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基于 S100A8/TLR4/NF-κB 通路研究雷公藤多苷对溃疡性结肠炎铁死亡的影响 
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摘  要：目的  研究 S100钙结合蛋白 A8（S100 calcium-binding protein A8，S100A8）调控 Toll样受体 4（Toll-like receptor 

4，TLR4）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）通路在溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）铁死亡中的作用以及雷公

藤多苷（Tripterygium wilfordii polycoride，TWP）治疗 UC的作用机制。方法  用脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）和铁死

亡抑制剂 ferrostatin-1（Fer-1）联合干预 THP-1 细胞，检测炎症和铁死亡指标。构建 S100A8 敲减（S100A8 knock-down，

S100A8-KD）细胞模型，LPS 干预后检测 TLR4/NF-κB 通路、炎症因子和铁死亡指标。构建 S100A8 敲除（S100A8 knock-

out，S100A8-KO）小鼠模型，葡聚糖硫酸钠（dextran sodium sulfate，DSS）诱导结肠炎症，监测小鼠情况并检测相关指标。

在细胞实验和野生型（wild type，WT）小鼠中评价 TWP 的药效。结果  细胞实验结果显示，Fer-1 干预、敲减 S100A8 及

TWP 干预均能增加 THP-1 细胞铁死亡后的细胞活力（P＜0.05、0.001），降低 Fe2+、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、活

性氧（reactive oxygen species，ROS）水平（P＜0.01、0.001），降低前列腺素内过氧化物合酶 2（prostaglandin-endoperoxide 

synthase 2，PTGS2）、铁蛋白重链（ferritin heavy chain，FTH）、p53、TLR4、NF-κB、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）表达（P＜0.05、0.01、0.001），增加谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione 

peroxidase 4，GPX4）、溶质载体家族 7成员 11（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）表达（P＜0.05、0.01、0.001），

并且 TWP的作用呈剂量相关性。动物实验结果显示，与WT模型组比较，S100A8-KO模型组与WT-TWP组小鼠体质量下

降幅度、疾病活动指数（disease activity index，DAI）、结肠长度缩短、结肠病理情况均明显改善（P＜0.05、0.01、0.001），

PTGS2、FTH、p53、TLR4、NF-κB、TNF-α、IL-1β表达降低（P＜0.05、0.01、0.001），GPX4、SLC7A11表达增加（P＜0.05、

0.001）。结论  TWP能减轻 UC肠道炎症反应，其机制与调控 S100A8/TLR4/NF-κB通路进而抑制结肠铁死亡有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of S100 calcium-binding protein A8 (S100A8) on regulating Toll-like receptor 4 

(TLR4)/nuclear factor-κB (NF-κB) pathway in ferroptosis associated with ulcerative colitis (UC), as well as the therapeutic mechanism 

of Tripterygium wilfordii polycoride (TWP) in treatment of UC. Methods  THP-1 cells were treated with LPS and Fer-1 to detect 

inflammatory and ferroptosis-related indicators. An S100A8 knock-down (S100A8-KD) cell model was constructed, and after LPS 

intervention, TLR4/NF-κB pathway, inflammatory cytokines and ferroptosis-related indicators were detected. An S100A8 knock-out 

(S100A8-KO) mouse model was constructed, and colitis was induced by dextran sodium sulfate (DSS), the general condition of mice 

was monitored, and relevant indicators were detected. The therapeutic effects of TWP were evaluated in cell experiments and wild-

type (WT) mice. Results  The results of cell experiments showed that Fer-1 treatment, S100A8 knockdown and TWP intervention all 

increased cell viability after ferroptosis in THP-1 cells (P < 0.05, 0.001), levels of Fe2+, malondialdehyde (MDA) and reactive oxygen 

species (ROS) were decreased (P < 0.01, 0.001), expressions of prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2), ferritin heavy chain 

(FTH), p53, TLR4, NF-κB, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) were reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

expressions of glutathione peroxidase 4 (GPX4) and solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) were increased (P < 0.05, 0.01, 

0.001). Moreover, the effect of TWP was dose-dependent. The results of animal experiments showed that compared with WT model 

group, S100A8-KO model group and WT-TWP group exhibited significantly reduced body weight loss, disease activity index (DAI), 

colonic shortening, and improved colonic pathological conditions (P < 0.05, 0.01, 0.001), expressions of PTGS2, FTH, p53, TLR4, 

NF-κB, TNF-α and IL-1β were decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), while expressions of GPX4 and SLC7A11 were increased (P < 0.05, 

0.001). Conclusion  TWP could alleviate intestinal inflammatory responses in UC, and its mechanism is related to the regulation of 

S100A8/TLR4/NF-κB pathway to inhibit colon ferroptosis. 

