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腺相关病毒过表达ＩＬ２２可有效改善葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠结肠炎

吴天宇１，宋娅岚１，吴静峰１，郑植元２，张　宁２，周子默２，唐　红２，王锋超２，陈文生１　　４０００３８重庆，陆军军医
大学（第三军医大学）：第一附属医院消化内科１，军事预防医学系复合伤研究所２

　　［摘要］　目的　探讨白介素２２（ＩＬ２２）在小鼠葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＤＳＳ）诱导
的急性结肠炎中的作用及其机制。方法　选取８周龄雄性同窝 ＩＬ２２敲除小鼠（ＩＬ２２－／－）及对照基因型
小鼠（ＩＬ２２＋／＋）各３只，给予２组小鼠２．５％ＤＳＳ自由饮水６ｄ、正常饮水２ｄ构建小鼠急性结肠炎模型，记
录小鼠体质量变化及疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ），干预８ｄ后行小鼠肠道内窥镜检查，测
量２组小鼠结肠长度以及主要免疫器官脏器指数，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测白介素１α（ＩＬ１α）、白介素１β
（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）等促炎细胞因子蛋白水平表达；选取 ８周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）转染模型，给予ＤＳＳ诱导结肠炎模型，设置
ＰＢＳ组（ｎ＝５）、ＡＡＶｍｏｃｋ＋ＤＳＳ组（ｎ＝５）、ＡＡＶＩＬ２２＋ＤＳＳ组（ｎ＝５），采用免疫荧光检测各组结肠闭合
小环蛋白１（ＺＯ１）、钙粘附蛋白（Ｅｃｌａｕｄｉｎ）表达，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ２２、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、信
号传导及转录激活蛋白３（Ｓｔａｔ３）、ｐＳｔａｔ３蛋白表达水平。结果　与ＩＬ２２＋／＋组比较，ＩＬ２２－／－组小鼠在ＤＳＳ
诱导后第８天体质量显著降低（Ｐ＜０．０５），ＤＡＩ评分（Ｐ＜０．０１）和肠镜评分显著升高（Ｐ＜０．０５），组织损
伤加重，病理评分显著升高（Ｐ＜０．０１），促炎细胞因子ＩＬ１α、ＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα表达上调（Ｐ＜
０．０５）。与ＡＡＶｍｏｃｋ＋ＤＳＳ组相比，ＡＡＶＩＬ２２＋ＤＳＳ组可逆转ＤＳＳ诱导结肠炎，结肠组织炎症水平显著
降低（Ｐ＜０．０５），免疫荧光结果示 Ｅｃｌａｕｄｉｎ表达显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
ｐＳｔａｔ３表达水平显著增高（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＩＬ２２缺乏加重小鼠ＤＳＳ诱导结肠炎，而通过ＡＡＶ过表达
ＩＬ２２能增强结肠紧密连接蛋白表达，减少炎症浸润，缓解ＤＳＳ肠炎，其机制可能与Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３通路激活有关。
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ａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＷｅｎｓｈｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｎｓｈｅｎｇｃｈｅｎ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是克
罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒ
ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）的总称，该病具有慢性、复发性及难治性的
特点，严重影响患者的生活质量，已成为世界性的健康

挑战［１－２］。许多研究表明，遗传因素、免疫调节障碍和

环境因素可能是ＩＢＤ的主要致病因素［３］，甚至年龄与

ＩＢＤ的发生也有着潜在的联系［４］，然而 ＩＢＤ的发病机
制尚不清楚，这使得开发有效的诊断和治疗策略更具

挑战性［５］。

　　ＩＬ２２是众所周知的上皮稳态调节剂，被认为是理
想的ＩＢＤ治疗靶点，因其通过激活（磷酸化）上皮Ｊａｋ／
Ｓｔａｔ３通路，从而维持肠道稳态并促进上皮屏障修
复［６］。ＩＬ２２是白介素１０（ＩＬ１０）细胞因子家族中的一
员，可由多种免疫细胞分泌，主要包括先天性淋巴细胞

３群（ＩＬＣ３）、辅助性 Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）、辅助性 Ｔ细胞
２２（Ｔｈ２２）、调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）等［７］。ＩＬ２２受体
（ＩＬ２２Ｒ）由异源二聚体的 ＩＬ２２Ｒ１和 ＩＬ１０Ｒ２构成，
ＩＬ１０Ｒ２为组织非特异性受体，而ＩＬ２２Ｒ１多表达于肺、
胃肠道、胸腺、皮肤、胰腺、肝脏和肾脏等具有上皮组织

