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摘 要：研究结球甘蓝中硫代葡萄糖苷（简称硫苷；glucosinolates，GSL）治疗炎症性肠病（inflammatory bowel

disease，IBD）的作用机制。利用公共数据库获得 IBD和 GSL的作用靶点，将二者取交集，构建蛋白互作

网络，利用 GO和 KEGG富集分析其治疗 IBD的潜在靶点。通过分子对接验证 GSL中的活性单体成分 3-

吲哚基甲基硫苷（glucobrassicin，GBC）与核心靶点之间结合能。用葡聚糖硫酸钠建立 IBD小鼠模型，检

测其疾病活动指数评分、肠通透性、肠组织肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等细胞因子

水平。使用试剂盒检测人结直肠腺癌细胞增殖活性，酶联免疫吸附测定法（enzyme linked immunosorbent

assay，ELISA）检测脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导下该细胞释放 TNF-α和白细胞介素 10（interleukin-1，

IL-10）水平。得到 IBD与 GSL交集靶点 92个；GO功能分析表明调节炎症反应、调节激酶活性等多种生

物过程参与 IBD发展进程，获得了拓扑异构酶Ⅱα（topoisomerase II alpha，TOP2A）、细胞周期蛋白依赖性

激酶 1（cyclin-dependent kinase 1，CDK1）、细胞色素 P4502C9（cytochrome P4502C9，CYP2C19）等 10

个 GSL 治疗 IBD的核心靶点；KEGG富集相关性较高的通路为 TRP 通道炎症介质调节通路等；分子对接

显示 GBC与核心靶点有较好的结合活性。中、高剂量 GSL组可减缓小鼠体重下降幅度并改善小鼠稀便和

便血等情况，显著降低模型组 DAI评分（P < 0.001）；降低小鼠肠组织 TNF-α等细胞因子水平（P < 0.001），

升高 IL-10水平（P < 0.001）。在 20~300 μmol/L浓度范围内，GSL促进人结直肠腺癌细胞增殖，抑制 LPS

诱导的 TNF-α分泌，升高 IL-10水平。以上结果表明，GSL可能通过抑制 TOP2A、CDK1蛋白表达，减轻

小鼠肠道的炎性反应，缓解炎症性肠病症状。
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Abstract: The purpose of this paper is to explore the mechanism of action of glucosinolates (GSL) in common

head cabbage for the treatment of inflammatory bowel disease (IBD). Using public databases, this study obtained

the targets of IBD and GSL, took the intersection of the two, constructed the protein interactions network, and

analyzed their potential targets for the treatment of IBD using GO and KEGG enrichment. The binding energy

between glucobrassicin (GBC), the active monomer component of GSL, and the core target was verified by

molecular docking. Mice models of IBD were established with dextran sodium sulfate, and their disease activity

index scores, intestinal permeabilities, intestinal tissue tumor necrosis factor-α (TNF-α) and other cytokine levels

were detected. The proliferative activity of human colorectal adenocarcinoma cells was detected using a kit, and

the levels of TNF-α and interleukin-1 (IL-10) released from this cell induced by lipopolysaccharide (LPS) were

detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Ninety-two intersection targets of IBD and GSL were

obtained. GO functional analysis indicated that various biological processes, such as regulation of inflammatory

response and modulation of kinase activity, were involved in the developmental process of IBD. Ten targets for the

treatment of IBD by GSL, such as topoisomerase Ⅱα (TOP2A), cell cycle protein-dependent kinase 1 (CDK1),

cytochrome P4502C9 (CYP2C19) were obtained; In the KEGG enrichment analysis, the pathways with higher

relevance included TRP channel inflammatory mediator-regulated pathway. Molecular docking showed that GBC

had better binding activity with the core targets. The medium and high dose GSL groups slowed down the weight

loss and improved the condition of mice, such as loose stool and blood in stool, and significantly reduced the DAI

score of the model group (P < 0.001), lowered the levels of cytokines, such as TNF-α, in the intestinal tissues of

the mice (P < 0.001), and elevated the levels of IL-10 (P < 0.001). In the concentration range of 20-300

μmol/L,GSL promoted the proliferation of human colorectal adenocarcinoma cells, inhibited LPS-induced TNF-α

secretion, and elevated IL-10 levels. The above results suggested that GSL could attenuate the inflammatory

response of the mouse intestine and alleviate the symptoms of inflammatory bowel disease by inhibiting TOP2A

and CDK1 protein expression.
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炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）临床主要表现为肠道炎症、稀便、血便

