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盘状结构域受体１对实验性结肠炎小鼠肠道炎症及纤维化的影响
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　　［摘要］　目的　探究盘状结构域受体１（ｄｉｓｃｏｉｄｉｎｄｏｍａｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＤＤＲ１）在慢性结肠炎小鼠肠道
炎症及肠纤维化中的功能。方法　针对 ＤＤＲ１基因 ｅｘｏｎ４设计并合成 ｇＲＮＡ序列，与编码 Ｃａｓ９的
ｍＲＮＡ混合显微注射入Ｃ５７ＢＬ／６小鼠受精卵内，构建 ＤＤＲ１基因突变小鼠。选择 Ｆ４代基因敲除纯合
子小鼠 （ＤＤＲ１－／－）和野生型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，通过葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导慢性结肠炎模型。比较两组
小鼠疾病活动指数（ＤＡＩ）、体质量、结肠长度及组织病理学变化。ＥＬＩＳＡ法检测外周血细胞因子的含
量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠结肠纤维化相关蛋白表达。结果　ＰＣＲ法检测结果显示利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
技术成功构建ＤＤＲ１－／－小鼠；循环饮用 ＤＳＳ后，与野生型小鼠相比，ＤＤＲ１－／－小鼠体质量下降减缓，ＤＡＩ
评分及肠组织病理学评分降低，结肠短缩减轻（５．８１±０．１１ｃｍｖｓ５．１９±０．０５ｃｍ，Ｐ＜０．０５）；血清 ＩＬ１β、
ＴＮＦα及ＴＧＦβ水平下调（Ｐ＜０．０１）；Ｍａｓｓｏｎ染色胶原容积评分显示肠纤维化减轻（ＤＳＳＷＴｖｓＤＳＳ
ＤＤＲ１，４１．４３±０．０８ｃｍｖｓ２１．３７±０．０７ｃｍ，Ｐ＜０．０１）；肠组织 ＴＧＦβ、αＳＭＡ和 ＣＯＬ１Ａ１的蛋白表达下
降。结论　ＤＤＲ１参与慢性结肠炎的发生，敲除 ＤＤＲ１基因可减轻慢性结肠炎肠道炎症及纤维化的症
状和疾病进程。

　　［关键词］　盘状结构域受体１；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术；基因敲除；结肠炎；肠纤维化
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　　炎性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是一种
病因尚不十分清楚的非特异性肠道炎症性疾病。回顾

性研究显示［１］，我国 ＩＢＤ在 １０年间经历了从罕见病
到常见病的演变过程，其长期、慢性、反复出现的炎性

组织损伤所致的腹痛、腹泻、乏力和消瘦等症状，严重

危害着国人的健康。肠道的组织修复和再生过程可促

使成纤维细胞、肌成纤维细胞等肠间质细胞增殖，肠壁

间胞外基质沉积，肌层过度增生，最终因慢性肠炎引起

肠腔狭窄和肠壁顺应性降低［２］。因此，深入研究肠炎

及肠纤维化的发病机制将有助于了解炎性肠病的全

貌，并探索新的治疗方法。

　　盘状结构域受体（ｄｉｓｃｏｉｄｉｎｄｏｍａｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＤＤＲ）
是新型受体型蛋白酪氨酸激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＲＴＫｓ），因其胞外段含有一个由１５５个氨基酸
的圆盘状结构而得名［３］，该区与Ⅰ～Ⅲ型胶原结合后，
可引起膜受体的活化并调节下游的信号通路［４］。

ＤＤＲｓ包括ＤＤＲ１和 ＤＤＲ２，其中 ＤＤＲ１基因分别位于
人６Ｐ２１．３及小鼠 １７Ｃ染色体上［５－６］。ＤＤＲ１作为细
胞外基质的传感器，调节细胞的增殖、迁移、细胞因子

分泌和细胞外基质重塑［７］。近年来，ＧＲＯＳＳ［８］及
ＧＵＥＲＲＯＴ［９］团队分别报道了 ＤＤＲ１在肾小球基底膜
蛋白的过度合成及小管间质损伤相关肾脏纤维化中的

