）、兔源 AMPK 抗体

（货号：2532）、兔源 p‑AMPK 单抗（货号：50081）、兔

源 PGC‑1α 单抗（货号：2178）、兔源 β‑actin 单抗（货

号：4970）购于美国 Cell Signal Technology 公司。液

氮 研 磨 仪 ；NanoDrop；正 置 显 微 镜（奥 林 巴 斯

BX53）；倒置显微镜（奥林巴斯 IX71）；罗氏 PCR
（Lightcycler 4800Ⅱ）；酶标仪（美国 PE 公司）；Bio‑
Rad ChemiDoc 化学发光仪。

1. 2　 实 验 动 物 及 分 组   健康野生型 SPF 级雄性

C57BL/6J 小鼠 24 只，6~8 周，体质量 20~25 g，购
自于河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，适应性

喂养 1 周。将 C57BL/6J 小鼠随机分成 4 组，分别为

假手术组（Sham 组）、肠缺血再灌注组（IIR 组）、假

手术+亚精胺组（Sham+spd 组）、肠缺血再灌注+
亚精胺组（IIR+spd 组），各组均为 6 只。为了探讨

亚 精 胺 对 肠 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 影 响 ，术 前 对

Sham+spd 组、IIR+spd 组小鼠经口灌胃 20 mg ·
kg-1亚精胺 7 d。所有实验动物保持正常饮食。

1. 3　小鼠肠缺血再灌注模型的建立   腹腔注射浓

度为 1. 5%、剂量 5 mL·kg-1的戊巴比妥钠溶液以麻

醉小鼠，使用胶带和缝线以仰卧位固定小鼠。于腹

部正中行脱毛、消毒，正中切口进腹，分离肠系膜上

动脉（superior mesenteric artery，SMA），使用微动脉

夹夹闭 SMA 根部，观察动脉搏动及肠壁颜色，确定

SMA 血流被阻断后，缝合伤口。45 min 后拆除缝

线 ，经 原 切 口 进 腹 ，松 开 微 动 脉 夹 。 Sham 组 、

Sham+spd 组行与 IIR 组相同的开腹等操作，但不

夹闭 SMA。所有小鼠于再灌注 2 h 后处死。取离回

肠端 5 cm 的小肠组织，冲洗后分别用 4% 多聚甲醛

固定、液氮冰冻，用于后续实验检测。

1. 4　细胞培养及分组   人结肠癌细胞系（Caco‑2）
购自武汉普诺赛生命科技有限公司。使用含有

10% 胎牛血清、1% 链霉素‑青霉素的 MEM 培养基，

在 37 ℃、含有 5% CO2的加湿培养箱中培养 Caco‑2
细胞。将细胞随机分为对照组（NC 组）、对照+亚

精胺组（NC+spd 组）、缺氧/复氧（hypoxia/reoxy‑
genation，HR）组（HR 组）及缺氧/复氧+亚精胺组

（HR+spd 组）。对于亚精胺处理组，待 Caco‑2 细胞

密度长到 70% 后，使用 50 μmol·L-1 亚精胺预处理
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2 h，更换培养基 2 h 后建立缺氧/复氧模型。

