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基于 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 探究肠道菌群对 ＴＮＢＳ 诱导大鼠
肠纤维化的作用研究

赵慧巧，张玉玲，张永鹏，靳国印，贺伟，罗飞，卢年华∗

（河北北方学院 中医学院，河北 张家口　 ０７５１３２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究肠道菌群对 ２，４，６－三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）诱导的肠纤维化大鼠模型的治疗作用及潜在

机制。 方法　 将 ２４ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常对照组、模型组、盐酸林可霉素组（８５ ｍｇ ／ ｋｇ）和益生菌组（８５０ ｍｇ ／
ｋｇ），除正常对照组和模型组给予等体积生理盐水外，其余组给予相应药物灌胃，每日 １ 次，连续 ５ ｄ，次日除正常对

照组外均采用 ＴＮＢＳ 诱导大鼠肠纤维化模型，再连续给予相应药物 ７ ｄ。 实验过程中观察大鼠一般行为表现，实验

结束后收集结肠标本，进行组织学评分，并采用 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠结肠组织损伤和纤维化程度，免疫

组化检测 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 等蛋白表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＬ１Ａ、ＤＲ３ 的蛋白表达情况。 结果　 与正常对

照组相比，模型组大鼠结肠受损，胶原纤维表达增加，提示肠纤维模型成功。 盐酸林可霉素组可进一步加重结肠损

伤和胶原纤维表达，经益生菌治疗结肠损伤和纤维化均有缓解。 与模型组相比，盐酸林可霉素组大鼠 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３
蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而益生菌组能够显著降低 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平，升高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平。 结论

菌群紊乱通过激活 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 信号调控结肠组织 ＥＭＴ 过程促进纤维化发生，而采取益生菌干预能够缓解结肠纤

维化发生。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ； ２，４，６⁃ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ； ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肠纤维化引起的肠腔狭窄、肠梗阻是炎症性肠

病常见且严重的并发症，约 ４０％的克罗恩病和 ５％
的溃疡性结肠炎患者会出现肠纤维化病变［１］。 目

前炎症性肠病的治疗研究取得了丰硕成果，但是在

肠纤维化方面研究相对滞后。 肠道菌群是一个生

活在人体肠道中、数量庞大且种类繁多的生态系

统，它们在防御病原体侵袭、维持机体健康以及物

质代谢和生物转化等方面发挥重要作用［２］。 多项

研究发现，肠道菌群失调介导免疫异常可能是炎症

性肠病发生的关键因素之一［３－４］，而菌群失调是否

会诱发肠纤维化及潜在调控机制鲜有报道。
ＴＬ１Ａ 是新近发现的肿瘤坏死因子家族成员之

一，其与受体 ＤＲ３ 结合能够促进胶原和 ＩＬ⁃３１Ｒ 的

表达进而发挥促纤维化作用［５］。 尹凤荣等［６］ 证实

ＴＬ１Ａ 通过调节辅助性 Ｔ 细胞分泌干扰素 γ 和白细

胞介素 １７（ＩＬ⁃１７）诱发免疫失调进而促进小鼠结肠

炎肠纤维化发生。 说明 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 有望成为炎症

性肠病相关肠纤维化的新免疫治疗靶点。 而深入

研究肠道菌群、ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 与肠纤维化之间的内在

联系，对探究肠道菌群调控肠纤维化的发生及作用

机制具有重要意义。 本文以 ２，４，６－三硝基苯磺酸

（２，４，６⁃ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌ，ＴＮＢＳ）诱导建

立大鼠肠纤维化模型，通过菌群干预研究其调控免

疫机制，以期为炎症性肠病相关肠纤维化的临床治

疗提供实验依据和研究思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ７ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体重 １８０ ～

２００ ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司【ＳＣＸＫ
（京）２０１９－００１０】。 饲养环境：温度 ２０ ～ ２５℃，湿度

４５％ ～ ５５％，每日昼夜对半循环照明，饮水自由，普
通饲料喂养，于河北北方学院实验动物中心饲养

【ＳＹＸＫ（冀）２０１９－０００３】。 本实验符合河北北方学

院实验动物伦理会审查要求 （ ＨＢＮＶ２０２２０２２６２
１３０２５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

