
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０２０，５１（２）：１９８－２０５

　收稿日期　２０２００２２４　　通信作者　　Ｔｅｌ：１８７６１８７４５３６　　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｇｊｉｎ１９７５＠ｃｐｕｅｄｕｃｎ
Ｔｅｌ：０２５－８６１８５３８６　Ｅｍａｉｌ：ｗｕｊｉｅ＠ｃｐｕｅｄｕｃｎ

基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１９７３２２４）；中国药科大学“双一流”创新团队项目资助（ＮｏＣＰＵ２０１８ＧＦ／ＧＹ１６，

ＮｏＣＰＵ２０１８ＧＦ／ＧＹ１７）

金黄色葡萄球菌核酸酶对２，４，６三硝基苯磺酸诱导的
小鼠结肠炎的保护作用
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摘　要　探究金黄色葡萄球菌核酸酶（ＳＮａｓｅ）对２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）诱导小鼠结肠炎的改善作用及机制。用
２５％ ＴＮＢＳ溶液灌肠雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠建立结肠炎模型，并连续６ｄ灌胃给予以重组乳酸菌为递呈载体的 ＳＮａｓｅ。探究
ＳＮａｓｅ介导的中性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）的降解对小鼠结肠炎的影响。实验分为正常组、ＴＮＢＳ模型组、ＮＺ９０００乳酸菌
组、表达ＳＮａｓｅ的重组乳酸菌组。每日观测小鼠体质量、粪便性状和粪便隐血情况，观察期结束取结肠组织进行ＨＥ病理分
析，检测结肠组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）酶活和促炎细胞因子的ｍＲＮＡ表达水平，检测血清炎性细胞因子含量，同时免疫组
化检测结肠组织中性粒细胞及其ＮＥＴｓ标志物的表达水平。结果表明，乳酸菌递呈的 ＳＮａｓｅ能缓解 ＴＮＢＳ诱导的结肠炎小
鼠体质量下降，降低疾病活动指数（ＤＡＩ）评分，缓解结肠缩短并减轻病理损伤，降低结肠组织 ＭＰＯ酶活及炎性细胞因子表
达，同时改善了血清炎性水平，免疫组化结果表明结肠组织 Ｌｙ６Ｇ和 ｃｉｔＨ３水平下降。初步机制表明，ＳＮａｓｅ能够下调炎性
细胞因子的表达，降低ＮＥＴｓ水平从而缓解小鼠结肠炎。
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　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
是一种慢性肠道疾病，包括溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａ
ｔｉｏｎｃｏｌｉｔｉｃ，ＵＣ）和克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ），
在西方国家较为常见，北美和欧洲分别有超过１５０
万和２００万人患病，近年来，随着生活方式的改变，
亚洲国家发病率逐年提高［１］。ＩＢＤ发病机制不明，
一般认为与环境因素、遗传因素、肠道微环境和免

疫因素等相关。目前 ＩＢＤ治疗手段主要依赖手术
切除和病症缓解，但存在不良反应强、易复发等缺

点，因此寻找新的治疗靶点是十分必要。

中性粒细胞是机体抵抗病原体入侵的第一道

屏障，在固有免疫中发挥重要作用。２００４年，研究
人员发现中性粒细胞可通过一种新型方式达到杀

灭病原体的作用———中性粒细胞胞外诱捕网（ｎｅｕ
ｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ），它是活化的中性
粒细胞释放核内包括染色质 ＤＮＡ在内的核酸，并
包裹自身胞质颗粒蛋白酶所形成的纤维网状结

构［２］。研究发现，ＮＥＴｓ在杀伤病原菌的同时也会
对机体黏膜组织造成损伤，ＮＥＴｓ的过度强盛或者
不及时清除与类风湿关节炎、系统性红斑狼疮等多

种自身性免疫疾病密切相关［３－４］。蛋白组学分析

发现溃疡性结肠炎患者结肠组织中有多种ＮＥＴｓ成
分蛋白［５］，另有研究发现对中性粒细胞蛋白如蛋白

酶３（ＰＲ３）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、中性粒细胞弹性
蛋白酶（ＮＥ）和组蛋白的抗中性粒细胞胞浆抗体
（ＡＮＣＡ）可成为ＩＢＤ诊断和预后的生物标志物［６］，

