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三丁酸甘油酯通过抑制铁死亡缓解
2,4,6-三硝基苯磺酸诱导的大鼠肠道炎症
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摘要 目的：探讨三丁酸甘油酯（TB）缓解2,4,6-三硝基苯磺酸（TNBS）诱导的实验性结肠炎大鼠肠道炎症的机制。方法：选择

雄性Sprague Dawley大鼠24只，随机分为4组（每组 6只）：对照组、模型组（TNBS组）、TB低剂量（TNBS＋TB 600 mg/kg）组和

TB高剂量（TNBS+TB 1 000 mg/kg）组，低剂量和高剂量用药组在建模前和后1周内灌胃相应剂量的TB。造模后观察大鼠的

活动情况和粪便性状，对大鼠进行疾病活动指数（DAI）评估，处死大鼠后观察结肠组织并进行苏木精-伊红染色及组织学损伤

评分。采用酶联免疫吸附法（ELISA）、蛋白质免疫印迹法（western blotting）、免疫组化和生化检测方法来评估炎症表现以及与

铁死亡相关信号通路的结果。结果：与对照组相比，TNBS组DAI评分、组织学损伤评分显著增高，GPX4和SLC7A11蛋白表

达水平显著降低，ACSL4 和FTH1表达水平增高；与TNBS相比，低剂量和高剂量TB治疗可明显减少DAI评分和组织学损伤

评分，且TB高剂量组的治疗效果最佳（均P＜0.05）。TB逆转了TNBS组肠上皮细胞中谷胱甘肽和丙二醛的表达，上调了

GPX4和SLC7A11蛋白表达水平，同时下调了ACSL4 和FTH1表达水平（均P＜0.05）。结论：TB 可改善TNBS诱导克罗恩病

大鼠的氧化应激和肠道炎症损伤，其机制可能与抑制铁死亡通路有关。
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Tributyrin alleviating 2,4,6- trinitrobenzene sulfonic acid- induced intestinal inflammation in

rats by inhibiting ferroptosis
HUANG Ziqian1, LYU Xiaodan2, XU Xiaofang1, HAN Bing1, ZHAN Lingling2, LYU Xiaoping1. (1. Department

of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, China; 2. De-

partment of Clinical Laboratory, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021,

China)

Abstract Objective: To investigate the mechanism of tributyrin (TB) in alleviating 2,4,6-trinitrobenzene sulfon-

ic acid (TNBS)- induced intestinal inflammation in rats with experimental colitis. Methods: A total of 24 male

Sprague Dawley rats were randomly divided into four groups (6 rats in each group): control group, model group

(TNBS group), low-dose TB group (TNBS+TB 600 mg/kg) and high-dose TB group (TNBS+TB 1,000 mg/kg),

and the low-dose and high-dose TB groups were gavaged with the corresponding dose of TB for one week before

and after modeling. After modeling, the rats were observed for activity and fecal characteristics, the rats were as-

sessed for the disease activity index (DAI), and the colonic tissues were observed and stained with hematoxylin-

eosin and scored for histological damage after the rats were put to death. Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA), western blotting, immunohistochemistry, and biochemical assays were used to assess the inflammation

and the results of signaling pathways associated with ferroptosis. Results: Compared with the control group, the

TNBS group had significantly higher DAI scores, histological damage scores, significantly lower protein expres-

sion levels of GPX4 and SLC7A11, and higher expression levels of ACSL4 and FTH1. Low- and high-dose TB

treatment significantly reduced DAI scores and histological damage scores compared with the TNBS group, with

the best treatment effect in the high-dose TB group (all P＜0.05). TB reversed the expression of glutathione and
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malondialdehyde in intestinal epithelial cells from the TNBS group and up- regulated the GPX4 and SLC7A11

protein expression levels while down-regulating the ACSL4 and FTH1 expression levels (all P＜0.05). Conclu-

sion: TB ameliorates oxidative stress and intestinal inflammatory damage in TNBS-induced Crohn’s disease rats.

Its mechanism may be related to the inhibition of the ferroptosis pathway.