1. 5　 HR 模 型   为模拟缺氧条件，将细胞在 5% 
CO2、1% O2、94% N2 的环境中培养 12 h，然后将细

胞在常氧条件下培养 2 h，完成复氧。

1. 6　指标检测及方法   
1. 6. 1　肠黏膜病理学检测　造模完成后取小鼠新

鲜缺血区肠组织标本，4% 多聚甲醛固定标本、石蜡

包埋切片后进行 HE 染色，光学显微镜观察肠组织

病理学变化并采集图像，每个标本取 2 个切片采集

10 个不同视野，采用 Chiu's 评分分别对组织损伤进

行独立评分。Chiu's 评分标准［17］：0 分，正常小肠上

皮绒毛；1 分，小肠绒毛顶端上皮下间隙增宽，伴毛

细血管淤血；2 分，小肠绒毛顶端上皮下间隙扩展，

伴上皮层与固有层中度分离；3 分，小肠绒毛两侧上

皮层与固有层大量分离，绒毛顶端部分破损；4 分，

小肠绒毛破损，伴固有层毛细血管暴露及炎性细胞

增多；5 分，固有层破坏、出血和溃疡。

1. 6. 2　TUNEL 染色　取小肠组织样本固定，石蜡

包埋切片，进行脱蜡、蛋白酶 K 修复、破膜、室温平

衡等处理后按比例滴加 TUNEL 反应液，在 37 ℃恒

温箱孵育 2 h，洗涤后滴加 DAPI 染液，避光室温孵

育 10 min，再次洗涤后用抗荧光淬灭封片剂封片。

切片于正置荧光显微镜下观察并采集图像，统计分

析荧光强度。

1. 6. 3　Western Blot 检测　冰上操作，取各组小鼠

小肠组织或 Caco‑2 细胞，按比例加入 RIPA 裂解液

进行裂解，30 min 后低温研磨，超声，4 ℃离心取上

清后，按照 BCA 试剂盒的步骤测蛋白浓度，对蛋白

进行定量。按比例加入上样缓冲液并煮沸变性 10 
min。根据蛋白浓度计算上样量，采用 10%SDS ‑
PAGE 凝胶电泳，转膜，5% 脱脂奶粉室温摇床封闭

2 h，分别使用兔源 E ‑Cadherin、AMPK、p‑AMPK、

PGC‑1α、β‑actin 单克隆抗体 4 ℃摇床敷育过夜，次

日 TBST 室温洗涤 3 次，每次 10 min，加入羊抗兔二

抗室温敷育 1 h，再次洗膜，TBST 洗涤 3 次，每次 10 
min，显影条带，采用 Image J 分析图像，目的蛋白条

带灰度值与 β‑actin 条带灰度值的比值反映目的蛋

白的相对表达。

1. 6. 4　 肠 道 及 细 胞 MDA、SOD 及 LDH 的 检 测　

依照说明书，将小鼠肠组织裂解匀浆后取上清或将

细胞提前接种，MDA 测定采用硫代巴比妥酸显色

法，通过酶标仪在 532 nm 处读数；SOD 活性测定采

用水溶性四唑盐法，通过酶标仪在 450 nm 处读数；

LDH 测定采用微板法，通过酶标仪在 440 nm 处读

数。

1. 6. 5　ROS 检测　依照说明书，提前将细胞接种

于 12 孔板，去除细胞培养基，加入用无血清培养基

稀释至 10 μmol·L-1 的 DCFH ‑DA，37 ℃避光孵育

20~30 min，孵育完成后用 PBS 洗涤 3 次，随后在荧

光显微镜下观察并采集图像，使用 Image J软件分析

图像。

1. 6. 6　实时荧光定量 PCR(RT‑qPCR)　使用无菌

无酶物品。使用 RNA 抽提试剂盒分离小鼠肠组织

或 Caco‑2 细胞总 RNA，使用 ABScript Ⅲ RT Mas‑
ter Mix for qPCR 试 剂 盒 将 mRNA 逆 转 录 为 cD‑
NA，按 照 2×Universal SYBR Green Fast qPCR 
Mix 的反应体系在罗氏 PCR 仪进行 qPCR。所有

引物均由上海碧云天生物技术公司合成，引物序列

见表 1。
1. 6. 7　CCK‑8 检测　根据说明书，将各组细胞用

胰蛋白酶消化后再用培养基进行重悬，接种于 96 孔

板中，在细胞培养箱中培养 24 min，每个孔添加

CCK ‑8 试剂 10 μL，孵育 30 min，采用酶标仪测量

450 nm 处吸光度。

1. 6. 8　ELISA 法检测小肠组织及 Caco‑2 细胞的炎

性因子水平　取不同分组的小肠组织和 Caco‑2 细

表 1　RT⁃qRCR 引物序列

物种

鼠

鼠

鼠

鼠

鼠

人

人

人

人

人

基因

Tnf⁃α

Il⁃1β

Ampk

Pgc⁃1α

β⁃actin

TNF⁃α

IL⁃1β

AMPK

PGC⁃1α

β⁃actin

正义  (5'—3')
TAGCCCACGTCGTAGCAAAC

TGCCACCTTTTGACAGTGATG
TTAAACCCACAGAAATCCAAACAC
GAATCAAGCCACTACACACACACG

TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT
CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG

CGAATCTCCGACCACCACTA
TTGAAACCTGAAAATGTCCTGCT
TCTGAGTCTGTATGGAGTGACAT

CATGTACGTTGCTATCCAGGC

反义  (5'—3')
TGTCTTTGAGATCCATGCCGT
TGATGTGCTGCTGCGAGATT

CTTCGCACACGCAAATAATAGG
CATCCCTCTTGAGCCTTTCGTG

ATGGAGGGGAATACAGCCC
GAGGACCTGGGAGTAGATGAG
AGGGAAAGAAGGTGCTCAGG

GGTGAGCCACAACTTGTTCTT
CCAAGTCGTTCACATCTAGTTCA

CTCCTTAATGTCACGCACGAT
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胞，根据 ELISA 操作说明书，使用相对应的 ELISA
试剂盒检测 TNF‑α、IL‑1β 的表达水平。

1. 6. 9　统计学方法　采用 GraphPad Prism 9. 5 软

件进行统计学分析，正态分布的定量资料以均数±
标准差（

-
x±s）表示，多组间采用双因素方差分析，多

组间两两比较用 Turkey 法，以 P<0. 05 为差异具有

统计学意义。

2 结果

2. 1　亚精胺改善肠缺血再灌注后的组织损伤与屏

障破坏   微型动脉夹夹闭小鼠肠系膜上动脉根部

后，可见肠管失去血色，逐渐苍白，部分肠管肿胀，45 
min 取下动脉夹后，可见肠管充血水肿。HE 染色切

片显示（见图 1A），与 S 组相比，IIR 组小鼠肠组织损

伤显著增加：小肠绒毛结构被明显破坏，绒毛断裂，

可见炎性细胞浸润。Chiu's 病理学评分显示（见图

1B），IIR 组小鼠肠黏膜损伤程度比 S 组重，Chiu's 病
理学评分显著增加；与 IIR 组相比，IIR+spd 组的

Chiu's 损伤评分显著降低（P<0. 05）。肠组织机械

屏障的完整性方面，结果显示（见图 1C、1D），与 S 组

相比，IIR 组小鼠肠组织 E‑Cadherin含量显著降低（P
<0. 05）；与 IIR 组相比，IIR+spd 组小鼠肠组织 E ‑
Cadherin 含量显著升高（P<0. 05），提示亚精胺可以

保护 IIR后的肠道机械屏障的完整性。

2. 2　 亚 精 胺 显 著 抑 制 IIR 诱 导 的 氧 化 应 激 反 应   
采用 DCFH‑DA 荧光探针标记肠组织中的 ROS，通

过荧光显微镜观察并定量分析荧光强度。结果显

示（见图 2A、2B），Sham 组仅呈现微弱的红色荧光，

表明生理状态下 ROS 水平较低；IIR 组中荧光强度

显著增强，提示 IIR 可诱导肠道内大量 ROS 生成，

引发剧烈的氧化应激反应。而 IIR+spd 组的荧光

强度较 IIR 组明显减弱（P<0. 05）。通过生化检测

试剂盒进一步测定肠组织中 MDA 含量、SOD 活性

及 LDH 水平，结果显示（见表 2），IIR 组 MDA、LDH
水平较 Sham 组升高（P<0. 05），SOD 活性较 Sham
组降低（P<0. 05）。而亚精胺处理后，IIR+spd 组

