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阿克曼嗜黏液菌外膜蛋白 Amuc_1100调控 STING
信号通路减轻小鼠肠缺血再灌注损伤的机制

朴光宇 施 瑜 陈 榕 孟庆涛

武汉大学人民医院麻醉科  湖北  武汉  430060

摘 要  目的：探讨阿克曼嗜黏液菌源性外膜蛋白 Amuc_1100 蛋白对小鼠肠缺血再灌注（IIR）损伤的影响。

方法：将 18 只健康雄性成年 C57BL/6J 小鼠随机分成 3 组：对照组（S 组，n=6）、肠缺血再灌注组（IIR 组，n=6）、肠

缺血再灌注 +Amuc_1100 预处理组（IIR+Amuc_1100 组，n=6）。对 IIR+Amuc_1100 组使用 Amuc_1100 蛋白

（3 μg•d-1）预处理 7 d，预处理完毕次日按分组制备小鼠肠缺血再灌注损伤模型，留取小肠组织。固定组织并按照标

准 HE 染色程序染色，以观察组织改变，行 Chiu's 病理学损伤评分；检测小鼠肠组织超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛

（MDA）表达水平；Western Blot法检测小鼠肠紧密连接蛋白表达以及干扰素基因刺激因子（STING）信号通路激活

情况；酶联免疫吸附法检测小鼠血清中肿瘤坏死因子（TNF）‑α、白细胞介素（IL）‑6 水平。结果：与 S 组相比，IIR 组

Chiu's 病理学损伤评分显著增高，SOD 活性降低、MDA 生成增加，紧密连接蛋白表达水平降低，而 Amuc_1100 蛋白

预处理可显著降低肠缺血再灌注损伤所致 Chiu's 病理学损伤评分升高，增加 SOD 活性，并减少 MDA 生成，显著增

加紧密连接蛋白表达水平。此外，与 IIR 组相比，Amuc_1100 蛋白预处理显著降低 IIR 引起的 p‑STING、p‑TBK1、
p‑NF‑κB 蛋白的过度表达，并显著降低 IIR 后的 TNF‑α、IL‑6 升高。结论：Amuc_1100 蛋白预处理能够减轻肠道肠

缺血再灌注损伤，其机制可能是通过抑制 STING 信号通路异常激活。

关键词  肠缺血再灌注损伤；肠道机械屏障；Amuc_1100 蛋白；STING 信号通路
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Mechanisms of outer membrane protein Amuc_1100 of Akkermansia 
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STING signaling pathway in mice
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Abstract

Objective:: To investigate the effects of Amuc_1100, an outer membrane protein derived from 
Akkermansia muciniphila, on intestinal ischemia‑reperfusion (IIR) injury in mice.  Methods:: Eighteen 
healthy male adult C57BL/6J mice were randomly divided into three groups: Control (S group, n=
6), IIR (IIR group, n=6), and IIR+Amuc_1100 pretreatment (IIR+Amuc_1100 group, n=6).  
Mice in the IIR+Amuc_1100 group were pretreated with Amuc_1100 protein (3 µg•d-1) for 7 days.  
On the following day, IIR injury models were established by occlusion of the superior mesenteric ar‑
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tery for 45 min followed by 2 h reperfusion, and small intestine tissues were collected.  Tissues were 
fixed and stained using standard HE staining procedures to observe tissue changes and perform Chiu's 
pathological damage score.  Superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) levels in the in‑
testinal tissues were measured.  Western Blot was used to detect tight junction proteins expression and 
stimulator of interferons genes （STING) signaling pathway activation.  ELISA was used to measure 
serum tumor necrosis factor (TNF) ‑ α and interleukin (IL) ‑ 6 levels.  Results:: Compared with the S 
group, the IIR group showed a significant increase in Chiu's score, decreased SOD activity, increased 
MDA production, and reduced tight junction protein expression.  Amuc_1100 protein pretreatment 
significantly reduced the increase in Chiu's pathological damage score caused by IIR, increased SOD 
activity, decreased MDA production, and significantly increased tight junction protein expression.  
Additionally, Amuc_1100 pretreatment significantly reduced the IIR ‑ induced overexpression of p ‑
STING, p ‑TBK1, and p ‑NF ‑κB and decreased the elevated levels of TNF ‑ α and IL ‑6 induced by 
IIR.  Conclusion:: Amuc_1100 protein pretreatment alleviates intestinal ischemia ‑ reperfusion injury, 
possibly through the inhibition of STING signaling pathway.

