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丁酸钠对高尿酸血症模型小鼠肠道屏障的保护作用
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[摘要] 目的 探讨丁酸钠对高尿酸血症小鼠肠道屏障的保护作用。方法 雄性C57BL/6小鼠随机分为对

照组、模型组、丁酸钠组。模型组小鼠每天腹腔注射氧嗪酸钾250mg/kg,自由取食高酵母饲料,丁酸钠组小鼠在模

型组基础上每天灌胃丁酸钠200mg/kg,对照组小鼠每天腹腔注射和灌胃等剂量生理盐水,共干预21d。采用蛋白

免疫印记法(Westernblot)、实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)和免疫组化染色法检测各组小鼠小肠组织

中ZO-1、Occludin蛋白和 mRNA的表达水平,采用苏木素-伊红染色(HE)观察各组小肠组织的病理形态,采用酶

联免疫吸附测定法(ELISA)检测小肠组织中炎症因子的含量。结果 3组小鼠体质量比较差异具有显著意义

(F=4.70,P<0.05),其中模型组与对照组相比体质量显著降低(t=3.03,P<0.05),丁酸钠组与模型组相比体质

量显著升高(t=2.90,P<0.05)。Westernblot、RT-qPCR和免疫组化染色结果显示,模型组与对照组、丁酸钠组相

比小肠组织ZO-1和Occludin蛋白和 mRNA表达量比较差异均有显著性(t=2.55~11.04,P<0.05)。HE染色结

果显示,模型组小鼠小肠绒毛大量减少、断裂,丁酸钠组小肠绒毛相对完整。模型组与对照组、丁酸钠组相比小肠

组织TNF-α和IL-6水平比较差异均有显著性(t=5.74~9.79,P<0.05)。结论 高尿酸血症模型小鼠存在肠道屏

障损伤,灌胃补充丁酸钠可以保护高尿酸血症模型小鼠的肠道屏障。
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PROTECTIVEEFFECT OFSODIUM BUTYRATE ONINTESTINALBARRIERIN HYPERURICEMIA MOUSE MODEL LI

Yukun,LIUXin,WANGRong,SHEN Xi,DINGXueli,TIANZibin (DepartmentofDigestiveMedicine,TheAffiliated

HospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectofsodiumbutyrateonintestinalbarrierinmicewithhyperuri-

cemia. Methods MaleC57BL/6micewererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroup,andsodiumbutyrategroup.Mice

inthemodelgroupwereintraperitoneallyinjectedwithpotassiumoxonate(250mg/kg)everyday,andfedwithhighyeastdiet

freely.Miceinthesodiumbutyrategroupweregiven200mg/kgsodiumbutyratebygavageeverydayonthebasisofthetreatment

inthemodelgroup.Miceinthecontrolgroupwereintraperitoneallyinjectedandintragastricallyadministeredwiththesamedoseof

normalsalineeveryday.Theinterventionlastedfor21d.TheexpressionlevelsofZO-1andOccludinproteinandmRNAinsmall

intestinetissuesofmiceineachgroupweremeasuredbyWesternblot,real-timequantitativepolymerasechainreaction(RT-

qPCR),andimmunohistochemicalstaining.Thepathologicalmorphologyofsmallintestinetissuesineachgroupwasobservedby

hematoxylin-eosin(HE)staining.Thecontentofinflammatoryfactorsinsmallintestinetissueswasmeasuredbyenzyme-linked

immunosorbentassay(ELISA). Results Therewasasignificantdifferenceinbodymassamongthethreegroups(F=4.70,

P<0.05).Thebodymassofthemodelgroupwassignificantlylowerthanthatofthecontrolgroup(t=3.03,P<0.05),andthe

bodymassofthesodiumbutyrategroupwassignificantlyhigherthanthatofthemodelgroup(t=2.90,P<0.05).Theresultsof

Westernblot,RT-qPCR,andimmunohistochemicalstainingshowedthatthereweresignificantdifferencesintheexpressionof

ZO-1andOccludinproteinandmRNAinthesmallintestinebetweenthemodelgroupandthecontrolgroup,themodelgroupand

thesodiumbutyrategroup(t=2.55-11.04,P<0.05).TheresultsofHEstainingshowedthatthesmallintestinalvilliofthemo-

delgroupweresignificantlyreducedandbroken,andthesmallintestinalvilliofthesodiumbutyrategroupwererelativelycomplete.