Keywords tributyrin; crohn’s disease; ferroptosis; intestinal epithelial cells

炎症性肠病（IBD）是一种特发性肠道炎症性疾

病，包括克罗恩病（CD）和溃疡性结肠炎（UC），其机

制至今仍不清楚，但环境和遗传因素使个体易

感[1]。有研究认为，环境因素会引发易患CD的遗传

个体对肠道微生物群的异常免疫反应[2]。肠道微生

物菌群失调也是加速CD肠道炎症恶化的原因，近

年来肠道菌群研究是热点[3-4]。

目前有报道 IBD患者肠道中的丁酸含量显著

低于健康的人，且已有将丁酸钠灌肠作为辅助治疗

的临床研究[5-6]。丁酸作为一类短链脂肪酸，是肠道

菌群分解膳食纤维产生的一种有机酸，具有调节肠

道菌群、抗炎、修复肠道屏障功能等作用[7-8]。三丁

酸甘油酯（TB）和丁酸盐等可在肠道菌群作用下分

解产生丁酸，目的都是在肠道分解成丁酸发挥进一

步作用[9]。

铁死亡是一种特殊的死亡方式，与谷胱甘肽过

氧化物酶 4（GPX4）的缺失和谷胱甘肽（GSH）的调

节有关[10]，2020 年才首次在 IBD患者和动物模型中

观察到铁死亡现象[11]。近年来对于铁死亡在CD中

的研究有新的报道，但TB通过调节铁死亡对CD的

缓解还未有报道[12-13]。本研究旨在探讨TB对TNBS

诱导的大鼠肠道炎症的保护作用，进一步阐明铁死

亡的作用机制，为防治CD开辟新路径。

1 材料和方法

1.1 主要试剂 雄性Sprague Dawley大鼠24只，体

重180～210 g，SPF级（广东维通利华实验动物技术

有限公司）；TB〔梯希爱（上海）化成工业发展有限公

司〕；2,4,6-三硝基苯磺酸（TNBS）、5%水溶液（美国

Sigma-Aldrich 公司）；大鼠肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）、白介素（IL）-6的酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒

（上海科兴商贸有限公司）；还原型GSH试剂盒（南

京建成生物工程研究所有限公司）；丙二醛（MDA）

试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；通用型免

疫组化试剂盒（北京中衫金桥生物技术有限公司）；

单克隆抗体 GPX4、ACSL4、FTH1、SLC7A11〔艾比

玛特医药科技（上海）有限公司〕；单克隆抗体β-actin

（杭州景杰生物科技股份有限公司）；抗兔 IgG（H+

L）DyLight 800 二抗（美国 Invitrogen公司）。

1.2 动物模型的建立和药物干预 所有大鼠于

SPF级环境下适应性饲养 7 d，将大鼠随机分为 4组

（每组 6只）：对照组、模型组（TNBS组）、TB低剂量

（TNBS+TB 600 mg/kg）组和TB高剂量（TNBS+TB

1 000 mg/kg）组。除了对照组，其余3组大鼠造模前

禁食 24 h，然后予 2.5%TNBS乙醇溶液（100 mg/kg）

灌注1次至大鼠肠道，构建急性肠炎大鼠模型。TB

低剂量组和高剂量组的大鼠在造模前 1周灌胃 600

mg/kg和1 000 mg/kg TB，造模后继续上述剂量分别

灌胃TB 1周，灌胃治疗每天 1次，共连续给药 14 d。

根据前期研究，TB的灌胃剂量和给药时间在此基础

上确定[14]。造模后的TNBS组和对照组予以每日灌

胃生理盐水（200 μL），造模及造模后给药7 d结束实

验。本实验得到广西医科大学动物伦理委员会的

批准（审批号：20220916）。

1.3 动物取材 实验结束前一天，大鼠禁食不禁

水。取材时使用 3%异氟烷对大鼠进行初期诱导麻

醉，麻醉成功后调节维持浓度为1%，处于完全麻醉

状态后使用颈椎脱臼处死。将已处死的大鼠沿腹

腔剪开后找到肛门端剪下并分离至盲肠端，在距离

肛门4 cm结肠病变处，取一部分各组大鼠的结肠用

4 %多聚甲醛固定，后续进行石蜡包埋和切片，剩下

的结肠组织应尽快转入－80℃冰箱保存，用于后续

实验检测。

1.4 疾病活动指数（DAI）以及结肠黏膜损伤指数

（CMDI）评分 在造模和用药期间，每日查看动物

活动状况，记录粪便性状、颜色和体重，第 8天参照

文献[15]评估DAI。取材后纵行切开肠组织，根据

参考文献[16]对损伤程度进行CMDI评分。

1.5 苏木精—伊红（HE）染色及组织学评分 将已

固定和包埋的结肠组织切片（厚度5 μm），然后进行

HE染色。在光镜下检查HE染色结果，观察大鼠结

肠组织的病变情况，并根据参考文献[17]的标准计

算组织病理学评分。
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1.6 结肠组织中TNF-α和 IL-6含量的ELISA检测

