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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨炎症性肠病( inflammatory
 

bowel
 

disease,IBD)小鼠子代中患 IBD 是否存在性别差异。
方法　 将 BALB / c雌鼠随机分为正常对照组( Naïve 组)和 DSS 模型组( DSS 组),Naïve 组小鼠自由饮用高压灭菌
水,DSS组连续饮用 2%葡聚糖硫酸钠溶液(dextran

 

sodium
 

sulfate,DSS),7
 

d后更换为自由饮用高压灭菌水 10
 

d,共
进行 3

  

~
  

4个循环,同时与健康雄鼠合笼构建 IBD母鼠模型。 待幼鼠出生后 8周,将幼鼠分为 Con组和 IBD组,Con
组自由饮用高压灭菌水 7

 

d,IBD组饮用 3%
 

DSS溶液 7
 

d构建 IBD模型。 造模期间通过每日监测小鼠体重、粪便一
致性以及便血情况进行疾病活动指数评分;观察结肠组织的病理切片、杯状细胞和黏液层变化;酶联免疫吸附法检
测结肠中白细胞介素-6(interleukin-6,IL-6)、IL-1β、IL-33和 IL-10的含量;实时荧光定量 PCR( Real-time

 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR)测定结肠中紧密连接蛋白和 MUC-2
 

mRNA表达水平。 结果　 与 IBD雌性小鼠相比,IBD雄性小鼠
疾病活动指数评分更高、结肠显著缩短,结肠中出现大量炎性浸润、隐窝异常和杯状细胞缺失的现象,闭合蛋白
(occludin,OCLN)的 mRNA相对表达量显著降低,IL-6、IL-33水平显著升高、IL-10 水平显著下降。 结论　 IBD 小鼠
的子代中雄鼠比雌鼠的结肠炎症状更严重,主要与肠道上皮屏障功能严重受损有关。
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

whether
 

there
 

are
 

sex
 

differences
 

in
 

inflammatory
 

bowel
 

disease
 

( IBD)
 

among
 

the
 

offspring
 

of
 

mice
 

with
 

IBD.
  

Methods　 BALB / c
 

female
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

Naïve
 

and
 

DSS
 

groups.
 

The
 

mice
 

in
 

the
 

Naïve
 

group
 

drank
 

autoclaved
 

water
 

freely,
 

and
 

the
 

DSS
 

group
 

freely
 

drank
 

2%
 

dextran
 

sodium
 

sulfate
 

(DSS)
 

for
 

7
 

days
 

before
 

it
 

was
 

replaced
 

with
 

autoclaved
 

water
 

for
 

10
 

days.
 

A
 

total
 

of
 

3
  

~
  

4
 

cycles
 

were
 

applied,
 

and
 

the
 

IBD
 

female
 

mice
 

were
 

paired
 

with
 

healthy
 

male
 

mice
 

in
 

cages.
 

When
 

the
 

pups
 

were
 

8
 

weeks
 

old,
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

the
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Con
 

group
 

and
 

IBD
 

group.
 

The
 

Con
 

group
 

drank
 

autoclaved
 

water
 

freely
 

for
 

7
 

days,
 

and
 

the
 

IBD
 

group
 

drank
 

3%
 

DSS
 

for
 

7
 

days.
 

During
 

the
 

modeling
 

period,
 

disease
 

activity
 

index
 

was
 

scored
 

by
 

monitoring
 

body
 

weight,
 

fecal
 

consistency,
 

and
 

the
 

presence
 

of
 

blood
 

in
 

stool
 

every
 

day.
 

Pathological
 

sections
 

were
 

taken
 

to
 

observe
 

changes
 

in
 

goblet
 

cells
 

and
 

the
 

mucus
 

layer
 

of
 

colon
 

tissues.
 

The
 

concentrations
 

of
 

interleukin
 

( IL)-6,
 

IL-1β,
 

IL-33,
 

and
 

IL-10
 

in
 

the
 

colon
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

tight-junction
 

proteins
 

and
 

MUC-2
 

in
 

the
 

colon.
 

