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摘  要 

目的：探讨3-羟基-3甲基戊二酰辅酶A合酶2 (HMGCS2)通过调节过氧化物酶体增殖物激活受体γ 
(PPARγ)对溃疡性结肠炎(UC)发生发展的影响。方法：免疫组织化学染色检测HMGCS2蛋白在正常和UC
肠道组织的表达。体外培养Caco2和HT29细胞，构建HMGCS2敲低慢病毒载体，分别转染两株细胞后得

到sh-NC组、sh-HMGCS2-1组、sh-HMGCS2-2组和sh-HMGCS2-3组。通过Western Blot检测各组细胞过

氧化物酶体增殖体激活受体γ (PPARγ)、信号转导和转录激活因子1 (STAT1)、信号转导和转录激活因子

3 (STAT3)的蛋白表达。实时荧光定量PCR检测肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细胞介素1β (IL-1β)、白细胞

介素6 (IL-6) mRNA的表达。结果：与正常肠道组织相比，UC肠道组织中HMGCS2表达水平显著降低(P < 
0.05)。与sh-NC相比，sh-HMGCS2组中炎症细胞因子IL-1β、IL-6和TNF-α的mRNA表达水平明显升高(P 
< 0.05)；PPARγ蛋白表达水平降低(P < 0.05)；STAT1、STAT3蛋白表达水平无统计学差异(P > 0.05)。
结论：HMGCS2可能通过调控PPARγ减弱肠上皮细胞炎症反应，参与UC的发生发展。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthetase 2 (HMGCS2) 
on the progression of ulcerative colitis (UC) by regulating peroxisome proliferator-activated re-
ceptor γ (PPARγ). Methods: The expression of HMGCS2 protein in normal and UC intestinal tis-
sues was detected by immunohistochemical staining. Caco2 and HT29 cells were cultured, and 
HMGCS2 knockdown lentiviral vectors were constructed to obtain sh-NC group, sh-HMGCS2-1 
group, sh-HMGCS2-2 group, and sh-HMGCS2-3 group of the two strains of cells respectively. West-
ern Blot was used to detect the protein expression of PPARγ, signal transducer and activator of 
transcription 1 (STAT1) and signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) in each 
group. The mRNA expressions of tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) and inter-
leukin-6 (IL-6) were detected by real-time fluorescence quantitative PCR. Results: Compared with 
normal intestinal tissues, the expression level of HMGCS2 in UC intestinal tissues was significantly 
reduced (P < 0.05). Compared with sh-NC, the mRNA expression levels of inflammatory cytokines 
IL-1β, IL-6 and TNF-α were significantly higher in the sh-HMGCS2 groups (P < 0.05); the expression 
level of PPARγ protein was reduced (P < 0.05), while the differences in the expression levels of 
STAT1 and STAT3 proteins were not statistically significant (P > 0.05). Conclusion: HMGCS2 may 
attenuate the inflammatory response of intestinal epithelial cells by regulating PPARγ, and par-
ticipate in the occurrence and development of UC. 
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1. 引言 

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种反复发作的，主要侵及结肠黏膜的慢性非特异性炎性疾病，

发病率呈逐年增高趋势[1] [2]。许多细胞因子通过其促炎作用在 UC 中发挥关键作用，包括 IL-1、IL-6、TNF-α 
[3]。研究表明，3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合酶 2 (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthetase 2, HMGCS2)
可作为一种内源性保护机制，减弱 TNFα 诱导的肠上皮细胞炎症反应[4] [5]。Zhao 等通过生信分析发现

HMGCS2 是 UC 发病的核心基因之一，并通过构建小鼠模型验证 HMGCS2 在 UC 中表达显著降低[6]。然

而，目前尚无 HMGCS2 在 UC 中的进一步机制研究。过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome prolife-
rator-activated receptor gamma, PPARγ)属于核激素受体超家族[7]，在结肠上皮细胞、巨噬细胞等均有表达，

主要参与炎症细胞因子的表达调节[8] [9] [10]；此外，信号转导和转录激活因子(signal transducer and activator 
of transcription, STAT)通路的持续激活参与许多炎症性疾病(包括 UC)的发生发展[11] [12]。然而，HMGCS2
是否通过调控 PPARγ/STAT 减弱肠上皮细胞炎症反应参与 UC 的发生发展，尚无研究报道。本研究通过免