取各组结肠组织用磷酸盐缓冲盐水（PBS）溶液

进行组织匀浆，先离心，再使用ELISA试剂盒测定

炎症因子TNF-α与 IL-6，借助酶标仪在450 nm处测

定OD值，通过标准曲线公式对细胞因子浓度展开

计算。各项操作按试剂盒说明进行。

1.7 氧化应激相关指标GSH和MDA的生化检测

用裂解好的结肠匀浆上清液，分别使用生化检

测试剂盒测定结肠组织GSH和MDA水平，在96孔

板上进行分光光度测定。使用酶标仪在 405 nm和

532 nm处分别检测GSH和MDA的OD值，同时参

照说明书所示公式计算样品含量。

1.8 蛋白质免疫印迹法（western blotting）法检测结

肠组织中的GPX4、ACSL4、FTH1和 SLC7A11蛋白

表达 提取各组结肠组织中的总蛋白，匀浆液在冰

上裂解半小时后离心，取出上清液。然后将蛋白定

量，在 SDS-PAGE凝胶上分离，移至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上，先参照抗体说明书稀释抗体，将膜与

一抗4 ℃孵育过夜，次日使用TBST缓冲液洗涤3次

后常温避光孵育二抗 1 h。使用Odyssey 红外激光

成像系统进行信号检测。

1.9 免疫组化法检测铁死亡相关蛋白GPX4表达

通过 4%多聚甲醛溶液固定所采集的大鼠的结

肠，再实施石蜡包埋操作，并切成 5 μm的片。随后

使用免疫组化试剂盒进行实验。切片先在EDTA缓

冲液中高压灭菌 20 min以提取抗原，再用 3%的过

氧化氢抑制内源性过氧化氢酶的活性。正常山羊

血清室温下孵育 15 min后，滴加GPX4一抗 4℃孵

育过夜。次日加入二抗孵育，DAB 显色及终止显

色，苏木精复染，最后脱水封片。借助病理显微镜

查看染色结果。所有步骤严格按照试剂盒说明进行。

1.10 统计学方法 采用 GraphPad Prism 9.0软件

进行数据分析，计量资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表
示，涉及 3个或更多组的多重比较采用单因素方差

分析（one-way ANOVA），两两比较采用 LSD- t 检

验，P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠DAI和CMDI评分比较 与对照组

相比，TNBS组大鼠出现体重下降以及DAI评分增

高，在造模过程中，TNBS组的部分大鼠DAI评分因

自我修复而逐渐下降；与 TNBS 组相比，使用 TN-

BS+TB（600 mg/kg和1 000 mg/kg）组治疗后大鼠体

重增加，DAI评分降低，呈剂量依赖性。从大鼠结肠

损伤程度上看，TNBS组大鼠CMDI评分较对照组

显著升高，而经TNBS+TB（600 mg/kg和 1 000 mg/

kg）组治疗后可显著降低评分（P＜0.05），且TNBS+

TB（1 000 mg/kg）组上述评分更低，见图1。

2.2 各组大鼠结肠HE染色及组织学损伤评分比

较 在显微镜下观察，对照组结肠黏膜结构完整、

层次清晰，TNBS组大鼠结肠炎症多数累及黏膜下

层，伴有大量炎症细胞的浸润、杯状细胞的缺失、腺

体破坏，局部可见严重的隐窝损害（图2红色箭头所

示）；TNBS+TB（600 mg/kg 和 1 000 mg/kg）组用药

后可见炎症程度介于对照组和TNBS组之间，黏膜

损伤得到一定程度的恢复，且在1 000 mg/kg浓度用

药后恢复更为显著。与对照组对比，TNBS诱导的

大鼠病理损伤评分升高；与TNBS组对比，TB（600

mg/kg和 1 000 mg/kg）组治疗可显著降低组织病理

评分（P＜0.05），具有剂量依赖性，且 TNBS＋TB

（1 000 mg/kg）组上述评分更低，见图2。

A、B：建模后7 d的DAI和 DAI 的每日变化；C：CMDI评分比较；组间比较，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图1 各组大鼠DAI和CMDI评分比较
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2.3 各组大鼠结肠上皮细胞中炎症因子TNF-α、IL-