这些蛋白会在ＮＥＴｓ形成过程中释放并成为ＡＮＣＡ
的来源［７－８］，从而增强机体免疫反应，造成组织损

伤。由此可见，ＮＥＴｓ形成参与ＩＢＤ疾病发展。
ＤＮＡ是 ＮＥＴｓ主要的结构成分，ＮＥＴｓ抗原性

也需ＤＮＡ维持结构完整性［９］，因此破环 ＮＥＴｓ的
ＤＮＡ骨架可以阻止其导致的异常自身免疫。国内

外也有多项研究证明，ＤＮａｓｅ可用于改善和治疗因
ＮＥＴｓ增多而引发的疾病［１０］。金黄色葡萄球菌分

泌的葡萄球菌核酸酶（ＳＮａｓｅ）是一种具有磷酸二
酯酶活性的单链蛋白，能迅速切割ＤＮＡ和ＲＮＡ长
链形成的３′核苷酸产物，且 ｐＨ４８～９２之间具
有很好的酶活等优点［１１］。

乳酸菌（ｌａｃｔｉｓａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是公认的食
品级安全菌，试验表明，乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓ，Ｌｌａｃｔｉｓ）可以逃离胃酸的过度侵袭（存活率
９０％～９８％），并成功定植肠道，以乳酸乳球菌表
达载体已逐渐成为口服疫苗的热点［１２］。本课题组

前期构建制备的重组乳酸菌 ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ
可以稳定表达 ＳＮａｓｅ，并用于递送基于自身抗原设
计的重组蛋白疫苗［１３］。前期的实验结果表明：灌

胃给予表达ＳＮａｓｅ的重组乳酸菌一方面可以稳定
定植于 ＮＯＤ小鼠肠道中并表达 ＳＮａｓｅ蛋白［１４］。

在本次研究中将已表达 ＳＮａｓｅ的重组乳酸菌灌胃
给ＴＮＢＳ诱导的结肠炎模型小鼠，以探究其基于
ＮＥＴｓ降解而对小鼠肠道炎症的保护机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
５％ ＴＮＢＳ水溶液（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；乳链菌

肽（上海源叶生物科技有限公司）；胰蛋白胨、酵母

提取物（德国Ｏｘｏｉｄ公司）；Ｍ１７肉汤粉（青岛海博
生物技术有限公司）；兔 Ｌｙ６Ｇ抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），兔 ｃｉｔＨ３抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；隐
血试剂盒（上海雷根生物科技有限公司）；ＬＥＧ
ＥＮＤｐｌｅｘＴＭ多因子检测试剂盒（美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公
司）；ＴＭＢ显色液（上海碧云天生物技术有限公
司）；逆转录试剂盒（武汉艾瑞科生物科技有限公

司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘ试剂盒（上海天根生物科

９９１
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技有限公司），其他试剂均为市售化学或分析纯。

１２　仪　器
Ｓｐａｒｋ多功能酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；离心

机（湖南湘仪实验仪器开发有限公司）；７３００Ｐｌｕｓ
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪
（美国ＢＤ公司）；数理切片扫描仪（日本Ｈａｍａｍａｔｓｕ
公司）；超声破碎仪、ＬＧＪ１２冷冻干燥机、ＺＸＺ２型
旋片式真空泵（台州市博雯真空设备有限公司）；

研磨仪（北京赫得科技有限公司）；ＭｙｌａｂＴＭ Ｓｈａｋｅｒ
ＳＬＳＴ３（韩国Ｓｅｏｕｌｉｎ公司）。
１３　菌　种

ＬｌａｃｔｉｓＮＺ９０００和 ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ均为
本实验室保存。

１４　动　物
清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，体质量２０～２２ｇ，

购自上海西普儿必凯实验动物有限公司，合格证
号：ＳＣＸＫ（沪）２０１８０００６。所有动物实验均符合动
物伦理操作。

"

