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克罗恩病$

?$

&以非特异性的炎性损伤(肉芽肿(

结肠局灶性为主要病变特征)

!

*

'

?$

患者通常有腹

痛(腹泻(便血等症状%严重影响患者的生活质量)

)

*

'

有研究发现%

1,!.)!'

的上调与自噬等信号通路相

关)

#

*

'自噬参与了
?$

的炎性反应和组织损伤%抑制

自噬有助于缓解
?$

症状)

(.'
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'因此推测%

1,!.)!'
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能通过调节自噬对
?$

起到缓解作用'本研究通过
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&诱导建立小鼠
?$

模型%

探究
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在
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中的作用及对自噬的调控作用'
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实验动物
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小鼠%
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级%体质量为$
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)
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周龄%由北京军事科学院实验动物中心提

供'实验小鼠置于温度为$
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(湿度为$
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!)Q
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!)Q

明暗周期的环境中%保证每只实验

小鼠可以自由地接触水源和食物'

!*)
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试剂与仪器

试剂"

D"OA

$美国
O,

6

12

公司&%白细胞介素
.*

$

%&.*

&(

%&.!"

(

0&%O#

试剂盒$南京建成生物工程研

究所&%基因组
$"#

提取试剂盒$日本
D2E2!2

公

司&%

#KI

逆转录酶试剂盒$日本
D2E2!2

公司&%

O@A!CH99'

$美国
#1,G,8'

公司&%

&9'7,.1,!.)!'

$上海吉玛公司&%
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染色试剂盒$武汉博士德公

司&%

A9(3,'!

多克隆抗体(肿瘤坏死因子
.

&

$

D"<.

&

&

多克隆抗体(

%&.!

*

多克隆抗体$美国
O2'72?H;S

生

物技术公司&%髓过氧化物酶$

K=)

&检测试剂盒$南

京建成科技有限公司&'

仪器"酶标仪$美国
DQ9H18<,-Q9HO(,9'7,P,(

公

司&%

=?!

仪$美国
A,8.!2:

公司&%水平电泳槽$北京

六一仪器厂&%电泳仪$北京六一仪器厂&%低温高速离

心机$美国
DQ9H18<,-Q9HO(,9'7,P,(

公司&'

%
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方法

)*!

!

造模与分组

选取
(*

只小鼠%予以禁食不禁水
!)Q

%乙醚

麻醉%随机分成两组%空白组$

#

组&和模型组%

#

组
!)

只灌肠给予
'">

的乙醇溶液
!""

,

&

%模型

组
#%

只肛门注入浓度为
)*'>

的
D"AO

乙醇溶

液
!""

,

&

%注射完毕后倒提小鼠
#"-

防止液体

流出'造模后每日观察小鼠的体质量(排便情

况(进食情况以及精神状态)

%

*

'

#:

后%空白组随

机选取
)

只%模型组随机选取
%

只处死%取结肠组织

进行病理学观察%判断
D"AO

诱导的小鼠
?$

模型

构建成功与否'将造模成功的
#"

只小鼠随机分成

#

组%设为
D"AO

组$

A

组&(

&9'7,.O(H21G39

$

?

组&

和
&9'7,.1,!.)!'

$

$

组&%每组各
!"

只'

#

组灌肠

给予
!""

,

&

生理盐水%

A

组灌肠给予
!""

,

&

生理

盐水%

?

组灌肠给予
!""

,

&

慢病毒载体%

$

组灌肠

给予
!""

,

&

表达
1,!.)!'

的慢病毒载体'连续灌

肠
)

周%每周
)

次'

)*)

!

小鼠疾病活动度的评价方法

小鼠疾病活动指数$

$#%

&评估"每日观察小鼠

的体质量和粪便%行粪便潜血实验'根据表
!

进行

$#%

评分'

$#%-

$体质量下降分数
1

粪便性状分

数
1

便血分数&#

#

%体质量减失率$

>

&

-

$实验前体

质量
0

造模后体质量&#实验前体质量
/!"">

)

&

*

'

表
!

!

小鼠
$#%

评分

体质量减失率#
>

粪便性状 粪便潜血#肉眼血便 计分

"

正常 正常
"

!

(

(

松散 潜血阳性
!

'

(

$

松散程度增加 潜血阳性程度增加
)

!"

(

!(

稀便 肉眼便血
#

(

!'

稀便程度增加 肉眼便血程度增加
(

)*#

!

0&%O#

法检测血清
%&.*

#

%&.!"

#

K=)

的水平

入组小鼠麻醉后下腔静脉取血%室温静置
)Q

%

#"""H

#

1,'

离心
!"1,'

%取上层血清'采用
0&%O#

法检测血清中
%&.*

和
%&.!"

(

K=)

水平%实验操作

过程严格按照说明书进行'

!
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N0

染色检测结肠组织病理改变

将在多聚甲醛中固定过的结肠组织制作成

(

,

1

厚的石蜡切片%进行
N0

染色%观察结肠组织

病理学改变'

)*'

!

