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靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达对溃疡性
结肠炎的作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 活化因子 １（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １，Ａｃｔ１）在炎症性肠病中的

作用。 方法　 以巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的小鼠（ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１）为研究对象，利用葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ， ＤＳＳ）诱导溃疡性结肠炎模型，通过检测小鼠体重变化、便血情况、粪便黏稠度等进行疾病活动指数评分，对
结直肠组织进行 ＨＥ 染色评价炎症严重程度，免疫组化方法分析白细胞和巨噬细胞等的浸润情况并用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法

检测相关细胞因子的表达变化。 结果　 在 ＤＳＳ 诱导 ７ ｄ 后与 Ｃ５７ 小鼠相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结直肠炎症指标评分较

低，巨噬细胞等浸润数量较少，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达较低。 结论　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达能够减

轻 ＤＳＳ 诱导的溃疡性结肠炎。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ Ａｃｔ１ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １） ｉｎ
ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｉｃｅ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃ⁃
ｒｏｐｈａｇｅｓ （Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ （ＤＳＳ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ． Ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ ｗａｓ
ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ， ｆｅｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘ， ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ Ｈ＆Ｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ４５ ＋ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ＣＤ６８ ＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｆｏｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｓ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｌｅｓｓ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＤＳＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ＣＤ４５ ＋

ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｄ ＣＤ６８ ＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｎｆｌａｍｅｄ ｃｏｌｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｏｗｅｒ ｍＲ⁃
ＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｃｔ１； Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ； Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ； Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＧＵ Ｑｕ⁃ｌｉａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｌｇｕ＠ ｇｄｐｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ）
是一种病因不明的肠道炎症性疾病，主要包括溃疡

性结 肠 炎 （ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ ） 和 克 罗 恩 病

（Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＣＤ）。 目前认为 ＩＢＤ 发病是遗
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传、环境、感染和免疫等多因素相互作用所致，其中

肠道黏膜免疫异常导致的炎症反应起着重要作

用［１］。 肠道黏膜巨噬细胞既是一种固有免疫细胞，
也作为重要的内在免疫调节者在刺激后续的适应性

免疫中起着关键性的作用。 越来越多的研究显示巨

噬细胞参与了 ＩＢＤ 的发生发展，在活动性 ＩＢＤ 患者

的肠道黏膜中巨噬细胞的数量明显增加 ［２， ３］。
核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）在炎症反

应和宿主免疫起着重要作用，是 ＩＢＤ 发生发展中一

种重要的转录因子，参与免疫反应早期和炎症反应

各阶段的多种因子基因表达均受 ＮＦ⁃κＢ 调控，包括

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＣＯＸ２、趋化因子、集落刺激因子

等［４］。 Ａｃｔ１ 是 ＮＦ⁃κＢ 活化因子 １ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １） ［５］，又称为 ＴＲＡＦ３ 作用蛋白 ２、
ＣＩＫＳ （ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ＩκＢ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ）。 Ａｃｔ１ 在不同细胞的免疫反应中发

挥了双重作用，既可作用于 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞介导的

免疫反应，又是 ＩＬ⁃１７ 信号通路必需的衔接蛋白，参
与 ＩＬ⁃１７ 介 导 的 ＮＦ⁃κＢ 通 路 的 活 化 及 炎 症 反

应［６ － ８］。
葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ， ＤＳＳ）诱

导的小鼠炎症性肠病模型，常出现以血便、肠道黏膜

溃疡和粒细胞浸润为特征的结肠炎症，其病理改变

接近人类 ＵＣ［９， １０］。 研究表明，上皮细胞特异性缺

失 Ａｃｔｌ 的小鼠对 ＤＳＳ 诱导结肠炎的敏感性降低［８］。
鉴于巨噬细胞及 ＮＦ⁃κＢ 转录因子在 ＩＢＤ 中的作用，
本研究以巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的小鼠

（ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１）为研究对象，利用 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型，探
讨巨噬细胞 Ａｃｔ１ 在 ＵＣ 中的作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（简称 Ｃ５７）购自广东省

医学实验动物中心【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】，ａｎｔｉ⁃
Ａｃｔ１ 小鼠由中国科学院上海细胞生物学研究所构