　方　法

２１　给药乳酸菌ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ的制备
给药乳酸菌 ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ的制备方法

参见文献［１４］，即从保存的 ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ甘
油管按照体积分数１％加到 ＧＭ１７培养基中３０℃
恒温静置过夜培养。次日按体积分数４％的接种
量将活化的菌液转接到ＧＭ１７大瓶培养基中培养。
当培养液 Ａ６００达到０５左右时加乳链菌肽（ｎｉｓｉｎ）
诱导培养，至 Ａ６００达到 １２时停止培养。收集菌
体，用无菌水对沉淀进行重悬，调整菌体浓度至

２×１０１０ ＣＦＵ／ｍＬ。ＬｌａｃｔｉｓＮＺ９０００（以 下 简 称
ＮＺ９０００）同法培养和制备，但不加诱导剂。
２２　ＴＮＢＳ诱导小鼠结肠炎模型的建立及给药

小鼠清洁级环境下适应饲养１周，实验前按体
质量随机分为４组：健康对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＴＮＢＳ模
型组（ＴＮＢＳ）、ＴＮＢＳ＋ＮＺ９０００组（ＬＬ）、ＴＮＢＳ＋Ｌ．
ｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ组（ＬＬＳＮａｓｅ）；每组 １２只。造
模前小鼠禁食不禁水 ２４ｈ，４％水合氯醛按照
１０μＬ／ｇ的剂量腹腔注射麻醉小鼠，用３５Ｆ橡胶
软管甘油浸润后从肛门缓慢插入 ４ｃｍ处，按照
１００ｍｇ／ｋｇ的剂量灌入５％ ＴＮＢＳ水溶液加等体积
乙醇的混合液，静置３０ｓ拔出，倒置５ｍｉｎ放回笼
中，待其自然清醒。每天观测小鼠体质量、粪便性状

及隐血状况，根据表１的疾病活动指数（ＤＡＩ）评分
标准计算出每组小鼠的平均ＤＡＩ分数［１５］。给药流

程见图１，具体为造模前３天提前乳酸菌灌胃给药，
每天１次，剂量均为每只４×１０９ＣＦＵ。于第６天处
死小鼠，分离结肠和脾脏，后续进行组织学分析。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＬｌａｃｔｉｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｏｌｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅｂｙ２５％２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ（ＴＮＢＳ）

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＤＡＩ）ｓｃｏｒｅａｆｔｅｒＴＮＢＳｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎｍｉｃｅ

Ｓｃｏｒｅ Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓ／％ Ｓｔｏｏｌｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ Ｂｌｅｅｄｉｎｇ
０ ＜０ Ｎｏｒｍａｌ Ｎｅｇａｔｉｖｅ
１ １５ － －
２ ６１０ Ｌｏｏｓｅｓｔｏｏｌ Ｈｅｍｏｃｃｕｌｔｐｏｓｉｔｉｖｅ
３ １１１５ － －
４ ＞１５ Ｄｉａｒｒｈｅａ Ｇｒｏｓｓｂｌｅｅｄｉｎｇ

２３　结肠组织ＨＥ分析
分别取各组结肠于４％多聚甲醛中固定，经石

蜡包埋，制成５μｍ切片，ＨＥ染色后，在显微镜下
观察结肠黏膜肌层结构完整性、杯状细胞数量、隐

窝结构及炎性细胞浸润等情况，根据影响的程度对

各组小鼠结肠组织进行评分［１６］：无影响（０）、轻
（１）、重（２）。每组最终评分为各项指标的平均数。
２４　结肠组织ＭＰＯ酶活测定

分别取各组结肠组织２０ｍｇ左右，加入生理盐
水研磨成 １０％的组织匀浆液，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ收集上清液，取 １０％结肠匀浆上清
１０μＬ和ＴＭＢ溶液１００μＬ，３７℃反应５ｍｉｎ，加入
２ｍｏｌ／Ｌ硫酸５０μＬ终止反应，于４５０ｎｍ处测定吸
收度。ＭＰＯ相对酶活（Ｕ／ｇ组织湿重）＝（测定吸
收度－对照吸收度）／取样量（ｇ）。
２５　结肠组织ＱＰＣＲ检测

