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炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）主要
包括克罗恩病（Crohn’s disease，CD）和溃疡性结肠炎
（ulcerative colitis，UC），它们以肠黏膜慢性复发性炎
症为特征，主要累及回肠末端和结肠，属自身免疫相

关性疾病，但其病因与发病机制尚不完全清楚，目前

认为其发生、发展主要与遗传易感性、外部环境、感染

介质、肠道菌群及免疫系统的功能障碍等多因素相互

作用有关 [1]。有研究表明，长期、严重的内质网应激

【摘要】 目的 探究纤溶酶原激活剂抑制物 -1（PAI-1）基因对炎症性肠病（IBD）大鼠模型内质网应激的相关影响。 方法

将 Wistar大鼠 24只分为正常对照（control）组、IBD大鼠模型（IBD）组、Knockout PAI-1正常大鼠模型（Knockout PAI-1 control）组、

Knockout PAI-1+IBD大鼠模型（Knockout PAI-1+IBD）组，每组 6只。采用 2,4,6-三硝基苯磺酸（TNBS）/无水乙醇法进行 IBD造

模，3d后腹腔注射 3%戊巴比妥钠 1.5ml/kg麻醉，迅速剖腹，剪下肛门以上 7~8cm 结肠，HE染色检测各组大鼠结肠组织病理情况，

qRT-PCR检测 PAI-1、IL-6、IFN-γ和重链结合蛋白（BIP）转录水平；Western blot检测各组大鼠 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-γ、BIP、

p-IRE1α、p-JNK 及 JNK 蛋白表达水平。 结果 control 组与 Knockout PAI-1 control 组镜下未见明显炎症活动；Knock out

PAI-1+IBD组的肠壁炎症程度较 Knockout PAI-1 control组轻。基因转录表达方面，与 control组相比较，IBD大鼠组 PAI-1、IL-6、

IFN-γ和 BIP转录水平均明显上调（均 P＜0.01），IL-6、IL-10、IFN-γ、BIP、p-IRE1α、JNK 蛋白表达水平明显上调；而 Knockout

PAI-1+IBD 组与 IBD 组相比，炎症情况减轻，IL-6、IFN-γ 和 BIP 转录表达水平明显下调（P＜0.01），IL-6、IL-10、IFN-γ、BIP、

p-IRE1α、JNK蛋白表达水平显著下调，PAI-1转录水平及蛋白表达水平无统计学差异。结论 抑制 PAI-1基因的表达可能改善了

IBD大鼠组织炎症及内质网应激水平。

【关键词】 纤溶酶原激活剂抑制物 -1 炎症性肠病 内质网应激
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【 Abstract】 Objective To investigate the effect of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) on endoplasmic reticulum

stress in rats with inflammatory bowel disease (IBD). Methods Twenty-four Wistar rats were divided into four groups with 6 in

each group: control group, IBD group, PAI-1 knockout group and PAI-1 knockout+IBD group. The IBD model was induced by

2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)/absolute ethanol method. The pathological grade was evaluated using HE staining.

The gene transcriptional levels of PAI-1, IL-6, IFN-γ, BIP were measured by quantitative real-time PCR（qRT-PCR). The protein

expression levels of PAI-1, IL-6, IL-10, IFN-γ, BIP, p-IRE1α, p-JNK, JNK were measured by Western blot. Results HE

staining showed that there was no significant inflammatory activity in control group and PAI-1 knockout group, and the degree of

intestinal wall inflammation in the PAI-1 knockout + IBD group was lighter than that in the IBD group. Compared with IBD group,

the mRNA expression levels of PAI-1, IL-6, IFN-γ, BIP and the protein expression levels of PAI-1, IL-6, IL-10, IFN-γ, BIP,

p-IRE1α, p-JNK in PAI-1 knockout+IBD group were down-regulated (P＜0.01). Conclusion Inhibition of the PAI-1 expres-

sion may improve tissue inflammation and endoplasmic reticulum stress in IBD rats.
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（endoplasmic reticulum stress，ERS）超过细胞自身的调
节能力，而激活未折叠蛋白反应（unfolded protein re原
sponse，UPR）将引起大量未折叠和错误折叠的蛋白在
内质网内沉积[2]，诱导细胞凋亡，最终导致炎症反应引
起免疫失衡，其中细胞因子 TNF-琢、IL-1、IL-6、IFN-酌
和重链结合蛋白（BIP）等的交互协同作用以及内质网
诱导的转录调控，在 IBD的发病中发挥关键作用[3]。纤
溶酶原激活物抑制剂-1（plasminogen activator inhibitor
1，PAI-1）是组织型纤溶酶原激活物（ tissue-type plas原
minogen activator，tPA）和尿激酶型纤溶酶原激活物
（urokinase plasminogen activator，uPA）的不可逆抑制剂。
已有研究表明，PAI-1参与 IBD发生的炎症反应过程[4]，
但其具体基因表达与相关细胞因子参与的内质网应激