作用，ＭＡＴＳＵＹＡＭＡ等［１０］证实ＤＤＲ１缺失在慢性肺损
伤致肺纤维化中的保护作用。炎性肠病肠纤维化的发

生机制与肾脏及肺纤维化有诸多相似之处［２］，但

ＤＤＲ１在炎性肠病及肠纤维化中的作用少见报道。
　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术是通过人工设计的 ｓｇＲＮＡ识
别目的基因序列，并引导 Ｃａｓ９蛋白酶切割特异性基因
片段从而达到精准敲除的目的［１１］。ＶＯＧＥＬ等［１２］以

同源重组的方式，通过 ＥＳ细胞打靶及显微注射的方
法成功构建 ＤＤＲ１敲除小鼠，该基因突变小鼠的出现
推进了ＤＤＲ１在器官纤维化［１３－１５］、癌症［１６－２１］、动脉粥

样硬化［２２］等多种疾病中的研究。基于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
技术的便捷和高效性，本研究采用该方法成功构建了

ＤＤＲ１基因敲除小鼠，并通过 ２．５％葡聚糖硫酸钠
（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导结肠炎模型，探讨
ＤＤＲ１基因在实验性结肠炎小鼠肠道炎症及纤维化中
的作用，为研究炎性肠病肠纤维化的发病机制奠定理

论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和 ＤＤＲ１－／－小鼠
由上海南方模式生物科技股份有限公司构建 ［ＳＣＸＫ
（沪）２０１７００１０］。小鼠饲养于兰州大学第二医院ＳＰＦ
实验动物中心。动物实验经兰州大学第二医院实验动

物管理委员会及动物伦理委员会审批通过（Ｄ２０１９
１６７）。
１．１．２　主要试剂　　Ｃａｓ９表达载体、ｐＸＴ７ｓｇＲＮＡ
质粒由上海南方模式生物科技股份有限公司构建。

Ｔ７体外转录试剂购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，ＰＣＲ试剂、
感受态细胞、限制性内切酶、ＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡ连接
酶购自 ＴａＫａＲａ公司，质粒提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公
司，１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＳＭ０３１１）购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，葡聚
糖硫酸钠（ＭＷ：３６０００５００００）购自 Ｙｅａｓｅｎ公司。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ所需的 ＤＤＲ１、ＴＧＦβ、αＳＭＡ、ＣＯＬ１Ａ１及
βａｃｔｉｎ抗体（均为 ＲａｂｂｉｔｍＡｂ）购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　ｇＲＮＡ设计及表达载体构建　　针对Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠ＤＤＲ１基因的ｅｘｏｎ４（ｈｔｔｐ：／／ａｓｉａ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／Ｍｕｓ
＿ｍｕｓｃｕｌｕｓ／Ｇｅｎｅ／Ｓｕｍｍａｒｙ？ｇ＝ＥＮＳＭＵＳＧ０００００００３５３４；
ｒ＝１７：３５６８１５６７－３５７０４６２１）设计２０ｂｐ的ｇＲＮＡ核心序
列，敲除转录本为Ｄｄｒ１２０１（ＥＮＳＭＵＳＴ０００００００３６２８．１２）。

９３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）



根据ｅｘｏｎ４选择２个ｓｇＲＮＡ靶点（序列见表１）并合成
相应的 ｏｌｉｇｏＤＮＡ用于构建ｓｇＲＮＡ表达载体。设计两
对针对ＤＤＲ１基因的 ｓｇＲＮＡ（序列见表２）。将 ＤＤＲ１
ｓｇＲＮＡ寡核苷酸链退火，酶切 ｐＸＴ７ｓｇＲＮＡ质粒使其
线性化后制备感受态大肠杆菌，挑选抗性单克隆提取