Results　 Compared
 

with
 

female
 

IBD
 

mice,
 

male
 

IBD
 

mice
 

had
 

higher
 

DAI
 

scores,
 

significantly
 

shorter
 

colons,
 

larger
 

amounts
 

of
 

inflammatory
 

infiltrate,
 

more
 

crypt
 

abnormalities,
 

and
 

a
 

higher
 

absence
 

of
 

goblet
 

cells
 

in
 

the
 

colon;
 

their
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

of
 

occludin
 

mRNA
 

was
 

significantly
 

reduced,
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-33
 

were
 

significantly
 

increased,
 

and
 

level
 

of
 

IL-10
 

was
 

significantly
 

decreased.
 

Conclusions　 The
 

symptoms
 

of
 

colitis
 

in
 

the
 

offspring
 

of
 

IBD
 

mice
 

were
 

more
 

severe
 

in
 

male
 

than
 

in
 

female
 

mice,
 

a
 

result
  

that
 

was
 

mainly
 

attributed
 

to
 

the
 

more
 

severely
 

impaired
 

intestinal
 

epithelial
 

barrier
 

function
 

in
 

males.
【Keywords】　 inflammatory

 

bowel
 

disease;
 

colitis;
 

inflammatory
 

response;
 

epithelial
 

barrier;
 

gut
 

barrier
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　 　 炎症性肠病( inflammatory
 

bowel
 

disease,IBD)
是一类由基因易感个体对细菌产生异常黏膜免疫

反应而引起的消化道疾病,主要包括克罗恩病
(Crohn’ s

 

disease,CD)和溃疡性结肠炎( ulcerative
 

colitis,UC) [1-3] 。 目前,IBD 的发病机制尚不明确,
可能影响发病的主要因素有遗传、环境、肠道菌群
失调以及黏膜免疫功能障碍[4-6] 。 肠黏膜屏障作为
与外部环境相互作用的主要部位,由生物屏障、化
学屏障、上皮屏障和免疫屏障 4 部分组成[2,5] ,肠道
屏障结构和功能的完整性可以有效预防细菌、有害
物质的入侵[7] 。 越来越多的证据表明,IBD 与肠道
上皮屏障缺陷和过度炎症反应密切相关[7-9] 。 上皮
屏障缺陷的起始阶段是肠道屏障和黏膜稳态的破

坏[10-11] 。 结肠中粘液的主要成分是杯状细胞分泌
的粘蛋白-2(MUC-2),主要功能是为肠道提供保护
层[2,12] 。 然而,IBD 会导致杯状细胞减少甚至缺失
以及紧密连接蛋白表达异常,从而导致保护层破坏
屏障功能进一步丧失。
中青年是患 IBD的高发人群,其中女性的发病

率明显高于男性,大部分 IBD 女性患者处于生育高
峰期[1,13] 。 阳性家族史是患 IBD 的最强风险因素,
若父母一方患 IBD,其后代 IBD 的发病风险比普通
人群高 2

  

~
  

13倍[14] 。 流行病学调查发现,与患 IBD
的父亲相比,患 IBD 的母亲疾病遗传率可能更
高[13] 。 2017年一项关于 IBD 母亲后代健康结果的
队列研究发现,与非 IBD母亲的后代相比,IBD母亲
后代患 IBD的风险更高[15] ,出生后 1周菌群多样性
降低,并在未来 3 个月内表现出肠道菌群组成的差
异[13] ,可见肠道菌群在 IBD 发病机制中的重要作
用[1,16] 。 因此,除了遗传因素的影响,IBD 后代易患
IBD的主要因素是肠道菌群失调,进而导致肠道屏

障功能的紊乱[17] 。 尽管 IBD 母亲后代患 IBD 的风
险更高,但是 IBD母亲后代患 IBD 的风险是否同样
存在性别差异尚不清楚。
本研究拟用葡聚糖硫酸钠 ( dextran

 

sodium
 

sulfate,DSS)构建溃疡性结肠炎小鼠,探讨其子代中
患 IBD是否存在性别差异,并阐明影响子代患 IBD
的可能影响机制,对进一步了解 IBD 母亲的妊娠结
果和改善 IBD后代的健康状况提供参考。

1　 材料与方法
1. 1　 材料
1. 1. 1　 实验动物

SPF级 5周龄 BALB / c小鼠雌性 20只、雄性 10
只,体重 16

  

~
  

18
 

g,由浙江维通利华实验动物技术
有限公司提供【 SCXK(浙) 2019-0001】。 饲养于温
度 23

  