过程的关系尚不明确。因此，本研究选择 Wistar大鼠并
使用 2,4,6-三硝基苯磺酸（TNBS）/无水乙醇造模法获
得 IBD大鼠，并进一步运用基因敲除手段获得 PAI-1
基因敲除 IBD大鼠模型，对正常对照组、IBD大鼠模型
组、PAI-1 基因敲除 IBD 大鼠模型组间的 PAI-1 基因
表达和炎症因子引起的 ERS水平进行比较，探讨 PAI-
1基因在 IBD发病中的作用及相关机制，现报道如下。
1 材料和方法

1.1 材料 8 周龄（体重 180~220g）Wistar大鼠共 24
只由浙江中医药大学实验动物中心提供，许可证编号：

SYXK（浙）2018-0012，在标准的无菌恒温（23~25益）环
境中控制饮食进行饲养，并且动物实验经由我院动物

管理和使用委员会批准。TNBS（美国 Sigma公司）；HE
染色液（G1120）（美国 Solarbio 公司）；PCR 引物（上海
生工生物有限公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒
（P0012）（上海碧云天公司）；Anti-PAI-1 抗体（MA-
33H1F7）、Anti-IL-10抗体（2G101H7）、Anti-IL-6 抗体
（C7H24L3）、Anti-IFN-酌 抗体（18H3L15）、Anti-BIP 抗
体（PA5-22967）、Anti-p-IRE1琢 抗体（PA1-16927）、
Anti-p-JNK抗体（PA5-37698）（美国 Thermo Fisher 公
司）；Anti - JNK 抗体（ab179461）、Anti -p -JNK 抗体
（ab124956）（美国 Abcam 公司）；ECL 化学发光液
（WBKLS0500）（德国 Merck millipore公司）。
1.2 造模及基因敲除

1.2.1 IBD大鼠造模 Wistar大鼠适应性饲养 1周，术
前大鼠禁食不禁水 24h，用 10豫水合氯醛 0.4ml/100g腹
腔注射麻醉，麻醉后用直径约 1.5mm灌肠管由肛门轻缓
插入约 8~10cm处的肠腔内，IBD大鼠模型组快速注入
2颐1体积比的 TNBS（150mg/kg）-无水乙醇液 0.25 ml。正

常对照组灌肠液采用等剂量 0.9%氯化钠溶液，其余操
作同 IBD大鼠。IBD大鼠模型组每天称量体重及观察
大便性状，造模第 3天 IBD大鼠出现稀便、血便、体重
下降、活动度差情况，为造模成功。

1.2.2 构建 PAI-1 基因敲除模式大鼠 根据 PAI-1
基因（NCBI ID:24617）结构，使用 Cas9/sgRNA 注射受
精卵的方法构建基因敲除大鼠。为获得可遗传基因突

变型，F0代鉴定阳性大鼠分别与野生型大鼠交配获得
F1代大鼠，PCR鉴定 F1阳性大鼠为目的大鼠。
1.3 分组及检测样本收集 将 24只大鼠随机分为正
常对照（control）组、IBD 大鼠模型（IBD）组，Knockout
PAI -1 正常大鼠模型（Knockout PAI -1 control）组、
Knockout PAI-1+IBD大鼠模型（Knockout PAI-1+IBD）
组，每组 6只。3d后腹腔注射 3%戊巴比妥钠 1.5ml/kg
麻醉，迅速剖腹，剪下肛门以上 7~8cm 结肠，再沿肠系
膜边缘剪开肠腔，予预冷的生理盐水冲洗干净，然后取