Key Words Intestinal Ischemia‑Reperfusion Injury； Intestinal Mechanical Barrier； Amuc_1100 
Protein； STING Signaling Pathway

肠缺血再灌注（intestinal ischemia reperfusion，
IIR）损伤是肠道血供受外伤、外科手术、病理生理改

变等多种因素的影响而导致肠道血流供应急剧减

少或完全受阻的高发病率、高死亡率急症。缺血造

成的局部肠组织损伤通过血流再灌注被放大，使这

种急症的损伤不局限于肠道，还可引起全身炎症反

应综合征、多器官功能障碍综合征［1‑2］，甚至导致患

者死亡［3］。肠缺血再灌注损伤的机制研究对围手术

期肠道保护有重大意义。

肠道菌群的结构组成和代谢产物的改变影响

患者疾病预后［4］。有研究［5‑8］证实肠道菌群的稳态

与肠道机械屏障密切相关，益生菌治疗可以在一定

程度上改善甚至逆转这种情况的发生，通过人为补

充特定益生菌或是益生菌发挥作用的关键代谢产

物及相关蛋白可以有效减轻肠道机械屏障破坏

水平。

肠菌稳态、肠道机械屏障破坏是干扰素基因刺

激因子（stimulator of interferons genes，STING）信

号通路异常激活的重要原因，而 STING 信号通路

的异常激活往往导致炎症反应加重与细胞死亡加

重肠道损伤［9‑10］。且 STING 通路的激活导致的脂

质过氧化与组织过氧化是促炎细胞因子释放的重

要途径［11］。因此，调控 STING 信号通路对肠道炎

症的治疗与肠道稳态的维持至关重要。

Amuc_1100 蛋 白 是 益 生 菌 Akkermansia mu⁃
ciniphila（A.  muciniphila）的特异性外膜蛋白，受Ⅳ
型菌毛形成基因簇编码，是 A. muciniphila 外膜中最

丰富的蛋白之一，具有与宿主肠上皮细胞相互作用

并参与宿主免疫调控的潜力［12］。有研究［13］表明

Amuc_1100 蛋白不仅可以重现部分 A.  muciniphila
的益生菌作用，还可发挥强大的抗炎作用。然而目

前国内外尚无相关研究表明 Amuc_1100蛋白是否可

以在肠缺血再灌注损伤时发挥对肠道机械屏障的保

护作用。因此我们通过小鼠 IIR 损伤模型，观察

Amuc_1100 蛋白对肠缺血再灌注损伤的作用及机

制，以期为肠缺血再灌注后肠黏膜保护提供新的

思路。

1 材料与方法

1. 1　 试 剂 与 仪 器   兔 抗 鼠 STING、phospho ‑
STING（p‑STING）、phospho‑TBK1/NAK、Claudin‑
1、Occludin 单克隆抗体购于美国 Cell Signal Tech‑
nology 公司；兔抗鼠 TBK1/NAK 单克隆抗体；兔抗

鼠 NF‑κB、p‑NF‑κB 多克隆抗体购于艾比玛特医药

科技（上海）有限公司；兔抗鼠 Anti‑beta actin 多克隆

抗体购于武汉赛维尔生物科技有限公司；超氧化物

歧化酶（SOD）试剂盒、丙二醛（MDA）试剂盒购于

中国南京建成公司；Amuc_1100 重组蛋白购于武汉

品诺生物技术有限公司。

1. 2　实验动物   健康野生型 SPF 级雄性 C57BL/
6J 小鼠 18 只，6~8 周龄，体质量 22~24 g，适应性喂

养 1 周，自由进食进水。本研究中涉及实验动物处

理，遵照实验动物使用的 3R 原则给予人道关怀。
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实验动物购买于河南斯克贝斯生物科技股份有限