特异性的器官，在免疫细胞不表达，从而提供了从免疫

系统到上皮组织的信号传导方向性［８］。目前相关研

究多采用腹腔注射重组 ＩＬ２２蛋白（ｒＩＬ２２）的给药方
式。这种治疗方式能够起到较好的治疗作用，但存在

着治疗时效短、单价高等缺点［９］。ＨＳＵＥＨ等［１０］探明

了重组ＩＬ２２腺相关病毒（ａｄｒｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓＩＬ２２，
ＡＡＶＩＬ２２）在２辛炔酸（２ｏｃｔｙｎｏｉｃａｃｉｄ）诱发的小鼠原
发性胆汁性胆管炎（ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＰＢＣ）模型
中，可以减低炎症反应并减少肝脏纤维化的产生。这

一研究提示在较长的时间窗内提高ＩＬ２２表达水平，有
助于探讨葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，
ＤＳＳ）诱导肠炎的治疗新策略。
　　腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）是一种
复制缺陷型单链ＤＮＡ细小病毒，对分裂细胞和非分裂
细胞均具有感染能力，并已证明在用于具有免疫活性

细胞的基因表达时，ＡＡＶ载体效果更好［１１］。目前使

用ＡＡＶ作为载体的基因治疗已经成为一种新的治疗
模式出现，并已获得美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）
授权许可。ＫＵＺＭＩＮ等［１２］对广泛开展的 ＡＡＶ基因治
疗的临床试验进行了充分评估，认为ＡＡＶ基因治疗是
一种安全、耐受性良好的有效方式。本研究基于 ＡＡＶ
具有表达时间长、安全性高、免疫原性低和高稳定性的

特性，将目的基因 ＩＬ２２的蛋白编码区 （ｃｏｄｉｎｇ

６９９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）插入 ＡＡＶ表达质粒中，并在小鼠体内
稳定转染，构成了一种较为理想的基因治疗方式，从而

初步探究ＡＡＶＩＬ２２转染小鼠在ＤＳＳ结肠炎动物模型
中的作用及机制，为探讨 ＩＢＤ的发病机制及其潜在的
治疗方法提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　采用８周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，体质量２３～
２５ｇ，由成都集萃药康生物科技有限公司提供［ＳＣＸＫ
（川）２０２００３４］。饲养环境为陆军军医大学动物实验
中心ＳＰＦ级动物房，环境温度和湿度为中央空调统一
控制［室温（２２±２）℃，湿度６０％～７０％，１２ｈ昼夜交替
照明］，每笼５只，自由摄食饮水。
１．２　试剂与仪器
　　ＡＡＶＩＬ２２／ｍｏｃｋ购自吉凯基因公司，ＤＳＳ购自ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司；ＲＴｑＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法
ＰＣＲ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；抗体：ＩＬ２２（Ｂｉｏｓｓ）、
ｓｔａｔ３（Ｂｉｏｓｓ）、ｐｓｔａｔ３（ＣＳＴ）、ＩＬ１α（ＣＳＴ）、ＩＬ１β（ＣＳＴ）、
ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β（ＣＳＴ）、ＩＬ６（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）、ＴＮＦα（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ仪器（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；电泳凝胶试剂
盒、电泳液（上海雅酶生物医药公司）；化学发光成像

仪（美国 ａｃｕｒｏｎＢｉｏ公司）；ＰＣＲ仪（荧光定量 ＣＦＸ
ｃｏｎｎｅｃｔ，美国Ｂｉｏｒａｄ公司）。
１．３　小鼠实验模型构建

１．３．１　ＩＬ２２－／－基因敲除鼠 ＤＳＳ模型构建　　ＩＬ２２＋／－

小鼠由欧阳文军（美国南圣弗朗西斯科大学免疫系）

提供，将８～１０周龄基因型为 ＩＬ２２＋／－小鼠按１雄２雌
合笼，新生小鼠１０ｄ左右剪脚趾行琼脂糖凝胶电泳鉴
定小鼠基因型，鼠龄 ４周时雌雄分笼饲养，鼠龄 ８～
１０周时选用同笼出生基因型为 ＩＬ２２－／－、ＩＬ２２＋／＋雄性小
鼠各３只，体质量在２３～２５ｇ之间，给予２．５％ＤＳＳ溶
液（质量／体积，ｇ／Ｌ）自由饮水６ｄ，换正常饮水２ｄ，行
小鼠肠道内窥镜检查后麻醉取材，造模期间记录小鼠