疫组化检测 UC 患者 HMGCS2 表达和细胞系体外实验，探究 HMGCS2 参与 UC 炎症发生发展的机制。 

2. 资料与方法 

2.1. 材料 

1) 标本来源：收集 2019 年 6 月至 2023 年 6 月临沂市人民医院经结肠镜检查联合病理学活检证实的
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溃疡性结肠炎组织标本 51 例，其中男 33 例，女 18 例，年龄 18~75 岁，平均(48.6 ± 17.0)岁。诊断参照

2018 年中华医学会消化病学分会诊断标准[13]。另收集同期 32 例正常肠道组织标本为对照组，男 22 例，

女 10 例，年龄 18~75 岁，平均(49.7 ± 14.0)岁。上述 2 组组织均用 10%福尔马林固定，石蜡包埋、切片。

本研究通过临沂市人民医院医学伦理委员会批准(审批号：YX200563)。 
2) 主要试剂与仪器人结肠癌细胞系 Caco2、HT29 购自武汉普诺赛生命科技有限公司；胎牛血清(FBS)

购自澳大利亚 Invigentech 公司；Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)培养基、青链霉素、嘌呤霉

素、BCA 蛋白浓度测定试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司；McCoy’s 5A 培养基购自武汉普诺赛生

命科技有限公司；蛋白提取试剂盒、Western 一抗稀释液、二抗稀释液购自中国碧云天公司；HMGCS2
敲低慢病毒载体购自上海吉凯基因公司；HMGCS2 抗体购自英国 Abcam 公司；GAPDH、STAT1、STAT3
一抗和山羊抗兔 IgG 二抗、山羊抗鼠 IgG 二抗购自杭州华安生物技术有限公司；PPARγ 抗体购自武汉

Proteintech 公司；TRIzol 试剂购自 Invitrogen 公司；反转录试剂盒和 qPCR 试剂盒购自湖南艾科瑞生物公

司；TNF-α、IL-1β、IL-6 引物购自上海捷瑞生物公司。生物安全柜购自香港 Heal Force 公司；荧光倒置

显微镜购自日本 Nikon 公司；高速低温离心机购自美国 Thermo 公司；多功能酶标仪购自美国 Thermo 公

司；超声波破碎仪购自美国 Millipor 公司；显影仪购自美国 Bio-Rad 公司；PCR 扩增仪购自美国 Bio-Rad
公司；7500 Real-time PCR 仪购自美国 ABI 公司。 

2.2. 方法 

1) 免疫组织化学染色检测 HMGCS2 蛋白的表达取石蜡包埋的肠道组织，4 um 厚度切片，70℃烘烤

60 min，依次放入二甲苯和梯度乙醇进行水化。切片用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 3 次以修复抗原，然后用

3%过氧化氢室温孵育 25 min，阻断内源性过氧化物酶。5%牛血清白蛋白(BSA)室温下封闭 30 分钟。将

切片与 HMGCS2 (1:200 稀释，Abcam)在 4℃下孵育过夜。PBS 洗涤 3 次，与二抗室温孵育 30 min。用

DAB 显色后，苏木精复染细胞核，乙醇脱水，清除二甲苯，光学显微镜下观察及拍片。根据染色强度(阴
性 = 0 分，弱 = 1 分，中等 = 2 分，强 = 3 分)和阳性染色面积比例(0%~10% = 0 分，11%~50% = 1 分，

51%~75% = 2 分，76%~100% = 3 分)对 HMGCS2 反应进行评分。HMGCS2 表达评分为染色强度评分乘

以染色阳性面积百分比评分。0~2 分为低表达，3~9 分为高表达。 
2) 细胞培养：Caco2 和 HT29 细胞分别在添加 10%胎牛血清和 1%青链霉素混合液的 DMEM 和

McCoy’s 5A 中进行培养。细胞在 37℃含有 5% CO2加湿培养箱中继续培养。待细胞融合率达 70%~80%
时，使用胰蛋白酶按照 1:2 的比例进行细胞传代，细胞培养至第 3~8 代用于后续实验。 