MDA、LDH 水平较 IIR 组降低（P<0. 05），SOD 活

性升高（P<0. 05）。上述指标的协同变化进一步证

实，亚精胺可减少 ROS 生成、增强内源性抗氧化酶

活性，从而减轻 IIR 诱导的细胞氧化应激损伤。

2. 3　 亚 精 胺 减 少 IIR 诱 导 的 细 胞 凋 亡 和 炎 症 反

应  对小鼠肠组织进行 TUNEL 染色后结果显示

（见图 3A、3B），IIR 组的肠黏膜上皮中出现大量阳

性 细 胞 ，TUNEL 荧 光 强 度 显 著 高 于 Sham 组

（P<0. 05）。然而，在 IIR+spd 组中，肠组织 TU‑
NEL 荧光强度显著降低（P<0. 05）。进一步通过实

时荧光定量 PCR 技术检测了炎症因子 Tnf⁃α、Il⁃1β 
mRNA 的表达水平。结果显示（见图 3C），与 Sham
组相比，IIR 组小鼠肠组织中 Tnf⁃α、Il⁃1β 的 mRNA
相对表达量显著升高（P<0. 05），表明肠缺血再灌

A. 各 组 小 鼠 肠 组 织 病 理 学 变 化（×200）；B. 各 组 肠 组 织

Chiu’s 评 分 的 比 较 ；C. 各 组 E ‑ Cadherin 的 Western Blot 结 果 ；

D. 各组 E‑Cadherin 的相对表达量。 **P<0.01，****P<0.000 1，ns. 
无统计学意义。

图 1　IIR 后小肠病理学变化及肠黏膜紧密连接蛋白的表达

A. 各组 ROS 荧光染色图片（×200）；B. 各组 ROS 相对荧光强

度的比较。****P<0.000 1，ns. 无统计学意义。

图 2　IIR 后 ROS 染色

表 2　各组小鼠肠组织 SOD、MDA、LDH 水平比较

（
-
x±s，n=6）

组别

Sham
IIR

Sham+spd
IIR+spd

SOD
/U·mg-1

184.99±3.32
138.28±2.19*

181.86±8.10
146.76±1.04#

MDA
/nmol·mg-1

3.19±0.19
9.25±0.28*

3.19±0.15
7.86±0.27#

LDH
/mmol·g-1

0.27±0.01
2.28±0.15*

0.28±0.24
1.97±0.04#

注：与 Sham 组比较，*P<0.05，与 IIR 组比较， #P<0.05。
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注引发了强烈的炎症反应。值得注意的是，在给予