体质量、粪便性状、血便情况以确定 ＤＡＩ评分（评分标
准见表１）。行２次重复实验。

表１　小鼠ＤＳＳ诱导肠炎疾病活动指数评分（ＤＡＩ评分）

评分项目 ０分 １分 ２分 ３分 ４分

体质量下降率 ０％～１％ ＞１％～５％ ＞５％～１０％ ＞１０％～１８％ ＞１８％

粪便粘稠度 正常 软 粘液便 稀便 稀水样便

粪便潜血　 阴性 浅蓝 蓝色 深蓝 肉眼血便

１．３．２　ＡＡＶＩＬ２２／ｍｏｃｋ转染小鼠１个月模型构建　
　选取１５只 ＳＰＦ级８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，适应
性饲养７ｄ，依据随机数字表法分为 ＰＢＳ组（ｎ＝５）、
ＡＡＶｍｏｃｋ组（ｎ＝５）、ＡＡＶＩＬ２２组（ｎ＝５）。ＡＡＶ
ｍｏｃｋ组和ＡＡＶＩＬ２２组均采用尾静脉注射，无菌 ＰＢＳ
溶液稀释病毒原液至２００μＬ／只，ＡＡＶ滴度为１×１０１１

ｖ．ｇ／只，ＰＢＳ对照组采用等体积无菌 ＰＢＳ尾静脉注
射。观察１个月并记录体质量变化。
１．３．３　ＡＡＶＩＬ２２／ｍｏｃｋ转染小鼠２个月模型构建　
　选取２５只 ＳＰＦ级８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，适应
性饲养７ｄ，采用随机数字表法分为ＰＢＳ组（ｎ＝５）、低
剂量ＡＡＶｍｏｃｋ组（滴度＝１×１０１１ｖ．ｇ／只，ｎ＝５）、低剂
量ＡＡＶＩＬ２２组（滴度＝１×１０１１ｖ．ｇ／只，ｎ＝５）、高剂量
ＡＡＶｍｏｃｋ组（滴度＝２×１０１１ｖ．ｇ／只，ｎ＝５）、高剂量
ＡＡＶＩＬ２２组（滴度＝２×１０１１ｖ．ｇ／只，ｎ＝５）。观察并记
录原始体质量和ＡＡＶ转染２个月后体质量。
１．３．４　ＡＡＶＩＬ２２／ｍｏｃｋ转染小鼠 ＤＳＳ模型构建　　
选取１５只 ＳＰＦ级８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，适应性
饲养７ｄ，采用随机数字表法分为 ＡＡＶｍｏｃｋ＋ＤＳＳ组
（ｎ＝５）、ＡＡＶＩＬ２２＋ＤＳＳ组（ｎ＝５），在 ＡＡＶＩＬ２２／ｍｏｃｋ
（１×１０１１ｖ．ｇ／只）转染小鼠 １个月模型基础上给予
２．５％ＤＳＳ溶液自由饮水６ｄ，换正常饮水２ｄ，行小鼠
肠道内窥镜检查后麻醉取材，造模期间记录小鼠体质

量、粪便性状、血便情况。ＰＢＳ空白对照组（ｎ＝５）予以
正常饮水，与造模小鼠同时取材。

１．４　小鼠肠道内窥镜
　　隔夜禁食１２ｈ后使用高分辨率小鼠视频内窥镜
系统（ＫａｒｌＳＴＯＲＺ，Ｔｕｔｔｌｉｎｇｅｎ，德国）对实验小鼠进行
肠道内窥镜检查。２．５％异氟烷诱导麻醉，１．５％异氟
烷维持麻醉，生理盐水冲洗肠腔后适量空气充气显示