公司，生产许可证号：SCXK（豫）2020‑0005；实验单

位使用许可证编号：SYXK（鄂）：2015‑0027。
1. 3　小鼠肠缺血再灌注模型的建立   小鼠经腹腔

注射 1. 5% 戊巴比妥钠溶液 5 mL•kg-1，仰卧位固定

小鼠。待小鼠成功麻醉后腹部正中脱毛，消毒铺

巾，正中切口进腹，分离肠系膜上动脉，微动脉夹夹

闭肠系膜上动脉（superior mesenteric artery，SMA）

根部，观察动脉搏动情况约 2 min，确定血管搏动消

失，肠壁苍白，SMA 血流被成功阻断后，缝合伤口。

45 min 后经原切口进腹，松开动脉夹恢复血供。

S 组行与 IIR 组相同开腹分离血管等操作，不钳夹血

管，所有小鼠再灌注 2 h 后处死。

1. 4　实验分组   将 C57BL/6J 小鼠随机分成 3 组，

分别为假手术组（S 组）、肠缺血再灌注组（IIR 组）、

IIR+Amuc_1100 组（IIR+Amuc_1100 组），各组均

为 6 只。为了探讨 Amuc_1100 蛋白对肠缺血再灌注

损伤的影响，术前对 Amuc_1100 组小鼠经口灌胃

Amuc_1100 蛋白（3 μg•d-1）预处理 7 d。实验期间每

日测量一次小鼠体质量，所有实验动物保持正常饮

食。

1. 5　指标检测及方法

1. 5. 1　组织病理学检测　小鼠再灌注 2 h 后处死

取新鲜缺血区肠组织。样品在冰醋酸盐缓冲液

（pH 7. 4）中反复洗涤后放入多聚甲醇（pH 7. 4）中

临时保存，用石蜡包埋后，切成 5 μm 厚的组织切片。

使用苏木精和伊红（HE）对切片进行染色，每个组

织取两个不同切片 10 个视野，采用 Chiu's 小肠损伤

评分分级法对小肠组织损伤程度进行评估。

1. 5. 2　肠组织 SOD、MDA 检测　将肠组织匀浆后

去上清液，并严格按照说明书使用酶标仪检测 SOD、

MDA 水平。SOD 与 MDA 是间接反映脂质过氧化

速率与强度，以及组织过氧化损伤程度的重要指标。

1. 5. 3　 Western Blot 检测蛋白表达水平　取各组

小鼠的小肠组织，用 4 ℃预冷的 PBS 洗涤 3 次，按比

例加入 RIPA 裂解液裂解冰上裂解 30 min 后利用液

氮研磨仪充分研磨 5 min，而后冰上行超声裂解，按

照 BCA 试剂盒的步骤检测蛋白浓度，并对蛋白进行

定量后加入 5×上样缓冲液并煮沸变性 10 min，进
行 SDS‑PAGE，转膜使蛋白转至 PVDF 膜，无蛋白

快速封闭液室温封闭 25 min，利用相应抗体根据说

明书稀释浓度 4 ℃摇床敷育过夜，TBST 室温洗涤

3 次，每次 10 min，用羊抗兔二抗室温敷育 1 h 后，用

TBST 室温洗涤 6 次，每次 5 min，使用 Bio‑Rad 化学

发光仪器显影条带。目的条带的灰度值与 β‑actin
条带的灰度值比值反映目的蛋白的表达。

1. 5. 4　酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清促炎细

胞因子水平　于小鼠心尖部抽取各组小鼠的血液

样品，并使用不含热源和内毒素的试管收集，4 000 
r•min-1 条件下离心 20 min，小心地分离出血清，保

存在-20 ℃以下待检。根据说明书使用酶标仪检

测各组小鼠血清中肿瘤坏死因子（TNF）‑α 和白细

胞介素（IL）‑6 水平。TNF‑α 与 IL‑6 为炎症反应中

经典的促炎细胞因子，可以反映机体炎症反应水

平。

1. 5. 5　 统 计 学 方 法　 所 有 数 据 采 用 GraphPad 
Prism 8. 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　 Amuc_1100 蛋 白 可 减 轻 小 鼠 IIR 肠 组 织 损