２，４， ６ － 三硝基苯磺酸 （ Ｓｉｇｍａ 公司， 批号：
ＳＬＣＧ２３８４）； 盐 酸 林 可 霉 素 （ 汇 德 公 司， 批 号：
２０２００６２８）；益生菌粉（南京同仁堂，批号：ＨＤＢＪ０９３
Ｎ）；改良 ＨＥ 染色试剂盒 （ Ｓｏｌａｉｂｉｏ 公司， 批号：
２０２０１１０６）；Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液 （ Ｓｏｌａｉｂｉｏ 公司，批

号：２０２０１０２９）；免疫组化试剂盒（博士德生物公司，
批号：１６Ｉ０７Ｇ２００４）；抗体 ＴＬ１Ａ、ＤＲ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃
ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１、 β⁃Ａｃｔｉｎ （博士德生物公司， 批号：
ＺＰ７９９２ＢＰ９２； Ａ０２００９⁃１； ＺＰ２２３９ＢＰ３９； Ａ１４；
１７１４１１６；ＢＳＴ１７６１５４２２）；山羊抗鼠 ＩｇＧ（博士德生物

公 司， 批 号： ＢＳＴ１５Ｌ０３Ａ１５Ｌ５０ ）、 ＥＣＬ 发 光 液

（Ｓｏｌａｉｂｉｏ 公司，批号：２０２１０８２６）、ＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒（Ｓｏｌａｉｂｉｏ 公司，批号：２０２０１０３０）。
Ｃｉ⁃Ｓ 型显微镜（北京恒三江仪器销售有限公

司，中国）；ＫＤ２２５８ 型石蜡切片机、ＫＤ⁃ＢＭ 包埋机、
ＫＤ⁃Ｔ 组织摊烤片机（浙江科迪仪器设备有限公司，
中国）；ＤＹＹ⁃１２Ｃ 型电泳系统（北京六一仪器厂，中
国）；ＣｈａｍｐＣｈｅｍｉ 型凝胶成像系统（北京赛智创业

科技有限公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组及造模

采用随机分组法将 ２４ 只大鼠分为正常对照组、

６２２
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模型组、盐酸林可霉素组和益生菌组，每组 ６ 只。 参

考文献报道［７－９］，除正常对照组和模型组给予等体

积生理盐水外，其余组给予相应药物灌胃（盐酸林

可霉素 ８５ ｍｇ ／ ｋｇ、益生菌组 ８５０ ｍｇ ／ ｋｇ），每日 １ 次，
连续 ５ ｄ，除正常对照组外均采用 ＴＮＢＳ 诱导大鼠肠

纤维化模型，方法为禁食不禁水 ２４ ｈ，麻醉后，用医

用聚乙烯管从大鼠肛门进入约 ８ ｃｍ 注入 ＴＮＢＳ 的

５０％乙醇溶液（１２５ ｍｇ ／ ｋｇ，每只 １ ｍＬ），正常对照组

注入等体积生理盐水，提起鼠尾倒置 ５ ｍｉｎ，造模完

成后放回鼠笼，再连续给予相应药物 ７ ｄ，末次给药

２ ｈ，处死大鼠取结肠段标本开展后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠一般行为表现

从灌胃给药 １ ｄ 开始，定时观察各组大鼠饮食、
活动活跃度、反应力、毛色、大便等是否正常。
１􀆰 ２􀆰 ３　 组织形态学观察

测量各组大鼠结肠长度，肉眼大体观察外观形

态变化，并进行评分［１０］（表 １）。

表 １　 结肠组织形态学评分标准

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
结肠形态

Ｃｏｌｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
评分
ｓｃｏｒｅ

无损伤
Ｎｏ ｄａｍａｇｅ ０

黏膜充血、水肿、未出现溃疡
Ｍｕｃｏｓａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｏｅｄｅｍａ， ａｎｄ ｎｏ
ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ

１

黏膜充血、水肿、轻度糜烂、无溃疡
Ｍｕｃｏｓａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｏｅｄｅｍａ， ｍｉｌｄ ｅｒｏｓｉｏｎ， ａｎｄ
ｎｏ ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎ

２

黏膜充血、水肿、中高度糜烂、有单个或多处溃疡
Ｍｕｃｏｓａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｅｄｅｍａ， ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｈｉｇｈ
ｅｒｏｓｉｏｎ， ｗｉｔｈ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｕｌｃｅｒｓ

３

黏膜充血、水肿、重度糜烂、有 １ ｃｍ 以上溃疡
Ｍｕｃｏｓａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｏｅｄｅｍａ， ｓｅｖｅｒｅ ｅｒｏｓｉｏｎ， ａｎｄ
ｕｌｃｅｒｓ ａｂｏｖｅ １ ｃｍ

４

１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学检测

取各组大鼠结肠病变明显处肠管置于 ４％多聚

甲醛固定液中固定，采用常规石蜡包埋结肠组织，
切片后经脱蜡处理，进行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观

察结肠组织病理改变和纤维化程度。
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 免疫组织化学法检测大鼠 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 的蛋白表达

取各组大鼠结肠病变明显处肠管置于 ４％多聚

甲醛固定液中固定，采用常规石蜡包埋结肠组织，
切片后经脱蜡处理，利用免疫组化法检测结肠组织

中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平。

１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测大鼠 ＴＬ１Ａ、ＤＲ３ 的蛋白表

达情况

取适量结肠组织置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，匀浆，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４℃ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液保存于

－８０℃冰箱中备用。 采用 ＢＣＡ 法测定蛋白总浓度。
取适量蛋白样品进行电泳分离，转膜，５％脱脂牛奶

封闭过夜，一抗、二抗孵育 １􀆰 ５ ｈ，采用 ＥＣＬ 发光液

曝光。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值，进行半定量

分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件，组间差异比较采用独立

样本 ｔ 检验，数据以平均值 ± 标准差（ｘ－ ± ｓ）表示，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表明差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般行为表现

造模前给药 ５ ｄ，空白对照组、模型组和益生菌

组大鼠一般行为表现及毛色等均正常，盐酸林可霉

素组大鼠倦怠懒动、毛色无光，土黄色稀便黏附于

肛周或为糊状半成形便，食欲减退。 ＴＮＢＳ 造模后，
空白对照组大鼠神态安逸，活动活跃度、反应力均

正常，皮毛顺滑、色白有光泽，饮食、饮水、粪便均正

常。 模型组和失调组大鼠精神萎靡，活动活跃度较

空白组低，表现为懒动、反应力下降，有拱背现象，
皮毛逐渐无光泽、松耸、竖立，毛色变黄，稀便且偶

有潜血，食欲不振。 益生菌组大鼠神态安逸，活动

活跃度正常，反应敏捷，皮毛顺滑、色白有光泽，肛
周较洁净。
２􀆰 ２　 结肠组织形态学观察

正常对照组大鼠结肠长度（１４􀆰 ００ ± ０􀆰 ６５） ｃｍ，
弹性正常且无损伤；模型组结肠长度 （ １３􀆰 ９２ ±
１􀆰 ３７）ｃｍ，肠壁增厚，且弹性差，出现明显的溃疡、粘
连，近肛门处肠段出现狭窄；盐酸林可霉素组结肠

长度（１３􀆰 ４２ ± ２􀆰 ０９）ｃｍ，近肛门处结肠失去弹性，呈
中高度糜烂、黏连，近肛门处肠段出现狭窄及梗阻

致肠道上腔膨大，较模型组结肠损伤程度大；益生

菌组结肠长度（１３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８０）ｃｍ，肠壁有弹性，形态

均正常（见图 １）。 经统计学分析，各组间大鼠结肠

长度差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结肠组织形态学评

分表明，与正常对照组（０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ９０）相比，模型组

（２􀆰 ５０ ± １􀆰 ３８）和盐酸林可霉素组（２􀆰 ５０ ± １􀆰 ３８）结
肠大体评分差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；益生菌组

（１􀆰 ００ ± １􀆰 １５）差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

７２２
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图 １　 各组结肠形态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｌｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 病理组织学检测