3) 细胞转染和处理：收集对数生长期的 Caco2 和 HT29 细胞，分别用完全培养基制备密度为 2 × 105

个/ml 细胞悬液，转移至 6 孔板中，接种体积为 2 ml，之后将 6 孔板放入细胞培养箱中培养 16~24 h，至

细胞汇合度为 20%~30%。将 6 孔板中旧液弃掉，加入 1 ml 新鲜的完全培养基。然后依次加入慢病毒(一
组对照和三组 HMGCS2 敲低)和相应的病毒感染增强液，“8”字摇匀，放入培养箱中继续培养。感染后

16 h 用完全培养基进行换液。感染后约 72 h 后，镜下观察感染效率，分别更换含有 5 ug/ml and 8 ug/ml
嘌呤霉素的完全培养基继续培养。待第七天，将 6 孔板中细胞转移至细胞培养瓶中。分别得到了 sh-NC
组、sh-HMGCS2-1 组、sh-HMGCS2-2 组和 sh-HMGCS2-3 组细胞。 

4) Western Blot 检测目的蛋白表达收集对数生长期的 sh-NC 组、sh-HMGCS2-1 组、sh-HMGCS2-2 组、

sh-HMGCS2-3 组细胞，弃培养基，用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次，加入细胞裂解液(含有 1 ml 冷裂解液、

10 ul 蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和 PMSF)。收集细胞悬液，吹打混匀，低温震荡裂解 20~30 min，然

后 4℃离心机 12,000 rpm 离心 30 min。将上清液移入新的 EP 管中，BCA 法检测蛋白浓度。所有样品中

的蛋白质量归一化为 30 µg。样品通过 SDS-PAGE 电泳后转移至 PVDF 膜上，将膜用 5%脱脂牛奶室温封
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闭 1.5 h，然后用不同的一抗(兔源 GAPDH 1:5000；兔源 HMGCS2 1:1000；鼠源 PPARγ 1:5000；兔源 STAT1 
1:1000；兔源 STAT3 1:2000)在 4℃下孵育过夜。TBST 洗涤后，二抗(山羊抗兔 IgG 二抗 1:5000；山羊抗

鼠 IgG 二抗 1:5000)室温下孵育 1.5 h。TBST 洗膜 3 次后，使用增强化学发光(ECL)检测试剂对条带进行

可视化。重复 3 次，使用 ImageJ 软件对图像进行量化。 
5) 实时荧光定量 PCR (qPCR)检测目的基因 mRNA 表达：收集对数生长期的 sh-NC 组、sh-HMGCS2-1

组、sh-HMGCS2-2 组、sh-HMGCS2-3 组细胞，弃培养基，用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次后置于冰上，用

Trizol 试剂提取总 RNA。使用反转录试剂盒合成 cDNA。反应体系(20 ul)：5 × Evo M-MLVRT Master Mix 
4 ul，Total RNA 1000/RNA 测定浓度，RNase free water Up to 20 ul。反应条件：95℃预变性 30 s，95℃变

性 5 s，60℃退火 30 s，一共 40 个循环。使用 qPCR 试剂盒进行实时荧光定量 PCR。以 GAPDH 为内参，

重复实验 3 次，采用 2−ΔΔCt法计算 mRNA 相对表达。引物序列见表 1。 
 
Table 1. Primer sequences 
表 1. 引物序列 

基因名称 引物序列(5’-3’) 产物大小(bp) 

HMGCS2 上游：GACTCCAGTGAAGCGCATTCT 
下游：CTGGGAAGTAGACCTCCAGG 

179 

Il-1β 上游：TTCGACACATGGGATAACGAGG 
下游：TTTTTGCTGTGAGTCCCGGAG 

84 

Il-6 上游：ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 
下游：CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

149 

TNF-α 上游：GAGGCCAAGCCCTGGTATG 
下游：CGGGCCGATTGATCTCAGC 

91 

GAPDH 上游：GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 
下游：TGGTGAAGACGCCAGTGGA 