Key words: Tripterygium wilfordii polycoride; ulcerative colitis; S100A8; TLR4/NF-κB signaling pathway; ferroptosis 

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）以肠道持

续性炎症及肠黏膜屏障破坏为主要特征。课题组前期

发现，雷公藤多苷（Tripterygium wilfordii polycoride，

TWP）具有抗炎及免疫调节作用，能够缓解炎症性肠

病（inflammatory bowel disease，IBD）患者的炎症活

动[1]，其作用机制与抑制 Toll 样受体 4（Toll-like 

receptor 4，TLR4）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）通路、减少炎症因子表达有关[2]。前期研究还发

现 S100钙结合蛋白A8（S100 calcium-binding protein 

A8，S100A8）是UC炎症活动的重要基因[3]，S100A8

通过调控 TLR4，激活下游NF-κB信号通路，介导神

经系统炎症、胆管癌转移等多种疾病[4-7]。 

铁死亡是一种铁依赖性的细胞死亡方式，其特

征是细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）

的积累和脂质过氧化[8]。谷胱甘肽过氧化物酶 4

（（glutathione peroxidase 4，GPX4）是铁死亡过程中

的关键调节因子，在细胞清除脂质过氧化物中发挥

重要作用 [9]。前列腺素内过氧化物合酶 2

（（prostaglandin-endoperoxide synthase 2，PTGS2）的

表达与铁死亡的调节有关。铁蛋白轻链（（ferritin light 

chain，FTL）参与铁的摄取和利用，而铁蛋白重链

（（ferritin heavy chain，FTH）则涉及铁的储存和释放，

两者均与铁死亡中铁代谢的调控有关[10]。ROS作为

铁死亡的驱动因素之一，可以由 p53蛋白调节，p53

作为基因组卫士，通过调节靶向溶质载体家族 7 成

员 11（solute carrier family 7 membrane 11，SLC7A11）

来影响细胞的氧化还原状态和铁死亡[11-12]。 

近年来，研究相继证明 UC炎症活动会受到铁

死亡的干扰[13-16]。铁死亡具有免疫原性，促进与炎

症有关的一系列反应[17]，并且炎症部位的细胞死亡

损伤肠黏膜屏障，进一步加重炎症反应 [18]。

TLR4/NF-κB 信号通路不仅与 UC 炎症活动有关，

也能促进铁死亡进程 [19-21]，但 S100A8 调控

TLR4/NF-κB 通路在 UC 铁死亡中扮演何种角色及

TWP对此的干预作用仍未明确。基于此，本研究通

过慢病毒转染构建 S100A8 敲减（ S100A8 

knockdown， S100A8-KD）细胞模型以及采用

CRISPR/Cas9 基因编辑技术构建 S100A8 敲除

（（ S100A8 knock-out，S100A8-KO）小鼠，探究

S100A8/TLR4/NF-κB通路在 UC铁死亡中的作用，

以及 TWP 在其中的调控效应，有助于进一步阐明

UC的发病机制，为 UC的治疗提供新的策略。 

1  材料 

1.1  细胞系 

THP-1细胞（（批号 CTCC-001-0044）购自浙江

美森细胞科技有限公司，用含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养，取处于对数生长期的细胞用于实验。 

1.2  动物 

C57BL/6野生型（（wild type，WT）小鼠购自上
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海斯莱克实验动物有限公司，生产许可证号 SCXK