２􀆰 ３􀆰 １　 ＨＥ 染色

正常对照组大鼠肠壁染色均匀，黏膜层、黏膜

下层、肌层和外膜结构完整，组织形态正常，黏膜层

隐窝、杯状细胞大小形态一致，平行排列，肌层组织

排列紧密。 与正常对照组比较，模型组大鼠肠壁增

厚，隐窝结构改变，由柱状变为多个椭圆状，肌层组

织排列疏松；盐酸林可霉素组大鼠结肠结构发生显

著改变，黏膜层隐窝、杯状细胞结构紊乱，黏膜下层

和肌层界限不清，染色不均；益生菌组大鼠肠壁结

构与正常组相似，黏膜层、黏膜下层、肌层和外膜结

构完整，组织形态较为正常，黏膜层隐窝、杯状细胞

大小形态一致，平行排列，肌层组织排列紧密，提示

肠道菌群的变化对结肠组织形态具有显著性影响

（见图 ２）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

正常对照组黏膜下层有少量呈蓝染的纤维组

织，肠壁结构各层完整。 较正常对照组，模型组隐

窝大小形态不一，排列不整齐，肌层组织疏松，出现

裂隙，黏膜下层可见少量蓝染的纤维组织；较模型

组，盐酸林可霉素组黏膜下层纤维组织蓝染明显增

多，在黏膜下层和肌层均可见蓝色着染，且与肌层

界限不清，提示纤维化程度加重；益生菌组较模型

组及盐酸林可霉素组肠壁结构较完整，固有肌层轻

微损伤，黏膜下层有少量呈蓝色染色的纤维组织，
提示益生菌组能显著改善结肠组织纤维化（图 ３）。

图 ２　 大鼠结肠组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ

图 ３　 大鼠结肠组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ

８２２
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２􀆰 ４ 　 免疫组化法检测大鼠 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ、
ＴＧＦ⁃β１ 的蛋白表达

通过免疫组化实验可知，与正常对照组相比，
模型组和盐酸林可霉素组 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，盐酸林可霉素组 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白

表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；益生菌组可显著升高 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达，降低 α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（见图 ４，表 ２）。

图 ４　 各组大鼠结肠组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 各组大鼠结肠组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的蛋白表达（ｘ－ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ－ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｅ⁃钙黏蛋白 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ α⁃平滑肌肌动蛋白 α⁃ＳＭＡ 转化生长因子⁃β１ ＴＧＦ⁃β１
正常对照组 Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５０６ ± ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ２６８ ± ０􀆰 ０１１ ０􀆰 ４１１ ± ０􀆰 ０１１

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３４４ ± ０􀆰 ０２２∗∗ ０􀆰 ４４８ ± ０􀆰 ０１９∗∗ ０􀆰 ５５０ ± ０􀆰 ０２１∗∗

盐酸林可霉素组 Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２９８ ± ０􀆰 ０１３∗∗＃＃ ０􀆰 ６０７ ± ０􀆰 ０１４∗∗＃＃ ０􀆰 ７００ ± ０􀆰 ０１７∗∗＃＃

益生菌组 Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４６６ ± ０􀆰 ０１１∗∗＃＃＆＆ ０􀆰 ３００ ± ０􀆰 ０１０∗∗＃＃＆＆ ０􀆰 ４００ ± ０􀆰 ０２４＃＃＆＆

注：与正常对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与盐酸林可霉素组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测大鼠 ＴＬ１Ａ、ＤＲ３ 的蛋白表

达情况

与正常对照组比，模型组、盐酸林可霉素组大

鼠结肠中 ＴＬ１Ａ、 ＤＲ３ 蛋白表达均有升高 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）；与模型组相比，盐酸林可霉素组大鼠结肠中

ＴＬ１Ａ 蛋白表达均有升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与盐酸林可

霉素组比，益生菌组可显著下调大鼠结肠中 ＴＬ１Ａ、
ＤＲ３ 的蛋白表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ５ 和表 ３）。

９２２
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图 ５　 各组大鼠结肠组织中 ＴＬ１Ａ 和 ＤＲ３ 蛋白表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬ１Ａ ａｎｄ ＤＲ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组大鼠结肠组织 ＴＬ１Ａ 和 ＤＲ３ 的蛋白表达（ｘ－ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬ１Ａ ａｎｄ ＤＲ３ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ－ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 肿瘤坏死因子配体相关分子⁃１ ＡＴＬ１Ａ 死亡受体 ３ ＤＲ３
正常对照组 Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ３５０ ± ０􀆰 ０５０

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８５２ ± ０􀆰 ０４２∗∗ ０􀆰 ９８６ ± ０􀆰 ０３０∗∗

盐酸林可霉素组 Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０７５ ± ０􀆰 ０７０∗∗＃＃ ０􀆰 ９３５ ± ０􀆰 ０７５∗∗