138 

 
6) 统计学方法：所有统计分析均采用 GraphPad Prism 6.0 软件，计量资料以 ±x s 表示。统计学比较

采用单因素方差分析来检验多组数据之间的差异性，两组间比较采用两独立样本 t 检验，P < 0.05 认为差

异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. HMGCS2 在溃疡性结肠炎组织中表达情况 

免疫组化染色结果显示正常肠上皮呈强烈的 HMGCS2 染色，而溃疡性结肠炎患者结肠黏膜显示阴性

或相对轻微的染色(P < 0.001)，见图 1。 

3.2. HMGCS2 稳定敲低细胞系的建立 

Western blotting 结果显示，在 Caco2 和 HT29 细胞中，与 NC 组相比，sh-HMGCS2-1 组、sh-HMGCS2-2
组和 sh-HMGCS2-3 组中 HMGCS2 蛋白表达水平降低(P < 0.05)，见图 4。qPCR 结果显示，在 Caco2 和

HT29 细胞中，与 NC 组相比，sh-HMGCS2-1 组、sh-HMGCS2-2 组和 sh-HMGCS2-3 组 HMGCS2 的 mRNA
表达水平降低(P < 0.05)见图 2。这些数据表明成功建立了 HMGCS2 敲低细胞系。 
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(a)                                         (b) 

(a)：正常和 UC 组织(200 倍和 400 倍)中 HMGCS2 表达的免疫组织化学(IHC)染色；(b)：IHC 评分：根据阳性染色面

积比例与染色强度相乘计算 

Figure 1. The expression of HMGCS2 in normal and UC tissues was detected by IHC 
图 1. IHC 检测正常和 UC 组织中 HMGCS2 的表达 
 

    
(a)                                      (b) 

Figure 2. HMGCS2 mRNA expression levels in the sh-NC, sh-HMGCS2-1, sh-HMGCS2-2, and sh-HMGCS2-3 groups in 
Caco2 and HT29 cells 
图 2. Caco2 和 HT29 细胞中 sh-NC 组、sh-HMGCS2-1 组、sh-HMGCS2-2 组和 sh-HMGCS2-3 组 HMGCS2 mRNA 表

达水平 

3.3. HMGCS2 表达下调对 IL-1β、IL-6 和 TNF-α的影响 

qPCR 结果显示，在 Caco2 和 HT29 细胞中，与 NC 组相比，下调 HMGCS2 表达后炎症细胞因子 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α的 mRNA 表达水平明显升高(P < 0.05)，见图 3。 

3.4. HMGCS2 表达下调对 PPARγ、STAT1 和 STAT3 的影响 

Western blot 结果显示，在 Caco2 和 HT29 细胞中，与 NC 组相比，下调 HMGCS2 表达后 PPARγ蛋
白表达水平降低(P < 0.05)；STAT1、STAT3 蛋白表达水平差异无统计学意义(P > 0.05)，见图 4。 
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(a) 

 
(b) 

Figure 3. Effect of HMGCS2 knockdown on inflammatory cytokines 
图 3. 敲低 HMGCS2 对炎症细胞因子的影响 
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Figure 4. Western blot detection of HMGCS2, PPARγ, STAT1, STAT3 protein expression and quantitative analysis in Ca-
co2 and HT29 cells 
图 4. Western blot 检测 Caco2 和 HT29 细胞中 HMGCS2、PPARγ、STAT1 和 STAT3 蛋白表达及定量分析 

4. 讨论 

溃疡性结肠炎是一种病因不明的慢性肠道炎症性疾病，病程较长，病情易反复[14]。主要表现为肠道

内稳态失衡，其特征是黏膜免疫系统不受控制的炎症和异常激活。UC 的治疗以控制肠道炎症反应为策略，

主要治疗目标诱导并保持缓解，避免疾病的活动和复发[15]。目前，UC 的治疗药物主要包括氨基水杨酸

类、激素、免疫抑制剂和生物制剂等，可部分患者在临床治疗中仍然存在病情难以缓解，反复复发，迁

延不愈[16] [17]。近年来，人们对寻找在 UC 的发生和发展中起关键作用的新基因越来越感兴趣。HMGCS2
属于 HMG-CoA 合成酶家族，主要在胃肠道和肝脏中表达，特别是在顶端结肠细胞中，肠道中 HMGCS2
有助于维持肠道稳态[18]。本研究结果显示，HMGCS2 在溃疡性结肠炎组织中显著降低，在 Caco2 和 HT29
细胞中敲低 HMGCS2，可引起 PPARγ蛋白表达下调，炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α的 mRNA 表达水