±
  

2
 

℃ ,相对湿度 55%
  

±
  

5%,12
 

h 开灯 /关灯
循环,自由摄食饮水的环境,SPF级饲料由北京科奥
协力饲料有限公司提供,适应 1周后开始实验,饲养
于江西省药物研究所【 SYXK(赣) 2021-0004】。 本
研究经南昌大学第二附属医院医学研究伦理委员

会审查批准(20210311-028)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DSS( MW36000-50000) ( MP
 

Biomedicals 公司,
美国);4%多聚甲醛 (广州硕谱生物科技有限公
司);苏木素-伊红( Hematoxylin

 

and
 

eosin,HE)染色
液套装、阿尔辛蓝过碘酸雪夫( periodic

 

acid
 

schiff
 

and
 

alcian
 

blue,AB-PAS)染色液套装(皮诺飞生物
科技有限公司,中国);磷酸氢二钠、磷酸二氢钠(西
陇科学有限公司,中国);吐温-20( Solarbio 公司,中
国);白细胞介素-6(interleukin-6,IL-6)、IL-10、IL-1β
和 IL-33试剂盒(赛默飞世尔科技公司,美国);逆转

028
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录试剂盒、PCR 试剂盒(诺唯赞生物科技股份有限
公司,中国)。

4
 

℃冰箱(中科美菱公司,型号: YC-260L,中
国);电子天平( A&D

 

Company
 

Limited 公司,型号:
LK-120A,日本);多功能酶标仪( Bio-Rad 公司,型
号:Mode

 

1860,美国);高速冷冻离心机(赛默飞世
尔科技公司,型号:Sorvall

 

ST16R,美国);超纯水机
(Milipore公司,型号:Millipore,德国);旋涡混合器
(其林贝尔仪器制造有限公司,型号: D1008E,中
国);组织脱水机(Leica,型号:TP1020,德国);包埋
机(Thermo,型号:HistoStar,美国);切片机(Leica,型
号:RM2235,德国);光学显微镜( JEOL 公司,型号:
JSM-6701F,日本)。
1. 2　 方法
1. 2. 1　 IBD母鼠模型的构建
将雌性小鼠随机分为 2 组,正常对照组( Naïve

组,n
 

=
 

10)和 DSS 模型组( DSS 组,n
 

=
 

10),并在
造模的第 10 天将雌鼠和雄鼠按照 2 ∶1的比例进行
合笼、交配,待幼鼠出生直至断奶。 Naïve 组的小鼠
在整个实验过程中自由饮用高压灭菌水。 DSS 组小
鼠先连续饮用含 2%

 

DSS的高压灭菌水 7
 

d后,换成
自由饮用高压灭菌水 10

 

d 进行缓解,共进行 3
  

~
  

4
个循环直至幼鼠出生后断奶。 每天监测小鼠的体
重、粪便以及便血情况,进行疾病活动指数( disease

 

activity
 

index,DAI)评分,待造模结束后取肠道组织
进行苏木素-伊红 ( HE)染色,判断 IBD 母鼠造模
情况。
1. 2. 2　 子代 IBD模型的构建
待 24只幼鼠出生后断奶,将雄鼠和雌鼠分开饲

养至 8周龄,雄鼠和雌鼠随机分为 4组,包括对照雄
鼠组(Con-1组,n

  

=
  

6)、IBD雄鼠模型组(IBD-1组,
n

  

=
  

6)、对照雌鼠组(Con-2组,n
  

=
  

6)和 IBD 雌鼠
模型组( IBD-2 组,n

  

=
  

6)。 Con-1 组和 Con-2 组的
小鼠在整个实验过程中自由饮用高压灭菌水。
IBD-1组和 IBD-2组小鼠连续饮用含 3%

 

DSS 的高
压灭菌水 7

 

d。
1. 2. 3　 DAI评分
参照文献方法[18] ,每日观察和检测小鼠体重、

粪便一致性以及便血情况,按照表 1 标准进行 DAI
评分。 DAI评分为体重损失、粪便一致性和便血情
况评分的总和。
1. 2. 4　 脾指数和结肠长度测量
小鼠处死后取出脾进行称重,按照脾重量(mg)

 

×

　 　 　 　 　 　表 1　 IBD疾病活动指数评分标准
Table

 

1　 IBD
 

disease
 

activity
 

index
 

scoring
 

criteria
参数

Parameter
描述

Description
评分
Score

体重损失 / %
Weight

 

loss / %

无
 

None 0
1%

  