伤　微型动脉夹夹闭小鼠肠系膜上动脉根部，可见

肠管失去血色，逐渐苍白，部分肠管肿胀，取动脉夹

行再灌注后，可见肠管充血水肿。HE 染色切片显

示（见图 1），与 S 组相比，IIR 组小鼠肠组织损伤明

显，IIR 组小鼠小肠绒毛结构被明显破坏，绒毛断

裂，部分视野可见固有层裸露，可见炎性细胞浸润。

Chiu's 病理学评分显示，IIR 组小鼠肠黏膜损伤程度

比 S 组 重（见 表 1）。 与 IIR 组 相 比 ，IIR+Amuc_
1100 组 的 肠 组 织 病 理 损 伤 评 分 显 著 降 低

（P<0. 05）。与 S 组相比，IIR 组小鼠肠组织 SOD 活

性 降 低 ，MDA 含 量 增 高 ；与 IIR 组 相 比 ，IIR+
Amuc_1100 组小鼠肠组织 SOD 活性升高，MDA 含

量降低（见表 1）（P<0. 05）。与 S 组相比，IIR 组肠

组织紧密连接蛋白水平显著降低，包括 Occludin、
Claudin ‑ 1（P<0. 05）；与 IIR 组相比，IIR+Amuc_
1100 组肠组织紧密连接蛋白水平 Occludin、Claudin‑
1 的表达显著升高（P<0. 05），提示 Amuc_1100 预

处理保护肠道机械屏障的完整性，从而减轻肠道损

伤（见表 2 和图 2）。

2. 2　Amuc_1100 蛋白减轻 IIR 导致的 STING 信号

通路激活   通过 Western Blot 检测各组小鼠肠道中

STING 信号通路相关蛋白，与 S 组相比，IIR 组的

p ‑ STING 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高 ，并 伴 随 有

STING 信号通路下游的 p‑TBK1、p‑NF‑κB 蛋白的
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表达水平升高；Amuc_1100 蛋白预处理后，相较于

IIR 组，p‑STING、p‑TBK1、p‑NF‑κB 蛋白的表达水

平均显著降低（见图 3 和表 3）（P<0. 05）。

2. 3　 Amuc_1100 蛋 白 预 处 理 可 减 轻 肠 道 炎 症 反

应　与 S 组相比，IIR 组的小鼠血清中 TNF ‑ α 和

IL ‑ 6 水 平 显 著 升 高（P<0. 05）；与 IIR 组 相 比 ，

Amuc_1100 蛋白预处理显著降低小鼠血清中 TNF‑
α 和 IL ‑ 6 水 平（P<0. 05），且 S 组 与 IIR+Amuc_

图 1　Amuc_1100 蛋白显著减轻小鼠 IIR 损伤  （HE×200）

表 1　3 组小鼠肠组织 Chiu's 评分及 SOD、MDA 水平比较

（
-
x±s）

组别

S 组

IIR 组

IIR+Amuc_
1100组

例数

6
6

6

Chiu's评分/
分

0.17±0.41
4.00±0.63*

2.00±0.63*#

SOD/U•mg-1

202.90±66.36
148.60±13.07*

200.40±8.33#

MDA/
nmol•mg-1

0.66±0.13
2.51±0.34*

1.63±0.13*#

与 S 组比较，*P<0.05；与 IIR 组比较，#P<0.05

图 2　Amuc_1100 蛋白促进 IIR 后的肠黏膜紧密连接蛋白的表达

A. Western Blot结果；B、C. 分别为紧密连接蛋白 Claudin‑1 和 Occludin 表达水平的比较；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，ns：无统计学意义

表 2　3 组小鼠肠组织中紧密连接蛋白相对表达量的比较

（
-
x±s）

组别

S 组

IIR 组

IIR+Amuc_1100 组

例数

6
6
6

Occludin
0.74±0.12
0.33±0.05*

0.73±0.05#

Claudin‑1
1.34±0.25
0.51±0.22*

1.31±0.20#

与 S 组比较，*P<0.05；与 IIR 组比较，#P<0.05

图 3　Amuc_1100 蛋白预处理显著下调肠组织中 STING 信号通路蛋白表达

A. Western Blot结果；B. 各组 p‑STING/STING 的比较；C. 各组 p‑TBK1/TBK1 的比较；D. 各组 p‑NF‑κB/NF‑κB 的比较；*P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001，ns：无统计学意义
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1100 组之间无显著差异（见表 4）。

