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肥大细胞调节巨噬细胞极化在炎症性肠病中的作用
余畋余１，２，３，刘道利１，汪朝晖１，胡霜久１，刘　 斌１

摘要　 目的　 探究肥大细胞（ＭＣ）在炎症性肠病过程中的作

用和调节机制。 方法 　 用野生型小鼠、ＭＣ 缺陷小鼠和 ＭＣ
重建小鼠构建右旋葡聚糖硫酸钠诱导的炎症性肠病模型。
采用甲苯胺蓝染色、流式细胞术、实时定量 ＰＣＲ、ＨＥ 染色和

Ｋｉ６７ 免疫组化分析相关指标。 结果 　 ＭＣ 在重组人干细胞

因子（Ｓｃｆ）和基质金属蛋白酶⁃９（Ｍｍｐ⁃９）因子诱导下向肠道

迁移和浸润。 在小鼠炎症性肠病模型中，ＭＣ 缺陷小鼠的肠

黏膜绒毛结构完整性欠佳，肠道炎症较重且黏膜修复能力较

差。 ＭＣ 重建后肠道炎症减轻且黏膜修复能力得以恢复。
野生型小鼠组巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 比率低于 ＭＣ 缺陷小鼠组。
与 Ｍ２ 型巨噬细胞相关的白细胞介素 ４（ Ｉｌ４）和白细胞介素

１０（ Ｉｌ１０）在野生型小鼠组高于 ＭＣ 缺陷小鼠组，其他抑炎因

子基因白细胞介素 １３（ Ｉｌ１３）和转录因子 Ｇａｔａ３ 野生型组也
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较高，促炎因子基因诱导型一氧化氮合酶 Ｉｎｏｓ 则相反。 结

论　 ＭＣ 是通过极化巨噬细胞而发挥炎症性肠病过程中的

抗感染和促进黏膜修复作用的。
关键词　 肥大细胞；炎症性肠病；巨噬细胞；炎症因子；抑炎

因子；极化
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　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ）
是一组病因未明的累及全肠道的慢性非特异性炎症

疾病，主要包括溃疡性结肠炎和克罗恩病。 ＩＢＤ 主

要病理特征为肠黏膜的损伤［１］，现主流研究观点认

为其致病因素为免疫功能紊乱和上皮细胞屏障受

损［２ － ３］。 肥大细胞（ｍａｓｔ ｃｅｌｌ， ＭＣ）是源自骨髓前体

细胞的先天免疫细胞，在干细胞因子（ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ， ＳＣＦ）的影响下成熟，并最终在肠道上皮内间隙

中定居。 作为前哨免疫细胞群的一员，ＭＣ 是抵抗

攻击的一线防御细胞，与肠道炎症活动密切相

关［４］。 然而，ＭＣ 在炎症性肠病过程中的作用和调

节机制仍未有报道。 该研究通过右旋葡聚糖硫酸钠

（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的 ＩＢＤ 模型，构建

野生型小鼠（以下简称 ＷＴ 小鼠）、ＭＣ 缺陷小鼠（以
下简称 Ｃ⁃ｋｉｔ 小鼠）和 ＭＣ 重建小鼠相关炎症癌症序

列演变模型，探究 ＭＣ 在 ＩＢＤ 过程中的作用和调节

·２５１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 实验动物 　 ＷＴ 型小鼠：雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠，６ ～ ８ 周龄，２０ ～ ２４ ｇ，购于北京 Ｖｉｔａｌ Ｒｉｖｅｒ 实验

动物中心，饲养于同济大学 ＳＰＦ 级动物房。 Ｃ⁃ｋｉｔ 小
鼠： ６ ～ ８ 周龄雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ＫｉｔＷ⁃ｓｈ ／ Ｗ⁃ｓｈ 小鼠购

于美国 Ｊａｘ 实验室，繁殖于同济大学 ＳＰＦ 级动物房。
ＭＣ 重建小鼠［４ － ５］：雌性 ５ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ＫｉｔＷ⁃ｓｈ ／
Ｗ⁃ｓｈ 小鼠，通过腹腔注射体外培养的 ＷＴ 小鼠来源