各组相同结肠组织进行检测。

1.4 病理检查 结肠组织样本用 10%甲醛固定后，进
行脱水、石蜡包埋、切片，采用 HE染色，并在光镜下观
察组织染色情况。

1.5 qRT-PCR 检测 采用 TRIZOL 法提取结肠组织
的总 RNA，并在 Nanodrop分光光度计上测定其浓度与
纯度。根据 Takara反转录与扩增试剂盒合成 cDNA，再
进行 qPCR扩增（引物见表 1）。扩增条件为：95益预变
性 5min，95益变性 15s，58益退火 30s，72益延伸 20s，共
40个热循环。以看家基因 茁-actin mRNA为内参，采用
2-驻驻Ct法计算分析目的基因 mRNA的相对转录水平。

1.6 Western blot检查 液氮研磨结肠组织，加入 RIPA
蛋白裂解液充分裂解细胞。离心收集上清液，采用 BCA

表 1 qPCR引物

目的基因

PAI-1

IL-6

IL-10

IFN-γ

BIP

β-actin

引物

Forward：5′-ACAGCCTTTGTCATCTCAGCC-3′

Reverse：5′-CCGAACCACAAAGAGAAAGGA-3′

Forward：5′-TGTGCAATGGCAATTCTGAT-3′

Reverse：5′-GGTACTCCAGAAGACCAGAGGA-3′

Forward：5′-AAGGCAGTGGAGCAGGTGAA-3′

Reverse：5′-CCAGCAGACTCAATACACAC-3′

Forward：5′-GCATCTTGGCTTTGCAGCT-3′

Reverse：5′-CCTTTTTCGCCTTGCTGTTG-3′

Forward：5′-CTCCACGGCTTCCGATAATCA-3′

Reverse：5′-TCCAGTCAGATCAAATGTACCCAGA-3′

Forward：5′-AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3′

Reγverse：5′-AAGCCATGCCAATGTTGTCT-3′
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试剂盒定量总蛋白浓度，以确定蛋白的上样量。加样，

SDS-PAGE电泳分离蛋白，将胶上的蛋白转移到甲醇
活化的 PVDF 膜上。PVDF 膜用 5%脱脂牛奶室温封
闭，洗涤，再与特异性一抗（PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-
酌、BIP、p-IRE1琢、p-JNK、JNK蛋白）室温孵育 2h或 4益
过夜，洗涤，然后 PVDF膜与连接有辣根过氧化物酶的
二抗一起室温孵育 1h。最后，ECL 化学发光试剂与
PVDF 膜作用后进行显影和定影，检测 PAI-1、IL-6、
IL-10、IFN-酌、BIP、p-IRE1琢、p-JNK、JNK蛋白表达。
1.7 统计学处理 采用 SPSS 19.0统计软件。计量资
料以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 LSD-t法。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 病理检查 各组大鼠病理变化情况见图 1（插页）。
control 组与 Knockout PAI-1 control 组的肠壁未见增
厚、充血或炎性细胞浸润。在 IBD组中，肠壁明显增厚，
腺体受损，肠壁明显充血和炎性细胞浸润。Knockout
PAI-1+IBD组的肠壁轻度增厚充血，可见小溃疡，病理
组织学显示肠黏膜坏死脱落，少量中性粒细胞、淋巴细

胞浸润，各层结构尚清晰。

2.2 qRT -PCR 检测 PAI -1、IL -6、IL -10、IFN -酌、BIP
转录水平 与 control 组比较，IBD 组大鼠小肠组织中
的 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-酌和 BIP基因转录水平均
明显上调（均 P＜0.01）；Knockout PAI-1 control组PAI-1
基因转录水平下调（P＜0.01），IL-6、IL-10、IFN-酌 和
BIP 基因转录水平与 control 组比较均无统计学差异
（均 P＞0.05）。与 Knockout PAI-1 control 组相比较，
Knockout PAI-1+IBD 组 PAI-1 基因转录水平无统计
学差异（P＞0.05），IL-6、IL-10、IFN-酌 和 BIP 基因转
录水平均明显上调（均 P＜0.01）。与 IBD 组相比较，
Knockout PAI-1+IBD 组 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-酌 和
BIP基因转录水平均明显下调（均 P＜0.01）。见表 2。
2.3 Western blot检测 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-酌、BIP、
p-IRE1琢、p-JNK及 JNK蛋白表达 与 control组比较，
IBD 组大鼠结肠组织中的 PAI-1 显著升高，IL-6、IL-

