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NAD+强化抑制整合应激反应高度激活
减轻小鼠肠道缺血再灌注损伤

黄子怡 李霄垚 王露思 丁 可 陈 榕 孟庆涛
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摘要  目的：探讨烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）强化通过抑制整合应激反应（ISR）高度激活在减轻肠缺血

再灌注（IIR）损伤中的作用。方法：将 36 只健康雄性成年 C57BL/6J 小鼠随机分为 6 组，分别是磷酸盐缓冲液

（PBS）+假手术组（PBS+S 组，n=6）、PBS+IIR 组（n=6）、ISR 抑制剂（ISRIB）+假手术组（ISRIB+S 组，n=6）、

ISRIB+IIR 组（n=6）、NAD+前体 β⁃烟酰胺单核苷酸（NMN）+假手术组（NMN+S 组，n=6）、NMN+IIR 组（n=
6）。建立小鼠 IIR 损伤模型，留取小肠组织，苏木精 ⁃伊红（HE）染色观察组织改变并采用 Chiu's 病理学损伤评分，

Western Blot 法检测小肠组织紧密连接蛋白（E⁃cadherin、Claudin⁃1、Occludin）及 ISR 相关蛋白表达情况。结果：在

动物实验中，与 PBS+S 组相比，PBS+IIR 组 Chiu's 病理学评分显著增高（P<0. 05），紧密连接蛋白表达显著降低

（P<0. 05）及 ISR 相关蛋白表达显著增加（P<0. 05）。使用 ISRIB 及 NMN 抑制 ISR 后可显著抑制小鼠 IIR 引起的

上述指标的变化。结论：ISR 高度激活可能介导 IIR 损伤，NAD+增强可能通过抑制 ISR 减轻 IIR 引起的肠道损伤。
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Abstract

Objective:: To investigate the role of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+ ) enhancement in 
suppressing hyperactivation of the integrated stress response (ISR) in intestinal ischemia ⁃ reperfusion 
(IIR) injury.  Methods:: Thirty⁃six healthy male C57BL/6J mice were equally and randomly divided in⁃
to 6 groups, PBS+sham operation group (PBS+S), PBS+IIR group (PBS+IIR), ISR inhibitor IS⁃
RIB+sham operation group (ISRIB+S), ISR inhibitor ISRIB+IIR group (ISRIB+IIR), NAD+ 
precursor NMN+sham operation group (NMN+S), and NAD+ precursor NMN+IIR group 
(NMN+IIR).  Small intestine tissues were collected for HE staining to observe morphological 
changes and Chiu's pathological injury scoring.  Western Blot was used to detect the expression of 
tight junction proteins (E⁃cadherin, Claudin⁃1, and Occludin) and ISR⁃related proteins in intestinal tis⁃
sues.  Results:: Compared with the PBS+S group, the PBS+IIR group showed significantly higher 
Chiu's pathological scores (P<0. 05), significantly decreased expression of tight junction proteins 
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(P<0. 05), and significantly increased expression of ISR ⁃ related proteins (P<0. 05).  Inhibition of 
ISR by ISRIB or NMN significantly reversed the above indices altered by IIR in mice.  Conclusion:: 
Hyperactivation of the ISR may mediate IIR injury, and NAD+ enhancement may alleviate intestinal 
damage caused by IIR by suppressing ISR.