的骨髓来源的 ＭＣ（约 ５ × １０６ 个）。 ５ 周后可获得

ＭＣ 重建小鼠，使用肠道甲苯胺蓝染色切片观察重

建效率。
１． １． ２　 主要试剂和仪器 　 葡聚糖硫酸钠（ ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｕｌｐｈａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）购自美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公

司；胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＢＢ５１５ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃
ＣＤ１１ｂ、 ＰＥ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｆ４ ／ ８０、 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７
Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ２０６、 ＰＥ⁃Ｃｙ７ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ
ＣＤ８６、Ｆｉｘａｔｉｏｎ ／ Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉ Ｋｉｔ 破膜染色剂、ＡＰＣ⁃
Ｃｙ７ 通道死活细胞染料均购自美国 ＢＤ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公

司；Ｐｅｒｃｐ ／ ｃｙ５. ５ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ４５、ＰＥ⁃Ｃｙ７ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃
ｍｏｕｓｅ ＣＤ１１７、ＦＩＴＣ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＦｃεＲＩ 均购自美

国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；Ｋｉ６７ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；
小鼠 ｍＲＮＡ 引物购自上海生工生物工程有限公司；
ＴＲＩｚｏｌ 用于提取总 ＲＮＡ，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ ＲＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒购自瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司，使用购自 Ｒｏｃｈｅ 公司的 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 仪

器进行进一步分析；单核细胞分离试剂盒购自德国

Ｍｉｌｔｅｎｙｉｂｉｏｔｅｃ 公司。
１． １． ３　 小鼠 ｍＲＮＡ 引物　 表 １ 中所涉及的引物均

为 ＩＢＤ 期间参与炎症形成的关键细胞因子。
１． ２　 方法

１． ２． １　 小鼠 ＩＢＤ 模型构建　 配制浓度为 ２. ５％ 的

ＤＳＳ（分子量 ３６ ０００ ～ ５０ ０００）水溶液。 小鼠连续饲

喂 ＤＳＳ 水溶液 ７ ｄ，随后更换为正常水连续饲喂 ７
ｄ。 每天观察小鼠的炎症特征，包括腹泻、便血、体质

量和存活率的变化，综合这类特征计算活动疾病指

数（ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）。 具体公式如下：体
质量下降百分率（体质量不变为 ０，１ ～ ５ 为 １ 分，５ ～
１０ 为 ２ 分，１０ ～ １５ 为 ３ 分，大于 １５ 为 ４ 分）、大便黏

