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［摘　 要］　 目的　 观察硫氧还蛋白（Ｔｒｘ）在腹泻型肠易激综合征（ＩＢＳＤ）和便秘型肠易激综合征（ＩＢＳＣ）患者结肠黏膜中的
表达情况，探讨肠易激综合征（ＩＢＳ）的发病机制。方法　 选择２０１７年１月至２０１９年４月解放军总医院消化门诊收治的ＩＢＳＤ、ＩＢＳＣ
患者各１６例，分别设为ＩＢＳＤ组和ＩＢＳＣ组，另选择健康志愿者１６例作为对照组，活检留取盲肠及乙状结肠黏膜组织，应用免疫组
织化学染色分析。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ和荧光定量ＰＣＲ法检测Ｔｒｘ及Ｔｒｘ ｍＲＮＡ表达情况。结果　 免疫组织化学染色显示，在正常结肠腺
上皮细胞、隐窝上皮细胞、上皮基底膜和固有层间质细胞均可见Ｔｒｘ阳性表达。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ显示，Ｔｒｘ在ＩＢＳＤ组和ＩＢＳＣ组盲肠及
乙状结肠的表达均明显高于对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）。荧光定量ＰＣＲ结果提示，与对照组比较，Ｔｒｘ ｍＲＮＡ在ＩＢＳＤ组和ＩＢＳＣ组盲肠黏
膜的表达明显下调（Ｐ ＜ ０． ０５），在ＩＢＳＤ组和ＩＢＳＣ组乙状结肠黏膜的表达明显上调（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论　 ＩＢＳ发病机制可能与Ｔｒｘ
相关的氧化应激、能量代谢异常及免疫稳态失衡相关。
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　 　 肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）是一
种功能性肠病，存在内脏高敏反应，表现为反复发作的
腹痛、与排便相关或伴随的排便习惯异常。典型的排
便习惯异常可表现为便秘、腹泻、便秘与腹泻交替出
现，同时可有腹胀／腹部膨胀等症状。ＩＢＳ是消化科常
见的疾病之一，其发病机制目前尚不明确。本研究小
组在前期工作中应用蛋白组学方法，通过双向凝胶电

泳及质谱分析技术对腹泻型ＩＢＳ（ｄｉａｒｒｈｅａｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ
ＩＢＳ，ＩＢＳＤ）患者和正常人结肠黏膜蛋白进行对比发
现，硫氧还蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ，Ｔｒｘ）在ＩＢＳＤ患者结肠中
表达异常［１］。Ｔｒｘ是一个广泛分布的小分子氧化还原
蛋白（１０４个氨基酸、分子量为１２ ｋＤａ）［２］，与硫氧还
蛋白还原酶（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＴｒｘＲ）、还原型烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）和硫氧还蛋白过氧化物酶
（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＴｒｘＰ）构成控制细胞还原、氧化
状态、细胞增殖及生存的广泛表达的氧化还原Ｔｒｘ系
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统［３］。Ｔｒｘ系统也是最重要的硫醇还原系统，其通过
二硫化物还原酶活性作用减轻细胞内氧化应激，保护
细胞正常生理功能［４］。Ｔｒｘ主要分为Ｔｒｘ１和Ｔｒｘ２，
Ｔｒｘ１位于细胞浆，在一些生理及应激情况下转位于细
胞核中，而Ｔｒｘ２仅位于线粒体中［５］。Ｔｒｘ的氧化还原
活性依赖于高度保守的活性位点ＣＧＰＣ（ＣｙｓＧｌｙＰｒｏ
Ｃｙｓ），２个半胱氨酸经过可逆的氧化过程，将自身的巯
基转化为二硫键，同时将还原力传给含有二硫键的底
物。无活性的氧化态Ｔｒｘ则被ＴｒｘＲ在还原因子ＮＡＤ
ＰＨ的作用下还原。Ｔｒｘ具有许多功能，包括活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）清除、促进细胞凋亡、
ＤＮＡ合成和硫化氢信号传导［６］。Ｔｒｘ与人类许多疾病
的发病有关，如肿瘤、获得性免疫缺陷综合征、自身免
疫性疾病、神经退行性病变、脑缺血、心血管系统疾病
等［７８］。为进一步探讨Ｔｒｘ在ＩＢＳ发病中的作用，本研
究应用免疫组织化学、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ和荧光定量ＰＣＲ法
进一步验证Ｔｒｘ在ＩＢＳＤ中的表达情况，并同时将其
在便秘型ＩＢＳ（ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ＩＢＳ，ＩＢＳＣ）结
肠黏膜中的表达情况作为对比，为探讨ＩＢＳ的发病机
制提供新的实验依据。
１　 材料与方法
１． １　 材料