Key Words Intestinal Ischemia ⁃ Reperfusion Injury； Nicotinamide Adenine Dinucleotide； 
Integrated Stress Response； Intestinal Barrier

肠缺血再灌注（intestinal ischemia⁃reperfusion，
IIR）损伤是临床常见且严重的一种疾病，可发生在

各种危重的临床状况中，大多由急性肠梗阻、急性

肠系膜缺血、小肠移植术、出血性或感染性休克、严

重烧伤以及特定的外科手术等引起，这可能随后导

致 休 克 、严 重 感 染 、诱 发 全 身 炎 症 反 应 综 合 征

（systemic inflammatory response syndrome，SIRS）
甚至死亡等严重后果［1］。然而，IIR 相关的预后仍然

很差，IIR 损伤的机制尚待明确。

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine 
dinucleotide，NAD+）是氧化还原反应中的一种必需

辅酶，已被证明在代谢过程中发挥重要作用，使其

成为能量代谢的核心。 IIR 通过缺血缺氧、氧化应

激、炎症反应导致 NAD+耗竭；NAD+耗竭则进一步

放大能量崩溃、屏障破坏、炎症失控 ，加剧 IIR。

NAD+还可作为非氧化还原酶的底物［2⁃3］，包括沉默

调节蛋白脱乙酰酶（SIRTs）、环状 ADP 核糖水解酶

CD38 和聚 ADP⁃核糖聚合酶（PARP）。在哺乳动物

细胞中，NAD+在代谢、DNA 修复、表观遗传调节、

衰老和免疫调节中也起着关键作用［4⁃5］。研究［6⁃8］表

明 NAD+增强在各种疾病中的有益效果，包括肝脏、

肾和心脏的缺血再灌注（ischemia reperfusion，IR）。

然而，其在 IIR 损伤中的确切作用仍不清楚。

整合应激反应（integrated stress response，ISR）
是细胞面对多种应激刺激时启动的适应性调控网

络，通过翻译水平的重编程和基因表达重塑，维持

细胞稳态或诱导决定细胞命运。IIR 会通过缺血期

的能量危机与再灌注期的氧化损伤以及炎症风暴，

直接激活 ISR。此前的研究［9⁃10］也已经表明，在体外

和体内，ISR 响应于线粒体电子传递链功能障碍而

被激活。体外研究［11］证明依赖线粒体复合物Ⅰ的

NAD+再生可通过防止病理性 ISR 激活来控制细胞

命 运 ，补 充 NAD+ 前 体 烟 酰 胺 单 核 苷 酸（nicotin⁃
amide mononucleotide，NMN）可 以 抑 制 ISR 的 激

活。 ISR 激活增加了真核翻译起始因子 2α（eif⁃2α）
亚基的磷酸化，这抑制了蛋白质合成，但增强了选

择性基因的翻译，作为对抗代谢应激的适应性机

制。ISR 激活后的矛盾翻译基因包括编码转录因子

（ATF4 和 ATF5）的基因和编码 CHOP 的基因，它

们可以诱导自身基因和一碳代谢相关基因的表达，

这些蛋白质可作为 ISR 的指标。

本研究拟探索通过施用 ISR 抑制剂（ISRIB）和

NMN 预防性给药减轻 IIR 诱导的 ISR 高度激活，从

而 保 护 肠 道 免 受 IIR 损 伤 的 具 体 机 制 ，并 提 供

NAD+在 IIR 治疗中的证据。

1 材料与方法

1. 1　主要试剂与仪器   兔抗鼠 ATF4、eif⁃2α、p⁃eif⁃
2α、E ⁃ cadherin 单 克 隆 抗 体 购 于 美 国 Cell Signal 
Technology 公司；兔抗鼠 β⁃actin、ATF5、Claudin⁃1、
Occludin 单克隆抗体和鼠抗鼠 CHOP 单克隆抗体购

于武汉三鹰生物技术有限公司；NAD+/NADH 检

测试剂盒（WST⁃8 法）购于上海碧云天生物技术有

限 公 司 ；NMN、ISRIB 购 于 美 国 MCE 公 司 ；AB⁃
Script Ⅲ RT Master Mix for qPCR、2×Universal 
SYBR Green Fast qPCR Mix 试剂盒购于武汉爱博