近端结直肠。根据内窥镜结果评分，评分标准见表２。

表２　小鼠肠道内窥镜评分标准

评分项目 ０分 ３分

肠壁透明情况 不透明 透明

肠壁附着纤维蛋白 无 大量

黏膜颗粒状态 无 明显

血管形态 不可见 透见

粪便特征 正常 稀便

管腔内有血液 无 大量

１．５　动物标本采集及处理
　　所有小鼠麻醉后脱颈椎处死，摘取肝、肾、脾，滤纸

７９９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）



吸干多余水分后称重，分离及结肠组织，测量结肠长

度，剪取部分结肠组织迅速放入液氮速冻后于－８０℃
冰箱保存，其余肠段于ｚｉｎｃ溶液中固定２４ｈ。
１．６　实验方法
１．６．１　ＨＥ染色　　结肠组织常规固定、脱水，包埋
制成石蜡标本，３μｍ切片脱蜡后苏木精染色 ３ｍｉｎ，
１％盐酸酒精分化 ５ｓ，自来水冲洗反蓝 １０ｍｉｎ，伊红
染色１０ｓ，透明后中性树脂封片，光镜下拍照并评分。
结肠组织病理学评分见表３。
１．６．２　免疫组化及免疫荧光　　将石蜡切片脱蜡后
于１×柠檬酸盐中煮沸抗原修复１５ｍｉｎ，３％过氧化氢
阻断１５ｍｉｎ、５％山羊血清＋０．５％ＰＢＳＴ封闭后一抗４℃
孵育过夜，０．１％ＰＢＳＴ洗片５次，每次５ｍｉｎ，２抗孵育
１．５ｈ，光镜下ＤＡＢ显色，苏木精染色２ｍｉｎ，二甲苯透
明后中性树脂封片。免疫荧光步骤基本同上，注意避光

孵育荧光二抗，ＤＡＰＩ染色后防荧光淬灭封片剂封片。
１．６．３　ＲＮＡ提取及定量逆转录ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）　　
使用ＴＲＩｚｏｌ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）从远端结肠
组织中提取总 ｍＲＮＡ，并使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定
ｍＲＮＡ浓度，采用 ｃＤＮＡ反转录试剂盒［ＲｎｅａｓｙＭｉｎｉ
ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）］逆转录合成 ｃＤＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ反应体系：
引物１μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，
总体积１０μＬ。反应条件预变性：９５℃５ｍｉｎ，共４０个
循环：９５℃ ５ｓ，５９℃ １５ｓ，７２℃ ２０ｓ，６５～９５℃，得到
各组样品扩增反应的 Ｃｔ值，以 ＧＡＰＤＨ作为内参基
因，采用２－ΔΔＣｔ计算相对表达量。引物序列：ＩＬ２２上游
引物５′ＡＴＧＡＧＴＴＴＴＴＣＣＣＴＴＡＴＧＧＧＧＡＣ３′，下游引物
５′ＧＣＴＧＧＡＡＧＴＴＧＧＡＣＡＣＣＴＣＡＡ３′。
１．６．４　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　将冷冻组
织加入含蛋白酶和磷酸酶抑制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ的蛋白裂解
液（ＲＩＰＡ），电动匀浆机研磨离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，
２０ｍｉｎ）后取蛋白上清液，ＢＣＡ法测定浓度后于 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶进行电泳分离，湿转法转至 ＰＶＤＦ膜上，
５％脱脂奶粉封闭２ｈ，一抗４℃摇床孵育过夜，次日洗
膜缓冲液（ＴＢＳＴ）洗涤３次后加入二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ

洗涤３次后加入发光液曝光。所测目标蛋白的灰度
值／ＧＡＰＤＨ的灰度值作为所测蛋白的相对表达。
１．７　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．３统计软件进行数据分
析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间比较采用ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ２２－／－小鼠ＤＳＳ诱导结肠炎表型
　　为明确ＩＬ２２对ＤＳＳ诱导的结肠炎作用，选取ＩＬ２２
敲除小鼠（ＩＬ２２－／－）建立ＤＳＳ诱导的结肠炎模型，并选
用同窝ＩＬ２２＋／＋作为对照组（图１Ａ）。首先使用琼脂糖
凝胶电泳法对ＩＬ２２敲除小鼠的基因型进行鉴定，为明
确ＩＬ２２敲除效率，取结肠组织行 ＲＴｑＰＣＲ检测 ＩＬ２２
的ｍＲＮＡ相对表达水平，与 ＩＬ２２＋／＋相比，ＩＬ２２－／－小鼠
结肠 ＩＬ２２ｍＲＮＡ表达水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图
１Ｂ），表明 ＩＬ２２敲除小鼠模型构建无误。在此基础
上，同时给予２组小鼠２．５％ＤＳＳ自由饮水，造模前期
２组体质量下降情况、粪便性状及便血情况均未出现
统计学差异，ＤＳＳ造模６ｄ换用正常饮水后，ＩＬ２２－／－组
相较ＩＬ２２＋／＋组腹泻和便血程度进一步加重，体质量降
低比例（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）、ＤＡＩ评分较对照组出现统计
学差异（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。造模第８天，ＩＬ２２－／－组小鼠
出现不喜活动、弓背及体温减低等情况。为防止小鼠

死亡，对２组小鼠行肠道内窥镜检查并取材，肠镜结果
显示ＩＬ２２－／－组肠道病变更为明显，肠道内窥镜评分较
ＩＬ２２＋／＋组明显增高（Ｐ＜０．０１，图 １Ｅ）。ＤＳＳ诱导结肠
炎同时可以引起其他免疫相关器官的变化，因此在取