选择２０１７年１月至２０１９年４月解放军总医院消
化门诊收治的３２例ＩＢＳ患者，根据文献方法钳取ＩＢＳ
患者的盲肠、乙状结肠黏膜组织［１］。按照罗马Ⅲ诊断
标准均诊断为ＩＢＳ［１］，其中ＩＢＳＣ患者１６例设为ＩＢＳＣ
组，男女各８例，年龄３７ ～ ４８岁，平均（４２． ３ ± ５． ２）岁；
ＩＢＳＤ患者１６例设为ＩＢＳＤ组，男女各８例，年龄
３８ ～４４岁，平均（４０． ５ ± ３． ２）岁；选择健康志愿者１６例
设为对照组，男女各８ 例，年龄３９ ～ ４８ 岁，平均
（４３． ８ ±３． ５）岁。本研究经解放军总医院伦理委员会批
准，纳入研究的对象均知情同意。
１． ２　 方法
１． ２． １　 免疫组织化学染色分析　 　 石蜡切片制片：各
部位标本以１０％甲醛固定，石蜡包埋，４ μｍ厚连续切
片。ＳＰ免疫组织化学染色：加入一抗小鼠抗人Ｔｒｘ（效
价１∶ １ ５００，中国台湾Ａｂｎｏｖａ公司）置于湿盒中４ ℃冰
箱过夜，然后加入二抗ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（北
京中杉金桥公司）３７ ℃孵育６０ ｍｉｎ；应用苏木素复染
１ ｍｉｎ，脱水，二甲苯透明，中性树胶封片；光镜下观察
结果。用ＰＢＳ代替一抗做对照实验，结果为阴性。
１． ２． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测蛋白表达　 　 依据文献［１］
的方法提取蛋白，取２０ μｇ所提取的蛋白经过１５％的

分离胶分离，上样量２０ μｇ；一抗小鼠抗人Ｔｒｘ（效价
１∶ ５００，中国台湾Ａｂｎｏｖａ公司），室温孵育１ ｈ；二抗
ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶ ２ ０００）室温孵育６０ ｍｉｎ。
用ＥＣＬ显色试剂对膜进行显色，结果分析以βａｃｔｉｎ
蛋白表达作为参照，应用ＢｉｏＲａｄ公司提供的Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ分析软件进行图像分析。测定目的显影条带和内
参照βａｃｔｉｎ（稀释度１∶ ２ ０００）的灰度值，结果以比值
（样本灰度值／内参照灰度值）表示。
１． ２． ３　 荧光定量ＰＣＲ检测Ｔｒｘ ｍＲＮＡ的表达　 　 将
分离的组织悬液２００ μＬ加入１ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ，提取ＲＮＡ；
按照逆转录试剂盒说明将ＲＮＡ反转成ｃＤＮＡ。根据
基因总长进行引物设计，Ｔｒｘ引物序列，上游引物：
５′ＧＣＣＴＴＴＣＴＴＴＣＡＴＴＣＣＣＴＣ３′，下游引物：５′ＴＴＣＡＣ
ＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＴＣＣ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列，上游引物：
５′ＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣ３′，下游引物：
５′ＡＣＡＧＣＴＴＴＣＣＡＧＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣ３′，引物由上海英
俊生物有限公司合成。ＲＴＰＣＲ扩增反应体系如下：
上下游引物各０． ２５ μＬ，灭菌注射用水７． ５ μＬ，ＲＴ
ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ，ｃＤＮＡ ２ μＬ，反应总体系２０ μＬ。反应
条件：预变性９５ ℃ ５ ｍｉｎ；变性９５ ℃ ３０ ｓ，退火５５ ℃
３０ ｓ，延伸７２ ℃ ３０ ｓ；６０ ℃ ３０ ｓ（收集溶解曲线），反应
４０个循环。扩增产物用实时定量ＰＣＲ仪Ｂｉｏｒａｄ ＩＱ５
软件进行分析。
１． ３　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １０． ０统计软件进行分析，所得数据服
从正态分布且方差齐性，计量资料以均数±标准差
（ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，多组之间的比较采
用单因素方差分析并利用Ｔｕｋｅｙ检验进行组内比较，
数据不服从正态分布则采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ双样本检验，
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义，Ｐ ＜ ０． ０１为差异有极显
著性统计学意义。
２　 结果
２． １　 Ｔｒｘ的免疫组织化学表达