稠度（正常为 ０，松散的大便为 ２ 分，腹泻为 ４ 分）和
大便出血（正常 ０ 分，隐血阳性为 ２ 分，显性出血为

４分 ） ，３ 项结果的总分除以３ 即得到ＤＡＩ值 。即

表 １　 引物序列（５′⁃３′）

基因名称 上游引物（Ｆ） 下游引物（Ｒ）
Ｉｌ２３ ＣＡＧＣＧＧＧＡＣＡＴＡＴＧＡＡＴＣＴＡＣＴ ＴＴＧＡＡＧＡＴＧＴＣＡＧＡＧＴＣＡＡＧＣＡ
Ｒｏｒｃ ＡＣＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＧＡＴＣＣＣＴＴＧＣ ＧＧＡＧＴＡＧＧＣＣＡＣＡＴＴＡＣＡＣＴＧ
Ｉｌ１７ａ ＧＡＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＣＴＣＴＧＡＴ ＧＣＣＡＡＧＧＧＡＧＴＴＡＡＡＧＡＣＴＴＴＧ
Ｔｂｅｔ ＧＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＴＧＡＡＡＡＴＣＧＡＣ ＡＧＧＣＴＧＴＧＡＧＡＴＣＡＴＡＴＣＣＴＴＧ
Ｆｏｘｐ３ ＴＴＴＣＡＣＣＴＡＴＧＣＣＡＣＣＣＴＴＡＴＣ ＣＡＴＧＣＧＡＧＴＡＡＡＣＣＡＡＴＧＧＴＡＧ
Ｉｌ６ ＣＴＣＣＣＡＡＣＡＧＡＣＣＴＧＴＣＴＡＴＡＣ ＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣＴＣＴＴＴＴＣＴＣＡ
Ｓａｔａ３ ＴＧＴＣＡＧＡＴＣＡＣＡＴＧＧＧＣＴＡＡＡＴ ＧＧＴＣＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＴＣＴＡＧＣＣＡ
Ｓａｔａ５ａ ＧＡＴＡＣＧＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＡＴＣＡＡ ＧＧＧＴＡＣＡＴＧＴＴＧＴＡＧＴＧＡＧＧＴＴ
Ｓｃｆ ＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＧＴＡＡＴＡＧＧ ＡＡＴＴＡＣＡＡＧＣＧＡＡＡＴＧＡＧＡＧＣＣ
Ｍｍｐ⁃９ ＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧＡＡＡＡＣＣＴＣＣＡＡＣ ＧＡＣＴＧＣＴＴＣＴＣＴＣＣＣＡＴＣＡＴＣ
Ｉｎｏｓ ＴＧＣＣＡＣＧＧＡＣＧＡＧＡＣＧＧＡＴＡＧ ＣＴＣＴＴＣＡＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＧＡＡＣＧ
Ｃｃｌ２ ＴＴＴＴＴＧＴＣＡＣＣＡＡＧＣＴＣＡＡＧＡＧ ＴＴＣＴＧＡＴＣＴＣＡＴＴＴＧＧＴＴＣＣＧＡ
Ｖｅｇｆ ＴＡＧＡＧＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡＡＧＣＣＧＴＣ ＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣＡＴＴＣＡＣＡ
Ｔｇｆｂ ＣＣＡＧＡＴＣＣＴＧＴＣＣＡＡＡＣＴＡＡＧＧ ＣＴＣＴＴＴＡＧＣＡＴＡＧＴＡＧＴＣＣＧＣＴ
Ｃｃｌ２ ＴＴＴＴＴＧＴＣＡＣＣＡＡＧＣＴＣＡＡＧＡＧ ＴＴＣＴＧＡＴＣＴＣＡＴＴＴＧＧＴＴＣＣＧＡ
Ｃｃｒ９ ＣＡＧＴＴＴＧＣＡＡＧＣＣＡＴＴＴＴＣＴＴＣ ＧＴＣＴＴＣＡＣＴＣＴＴＧＴＧＣＡＡＴＡＣＣ
Ｃｃｒ６ ＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＡＧＧＴＡＴＴＴＧＴＧＣ ＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＡＡＴＧＴＴ
Ｃｃｒ５ ＧＣＴＣＡＴＣＴＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＧＡＴＴ ＡＴＡＧＡＴＧＡＣＡＧＧＧＴＴＴＡＧＧＣＡＧ
Ｃｃｒ４ ＡＡＡＴＡＣＡＡＧＡＧＧＣＴＣＡＡＧＴＣＣＡ ＧＡＴＧＧＣＣＡＧＧＴＡＴＣＴＧＴＣＴＡＴＧ
Ｉｌ２２ ＧＣＡＧＡＴＡＡＣＡＡＣＡＣＡＧＡＴＧＴＣＣ ＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＴＧＡＧ
Ｉｌ５ ＣＴＣＴＧＴＴＧＡＣＡＡＧＣＡＡＴＧＡＧＡＣ ＧＴＣＴＡＧＣＣＣＣＴＧＡＡＡＧＡＴＴＴＣＴ
Ｇａｔａ３ ＡＴＴＡＣＣＡＣＣＴＡＴＣＣＧＣＣＣＴＡＴ ＣＧＧＴＴＣＴＧＣＣＣＡＴＴＣＡＴＴＴＴＡＴ
Ｍｃｐｔ７ ＣＣＴＧＣＧＴＧＣＣＡＡＴＧＡＣＡＣＣＴＡＣ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＡＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴＧＴＴＧ
Ｉｌ４ ＴＡＣＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴＡＴＣＣＡＣＧＧＡＴＧ ＴＧＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＧＴＴＧＣＴＧＴＧＡＧ
Ｉｌ１５ ＴＣＴＣＣＴＧＧＡＡＴＴＧＣＡＧＧＴＴＡＴＴ ＧＣＣＡＧＡＴＴＣＴＧＣＴＡＣＡＴＴＣＴＴＧ
Ｉｌ２ ＴＧＡＧＣＡＧＧＡＴＧＧＡＧＡＡＴＴＡＣＡＧ ＣＡＧＡＧＧＴＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
Ｃｃｌ１１ ＣＴＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＡＴＣＡＴＧＡＣ ＡＡＣＣＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＧＧ
Ｃｃｌ５ ＧＴＡＴＴＴＣＴＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＧ ＴＣＴＴＧＡＡＣＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧ
Ｃｘｃｌ１０ ＣＡＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＴＡＴＣＧＡＴＧＡＣ ＧＡＴＴＣＣＧＧＡＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＴＣＴ
Ｃｘｃｌ９ ＡＡＴＣＣＣＴＣＡＡＡＧＡＣＣＴＣＡＡＡＣＡ ＴＣＣＣＡＴＴＣＴＴＴＣＡＴＣＡＧＣＴＴＣＴ
Ｉｌ１７ｆ ＣＧＴＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＡＣＣＧＣＴＣＣＡＧ ＴＴＧＣＴＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣＧＧＡＧＴＴＣ
Ｉｌ１３ ＡＣＣＣＴＴＡＡＧＧＡＧＣＴＴＡＴＴＧＡＧＧ ＡＴＴＧＣＡＡＴＴＧＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＴＣ
Ｉｌ１０ ＴＴＣＴＴＴＣＡＡＡＣＡＡＡＧＧＡＣＣＡＧＣ ＧＣＡＡＣＣＣＡＡＧＴＡＡＣＣＣＴＴＡＡＡＧ
Ｉｎｆｇ ＣＴＴＧＡＡＡＧＡＣＡＡＴＣＡＧＧＣＣＡＴＣ ＣＴＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＡＴＧＡＡＴＧＣＡ
Ｔｎｆａ ＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴＴＴＧＡＧＡ

ＤＡＩ ＝ （体质量指数 ＋大便形状 ＋出血情况） ／ ３。
１． ２． ２　 组织 ＨＥ、甲苯胺蓝染色和免疫组化染色　
在前期的研究［５］中已具体描述。
１． ２． ３　 实时定量 ＰＣＲ 检测小鼠结肠 ｍＲＮＡ　 使用

ＴＲＩｚｏｌ 方法提取 ＲＮＡ，并使用 ＲＮｅａｓｙ 柱对其进行纯

化。 通过 ＰＣＲ 仪以及特异性引物对基因的表达量

进行检测。 扩增完成后，进行 ＤＮＡ 解链曲线分析以

确认单个扩增子的存在。 ＧＡＰＤＨ 是用于标准化转

录水平的内部参考基因。 每个基因转录水平的相对

表达量用 ２ － ΔΔＣｔ法分析。
１． ２． ４　 结肠固有层单核细胞分离及 ＭＣ 流式分析

　 按照单核细胞分离试剂盒制造商的说明从小鼠结

肠中分离单核细胞。 然后使用前文方法［４ － ５］标记单

核细胞中的 ＭＣ。 使用 ＢＤ ＦＡＣＳＣａｎｔｏ 仪器进行采
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集，使用 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行数据分析。
１． ２． ５　 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型巨噬细胞染色和流式分析　 Ｍ１
型巨噬细胞染色：将 ＢＢ５１５ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ、ＰＥ Ｒａｔ
Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｆ４ ／ ８０、 ＰＥ⁃Ｃｙ７ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ８６、
Ｐｅｒｃｐ ／ ｃｙ５. ５ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ４５ 抗体加入样品中，４ ℃
条件下孵育 ３０ ｍｉｎ。 Ｍ２ 型巨噬细胞染色：先将