!923.7,19=?!

检测结肠组织内
1,!.)!'

1!"#

和
A9(3,'!1!"#

的表达

用
DH,S83

试剂提取结肠组织内的总
!"#

%逆转

录合成
($"#

%以
($"#

为模版进行
=?!

扩增%各

基因的引物序列见表
)

%反应体系
!"

,

&

%反应条件

为
$'a

预变性
!"1,'

%随后
$' a !"-

(

%" a

#"-

%循环
("

次'采用
)

0

..

?7法计算结果'

表
%

!

引物序列

基因 序列

C#=$N

上游"

'M.C?DC?C##CDCC###??#D?.#M

下游"

'M.??D??DD?DC?#?#?#DDDC##.#M

1,!.)!'

上游"

'M.C?DC?C##CDCC###??#D?.#M

下游"

'M.?C#DC#??D#DC##DDC#?#C#?.#M

A9(3,'!

上游"

'M.#DC?#CCDC#C?DD?CDCDC.#M

下游"

'M.?DCCC?DCDCCD##CD##DCC#.#M

J%

上游"

'M.?D?C?D?CC?#C?#?#.#M

下游"

'M.##?C?D?#?C##DDC?CD.#M
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检测结肠组织内
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蛋

白#

D"<.

&

和
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*

蛋白的表达

使用含
=KO<

的
!%=#

裂解液制备蛋白样品%

A?#

试剂盒检测蛋白浓度%上样'

%"I

电泳
#"1,'

%

*"I

电泳
$"1,'

%横流
)""1#

转膜
!""1,'

'转

膜完毕后
'>

脱脂牛奶室温封闭
!Q

%一抗

$

!+!"""

&

(a

过夜%

=AOD

洗
#

次%每次
!"1,'

%二

抗$

!+("""

&室温孵育
!Q

%然后再用
=AOD

洗
#

遍%然后加入
0?&

发光液进行曝光显影'

)*&

!

统计学方法

采用
O=OO)!*"

软件进行数据分析%服从正态

分布的计量数据以均数
,

标准差$

'

P,C

&表示%多组

间比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用
O.

".E

法检验'

'

$

"*"'

时认为差异有统计学意义'

+

!

结果

#*!

!

各组小鼠
$#%

评分比较

#

组(

A

组(

?

组(

$

组
$#%

评分分别为
"*)',

"*!)

(

#*'),"*''

(

#*#(,"*%&

(

!*'',"*#)

%四组

间相比较%差异具有统计学意义$

/-!*'*#"

%

'

$

"*""!

&'

A

组(

?

组(

$

组
$#%

评分高于
#

组%差异

具有统计学意义$

'

$

"*"'

&'与
A

组相比%

?

组

$#%

评分没有显著性差异$

'

%

"*"'

&%

$

组
$#%

评

分显著降低$

'

$

"*"'

&'与
?

组相比%

$

组
$#%

评

分显著降低$

'

$

"*"'

&'

#*)

!

各组小鼠结肠组织学观察

由图
!

可知%

#

组结肠黏膜结构完整%分层清晰%

上皮细胞排列紧密%杯状细胞连续分布%腺管结构完

整%固有层没有炎性细胞浸润'

A

组结肠组织上皮细

胞数量减少%腺体缺失%黏膜层破坏严重%炎性细胞大

量浸润黏膜固有层'

?

组结肠组织表现出与
A

组类

似的炎性症状'

$

组结肠组织切片与
#

组类似%结肠

组织细胞排列紧密%结构完整%层次清晰'

图
!
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各组小鼠结肠组织学观察
!

N0

!

/)""

!

*

!

空白组的结肠组织
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:

!

D"AO

组的结肠组织
!

G

!

&9'7,.O(H21G39

组的

结肠组织
!

"

!

&9'7,.1,!.)!'

组的结肠组织
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各组小鼠结肠组织
%&.*

#

%&.!"

和
K=)

水平比较

#

组(

A

组(

?

组(

$

组结肠组织
%&.*

(

%&.!"

和

K=)

水平比较%差异均具有统计学意义$

/-

)'*%(

(
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(

)!*!(

%

'

$

"*""!

&'与
#

组相比%

A

组(

?

组结肠组织
%&.*

(

K=)

水平均升高而
%&.!"

水平降低%差异具有统计学意义$

'

$

"*"'

&'与
A

组相比%

?

组结肠组织
%&.*

(

K=)

(

%&.!"

水平的差

异无统计学意义$

'

%

"*"'

&%

$

组结肠组织
%&.*

(

K=)

水平均显著降低%

%&.!"

水平显著升高%差异

有统计学意义$

'

$

"*"'

&'与
?

组相比%

$

组结肠

组织
%&.*

(

K=)

水平显著降低而
%&.!"