泰克生物（ABclonal）公司；所有引物均由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。

1. 2　动物   健康野生型 SPF 级雄性 C57BL/6J 小

鼠 36 只，6~8 周，体质量 20~25 g，购买于三峡大学

医学院，适应性喂养 1 周，饲养环境湿度为 40%~
60%，温度为（22±2） ℃，小鼠为自由进食状态。

1. 3　小鼠 IIR 模型的建立   术前禁食 12 h，不限制

水摄入。术前称重，复制 IIR 模型［12］，按 5 mL·kg-1

的剂量腹腔注射 1. 5% 戊巴比妥钠溶液，对小鼠进

行麻醉，仰卧位固定小鼠。小鼠麻醉后腹部正中脱

毛，消毒铺巾，正中切口开腹，找到并分离肠系膜上

动脉（superior mesenteric artery，SMA），微动脉夹夹

闭 SMA 根部，观察 1 min 确定血管搏动消失，肠壁

苍白，SMA 血流被阻断后缝合伤口。45 min 后经原

切口进腹，松开动脉夹恢复血供，观察肠壁颜色恢

复，证明血供恢复后关闭腹腔。S 组同样开腹，除不

夹闭 SMA 外，其余操作均同 IIR 组相同。所有小鼠
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再灌注 2 h 后处死，经原切口进腹，取小肠组织纵行

切开，无菌生理盐水冲洗后用无菌干燥纱布吸干水

分，分别用 4% 多聚甲醛固定行苏木精 ⁃伊红（HE）
染色、液氮冰冻保存供蛋白和 RNA 提取，新鲜组织

提取供 NAD+相关指标检测等。

1. 4　 实 验 分 组   本 实 验 选 择 成 年 健 康 雄 性

C57BL/6J 小鼠 36 只，随机数表法将小鼠分为 6 组，

分别为磷酸盐缓冲液（PBS）+假手术组（PBS+S
组，n=6）、PBS+肠缺血再灌注组（PBS+IIR 组，n
=6）、ISRIB+ 假手术组（ISRIB+S 组，n=6）、IS⁃

RIB+ 肠 缺 血 再 灌 注 组（ISRIB+IIR 组 ，n=6）、

NAD+前体 NMN+假手术组（NMN+S 组，n=6）、

NMN+肠缺血再灌注组（NMN+IIR 组，n=6）。为

了证实 ISR 在组织损伤中的作用，本研究使用了

ISR 的特异性抑制剂 ISRIB，在通过 IIR 诱导组织损

伤之前，提前 1 周给予 ISRIB（2. 5 mg·kg-1 腹腔注

射）作为预处理［9］。同时，在术前 1 周，我们对 7 周大

的雄性 C57BL/6J小鼠给予 NMN（500 mg·kg-1腹腔

注 射）作 为 预 处 理［11］。 实 验 过 程 及 分 组 情 况 见

图 1。

1. 5　观察指标检测及方法   
1. 5. 1　肠黏膜病理学检测　再灌注 2 h 后，迅速剪

取采集 2~4 cm 长度的新鲜缺血区小肠组织标本。

反 复 洗 涤 后 置 入 4% 多 聚 甲 醛（pH 7. 4）中 固 定

24 h，固定后的组织经脱水、透明、浸蜡后，用石蜡

包埋成块，借助切片机切成 3~5 μm 厚的切片，贴

附于载玻片上。为了检查组织病理损伤，我们采用

HE 染色切片，每个标本取 2 个不同切片 10 个视

野，由两名经验丰富的病理学家，按照 Chiu's 小肠

损伤评分分级法对小肠损伤程度进行双盲评估。

1. 5. 2　 Western Blot 检 测 蛋 白 表 达 水 平　 取

-80 ℃保存的小肠组织，冰上剪取适量样本并称

重，用 4 ℃预冷的 PBS 洗涤 3 次。按每 100 mg 组织

加入 1 mL 预冷裂解液（RIPA∶蛋白酶抑制剂 Cock⁃
tail∶PMSF∶磷酸酶抑制剂 A∶磷酸酶抑制剂 B=
1 000∶2∶1∶1∶1），液氮研磨仪研磨（30 Hz，5 min）。