亚精胺预处理后，Tnf⁃α、Il⁃1β 的 mRNA 表达水平显

著降低（P<0. 05）。对各组小鼠肠组织进行 ELISA

检测，结果表明（见图 3D），与 Sham 组相比，IIR 组

TNF‑α 和 IL‑1β 水平升高（P<0. 05），而 IIR+spd 组

的炎症因子水平则较 IIR 组降低（P<0. 05）。

2. 4　 亚 精 胺 降 低 Caco⁃2 细 胞 HR 后 氧 化 应 激 水

平   为进一步验证亚精胺在细胞层面的抗氧化应

激作用，我们检测了细胞内的 ROS 水平，结果显示

（见图 4A、4B），NC 组细胞仅见微弱绿色荧光，ROS
水平较低；HR 组细胞绿色荧光强度较 NC 组显著增

强（P<0. 05），提示 HR 处理可诱导 Caco‑2 细胞内

ROS 水平大量增加；而经亚精胺处理的 HR+spd 组

细胞中，绿色荧光强度明显减弱（P<0. 05）。通过

生化检测试剂盒进一步测定各组细胞 MDA 含量、

SOD 活性及 LDH 水平，结果显示（见表 3），HR 组

MDA、LDH 水平较 NC 组升高（P<0. 05），SOD 活

性较 NC 组降低（P<0. 05）；而 HR+spd 组 MDA、

LDH 水平则较 HR 组降低（P<0. 05），SOD 活性升

高（P<0. 05）。通过 CCK‑8 法检测细胞存活率，结

果显示（见图 4C），HR 组细胞存活率较 Sham 组显

著下降（P<0. 05）；而 HR+spd 组细胞存活率则显

著高于 HR 组（P<0. 05）。实时荧光定量 PCR 检测

结果显示（见图 4D），HR 组 Caco‑2 细胞中促炎因子

TNF⁃α、IL⁃1β 的 mRNA 相对表达量显著高于 NC 组

（P<0. 05），而在亚精胺处理后，HR+spd 组 TNF⁃

α、IL⁃1β 的 mRNA 表达量较 HR 组降低（P<0. 05）。

对各组细胞进行 ELISA 检测，结果表明（见图 4E），

与 NC 组相比，HR 组 TNF‑α 和 IL‑1β 水平升高（P<
0. 05），而 HR+spd 组的炎症因子水平则较 HR 组降

低（P<0. 05）。

2. 5　亚精胺通过激活 AMPK/PGC⁃1α 抗氧化通路

发 挥 保 护 作 用   在体内实验中，通过 Western Blot
检测各组小鼠肠组织中 AMPK/PGC‑1α 信号通路

蛋白表达（见图 5A~5C），与 Sham 组相比，IIR 组中

PGC ‑ 1α 蛋 白 相 对 表 达 量 显 著 下 降（P<0. 05），

p‑AMPK/AMPK 比值降低（P<0. 05）。在经亚精

胺处理后，IIR+spd 组的 PGC‑1α 蛋白相对表达量

较 IIR 组显著增加（P<0. 05），p‑AMPK/AMPK 比

值也显著升高（P<0. 05）。实时荧光定量 PCR 检测

结果进一步验证了 AMPK、PGC‑1α 在转录水平的

变化（见图 5D、5E）。在 IIR 组中，Ampk、Pgc⁃1α 的

mRNA 相对表达量较 Sham 组显著降低（P<0. 05），

而 IIR+spd 组上述基因的 mRNA 表达量则较 IIR
组回升（P<0. 05）。在体外实验中，通过 Western 
Blot 检测各组细胞中 AMPK/PGC‑1α 信号通路蛋

A. 各组 TUNEL 荧光染色照片，左至右分别为 TUNEL、DAPI 染色及融合（Merge）图片（×200）；B. 各组 DAPI 荧光强

度的比较；C. 各组 Tnf⁃α、Il⁃1β 的 mRNA 相对表达量；D. 各组 TNF‑α、IL‑1β 水平。 **P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，
ns. 无统计学意义。

图 3　IIR 后 TUNEL 染色图片及炎症因子表达水平
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白表达（见图 5F~5H），HR 组中 p‑AMPK/AMPK
比值较 NC 组降低（P<0. 05），PGC‑1α 蛋白相对表

达 量 也 显 著 下 降（P<0. 05），而 HR+spd 组 的

p ‑ AMPK/AMPK 比值则较 HR 组显著升高（P<
0. 05），PGC ‑1α 蛋白相对表达量也显著增加（P<
0. 05）。通过实时荧光定量 PCR 检测了 AMPK、

