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ＩＬ１６在炎症性肠病模型小鼠结肠组织的表达及意义

杨艳丽１　于　露２▲　李春霞１　朱玉贞１　马　群１　董冠军１△

（１济宁医学院基础医学院，２济宁医学院 ，济宁２７２０６７）

　　摘　要　目的　探究ＩＬ１６在恶唑酮诱导的小鼠炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）模型中的表达
及意义。方法　雌性７周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为正常对照组和模型组，每组１０只。正常对照组做乙醇对照
处理，模型组经恶唑酮诱导建立小鼠ＩＢＤ模型。观测小鼠活动度以及便血情况并记录体重变化，７ｄ后眼球静脉
取血处死小鼠，分离小鼠结肠组织，制作结肠组织ＨＥ切片染色，ｑＰＣＲ检测小鼠结肠组织中细胞因子ＩＬ１６ｍＲ
ＮＡ的变化，ＥＬＩＳＡ检测小鼠结肠组织中ＩＬ１６蛋白水平的变化。结果　与正常对照组相比，模型组小鼠结肠组
织中ＩＬ１６ｍＲＮＡ的水平明显升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；模型组ＩＬ１６蛋白水平明显升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＬ１６在恶唑酮诱导的小鼠ＩＢＤ模型中高表达，可能参与小鼠ＩＢＤ的发生发展。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＩＬ１６；Ｏｘａｚｏｌｏｎｅ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ

　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
是一组累及肠道的慢性非特异性炎症疾病，主要包

括溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）和克罗恩病
（Ｃｒｏｈｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）。其病因和发病机制尚不明
确，但有研究表明，机体多种免疫成分在 ＩＢＤ的发
病过程中扮演着十分重要的角色，如 Ｔ细胞、ＮＫ
细胞等免疫细胞浸润以及ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等细
胞因子的大量分泌［１３］。目前我国ＵＣ发病率明显
高于ＣＤ，ＵＣ患病率在近１０年里显著增加［４］。
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ＩＬ１６是一种免疫分子，在多种细胞生命活动
和疾病发生中起重要作用，与风湿性关节炎、过敏

性哮喘、肾移植等有密切的关系，有数据显示ＩＬ１６
在ＩＢＤ患者体内高表达［５］。目前，ＩＬ１６在 ＩＢＤ中
的作用和功能尚不明确。本文拟利用恶唑酮诱导

建立小鼠ＩＢＤ模型，观察ＩＬ１６在ＩＢＤ中的表达水
平，进一步探究ＩＬ１６在ＩＢＤ中的作用和功能。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　动物与分组　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雌性，７周
龄，体重约１８ｇ，购于济南朋悦实验动物技术有限
公司，ＳＰＦ级饲养。２０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠适应喂养１
周后，随机分为正常对照组和模型组，各１０只。动
物实验符合实验动物福利和动物伦理学要求。

１．１．２　试剂器材　恶唑酮（Ｓｉｇｍａ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ、反
转录试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（美国 Ｖａｚｙｍｅ公司）；ＩＬ１６ＥＬＩＳＡ
试剂盒（武汉华美公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＩＢＤ模型的建立及标本采集　小鼠腹腔注
射３％ 戊巴比妥钠致麻，暴露小鼠背部皮肤０．２ｃｍ
×０．２ｃｍ，分别在第１、２天用０．２ｍｌ的３％恶唑酮
（溶于１００％乙醇中）涂擦皮肤致敏１次，对照组用
１００％乙醇涂抹皮肤，５ｄ后将直径约１．５ｍｍ细导
管插入小鼠肛门约４ｃｍ处，１００μｌ１％恶唑酮（溶于
１００％乙醇中）灌肠，注入后捏紧肛门倒置小鼠约
１ｍｉｎ，以便药液与结肠充分接触，对照组同样做
１００％乙醇处理，待麻醉清醒后正常喂养，７ｄ后重
复灌肠１次。７ｄ后眼球取血处死小鼠，７５％乙醇
浸泡消毒５ｍｉｎ，置动物于解剖台，固定四肢，剪开
腹壁暴露腹腔分离全结肠，冲洗干净内容物保存样