ＢＢ５１５ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ、 ＰＥ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｆ４ ／ ８０、
Ｐｅｒｃｐ ／ ｃｙ５. ５ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ４５ 抗体加入样品中，４ ℃
条件下孵育 ３０ ｍｉｎ 染表面 Ｍａｒｋｅｒ。 使用固定破膜

液进行表面 Ｍａｒｋｅｒ 固定及破膜作用后，加入抗体

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ２０６，４ ℃条件下

孵育 ３０ ｍｉｎ，进行胞内染色。 １ × ＰＢＳ 洗涤后使用

ＦＡＣＳＣａｎｔｏ ＩＩ 仪器上机和 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行数据分

析。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６. ０ 软件

进行分析。 数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，用 ｔ 检验和单因素

方差分析对数据进行统计学分析。 每个实验至少重

复 ３ 次，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＭＣ 在 ＤＳＳ 诱导的肠炎恢复期浸润增加　 在

ＤＳＳ 水溶液诱导的肠炎小鼠模型中，第 ３ ～ ７ 天为炎

症的活动期，第 １０ ～ １４ 天为炎症的恢复期。 如图

１Ａ 所示，对不同时间节点的结肠进行实时定量 ＰＣＲ
分析，与 ＭＣ 迁移和分化紧密相关的因子 Ｓｃｆ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平随着时间节点变化，可见炎症活动期

结束的第 ７ 天 Ｓｃｆ ｍＲＮＡ 表达最高，且恢复期一直维

持在较高的表达水平。 可见肠上皮损伤后肠道在炎

症期逐渐分泌了大量 Ｓｃｆ 因子。 另一种与 ＭＣ 迁移

及浸润有关的因子 Ｍｍｐ⁃９ 的表达也在恢复期上调。
为了进一步探索 ＭＣ 是否受到分泌的 Ｓｃｆ 和 Ｍｍｐ⁃９
因子的影响，用流式细胞术检测了不同时间点的

ＭＣ 在单核细胞中的占比（图 １Ｂ），可见在恢复期

ＭＣ 比例升高，差异有统计学意义（ＦＤａｙ１０ ＝ ７９. ７５， Ｐ
＜ ０. ００１）（ＦＤａｙ１２ ＝ １３. ００， Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，一种

反映 ＭＣ 数量和功能的类胰蛋白酶基因 Ｍｃｐｔ７ 的表

达也在恢复期上升（图 １Ｃ）。 同时，在第 ３、７ 天炎症

期，Ｍｍｐ⁃９、Ｓｃｆ 和 Ｍｃｐｔ７ 的表达量与第 ０ 天比较，差
异无统计学意义。 最后，本研究使用甲苯胺蓝对不

同时间节点的结肠进行染色，结果显示炎症活动期

的 ＭＣ 较少，恢复期可见 ＭＣ 大量浸润于肠组织中

（图 １Ｄ）。

图 １　 ＭＣ 在 ＤＳＳ 诱导的肠炎恢复期浸润增加

　 　 Ａ：实时荧光定量 ＰＣＲ 分别检测各时间节点肠组织中 Ｓｃｆ （ ａ） 和 Ｍｍｐ⁃９ （ ｂ） 基因的变化水平；Ｂ：流式细胞术分析各时间节点肠组织

ＣＤ４５ ＋ ＣＤ１１ｂ － ＣＤ１１７ ＋ ＦｃεＲＩ ＋ 的 ＭＣ 含量；Ｃ： 实时荧光定量 ＰＣＲ 分别检测各时间节点肠道中 Ｍｃｐｔ７ 基因的变化水平；Ｄ：使用甲苯胺蓝染色

分析各时间节点的 ＭＣ 迁移和浸润情况 × １００；ａ：第 ０ 天；ｂ：第 ７ 天； ｃ：第 １０ 天； ｄ：第 １２ 天；与第 ０ 天比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１
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２． ２　 ＤＳＳ 诱导的肠炎模型中 ＭＣ 缺陷鼠结肠黏膜