材时观察了小鼠肝、肾、脾的大体形态变化，并对其质

量进行称量。虽未观察到 ＩＬ２２－／－组肝脏指数有明显
升高，但其肝脏大体观颜色晦暗，而其他免疫相关脏器

（肾、脾）出现炎症反应性水肿增大、脏器指数升高

（Ｐ＜０．０５，图１Ｆ），提示 ＩＬ２２缺陷加重了 ＤＳＳ诱导结
肠炎症。

表３　小鼠ＤＳＳ诱导肠炎结肠组织病理学评分

评分 溃疡（个） 上皮细胞变化 炎症浸润 淋巴结（个）

０ ０ 正常 无 无

１ １ 杯状细胞缺失 隐窝周围浸润 １

２ ２ 杯状细胞大面积缺失 黏膜肌层出现浸润 ２

３ ３ 隐窝缺失 黏膜肌层普遍浸润，黏膜增厚 ３

４ ＞３ 隐窝大面积缺失或息肉状再生 黏膜下层浸润 ＞３

８９９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ｍ：标准；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ２２＋／＋组比较
Ａ：琼脂糖凝胶电泳法鉴定ＩＬ２２－／－和ＩＬ２２＋／＋基因型；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠结肠 ＩＬ２２ｍＲＮＡ水平；Ｃ：２．５％ＤＳＳ饮
水６ｄ、正常饮水２ｄ各组小鼠体质量变化率；Ｄ：疾病活动指数（ＤＡＩ）评分；Ｅ：ＤＳＳ诱导后小鼠肠镜及内镜评分统
计；Ｆ：小鼠肝、肾、脾脏器大体及脏器指数

图１　ＩＬ２２－／－小鼠增加ＤＳＳ所致结肠炎的严重程度

２．２　ＩＬ２２－／－小鼠ＤＳＳ诱导结肠炎炎症水平
　　根据上述结果，ＩＬ２２敲除小鼠可能在 ＤＳＳ诱导的
结肠炎模型中具有更高的炎症水平表达，进一步从微

观病理和炎症因子蛋白水平进行验证。ＨＥ染色结果
显示ＩＬ２２－／－组小鼠结肠壁整体增厚，黏膜下固有层大
量炎性细胞浸润，黏膜受损明显，隐窝结构紊乱，有大

面积溃疡形成，提示ＩＬ２２缺乏进一步破坏了肠组织完
整性，并加重炎症水平。Ｋｉ６７免疫组化结果提示 ＩＬ２２

敲除小鼠结肠隐窝增殖细胞数量明显减少，提示其修

复能力减弱。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结肠组织中促炎
细胞因子 ＩＬ１α、ＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的表达
水平，结果显示ＩＬ２２纯合子敲除小鼠较杂合子小鼠在
ＤＳＳ模型中肠道炎症因子蛋白表达水平升高（Ｐ＜
０．０５），且均高于野生型小鼠，表明ＩＬ２２缺失加剧炎症
反应。见图２。

９９９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）
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Ａ：结肠ＨＥ染色；Ｂ：免疫组化Ｋｉ６７染色；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬ２２、ＩＬ１α、ＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα表达水平

及统计结果；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ２２＋／＋比较

图２　 ＩＬ２２－／－加重ＤＳＳ诱导的结肠炎炎症水平

２．３　在体转染ＡＡＶ９ＩＬ２２建立ＩＬ２２高表达模型
　　为进一步明确ＩＬ２２在ＤＳＳ模型中的保护作用，通
过对质粒载体插入 ＩＬ２２目的基因片段（图３Ａ），检测
目的基因和转化子的表达（图 ３Ｂ、Ｃ），并检测病毒滴
度后实现了 ＡＡＶＩＬ２２的构建。在明确 ＡＡＶ转染效
能之前，先对ＡＡＶ的安全性进行了验证。在分别对小
鼠行ＰＢＳ以及不同剂量 ＡＡＶｍｏｃｋ和 ＡＡＶＩＬ２２尾静
脉注射之后，对小鼠体质量变化进行追踪，结果显示