本。

１．２．２　ＨＥ染色　取部分结肠组织冲洗干净内容
物，卷起固定于４％多聚甲醛，经脱水透明、浸蜡包
埋、切片、脱蜡染色等步骤制作ＨＥ染色组织切片。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ　取部分结肠组织剪
碎，加入５ｍｌ０．０１％胶原酶中３７℃温箱孵育１．５ｈ，
１５００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ收集细胞，加入７００μｌＴｒｉｚｏｌ提
取总ＲＮＡ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，按照说明书进行实时荧
光定量 ＰＣＲ反应。甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰ
ＤＨ）作为内参对照，引物序列如下：

ＩＬ１６
上游引物：５’ＡＧＴＧＡＧＡＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＡＣＡ３’
下游引物：５’ＡＣＣＣＡＧＧＡＧＡＣＣＡＧＡＡＡＡ３’
ＧＡＰＤＨ
上游引物：５’ＣＴＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡＣＡＧＴＧＧＧＴＡＴ３’
下游引物：５’ＡＧＡＣＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧＴＣＣＡＡＡ３’
１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测　取部分结肠组织剪碎加入
５００μｌＲＩＰＡ强裂解液中，强烈涡旋充分裂解后
１４０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，取上清，使用 ＩＬ１６的 ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测其在结肠组织中的浓度，按照试剂盒说

明书操作。

１．３　统计学方法
数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件进行分

析。

２　结果

２．１　两组小鼠体重变化、全结肠长度及结肠 ＨＥ
染色情况

与正常对照组相比，恶唑酮诱导模型组小鼠体

重从第４天开始显著降低且具有统计学差异，造模
期间模型组小鼠便血较为严重，解剖分离小鼠全结

肠可见模型组小鼠结肠充血、水肿，粪便不成颗粒

状。镜下观察小鼠结肠ＨＥ染色切片，模型组小鼠
结肠黏膜上皮细胞脱落、糜烂和溃疡形成，杯状细

胞减少，肠腺萎缩或消失，密度减低。见图１。

注：Ａ．小鼠造模期间体重变化及体重变化曲线；Ｂ．两
组小鼠全结肠照片；Ｃ．两组小鼠部分结肠制作切片
ＨＥ染色，２００×镜下观察组织损伤；与正常对照组相
比，Ｐ＜０．０５。

图１　两组小鼠体重变化，全结肠长度
及结肠ＨＥ染色情况

２．２　两组小鼠结肠ＩＬ１６的表达情况
与正常对照组相比，模型组小鼠结肠组织 ＩＬ

１６ｍＲＮＡ水平表达明显升高，差异具有统计学意
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义（ｔ＝５．８０，Ｐ＜０．０５）。与正常对照组相比，模型
组小鼠结肠组织中ＩＬ１６蛋白水平明显升高，差异
具有统计学意义（ｔ＝４４．６２，Ｐ＜０．０５）。见图２。

注：Ａ．两组小鼠结肠组织 ＩＬ１６ｍＲＮＡ表达；Ｂ．两组
结肠组织中ＩＬ１６蛋白水平的变化；与正常对照组相
比，Ｐ＜０．０５。

图２　两组小鼠结肠ＩＬ１６及ＩＬ１６ｍＲＮＡ的
表达情况

３　讨论

恶唑酮诱导的ＩＢＤ模型小鼠结肠炎是一种ＩＬ
４介导的以一种 ＩＬ４／ＩＬ５细胞因子表达量升高为
主的Ｔｈ２型炎症，其组织学特征主要表现为上皮细
胞缺失导致糜烂和浅溃疡的形成，杯状细胞和腺体