损伤较重且黏膜修复受限　 用 ＷＴ 小鼠和 Ｃ⁃ｋｉｔ 小
鼠构建肠炎模型。 较 ＷＴ 组而言，Ｃ⁃ｋｉｔ 组体质量损

失较大（图 ２Ａ）。 小鼠生存曲线表明 Ｃ⁃ｋｉｔ 组肠道

炎症较重，生存率较低（图 ２Ｂ）。 小鼠 ＤＡＩ 指数通

过综合评估小鼠便血（图 ２Ｃ）、腹泻、体质量减轻等

体征获得。 可见 Ｃ⁃ｋｉｔ 组不同时间节点 ＤＡＩ 指数均

低于 ＷＴ 组（图 ２Ｄ）。 结肠受炎症程度的影响会缩

短，长度越短则代表肠道炎症越重。 Ｃ⁃ｋｉｔ 组结肠长

度整体较 ＷＴ 组缩短更多（图 ２Ｅ），ＷＴ 组和 Ｃ⁃ｋｉｔ
组结肠长度分别为 （１０. ３ ± １. １７） ｃｍ 和 （７. ９ ±
０. ９１）ｃｍ，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １. ０６，Ｐ ＜ ０. ０１）。
ＨＥ 染色反映肠道黏膜的结构完整性。 如图 ２Ｆ 所

示，ＷＴ 组绒毛可见，结构较完整，肠道恢复较好。

然而，Ｃ⁃ｋｉｔ 组未见完整的绒毛结构，组织破坏严重，
肠道恢复较差。 Ｋｉ６７ 免疫组化染色反映组织的增

生和修复能力（图 ２Ｇ），ＷＴ 组和 Ｃ⁃ｋｉｔ 组 Ｋｉ６７（ ＋ ）
细胞百分比分别为 （ ６４. ２ ± ５. ８９ ）％ 和 （ ２７. ２ ±
１０. ２３）％ ， Ｋｉ６７（ ＋ ）细胞百分比 ＷＴ 组较高，差异

有统计学意义（Ｆ ＝ ３. ０１７，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ３　 ＭＣ 缺陷鼠重建 ＭＣ 后炎症减轻且恢复了修

复能力　 利用 ＷＴ 小鼠、ＭＣ 小鼠和 ＭＣ 重建小鼠构

建肠炎模型。 ＭＣ 重建组体质量损失介于 ＷＴ 组和

Ｃ⁃ｋｉｔ 组之间 （图 ３Ａ）。 ＭＣ 重建组结肠长度为

（８. ０４ ± ０. ５９） ｃｍ，与 ＷＴ 组比较，差异无统计学意

义，与 Ｃ⁃ｋｉｔ 组比较，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １. ５２６，
Ｐ ＜ ０. ０５），ＭＣ 重建组结肠长度大于 Ｃ⁃ｋｉｔ 组 （图

３ Ｂ） 。ＭＣ的重建一定程度上抑制了肠道炎症。ＮＣ

图 ２　 ＷＴ 组和 Ｃ⁃ｋｉｔ 组第 １４ 天的肠炎损伤和恢复对比

　 　 Ａ：两组小鼠的体质量变化率；Ｂ：两组小鼠的生存曲线；Ｃ：典型的两组小鼠便血症状；Ｄ：两组小鼠 ＤＡＩ 指数；Ｅ：第 １４ 天小鼠结肠长度；Ｆ：

第 １４ 天两组小鼠代表性的 ＨＥ 染色；左侧 × ５０；右侧 × ２００；Ｇ：第 １４ 天两组小鼠代表性的 Ｋｉ６７ 免疫组化染色和定量分析 × ２００；与 ＷＴ 组小鼠

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

·５５１１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



组和 ＭＣ 重建组 Ｋｉ６７（ ＋ ）细胞百分比分别为（６. ４
± ２. ０７）％ 和 （４９. ４ ± ８. ３２）％ 。 ＭＣ 重建组 Ｋｉ６７
（ ＋ ）细胞百分比低于 ＷＴ 组（Ｆ ＝ １. ９９７，Ｐ ＜ ０. ０５），
高于 Ｃ⁃ｋｉｔ 组（Ｆ ＝ １. ５１１，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３Ｃ、３Ｄ。
２． ４　 在 ＩＢＤ 过程中 ＭＣ 通过极化 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型巨噬