（（沪）2022-0004。S100A8-KO小鼠购自南京集萃药

康生物有限公司，生产许可证号 SCXK（（苏）2023-

0009。动物实验经浙江中医药大学动物伦理委员会

批准（批准号 IACUC-20210517-24）。 

1.3  药品与试剂 

葡聚糖硫酸钠（dextran sodium sulfate，DSS，相

对分子质量 3.6×104～5×104，批号 S6132）、生理盐

水（批号 R22172）、RIPA裂解液（批号 R21237）购

自上海源叶生物科技有限公司；硫唑嘌呤

（azathioprine，AZA，50 mg/片，批号 108114）购自

美国 Aspen 公司；雷公藤多苷片（10 mg/片，批号

Z33020422，国药准字 Z33020422）购自浙江得恩德

制药股份有限公司；脂多糖（lipopolysaccharides，

LPS，批号 L2654）购自美国 Sigma-Aldrich公司；铁

死亡抑制剂 ferrostatin-1（Fer-1，批号 GC10380）购

自美国 GLPBIO公司；TWP原料粉由浙江得恩德制

药股份有限公司赠送；AZA对照品（批号YZ-100197，

质量分数为 99.9%）购自中国食品药品检定研究院；

细胞亚铁比色法测试盒（批号 E-BC-K881-M）购自

武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；嘌呤霉素（货

号 MA0318）购自大连美仑生物技术有限公司）；细

胞培养级二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，批

号 BL165B）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）检

测试剂盒（批号 BL904A）、4%多聚甲醛固定液（批

号 BL539A）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）

检测试剂盒（批号 BL714A）、TBST缓冲液（pH 7.4，

批号 BL315B）、特超敏 ECL 化学发光底物（批号

BL520B）、Tris-Glycine 电泳缓冲液粉末（批号

BL603A）、电泳转移缓冲液（批号 BL626A）、BCA

蛋白浓度测定试剂盒（批号 BL521A）、PBS溶液（批

号 BL302A）购自安徽白鲨生物科技有限公司；GPX4

抗体（批号 ER1803-15）、FTH抗体（批号 R1601-9）、

PTGS2抗体（批号 RT1159）、p53抗体（批号 EM1701-

91）、SLC7A11抗体（批号 HA600097）购自杭州华

安生物技术有限公司；10% PAGE凝胶快速制备试剂

盒（批号 PG112）、12.5% PAGE凝胶快速制备试剂盒

（批号 PG113）、无蛋白快速封闭液（批号 PS108P）、

速溶型蛋白上样缓冲液（批号 LT101S）购自上海雅

酶生物医药科技有限公司； PVDF 膜（批号

0000226276）购自德国默克密理博有限公司；双色蛋

白 Maker（批号 1610374）、HRP 标记的山羊抗兔二

抗（批号 1706515）购自美国伯乐公司；HRP标记的

山羊抗鼠二抗（批号 RS0001）购自安诺伦生物科技

有限公司；肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）抗体（批号 17590-1-AP）、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）抗体（批号 10494-1-AP）购自武汉三鹰生

物技术有限公司；p-NF-κB p65抗体（批号 3033）购

自美国 CST公司；TLR4抗体（批号 sc-293072）购

自美国 Santa Cruz 公司；NF-κB p65 抗体（批号

ab16502）、S100A8抗体（批号 ab92331）、白细胞介

素-1β（interleukin-1β，IL-1β）抗体（批号 ab254360）

购自英国Abcam公司；SteadyPure RNA提取试剂盒

（批号AG21024）购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；

逆转录试剂盒（批号 K1622）、PowerUp SYBR Green 

Reagent（批号 A25742）购自美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；RPMI 1640培养基（批号C3001-0500）