等，是一种容易反复发作的慢性炎症性疾病，主要分为克罗恩病（Crohn disease）和溃疡性

结肠炎（ulcerative colitis）[1]。其发病原因尚未明确，与周围环境、基因遗传、自身免疫、

感染等多种因素相互关联，炎症性肠病发病时，全身症状也十分明显，如高热、呕吐等。IBD

的发生被认为是明确的结直肠癌高危因素，常发生于癌前[2]。炎症性肠病临床治疗药物主要



有水杨酸类、糖皮质激素类和免疫抑制剂类等，但这些药物的适用范围较为局限，在长期使

用后易产生如：诱发或加重感染、物质代谢紊乱等不良反应[3]，故寻求一种有效且不良反应

少的天然药物十分迫切。

硫代葡萄糖苷（简称硫苷；glucosinolates，GSL）是结球甘蓝中含量最高的生物活性物

质[4]。《本草拾遗》载：“阔叶可食，治黄毒者，煮作葅，经宿渍，色黄，和盐食之，去心

下结伏气。”主治湿热黄疸、消化道溃疡疼痛、关节不利、虚损等症。根据现有文献总结，

结球甘蓝 GSL分为两种：脂肪族 GSL约占 58.4%（3-甲基硫氧烯丙基硫苷等）和吲哚族 GSL

约占 41.6%（3-吲哚基甲基硫苷等），以 3-吲哚基甲基硫苷（glucobrassicin，GBC）为主[5]。

现有研究表明，GSL及其代谢产物具有抑菌消炎、抗肿瘤、抗氧化、调节肠道菌群等作用，

GSL通过上消化道进入肠，被肠道微生物代谢利用，可抑制肠道炎性反应[6]。但 GSL 治疗

炎症性肠病的作用及分子机制研究甚少，缺乏实验验证。因此，在既往研究的基础上，本研

究利用网络药理学方法和分子对接技术，拟对 GSL治疗 IBD的潜在作用机理进行预测，通

过对预测结果进行实验验证，为研发 IBD治疗的有效药物提供帮助。

1 材料与方法

1.1 数据库及软件

数据库：PubChem（https://pubchem.ncbi.nlm.nIh.gov/）；SEA（http://sea.bkslab.org/）；

SuperPred（http://prediction.charite.de/）；TargetNet（http://targetnet.scbdd.com/）；GeneCards

（https://www.genecards.org/）；OMIM（http://omim.org/）；CTD（http://ctdbase.org/）；Venny

2.1 （ https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html ） ； 微 生 信

（ http://www.bioinformatics.com.cn/）；Uniprot（ http://www.uniprot.org/）； RCSB PDB

（http://www.rcsb.org/）；CB-Dock（http://clab.labshare.cn/cb-dock/php/blinddock.php）；STRING