密度降低，黏膜和黏膜下层可见多种炎性细胞浸

润，恶唑酮诱导的炎症性肠炎这些特征与人类 ＩＢＤ
患者最相似［６］。因此，我们利用恶唑酮诱导小鼠

肠炎模型来探究 ＩＢＤ的病因和发病机制，为临床
治疗提供依据。

ＩＬ１６不仅可以作为一种 Ｔ细胞的趋化因子、
对Ｔ细胞的增殖具有一定的促进作用［７］，还可以

趋化活化的单核细胞、树突状细胞以及嗜酸性粒细

胞［８］，ＩＬ１６还参与急性间质性肾炎的发生发
展［９］。目前已有临床报道显示 ＩＢＤ患者血清中
ＩＬ１６异常表达［１０］。研究表明，ＩＢＤ尤其是 ＵＣ的
发病过程中Ｔ细胞、巨噬细胞、骨髓来源的抑制性
细胞［１１］等免疫细胞均发挥重要的生理作用。由

此，本文主要观察ＩＬ１６在炎症性肠病是否通过调
控某种或多种免疫细胞从而参与炎症性肠病的发

生发展过程。

本文结果显示建模过程中 ＩＢＤ模型小鼠较正
常对照组小鼠体重逐渐下降且从第４天开始小鼠
伴随腹泻和便血，全结肠ＨＥ染色也显示经典的肠
炎损伤，这表明恶唑酮诱导的 ＩＢＤ模型成功建立。
随后我们发现 ＩＢＤ模型组小鼠结肠组织中 ＩＬ１６
ｍＲＮＡ水平和蛋白水平的表达均具有显著性的增

强，说明 ＩＬ１６的高表达可能参与小鼠 ＩＢＤ的发
病。已有的研究中提及 ＩＬ１６主要由 Ｔ细胞分泌
作用于自身或趋化其他免疫细胞参与炎症的发生

发展，提示ＩＬ１６对ＩＢＤ模型中效应细胞具有一定
的调控作用。

综上所述，本研究采用恶唑酮成功诱导小鼠

ＩＢＤ模型，并发现ＩＬ１６在恶唑酮诱导的 ＩＢＤ模型
小鼠全结肠组织中高表达，但是ＩＬ１６参与 ＩＢＤ中
的具体调控机制尚不清楚，这是我们接下来进一步

的研究方向。
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３　讨论

泛素蛋白质酶系统一直是生物科学的研究热

点之一，泛素蛋白与目标蛋白的共价结合介导蛋白

的选择性降解是泛素参与的经典途径，这一途径广

泛存在于真核生物中［８］。因此，为了维持功能的

稳定，泛素基因序列从高等无脊椎动物到低等的真

菌具有高度的保守性，例如人和酵母的泛素基因仅

有３个氨基酸残基的差别［９］。本研究克隆得到的

单环刺
!

泛素基因蛋白质序列与其他物种的序列

也具有极高的保守性，仅仅在 Ｃ端存在着一个氨
基酸的不同，这些结果进一步说明泛素基因在生物

进化过程中具有相同的祖先，而且进化过程中为了

维持功能的稳定，序列几乎不发生变异，从另外角

度也证明了其功能的重要性。

单环刺
!

泛素基因在各器官中广泛存在，而且

除体腔液外在其他器官中的表达量无统计学差异，

这一结果恰好与泛素基因的名字在各组织中广泛

存在相对应，这也与拟穴青蟹中泛素在各器官中的

分布规律一致［５］。但是泛素基因在精卵发生过程

中发挥着重要作用，其表达量会出现显著性的变

化，例如在小鼠精原细胞中含量很低，精母细胞含

量开始升高，到达精子表达量最高［１０］。对于单环

刺
!

来说，其体腔液中会存在大量生殖细胞［１１１２］，

这会导致泛素基因的相对表达量改变。此外，泛素

参与的非经典途径参与多种生理生化反应，在低等

的海洋无脊椎动物中，泛素具有抗菌的特性［６］，单

环刺
!

泛素的功能需要进一步的研究。
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