购自上海逍鹏生物有限公司；CCK-8 试剂盒（批号

CK001）购自北京兰博利德有限公司。 

1.4  仪器 

Nanodrop one 型微量核酸蛋白分析仪、MK3 型

酶标仪、BB150型细胞培养箱、1300系列 II级A2型

生物安全柜（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；846-

x-070-280型普通 PCR仪（德国耶拿公司）；FluorChem 

Q 型蛋白扫膜仪（美国 Proteinsimple 公司）；Axio 

Observer. A1 型荧光倒置显微活细胞系统（德国蔡司

公司）；lightcycler 480Ⅱ型荧光定量PCR、MagNA Lyser

型全自动组织匀浆机（德国 ROCHE 公司）；

BIORUPTOR Plus型管内超声仪（美国 Sonics公司）；

MD ImageXPress Micro 型高内涵细胞成像分析系统

（美国MD公司）；HM340E型切片机（德国 Leica公

司）；PowerPac Basic型WB电泳仪（美国伯乐公司）。 

2  方法 

2.1  S100A8-KD 慢病毒转染 

根据 S100A8 基因的 mRNA 序列，设计 1 条

shRNA 序列和 1 条对照序列，S100A8-KD 转染序

列为 TCAACACTGATGGTGCAGTTA；阴性对照病

毒载体为 GV493，购自上海吉凯基因公司。转染时

细胞密度为 1×104 个/mL，感染复数（multiplicity 

of infection，MOI）为 30，转染 72 h后，在倒置荧

光显微镜下观察细胞内绿色荧光蛋白的表达以评

估转染效率，转染效率约为 80%。随后用 2 μg/mL

嘌呤霉素干预 48 h 以筛选成功转染的细胞，通过

qRT-PCR 及 Western blotting 来验证病毒转染的效

率，转染成功的细胞用于后续实验。 
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2.2  细胞干预 

LPS是常用炎症刺激剂，研究表明 LPS在体内

和体外均可诱导铁死亡[1-2]，因此选择 LPS 作为铁

死亡诱导剂。Fer-1是高效的特异性铁死亡抑制剂，

能有效抑制细胞铁死亡。将 1 g LPS粉末溶于 1 mL 

PBS中，充分混匀，以 10 μg/mL的质量浓度干预细

胞 24 h诱导铁死亡。 

2.3  CCK-8 实验检测细胞活力 

称取 1 g TWP原料粉末、1 g AZA对照品粉末，

分别溶于 1 mL DMSO中，根据后续实验要求，用

培养基稀释成相应质量浓度。取对数生长期的细胞

以 3×105个/mL接种至 96孔板中，分别加入 LPS

（（10 μg/mL）、Fer-1（（4 μmol/L）、TWP（（1、2、4 μg/mL）

或 AZA（1 μg/mL）干预细胞 48 h后，加入 10 μL 

CCK-8 试剂，继续培养 2 h。使用多模式酶标仪在

450 nm处测定吸光度（A）值。 

2.4  Fe2+水平的测定 

收集细胞，按照比色法检测试剂盒说明书测定

细胞中 Fe2+水平。 

2.5  MDA 水平的测定 

收集细胞，按照试剂盒说明书测定MDA水平。 

2.6  ROS 水平的检测 

收集细胞，按照 ROS 检测试剂盒说明书进行

操作，加入 DCFH-DA 荧光探针（5 μmol/L），在

37 ℃细胞培养箱中孵育 30 min，PBS 洗涤后，通

过高内涵细胞成像分析系统观察荧光强度，使用

Image J软件进行分析。 

2.7  动物分组、造模及给药 

9～12周龄 S100A8-KO小鼠 16只，WT小鼠

32只，适应性喂养 1周。设置WT对照组、S100A8-

KO对照组、WT模型组、S100A8-KO模型组、WT-

TWP组和 WT-AZA 组，每组 8只。以成人临床等

效剂量换算，TWP、AZA剂量均为 9.1 mg/kg。WT

对照组和 S100A8-KO 对照组连续 7 d 自由饮用纯

水，并连续 10 d ig生理盐水（（10 mL/kg）；WT模型

组和 S100A8-KO模型组连续 7 d自由饮用 3% DSS

溶液，并连续 10 d ig生理盐水；WT-TWP组和WT-

AZA组连续 7 d自由饮用 3% DSS溶液，并连续 10 d 

ig相应药物。每日观察小鼠体质量、毛发、饮食、

大便等一般情况，并进行疾病活动指数（disease 

activity index，DAI）评分。 

2.8  结肠组织病理学观察 

末次给药后，小鼠脱颈椎处死，解剖收集整个

结肠并测量长度，取结肠远端组织用于病理检查。

沿肠系膜纵轴剪开，用生理盐水冲洗后吸干，于 4%

多聚甲醛中室温固定 24 h，石蜡包埋后切成 4 μm

厚的切片，进行苏木素-伊红（（HE）染色后，于显微

镜下观察并拍照。 

2.9  qRT-PCR 检测 GPX4、FTH、SLC7A11、p53、

PTGS2、IL-1β、TNF-α、S100A8、TLR4、NF-κB p65 

mRNA 表达 

使用 SteadyPure RNA 提取试剂盒提取细胞及

动物结肠组织总 RNA，微量核酸蛋白分析仪测定

RNA 浓度，逆转录试剂盒逆转录成 cDNA，使用

PowerUp SYBR Green Reagent进行 qRT-PCR分析。

引物序列见表 1，引物由上海生工生物有限公司设 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 种属 序列 (5’-3’) 
GAPDH 小鼠 F: AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC 
  R: CAACAATCTCCACTTTGCCACTG 
GPX4 小鼠 F: CCCGATATGCTGAGTGTGGTTTAC 
  R: TTTCTTGATTACTTCCTGGCTCCTG 
FTH 小鼠 F: CCATCAACCGCCAGATCAACC 
  R: CAAAGTTCTTCAGAGCCACATCATC 
SLC7A11 小鼠 F: CCACCATCAGTGCGGAGGAG 
