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　　［摘要］　目的　研究ＰｏｌｙⅠ：Ｃ对急性期溃疡性结肠炎模型小鼠肠道黏膜屏障调节作用。方法　３０只小鼠随机分为正常对

照组、模型组、ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组，建立急性溃疡性结肠炎动物模型；观察小鼠一般活动情况及结肠病理学变化、应用免疫组织化学荧光

染色法测定结肠组织水闸蛋白（ｃｌａｕｄｉｎ１）、闭锁小带（ｚｏ１）蛋白表达的变化。结果　实验期间，ＰｏｌｙⅠ：Ｃ干预治疗后模型小鼠的

一般情况有明显改善；模型组小鼠结肠黏膜缺损，腺体破坏或消失，可见黏膜、黏膜下层甚至肌层大量炎性细胞浸润；ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组

可见炎性细胞浸润少，炎症程度较模型组明显减轻。与模型组比较，经过ＰｏｌｙⅠ：Ｃ治疗后结肠组织黏膜中ｃｌａｕｄｉｎ１、ｚｏ１蛋白

的荧光表达明显增强。结论　ＰｏｌｙⅠ：Ｃ对急性溃疡性结肠炎模型小鼠肠道黏膜屏障有调节作用。
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种高复发的肠

道炎性疾病。近年来，研究学者认为本病发病基础是：肠黏膜

屏障削弱，肠道致病菌群及其有害成分穿过黏膜屏障，引发局

部免疫反应［１２］。ＰｏｌｙⅠ：Ｃ（ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃｐｏｌｙｃｙｔｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ）可

诱导分泌的Ⅰ型干扰素，可增强机体的初期抗体应答
［３］，对急

性ＵＣ模型小鼠的肠道黏膜屏障是否有调节作用仍需进一步

研究。

１　材料与方法

１．１　材料　右旋葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ，Ｓｉｇｍａ公司，美国）；Ｐｏｌｙ

Ⅰ：Ｃ（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；兔多抗ｚｏ１抗体（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；鼠抗

ｃｌａｕｄｉｎ１抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国）；Ｃｙ３标记的山羊抗小

鼠免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）抗体、异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的山

羊抗兔ＩｇＧ抗体（碧云天分进口产品）。

１．２　方法

１．２．１　急性期造模及ＰｏｌｙⅠ：Ｃ干预　３０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠（体质量１８～２２ｇ，７～１２周），购于北京维通利华实验动

物技术有限公司。按随机数字表法分入正常对照组、模型组和

ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组，每组１０只。模型组自由饮用２％ＤＳＳ７ｄ，正常

对照组和ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组小鼠自由饮用蒸馏水７ｄ；ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组

只在造模前给予０．３ｍｇ／ｋｇＰｏｌｙⅠ：Ｃ，一次性肌内注射给药；

空白对照组和模型组同时给予生理盐水同等剂量肌内注射作

为对照，时间均为１周，第８天处死所有小鼠。
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１．２．２　小鼠一般情况及结肠病理组织染色　每天观察小鼠的

精神状态、体质量、活动情况、毛发光泽度、食欲、大便性状等。

在实验结束时处死大鼠，取部分肠段置于多聚甲醛内固定，包

埋、切片，苏木素伊红（ＨＥ）染色，行组织病理学观察。

１．２．３　肠组织免疫荧光染色　新鲜肠组织以５μｍ的厚度进

行连续冰冻切片，按以下步骤进行闭锁小带（ｚｏ１）、水闸蛋白

（ｃｌａｕｄｉｎ１）的免疫荧光染色：４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，免疫染

色洗涤液洗５ｍｉｎ３次，封闭液封闭，室温１ｈ，加兔抗ｚｏ１多

克隆抗体／小鼠抗ｃｌａｕｄｉｎ１单克隆抗体，４℃过夜，洗涤液洗５

ｍｉｎ３次，滴加标记绿色荧光的抗兔ＦＩＴＣ／标记红色荧光的抗

小鼠Ｃｙ３，室温１ｈ。绿色荧光／红色荧光为阳性表达。阴性对

照用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）替代一抗，其余步骤同上。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用ＳＮＫ 检验，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　动物的一般状况　实验期间，正常对照组小鼠大小便正