（https://string-db.org/）；Metascape（https://metascape.org/）。

软件：Graphpad Prism 8、Cytoscape 3.8.2。

1.2 主要仪器

CoDa型全自动酶标仪（美国Bio-RaD公司）；GelDocXR型凝胶成像分析仪（美国Bio-Rad

公司）；Axio Vert.A1 型荧光倒置显微镜（德国 ZEISS 公司）；Centrifuge 5810R型低温高

速离心机（德国 Eppendorf公司）；SM-CJ-1D型紫外超净工作台（苏净实业科技有限公司）；

BSC-1100ⅡA2-X型超净生物安全柜（山东博科诊断科技有限公司）；RI-150型 37 ℃恒温培

养箱（美国 Thermo science公司）。

1.3 主要试剂与药物



葡聚糖硫酸钠（纯度：99%，批号：C12750877，上海麦克林生化科技有限公司）；酶

联免疫吸附测定（ enzyme linked immunosorbent assay， ELISA）试剂盒（批号：

063016HLP104840701、063016HLP202680701，上海将来实业股份有限公司）；小鼠粪便隐

血试剂盒（批号：0701A22，上海酶联生物科技有限公司）；的细胞增殖与毒性检测（cell vitality

test kit，CCK-8）试剂盒（批号：A109295084，北京博奥森生物技术有限公司）；髓过氧化

物酶检测试剂盒（批号：063016HLP103670701，上海将来实业股份有限公司）；趋化因子

配体 1 检测试剂盒（批号：063016HLP201500701，上海将来实业股份有限公司）；地塞米

松（批号：LOT20235125，北京索莱宝科技有限公司）；硫代葡萄糖苷由新疆医科大学药理

教研室提取与鉴定。

1.4 动物

采用 60只 SPF 级 C57BL/6J 小鼠，购于北京维通利华实验动物科技有限公司，动物生

产许可证号 SCXK（京）2016-0006，雌雄对半，鼠龄 6~8周，体重 18~22 g。SPF级实验动

物使用许可证号 SYXK（新）2016-0002，光照 12 h/d，黑暗 12 h/d，温度 21 ± 2 ℃，湿度

40%~45%。该实验由新疆医科大学实验动物中心伦理委员会对实验动物进行审定并通过，

伦理批号：IACUC-20211016-39。

1.5 网络药理学分析

1.5.1 药物-疾病靶点预测

借助 PubChem、SEA、SuperPred和 TargetNet数据库，以“硫代葡萄糖苷”为关键词，经

过数据去重处理后，收集 GSL的目标靶点。利用 GeneCards、OMIM 以及 CTD数据库，以

“Inflammatory bowel disease”为关键词进行检索，去掉重复后得到 IBD 的相关靶点。通过

Venny2.1绘制韦恩图，获得了 GSL作用靶点与 IBD相关靶点交集靶点。

1.5.2 PPI网络构建及核心靶点筛选

利用 STRING数据库检索获得的药物和疾病的交集靶点后导入，选择 Homo Sapiens蛋

白种属，0.7 为阈值，建立蛋白互作关联网络图。导入 STRING 互作分析结果数据，利用

Cytoscape3.8.2软件中的 NetworkAnalyzer功能拓扑学分析蛋白互作关联网络图，采用 Degree

值 > 5作为筛选条件，最终选取 10个满足连通性要求的靶点作为核心的交集靶点。

1.5.3 基因功能和通路富集分析

利用 STRING数据库，GO功能分析和 KEGG通路富集分析 GSL治疗 IBD的靶点，总

结其基因功能及其在信号通路中的作用。以 P < 0.05为筛选条件，按差异显著性大小进行排

序，获得 KEGG通路富集前 16条结果绘制气泡图。



1.5.4 药物-核心靶点分子对接校验

整理 GSL-IBD核心靶点 PPI网络图中度值前 10的靶点，即 PIK3R1、GRB2、CDK1、

ITGB1、CDC25C、NFKB1、NRAS、CYP2C19、TOP2A、CDK5 作为 GSL 治疗 IBD 的潜

在靶点，利用 Uniprot将得到的靶点转化为蛋白，与 GBC 进行分子对接。从 Pubchem数据

库中检索 GBC 的 3D结构，以配体的形式保存。从 RCSBPDB 数据库获得 GSL 靶蛋白 3D

结构，找到受体。通过 CB-Dock平台对接，分析 GSL与靶蛋白之间的亲和力和对接位点。

结合能 < 0 kcal/mol（1 kcal = 4.186 kJ）时，表示配体与受体能自发进行结合，结合能 < -5

kcal/mol时，表示两者结合活性较好；结合能 < -7 kcal/mol时，表示结合较强且稳定[7]。

1.6 动物实验

1.6.1 动物造模分组及给药

随机将 60只小鼠分 6组，分别为空白对照组（control，Con）、模型组[8]（model，Mod）、

GSL低（GSL in low dose，GSL-L）、中（GSL in medium dose，GSL-M）、高剂量组（GSL

in high dose，GSL-H）、地塞米松组（dexamethasone group，DEX），每组 10只小鼠。空