建（Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景）赠送［１１］，雄性，各 １０ 只，体重 １８
～ ２２ ｇ，８ 周龄。 实验在广东药科大学进行【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２５】。
１􀆰 ２　 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠的鉴定

剪取鼠尾组织，提取基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ 扩增目

的片段，ＰＣＲ 上游引物为：５′– ＣＴＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＡＣＡ
ＧＣＣ ＴＡＧ ＣＴＧ⁃３′，下游引物为：５′⁃ＣＣＴ ＧＣＧ ＡＧＣ
ＴＡＡ ＡＧＴ ＣＣＴ ＧＧＡ⁃ ３′（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。 ＰＣＲ 产物电泳

后观察条带大小，阳性扩增条带为 ２５０ ｂｐ。 对 ＤＮＡ
鉴定阳性的小鼠，采用免疫荧光法检测巨噬细胞上

Ａｃｔ１ 的表达情况，所用抗体为兔抗鼠 ＣＤ６８（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｔｅｃｈ）、Ａｃｔ１ （ Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）、ＦＩＴＣ 荧光标记二抗（ Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。 荧光显微镜拍摄记录分析。
１􀆰 ３　 ＤＳＳ 诱导小鼠 ＵＣ 模型的建立

将 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 雄性小鼠各 １０ 只，随机分

为对照组和实验组，每组 ５ 只，参考 Ｃｏｏｐｅｒ 等［１０］ 的

方法建立急性 ＵＣ 模型，即实验组小鼠自由饮用 ２％
ＤＳＳ（ＭＷ ３６ ×１０３ ～ ５０ × １０３，ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ）水溶

液连续 ７ ｄ，每隔一天更换新鲜的 ＤＳＳ 溶液，对照组

小鼠饮用蒸馏水代替 ＤＳＳ 溶液。 实验期间每天监

测小鼠体重变化，观察粪便性状、黏稠度，联苯胺法

检测大便隐血情况，比较各组小鼠结肠炎症程

度［１２］。
１􀆰 ４　 结肠组织病理形态学评分

ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型第 ７ 天，处死小鼠，取肛门末

端直肠至远端盲肠间的组织，测量结直肠长度后，纵
向剖开平铺在滤纸上，４％多聚甲醛过夜固定，卷肠、
脱水后石蜡包埋，切片，ＨＥ 染色，显微镜下观察结

肠组织损坏及炎症浸润程度。 病理组织学评分分为

５ 级：０ 分：正常结肠黏膜；１ 分：隐窝腺体丢失 １ ／ ３；２
分：隐窝腺体丢失 ２ ／ ３；３ 分：隐窝腺体全部丢失，黏
膜上皮完整，伴有轻度炎症细胞浸润；４ 分：黏膜上

皮糜烂、破坏，伴有炎症细胞浸润［１０ － １２］。
１􀆰 ５　 免疫组化法检测结肠组织 ＣＤ４５、ＣＤ６８ 表达

常规石蜡组织切片，高温高压抗原修复，３％
Ｈ２Ｏ２ ／甲醇灭活过氧化物酶，１０％ ＢＳＡ 封闭，一抗为

兔抗鼠 ＣＤ４５ （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）、兔抗鼠 ＣＤ６８ （ Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｔｅｃｈ），ＤＡＢ 显色，苏木素复染。 光学显微镜拍摄记

录分析。
１􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６ 表达

采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）分别提取对照组

和实验组的 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织总 ＲＮＡ，
经紫外分光光度法检测纯度并定量后，再按 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ）说明书操作。 各引物序列如

下，以 ＧＡＰＤＨ 为内参：
ＧＡＤＰＨ⁃Ｆ５′ – ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ ⁃３′，
ＧＡＤＰＨ⁃Ｒ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ ⁃３′；
ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ５′⁃ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ⁃３′，
ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ５′⁃ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ⁃３′；
ＩＬ⁃１β⁃Ｆ５′⁃ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ⁃３′，
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ＩＬ⁃１β⁃Ｒ５′⁃ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ⁃３′；
ＩＬ⁃６⁃Ｆ５′⁃ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ⁃３′，
ＩＬ⁃６⁃Ｒ５′⁃ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ⁃３′。