质粒ＤＮＡ，进行测序鉴定并保存正确的阳性克隆。

表１　ｓｇＲＮＡ序列信息

ｓｇＲＮＡ 序列 （５′３′端）

ｓｇＲＮＡ１ ＡＣＴＧＴＧＴＡＡＣＴＴＴＧＴＡＡＣＴＣ　ＡＧＧ

ｓｇＲＮＡ２ ＣＴＧＣＣＴＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴＧＴＧ　ＧＧＧ

表２　寡核苷酸链序列信息

序列名称 序列 （５′→３′端）

ＤＤＲ１ｍｕｔ１ＦＯＲ ＣＡＡＧＧＴＴＡＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＧＣＣ

ＤＤＲ１ｍｕｔ１ＲＥＶ ＧＡＧＴＧＧＧＡＡＣＴＧＡＧＧＴＴＣＴＣＴＧＧ

ＤＤＲ１ｍｕｔ２ＦＯＲ ＣＣＴＧＡＧＴＴＡＣＡＡＡＧＴＴＡＣＡＣＡＧＴ

ＤＤＲ１ｍｕｔ２ＲＥＶ ＣＴＧＣＣＴＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴＧＴＧＧＧＧ

１．２．２　体外转录　　将带有 Ｔ７启动子，特异性
ｇＲＮＡ靶序列和ＣｈｉｍｅｒｉｃｇＲＮＡｓｃａｆｆｏｌｄ起始部分的载
体经酶切线性化，按照 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７ＨｉｇｈＹｉｅｌｄＲＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒说明书进行体外合成，Ｃａｓ９表达
载体经酶切线性化，按照 Ｔ７ＵｌｔｒａＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ试
剂盒说明书进行体外转录。

１．２．３　Ｆ０代 ＤＤＲ１－／－小鼠获得及鉴定　　将 Ｃａｓ９
ｍＲＮＡ和ｓｇＲＮＡ混合物显微注射入 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠受
精卵后移植到假孕雌鼠中获取 Ｆ０代小鼠，Ｆ１代杂合
子小鼠由 Ｆ０代ＤＤＲ１－／－小鼠与 Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠
交配获得，Ｆ２代 ＤＤＲ１－／－小鼠由 Ｆ１代杂合子自交获
得。抽提各代小鼠鼠尾 ＤＮＡ，ＰＣＲ法鉴定其基因型，
ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，６３℃ ２０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ共３５个循环。
１．２．４　结肠炎小鼠模型构建　　实验动物分为实验
组（ＤＳＳＤＤＲ１－／－和 ＤＳＳＷＴ组）及对照组（ＤＤＲ１－／－和
ＷＴ组）。ＤＤＲ－／－雄鼠及同代次 Ｃ５７ＢＬ／６雄鼠各取
１０只，８～１０周龄，体质量 ２４～２８ｇ，其中实验组给予
２．５％ＤＳＳ溶液自由饮用７ｄ，换纯净水饮用１４ｄ，反复
交替共３个循环（图１），对照组小鼠饮用纯净水。

时间
!"

图１　ＤＳＳ诱导实验性结肠炎小鼠模型示意图

　　按照图 ２构建策略，本项目共获得 ６只 Ｆ０代
ＤＤＲ１－／－小鼠，Ｆ１代杂合子有５种基因型，分别为：１型，
缺失４５９ｂｐ；２型，缺失４６１ｂｐ；３型，缺失４７９ｂｐ；４型，
缺失４７５ｂｐ；５型，缺失４３４ｂｐ。本研究最终选择２型
用于后续繁育。各代次小鼠鼠尾 ＤＮＡ鉴定显示总突
变阳性率达到５０％以上。ＰＣＲ鉴定分析如图３所示，
Ｆ３代两窝同代次雄鼠（父１和父２）均为纯合子，因缺
失４６１ｂｐ，ＰＣＲ结果在１５９ｂｐ处呈现一条条带，雌鼠
（母１和母 ２）均为野生型，在 ６２０ｂｐ处呈现一条条
带，两窝子代（Ｆ４代）中的杂合子在 ６２０ｂｐ和 １５９ｂｐ
处各呈现一条条带。