  R: GAAGCAGGAGAGGGCAACAAAG 
p53 小鼠 F: TGAACCGCCGACCTATCCTTAC 
  R: GCACAAACACGAACCTCAAAGC 
PTGS2 小鼠 F: GTGCCTGGTCTGATGATGTATGC 
  R: TGAGTCTGCTGGTTTGGAATAGTTG 
IL-1β 小鼠 F: CACTACAGGCTCCGAGATGAACAAC 
  R: TGTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGTAC 
TNF-α 小鼠 F: CGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGG 
  R: GTGGTTTGTGAGTGTGAGGGTCTG 
S100A8 小鼠 F: TCACCATGCCCTCTACAAGAATGAC 
  R: CCATCGCAAGGAACTCCTCGAAG 
TLR4 小鼠 F: GAGCCGGAAGGTTATTGTGGTAGTG 
  R: AGGACAATGAAGATGATGCCAGAGC 
NF-κB p65 小鼠 F: AAATGGGAAACCGTATGAGCCTGTG 
  R: GTTGTAGCCTCGTGTCTTCTGTCAG 
β-actin 人 F: CTCCATCCTGGCCTCGCTGT 
  R: GCTGTCACCTTCACCGTTCC 
GPX4 人 F: CCGCTGTGGAAGTGGATGAAGATC 
  R: CTTGTCGATGAGGAACTGTGGAGAG 
FTH 人 F: CCATCAACCGCCAGATCAACCTG 
  R: GTTTCTCAGCATGTTCCCTCTCCTC 
SLC7A11 人 F: GGATTGGCTTCGTCATCACTCTG 
  R: TTCTCCGACATTATTCTAAACCACCTG 
p53 人 F: ATGAGCCGCCTGAGGTTGG 
  R: CAGTGTGATGATGGTGAGGATGG 
PTGS2 人 F: GGGTTGCTGGTGGTAGGAATGTTC 
  R: CTGGTATTTCATCTGCCTGCTCTGG 
IL-1β 人 F: TACGAATCTCCGACCACCACTACAG 
  R: ACACCACTTGTTGCTCCATATCCTG 
TNF-α 人 F: AGCCCTGGTATGAGCCCATCTATC 
  R: TCCCAAAGTAGACCTGCCCAGAC 
S100A8 人 F: TTGCTAGAGACCGAGTGTCCTCAG 
  R: GCCACGCCCATCTTTATCACCAG 
TLR4 人 F: ACCTGATGCTTCTTGCTGGC 
  R: GAGCTGAAATGGAGGCACCC 
NF-κB p65 人 F: TATTTGAAACACTGGAAGCACG 
  R: CCGGAAGAAAAGCTGTAAACAT 
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计并合成。采用 2−ΔΔCt法计算各基因相对表达量。 

2.10  Western blotting 检测 PTGS2、GPX4、FTH、

SLC7A11、p53、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、

TNF-α、IL-1β 蛋白表达 

使用含 1 mmol/L PMSF的 RIPA缓冲液提取细

胞和动物结肠组织中总蛋白，使用 BCA 试剂盒进

行蛋白定量。蛋白上样量为 20 μg，通过 10%或 12%

的 SDS-PAGE分离，随后转移到 PVDF膜上，用无

蛋白封闭液于室温封闭 15 min，分别加入 GAPDH

（（1∶5 000）、PTGS2（（1∶2 000）、GPX4（（1∶2 000）、

FTH（（1∶1 000）、SLC7A11（（1∶2 000）、p53（（1∶

500）、TLR4（1∶1 000）、NF-κB p65（1∶5 000）、

p-NF-κB p65（1∶1 000）、TNF-α（1∶1 000）、IL-

1β（（1∶1 000）一抗，4 ℃孵育过夜；TBST洗涤 3

次后，加入二抗，室温孵育 1 h，最后使用 ECL增

强化学发光法曝光，Image J软件进行灰度值分析。 

2.11  统计学分析 

数据用 x s 表示，使用 GraphPad Prism 5.0软

件分析，通过单因素方差分析（One Way ANOVA）

评估组间差异，使用 Tukey进行显著差异检验。 

3  结果 

3.1  验证铁死亡与炎症的关系 

Fer-1（（4 μmol/L）预处理细胞 12 h后，加入 LPS

（（10 μg/mL）干预细胞 48 h。如图 1-A～E所示，与 

 

A-CCK-8检测细胞活力；B-Fe2+水平；C-MDA水平；D、E-ROS荧光图片及统计分析；F、G-qRT-PCR及Western blotting检测 PTGS2、FTH、

p53、SLC7A11、GPX4、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜

0.001；与 LPS组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-cell viability detected by CCK-8; B-Fe2+ level; C-MDA level; D, E-ROS fluorescence images and statistical analysis; F, G-mRNA and protein expression 

levels of PTGS2, FTH, p53, SLC7A11, GPX4, TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, TNF-α and IL-1β detected by qRT-PCR and Western blotting; *P < 0.05  

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs LPS group. 