１􀆰 ７　 数据统计学处理

实验数据以（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
５ 软件进行统计分析。 多组间比较采用一维方差分

析，两组间比较采用配对 ｔ 检验统计分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

图 ２　 免疫荧光法检测小鼠结肠组织巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达

Ｆｉｇ． ２　 Ａｃｔ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

２　 结果

２􀆰 １　 Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠的鉴定

Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠基因型鉴定的 ＰＣＲ 扩增产物为

约 ２５０ ｂｐ 大小的条带，野生型小鼠无此特异性扩增

条带。 即 １、２ 为 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠，３、４ 为野生型（图
１）。 免疫荧光分析结果（图 ２）显示，在 Ｃ５７ 小鼠结

肠组织中，巨噬细胞标记物 ＣＤ６８ 和 Ａｃｔ１ 均有表

达，且存在大量共定位；而在 ＤＮＡ 鉴定阳性的小鼠

结肠组织中，巨噬细胞标记物 ＣＤ６８ 表达但 Ａｃｔ１ 表

达量明显减少，且二者共定位甚少，进一步表明 ａｎ⁃
ｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠中巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制。
２􀆰 ２　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠体重、疾病活动指数和结直肠长度的影响

与对照组相比，２％ ＤＳＳ 连续诱导 ＵＣ ７ ｄ 时，小
鼠体重明显下降，出现腹泻、粪便隐血程度加重，取
材测量结直肠长度，结直肠明显缩短。 与 Ｃ５７ 小鼠

相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠体重变化百分比（Ａ）、粪便粘稠

度（Ｂ）、便血程度（Ｃ）和结直肠长度变化（Ｄ）等各项

肠炎指标均减轻（图 ３）。

图 １　 Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠基因型鉴定

Ｆｉｇ． １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｏｕｓｅ

２􀆰 ３　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织病理学形态的影响

建模第 ７ 天取材进行病理组织分析发现，对照

组小鼠结肠组织腺体和上皮组织结构完整；实验组

ＤＳＳ 诱导后，Ｃ５７ 小鼠结肠组织黏膜层出现大量炎

症细胞浸润，并且伴有明显的腺体溶解及腺体上皮

细胞增生，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠则组织结构相对较完整，炎
症细胞浸润较少，部分腺体发生溶解（图 ４）。 对结

肠分段进行病理组织学评分结果显示，靶向抑制巨

噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 所致横结肠（Ｔｒａｎｓ）和远端结肠

（Ｄｉｓｔ）的炎症减轻作用更显著，对近端结肠（Ｐｒｏｘ）
也有一定的保护作用。
２􀆰 ４　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织炎症细胞浸润的影响

免疫组化结果显示，ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型小鼠的结

肠组织中白细胞标记物 ＣＤ４５ 和单核⁃巨噬细胞标记

物 ＣＤ６８ 主要表达于间质；与 Ｃ５７ 小鼠相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１
小鼠这两种标记物的表达量明显减少，提示白细胞和
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巨噬细胞在炎症部位浸润明显减少（图 ５）。
２􀆰 ５　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ｍＲＮＡ 表达的影

响

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型中两组

小鼠的结肠组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达均高

于正常饮水对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达升

高仅见于 Ｃ５７ 小鼠；实验组 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达均低于实验组 Ｃ５７ 小鼠（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）（图 ６）。

注：Ａ． 体重下降百分比；Ｂ． 粪便粘稠度；Ｃ． 便血程度；Ｄ． 结肠长度。

图 ３　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠各项肠炎指标

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｌｉｔｉｓ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ （Ａ），
ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ （Ｂ）， ｆｅｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘ （Ｃ） ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ （Ｄ）

图 ４　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织病理学分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