10、IFN-酌、BIP、p-IRE1琢、JNK 蛋白表达水平均明显上
调；Knockout PAI-1 control 组 PAI-1 蛋白表达明显下
调，IL-6、IL-10、IFN -酌、BIP、p-IRE1琢、JNK 蛋白水平
与 control组比较均无统计学差异。与 Knockout PAI-1
control 组相比较，Knockout PAI-1+IBD 组 PAI-1 表达
无统计学差异，IL-6、IL-10、IFN-酌、BIP、p-IRE1琢、JNK
蛋白水平明显上调。与 IBD组相比较，Knockout PAI-
1 +IBD 组 PAI -1、IL -6、IL -10、IFN -酌、BIP、p -IRE1琢、
JNK蛋白水平显著下调。见图 2和表 3。
3 讨论

目前 IBD已成为研究的热点，主要原因在于 IBD
的确切病因以及致病机制不十分明确，遗传易感性、外

部环境、感染介质、肠道菌群及免疫功能障碍等多种因

素均被认为与其相关[1]，临床上缺乏有效的靶向治疗。
ERS通常由内质网中未折叠或错误折叠蛋白过度

积累诱导，产生 UPR[7-8]。UPR可通过多种途径使核因
子-资B（NF-资B）入核增加，参与多种炎症相关基因的转
录调控。NF-资B调控的炎症因子表达可激发 IBD的两
个阶段，即固有免疫介导的诱导期和获得性免疫应答

介导的慢性炎症效应期。在 ERS 信号通路中，IRE1琢
是决定细胞命运的关键蛋白，IRE1琢 不仅具有细胞保
护功能，还能够激活凋亡信号激酶 ASK1，促进细胞通
过 JNK和 p38 MAPK信号通路凋亡。ERS 时与 PERK
结合的 BIP由于应付大量的未折叠蛋白而使得内质网
内 PERK蛋白暴露，发生自身磷酸化与二聚化，活化的
PERK蛋白进一步使内质网外侧的 eIF2A发生磷酸化
修饰，使得蛋白合成启动过程暂停。本研究通过测定

BIP、p-IRE1琢、p-JNK水平来反映 IBD的 ERS水平。本
研究发现，在 IBD 模型大鼠中，IL-6、IFN-酌、BIP、p-
IRE1琢、p-JNK表达水平均上调（均 P＜0.01），反映 ERS
与 IBD有密切关系，说明 ERS参与了 IBD炎症反应。

PAI-1 基因位于第七号染色体长臂，PAI-1 蛋白
由 379个氨基酸残基组成，分子量大约为 52kd。PAI-1
是丝氨酸蛋白酶抑制剂（SERPINs）超家族的糖蛋白。
PAI-1是纤维蛋白溶解系统的关键抑制剂，它通过灭

表 2 qRT-PCR检测各组大鼠组织 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-γ、BIP转录水平

组别

control组

IBD组

Knockout PAI-1 control组

Knockout PAI-1+IBD组

PAI-1

0.97±0.21

4.13±0.65*

0.26±0.07*

0.21±0.06*

IL-6

0.80±0.22

5.89±0.67*

0.74±0.10*△

3.28±0.51*

IL-10

1.12±0.13

4.20±1.42*

1.33±0.10*△

1.64±0.64*

IFN-γ

1.13±0.27

8.02±0.58*

0.97±0.28*△

3.10±1.21*

BIP

1.24±0.34

11.08±0.70*

1.16±0.09*△

2.99±0.30*

注：与 control组比较，*P＜0.01；与 Knock out PAI-1+IBD组比较，△P＜0.01
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活 uPA，并参与细胞迁移、侵袭和黏附的调节。有研究
发现，在细胞中过表达 uPA 可诱导 IL-6、IFN-酌 和
BIP、p-IRE1琢、p-JNK、CHOP、GRP78 等多种内质网应
激蛋白的表达变化[9-10]，增强 JNK等信号通路的激活，
使得细胞内质网产生应激和炎症反应。有研究表明，

PAI-1基因能够参与调控炎症反应，并在 ERS变化中
起作用，尤其在 IBD的免疫炎症调控失衡上具有一定
作用 [4-6]。国外文献报道在 IBD 患者血液中 PAI-1水
平升高[13]，还有文献报道由人、大鼠和小鼠肠制备的精
确切割肠切片（PCIS）的离体模型中 PAI-1的基因表达
均增加 [14]。本研究发现，IBD能引起大鼠结肠组织病
变，敲除 PAI-1基因后，HR染色后镜下炎症浸润情况
得到改善。而与此同时在 IBD大鼠模型中，PAI-1基因
表达水平也明显上调（P＜0.05），同时 IL-6、IFN-酌、
BIP、p-IRE1琢、p-JNK表达水平上升（P＜0.01）。同时
Knockout PAI-1+IBD组中，在 PAI-1基因敲除后，其转
录表达显著下降（P＜0.05），ERS相关的炎症因子 IL-6、