白对照组自实验开始至结束，小鼠自由饮用蒸馏水。Mod、GSL-L、GSL-M、GSL-H、DEX

组小鼠每日自由饮用 2%葡聚糖硫酸钠盐（dextran sulfate sodium，DSS）溶液，自由进食。

实验期间，Con、Mod组按 0.2 mL/10 g灌胃灭菌水。GSL组小鼠以 20、40、80 mg/kg 浓度

的 GSL溶液按 0.2 mL/10 g灌胃，DEX组以 0.4 mg/kg 腹腔注射，每日 1次，连续处理 7 d。

1.6.2 疾病活动指数评分

在实验过程中观察各组小鼠的饮食、活动、精神及毛发情况。观察小鼠的粪便性状，并

使用隐血试剂盒检测便血，试剂 2 min后仍不显色为正常；加入试剂后初显浅蓝褐色，逐渐

呈明显蓝褐色，提示阳性（++），为隐血；加入试剂后立即呈现蓝黑褐色，提示阳性（++++），

为肉眼血便。造模开始后计算小鼠疾病活动指数[9]（disease activity index，DAI），DAI =（体

重下降评分+粪便性状评分+便血评分）/3，具体评分标准如表 1所示。如Mod组的 DAI评

分明显高于 Con组，且差异有统计学意义（P < 0.05），则表示 IBD造模成功。

表 1 DAI评分标准

Table 1 DAI scoring criteria

记分

Score

体重下降

Weight loss（%）

粪便性状

Stool consistency

便血

Blood stool

0 0 正常粪便 正常

1 1~5 介于两者之间 介于两者之间

2 6~10 半稀便 隐血



1.6.3 ELISA检测结肠组织中细胞因子

在冰上对小鼠结肠组织进行匀浆处理，在 4 ℃下，将匀浆液 3 500 r/min 离心 15 min，

收集上清液，按 ELISA试剂盒说明书检测 TNF-α、白细胞介素 1β（interleukin-1β，IL-1β）、

髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、趋化因子配体 1（chemokine ligand 1，CXCL1）、

IL-6、IL-18、干扰素γ（interferon-γ，IFN-γ）、IL-10水平。

1.6.4 肠道通透性检测

处理小鼠前，禁食不禁水 12 h，用 1 mg/mL 异硫氰基荧光素-葡聚糖（ fluorescein

isothiocyanate-dextran，FITC-DEX）灌胃，4 h后乙醚麻醉小鼠，眼眶静脉丛取血，在 3 500

r/min离心 15 min。吸取样品 100 μL于 480 nm和 520 nm波长处检测荧光强度。

1.7 细胞实验

1.7.1 CCK8法测定人结直肠腺癌细胞增殖活性

对人结直肠腺癌细胞（CaCo2）计数，按照 1×105个/mL稀释成细胞悬液，每孔 100 μL

接种至 96孔板，选用含 10%胎牛血清的 1640培养液在培养箱中孵育 24 h，Mod组与 GSL

组加入 2% DSS 造成 IBD模型，GSL组加入不同浓度的 GSL溶液，每个浓度设 6个复孔，

使 GSL培养液的终浓度分别为 0、0.01、0.1、1、10、20、50、100 μmol/L，孵育 48 h。每

孔加入 10 μL CCK-8 溶液，轻轻摇匀，在 37 ℃下孵育 1 h，酶标仪于 450 nm处测定吸光度。

1.7.2 ELISA检测脂多糖诱导的 CaCo2细胞释放细胞因子

将 CaCo2细胞稀释成 1×105个/mL的细胞悬液，计数后每孔接种 100 μL至 96孔板，在

培养箱内以含 10%胎牛血清的 1640培养液孵育 24 h，将细胞分为 5组：空白对照组（control

group，Con）、模型组（model group，Mod）、GSL（低、中、高）剂量组（GSL-L、GSL-M、

GSL-H）。Con组不作处理；Mod组加入 1 μg/mL脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）；GSL-L、

GSL-M、GSL-H加入 1 μg/mL LPS 和各 25、50、100 μmol/L的 GSL溶液，每个浓度设 3个

复孔，孵育 48 h，收集细胞上清液，按照 ELISA试剂盒说明书检测 TNF-α、IL-10浓度。

1.8 蛋白质印迹法检测蛋白表达

使用 RIPA裂解液提取结肠组织蛋白；取 20 μL蛋白样品进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶（10%）电泳（120 V，2 h）；电转法将蛋白转至聚偏氟乙烯膜（250 mA，2 h）；10%

脱脂奶粉室温封闭 1 h；一抗 4 ℃过夜孵育；二抗室温孵育 2 h。凝胶成像仪检测蛋白条带，

Image-Pro Plus软件分析条带灰度值。

3 11~15 介于两者之间 介于两者之间

4 > 15 水样便 肉眼血便



1.9 统计学方法

选择 GraphPad 软件进行分析，数据用均值 ± 标准差（x ± s）表示，采用单因素方差

分析进行多组间比较，两组间比较采用 t检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 网络药理学预测结果