３　 讨论

肠道黏膜免疫功能紊乱目前被认为是 ＩＢＤ 肠

道炎症发生的主要机制，免疫细胞以及与之相关的

多种细胞因子成为当前 ＩＢＤ 研究热点。 巨噬细胞

作为肠道免疫系统的主要细胞，在静息状态时发挥

监控感染、调节细胞更新、创伤修复和组织重构等作

用，维持肠道稳态。 而在肠道黏膜损伤⁃修复平衡被

打破时，巨噬细胞异常激活，介导促炎反应［１］。 ＮＦ⁃
κＢ 作为一种重要的转录因子，是多种促炎细胞因子

表达和分泌的强效诱导者。 有研究发现，ＩＢＤ 患者

肠道黏膜巨噬细胞中存在明显 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的

活化［１３］。 Ａｃｔ１ 作为 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化因子被

发现，后续研究表明 Ａｃｔ１ 亦是 ＩＬ⁃１７ 信号通路必需

的衔接蛋白，也参与 ＩＬ⁃１７ 介导的 ＮＦ⁃κＢ 等信号通

路的活化。 研究发现，ＩＢＤ 患者比正常人群的结直

肠组织存在更多巨噬细胞浸润，且血清 ＩＬ⁃１７ 水平

升高［１４］。 这提示 Ａｃｔ１ 在 ＩＢＤ 发生发展中可能发挥

重要作用。
研究显示，特异性敲除星形胶质细胞 Ａｃｔ１ 可以

减轻小鼠实验性自身免疫性脑脊髓膜炎严重程度；
Ａｃｔｌ 缺失明显抑制 ＩＬ⁃２５ 诱导的 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ⁃
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图 ５　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠炎症细胞浸润情况

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

图 ６　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织炎症因子 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 和趋化因子的表达，从而减少过敏原

诱发的肺嗜酸性粒细胞增多；上皮细胞特异性 Ａｃｔｌ
缺失减轻了 ＩＬ⁃２５ 引发的 Ｔｈ２ 型免疫反应和肺部炎

症［１５］。 在上皮细胞特异性缺失 Ａｃｔｌ 的小鼠中，ＤＳＳ
诱导的结肠炎严重程度明显减轻［８］。

本实验利用巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的

小鼠，探讨研究与 ＮＦ⁃κＢ 活化相关的 Ａｃｔ１ 在对 ＵＣ
的影响。 结果显示，巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被抑制后，
ＤＳＳ 诱导的结肠炎严重程度明显减轻。 同时，炎症

部位白细胞和巨噬细胞的浸润明显减少，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃６ 表达明显低于相应的 Ｃ５７ 小鼠。 其中，
ＩＬ⁃１β 是诱导 ＩＢＤ 肠道炎症的重要细胞因子之一。
有研究报道，ＩＢＤ 患者血清和肠黏膜固有层单核细

胞分泌 ＩＬ⁃１β 明显增加。 ＩＬ⁃６ 在 ＩＢＤ 肠道炎症和免

疫反应中起放大效应，患者血清和肠黏膜 ＩＬ⁃６ 水平

显著高于对照。 此外，活化的 Ｍ２ 型巨噬细胞可通

过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，引起 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 等炎症

因子上调［２］。 本研究结果中 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠在 ＤＳＳ

诱导后 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达有所升高但没有统计学差

异，亦有类似的研究报道，ＩＬ⁃１７ 基因敲除的小鼠在

ＤＳＳ 诱导时肠炎加重但 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达没有变

化 ［１６］。 对此，我们将在蛋白水平检测 ＩＬ⁃６ 表达变

化，进一步检测其他促炎因子和抑炎因子的表达变

化，同时也提示抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达对炎症微环

境的影响可能是不仅与炎症因子的表达改变有关，
还存在其他作用机制。

由于巨噬细胞是一种异质性、可塑性较强的免

疫细胞，不同组织微环境对其增殖、分化、激活和极

化产生不同影响，使其呈现出不同表型，发挥不同生

物学功能。 正常肠黏膜巨噬细胞的极化表型与其他

组织有一定差异，并对于维持肠道健康具有重要意

义。 而 ＩＢＤ 患者体内巨噬细胞功能常有不同程度

受损，极化表型发生改变，导致免疫异常［１７］。 本研

究中关于靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达降低结肠对

ＤＳＳ 敏感性的机制尚不明确，是通过直接抑制 ＮＦ⁃
κＢ 信号活化而减轻炎症还是 Ａｃｔ１ 表达抑制影响了
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巨噬细胞的极化，仍有待进一步研究揭示。
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