平升高，这些结果表明 HMGCS2 可能通过调节 PPARγ参与溃疡性结肠炎的发生发展。 
有研究表明，HMGCS2 在 UC 进展中起到重要作用，它与单核细胞和巨噬细胞均有不同程度的相关

性[6]。单核细胞和巨噬细胞的激活，经过一系列级联反应可以释放 IL-6 和 TNF-α等炎症细胞因子，进一

步引起各种趋化因子以及细胞毒性氧化剂的释放[19]。TNF-α主要与内皮细胞通透性增加、白细胞生成和

前列腺素水平升高相关。另有研究显示 UC 患者的血液、粪便样本和黏膜中 TNF-α 均有升高[20]。这些

发现证实了 TNF-α 在 UC 发病机制中的重要性。此外 Beatriz [21]等研究发现在内质网应激的存在下，

HMGCS2 的下调可使肠上皮细胞(Intestinal epithelial cells, IECs)的炎症反应被显著放大。IECs 的损伤及功

能失衡可增加肠道通透性，导致 IECs 与固有层中免疫细胞之间的相互作用异常，并干扰肠道免疫稳态[22] 
[23]，所有这些都与 UC 的临床病程有关。本研究结果显示 HMGCS2 在溃疡性结肠炎患者结肠黏膜中显

著下调，在 Caco2 和 HT29 细胞中稳定敲低 HMGCS2，可以促进炎症细胞因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α的

释放，与上述研究一致。这些结果均表明 UC 是一种不断恶化的炎症性疾病，其特征是肠黏膜免疫系统

失衡，包括免疫反应失调和炎症细胞因子释放失衡。因此，本研究继续探讨了 HMGCS2 和这些炎症细胞

因子之间的相关通路机制。 
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PPARγ 是脂质和糖代谢的关键调节因子，也可以作为一种免疫调节剂，抑制炎症因子，在巨噬细胞

和淋巴细胞中已经得到证实[24] [25]。也有研究表明，对 PPARγ的抑制可以导致许多病理状况，比如炎

症，此外，PPARγ激动剂可诱导抗炎反应[26] [27]。为进一步探究 HMGCS2 介导的炎症通路相关机制，

本研究通过 Western Blot 分析发现稳定敲低 HMGCS2 后，PPARγ 蛋白在肠细胞中的表达下调。因此，

HMGCS2 可能通过调控 PPARγ抑制肠上皮细胞炎性细胞因子的释放，达到抑炎的作用。这与 Kim 等[5]
研究一致，下调 PPARγ可以促进 TNF-α诱导的肠上皮细胞炎症反应。 

STAT 是由细胞因子调节的主要信号通路，对于启动先天免疫、协调适应性免疫机制以及最终抑制

炎症和免疫反应至关重要。有数据报导称炎症性肠病患者中 STAT1 的表达和激活都增加，总 STAT1 水

平高于对照组[28]。此外在一项动物研究中发现，STAT1 也加剧了野生型小鼠 DSS 诱导的结肠炎[29]。
与 STAT1 相似，一些研究也报道了磷酸化的 STAT3 在炎症性肠病患者中表达增加[30] [31]。此外，在结

肠炎模型小鼠中也支持 STAT3 的致病作用[31]。为了探究 STAT1 和 STAT3 是否与 HMGCS2 介导的炎

症通路相关，本研究通过 Western Blot 分析发现稳定敲低 HMGCS2 后，STAT1、STAT3 蛋白表达水平差

异无统计学意义。因此，HMGCS2 可能通过调控 PPARγ 而非 STAT1 和 STAT3 信号通路而抑制肠上皮

细胞炎症，参与 UC 的发生发展。 

5. 结论 

综上所述，HMGCS2 表达下调可诱导溃疡性结肠炎的发生发展，其作为 PPARγ 的上游调节剂，可

以激活 PPARγ 抑制 UC 的炎症反应，且 STAT1、STAT3 与此过程无直接联系。但是本研究仅仅通过体

外细胞实验研究，未经过动物实验验证。后续将继续通过建立结肠炎模型小鼠深入探究 HMGCS2 在 UC
发病机制中的作用，为 UC 的靶向治疗提供新的方向。 
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