ＡＡＶｍｏｃｋ组与 ＡＡＶＩＬ２２组小鼠体质量变化与 ＰＢＳ
组无明显差异（图３Ｄ），小鼠毛色黑亮，活动度好。为
进一步明确病毒的致损剂量和长期效应，以不同的浓

度梯度ＡＡＶ尾静脉注射转染小鼠，并在转染后对小鼠
进行连续性观察，结果显示转染 ＡＡＶ后２个月，高剂
量组ＡＡＶｍｏｃｋ组与 ＡＡＶＩＬ２２组小鼠体质量增长均
受滞（Ｐ＜０．０１，图３Ｅ），毛色及活动度稍差于对照组，
而低剂量组体质量稍低于 ＰＢＳ对照组，但二者间无统
计学差异。这一结果提示高表达 ＩＬ２２本身并非导致
上述现象的原因，而过高空载病毒颗粒的毒性积蓄效

应可能是产生全身性不良反应的“元凶”。根据上述

结果，将低剂量组小鼠在病毒转染后１个月进行取材，
并将小鼠的组织学形态和主要脏器（肝、肾、脾）的脏

器指数与正常对照组进行比较，结果显示低剂量ＡＡＶ
ｍｏｃｋ组、ＡＡＶＩＬ２２组与正常对照组间无统计学差异，
表明转染病毒颗粒数在１×１０１１ｖ．ｇ／只为安全剂量。
　　在安全效能研究的基础上，为进一步明确ＡＡＶ在
结肠的转染效能，在分别检测转染ＡＡＶ后０、１、２、４个
月检测结肠组织 ＩＬ２２蛋白表达水平，结果显示 ＡＡＶ
ＩＬ２２转染 １个月后可在结肠组织实现长期稳定的
ＩＬ２２高表达（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｆ）。另外，转染不同剂量
ＡＡＶ的结肠组织行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＩＬ２２蛋白水平表
达，结果表明低剂量 ＡＡＶ转染即可引起结肠 ＩＬ２２表
达明显增高，而高剂量组 ＩＬ２２表达低于低剂量组表
达，这一现象可能是由于高剂量病毒损伤ＩＬ２２分泌细
胞所致（Ｐ＜０．０１，图３Ｇ）。综合安全性及经济性因素，
本研究选用低剂量组作为进一步研究的治疗剂量。
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及高剂量ＡＡＶ（滴度＝２×１０１１ｖ．ｇ／只）转染后１个月结肠ＩＬ２２表达

图３　ＡＡＶＩＬ２２转染小鼠表型验证

（图３Ｈ续下页）
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Ｈ：转染腺相关病毒１个月后肝、肾、脾ＨＥ染色及肝、脾、肾脏器指数统计

续图３　ＡＡＶＩＬ２２转染小鼠表型验证

２．４　ＡＡＶＩＬ２２缓解ＤＳＳ诱导性结肠炎
　　为明确ＩＬ２２过表达背景下对于ＤＳＳ肠炎的影响，
分别对小鼠尾静脉注射低剂量（１×１０１１ｖ．ｇ／只）的
ＡＡＶｍｏｃｋ和ＡＡＶＩＬ２２，并设置ＰＢＳ对照组用以排除
空载病毒的影响。为保持与 ＩＬ２２敲除小鼠的 ＤＳＳ模
型一致，待ＡＡＶ稳定转染１个月后再次按原方案建立
了ＤＳＳ模型 （图４Ａ）。研究发现 ＡＡＶＩＬ２２转染小鼠
仍能在ＤＳＳ刺激下保持结肠长度（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ），并
逆转疾病活动指数（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ），内镜评估黏膜破
损、肠道出血情况也较对照组明显减轻（Ｐ＜０．０５，图
４Ｄ）。ＤＳＳ可引起小鼠结肠形态学严重损害，而 ＩＬ２２
可明显缓解ＤＳＳ所致的结肠组织学改变，评估 ＨＥ染
色病理结果表明ＡＡＶＩＬ２２治疗组可更大程度减少杯
状细胞的损失，保存隐窝细胞存活并减少炎性细胞浸

润（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。考虑到盲肠临近结肠，ＤＳＳ可能
同样具有损伤作用，通过 ＨＥ染色病理结果显示相较
ＡＡＶＩＬ２２组，ＡＡＶｍｏｃｋ组在盲肠亦可发生较为严重
的黏膜损伤。通过ＡＡＶ实现基因靶向治疗，提高本底
ＩＬ２２水平可以对ＤＳＳ诱导的结肠炎起保护作用。
２．５　ＩＬ２２保护肠屏障完整性
　　为进一步了解ＤＳＳ肠炎中肠化学屏障损伤情况，

从ＧＥＯ数据库中挖掘出 ＤＳＳ诱导小鼠结肠炎模型第
０天和第６天结肠测序结果，并挑选出相关基因进行
比对，结果显示，ＤＳＳ诱导作用下，结肠总体黏蛋白基
因水平表达明显降低，而趋化因子和部分炎症因子表