2.1.1 药物-疾病交集靶点结果

运用 SEA、SuperPred 和 TargetNet 数据库整合去重得到 GSL 作用靶点 136 个，经

GeneCards、OMIM和 CTD数据库筛选得到 6 872个 IBD相关的靶点，将上述两者取交集后

得到 92个疾病和药物共同靶点（见图 1）。

图 1 GSL与 IBD交集靶点

Fig. 1 Intersection target of GSL and IBD

2.1.2 蛋白质互作网络分析及关键靶点获取结果

在 STRING 在线网站上导入 92 个交叉靶点进行分析，建立蛋白互作（protein-protein

interaction，PPI）网络图（见图 2A）。将交集靶点数据导入 Cytoscape软件得到靶点 PPI图，

靶点大小及颜色深浅随与该靶点相互作用的靶点数变化，靶点间连线宽度与颜色深浅表示两

靶点相互作用的密切程度（见图 2B）。其中相关性较高的节点分别是磷脂酰肌醇-3激酶调

节亚基 1（phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit1，PIK3R1）、生长因子受体结合蛋白

2（ growth factor receptor-bound protein 2， GRB2）、细胞周期蛋白依赖性激酶 1

（cyclin-dependent protein kinase 1，CDK1）、整合素亚基β1（integrin βl，ITGB1）、细胞

分裂周期蛋白 25同源蛋白 C（cell division cycle 25C，CDC25C）、核因子κB亚基 1（nuclear

factor kappa B subunit 1，NFKB1）、神经母细胞瘤 RAS病毒癌基因同源物（neuroblastoma RAS

viral oncogene homolog，NRAS）、细胞色素 P450 2C9（cytochrome P450 2C9，CYP2C19）、

拓扑异构酶 Ⅱα（ topoisomerases type Ⅱα， TOP2A）、细胞周期蛋白依赖性激酶 5

（cyclin-dependent kinase 5，CDK5）等。结果表明，这些节点在 PPI网络中与炎症性肠病密

切相关，可能在 GSL治疗 IBD过程中发挥重要作用。



图 2 蛋白质网络互作图

Fig. 2 Protein network interaction map

注：A：GSL与 IBD交集靶点蛋白互作图；B：PPI网络互作图。

Note: A: Mapping of intersection target proteins of GSL and IBD; B: PPI network interaction map.

2.1.3 GO功能分析及 KEGG通路富集分析

GO分析包括生物过程（biological process，BP）、分子功能（cellular component，MF）

及细胞组分（molecular function，CC），结果证明，核心靶点主要参与炎症反应过程、调节

体液水平和激酶活性、细胞对化学应激的反应、肽分解代谢等生物过程；具有蛋白激酶活性、

激酶结合、神经递质受体活性、外肽酶活性多条分子功能。获得的细胞组成主要与受体复合

物和细胞质的核周区域相关（见表 2，图 3A）。经过 KEGG通路分析共得到 16条信号途径



（P < 0.05），核心靶点主要集中在 TRP 通道的炎症介质调节、神经活性配体-受体相互作

用、血清素能突触等信号途径（见图 3B）。

表 2 GO功能分析

Table 2 GO functional enrichment analysis

注：表中数据取富集分数前三位。

Note: The data in the table are taken from the top three enrichment scores.

GO-ID

基因功能名称

Gene function name

类别

Category

基因比例

Gene ratio

基因

Gene

GO:0071417

细胞对有机氮化合物的反应

Cellular response to

organonitrogen compound

BP 0.037 AHR、APEX1、BLM

GO:0009725

对激素的反应

Response to hormone

BP 0.024 APEX1、CSNK2B、GBA1

GO:0003013

循环系统进程

Circulatory system process

BP 0.033 ADORA1、ADORA2B、BRS3

GO:0030425

树突

Dendrite

CC 0.019 ADAM10、ADORA1、CDK5

GO:0005667

转录调节复合物

Transcription regulator complex

CC 0.018 AHR、APEX1、KLF5

GO:0043235

受体复合物

Receptor complex

CC 0.017 AHR、AXL、CHUK

GO:0019900

激酶结合

Kinase binding

MF 0.022 ADAM10、CCNE1、CDC25C

GO:0004672

蛋白激酶活性

Protein kinase activity

MF 0.023 AXL、CDK1、CDK5

GO:0140297

DNA结合转录因子结合

DNA-binding transcription

factor binding

MF 0.023 AHR、APEX1、KLF5



图 3 富集分析图

Fig. 3 Enrichment analysis plot

注：A：Go富集分析图；B：KEGG 富集分析图。



Note: A: GO enrichment analysis diagram; B: KEGG enrichment analysis diagram.