称取结肠组织５０ｍｇ，加入Ｔｒｉｚｏｌ５００μＬ，提取
总ＲＮＡ，定量后取２μｇＲＮＡ按照逆转录试剂盒合
成 ｃＤＮＡ，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ进行扩增，反应条件如
下：９５℃３０ｓ循环１次，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ循环
４０次。ＧＡＰＤＨ作为每次扩增内参，相对表达水平
用２－ΔΔＣｔ表示，引物序列见表２。

００２
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Ｔａｂｌｅ２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＧＧＡＡＴＣＴＡＴＴＧＧＡＡＣＡＴＧＴ
ＴＮＦɑ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ１β Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ
ＩＬ６ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＧＴＴＧＧ

２６　血清流式多细胞因子检测
采用ＬＥＧＥＮＤｐｌｅｘＴＭ多因子检测试剂盒，流式检

测血清与炎症相关的炎性细胞因子。简要流程为：

标准品和血清稀释样本分别与磁珠室温孵育２ｈ，加
抗体后继续室温孵育１ｈ，加ＰＥ荧光标记的链霉亲
和素室温孵育３０ｍｉｎ，离心加缓冲液混悬上流式细
胞仪检测，用Ｌｅｇｅｎｄｐｌｅｘ软件进行数据分析。
２７　结肠组织免疫组化分析

各组石蜡包埋的结肠组织切成５μｍ的切片，
进行Ｌｙ６Ｇ和 ｃｉｔＨ３抗体染色，用数字病理切片扫
描仪进行扫描，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析阳性信号。
２８　统计分析

所有实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，用单因素方差
进行显著性比较，采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异
具有统计学意义。

#

　结　果

３１　重组乳酸菌ＳＮａｓｅ表达的鉴定
如图２所示，乳链菌肽诱导的工程菌 Ｌｌａｃｔｉｓ

ｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ能稳定表达 ＳＮａｓｅ。在本课题组前期
研究中，重组乳酸菌诱导表达的ＳＮａｓｅ可在体外有
效降解中性粒细胞刺激形成的 ＮＥＴｓ，并能通过灌
胃乳酸菌成功被递送至肠道发挥其降解 ＮＥＴｓ的
作用［１４］。

３２　ＳＮａｓｅ缓解ＴＮＢＳ诱导的小鼠结肠炎疾病指征
用ＴＮＢＳ建立小鼠结肠炎模型，提前３ｄ乳酸菌

给药，观测小鼠生存情况，体质量变化，ＤＡＩ评分。
在实验第６天处死小鼠，分离结肠和脾脏，测量结肠
长度和称量脾脏重量。ＴＮＢＳ造模后小鼠生存３只，
经过ＬＬ处理小鼠生存４只，ＬＬＳＮａｓｅ组小鼠生存３
只。结果显示，相比较于健康对照组，ＴＮＢＳ诱导小
鼠体质量下降（图３Ａ）更明显，ＤＡＩ评分（图３Ｂ）显
著提高，结肠长度明显缩短（图３Ｃ，图３Ｄ），脾脏质
量也明显增加（图３Ｅ）。经ＬＬＳＮａｓｅ给药处理后，

体质量下降有所缓解，ＤＡＩ评分也有下降，结肠长度
明显变长。从宏观指标上看，ＳＮａｓｅ可以缓解ＴＮＢＳ
诱导的小鼠结肠炎的发展。

为进一步观察ＳＮａｓｅ对结肠组织组织结构和炎
性细胞浸润的影响，对结肠组织进行ＨＥ染色分析。
由图４Ａ可以看出，相比较于健康对照组，ＴＮＢＳ组
结肠组织黏膜肌层结构被破环，腺上皮细胞大量较