细胞发挥抑炎和促进黏膜修复的作用　 对结果 ２. ２
项中两组小鼠的结肠组织提取单核细胞并用流式细

胞术标记和分析。 Ｃ⁃ｋｉｔ 组（０. ５３ ± ０. ０２）的 Ｍ１ 型

巨噬细胞比例高于 ＷＴ 组（０. ４８ ± ０. ０２），Ｃ⁃ｋｉｔ 组
（０. １０ ± ０. ０１）的 Ｍ２ 型巨噬细胞比例低于 ＷＴ 组

（０. ２０ ± ０. ０３）。 统计学分析 Ｃ⁃ｋｉｔ 组巨噬细胞 Ｍ１ ／
Ｍ２ 的比率较 ＷＴ 组增高（图 ４Ａ），柱状图反映了两

组小鼠 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型巨噬细胞比例，使用非配对 ｔ 检验

进行分析 （ ｔ ＝ ５. ５８４），差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
１. １８３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 为探究这种比率差异对 ＩＢＤ 过

程的影响，用实时定量 ＰＣＲ 检测了两组小鼠结肠组

织中包含与 Ｍ２ 巨噬细胞功能密切相关的抑炎因子

基因和 Ｍ１ 巨噬细胞功能相关的促炎因子基因（图
４Ｂ）。 分析其中差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）的多

个基因，包括 Ｉｌ４、 Ｉｌ１０、 Ｉｌ１３、Ｃｃｌ５、Ｃｘｃｌ９、Ｇａｔａ３、 Ｉｎｏｓ
等。 基因 Ｉｎｏｓ 是反映炎症程度指标，ＷＴ 组（０. ６２ ±
０. ４３）相对表达低于 Ｃ⁃ｋｉｔ 组（２. ２５ ± ０. ９４），差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 基因 Ｉｌ４、Ｉｌ１０、Ｉｌ１３、Ｇａｔａ３

是参与抑制炎症发展和促进组织重塑过程的指标，
与 Ｍ２ 巨噬细胞功能关系极为密切，ＷＴ 组表达均高

于 Ｃ⁃ｋｉｔ 组（图 ４Ｃ）。 ＷＴ 组基因 Ｉｌ４、Ｉｌ１０、Ｉｌ１３、Ｇａ⁃
ｔａ３ 的表达依次为（２. １８ ± １. ２４）、（１. ７８ ± ０. ６３）、
（１. １５ ± ０. １３） 和 （１. ２２ ± ０. １０ ）， Ｃ⁃ｋｉｔ 组依次为

（０. ４６ ± ０. ３５）、 （０. ８１ ± ０. ４１）、 （０. ３４ ± ０. ２６） 和

（０. ４７ ± ０. ４４），差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜
０. ０１）。

３　 讨论

　 　 本研究表明肠上皮受损后肠道可分泌 Ｓｃｆ 和
Ｍｍｐ⁃９ 诱导 ＭＣ 向炎症肠组织迁移和浸润。 Ｓｃｆ 和
Ｍｍｐ⁃９ 的表达上调可能是为炎症恢复期 ＭＣ 的聚集