~
  

5% 1
5%

  

~
  

10% 2
10%

  

~
  

20% 3
 

>
  

20% 4

粪便一致性
Fecal

 

consistency

正常
 

Nomal 0
软但成型

 

Soft
 

but
 

soft 1
松散

 

Loose 2
水样便

 

Watery
 

stool 3
严重腹泻

 

Severe
 

diarrhea 4

便血
Bloody

 

stools

无
 

None 0
肉眼看到便上有血

 

Visible
 

blood
 

in
 

the
 

stool 2

大量血便
 

Large
 

amount
 

of
 

blood
 

in
 

the
 

stool 3

肛周出血
 

Perianal
 

bleeding 4

10 /体重(g)来计算脾指数。 结肠的测量是从盲肠
到肛门的长度,收集 1

  

~
  

2
 

cm远端结肠组织立即放
入 4%多聚甲醛溶液中进行固定,用于组织切片的
制作,其余结肠组织立即转移至-80 ℃冰箱中储存
用于后续实验。
1. 2. 5　 HE、AB-PAS染色以及组织学评分
结肠组织在 4%多聚甲醛溶液中固定 24

  

~
  

48
 

h
后,进行石蜡包埋切片,分别用 HE 染色和 AB-PAS
染色后观察拍照。 随后使用 HAN等[16]描述的方法

进行结肠组织学评分(表 2),结肠组织学评分为炎
性浸润、腺体和上皮细胞的损伤程度、病变深度和
受影响范围的评分总和。
1. 2. 6　 实时荧光定量 PCR ( Real-time

 

quantitative
 

PCR,PT-qPCR)检测紧密连接蛋白表达水平
TRIzol法提取小鼠结肠组织总 RNA 并测定浓

度,按照逆转录试剂盒说明书进行逆转录操作,在
NCBI网站查找相应的引物序列,筛选后送入上海生
工进行合成,具体引物序列如表 3 所示。 以上实验
结果重复 3次以上。
1. 2. 7　 结肠组织中细胞因子测定

 

取小鼠结肠组织,按 1 ∶9加入生理盐水进行匀
浆,4

 

℃条件下 1350
 

r / min 离心 10
 

min,收集上清,
按照试剂盒说明书测定细胞因子 IL-6、IL-10、IL-1β
和 IL-33的含量。
1. 3　 统计学分析
实验处理每组设置 3 个平行样本,最终用平均

128
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　 　 　 　 　 　 表 2　 结肠组织学评分
Table

 

2　 Histopathology
 

scoring
 

system
 

for
 

colonic
 

sections
炎性浸润

Inflammatory
 

infiltration
黏膜损伤

Mucosal
 

injury
隐窝损伤

Crypt
 

injury
病变范围

Extent
 

of
 

disease
评分
Score

无
None

无
None

无
None

无
None 0

轻度
Mild

黏膜层
Mucous

 

layer
近基底膜 1 / 3破坏

Proximal
 

basement
 

membrane
 

1 / 3 1%
  

~
  

25% 1

中度
Moderate

黏膜及黏膜下层
Mucosa

 

and
 

submucosa
近基底膜 2 / 3破坏

Proximal
 

basement
 

membrane
 

2 / 3 26%
  

~
  

50% 2

重度
Severe

黏膜全层
Whole

 

layer
 

of
 

mucosa
仅上皮层

Epithelial
 

layer 51%
  

~
  

75% 3

- - 全层破坏
Full

 

layer
 

failure 76%
  

~
  

100% 4

表 3　 RT-qPCR相关引物序列
Table

 

3　 RT-qPCR
 

related
 

primer
 

sequences
引物名称

Primer
 

name
上游引物(5’ -3’)

Upstream
 

primers(5’ -3’)
下游引物(5’ -3’)

 

Downstream
 

primers(5’ -3’)
MUC-2 GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
OCLN TTGAAAGTCCACCTCCTTACAGA CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG

CLDN-2 CAACTGGTGGGCTACATCCTA CCCTTGGAAAAGCCAACCG
ZO-1 CGAGGCATCATCCCAAATAAGAAC TCCAGAAGTCTGCCCGATCAC

值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)的方式表示。 使用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0. 0 软件分析所有数据。 使用 Student’ s
 

t
检验(单因素两组间比较)或 Two-way

 