冰上裂解 30 min 后用超声裂解 40 s，4 ℃ 12 000 r ·
min-1 离心 20 min。收集上清后，按照 BCA 试剂盒

的说明步骤检测样品蛋白浓度，并对蛋白进行定量

后按 4∶1 的比例加入 5×上样缓冲液 100 ℃煮沸变

性 10 min，-20 ℃保存备用。然后进行 SDS⁃PAGE
电泳，转膜使蛋白转至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温

封闭 1 h 后，TBST 洗 3 次×5 min。然后按相应抗

体说明书稀释一抗，4 ℃摇床孵育过夜后，TBST 室

温洗涤 3 次，每次 10 min。HRP 标记二抗室温孵育

1 h，TBST 室温洗涤 3 次，每次 10 min。化学发光仪

器显影条带，Image J 分析目的蛋白与 β⁃actin 灰度

值，两者比值反映目的蛋白的表达。

1. 5. 3　 实 时 荧 光 定 量 PCR（RT ⁃ qPCR）　 通 过

RT ⁃qPCR 检测 CHOP、ATF4、ATF5 基因转录水

平的表达。根据制造商的说明，使用 RNA 抽提试

剂盒分离小鼠小肠组织总 RNA，使用 ABScrip Ⅲ 
RT Master Mix 与 gDNA Remover 进行 qPCR，将

1 μg 的 RNA 反转录成 cDNA。RT⁃qPCR 采用 2× 
Universal SYBR Green Fast qPCR Mix。引物序列

见表 1。
1. 5. 4　 肠 道 NAD+ 含 量 检 测　 采 用 WST ⁃ 8 法

NAD+/NADH 检测试剂盒，按照说明书操作。组

织样品的准备：将冰上预冷的 PBS 洗涤小肠组织

后，称取约 10~30 mg 的组织样品，用剪刀剪碎，置

图 1　实验过程及分组情况示意图

注：PBS. 磷酸盐缓冲液；ISRIB. 整合应激反应抑制剂；NMN. 烟酰胺单核苷酸；S. sham，假手术；IIR. 肠缺血再灌注。
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于匀浆器中，按照每 10 mg 组织加入 200 μL 提取液