图 1  铁死亡抑制剂对 LPS 诱导的细胞铁死亡及炎症的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of Fer-1 on LPS-induced cell ferroptosis and inflammation ( x s , n = 3)
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对照组比较，LPS组细胞活力显著降低（（P＜0.001），

Fe2+、MDA、ROS 水平显著升高（P＜0.001）；与

LPS组比较，LPS＋Fer-1组细胞活力显著升高（P＜

0.001），Fe2+、MDA、ROS水平显著降低（（P＜0.001）。

如图 1-F、G 所示，与对照组比较，LPS组 FTH、

PTGS2、p53、TLR4、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白

表达水平显著升高（（P＜0.05、0.01、0.001），p-NF-

κB p65/NF-κB p65值显著升高（（P＜0.001），GPX4、

SLC7A11 mRNA 及蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01、0.001）；与 LPS组比较，LPS＋Fer-1组 FTH、

PTGS2、p53、TLR4、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白

表达水平显著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），p-NF-

κB p65/NF-κB p65值显著降低（P＜0.01），GPX4、

SLC7A11 mRNA 及蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.01、0.001）。提示铁死亡参与了 LPS诱导的

炎症反应，其机制可能与 TLR4/NF-κB通路有关。 

3.2  验证 S100A8/TLR4/NF-κB 信号通路在 UC 铁

死亡中的作用 

3.2.1  细胞中敲减 S100A8 对铁死亡及炎症的影响  

如图 2-A 所示，qRT-PCR 及 Western blotting 验证

S100A8敲减成功。如图 2-B～F所示，与 LPS对照

组和 NC-KD＋LPS组相比，S100A8-KD＋LPS组细

胞活力显著升高（P＜0.001），Fe2+、MDA及 ROS

水平显著下降（P＜0.001）。如图 2-G、H所示，与

LPS对照组和 NC-KD＋LPS组相比，S100A8-KD＋

LPS组 FTH、PTGS2、p53、TLR4、TNF-α、IL-1β 

mRNA及蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），p-NF-κB p65/NF-κB p65值显著降低（P＜

0.05、0.01），GPX4、SLC7A11 mRNA及蛋白表达

水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）。提示 S100A8

可能是 LPS 诱导细胞铁死亡的关键因子，并通过

TLR4/NF-κB信号通路调节铁死亡。 

3.2.2  动物中敲除 S100A8 对结肠铁死亡的影响  

如图 3-A～F所示，与WT模型组比较，S100A8-KO

模型组小鼠体质量显著升高（P＜0.05），DAI评分

显著降低（P＜0.001），结肠长度显著增加（P＜

0.01），结肠病理评分显著降低（P＜0.01）。如图 3-

G、H所示，与WT模型组比较，S100A8-KO模型

组小鼠结肠组织 FTH、PTGS2、p53、TLR4、TNF-

α、IL-1β mRNA及蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001），p-NF-κB p65/NF-κB p65值显著降低