ANOVA(双因
素比较)检验确定统计显著性。 当 P

  

<
  

0. 05为具有
统计学意义。

2　 结果
2. 1　 IBD母鼠造模情况评价
如图 1 所示,与 Naïve 组相比, DSS 组母鼠的

DAI评分从造模后第 6天开始显著增加(图 1A),在
母鼠合笼前和造模结束时 DSS 组母鼠的结肠显著
缩短(P

  

<
  

0. 05,P
 

<
 

0. 01,图 1B),从结肠代表图可
以看到两组的结肠长度存在显著性差异(图 1C),
且组织出现炎性浸润、隐窝异常以及杯状细胞缺失
的现象(图 1D,1E),说明 IBD母鼠模型造模成功。
2. 2　 子代 IBD小鼠体重变化及 DAI评分
体重下降百分比和 DAI 评分是评价结肠炎症

状严重程度的常用指标[19] 。 实验结果显示,IBD-1
组小鼠在造模第 4 天出现体重显著降低 ( P

  

<
  

0. 0001),而 IBD-2组小鼠从第 2天就已出现体重显
著减轻(P

  

<
  

0. 05)(图 2A)。 如图 2B所示,与 Con-
1组和 Con-2 组相比, IBD-1 组和 IBD-2 组小鼠的
DAI评分显著升高,IBD-1组和 IBD-2组小鼠分别在
造模第 5天和第 6 天均出现精神变差、肛周出血的
情况,说明 IBD-1组和 IBD-2 组造模成功,且 IBD-1

组小鼠处于严重的结肠炎状态。
2. 3　 小鼠结肠长度和脾系数变化
结肠长度的变化可以反映肠道的炎症程度和

对肠道组织的损伤程度[19-20] ,而脾指数的增加也与
炎症程度相关。 如图 3 所示,与 Con-1 组和 Con-2
组相比,IBD-1 组和 IBD-2 组小鼠的结肠长度均显
著缩短 (P

  

<
  

0. 0001)、脾系数则显著升高 ( P
  

<
  

0. 0001,P
  

<
  

0. 05);但与 IBD-2 组小鼠相比,IBD-1
组小鼠结肠长度缩短更严重。 综上所述,IBD-1 组
小鼠的结肠炎症状更为严重。
2. 4　 小鼠结肠组织病理学改变
如图 4A所示,Con-1组和 Con-2组小鼠结肠组

织形态正常,粘膜隐窝结构完整,可见大量杯状细
胞,上皮细胞整齐且排列紧密,无炎性细胞浸润。
相比之下,IBD-1 组和 IBD-2 组小鼠结肠组织中腺
体排列紊乱,隐窝大小形状异常,且存在隐窝、杯状
细胞缺失、炎性细胞浸润的情况。 与 IBD-2组相比,
IBD-1组小鼠结肠上皮表面、隐窝结构严重受损,并
出现大量杯状细胞缺失、炎性细胞浸润。 组织学评
分结果显示,与 Con-1 组和 Con-2 组相比,IBD-1 组
和 IBD-2组小鼠的结肠组织学评分显著升高(图
4B)。 以上结果表明,IBD-1组小鼠结肠组织病理损
伤更为严重。
2. 5　 小鼠杯状细胞、粘蛋白的分布情况
进一步对小鼠结肠组织切片进行 AB-PAS 染
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注:A:DAI评分;B:结肠长度;C:结肠长度代表图;D:合笼前结肠组织 HE 染色;E:哺乳结束结肠组织 HE 染色;与 Naïve 组相比,∗ P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01,∗∗∗P
  

<
  

0. 001,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001。

图 1　 母鼠 IBD造模情况评价
Note.

 

A.
 

DAI
 

score.
 

B.
 

Colon
 

length.
 

C.
 

Representative
 

picture
 

of
 

colon
 

length.
 

D.
 

Colonic
 

HE
 

staining
 

before
 

mating.
 

E.
 

Colonic
 

HE
 

staining
 

after
 

lactation.
 

Compared
 

with
 

Naïve
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001,
 ∗∗∗∗P

  

<
  

0. 0001.