的比例加入 200~600 μL NAD+/NADH 提取液在

室温或冰上进行匀浆，随后 12 000 r·min-1，4 ℃离心

10 min，取上清作为待测样品备用。上清液处理：取

50~100 μL 离心后的上清液转移至离心管中，60 ℃
孵育 30 min；之后在 4 ℃、10 000 r·min-1条件下离心

5 min。显色与检测：取 20 μL 上述离心后的上清液

加入 96 孔板中，37 ℃孵育 10 min；随后加入 10 μL
显色液，通过检测混合液在 450 nm 波长处的吸光度

值，计算得到 NAD+/NADH 的比值。

1. 6　统计学方法   所有数据采用 GraphPad Prism 
9. 1. 0 统计软件进行分析，以均数±标准差（

-
x±s）

表示，多组间采用单因素方差分析（One⁃way AN⁃
NOVA），多组间两两比较用 Turkey 法，P<0. 05 为

差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　小鼠肠组织病理改变   为了阐明 IIR 损伤的

分子机制，我们建立了 IIR 小鼠模型。图 2A 显示

S 组小肠组织黏膜基本正常，绒毛表现出良好且完

整易识别的结构；而 IIR 组肠黏膜则失去其正常结

构，绒毛缩短脱落，炎性细胞浸润，固有层细胞增加

（图 2B）。

小肠组织的 HE 染色显示，与 PBS+IIR 组相

比，ISRIB+IIR 组肠黏膜增厚，小肠绒毛上皮细胞

轻 度 水 肿 ，无 明 显 坏 死 脱 落（图 2C 和 2D）。 与

PBS+IIR 组相比，NMN+IIR 组小肠绒毛的损伤减

少，组织黏膜上皮细胞排列较规则，绒毛完整且排

列相对整齐，无明显溃疡出血灶（图 2E 和 2F）。

Chiu's 病理学评分显示，IIR 组肠组织损伤程度远大

于 S 组，预防性给药可显著改善肠道组织学异常（P
<0. 05）（图 2G）。

2. 2　 肠 组 织 紧 密 连 接 蛋 白 表 达 情 况 的 变 化   
Western Blot结果表明，与 S 组相比，IIR 组紧密连接

蛋白 E⁃cadherin、Claudin⁃1、Occludin 表达显著降低

（P<0. 05），表明肠道屏障受损（图 3A）。此外，与

PBS+IIR 组相比，在用 ISRIB 和 NMN 预处理后，肠

组织中的紧密连接蛋白表达升高（P<0. 05），表明肠

屏障损伤减轻（图 3B、3C）。

2. 3　 肠 组 织 ISR 相 关 蛋 白 表 达 情 况 的 变 化   在

预 防 性 给 药 的 条 件 下 ，用 RT ⁃ qPCR 和 Western 

Blot 检测 ISR 相关基因的表达水平。RT⁃qPCR 结

果显示，IIR 后 ISR 相关特征基因 RNA 表达均显

著上调（图 4A），与 PBS+IIR 组相比，ISRIB+IIR
和 NMN+IIR 组 ISR 相关特征基因 RNA 表达均

显著下降（图 4B、4C）。 Western Blot 结果显示，

IIR 组蛋白表达远高于 S 组（P<0. 05）（图 4D），这

与肝脏和肾脏中的研究结果一致，预防性给药可

显著改善 ISR 相关蛋白的表达（P<0. 05）（图 4E、

4F）。

表 1　RT‐qPCR 引物序列

物种

鼠

鼠

鼠

鼠

基因

CHOP
ATF4
ATF5
β⁃actin

正义（5'—3'）
CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT
CTCTTGACCACGTTGGATGAC

GCTCGTAGACTATGGGAAACTCC
CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG

反义（5'—3'）
CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT
CAACTTCACTGCCTAGCTCTAAA
CAGTCATCCAATCAGAGAAGCCG
TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG

A~F.PBS+S 组、PBS+IIR 组、ISRIB+S 组、ISRIB+IIR 组、NMN+S 组、NMN+IIR 组小鼠小肠 HE 染色照片（HE×
100）；G. 小鼠小肠组织Chiu's评分的比较。各组 n=6，*P<0.05，****P<0.000 1。

图 2　IIR 后小鼠肠组织病理改变和病理学评分
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A. 假手术动物和 IIR 后肠道损伤标志物（屏障蛋白）变化；B、C. 在预防性 ISRIB、NMN 给药条件下，假手术动物和 IIR
后肠道损伤标志物变化。各组 n=6，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。

图 3　IIR 后肠组织紧密连接蛋白表达情况

A~C. 在未给药、预防性 ISRIB 和 NMN 给药条件下，用 RT⁃qPCR 检测假手术动物和 IIR 后肠道 ISR 相关基因表达水平

的变化；D~F. 在未给药、预防性 ISRIB 和 NMN 给药条件下，用 Western Blot 检测假手术动物和 IIR 后肠道 ISR 相关基因的

蛋白表达水平变化。各组 n=6，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，ns. 无统计学意义。

图 4　IIR 后肠组织 ISR 相关蛋白表达情况
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2. 4　肠组织中 NAD+含量的变化   与 PBS+S 组相