达水平升高（图５Ａ）。由于紧密连接蛋白在维持肠道
平衡和上皮物理屏障功能中起着至关重要的作用，本

研究通过ＩＦ检测ＩＬ２２治疗后的ＺＯ１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表
达情况，并通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ再次验证Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表
达水平，结果显示ＩＬ２２虽难以逆转 ＺＯ１在 ＤＳＳ肠炎
中的损伤，但可在结肠上皮刷状缘缓解 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ损
伤（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｂ、Ｃ），同时提高 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达水平
（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ）。而 ＩＬ２２可以激活（磷酸化）Ｓｔａｔ３，
从而促使信使分子ｐＳｔａｔ３入核并启动下游转录因子。
通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证了 ＡＡＶ基因靶向提高 ＩＬ２２本
底水平，可以在 ＤＳＳ肠炎模型中激活 Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３通路
（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ），从而提高肠屏障相关分子的表达来
保护受损的结肠组织，减轻 ＤＳＳ所致损伤。据此，本
研究通过ＡＡＶ转染在体小鼠，实现了 ＩＬ２２在体稳定
长期表达，在 ＤＳＳ诱导的结肠炎模型中，ＩＬ２２过表达
小鼠可以明显缓解肠上皮黏膜损伤，减少炎症细胞浸

润，具有保护作用，而这一作用产生可能是由于 ＩＬ２２
高激活Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３通路，从而稳定肠上皮完整性所致。
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图４　ＡＡＶＩＬ２２可降低ＤＳＳ所致结肠炎的病情严重程度
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１：ＰＢＳ；２：ＡＡＶｍｏｃｋ＋ＤＳＳ；３：ＡＡＶＩＬ２２＋ＤＳＳ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡＡＶｍｏｃｋ＋ＤＳＳ比较
Ａ：ＧＥＯ数据库 ＤＳＳ诱导 ０／６ｄ相关目的基因热图分析；Ｂ：免疫荧光染色显示 ＺＯ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达；Ｃ：ＺＯ１、
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图５　ＩＬ２２通过激活Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３通路维持肠上皮屏障功能

３　讨论

３．１　免疫调节障碍是ＩＢＤ的致病因素之一
　　ＩＢＤ的免疫调节障碍主要表现为促炎症介质和抗
炎介质之间的平衡受损，宿主免疫应答过度激活，先天

性免疫细胞大量浸润肠道固有层，从而诱导促炎细胞

因子的自发释放，如肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、干扰素
γ（ＩＦＮγ）、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８和 ＩＬ１２等，所有这些细胞因
子都可能诱导以效应 Ｔ细胞调节失衡为特征的炎症
级联反应，从而导致肠道黏膜屏障损伤［１３］。许多研究

报道了 Ｔｈ１７细胞和 ＩＢＤ发病机理之间的密切关系，
并从 ＩＢＤ患者结肠中发现了 Ｔｈ１７相关性细胞因子，
如ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ２２和ＩＬ２６的过表达［１４］。尽管ＩＢＤ
患者ＩＬ２２表达上调，但屏障功能损伤和疾病发生发展
仍然存在，这可能是由于生理水平的ＩＬ２２不足以充分
发挥损伤愈合作用，同时伴随着自然拮抗剂 ＩＬ２２ＢＰ
的升高而阻碍了 ＩＬ２２潜在保护作用则是另一种可能

的因素［１５］。因此，稳定调节机体 ＩＬ２２水平升高成为
了一种具有可行性的ＩＢＤ治疗新策略［１６］。

３．２　ＩＬ２２具有炎症调节作用
　　ＩＬ２２是一种具有争议性的细胞因子，常被称为
“披着狼皮的羊”［１７］或“双面细胞因子”［１８］，在不同疾

病模型中由于组织微环境的改变，ＩＬ２２扮演的促炎和
抑炎角色亦不明晰。然而更多证据表明，ＩＬ２２可以降
低机体对外界病原体的易感性和致病性［６］，如ＩＬ２２缺
陷小鼠在流感病毒感染中炎症加重，而 ＩＬ２２ＢＰ缺陷
小鼠中炎症减轻［１９］。在ＤＳＳ肠炎模型中，ＩＬ２２和 ＩＬ６
本身都存在反应性升高，且二者都可以激活 Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３
通路，不同的是ＩＬ２２通过激活上述通路起到增强肠道
屏障、促进组织再生修复的作用；而通过抑制 ＩＬ６／
Ｊａｋ２／Ｓｔａｔ３通路则可以调节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞稳态，从而
缓解 ＤＳＳ诱导的肠炎［２０］。因此，靶向 ＩＬ２２激活的
Ｊａｋ／Ｓｔａｔ３通路是明确ＩＬ２２对于炎症调节的首要条件。
据此，本研究利用 ＩＬ２２敲除小鼠并通过 ＡＡＶ过表达