2.1.4 分子对接验证

GBC与核心靶点的分子对接结果表明，结合能最高的前三位靶点是 TOP2A、CDK1、

CYP2C19，结果见表 3、图 4。

表 3 GBC与预测靶点的结合能

Table 3 Binding energy of GBC with predicted target

靶点

Target

结合能 Binding energy（kcal/mol）

GBC DEX

TOP2A -10.40 -10.50

CDK1 -9.0 -7.90

CYP2C19 -8.60 -8.50

NRAS -8.50 -7.50

CDK5 -8.0 -7.80

CDC25C -7.40 -7.20

ITGB1 -7.30 -7.40

NFKB1 -7.10 -6.50

GRB2 -6.90 -7.40

PIK3R1 -6.50 -6.30



图 4 GBC与预测靶点的分子对接图

Fig. 4 Molecular docking of GBC with predicted targets

2.2 动物实验结果

2.2.1 GSL对 IBD小鼠体质量的影响

如图 5示，饮用 2.5%的 DSS 溶液后的第 2 d，小鼠便溏，活动能力下降，大便潜血阳

性，进食及饮水量下降，Mod组与 Con组比较，小鼠体重在造模第 4 d明显下降（P < 0.001）。

造模第 7 d，IBD Mod 组小鼠与 Con组相比体重明显下降（P < 0.001）；与 IBD Mod 组相

比，给予中、高剂量 GSL后，小鼠体重下降幅度明显减少（P < 0.05，P < 0.001），给予低

剂量 GSL小鼠体重差异无统计学意义；结果表明中、高剂量 GSL可以明显减小 IBD小鼠体

重下降幅度；与 IBD Mod组比较，给予阳性药地塞米松后的小鼠体重下降幅度明显减轻（P

< 0.01），表明地塞米松可以明显减小 IBD 小鼠体重下降幅度。中、高剂量 GSL 组小鼠与

DEX组小鼠的体重差异没有统计学意义。

图 5 GSL对炎症性肠病小鼠体重变化的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 5 Effect of GSL on weight change of IBD mice (x ± s, n = 10)

注：与 Con组比较，###P < 0.001；与Mod组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，下同。Note: Compared

with Con, ###P < 0.001; Compared with Mod,*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, the same below.



2.2.2 GSL对 IBD小鼠 DAI评分的影响

如图 6示，IBD Mod 组的小鼠症状随着造模时间的延长加重，DAI评分上升，在第 4 d

开始出现不同程度的肉眼血便。造模第 7 d，IBD Mod组小鼠 DAI评分明显高于 Con组（P

< 0.001），表明小鼠 IBD模型造模成功；GSL-M、GSL-H 组 GSL 治疗后的小鼠 DAI评分

明显低于 IBD Mod组（P < 0.001）；GSL-L 组与Mod组 DAI评分比较，差异没有统计学意

义；表明 GSL可以降低 IBD小鼠 DAI评分，GSL-H 组治疗效果更显著。与 IBD Mod组相

比，给予阳性药物地塞米松治疗后的小鼠 DAI评分明显下降（P < 0.001），GSL-H 组小鼠

DAI评分明显低于 DEX组（P < 0.001），表明地塞米松可以降低 IBD小鼠 DAI评分，且高

剂量的 GSL具有更好的治疗效果。

图 6 GSL对炎症性肠病小鼠 DAI评分的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 6 Effect of GSL on DAI score in IBD mice (x ± s, n = 10)

2.2.3 GSL对小鼠炎症因子水平的影响

如图 7所示，Mod组小鼠结肠组织中 TNF-α、IL-1β、MPO、CXCL1、IL-6、IL-18、IFN-γ

水平明显高于Con组（P < 0.001），高剂量GSL干预后以上细胞因子水平明显下降（P < 0.001）。

阳性药地塞米松干预后，以上细胞因子水平明显下降（P < 0.001），GSL-H 组与 DEX组比

较差异无统计学意义。GSL-H 组 TNF-α、IL-1β、MPO、CXCL1、IL-6、IL-18、IFN-γ值较

GSL-L 组明显降低（P < 0.001），表明高剂量 GSL 抗炎效果更好。如图 10H示，Mod组 IL-10

水平明显低于 Con组（P < 0.001），高剂量 GSL干预后 IL-10水平明显上升（P < 0.001），

阳性药地塞米松干预后，IL-10水平显著上升（P < 0.001），与 DEX组相比，GSL-L 组 IL-10

水平差异没有统计学意义。



图 7 GSL对炎症性肠病小鼠炎症因子水平的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 7 Effects of GSL on the levels of inflammatory factors in IBD mice (x ± s, n = 10)