Ｔｒｘ在对照组结肠腺上皮细胞胞浆、胞核均有阳
性表达，以胞浆表达为主，固有层少许间质细胞核为阳
性，显示为浅棕色颗粒（图１ａ）。Ｔｒｘ在ＩＢＳＤ组及
ＩＢＳＣ组结肠黏膜腔面上皮细胞胞浆、腺上皮细胞胞
浆及胞核均有较强阳性表达，显示为深棕色或棕褐色
颗粒（图１ｂ ～ ｃ）。Ｔｒｘ在ＩＢＳ结肠黏膜上皮细胞、腔面
上皮细胞胞浆及胞核、隐窝上皮细胞胞浆可见强阳性
表达，在上皮基底膜、固有层间质细胞亦可见阳性表
达。与对照组相比，ＩＢＳ结肠黏膜有较多的腺上皮细
胞及固有层间质淋巴细胞胞核呈现强阳性（图１ｄ）。
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ａ：对照组结肠黏膜Ｔｒｘ的表达（ＳＰ × ２００）；ｂ：ＩＢＳＤ组结肠黏膜Ｔｒｘ的表达（ＳＰ × ２００）；ｃ：ＩＢＳＣ组结肠黏膜Ｔｒｘ的表达
（ＳＰ × ２００）；ｄ：ＩＢＳ患者结肠黏膜Ｔｒｘ的表达（ＳＰ × ４００），结肠黏膜上皮细胞胞核可见阳性染色（黑色箭头所示），上皮基底膜呈阳
性（白色箭头所示）、固有层间质细胞胞浆、胞核呈阳性（红色箭头所示）

图１　 结肠黏膜的免疫组织化学表达
２． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｔｒｘ在结肠黏膜的表达

Ｔｒｘ在ＩＢＳＤ组乙状结肠、ＩＢＳＣ组盲肠及乙状结
肠表达高于对照组，差异有极显著性统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｔｒｘ在ＩＢＳＤ组盲肠的表达高于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｔｒｘ在对照组的盲肠及乙
状结肠的表达未见明显差异（Ｐ ＞０． ０５），见图２。

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｔｒｘ在结肠黏膜的表达

２． ３　 荧光定量ＰＣＲ检测Ｔｒｘ ｍＲＮＡ的相对表达量
与对照组比较，Ｔｒｘ ｍＲＮＡ在ＩＢＳＤ组盲肠的表达

明显下调，差异有极显著性统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１），在
ＩＢＳＣ组盲肠表达也下调，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与对照组比较，Ｔｒｘ ｍＲＮＡ在ＩＢＳＤ组和
ＩＢＳＣ组乙状结肠表达均明显上调，差异有极显著性
统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３。
３　 讨论

Ｔｒｘ是作为应答外界压力而产生细胞反应的重要
调节因子，参与各种氧化还原相关的细胞生理过程，如

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图３　 荧光定量ＰＣＲ检测Ｔｒｘ ｍＲＮＡ在结肠黏膜的表达
衰老、基因表达、细胞生长、细胞凋亡、信号转导以及免
疫应答等［９１１］。肠是人体最大的免疫器官，黏膜固有
层包含最大的Ｔ细胞区域，与其他组织相比，肠黏膜
含较多的Ｔｒｘ，Ｔｒｘ促进肠上皮细胞生长发育，也与肠
道的免疫应答有关。Ｓｉｄｏ等［１２］发现结肠不同部位的
Ｔ细胞存在Ｔｒｘ的表达差异，肠黏膜固有层Ｔ细胞Ｔｒｘ
高表达，而外周血Ｔ细胞Ｔｒｘ低表达，推测与体外肠黏
膜固有层Ｔ细胞比外周血Ｔ淋巴细胞产生的ＩＬ２、
ＩＬ１０多有关。Ｔｒｘ ｍＲＮＡ的诱导性表达能被几种转录
因子所调节，预先已被刺激的外周血Ｔ细胞比初次经
受刺激的外周血Ｔ细胞对重组Ｔｒｘ１的反应更强，说明
Ｔｒｘ有炎症放大的作用。重组Ｔｒｘ能在体外减少人单
核细胞巨噬细胞游走抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）的产生，应激情况下Ｔｒｘ从细胞
质转位于细胞核中［５，１３］。本研究通过免疫组织化学研
究发现，对照组结肠黏膜Ｔｒｘ表达主要集中在结肠黏
膜腺上皮细胞胞浆，而ＩＢＳ结肠黏膜腺上皮细胞浆、细
胞核及固有层间质细胞胞核Ｔｒｘ染色均较明显，提示
ＩＢＳ可能存在氧化应激等情况，促使Ｔｒｘ从细胞浆转位
到胞核并表达增加。有学者认为Ｔｒｘ的核转位可促进
某些炎性基因的表达［１４］。一项关于细颗粒物质对人
支气管上皮细胞影响的研究提示，Ｔｒｘ在细胞核中的
核转位和积累在ＰＭ２． ５诱导的核因子（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦκＢ）活化和促炎反应中起重要作用，阻断
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Ｔｒｘ核转位并抑制ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性可减轻炎
症细胞因子分泌［１５］。但阻断Ｔｒｘ核转位是否能通过
减少ＩＢＳ结肠黏膜炎症因子分泌而缓解症状还需进一
步研究证明。