少，结构紊乱，而经ＬＬＳＮａｓｅ处理后，黏膜肌层结构
较为完整，腺上皮细胞增多，排布整齐。根据黏膜肌

层结构破环程度，杯状细胞数量，隐窝结构及中性粒

细胞，淋巴细胞浸润情况对各组结肠 ＨＥ切片进行
评分（图４Ｂ），ＬＬＳＮａｓｅ组中 ＴＮＢＳ小鼠的结肠组
织损伤得到明显改善。结果表明，ＳＮａｓｅ能够很好
地缓解ＴＮＢＳ诱导的小鼠结肠炎的发展。
３２　ＳＮａｓｅ缓解小鼠结肠组织炎性水平

为了探究乳酸菌递呈的ＳＮａｓｅ对结肠组织炎性
水平的影响，本研究测定了小鼠结肠组织 ＭＰＯ酶
活。如图５Ａ所示，相比较于健康对照组，ＴＮＢＳ组
ＭＰＯ酶活显著提高，而 ＬＬＳＮａｓｅ处理明显下调
ＴＮＢＳ诱导小鼠结肠组织 ＭＰＯ酶活性，提示 ＳＮａｓｅ
能够改善 ＴＮＢＳ小鼠结肠组织中性粒细胞浸润状
况。本研究进一步对小鼠结肠组织炎性细胞因子

ＴＮＦɑ、ＩＬ１β和 ＩＬ６进行 ｍＲＮＡ水平分析。如图
５Ｂ５Ｄ显示，相比较于健康对照组，ＴＮＢＳ组 ＩＬ１ｂ
ｍＲＮＡ水平明显提高，ＴＮＦɑ和ＩＬ６也有上升趋势，
但经数据统计无显著性差异。经ＬＬＳＮａｓｅ处理后，
ＩＬ１ｂｍＲＮＡ水平得到显著抑制，ＴＮＦɑ和ＩＬ６均有
不同程度的下调。总的来说，ＳＮａｓｅ能从 ｍＲＮＡ水
平上改善ＴＮＢＳ结肠炎小鼠结肠组织的炎性水平。

Ｆｉｇｕｒｅ２　１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＮａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｎｉｓｉｎｉｎ
ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：ＳｕｐｅｒｎａｎｔｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＬｌａｃｔｉｓ
ｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ；Ｌａｎｅ３：ＳｕｐｅｒｎａｎｔｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｎｉｓｉｎ（５０ｎｇ／ｍＬ）

１０２
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＮａｓｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄｔｈｅＴＮＢＳｉｎｄｕｃｅｄｃｏｌｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３８）
Ａ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ；Ｂ：Ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＤＡＩ）ｓｃｏｒｅｓ；Ｃ：Ｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｌｏｎ；Ｄ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｌｏｎｌｅｎｇｔｈｓ；Ｅ：ＲｅｌａｔｉｖｅｓｐｌｅｅｎｗｅｉｇｈｔｓＬＬ：ＴＮＢＳ＋
ＮＺ９０００；ＬＬＳＮａｓｅ：ＴＮＢＳ＋ＬｌａｃｔｉｓｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＴＮＢＳｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳＮａｓｅｒｅｄｕｃｅｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｉｎＴＮＢＳｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｅｃｏｌｉｔｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｍｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ／ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｄｉｓｔａｌｃｏｌｏｎ（×２００）；Ｂ：Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｆｏｒｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓＴＮＢＳｇｒｏｕｐ

３３　ＳＮａｓｅ改善结肠炎小鼠体内炎性因子水平
本研究对各组血清中与炎症相关的细胞因子

水平进行含量测定。如图６所示，ＴＮＢＳ诱导的小
鼠血清促炎细胞因子 ＩＬ６水平显著提高，抑炎细
胞因子 ＩＬ１０显著下降，ＴＮＦɑ、ＩＬ１β、ＩＬ１７Ａ和

ＩＦＮγ水平均有上升趋势，但数据分析无显著性差
异。而ＬＬＳＮａｓｅ处理能显著上调 ＴＮＢＳ结肠炎小
鼠的抑炎细胞因子ＩＬ１０水平，不同程度下调促炎
细胞因子水平。由此可以看出，ＳＮａｓｅ能改善小鼠
体内的炎症水平。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳＮａｓｅｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｏｆＴＮＢＳｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｅｃｏｌｉｔｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４６）
Ａ：Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｙｅｌｏｐｅｒａｘｉｄａｓｅ（ＭＰＯ）ｅｎｚｙｍｅｉｎｃｏｌｏｎ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＮＦɑ；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ１β；
Ｄ：ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ６
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＴＮＢＳｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＳＮａｓｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＴＮＢＳｉｎｄｕｃｅｄｃｏｌｉｔｉｓｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３８）
Ａ：ＴＮＦɑ；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ６；Ｄ：ＩＬ１７Ａ；Ｅ：ＩＦＮγ；Ｆ：ＩＬ１０
Ｐ＜００５ｖｓＴＮＢＳｇｒｏｕｐ

３４　ＳＮａｓｅ能够减少 ＴＮＢＳ诱导小鼠结肠组织中
ＮＥＴｓ水平标志物含量

为了探究 ＳＮａｓｅ靶向肠道是否可以抑制肠道
ＮＥＴｓ形成，本研究对各组结肠组织 ＮＥＴｓ水平标

志物表达进行评估，通过免疫组化染色检测结肠组

织中ＮＥＴｓ水平标志物ｃｉｔＨ３和中性粒细胞标记分
子Ｌｙ６Ｇ表达。如图 ７所示，ＴＮＢＳ组中 Ｌｙ６Ｇ和
ｃｉｔＨ３含量明显高于健康对照组，提示 ＴＮＢＳ组小
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鼠体内存在更显著的ＮＥＴｓ水平，而ＬＬＳＮａｓｅ处理
均能够显著下调 ＴＮＢＳ小鼠结肠组织 Ｌｙ６Ｇ和
ｃｉｔＨ３含量。此外，ＭＰＯ也是 ＮＥＴｓ水平的一个重
要标志物，ＬＬＳＮａｓｅ给药处理也大大降低了其在

ＴＮＢＳ小鼠结肠组织 ＭＰＯ酶的活性（图５Ａ）。结
果表明，ＳＮａｓｅ经口给药可以减少 ＴＮＢＳ诱导小鼠
结肠组织中 ＮＥＴｓ水平标志物含量，抑制肠道
ＮＥＴｓ形成。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＳＮａｓｅｒｅｄｕｃｅｄＮＥＴｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＴＮＢＳｉｎｄｕｃｅｄｃｏｌｉｔｉｓｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｍａｇｅｓｓｈｏｗｉｎｇＬｙ６ＧｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌａｎｄｃｉｔＨ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｉｎｃｏｌｏｎｓｅｃｔｉｏｎ（×２００）；Ｂ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆＬｙ６Ｇ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌａｎｄｃｉｔＨ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｉｎｃｏｌｏｎｓｅｃｔｉｏｎ
Ｐ＜００１ｖｓＴＮＢＳｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