（P＜0.05），GPX4 mRNA及蛋白表达水平显著升高

（P＜0.05、0.001），SLC7A11 mRNA 表达水平显著

升高（P＜0.001）。提示 S100A8敲除能抑制 DSS诱

导的肠道铁死亡，减轻肠道炎症反应。 

3.3  评估 TWP 对 UC 铁死亡的作用 

3.3.1  TWP对细胞 S100A8/TLR4/NF-κB通路及铁

死亡的影响  如图 4-A～E 所示，与对照组比较，

LPS组细胞活力显著下降（P＜0.001），Fe2+、MDA

及 ROS水平显著升高（P＜0.001）；TWP干预后，

细胞活力逐渐增加（P＜0.05），Fe2+、MDA及 ROS

水平逐渐降低（P＜0.01、0.001）。如图 4-F、G 所

示，与对照组比较，LPS 组 FTH、PTGS2、p53、

TLR4、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达水平显著

升高（P＜0.05、0.01、0.001），p-NF-κB p65/NF-κB 

p65 值显著升高（P＜0.001），GPX4、SLC7A11 

mRNA及蛋白表达水平显著降低（P＜0.01、0.001）；

TWP干预后，FTH、PTGS2、p53、TLR4、TNF-α、

IL-1β mRNA及蛋白表达水平降低（P＜0.05、0.01、

0.001），p-NF-κB p65/NF-κB p65值降低（P＜0.001），

GPX4、SLC7A11 mRNA 及蛋白表达水平升高（P＜

0.05、0.01、0.001），且呈剂量相关性。以上结果提示

TWP可能通过S100A8/TLR4/NF-κB通路抑制LPS诱

导的 THP-1细胞铁死亡，从而减轻细胞炎症反应。 

3.3.2  TWP对小鼠 S100A8/TLR4/NF-κB信号通路

及铁死亡的影响  如图 5-A～F 所示，与对照组比

较，模型组小鼠体质量显著下降（P＜0.001），DAI评

分显著升高（P＜0.001），结肠长度显著缩短（P＜

0.001），结肠隐窝丢失，炎性细胞浸润，黏膜损伤明

显，病理评分显著升高（P＜0.001）；如图 5-G、H

所示，与对照组比较，模型组小鼠结肠组织中 FTH、

PTGS2、p53、TLR4、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01、0.001），p-NF-κB 

p65/NF-κB p65 值显著升高（P＜0.001），GPX4、

SLC7A11 mRNA 及蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05、0.001）；TWP 干预能不同程度地改善以上指

标（P＜0.05、0.01、0.001）。以上结果提示 TWP能

抑制 UC小鼠结肠 S100A8/TLR4/NF-κB通路，减缓

铁死亡进程，从而缓解结肠炎症。 

4  讨论 

铁死亡目前被认为是 UC肠上皮细胞死亡的重

要因素[15]，同时也是免疫细胞的重要死亡途径，免

疫细胞铁死亡促进与炎症有关的一系列反应[22-25]，

因此靶向铁死亡是治疗感染、控制炎症的一种潜力

方式[26]。本研究证实了铁死亡与炎症的相关性。结

果显示，LPS诱导 THP-1细胞炎症后，细胞存活率 
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A-验证慢病毒转染的有效率；B-CCK-8检测细胞活力；C-Fe2+水平；D-MDA水平；E、F-ROS荧光图片及统计分析；G、H-qRT-PCR及Western 

blotting检测 PTGS2、FTH、p53、SLC7A11、GPX4、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达；与 LPS对照组比

较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 NC-KD＋LPS组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-verify efficiency of lentiviral transduction; B-cell viability detected by CCK-8; C-Fe2+ level; D-MDA level; E, F-ROS fluorescence images and statistical 

analysis; G, H-mRNA and protein expression levels of PTGS2, FTH, p53, SLC7A11, GPX4, TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, TNF-α and IL-1β detected 

by qRT-PCR and Western blotting; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs LPS control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs NC-KD + LPS 

group. 

图 2  细胞内敲减 S100A8 对细胞铁死亡及炎症的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of intracellular knockdown of S100A8 on ferroptosis and inflammation in cells ( x s , n = 3) 
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A-小鼠体质量变化；B-小鼠 DAI评分；C、D-小鼠结肠长度典型图片及统计分析；E、F-结肠 HE染色及病理评分；G、H-qRT-PCR及Western 

blotting检测 PTGS2、FTH、p53、SLC7A11、GPX4、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达；与WT对照组比

较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与WT模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-changes in body weight of mice; B-DAI score of mice; C, D-representative images and statistical analysis of colon length in mice; E, F-HE staining and 

pathological scoring of colon; G, H-mRNA and protein expression levels of PTGS2, FTH, p53, SLC7A11, GPX4, TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, TNF-

α and IL-1β detected by qRT-PCR and Western blotting; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs WT control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 

vs WT model group. 

图 3  S100A8 敲除对 DSS 诱导的小鼠结肠铁死亡及炎症的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 3  Effect of S100A8 knockout on ferroptosis and inflammation in colon of DSS-induced mice ( x s , n = 8) 