IFN -酌、BIP、p -IRE1琢、p -JNK 表达水平遂随之下降
（P＜0.01）。从实验看 PAI-1基因与 IBD大鼠炎症反应
及 ERS 呈正相关，这给我们带来了强烈的关联性思
考，在 IBD 疾病的发生、发展中 PAI-1 基因很可能起
到至关重要的作用。笔者认为 PAI-1 基因可能影响
IBD发生、发展中 ERS水平及相关表达产物。结合文献
我们分析，出现上述结果的原因可能有两方面：一方

面，PAI-1是 uPA活性以及纤溶酶产生的主要调节剂，
PAI-1 与 uPA 以 1 颐1 比例形成复合物灭活 uPA 的活
性，在 IBD造模中由于肠道炎症程度加重，PAI-1为抑
制炎症而出现高表达。另一方面，PAI-1可以与血浆和
细胞外基质的玻璃体结合蛋白、纤溶酶原激活剂及/受
体（Upa/Upar）复合物结合，参与炎性细胞的轴附和脱
离，从而促进炎性的发生 [11]，PAI-1还能与炎性及细胞
因子如肿瘤坏死因子-琢、转化生长因子 p、IL-1、IL-6
等相互作用，使炎性因子渗出增加促进炎性的发生、发

图 2 Western blot检测各组大鼠结肠组织中 PAI-1、IL-6、IL-10、IFN-γ、BIP、p-IRE1α、p-JNK、JNK蛋白水平电泳图

control组 IBD组 Knock out PAI-1 control组 Knock out PAI-1+IBD组

PAI-1

IL-6

IL-10

IFN-γ

BIP

IRE1琢

p-JNK

JNK

APDH

表 3 Western blot检测各蛋白表达的比较

组别

control组

IBD组

Knock out PAI-1 control组

Knock out PAI-1 +IBD组

PAI-1/GAPDH

0.57±0.11

1.08±0.06**

0.26±0.02**

0.25±0.03

IL-6/GAPDH

0.38±0.10

0.88±0.09**

0.33±0.10

0.59±0.08△△▲

IL-10/GAPDH

0.46±0.08

0.93±0.11**

0.35±0.10

0.48±0.14△△

IFN-γ/GAPDH

0.36±0.04

0.76±0.09**

0.32±0.03

0.53±0.10△△

BIP/GAPDH

0.46±0.05

0.79±0.06**

0.39±0.08

0.66±0.03△△

p-IRE1α/GAPDH

0.65±0.14

0.92±0.10**

0.63±0.05

0.86±0.03△△▲

p-JNK/JNK

0.56±0.08

0.92±0.12**

0.67±0.18

1.27±0.17△▲

注：与 control组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与 IBD组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01；与 Knockout PAI-1 control组，▲P＜0.05
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展[12]。因而随着炎症程度加重，PAI-1早起为抑制炎症
反应而升高，随后过表达后反而促进了炎症的发展。本

实验结果提示，在 Knockout PAI-1+IBD组，由于 PAI-1
基因敲除后，PAI-1低表达，同时炎症及 ERS相关指标
也明显下降，说明去除了 PAI-1基因过表达因素后，炎
症及 ERS程度减轻，更加提示了 PAI-1的过高表达可
能促进了大鼠 IBD炎症和 ERS的发生、发展。

但是内质网应激有多种途径诱导细胞凋亡，引起

炎症反应。而 PAI-1是通过哪条信号通路促进 IBD内
质网应激的，有待下一步研究。但是，我们探索的 PAI-1
基因对相关炎症因子表达及 ERS 的影响已给此类疾
病提供了新的治疗靶点和思路。

综上所述，本研究着眼于 PAI-1基因及构建 PAI-1
基因敲除的 IBD大鼠模型，探索了 PAI-1 在炎症反应
及 ERS 上的相互作用，总结出 PAI-1 基因的表达与
IBD大鼠组织炎症及 ERS水平有关，其很可能促进了
IBD的发生、发展。
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