水平显著升

高%差异有统计学意义$

'

$
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&'见表
#

'
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各组小鼠结肠组织
1,!.)!' 1!"#

和

A9(3,'!1!"#

表达水平的比较

#

组(

A

组(

?

组(

$

组结肠组织
1,!.)!'

和

A9(3,'!1!"#

表达水平比较%差异均具有统计学

意义$
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达水平降低%

A

组(

?

组
A9(3,'!1!"#

表达水平降

低%差异具有统计学意义$

'

$

"*"'

&'与
A

组相比%

?

组结肠组织
1,!.)!'

(

A9(3,'!1!"#

表达水平差

异无统计学意义$

'

%

"*"'

&%

$

组结肠组织
1,!.

)!'

(

A9(3,'!1!"#

表达水平均显著升高$

'

$

"*"'

&'与
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组相比%

$

组结肠组织
1,!.)!'

(

A9(3,'!1!"#

表达水平均显著升高$

'

$
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见表
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表
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各组小鼠结肠组织
%&.*

(

%&.!"

和
K=)

水平的比较$
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P,C

&

组别 例数
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#
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&
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#

组
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组
!"
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组比较%
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G
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-与
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组比较%
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表
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表达水平的比较$
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组别 例数
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组
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2
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较%
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蛋白表达水平升高%差异
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蛋白表达水平差异

无统计学意义$
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组结肠组织
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蛋
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*

蛋白表达
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组相比%
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组结肠

组织
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蛋白表达水平显著升高%
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蛋白表达水平显著降低$
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&'见表
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(图
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图
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各组小鼠结肠组织
A9(3,'!

蛋白(

D"<.

&

蛋白和
%&.!

*

蛋白的表达

表
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各组小鼠结肠组织
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&
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蛋白表达水平的比较$
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讨论

炎症性肠病$

%A$

&包括溃疡性结肠炎$

J?

&和

?$

两种类型'

?$

是一种慢性的胃肠道肉芽肿炎

性反应%其发病率在发达国家较高%在中国则呈逐

年升高趋势)

*.$

*

'有研究表明%

1,!.)!'

可能是预测

?$

的生物学标志物)

!"

*

%但是
1,!.)!'

在
?$

中的

作用机制仍待探究'

为了研究
1,!.)!'

对
?$

的影响%本实验首先

采用
D"AO

建立小鼠
?$

模型'小鼠
$#%

评分结

果显示%与
#

组相比%

A

组小鼠
$#%

评分显著升高%

结肠组织
N0

染色显示上皮细胞数量减少%腺体缺

失%黏膜层破坏严重%炎性细胞大量浸润黏膜固有

层%促炎因子
%&.!

*

(

%&.*

和
D"<.

&

水平显著升高%

而抗炎因子
%&.!"

水平显著降低%表明
?$

模型构

建成功'通过比较正常小鼠和
?$

小鼠结肠组织中

1,!.)!'

的水平%发现
?$

小鼠中
1,!.)!'

的表达

水平显著降低%表明
1,!.)!'

可能参与
?$

的发展'

为了进一步研究
1,!.)!'

对
?$

的影响%本实验通

过灌肠给予
?$

小鼠表达
1,!.)!'

的腺病毒载体

后%发现
1,!.)!'

的高表达可以显著降低小鼠的

$#%

评分%并且显著改善结肠组织的病理学改变%

同时会使促炎因子
%&.!

*

(

%&.*

和
D"<.

&

水平显著

降低%抗炎因子
%&.!"

水平显著升高%表明
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确实与
?$

存在密切的联系'

A9(3,'!

也称
#7

6

%

%是哺乳动物中首个被发现

的可以调节自噬的基因%是启动自噬发生的一个重

要开关)

!!

*

'有研究发现%

#7

6

!%&!

基因敲除会导致

肠道炎性反应和肠道上皮细胞发生损伤%自噬基因

#7

6

)#

突变也可能与
?$

的发生有关)

!).!'

*

'本研究

发现
1,!.)!'

过表达可以使小鼠结肠组织
A9(3,'!

的
1!"#

和蛋白的表达水平显著升高%表明过表达

1,!.)!'

可能是通过
A9(3,'!

介导的自噬通路发挥

改善
?$

的作用的'

=2;3

等)

!%

*发现%自噬可以减少

%&.!

*

等促炎因子的释放'本研究结果发现%

1,!.

)!'

过表达可以使
?$

小鼠
A9(3,'!1!"#

及其蛋

白水平升高%增加结肠组织自噬的同时%降低促炎

因子
%&.!

*

(

%&.*

和
D"<.

&

的表达水平%并升高抗炎

因子
%&.!"

的表达水平%表明自噬水平的升高可以

减少相关促炎因子的释放%升高抗炎因子的水平%

从而减轻
?$

过程中的炎性损伤程度'

综上所述%

1,!.)!'

的过表达对于
D"AO

诱导

的
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具有保护作用%而且该作用与
A9(3,'!

介导的

自噬通路有关'
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