6 蛋白水平比较 TNBS 组大鼠的炎症细胞因子

TNF-α和 IL-6蛋白表达水平显著高于对照组大鼠，

而与 TNBS 组对比，经 TNBS＋TB（600 mg/kg 和

1 000 mg/kg）组用药后可显著降低TNF-α和 IL-6蛋

白的表达，且TNBS＋TB（1 000 mg/kg）组的效果更

佳（P＜0.05），见图3。

2.4 氧化应激相关指标GSH和MDA在各组结肠

组织中的表达情况 在生化检测中，与对照组对

比，TNBS组大鼠结肠组织内显示GSH水平下调、

MDA 水平上调（P＜0.05）；与 TNBS 组对比，TN-

BS＋TB（600 mg/kg和 1 000 mg/kg）组用药逆转了

上述影响，以TNBS＋TB（1000 mg/kg）组最佳（P＜

0.05），见图4。

2.5 各组大鼠结肠铁死亡相关蛋白GPX4、ACSL4、

FTH1 和 SLC7A11 的表达情况 与对照组对比，

TNBS 组中铁死亡相关指标 GPX4、SLC7A11 蛋白

表达下调，而ACSL4和FTH1蛋白表达增加；与TN-

BS组对比，TNBS＋TB（600 mg/kg和 1 000 mg/kg）

组的应用后 GPX4、SLC7A11 蛋白表达增加，AC-

SL4、FTH1 蛋白表达降低，其中 TNBS＋TB（1 000

mg/kg）组的效果最好（P＜0.05）。铁死亡的关键性

指标GPX4的免疫组化通过显微镜可观察到，与对

照组相比，TNBS组结肠组织上皮细胞中胞质GPX4

蛋白含量显著减少；与 TNBS 组对比，TNBS+TB

（600 mg/kg和1 000 mg/kg）组用药后结肠上皮细胞

中GPX4蛋白表达增高，以TNBS+TB（1 000 mg/kg）

组的GPX4表达最高（P＜0.05），见图5。

组间比较，**P ＜0.01，****P ＜0.000 1。

图2 各组大鼠HE染色及组织学损伤评分比较

组间比较，*P＜0.05，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图3 各组大鼠结肠上皮细胞中炎症因子TNF-α、IL-6蛋白水平比较
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A：Western blotting检测GPX4、ACSL4、FTH1和SLC7A11蛋白表达；B：光学显微镜下观察GPX4蛋白的免疫组化结果；

C：各组相关蛋白的表达情况；组间比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

图5 各组大鼠结肠铁死亡相关蛋白GPX4、ACSL4、FTH1和SLC7A11的表达情况

组间比较，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图4 氧化应激相关指标GSH和MDA在各组结肠组织中的表达情况
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3 讨 论

肠道菌群对肠道炎症的传播和发展至关重要，

如抗生素作为改变肠道菌群多样性的因素，增加了

IBD的可能性[18]。研究表明，TB可通过抑制NLRP3

炎性小体的过度激活恢复抗生素所致的肠道微生

物群紊乱[14]。TB作为一种丁酸盐前体药物，由丁酸

和甘油酯化而制得，其在胃内不分解，而在进入肠

道后在胰脂肪酶作用下才分解产生丁酸[9]。丁酸已

被证明可以减少肠道炎症，但还缺乏TB在肠道炎

症方面的研究，由于直接使用丁酸盐具有局限性，

因而对 TB 等作为丁酸盐前体药物的研究更有必

要[19]。

铁死亡的特征为铁依赖性磷脂发生过氧化，研

究表明，人类结肠上皮细胞通过靶向ACSL4抑制铁

跃迁来缓解结肠炎，SLC7A11是系统 xc-介导的胱

氨酸摄取刺激谷胱甘肽所产生的，其活性通过多种

机制控制，其中包括核因子E2相关因子 2（Nrf2）和

肿瘤蛋白 p53 基因表达。此后，更多的动物模型研

究确定了铁死亡的调节，结果显示其与GPX4、Nrf2/

HO-1存在联系[20]。铁死亡相关基因 STAT3、ACSF2

和COX-2可作为诊断和治疗 IBD 的潜在生物标志

物[21-22]。铁死亡通路的调节可能是TB治疗CD的原

因，故本实验聚焦TB对TNBS诱导的大鼠肠炎模型

的研究，通过对铁死亡表型分析探讨其调节的机

制。

在本研究中发现，TB可以抑制肠上皮细胞发生

铁死亡，可以在不同程度上缓解TNBS诱导肠炎大

鼠的炎症损伤，包括进行性体重减轻、便血、毛发减

少、DAI评分和组织病理学损伤恶化。在TB处理

TNBS诱导的大鼠后发现炎症水平下降、氧化应激

损伤得到改善以及铁死亡相关蛋白（GPX4、AC-

SL4、SLC7A11和 FTH1）表达的变化，表明TB可以

缓解TNBS诱导的大鼠肠道炎症，其机制可能与抑

制铁死亡有关。在本研究中，大鼠炎症期间 FTH1

的表达不降反升，这与文献中的一些结果一致，可

能与结肠炎的代偿性增加有关[23]。关于TB通过抑

制铁死亡来减轻CD炎症损伤和临床症状的具体分

子机制，需要在后续研究中展开。

综上所述，TB减轻了铁死亡和氧化应激引起的

炎症损伤，证明TB可能通过抑制铁死亡来改善TN-

BS诱导大鼠的氧化应激和肠道炎症损伤。这些结

果可能为TB作为治疗和预防 IBD的药物开辟了新

的前景。
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