图２　ＤＤＲ１基因敲除策略

!!"# $%

!&'( $%

父１，２为Ｆ３代ＤＤＲ１
－／－；母１，２为Ｆ３代ＷＴ

图３　ＤＤＲ１基因敲除小鼠基因型鉴定

１．２．５　症状观察及组织病理学检测　　造模过程中，
各组小鼠每天称量，观察小鼠大便性状、便血情况，进

行疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分（评
分标准见表 ３）。第 ６３天异氟烷麻醉眼球取血后处
死，观察结肠的大体形态并测量回盲部远端至肛门肠

段的长度，取１ｃｍ近端结肠组织制备石蜡切片，分别
行免疫组织化学、ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色检查，盲法观察并
参照Ｃｏｏｐｅｒ标准［２３］进行组织病理学评分（表４）。
１．２．６　免疫组织化学染色　　切片常规脱腊及抗原
修复后，载玻片与ＤＤＲ１抗体（１∶４００）４℃冰箱孵育过
夜，次日孵育二抗，辣根酶标记，ＤＡＢ显色及苏木精复

０４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



染。每个标本随机选取３张切片，每张切片选取５个
视野，ＩｍａｇｅＪ软件分析ＤＤＲ１的表达强度。

表３　ＤＡＩ评分标准

评分 体质量丢失（％）ａ 大便性状 粪潜血试验

０ ＜１ 量少，正常 阴性

１ １～５ 量少，湿粘 阴性

２ ６～１０ 量多，湿粘 潜血阳性

３ １１～１５ 大量，黑便 潜血阳性

４ ＞１５ 稀便，鲜血便 潜血强阳性

ａ：体质量丢失＝（检测时间点体质量－造模前体质量）／造
模前体质量×１００％

表４　结肠组织病理学Ｃｏｏｐｅｒ评分标准

组织学表现 得分

炎症程度（Ｉ）
　无中性粒细胞浸润 ０
　中性粒细胞轻度浸润 １
　中性粒细胞中度浸润 ２
　中性粒细胞重度浸润 ３
受损深度（Ｅ）
　无损伤 ０
　黏膜层损伤 １
　黏膜及黏膜下层损伤 ２
　透壁性损伤 ３
增生（Ｒ）
　增生完全 ０
　增生较完全 １
　增生伴隐窝消失 ２
　表皮不完整 ３
　不规则修复 ４
隐窝损伤（Ｃ）
　无损伤 ０
　基底部 １／３损伤 １
　基底部 ２／３损伤 ２
　仅有上皮完整 ３
　隐窝及上皮缺失 ４
病灶范围（Ｐ）
　１％～２５％ １
　２６％～５０％ ２
　５１％～７５％ ３
　７６％～１００％ ４

病理组织学评分＝Ｉ＋Ｅ＋Ｒ＋Ｃ＋Ｐ

１．２．７　Ｍａｓｓｏｎ染色　　肠组织切片（４μｍ）先后经二
甲苯及梯度乙醇脱蜡后自来水冲洗１ｍｉｎ，然后苏木精
染色４ｍｉｎ，充分水洗后酸性丽春红品红染色１０ｍｉｎ，
充分水洗后予１％磷钼酸浸染３ｍｉｎ，２％苯胺蓝１ｍｉｎ，
０．２％冰醋酸处理片刻，再次乙醇脱水，最后二甲苯透
明，中性树胶封片。在光镜下逐一观察各组肠纤维化

程度，采用ＩｍａｇｅＪ软件分析并计算胶原容积分数。
１．２．８　ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＴＧＦβ

的含量　　小鼠眼球血分离血清后进行ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＴＧＦβ含量检测。根据 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明（ＮＥＯＢＩＯ
ＳＣＩＥＮＣＥ公司），用分析 Ｂｕｆｆｅｒ按梯度稀释标准品及
检测样品，按说明依次加入待检抗体及酶标抗体并按

说明洗板，加入底物直至加样孔变为蓝色后用终止液

终止反应，读取光密度值Ｄ（４５０），重复实验３次，记录
数据并分析。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分别取３０ｍｇ各组小鼠
近端结肠，按比例加入裂解缓冲液，离心匀浆取上清液