2.2.4 GSL对肠通透性的影响



Mod组的肠通透性比 Con组明显增高（P < 0.001），低、中、高剂量 GSL干预后肠通

透性明显下降（P < 0.05，P < 0.01，P < 0.001），阳性药物地塞米松干预后肠通透性明显下

降（P < 0.001），GSL-H 组肠通透性明显高于 DEX组（P < 0.001）（见图 8）。

图 8 GSL对炎症性肠病小鼠肠通透性的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 8 Effect of GSL on intestinal permeability of IBD mice (x ± s, n = 10)

2.2.5 GSL对结肠组织 CDK1 和 TOP2A蛋白表达水平的影响

蛋白免疫印迹（Western blot）结果表明，Mod组 CDK1 和 TOP2A蛋白表达较 Con组

表达升高（P < 0.05）；与Mod 组比较，GSL-L、GSL-M、GSL-H组中 CDK1和 TOP2A蛋

白表达较Mod组明显降低，且表现出剂量依赖性（P < 0.01）（见图 9）。

图 9 GSL对结肠组织 CDK1和 TOP2A水平的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 9 Effects of GSL on CDK1 and TOP2A levels in colon tissue (x ± s, n = 10)

2.3 细胞实验

2.3.1 GSL对 CaCo2细胞增殖活性的影响



GSL在 0~10 μmol/L浓度范围内对 CaCo2细胞增殖无影响；GSL 在浓度为 20、50、100、

200、300 μmol/L的范围内，与Mod组比较，CaCo2细胞增殖增加（P < 0.05、P < 0.01、P <

0.001、P < 0.001、P < 0.001）（见图 10）。

图 10 GSL对 Caco2细胞增殖的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 10 Effect of GSL on proliferation of Caco2 cells (x ± s, n = 10)

2.3.2 GSL对 LPS诱导 CaCo2细胞释放细胞因子的影响

如图 11A示，Mod组 TNF-α水平明显高于 Con组（P < 0.001），中、高剂量 GSL 干预

后 TNF-α水平明显下降（P < 0.001），阳性药地塞米松干预后，TNF-α水平明显下降（P < 0.001），

GSL-M、GSL-H 组中 TNF-α水平与 DEX组之间的差异没有统计学意义。如图 11B示，Mod

组 IL-10水平明显低于 Con组（P < 0.001），中、高剂量 GSL干预后 IL-10水平明显上升（P

< 0.05、P < 0.001），阳性药地塞米松干预后，IL-10 水平明显上升（P < 0.01），与 DEX组

相比，GSL-M、GSL-H 组中 IL-10 水平差异没有统计学意义。

图 11 GSL对 CaCo2细胞分泌炎症因子水平的影响（x ± s，n = 10）

Fig. 11 Effect of GSL on the secretion of inflammatory cytokines in Caco2 cells (x ± s, n = 10)