提供有利环境，以便于 ＭＣ 在炎症恢复期活化和发

挥特定功能。 在小鼠 ＩＢＤ 模型中，ＭＣ 缺陷小鼠的

肠黏膜绒毛结构破坏较严重，肠道炎症较重且黏膜

修复能力较差。 然而，当在 ＭＣ 缺陷小鼠体内重建

ＭＣ 后，发现肠黏膜再生修复功能得以恢复，肠道炎

症也得以减轻。 这证实 ＭＣ 对于 ＩＢＤ 的免疫调节和

黏膜修复是至关重要且必不可少的。 本研究用流式

细胞术分析了炎症反应中至关重要的巨噬细胞，活
化的巨噬细胞有两种亚型，即促炎 Ｍ１ 型和抑炎 Ｍ２
型巨噬细胞［６］ 。Ｍ１型巨噬细胞在炎症过程中扮演

图 ３　 ＭＣ 缺陷鼠重建 ＭＣ 后第 １４ 天的炎症和黏膜恢复情况

　 　 Ａ：３ 组小鼠的体质量变化；Ｂ：第 １４ 天 ３ 组小鼠结肠长度差异；Ｃ：ＮＣ 组和 Ｃ⁃ｋｉｔ ＋ ＭＣｓ 组小鼠代表性的 Ｋｉ６７ 免疫组化染色 × ２００；Ｄ：定量

分析小鼠 Ｋｉ６７ 免疫组化染色；与 Ｃ⁃ｋｉｔ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＷＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ４　 ＭＣ 对巨噬细胞极化和肠组织环境的影响

　 　 Ａ：两组小鼠结肠中单个核细胞的流式数据图和统计；Ｂ：热图显示两组小鼠结肠中常见并与 Ｍ１ 和 Ｍ２ 巨噬细胞功能密切相关的细胞因子

的基因表达水平；Ｃ：在 ＷＴ 和 Ｃ⁃Ｋｉｔ 小鼠结肠内相关基因的表达水平差异；与 ＷＴ 型小鼠比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

着促炎的角色，其主要分泌肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，Ｔｎｆ⁃α）、Ｉｌ６、Ｉｌ１２ 和 Ｉｌ１β；Ｍ２ 型巨噬细

胞在炎症过程中则扮演着抑炎的角色，其主要分泌

Ｉｌ４ 和 Ｉｌ１０ 等因子，弱化免疫反应进而抑制炎症的发

生发展，促进伤口愈合［７］。 活化的巨噬细胞既能调

节组织损伤也能促进修复［８］。 结果显示 ＷＴ 野生型

小鼠组的结肠内巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 比率低于 ＭＣ 缺

陷小鼠组。 同时，类似 Ｍ２ 型巨噬细胞，ＭＣ 自身活

化后也可以分泌 Ｉｌ４，除此之外，还可分泌 Ｉｌ１３，共同

起到抗炎作用［９］。 显然，ＭＣ 一定程度上富集了抗

感染作用的 Ｍ２ 型巨噬细胞，降低了促炎作用的 Ｍ１
型巨噬细胞，这种极化巨噬细胞的作用有利于肠炎

恢复期的黏膜愈合和组织修复。 ３２ 种抑炎和促炎

因子基因的检测进一步证实了上述结论。
　 　 本研究仍存在一定局限性，小鼠肠组织环境中

炎性多细胞因子的实时定量荧光 ＰＣＲ 检测反映了

ｍＲＮＡ 基因水平的差异性，基因调控下游蛋白水平

的差异性仍需在后续的研究中进一步补充。 此外，
ＭＣ 可以分泌多种趋化因子，如 Ｃｃｌ３、Ｃｃｌ４、Ｃｃｌ５、Ｃｘ⁃
ｃｌ９ 等［１０］。 但笔者发现 ＭＣ 缺陷以后，这些趋化因

子基因表达水平没有明显降低，说明 ＭＣ 并非唯一

影响 ＩＢＤ 过程的免疫细胞，将在后续工作中进一步

剖析 ＩＢＤ 过程中免疫细胞浸润和串扰的相关机制。
　 　 本研究阐述了 ＭＣ 是通过极化巨噬细胞在 ＩＢＤ
过程中发挥抗炎和促进黏膜修复作用的，它为 ＭＣ
参与 ＩＢＤ 调控提供了可靠的理论依据。 如果临床

研究进一步证实此理论的可靠性，未来 ＭＣ 数目和

活性可能作为评价 ＩＢＤ 患者结肠黏膜愈合功能的

一项可靠指标。 Ｉｌ１３、Ｇａｔａ３、Ｉｌ４、Ｉｌ１０、Ｉｎｏｓ 等指标也

可能作为评价 ＩＢＤ 患者肠道自愈功能的辅助指标。
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