定量至蛋白浓度为５μｇ／μＬ，各样本上样量为１０μＬ，
经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转膜至ＰＶＤＦ膜，室温下含５％脱
脂牛奶的 Ｔｒｉｓ缓冲液中封闭 １ｈ，ＴＧＦβ、αＳＭＡ、
ＣＯＬ１Ａ１及βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００）４℃孵育过夜，次日
晨ＴＢＳＴ洗膜后，加入二抗（１∶３０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．
Ｃｈｉｎａ），ＥＣＬ试 剂 （Ａｍｅｒｓｈａｍ ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ，
Ｊａｐａｎ）检测并使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白表达
强度。

１．３　统计学分析
　　使用 ＳＰＳＳ２６．０（ＩＢＭ，Ａｒｍｏｎｋ，ＮＹ，ＵＳＡ）进行
统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ检验进行
ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＴＧＦβ血清水平的统计分析，ＤＡＩ疾病
活动指数及组织病理评分使用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验进行统
计分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　敲除ＤＤＲ１基因减缓结肠炎小鼠体质量及 ＤＡＩ
变化

　　经 ＤＳＳ诱导后３ｄ，实验组及对照组小鼠均出现
体质量下降，第４～５天体质量急剧下降（图４Ａ），小鼠
活动明显减少，出现不同程度的腹泻、便血，停用 ＤＳＳ
并换用纯净水后小鼠精神状态渐恢复，第 ２～３循环
ＤＳＳ给药后，小鼠腹泻、便血较第 １循环减轻，体质量
下降趋于缓和。对比 ＷＴ组，ＤＤＲ１－／－小鼠腹泻、便血
症状相对较轻，体质量下降缓和，ＤＡＩ评分也低于前者
（第２～９周，Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ），ＤＤＲ１－／－小鼠对同等剂
量ＤＳＳ药物诱导的耐受力好于ＷＴ组。
２．２　敲除ＤＤＲ１基因改善了结肠炎小鼠肠道组织损伤
　　ＨＥ染色显示（图５），ＷＴ组肠组织病变区呈现明
显的透壁性淋巴细胞浸润及淋巴组织增生，腺体萎缩

变形，局部有隐窝脓肿及裂隙性溃疡形成，而 ＤＤＲ１－／－

小鼠肠道腺体排列相对规整，病变以淋巴组织轻度增

生为主，其组织病理评分低于前者（表５）。结合免疫
组织化学染色检测，组织病理评分高者 ＤＤＲ１呈现高
表达（Ｐ＜０．０１，图６），ＤＤＲ１表达水平与肠道病变严重
程度呈正相关。

１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组细胞比较

图４　ＤＳＳ诱导前后小鼠体质量丢失率及ＤＡＩ比较

!" ##$%

&'&

())!!" ())!(($%

&*+

",--

".--

图５　ＤＳＳ诱导前后小鼠结肠组织ＨＥ染色观察
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Ａ，Ｂ：ＤＤＲ１在ＷＴ小鼠肠组织中的免疫组织化学染色；Ｃ：ＷＴ小鼠 Ｍａｓｓｏｎ染色；Ｄ，Ｅ：ＤＤＲ１在 ＤＳＳ诱导后 ＷＴ小鼠肠组织中
的免疫组织化学染色；Ｆ：ＤＳＳＷＴ小鼠Ｍａｓｓｏｎ染色；Ｇ，Ｈ：ＤＤＲ１在ＤＤＲ１－／－小鼠肠组织中的免疫组织化学染色；Ｉ：ＤＤＲ１－／－小鼠
Ｍａｓｓｏｎ染色；Ｊ，Ｋ：ＤＤＲ１在ＤＳＳ诱导后ＤＤＲ１－／－小鼠肠组织中的免疫组织化学染色；Ｌ：ＤＳＳＤＤＲ１－／－小鼠Ｍａｓｓｏｎ染色

图６　ＤＳＳ诱导前后各组小鼠结肠ＤＤＲ１表达及Ｍａｓｓｏｎ染色比较
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表５　结肠组织病理学Ｃｏｏｐｅｒ评分　（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 评分