ELISAresultsshowedthatthereweresignificantdifferencesinthelevelsoftumornecrosisfactor-αandinterleukin-6inthesmall

intestinebetweenthemodelgroupandthecontrolgroup,themodelgroupandthesodiumbutyrategroup(t=5.74-9.79,P<

0.05). Conclusion Hyperuricemiamousemodelshaveintestinalbarrierinjury,andintragastricadministrationofsodiumbuty-

ratecanprotecttheintestinalbarrierofhyperuricemiamodelmice.
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  高尿酸血症是一种常见代谢性疾病,由嘌呤代

谢失调引起[1]。在大多数哺乳动物中,尿酸通过尿

酸氧化酶转化为更容易溶解的尿囊素排出体外。然

而尿酸氧化酶基因在人类和类人猿的进化过程中发

生了沉默突变,因此人类易患高尿酸血症[2]。
人体尿酸主要通过肾脏途径和肠道等肾外途径

进行排泄,其中肾脏排泄约占70%,肠道排泄约占
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30%[3-4]。尿酸的肠道排泄依赖于完整的肠道屏障

及其维持的肠道稳态。本课题组前期研究发现,高
尿酸血症模型小鼠粪便中短链脂肪酸(SCFAs)的含

量明显降低,可能存在有肠道黏膜屏障的损伤[5-6]。

SCFAs是由特定的厌氧菌发酵膳食纤维和抗性淀

粉等产生,在调节能量代谢、免疫、肠道发育方面有

重要作用[7]。SCFAs主要为乙酸、丙酸和丁酸,其
中丁酸是结肠上皮细胞最主要的能量来源,直接影

响肠细胞生长和分化,对维持肠黏膜的健康和完整

有重要意义[8]。研究表明丁酸钠能够调节脂肪性肝

炎小鼠的肠道菌群,保护肠道屏障,从而减轻小鼠的

脂肪性肝炎[9]。本研究旨在探讨丁酸钠对高尿酸血

症模型小鼠肠黏膜屏障的保护作用及机制。现将结

果报告如下。

1 材料与方法

1.1 动物和试剂

SPF级6周龄雄性C57BL/6小鼠24只,体质

量18~23g,来自山东省痛风实验室。氧嗪酸钾(美
国Sigma公司);丁酸钠(上海源叶生物科技有限公

司);BCA蛋白浓度试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司);ZO-1兔单克隆抗体(英国 Abcom
公司);Occludin兔单克隆抗体(Servicebio);GAP-
DH、Tublin鼠单克隆抗体(上海爱必信生物科技有

限公司);ELISA试剂盒、超敏化学发光(ECL)底物

液(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和处理 C57BL/6小鼠于24℃、
湿度50%、标准12-12h昼夜节律环境下适应性喂

养7d。随机分为对照组、模型组、丁酸钠组,每组8
只。模型组每天腹腔注射氧嗪酸钾250mg/kg,并
自由取食高酵母饲料,制备高尿酸血症模型[10],丁
酸钠组小鼠在模型组饲养基础上每天灌胃丁酸钠