益生菌组 Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５３７ ± ０􀆰 ０２１∗∗＃＃＆＆ ０􀆰 １７３ ± ０􀆰 ０４１∗∗＃＃＆＆

３　 讨论

肠道菌群主要是由厚壁菌门和拟杆菌门组成，
兼由少量放线菌门、变形菌门、梭菌门和疣梭菌门

构成的复杂生态系统［１１］。 多数抗生素使用不当会

引起肠道菌群失调，其中，头孢类和盐酸林可霉素

能够在较短时间内引起肠道菌群失调，且停药后菌

群失调状态能够维持比较久的时间，而盐酸林可霉

素所致肠道菌群失调维持时间最久。 研究表明，大
鼠灌胃盐酸林可霉素，乳杆菌、双歧杆菌菌量显著

降低，肠杆菌、肠球菌的菌量增加，呈现菌群失调症

状［１２－１３］。 本实验中选择的益生菌含有嗜酸乳杆菌、
乳双歧杆菌、副干酪乳杆菌等，能够改善因盐酸林

可霉素引起的杆菌门数量的减少，调节肠道菌群的

紊乱状态。 盐酸林可霉素能够加重 ＴＮＢＳ 诱导的大

鼠结肠组织病理损伤和肠纤维化发生，表现为隐窝

极性消失，黏膜下层与固有肌层结构改变，胶原纤

维显著增多，而益生菌一定程度上能够缓解大鼠结

肠组织病理损伤，改善肠纤维化症状。
肠道免疫屏障破坏是炎症性肠病及相关纤维

化的重要发病特征，持续异常的免疫反应会使肠壁

结构和功能受损［１４］。 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 在调节机体免疫

进而干预炎症性肠病及肠纤维化发生的相关报

道［５－６］，进一步提示 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 成为炎症性肠病相

关肠纤维化的治疗靶点的可能性。 ２０２０ 年 ６ 月 ６
日，辉瑞 ＴＬ１Ａ 抗体 ＰＦ⁃０６４８０６０５ 的临床试验申请

已获我国食品药品监督管理局批准，使其在黏膜免

疫临床治疗中的应用更近了一步。 本研究显示，相
较于正常对照组，模型组 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 蛋白表达升

高，而盐酸林可霉素组可进一步促进 ＴＬ１Ａ 蛋白表

达，益生菌组能显著降低 ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 蛋白表达，差
异均有统计学意义，说明肠道菌群能够通过调节

ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 蛋白表达进而调控肠黏膜免疫发生，实
验结果与文献报道一致。

上 皮 间 质 转 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肠纤维化发生的关键途径，其主

要表 现 为 上 皮 细 胞 标 志 物 钙 黏 连 蛋 白 Ｅ （ Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、细胞角蛋白逐渐降低，而间质细胞标志物

平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）、
Ｎ 细胞钙 黏 连 蛋 白 （ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ） 等 表 达 升 高。
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 是参与细胞间黏连的主要蛋白，具有维

持细胞极性和组织结构完整的功能。 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表

达降低被认为是 ＥＭＴ 过程中最主要的上皮细胞标

志物［１５］。 ＴＧＦ⁃β１ 的活化可通过改变细胞形态、上
调间质细胞标记 α⁃ＳＭＡ 表达及下调上皮细胞标志

物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达诱导 ＥＭＴ 发生［１６］。 本研究显

示，盐酸林可霉素可显著下调 ＴＮＢＳ 诱导的大鼠结

肠组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达，上调 ＴＧＦ⁃β１、α⁃ＳＭＡ
蛋白的表达，提示菌群紊乱可调控 ＥＭＴ 过程加重肠

纤维化，而益生菌能够改善结肠组织纤维化损伤。
综上所述， 本研究证实菌群紊乱通过激活

ＴＬ１Ａ ／ ＤＲ３ 信号调控结肠组织 ＥＭＴ 过程促进纤维

化发生，而采取益生菌干预能够缓解结肠纤维化发

生。 本研究为菌群干预疗法在炎症性肠病相关肠

０３２



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ２ 月第 ３１ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ２

纤维化临床治疗中的应用提供了实验依据，课题组

将继续深入探究肠道菌群结构的改变及潜在差异

性菌属与肠纤维化之间的内在联系及药物治疗的

可能性。
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