常，体质量持续增加，毛发有光泽，活动、精神状态均正常。急

性期模型组动物饮用２％ＤＳＳ水后第１天，体质量增长，饮水、

进食较多；饮用２％ＤＳＳ第３天，开始精神萎靡，懒于活动，被

毛松散无泽，食量下降，拉黏液血便，体质量下降，粪便潜血试

验呈强阳性；实验第８天模型组小鼠体质量明显减轻，肛周可

见肉眼血便。ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组第５～７天，便稀，但未见脓血便，状

态接近正常，但体质量仍明显减轻。

２．２　ＰｏｌｙⅠ：Ｃ对小鼠结肠组织病理学变化的影响　正常对

照组肠黏膜光滑，无水肿、充血等表现；模型组小鼠结肠黏膜缺

损，可见黏膜、黏膜下层甚至肌层大量炎性细胞浸润。Ｐｏｌｙ

Ⅰ：Ｃ组的小鼠结肠病理较模型组明显改善，见图１。

２．３　免疫荧光染色检测结肠黏膜紧密连接蛋白（ＴＪ）的定位

分布　与免疫组织化学相比，ＴＪ的免疫荧光表达更具有特异

性。激光共聚焦显微镜下见ｚｏ１蛋白呈现绿光，ｃｌａｕｄｉｎ１蛋

白呈现红光。急性期正常对照组ｚｏ１、ｃｌａｕｄｉｎ１蛋白表达可见

荧光沿胞膜分布，荧光强度强，边缘光滑；模型组荧光分布较正

常对照组分散，荧光强度减弱，边缘粗糙呈锯齿状；ＰｏｌｙⅠ：Ｃ

组荧光仍沿胞膜分布，强度较正常对照组稍减弱，但仍强于模

型组，见图２、３。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组。

图１　　各组小鼠结肠组织病理学变化（×２００）

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组。

图２　　各组小鼠结肠组织ｚｏ１蛋白表达（×２００）

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＰｏｌｙⅠ：Ｃ组。

图３　　各组小鼠结肠组织ｃｌａｕｄｉｎ１蛋白表达（×２００）
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３　讨　　论

目前研究显示，ＵＣ的发病机制可能与肠道黏膜屏障功能

减弱，诱导局部免疫反应有关［４］。ＰｏｌｙⅠ：Ｃ是一种人工合成

的ｄｓＲＮＡ，可形成长期的免疫记忆，对多种免疫系统疾病均有

治疗作用［５７］。

黏膜屏障功能缺陷和 ＴＪ蛋白的减少均有利于微生物抗

原进入肠黏膜固有层，诱发异常的黏膜免疫应答。故此，肠道

黏膜屏障的功能受损可以被认为是 ＵＣ发病的始动因素之

一［８１０］。肠上皮ＴＪ对于屏障功能的维持和ＴＪ的完整性具有

重要作用，肠黏膜上皮 ＴＪ是由一系列的细胞质蛋白、细胞骨

架元素和几种跨膜蛋白组成［１１］。ＵＣ发生时，与肠黏膜通透性

密切相关的ＴＪ的ｚｏ１和ｃｌａｕｄｉｎ１首先从位置分布上发生了

改变，正常情况下分布于细胞边缘，沿细胞膜分布；而 ＵＣ发生

时ｚｏ１和ｃｌａｕｄｉｎ１分布不均，染色变淡，线条模糊，边缘粗糙

有刺状突起，分布散乱，稀疏，结肠黏膜紧密连接蛋白的表达明

显下降，经过ＰｏｌｙⅠ：Ｃ治疗后，结肠黏膜的上皮层紧密连接

蛋白ｚｏ１和ｃｌａｕｄｉｎ１分布均匀，线条清晰，边缘整齐。可见

ＰｏｌｙⅠ：Ｃ在急性ＵＣ模型小鼠保护肠黏膜屏障过程中起重要

作用，为临床上ＵＣ治疗提供理论依据。
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