比，PBS+IIR 组小鼠肠组织 NAD+含量显著降低；

与 PBS+IIR 组相比，NMN+IIR 组肠组织 NAD+

含量升高；NAD+/NADH 的比值也有类似改变（P
<0. 05）（图 5）。

3 讨论

IIR 的病理生理学包括氧化应激、炎症反应、钙

超载及细胞死亡通路激活，可导致线粒体功能障碍

和自噬，以及细胞 NAD+减少，伴随导致 ISR 的高度

激活。氧化应激是全身各脏器 IR 的重要机制，IIR
后，大量的活性氧（ROS）产生，肠内皮细胞屏障功

能受损，肠黏膜通透性增加、肠道内细菌和内毒素

移位进入血液，引起严重的炎症反应和脓毒症，进

一步引发多器官功能障碍［13⁃14］。在本研究中，我们

通 过 对 7 周 大 的 雄 性 C57BL/6J 小 鼠 SMA 夹 闭

45 min，松开动脉夹再灌 2 h 的方式建立 IIR 模型。

实验结果显示夹闭 SMA 后，肠组织很快变得苍白，

45 min 取除动脉夹后，肠组织充血肿胀明显。我们

还通过 HE 染色直观观察肠道黏膜状态，Chiu's 病理

学评分升高，IIR 组肠组织损伤程度远大于 S 组。肠

道上皮细胞间紧密连接蛋白复合物的通透性决定

肠黏膜的机械屏障功能［15］，我们选用其中较主要的

蛋白 E⁃cadherin、Claudin⁃1、Occludin 蛋白进行检测，

Western Blot 结果发现 IIR 组中的紧密连接蛋白较

S 组表达减少，提示 IIR 损伤严重破坏了肠内皮细胞

功能，肠黏膜机械屏障受损。

NAD+稳态的破坏与衰老、肥胖、糖尿病多种疾

病有关，也与 IR 相关的心、肝、肾等器官损伤有关。

例如，已证实 CD38 的过度活化导致心脏缺血性损

伤中 NAD+的耗竭［16］。CD38 的基因或药物阻断可

显著挽救结局。在急性肾损伤（AKI）中，由于限制

酶喹啉磷酸核糖基转移酶（QPRT）和 NAM 磷酸核

糖基转移酶（NAMPT）的表达受限，NAD+的从头

合成和补救途径被阻断［8］。此外，NAD+剥夺也是

IR 损伤肝脏的脂质过氧化、炎症反应和细胞死亡的

部分原因，并且这种损伤可以通过使用 NMN 来

挽救［7］。

ISR 是一种保守的反应网络，可以对发生在内

质网和细胞质中的应激作出反应。ISR 充当蛋白质

稳态的调节中枢在认知和神经退行性疾病如阿尔

茨海默病、帕金森病、肌萎缩性侧索硬化等均起到

重要作用［17⁃19］，其动物模型大脑中都能检测到 ISR
的激活特征。

本研究中我们同样检测到在 IIR 中 ISR 相关基

因的表达上调，通过使用 ISR 的特异性抑制剂 IS⁃
RIB，减轻了 IIR 诱导的 ISR 高度激活，并逆转了在

这些小鼠中观察到的肠道组织学异常。我们同时

也发现 IR 导致肠缺血性损伤中 NAD+的耗竭，小肠

NAD+通过长期给予 NAD+前体 NMN 而显著增加，

并且 IIR 后 NAD+的下降得到改善。NMN 的使用

不仅有效地增加了小肠 NAD+水平，而且改善了由

IIR 导致的 ISR 高度激活，保护肠道屏障功能。我们

的研究表明通过使用 ISR 抑制剂 ISRIB 或长期给予

NMN 增强小肠 NAD+以减轻 ISR，可能对 IIR 有保

护作用。

综上所述，本研究证实 ISR 高度激活介导 IIR
损伤，NAD+增强可能通过抑制 ISR 减轻 IIR 引起的

肠道损伤。

开放科学（资源服务）标识码（OSID）：

A~C.小鼠肠道中 NAD+、NADH 水平以及 NAD+/NADH 比例。各组 n=6，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。
图 5　肠组织中 NAD+含量
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