PGC⁃1α 的 mRNA 相对表达量（见图 5I、5J），HR 组

较 NC 组显著降低（P<0. 05），而亚精胺处理后使上

述基因的 mRNA 表达量较 HR 组显著回升（P<
0. 05）。

3 讨论

IIR 损伤是临床常见的危重病理过程，其核心

机制与氧化应激密切相关。在缺血阶段，肠道组织

缺氧导致黄嘌呤脱氢酶不可逆转化为黄嘌呤氧化

酶；再灌注时，氧气恢复使黄嘌呤氧化酶催化分子

氧生成大量 ROS，包括超氧阴离子、羟基自由基及

过氧化氢等非自由基，同时线粒体呼吸链电子泄漏

和炎症细胞也将释放 ROS。过量 ROS 可攻击细胞

内各种生物分子，加剧组织损伤。正常情况下，机

体通过超氧化物歧化酶、过氧化氢酶等酶类抗氧化

剂及谷胱甘肽、褪黑素等非酶类抗氧化剂清除

ROS，但 IIR 损伤时 ROS 的生成远超清除能力，导

致严重氧化应激损伤［4］。在我们的研究中，IIR 组肠

组织结构遭受严重破坏，肠组织病理学 Chiu's 评分

较 Sham 组显著升高，E‑Cadherin 含量显著降低，说

明 IIR 引发的一系列病理反应破坏了肠黏膜上皮细

胞间的连接结构，使黏膜屏障功能受损。 IIR 组小

鼠肠组织中的 MDA、LDH 含量较 Sham 组升高，

SOD 活性降低，说明 IIR 后小鼠发生严重的氧化应

激反应。此外，ROS 在 IIR 和 HR 处理后的肠组织

和 Caco‑2 细胞中显著增加，进一步支持了氧化应激

的发生。TUNEL 染色结果显示，IIR 组肠黏膜上皮

呈现出大量阳性细胞，表明存在广泛的细胞凋亡现

象。进一步分析发现，IIR 组肠组织和 HR 组 Caco‑2
细胞的促炎因子表达水平显著高于 S 组和 NC 组，

表明 IIR 引发了强烈的炎症反应。

亚精胺是一种广泛分布于生物体内的多胺类

化合物，它在细胞进程中发挥着诸多关键作用，例

如稳定 DNA、促进细胞生长以及诱导自噬等［13‑14］。

同时，亚精胺还具备强抗氧化活性，通过直接与自

A. 各组细胞 ROS 染色图片（×200）；B. 各组 ROS 荧光强度的比较；C. 各组细胞存活率的比较；D. 各组细胞 TNF⁃α、

IL⁃1β 的 mRNA 相对表达量；E. 各组细胞 TNF‑α、IL‑1β 水平。**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，ns. 无统计学意义。

图 4　Caco⁃2 细胞 HR 后 ROS 染色图片及炎症因子表达水平

表 3　各组 Caco⁃2 细胞 SOD、MDA、LDH 水平比较

（
-
x±s，n=6）

组别

NC
HR

NC+spd
HR+spd

SOD
/U·mg-1

149.78±10.80
129.48±4.44*

158.72±7.23
141.93±7.22#

MDA
/nmol·mg-1

2.87±0.53
7.87±0.43*

2.30±0.68
5.89±0.49#

LDH
/mmol·g-1

0.18±0.06
1.99±0.22*

0.12±0.09
1.53±0.10#

注：与 NC 组比较，*P<0.05，与 HR 组比较， #P<0.05。
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由基反应，将其转化为稳定物质，抑制自由基对