200mg/kg,对照组每天腹腔注射和灌胃等剂量生

理盐水,共干预21d。

1.2.2 样本采集和制作 在干预的第7天,所有小

鼠腹腔均注射氧嗪酸钾1h以后,于内眦静脉取血

0.5mL,检测血尿酸水平,以判断高尿酸血症小鼠

模型是否成功。第21天时,记录所有小鼠体质量,
并收集小鼠新鲜粪便,用于后续实验。然后CO2法
处死,处死12h前禁食,取所有小鼠小肠组织,置于

液氮中,-80℃冰箱保存备用。取各组小鼠小肠组

织0.5cm,以40g/L多聚甲醛固定后,经脱水、包
埋、透明、切片等步骤,制作成4μm厚的病理切片。

HE染色显微镜下观察小肠组织病理改变。

1.2.3 Westernblot方法检测各组小鼠肠组织中

ZO-1和Occludin蛋白表达 提取所有小鼠小肠组

织总蛋白,BCA法测定蛋白浓度。制备10%分离

胶、5%浓缩胶,将玻璃板固定在电泳槽上,先80V
后120V恒压电泳,290mA恒流湿转法转膜。完

成以后,用抗体稀释液按说明书稀释一抗(ZO-1、

Occludin1∶1000稀释,Tublin、GAPDH1∶5000
稀释),将一抗完全浸润PVDF膜后置于4℃摇床

孵育过夜,使用与一抗相对应的稀释过的二抗(1∶
15000稀释)室温孵育PVDF膜1.5h,ECL化学显

影,暗室曝光。实验重复3次,用ImageJ软件分析

条带灰度值,目的蛋白的相对表达量以目的蛋白灰

度值/内参蛋白灰度值计算。

1.2.4 免疫组化检测小肠组织中ZO-1和Occludin
蛋白的表达 取所有小鼠小肠组织切片,烘烤2h
后二 甲 苯 脱 蜡,复 水;用 TRIS-EDTA 修 复 抗 原

3min;用体积分数0.03的 H2O2-甲醇溶液在暗匣

中避光室温孵育10min,阻断内源性过氧化物酶活

性;以体积分数0.10的羊血清37℃下孵育30min,
封闭非特异性抗原;滴加一抗(ZO-11∶100稀释,

Occludin1∶500稀释),湿盒内4℃下孵育过夜;滴
加二抗,37℃下孵育30min,DAB显色5~10min;
苏木素复染,乙醇脱水,二甲苯透明,中性树脂封片。
荧光显微镜下随机选取不重叠的视野5个,采用

ImagePro-Plus6.0进行免疫组化染色结果分析,免
疫组化ZO-1和Occludin蛋白染色阳性结果呈现棕

黄色,分离色彩后选取黄色部分,测定阳性颗粒积分

吸光度和阳性表达面积。

1.2.5 RT-qPCR方法检测小鼠肠组织中ZO-1和

OccludinmRNA表达 根据试剂盒说明书使用

RNAisoPlus从所有小鼠小肠组织中提取总RNA。
用EvoM-MLV反转录预混型试剂盒,去除gDNA,
将其反转录为cDNA,以β-actin作为内参照,进行

RT-qPCR。每个样品分别设置3个复孔,实验重复

3次。RT-qPCR扩增条件为,94℃预变性5min;
然后95℃变性3s,60℃退火/延伸30s,共进行40
个循环。采用2-△△CT 的方法计算目的基因的相对

表达量,引物名称及序列见表1。

1.3 统计学处理

采用SPSS22.0统计软件对数据进行分析,定
量资料以x±s表示,两组间比较采用独立样本t检

验,多组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用

LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计意义。
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表1 引物名称及其序列

引物名称 引物序列
引物长度
(bp)

ZO-1 F:5'-CCACCTCTGTCCAGCTCTTC-3' 20
R:5'-CACCGGAGTGATGGTTTTCT-3' 20

Occluding F:5'-CCTCCAATGGCAAAGTGAAT-3' 20
R:5'-CTCCCCACCTGTCGTGTAGT-3' 20

β-actin F:5'-CTCCCTGGAGAAGAGCTATGA-3' 21
R:5'-GGCATAGAGGTCTTTACGGATG-3' 22

2 结  果

2.1 模型组小鼠血清尿酸和粪便丁酸含量水平

当灌胃至第7天时,对照组和模型组小鼠的血

清中尿酸水平分别为(110.35±18.33)、(353.18±
57.32)μmol/L,两组差异有显著意义(t=9.95,P<
0.05),提示高尿酸血症小鼠模型建立成功。灌胃第