Figure
 

1　 Evaluation
 

of
 

IBD
 

modeling
 

in
 

female
 

mice

注:与 Con-1组相比,
 +

 

P
  

<
  

0. 05,+++P
  

<
  

0. 001,++++P
  

<
  

0. 0001;与 Con-2组相比,#P
  

<
  

0. 05,##P
  

<
  

0. 01,####P
  

<
  

0. 0001。 (下图同)

图 2　 结肠炎小鼠造模情况评价
Note.

 

Compared
 

with
 

Con-1
 

group,
  +

 

P
  

<
  

0. 05,
 +++P

  

<
  

0. 001,
 ++++P

  

<
  

0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Con-2
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01,
 ####P

  

<
  

0. 0001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Evaluation
 

of
 

colitis
 

mouse
 

modeling
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注:与 IBD-1组相比,aaaaP
  

<
  

0. 0001。

图 3　 小鼠结肠长度和脾系数变化情况
Note.

 

Compared
 

with
 

IBD-1
 

group,
 aaaaP

  

<
  

0. 0001.

Figure
 

3　 Changes
 

of
 

colon
 

length
 

and
 

spleen
 

index
 

in
 

mice

注:黑色箭头:炎症细胞浸润;红色箭头:杯状细胞;与 IBD-1组相比,aP
 

<
 

0. 05。 (下图同)

图 4　 小鼠结肠组织病理学变化
Note.

  

Black
 

arrows.
 

Inflammatory
 

cell
 

infiltration.
 

Red
 

arrows.
 

Cup
 

cells.
 

Compared
 

with
 

IBD-1
 

group,
 aP

 

<
 

0. 05.
 

( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Histopathological
 

changes
 

of
 

colon
 

in
 

mice

色,如图 5A 所示,Con-1 组和 Con-2 组小鼠隐窝内
存在大量的杯状细胞并且粘蛋白在杯状细胞中含

量丰富,黏液层分布完整均匀。 与 IBD-2 组小鼠相
比,IBD-1组小鼠的杯状细胞缺失严重,肠上皮黏液
层明显受损、未见明显的粘蛋白,更易受到肠道中
抗原和致病微生物的侵袭和破坏。

图 5　 小鼠肠道屏障的变化情况
Figure

 

5　 Change
 

of
 

intestinal
 

barrier
 

in
 

mice

由杯状细胞分泌的 MUC-2 是结肠黏液屏障的
主要组成成分,对于维持黏液屏障结构与功能的完
整性具有重要意义[21] 。 DSS 诱导小鼠肠道炎症后,
杯状细胞衰竭。 与 Con-1 组和 Con-2 组小鼠相比,
IBD组小鼠 MUC-2

 

mRNA 相对表达量均呈下降的
趋势(图 5B)。
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2. 6　 肠道组织中紧密连接蛋白 mRNA相对表达量
的变化

紧密连接蛋白是构成肠上皮细胞间紧密连接

结构的重要组成成分,表达不足会导致肠道黏膜屏
障功能受损[21-22] 。 在确定子代雄鼠的结肠炎症状
更为严重后,进一步探究子代小鼠肠道屏障相关蛋

白的表达情况。 通过 RT-qPCR 测定了小鼠结肠中
ZO-1(图 6A)、 OCLN (图 6B)和 CLDN-2 (图 6C)
mRNA相对表达量。 与 IBD-2组小鼠相比,IBD-1组
小鼠 OCLN

 

mRNA 相对表达量显著下降, CLDN-2
 

mRNA相对表达量存在下降的趋势,说明 IBD-1 组
小鼠肠道上皮屏障功能受损相对严重。

注:与 Con-1组相比,++
 

P
 

<
 

0. 01;
 

与 IBD-1组相比,
 aaP

 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 6　 结肠炎小鼠结肠中紧密连接蛋白的 mRNA表达水平
Note.

 

Compared
 

with
 

Con-1
 

group,
 ++

 

P
 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

IBD-1
 

groups,
 aaP

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

6　 mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

tight
 

junction
 

proteins
 

in
 

colitis
 

mice

2. 7　 肠道组织中免疫因子的含量
小鼠结肠组织中 IL-6、IL-1β、IL-10 和 IL-33 的

含量如图 7所示。 与 Con-1组小鼠相比,IBD-1组小
鼠结肠组织中 IL-6、IL-1β和 IL-33 含量均显著升高

(P
 

<
 

0. 0001,P
  

<
  

0. 05,P
 

<
 

0. 0001)。 与 IBD-2组
小鼠相比,IBD-1 组小鼠结肠中 IL-6、IL-33 含量显
著升高、IL-10含量显著降低(P

  