ＷＴ １０ １．４０±０．５２

ＤＳＳＷＴ ９ １６．８０±０．４２ａ

ＤＤＲ１－／－ １０ １．２０±０．４４

ＤＳＳＤＤＲ１－／－ ９ １１．８０±０．６３

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＳＳＤＤＲ１－／－比较

２．３　敲除 ＤＤＲ１基因下调了结肠炎小鼠外周血促炎
因子的释放

　　本研究进一步通过ＥＬＩＳＡ法分析实验组及对照组
小鼠外周血促炎因子的含量变化，发现造模前ＷＴ组小
鼠血清ＩＬ１β及ＴＮＦα含量ＤＤＲ１－／－小鼠无明显差异，
循环ＤＳＳ给药后，各组结肠炎模型小鼠的血清 ＩＬ１β、
ＴＮＦα及 ＴＧＦβ含量均明显上升，但对比 ＷＴ组，
ＤＤＲ１－／－小鼠的 ＩＬ１β、ＴＮＦα提升水平较低（Ｐ＜０．０１，
图７）。

２．４　敲除 ＤＤＲ１基因减轻了结肠炎小鼠结肠短缩及
肠纤维化

　　不同于野生型小鼠，ＤＤＲ１－／－小鼠肠壁增厚且缩短，
但ＤＳＳ诱导后ＷＴ组小鼠肠段短缩更加明显（图８），且
伴肠腔狭窄及肠壁僵硬，其造模前后结肠长度差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｍａｓｓｏｎ染色显示（图６），ＷＴ
模型组黏膜及黏膜下层中代表纤维组织增生的蓝染区

明显增多，并且在肌层黏膜和固有肌层中，也检测到条

索状蓝染区域，其胶原容积评分是ＤＤＲ１－／－组的近１倍
（Ｐ＜０．０１）。ＷＴ组模型小鼠结肠组织的ＴＧＦβ、αＳＭＡ、
ＣＯＬ１Ａ１表达量增加，其中 αＳＭＡ、ＣＯＬ１Ａ１明显高于
ＤＤＲ１－／－组小鼠 （Ｐ＜０．０１，图９）。

表６　ＤＳＳ诱导前后小鼠Ｍａｓｓｏｎ染色胶原容积评分 （％，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 胶原容积分数

ＷＴ １０ １８．２７±０．０７
ＤＳＳＷＴ ９ ４１．４３±０．０８ａ

ＤＤＲ１－／－ １０ １３．３１±０．０６
ＤＳＳＤＤＲ１－／－ ９ ２１．３７±０．０７

胶原容积分数＝胶原阳性面积／视野组织总面积×１００％；
ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＳＳＤＤＲ１－／－比较
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图７　ＤＳＳ诱导前后ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＴＧＦβ血清水平变化
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图８　ＤＳＳ诱导前后各组小鼠结肠长度比较
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＴＧＦβ、αＳＭＡ及ＣＯＬ１Ａ１蛋白相对表达量；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图９　ＤＳＳ诱导前后ＴＧＦβ、αＳＭＡ及ＣＯＬ１Ａ１蛋白水平变化

３　讨论

　　早在１９９７年有学者发现ＤＤＲ作为唯一可使多种
胶原活化的ＲＴＫ，其与在数分钟内就促使肽类生长因
子激活的ＲＴＫｓ家族其他成员不同，它与胶原结合后
的磷酸化过程异常缓慢。从ＤＤＲ１对冠状动脉粥样硬
化［２２－２４］、肺纤维化［２５－２６］、肾纤维化［８－９，１４］等疾病的影

响及分子机制研究中，推测 ＤＤＲ１的这种缓慢激活动
力可能在基质蛋白过度沉积和重塑不良所致的脏器纤

维化中起着关键作用。但ＤＤＲ１在慢性肠炎及肠纤维
化这一炎症－纤维化序列演进中的作用仍不清楚。
　　本研究利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成功构建了ＤＤＲ１
基因敲除小鼠，总突变阳性率达到 ５０％以上。对比
ＶＯＧＥＬ等［１２］构建 ＤＤＲ１敲除小鼠时的方法，该技术
不仅省略了胚胎干细胞打靶的步骤，而且降低了成本，