DNA、蛋白质和脂质的损伤；并且在体内能够促进

抗氧化酶的表达，增强机体的抗氧化能力［18］。此

外，亚精胺促进谷胱甘肽等非酶抗氧化物质的合

成，增强细胞的抗氧化防御，减少氧化损伤［19］。此

前已有不少文献［16］证实亚精胺对缺血再灌注损伤

具有保护作用。本研究进一步证实了亚精胺对 IIR
损伤的保护作用。体内实验结果表明，亚精胺处理

后，IIR 小鼠的黏膜下层水肿减轻，肠道结构损伤减

轻，病理学 Chiu's 评分降低，E‑Cadherin 含量升高，

表明亚精胺能够改善 IIR 后的肠组织损伤与屏障破

坏。在氧化应激方面，亚精胺处理组的小鼠 ROS 荧

光染色强度也较 IIR 组显著减少，说明亚精胺减少

了 IIR 后 ROS 的生成；生化指标上，亚精胺处理使

得肠组织 MDA、LDH 水平降低，SOD 活性升高，进

一步证实了亚精胺可以减少 IIR 后的氧化应激损

伤。亚精胺的保护作用不仅体现在对肠黏膜屏障

功能的维护和调节氧化应激，还体现在对炎症反应

的抑制。在亚精胺的干预下，IIR 后的肠道 TUNEL
荧光染色强度显著降低，促炎细胞因子分泌减少，

说明亚精胺能够减少 IIR 后的细胞凋亡与炎症反

应。而在体外实验中，亚精胺处理组的 Caco‑2 细胞

内 ROS 水平降低，细胞存活率上升，促炎细胞因子

分泌减少，进一步证实了亚精胺能够降低细胞 HR
后氧化应激水平，具有保护作用。综上所述，亚精

胺能够改善 IIR 后的肠道组织损伤与屏障破坏，显

著抑制 IIR 诱导的氧化应激反应，减少细胞凋亡与

炎症反应。

AMPK 作为细胞能量感知与代谢调控的核心

分子，在氧化应激状态下被激活后可磷酸化下游靶

蛋白 PGC‑1α［20］，后者作为线粒体生物合成与抗氧

化应激的关键转录共激活因子，进一步上调抗氧化

A. 各组小鼠 AMPK、p‑AMPK 和 PGC‑1α 的 Western Blot 结果；B. 各组小鼠 PGC‑1α 的相对表达量；C. 各组小鼠 p‑
AMPK/AMPK 比值的比较；D. 各组小鼠 Ampk 的 mRNA 相对表达量；E. 各组小鼠 Pgc⁃1α 的 mRNA 相对表达量；F. 各组

细胞 AMPK、p‑AMPK 和 PGC‑1α 的 Western Blot结果；G. 各组 p‑AMPK/AMPK 比值的比较；H. 各组 PGC‑1α 的相对表达

量；I. 各组细胞 AMPK 的 mRNA 相对表达量；J. 各组细胞 PGC ⁃1α 的 mRNA 相对表达量。 *P<0.05，**P<0.01，***P<
0.001，****P<0.000 1，ns. 无统计学意义。

图 5　小鼠 IIR 后、Caco⁃2 细胞 HR 后 AMPK、p⁃AMPK 和 PGC⁃1α 表达
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转录因子的表达，启动抗氧化酶的合成，从而形成

级联反应。有文献［12］证明，AMPK/PGC‑1α 通路的

激活能增强受损心肌细胞的抗氧化应激能力，对受

损心肌起到保护作用。而我们的研究结果强烈提

示亚精胺的保护效应与 AMPK/PGC‑1α 通路激活

之 间 的 关 系 ：亚 精 胺 处 理 后 的 IIR 组 p ‑ AMPK、

PGC ‑ 1α 蛋 白 表 达 显 著 增 加 ；Ampk、Pgc ⁃ 1α 的

mRNA 表达较 IIR 组显著回升，类似的趋势同样出

现于体外实验中。且有相关研究证实，亚精胺能够

调控 AMPK 磷酸化水平及其下游基因表达，而

AMPK 抑制剂处理能够一定程度地抑制亚精胺促

进 AMPK 磷酸化的功能［21］。这一结果进一步佐证

了亚精胺功能与 AMPK/PGC‑1α 通路的紧密关联

性。而在分子机制层面上，亚精胺激活 AMPK 的具

体途径尚未明确，是直接结合 AMPK 亚基、间接影

响线粒体功能，还是通过影响细胞内 AMP/ATP 比

例、调控自噬通路等方式介导 AMPK 激活，仍需进

一步探索。AMPK/PGC‑1α 通路下游具有多种潜

在的功能效应器，如促进线粒体生物合成、改善线

粒体功能、激活自噬通路、减少细胞凋亡等。值得

注意的是，上述效应器的功能变化与本研究中观察

到的表型形成高度呼应：线粒体生物合成增加与功

能改善，直接对应组织氧化应激水平的下降（表现

为 ROS 含量降低、抗氧化酶 SOD 活性升高等）；自

噬激活与凋亡抑制，则与组织病理损伤减轻（如炎

症因子水平下降）及细胞死亡数量减少（TUNEL 阳

性细胞率降低）的结果相契合。这一系列关联验证

了 AMPK/PGC‑1α 通路在保护效应中的核心地位，

使本研究的保护机制假说更具说服力，也为后续针

对性干预靶点的筛选提供了明确的理论框架。

研究结果提示，亚精胺可能通过激活 AMPK/
PGC‑1α 通路，显著减轻 IIR 损伤。后续研究我们将

致力于通过条件性基因敲除小鼠构建与特异性抑

制剂应用进一步夯实本研究的结论并为机制解析

提供直接证据，从而为临床干预 IIR 提供了新的分

子机制和精准的通路靶向策略。
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