<
  

0. 05),说明 IBD-
1组小鼠处于更严重的炎症状态。

图 7　 结肠炎小鼠结肠组织中免疫因子的含量
Figure

 

7　 Concentration
 

of
 

immune
 

factors
 

in
 

colitis
 

mice

3　 讨论
随着对 IBD 研究的深入,发现 IBD 在流行病

学、临床病程和疾病结果方面均存在性别差异,这
可能是多因素相互作用的结果。 其中,性激素在
IBD发病过程中的波动可能会导致 IBD存在性别差
异。 雌激素不仅可以抑制炎症,还可以减少炎症浸
润和组织学损伤。 雌二醇治疗可显著提高结肠长

度[23] 。 因此,性别差异可能会诱发表型变化。 DSS
诱导的结肠炎模型是目前应用最广泛的 IBD 模型
之一,其发病特征与人体类似,表现为体重减轻、血
性腹泻、形成溃疡、上皮细胞缺失和中性粒细胞浸
润[11] 。 本实验结果显示,与 IBD-2 组小鼠相比,
IBD-1组小鼠 DAI 评分、脾系数显著增加,结肠长度
显著缩短,结肠黏膜层有大范围的炎症细胞浸润,
隐窝数量减少,肠上皮细胞损伤严重,这表明 IBD
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小鼠的子代中雄性小鼠比雌性小鼠的结肠炎症状

更为严重。
黏液层作为肠道屏障的重要组成部分,是防止

细菌和毒素与肠道上皮细胞直接接触的第一道防

线[7,11,24] 。 肠道杯状细胞分泌的粘蛋白具有保护肠
黏膜、润滑黏膜表面和防止致病菌黏附的作用,而
杯状细胞和粘蛋白的减少是诱导 IBD 的关键因
素[25] 。 研究发现 IBD-1 组小鼠结肠组织中出现大
量杯状细胞缺失和粘蛋白耗竭的现象,无法形成紧
密的黏液层结构,从而导致肠道黏液屏障严重破
坏。 除此之外,紧密连接蛋白是肠道上皮细胞屏障
的另一重要组成部分,对上皮细胞通透性起决定性
作用[26] 。 研究表明,肠道屏障中紧密连接蛋白的破
坏会促进细菌和内毒素穿透黏膜[27] ,激活免疫细胞
产生各种炎症因子,进而导致炎症损伤和肠道屏障
的免疫失衡,最终导致结肠上皮通透性降低[26,28] 。
本研究发现 IBD-1 组小鼠肠道中的紧密连接蛋白
OCLN

 

mRNA 相对表达量显著下降,CLDN-2
 

mRNA
相对表达量同样存在下降的趋势,证实子代 IBD 小
鼠的肠道屏障功能受损,其中以雄性小鼠更为显著。
免疫细胞因子主要包括促炎因子和抗炎因

子[29] ,其中促炎因子 IL-6 在 IBD 发病机制中的作
用已被广泛研究[30-31] ,被认为是 IBD发展过程中反
映结肠损伤的关键指标[9,32-33] 。 不仅如此,结肠来
源的促炎因子 IL-33被认为是 IBD发病机制的关键
启动子[34] ,是连接上皮损伤和结肠炎的关键致病因
素,在炎症黏膜中特异性增强[35] ,能够特异性诱导
关键致病细胞因子同时抑制 IL-10 的分泌[34,36] ,具
有促进炎症的作用。 研究结果发现 IBD-1组小鼠结
肠中 IL-6、IL-33 水平显著升高,IL-10 水平显著降
低,证实了 IBD-1组小鼠结肠损伤严重,肠道上皮屏
障严重破坏,炎症状态增强,最终导致 IBD-1组小鼠
结肠炎加剧。
综上所述,本研究发现 IBD 子代中小鼠结肠炎

存在性别差异。 与雌性小鼠相比,雄鼠患结肠炎的
症状更为严重,这可能是因为子代雄性小鼠的炎症
反应和肠道上皮屏障功能变化更敏感导致的。 在
今后的研究中,应更加关注 IBD 子代的雄性个体,
阐明 IBD子代在不同性别中的发病机制,为缓解和
治疗 IBD儿童提供理论基础和干预方法。
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