21天时,对照组和模型组小鼠粪便中丁酸含量分别

为(217.90±78.15)、(29.75±9.24)μg/g,两组小鼠

比较差异显著(t=4.78,P<0.05),表明高尿酸血症

小鼠粪便丁酸含量降低,小鼠可以用于后续实验。

2.2 各组小鼠体质量变化

干预期间3组小鼠均毛色黑亮,精神状态、行动

力正常,整体状态良好。干预结束时,对照组、模型

组和丁酸钠组小鼠的体质量分别为(21.56±0.83)、
(20.33±0.36)、(21.66±0.95)g,3组小鼠体质量比

较差异有显著性(F=4.70,P<0.05),其中模型组

比对照组体质量显著降低(t=3.03,P<0.05),丁酸

钠组与模型组相比体质量显著升高(t=2.90,P<
0.05)。

2.3 各组小鼠小肠组织中ZO-1和 Occludin蛋白

和mRNA表达水平

3组小鼠小肠组织中ZO-1、Occludin蛋白表达

量比较差异均具有显著意义(F=13.65、51.42,P<
0.05),其中模型组与对照组、丁酸钠组2种 mRNA
表达量比较差异均具有显著意义(t=2.55~11.04,

P<0.05),见图1。

3组小鼠小肠组织中ZO-1、Occludin mRNA
表达量比较差异均有显著性(F=6.07、10.63,P<
0.05),其中模型组与对照组、丁酸钠组2种 mRNA
表达量比较差异均具有显著性(t=3.72~5.12,P<
0.05),见表2。

免疫组化染色结果显示,与对照组小鼠相比,模
型组小鼠小肠组织ZO-1以及Occludin蛋白阳性染

色面积和强度降低,丁酸钠组小鼠小肠组织ZO-1
和Occludin蛋白阳性染色面积和强度均高于模型

组,见图2。

2.4 各组小鼠小肠组织病理改变比较

显微镜下观察显示,对照组小鼠小肠上皮结构

完整,未见明显病理损伤;模型组小鼠小肠局部上皮

脱落、绒毛大量减少、断裂;丁酸钠组小肠上皮相对

完整,绒毛轻度断裂,见图3。

图1 各组小鼠小肠组织中ZO-1和Occludin蛋白表达情况

表2 各组小鼠的小肠组织中ZO-1和Occludin的蛋白

和 mRNA表达情况(x±s)

组别 ZO-1蛋白 Occludin蛋白 ZO-1mRNA OccludinmRNA

对照组 0.77±0.16 0.92±0.09 1.10±0.57 1.00±0.12
模型组 0.52±0.08 0.18±0.12 0.37±0.20 0.51±0.18

丁酸钠组 0.66±0.03 0.54±0.12 1.00±0.24 1.27±0.41

图2 各组小鼠小肠组织中ZO-1和Occludin的表达情况(免疫

组织化学染色,400倍)

图3 各组小鼠小肠组织病理改变(HE染色,400倍)

2.5 各组小鼠小肠组织中TNF-α、IL-6水平比较

对照组、模型组、丁酸钠组小鼠的小肠组织当中

TNF-α的水平分别为(62.40±13.33)、(190.56±
53.02)、(57.40±9.88)ng/L,小肠组织当中IL-6的

水平分别为(309.80±40.03)、(801.39±113.88)、
(310.54±45.92)ng/L。3组小鼠小肠组织TNF-α、

IL-6水平比较差异均有显著意义(F=80.15、26.29,

P<0.05),其中模型组与对照组、丁酸钠组,小鼠小

肠组织中2种炎症因子水平比较差异均具有显著意
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义(t=5.74~9.79,P<0.05)。