3 讨论

在健康的肠道中，肠道菌群通过维持各个菌群

的平衡比例来发挥保护作用。这种稳态有助于消

除毒素和致病菌，从而维持肠道微环境的稳定，并

保护肠道机械屏障［2］。近年来的研究表明，肠道菌

群稳态在肠缺血再灌注损伤中发挥重要作用，其中

肠道菌群衍生物被认为是疾病与肠道菌群相互作

用的关键桥梁。肠缺血再灌注损伤是一种高死亡

率的病理生理过程，一旦发生，可能波及多个器官

并引发全身炎症反应综合征［14］。在这一过程中，肠

道组织的血流和氧气供应骤减，血流再灌注则会导

致活性氧与炎性因子的释放，从而破坏肠道机械屏

障并引发复杂的炎症反应［15］。因此，寻找针对肠缺

血再灌注损伤的潜在治疗手段具有重要意义。

Amuc_1100 蛋白是 A. muciniphila 外膜中最丰

富的蛋白之一。研究［10］表明，Amuc_1100 蛋白不仅

能够重现部分 A. muciniphila 益生菌作用，还具备强

大的抗炎作用。有研究［16］报道，Amuc_1100 蛋白在

治疗小鼠结肠炎症时表现出积极的效果。此外，

Amuc_1100 蛋白的保护功能部分来源于其对肠道

菌群的调控［17］。本研究通过灌胃 Amuc_1100 蛋白

对小鼠进行预处理，探讨 Amuc_1100 蛋白在肠缺血

再灌注损伤模型中的作用。

在本研究中，我们建立了小鼠肠缺血再灌注损

伤模型。具体方法为手术夹闭肠系膜上动脉 45 
min，再进行 2 h 再灌注，并通过 HE 染色观察小鼠肠

绒毛的变化。结果显示，肠缺血再灌注损伤后，小鼠

肠组织 Chiu's 病理学评分显著升高。检测肠组织

SOD、MDA 表达水平发现，肠缺血再灌注损伤导致

SOD 活力降低和 MDA 含量升高，提示体内活性氧

水平增加。通过检测肠道紧密连接蛋白的表达水

平，我们发现肠缺血再灌注显著降低 Occludin、Clau‑
din‑1 等紧密连接蛋白的表达，肠道机械屏障的破坏

进一步证实小鼠肠缺血再灌注损伤模型的成功

建立。

Amuc_1100 蛋白预处理显著减轻了肠缺血再

灌注损伤的程度。具体而言，与 IIR 组相比，Amuc_
1100 蛋白预处理组的 Chiu's 病理学评分显著降低，

SOD 活性显著增加，MDA 表达水平显著降低。此

外，Amuc_1100 蛋白预处理组的小鼠肠道紧密连接

蛋白表达显著增加。这些结果表明，Amuc_1100 蛋

白可以增强小鼠肠道机械屏障对肠缺血再灌注损

伤的抵御能力。

值得注意的是，Amuc_1100 蛋白的保护作用可

能与 STING 信号通路的调控有关。研究［18‑19］显示，

肠缺血再灌注损伤与 STING 信号通路密切相关，

损伤引发的内源性核酸释放是激活 STING 信号通

路的关键。STING 信号通路由于内源性核酸水平

升高而过度激活，进而激活下游炎症因子如 TNF‑
α、IL‑1β、IL‑6、IL‑8 等，引发过度炎症反应，从而加

重细胞损伤。我们的研究证实，肠缺血再灌注损伤

显著激活 STING 信号通路，并显著增加 STING 信

号通路下游的 p‑TBK1、p‑NF‑κB 蛋白水平及血清

TNF‑α、IL‑6 水平。Amuc_1100 蛋白预处理则显著

降低这些指标的水平，提示其保护作用可能是通过

抑制 STING 信号通路的过度激活实现。

综上所述，本研究探讨了 Amuc_1100 蛋白对肠

缺血再灌注损伤的影响，并发现其保护作用可能源

自对 STING 信号通路的调控。未来的研究应进一

步探讨该蛋白与 STING 信号通路相互作用的具体

机制，以期为临床应用和预防肠缺血再灌注损伤提

供重要的理论依据。
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