下降，细胞内 Fe2+、MDA及 ROS水平增加，铁死

亡相关基因也发生了相应改变（PTGS2、FTH、p53

表达升高，GPX4、SLC7A11表达降低），TNF-α、

IL-1β等炎症因子表达增加，而以上情况均被 Fer-1

所抑制，说明 THP-1细胞铁死亡诱导炎症反应。 

前期研究已发现 S100A8是UC炎症及 TWP治

疗的共同靶基因。S100A8属于 S100家族的 Ca2+结

合蛋白，在单核细胞、中性粒细胞等多种髓系细胞

中表达[27-29]。S100A8与 UC关系密切，S100A8的

异二聚体称为钙卫蛋白，临床上是 UC的诊断标志

物[30]。最新研究发现 S100A8敲低能改善 erastin诱

导的细胞活力下降，降低 PTGS2表达，增加 GPX4

表达，抑制细胞的过度自噬，说明 S100A8 能调节

细胞自噬依赖性铁死亡过程[31]。因此 S100A8与铁

死亡存在密切联系，但是通过何种途径调节铁死亡

仍不清楚。S100A8 在 THP-1 细胞中以内溶酶体途

径分泌[32]，与 TLR4结合后触发炎症信号通路[33]。

多项研究证实，S100A8调控 TLR4/NF-κB通路，介 
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A-CCK-8检测细胞活力；B-Fe2+水平；C-MDA水平；D、E-ROS荧光图片及统计分析；F、G-qRT-PCR及Western blotting检测 PTGS2、FTH、

p53、SLC7A11、GPX4、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜

0.001；与 LPS组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-cell viability detected by CCK-8; B-Fe2+ level; C-MDA level; D, E-ROS fluorescence images and statistical analysis; F, G-mRNA and protein expression 

levels of PTGS2, FTH, p53, SLC7A11, GPX4, TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, TNF-α and IL-1β detected by qRT-PCR and Western blotting; *P < 0.05  

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs LPS group. 

图 4  TWP 对 LPS 诱导的细胞铁死亡及炎症的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of TWP on LPS-induced cell ferroptosis and inflammation ( x s , n = 3) 

导多种疾病[34-36]。TLR4 信号通路调节多种细胞死

亡过程，也是 UC炎症的主要通路之一。研究发现

TLR4/NF-κB通路激活抑制 SLC7A11和GPX4的表

达，诱导铁死亡[21]，加重肠道炎症[37]，因此抑制

TLR4/NF-κB 信号通路可以在细胞水平发挥抗炎和

抗铁死亡的作用[21]。本研究结果表明，S100A8 敲

减后增加铁死亡后的细胞活力，抑制 TLR4/NF-κB

通路，降低铁死亡相关指标，抑制炎症因子。进一

步研究发现，DSS 诱导 S100A8-KO 小鼠后，

TLR4/NF-κB通路未被明显激活，铁死亡受到抑制，

最终肠道炎症反应减轻。以上结果表明，S100A8可

能通过 TLR4/NF-κB 通路，调控铁死亡，参与 UC

肠道炎症。 

TWP富含生物碱、二萜和三萜[38-39]等多种活性

成分，具有抗炎和免疫抑制特性，在炎症和自身免

疫性疾病的动物模型中调节多种炎症介质[40-43]。既

往研究发现，TWP能抑制 TLR4/NF-κB通路，减少

炎症因子表达，缓解肠道炎症[2]。本研究发现 TWP

干预显著降低 UC 小鼠结肠中 PTGS2、FTH、p53

表达，增加 GPX4、SLC7A11表达。此外，TWP对 
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A-小鼠体质量变化；B-小鼠 DAI评分；C、D-小鼠结肠长度典型图片及统计分析；E、F-结肠 HE染色及病理评分；G、H-qRT-PCR及 Western 

blotting检测 PTGS2、FTH、p53、SLC7A11、GPX4、TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达；与对照组比较：

*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

A-changes in body weight of mice; B-DAI score of mice; C, D-representative images and statistical analysis of colon length in mice; E, F-HE staining and 

pathological scoring of colon; G, H-mRNA and protein expression levels of PTGS2, FTH, p53, SLC7A11, GPX4, TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, TNF-α 

and IL-1β detected by qRT-PCR and Western blotting; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs 

model group. 

图 5  TWP 对 DSS 诱导的小鼠结肠铁死亡及炎症的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 5  Effect of TWP on ferroptosis and inflammation in colon of DSS-induced mice ( x s , n = 8) 

LPS诱导的 THP-1细胞铁死亡有明显的抑制作用，

降低细胞内 Fe2+、MDA及 ROS水平，减少 PTGS2、

p53、FTH表达，增加 GPX4、SLC7A11表达。表明

TWP 通过抑制 S100A8/TLR4/NF-κB 通路调控 UC

铁死亡，进而缓解肠道炎症。 

综上，铁死亡与炎症关系密切，抑制铁死亡能

减轻炎症反应。并且 S100A8 是 UC 铁死亡的重要

调节因子，S100A8/TLR4/NF-κB通路是参与铁死亡

并引发肠道炎症的主要通路之一；TWP 通过调控

S100A8/TLR4/NF-κB 通路抑制铁死亡进程，减轻

UC肠道炎症反应。 
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