４００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＩＬ２２，在急性结肠炎模型中验证了 ＩＬ２２对炎症的调节
作用，结果表明ＩＬ２２缺乏可导致ＤＳＳ结肠炎小鼠体内
多种炎症因子表达上调，而过表达ＩＬ２２可逆转结肠上
皮结构损伤、修复肠屏障、减少炎症细胞浸润，从而抑

制ＤＳＳ结肠炎的炎症失衡。由于ＤＳＳ模型是模拟ＩＢＤ
患者，尤其是 ＵＣ患者最常用的研究方法之一，而 ＩＢＤ
患者体内免疫调节的持续性失衡很可能是长期的肠屏

障功能障碍引发的炎症级联反应，二者又互为因果，不

断加重病情。因此我们推测 ＩＬ２２起到的屏障维稳作
用是治疗ＩＢＤ的关键一环。
３．３　ＩＬ２２是重要的肠道屏障保护因子
　　肠道内环境稳态是由肠上皮屏障和黏膜免疫系统
等多因素共同维持的，肠道上皮屏障是肠道内环境稳

定的基石，它提供了抵御病原体的物理屏障，同时维持

了机体免疫应答［２１］。上皮屏障功能障碍可引发过度

炎症反应，引起促炎细胞因子上调，特别是 ＩＬ１β、
ＴＮＦα和ＩＬ６水平异常升高，从而加重肠上皮毁损抑制
修复［２４］。而 ＩＬ２２是公认的肠屏障保护因子，可以通
过促进肠道隐窝细胞增殖分化修复黏膜屏障［２２］，同时

促进潘氏细胞分泌抗菌肽和防御素起到化学屏障作

用［２３］。ＳＥＲＡＦＩＮＩ等［２４］发现，通过对小鼠在有限的时

间窗内预感染鼠类柠檬酸杆菌，可诱导产生受到良好

“训练”的ＩＬＣ３，这类 ＩＬＣ３可以在再次受到病原菌侵
袭时快速增殖并释放大量 ＩＬ２２，从而完成肠道黏膜屏
障的修复，同时这种效应可持续４个月以上。与之异
曲同工的地方是，我们通过ＡＡＶ来实现持续性的ＩＬ２２
高表达背景，并展开了对 ＤＳＳ药物作用下肠屏障损伤
修复的研究，从而明确ＩＬ２２对于肠屏障的持续性保护
作用，这一结果相较于使用 ｒＩＬ２２Ｆｃ一过性过表达
ＩＬ２２而言，具有靶向性、持久性的特点，其治疗模式更
符合ＩＢＤ慢性难治的病理生理特点，在未来可能具有
更为广阔的应用前景。然而，本研究仍存在以下不足：

首先，以尾静脉注射ＡＡＶ为治疗策略并未以肠道为靶
向组织，多器官感染 ＡＡＶ仍存在潜在风险，在研究方
法上可以通过ＡＡＶ载体上增加肠道特异性启动子或
者采用肠系膜下静脉注射的方法靶向肠道达到过表达

ＩＬ２２的目的。其次，既往研究表明ＩＬ２２可以在通过抑
制ＴＧＦβ１受体表达及下游 Ｓｍａｄ２／３通路激活从而对
原发性肺纤维化起到治疗作用［２５］。另外，本研究主要

探究了ＩＬ２２对急性 ＤＳＳ肠炎的调控作用，而 ＩＬ２２对
于慢性ＤＳＳ诱导结肠炎的保护作用及对慢性纤维化
的治疗作用尚有待探索。最后，本研究缺少对于 ＩＬ２２
分泌相关免疫细胞的相关研究，未来可通过调控

ＩＬＣ３、Ｔｈ２２等ＩＬ２２分泌的免疫细胞，精准实现ＩＬ２２生
理局部器官过表达，从而开拓ＩＢＤ免疫治疗新策略。
　　综上所述，本研究探索了ＩＬ２２对于ＤＳＳ模型下肠
道屏障功能修复、炎症稳态调节的重要作用，证实了

ＡＡＶＩＬ２２这一新型干预策略的高效性，为ＩＢＤ的治疗
提供新的思路。
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