效率也更高。ＶＯＧＥＬ团队发现 ＤＤＲ１－／－母鼠存在哺
乳障碍，并进一步证实大量胞外基质沉积于乳腺导管

从而影响了该突变小鼠的泌乳功能。此外，ＤＤＲ１基
因在多篇文献中因促使胞外基质重塑引起脏器纤维化

的报道使得我们更感兴趣其在炎性肠病肠纤维化中的

作用。本研究发现ＤＳＳ诱导的ＤＤＲ１－／－慢性肠炎小鼠
不仅体质量下降较ＷＴ组缓和，包括体质量丢失率、腹
泻及便血程度在内的疾病活动指数也更低，这一现象

表明 ＤＤＲ１可能参与了炎性肠病的发生、发展过程。
而进一步的实验结果显示，ＷＴ模型小鼠肠组织ＤＤＲ１
表达增加，组织病理评分高于ＤＤＲ１－／－组小鼠，同时血
清ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＴＧＦβ含量也明显上升。由此，我
们认为ＤＤＲ１表达水平与肠道组织炎症损伤密切相
关，抑制ＤＤＲ１可明显改善慢性结肠炎的相关症状。
　　既往研究表明，ＤＤＲ１在人类白细胞中普遍表达，
其过表达可增加单核细胞系 ＴＨＰ１［２７］及 Ｔ细胞在 ３Ｄ

胶原中的迁移［２８］。在炎性肠病中，炎症细胞这种跨内

皮的迁移不仅对肠壁黏膜屏障形成持续性刺激，而且

会增加腔内抗原的暴露，为腔内微生物的侵入提供门

户［２９］。此外，在动脉粥样硬化［３０］、肺炎［１０，３１］及慢性

肾炎［３２］等疾病中，ＤＤＲ１可通过胶原和层粘连蛋白为
主的胞外基质网络调节再平衡炎症细胞在组织内的迁

移和持久性，从而加速了靶器官的慢性纤维化进程。

正如几种常见的脏器纤维化，炎性肠病肠纤维化也正

是因上述的炎性损伤加剧了胞外基质的过度沉积，黏

膜肌层增厚这一共性病变所致［３３－３４］。Ｍａｓｓｏｎ染色显
示，ＷＴ模型鼠胶原容积评分为ＤＤＲ１－／－小鼠的近１倍，
ＤＳＳ循环给药后，该组的促纤维化因子ＴＧＦβ、αＳＭＡ、
ＣＯＬ１Ａ１表达量也较后者增加。这与 ＭＥＬＧＡＲ等［３５］

报道的ＤＳＳ诱导的结肠炎模型的组织病理表现极为
相似，模型小鼠不仅表现出高水平的前炎症因子，还表

现出纤维化指标的异常。作为细胞外基质最重要的传

感器，ＤＤＲ１可能通过上调促炎、促纤维化因子的分泌
加速了胞外基质的重塑，进而引起结肠的短缩和肠壁

顺应性的改变。结合文献，同敲除ＤＤＲ１可减轻肺纤维
化、肾脏纤维化及瘢痕组织形成一样，本研究显示抑制

ＤＤＲ１也可以减轻慢性结肠炎肠道炎症及纤维化进程。
　　此外，本研究发现 ＤＤＲ１－／－小鼠肠壁平滑肌层异
常增厚，但该组织增生可能并非为促纤维间充质细胞

来源的肌细胞增生，而仅仅为肌肉细胞的肥大性变化，

这种结构改变可能在一定程度上减轻了 ＤＳＳ诱导后
胶原蛋白沉积调节不良导致的进行性器官功能障碍。

但纤维化修复反应异常复杂，涉及广泛的细胞、信号网

络调节，我们将在后续的研究中深入探究 ＤＤＲ１在胶
原重塑调节中的作用及可能的分子机制。综上，敲除

ＤＤＲ１可以减轻结肠炎小鼠肠道炎症及纤维化，为
ＩＢＤ发病机制研究及肠道纤维化防治提供理论依据。
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