3 讨论

结球甘蓝属于十字花科蔬菜，具有杀菌消炎、治疗溃疡、抗癌等多种作用。本研究通过

网络药理学方法对其主要活性成分 GSL进行治疗 IBD靶点预测，并通过实验验证证明 GSL

抗 IBD的药理作用。PPI网络分析表明，与治疗 IBD有关的前 10位靶点分别是 PIK3R1、

GRB2、CDK1、ITGB1、CDC25C、NFKB1、NRAS、CYP2C19、TOP2A、CDK5。其中，

结合能较高的基因靶点主要有 TOP2A、CDK1、CYP2C19等。

TOP2A基因的表达与包括胃癌、肝癌、肺癌等在内的多种癌症有关，该基因的表达与

患癌风险呈正相关，癌变组织中 TOP2A的表达水平显著高于正常组织[10]。IBD患者在长期

患病后，其癌变风险明显增加[11]。TOP2A作为一种核蛋白，在 DNA合成、RNA转录等过

程中有重要作用。TOP2A基因在肿瘤组织中过表达，是胃癌等癌症的独立不良预后因素，

参与包括细胞分裂过程、癌基因调控以及细胞间质转变等过程，该基因的表达诱导上皮间质

转化，该过程促进肿瘤细胞向远处转移与免疫细胞浸润[12]，通过抑制 TOP2A基因的表达，

有望减少炎性细胞对肠道组织的浸润，在一定程度上抑制 IBD导致的结肠癌等癌症的发展，

有进一步研究的意义。

CDK1是细胞周期调控中的重要因子，可以通过对凋亡因子的调节来促进细胞活力，其

表达水平上调也与肿瘤的发生发展密切相关。研究显示，CDK1基因高表达于结直肠癌组织

中，并促进癌细胞的增殖和迁移，降低该基因表达会起到抑制癌症的效果[13]。在 IBD的发

生发展中，肠道微生物的作用十分重要，与肠道免疫系统共同维持肠道内稳态，而细胞自噬

影响肠道微生物间的平衡，CDK1的表达与细胞自噬水平呈正相关[14]。GSL可能通过下调

CDK1基因的表达，抑制自噬过程，减轻肠道炎症反应，对其进行分析研究对 IBD的监测和

治疗尤为重要。

CYP2C19基因具有多态性，其编码的酶可参与质子泵抑制剂等药物代谢[15]。在患者服

用药物时，CYP2C19同工酶发挥其代谢作用，其中强代谢型代谢作用最强，抑制该基因表

达可延长药物作用时间。通过上述文献，GSL与该基因的表达密切相关，可通过调控该基

因对 IBD的治疗提供帮助。

该研究通过 GO功能富集分析了 GSL治疗 IBD的 92个靶点，结果涉及到调节炎症反

应的过程、体液水平和激酶活性的调节、肽类分解代谢、化学刺激下细胞的反应等生物学过

程。通过 KEGG富集分析得到了 16条与 GSL治疗 IBD相关的信号通路，包括 TRP通道的

炎症介质调节等通路。TRP离子通道参与痛觉、温觉、触觉、感受外激素等多种感觉信息

的传导，可发挥人体化学感受器的作用，并且其中部分通道与毒性感知相关度较高。研究证

实，TRP通道可在肠道细胞中表达，并在肠蠕动、细胞分泌、黏膜稳态、组织保护、上皮

修复等环节中发挥着重要作用。其中，TRPV4 通道在 IBD患者结肠神经纤维高表达，在肠

道内发挥着促炎作用。TRPA1通道在 IBD患者结肠组织上皮细胞、巨噬细胞及肠神经节中

表达，且在炎性组织中表达上调，它在激活后减少释放多种炎性神经肽、细胞因子和趋化因



子，对肠道有保护作用。这些研究结果表明，GSL可以通过抑制 TRP通道在抗炎等方面发

挥作用，对 IBD的治疗有着重要意义[16,17]。

IBD患者的肠道黏膜存在炎性反应，且其上皮细胞屏障受损，肠道内微生态失衡，研究

发现，由于免疫反应异常引起的肠黏膜通透性增高，与炎症、感染等因素密切相关，是 IBD

发病的主要原因之一[18]。参与炎症免疫反应调节的重要物质 TNF-α和炎性因子 IL-1β是引发

肠道炎症的关键因素，在 IBD的进程中起着举足轻重的作用[19]。有实验表明，缺乏 IL-10

受体的小鼠易发生严重的肠道炎症，且 IL-10可通过诱导结肠黏膜紧密连接蛋白上调或缺失

来调节肠道屏障功能，可能因此过程减轻 IBD的肠道炎症反应[20]。

在实验中，通过对炎症性肠病小鼠给予 GSL 治疗，证实 GSL可以有效缓解小鼠结肠炎

的症状，在实验剂量下使用，未发现明显的毒性反应。GSL可减轻 DSS 引起的小鼠体重下

降、粪便性状及便血症状，显著降低 DAI评分。GSL使小鼠体内抗炎因子水平升高、促炎

因子水平下降，在一定程度上保护了肠黏膜屏障。GSL与 TOP2A、CDK1等核心靶点的结

合分值均较高，表现出较强的结合活性。

本研究预测了 GSL治疗炎症性肠炎的作用靶点，并采用分子对接及动物实验对 GSL药

效进行验证，明确 GSL通过抑制 TOP2A、CDK1蛋白表达，缓解肠道炎症反应，发挥治疗

IBD作用，为 GSL抗 IBD的分子机制深入研究提供了理论依据。
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