3 讨  论

高尿酸血症可以促进糖尿病、代谢综合征、高血

压、动脉粥样硬化和慢性肾脏病等疾病的发生和发

展[11]。流行病学调查显示,高尿酸血症患病率逐年

上升,如爱尔兰男性高尿酸血症发病率为19.7%~
25.0%,女性发病率为20.5%~24.1%[12];中国女性

高尿酸血症的发病率为7.9%,男性为19.4%,高尿

酸血症已经成为全球公共卫生问题[13-14]。而高尿酸

血症患者是否存在肠道屏障损伤,目前还缺少明确

研究报道,仅有少量研究表明高尿酸血症可能会引

起肠道炎症和肠道生态失衡,从而影响肠道屏障的

功能[15]。人体中的尿酸约有30%是通过肠道排泄

的,肠道对尿酸的排泄发挥着重要作用,近年来尿酸

的肠道排泄与肠道菌群的关系成为研究热点之一。
促进尿酸的肠道排泄,可减轻高尿酸血症患者肾脏

排泄负担,防止和减缓因高尿酸血症导致的慢性肾

功能不全。肠道屏障由肠上皮与细胞间的紧密连接

构成[16-18],ZO-1和 Occludin是2种重要的紧密连

接蛋白,对于维持肠道屏障的完整性发挥着重要的

作用[16,19]。本研究结果显示,模型组小鼠小肠组织

存在小肠绒毛断裂、稀疏和肠上皮损伤,小肠组织中

ZO-1和 Occludin蛋白和 mRNA表达明显低于对

照组小鼠,同时模型组小鼠小肠炎症因子TNF-α和

IL-6水平明显高于对照组,提示高尿酸血症诱导的

炎症反应可能与肠道屏障功能受损有关,高尿酸可

增加肠道炎症反应及诱发肠道屏障功能损伤。

SCFAs是小肠内难以消化的碳水化合物经肠

道微生物发酵的最终产物,丁酸是结肠上皮细胞的

能量的底物,可促进肠道紧密连接蛋白表达,从而起

到维护肠道屏障完整性的作用[20]。SCFAs可能通

过促进肠上皮细胞的生长,加强肠道紧密连接,调节

肠道菌群,维持肠道屏障功能发挥有益影响[20-21]。
同时SCFAs对肠道微生物群具有调节和改善作用,
可抑制有害菌增殖并增加有益菌的数量[22]。肠道

绒毛的高度是衡量小肠结构完整性的重要指标之

一。本研究显示模型组小鼠粪便中丁酸含量显著降

低,给予丁酸钠干预后,丁酸钠组小鼠小肠病理损伤

较模型组明显减轻,提示丁酸钠可保护小肠上皮的

完整性及维护肠道屏障。有研究表明肠黏膜上皮细

胞紧密连接蛋白在肠黏膜屏障完整性中发挥着至关

重要的作用,当紧密连接蛋白出现表达异常,会导致

肠道通透性的增强,进而导致多种疾病发生[23-24]。

本研究显示丁酸钠组小鼠小肠组织中的ZO-1以及

Occludin的蛋白和mRNA表达水平均明显高于模

型组小鼠,免疫组化结果显示丁酸钠组小鼠小肠组

织中ZO-1和Occludin的阳性染色面积和强度均高

于模型组小鼠,提示丁酸钠可能通过增加肠上皮紧

密连接蛋白ZO-1和Occludin的表达保护高尿酸血

症引起的肠道屏障损害。
炎症因子增加可导致上皮功能及肠道屏障损

伤,细胞因子及炎性介质的产生会导致肠黏膜通透

性增强、免疫功能障碍以及菌群失调,引起肠屏障功

能障碍[25-26]。有研究显示高尿酸血症患者的炎症细

胞因子水平升高[27]。本研究结果显示,丁酸钠组小

鼠小肠组织中TNF-α和IL-6水平明显低于模型组

小鼠,提示炎症因子水平与肠上皮紧密连接功能障

碍相关,丁酸钠可能通过抑制肠道的炎症反应来维

护肠道屏障。
综上所述,通过腹腔注射氧嗪酸钾联合高酵母

饲料可成功构建小鼠高尿酸血症模型,且高尿酸血

症模型小鼠小肠存在肠道屏障损伤;丁酸钠灌胃治

疗可以上调小鼠小肠紧密连接蛋白表达,减轻肠道

炎症,从而发挥对肠道屏障的保护作用。本研究为

丁酸钠治疗高尿酸血症及痛风提供了理论依据,但
具体机制还有待进一步研究。
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