有研究证实，ＩＢＳ患者存在的内脏超敏反应与结
肠黏膜肥大细胞分泌组胺、类胰蛋白酶、前列腺素Ｅ２
等炎症介质增加有关［１３］。Ｔｒｘ是调节肥大细胞及过敏
性炎症ＩｇＥ信号的关键信号分子，Ｔｒｘ能影响肥大细胞
分泌类胰蛋白酶，而类胰蛋白酶反过来又能影响Ｔｒｘ
的表达，两者相互作用［１６］。另外，ＩＢＳ的内脏超敏反
应还与硫化氢有关。有研究发现，ＩＢＳ患者结肠有较
高浓度的硫化氢和／或产生硫化氢的硫酸盐还原菌，而
Ｔｒｘ可调节硫化氢水平，通过调节硫化氢信号传导，影
响结肠多种生理过程［１７１８］。可见，Ｔｒｘ通过多种机制
影响ＩＢＳ内脏超敏反应发生。

硫氧还蛋白互作蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＸＮＩＰ）是Ｔｒｘ的内源性抑制蛋白，通过共价结
合Ｔｒｘ，抑制Ｔｒｘ活性，清除活性氧并干扰Ｔｒｘ与其他
信号分子的结合［１９］。ＴＸＮＩＰ也是一种代谢调控蛋白，
是葡萄糖稳态的调节器，调节细胞的葡萄糖摄取，能与
Ｔｒｘ结合而影响其正常生理功能发挥［２０］。本研究小组
在前期工作中发现，ＩＢＳ结肠黏膜存在糖酵解酶（醛缩
酶及烯醇化酶）表达异常及能量代谢异常［１，９］。有研
究发现，因缺氧而被转录激活的醛缩酶及烯醇化酶是
缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １α，ＨＩＦ１α）
的靶标蛋白［１８，２１］，在氧含量正常或缺氧情况下，Ｔｒｘ１
表达增加可刺激ＨＩＦ１α活性并提高ＨＩＦ１α蛋白水
平［１０］，ＨＩＦ上调这些糖酵解酶，ＨＩＦ１α的激活也可抑制
ＲＯＳ，反之亦然［２１］。ＩＢＳ结肠黏膜代谢异常Ｔｒｘ如何通
过激活ＨＩＦ１α途径诱导还需要进一步研究证实，Ｔｒｘ ／
ＴＸＮＩＰ在ＩＢＳ发病中的作用机制也需要进一步研究。

Ｔｒｘ ｍＲＮＡ的表达与蛋白水平表达一致，说明ＩＢＳ
患者结肠黏膜Ｔｒｘ在转录水平即发生变化，ＩＢＳ结肠黏
膜Ｔｒｘ表达增加，也提示黏膜保护因子增加，Ｔｒｘ水平
与疾病活动性相关。本研究提示，ＩＢＳ发病涉及氧化
应激、免疫稳态失衡和代谢等异常。Ｔｒｘ在ＩＢＳ发病中
如何影响肠道免疫活性，存在哪些免疫因子的异常，通
过怎样的信号传导通路介导，均需进一步实验研究。
另外，本研究因样本量有限，进一步的大样本、多次重
复实验非常必要。
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０５Ｅ０２０００６ ·基础研究·
Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角膜中的表达分析
高　 杰，穆　 尧，向　 松，丁　 玲，胡　 蓉，李　 红，苏　 敏　 （贵州医科大学组织学与胚胎学教研室，贵州贵阳５５０００４）

［摘　 要］　 目的　 观察Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角膜中的表达及分布情况，探讨Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在角膜中的关系。方法　 对小鼠
与人、家兔、恒河猿的Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ氨基酸序列同源性进行生物信息学分析；石蜡切片法观察小鼠眼球壁的形态结构；免疫组织化
学技术和流式细胞术分别检测Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角膜中的分布和表达。结果　 小鼠和人、家兔、恒河猿的Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白氨
基酸序列同源性都超过９０％，其中小鼠和人的同源性最高。ＨＥ染色显示了正常小鼠的眼球壁结构。Ｐａｘ６的免疫阳性表达在小鼠
角膜全层的细胞质和细胞膜上，阳性表达率约为７７． ８４％；Ｗｎｔ７ａ的免疫阳性主要表达在小鼠角膜全层的细胞膜上，阳性表达率约
为６３． ５１％。结论　 Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ均在小鼠角膜中高表达，可能参与角膜的形成。

［关键词］Ｐａｘ６；Ｗｎｔ７ａ；角膜；小鼠；石蜡切片法；免疫组织化学技术；流式细胞术
［中图分类号］Ｒ３２９． ２　 ［文献标识码］Ａ　 ［收稿日期］２０２００５０６
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