炎症性肠病是一种病因不明的慢性肠道炎症

疾病，包括溃疡性结肠炎和克罗恩病。这两种疾病

类型临床诊断、发病部位及致病机制有所不同。克

罗恩病在整个胃肠道均可发病，多见于结肠部位，

伴有肠道狭窄症状，主要是由Ｔｈ１细胞引起的免疫
反应［１７］。ＴＮＢＳ诱导的结肠炎与临床上克罗恩病
的病症表现相似，可用来研究克罗恩病的发病机

制［１８］。越来越多的证据表明 ＮＥＴｓ形成参与炎症
性肠病的致病形成，尽管部分研究表明 ＮＥＴｓ成分
在溃疡性结肠炎患者中检测要比克罗恩病患者更

为显著。不可否认的是，确有多项研究表明 ＮＥＴｓ
形成与克罗恩病相关。在克罗恩病患者粪便、血清

和活检组织中确实可检测到 ＮＥＴｓ主要成分，包括
ｃｉｔＨ３，ＮＥ，ＭＰＯ等［１９－２２］。Ｃｌａｍｉｄｉｎｅ是ＰＡＤ４酶抑

制剂，能抑制 ＮＥＴｓ的前期形成，Ｃｈｕｍａｎｅｖｉｃｈ
等［２３］发现腹腔注射 Ｃｌａｍｉｄｉｎｅ能够缓解葡聚糖硫
酸钠（ＤＳＳ）诱导的小鼠结肠炎。由此看出，干预
ＮＥＴｓ降解是ＩＢＤ治疗的一个方向。

为探究 ＳＮａｓｅ降解 ＮＥＴｓ对小鼠结肠炎的影
响，同时为了让 ＳＮａｓｅ直接靶向到肠道而发挥作
用，本研究选择重组乳酸菌作为递呈载体。结果发

现，乳酸菌递呈的ＳＮａｓｅ能缓解 ＴＮＢＳ造模小鼠体
质量下降，降低 ＤＡＩ评分，增加结肠长度以及减轻
结肠组织病理损伤。ＭＰＯ酶作为中性粒细胞特异
性表达的酶，其活力水平可以反应组织中性粒细胞

浸润情况。ＴＮＦɑ、ＩＬ１β、ＩＬ６等炎性细胞因子上
调是结肠炎炎症的显著表现。通过表达 ＳＮａｓｅ的
重组乳酸菌 ＬＬＳＮａｓｅ灌胃给药，结果表明 ＳＮａｓｅ
能下调结肠组织 ＭＰＯ酶活水平以及 ＴＮＦɑ、ＩＬ
１β、ＩＬ６炎性细胞因子转录水平。进一步利用免
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疫组化检测结肠组织 ＮＥＴｓ水平标志物 ｃｉｔＨ３水
平，结果发现，ＴＮＢＳ模型组 ｃｉｔＨ３含量明显上调，
提示结肠炎中 ＮＥＴｓ形成活跃，经 ＬＬＳＮａｓｅ处理
后，中性粒细胞浸润以及 ｃｉｔＨ３含量明显下调，而
乳酸菌ＮＺ９０００也能改善 ＮＥＴｓ相关指标，可能因
为乳酸菌本身作为益生菌，可以调节肠道微生态从

而抑制 ＮＥＴｓ形成。本研究结果初步表明，ＳＮａｓｅ
能通过抑制ＮＥＴｓ形成从而缓解小鼠结肠炎症。

虽然本项研究存在一些不足，例如：ＴＮＢＳ造
模病死率偏高，导致样本较少，在统计学分析时部

分指标只出现差异趋势，未能得到理想的显著性差

异结果。但是，实验结果依然可以初步显示 ＮＥＴｓ
参与克罗恩病小鼠的疾病发展，本研究通过 ＳＮａｓｅ
处理，靶向ＮＥＴｓ降解可以缓解 ＴＮＢＳ诱导的小鼠
结肠炎，保护结肠组织结构，缓解炎性浸润下调促

炎细胞因子和上调抑炎细胞因子等。后续本课题

组将增加实验动物数量，继续深入探究 ＳＮａｓｅ对
ＴＮＢＳ造模小鼠结肠炎症影响的机制。总的来说，
ＳＮａｓｅ靶向 ＮＥＴｓ降解是克罗恩病的一个治疗方
向，其具体机制还需进一步探索。
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