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Abstract
AIM: To explore the therapeutic efficacy of 
attenuated salmonella typhimurium carrying 
human hepatocyte growth factor (Typl-HGF) 
gene in rats with ulcerative colitis (UC) induced 
by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS).  

METHODS: Forty ulcerative colitis model rats 
were induced by TNBS enema, and then ran-
domly divided into 4 groups (n = 10): simple 
attenuated salmonella typhimurium (Ty) control 
group, Typl-HGF group, attenuated salmonella 

typhimurium carrying green fluorescent pro-
tein (Typl-GFP) gene group and model control 
group. Another 10 rats were intrarectally ad-
ministered with normal saline, serving as nor-
mal control group. After 3-6 times of treatment, 
the colons were removed and scored by appear-
ance, and then the specimens were subjected 
to HE staining for histological observation and 
scoring. The expression of target gene in colon 
tissues was observed under fluorescence micro-
scope. 

RESULTS: The weights of rats treated 3 times 
with Typl-HGF had a little increase, but those 
of rats treated 6 times with Typl-HGF showed a 
significant increase (9.75 ± 2.07 g) (P < 0.05). The 
common symptoms of colitis were not obviously 
ameliorated in Ty group and model control 
group. Grossly, mucosal hyperemia and thicken-
ing of colonic wall were evidently ameliorated, 
and the colon appearance scores of rats treated 
with Typl-HGF 3 or 6 times were significantly 
lower than those of rats in Ty group and model 
control group (2.20 ± 0.90 vs 5.10 ± 1.70, 5.30 ± 1.30; 
1.70 ± 1.10 vs 4.00 ± 1.50, 4.30 ± 1.20; all P < 0.01); 
there was a significant difference between rats 
treated with Typl-HGF 3 and 6 times (P < 0.05). 
Histopathologically, in Typl-HGF-treated 3-time 
group, the score was not significantly different 
from that in Ty group or model control group, 
but the score in Typl-HGF-treated 6-time group 
was significantly higher than that in model con-
trol group (1.60 ± 0.30 vs 3.50 ± 0.70, P < 0.05). 
GFP expression was observed in colon tissues 
after intragastric administration of Typl-GFP. 

CONCLUSION: Typl-HGF can dramatically 
ameliorate mucosal inflammation and symptoms 
of TNBS-induced colitis as well as promote the 
repair of mucosal damage and ulcer in rats. 

Key Words: Ulcerative colitis; Attenuated salmo-
nella typhimurium; Hepatocyte growth factor gene
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■背景资料
溃疡性结肠炎黏
膜损伤无法修复
的原因还未阐明, 
至今无特异性的
治疗方法, 造成该
疾病病程迁延、

无法治愈. 氨基水
杨酸类药物及皮
质类固醇激素是
目前治疗溃疡性
结肠炎的主要方
法, 这些非特异性
抗炎和免疫抑制
药物, 只能暂时的
控制和缓解症状, 
不能从根本上治
愈该病, 长期应用
不良反应增多, 停
药后容易复发, 部
分激素耐药或抵
抗的难治性患者
效果更不理想, 因
此, 必须寻找更加
特异的治疗方法.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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摘要
目的: 评价携带肝细胞生长因子基因的减毒
沙门氏菌(Typl-HGF)对TNBS诱发大鼠溃疡性
结肠炎模型的治疗效果. 

方法: 40只Wistar大鼠经TNBS灌肠诱发溃疡
性结肠炎模型, 并随机分为减毒沙门氏菌株
(Ty)治疗组、Typl-HGF治疗组、携带绿色荧
光蛋白基因的减毒沙门氏菌株(Typl-GFP)观
察组和模型对照组4组, 每组10只; 另设生理
盐水灌肠正常对照组10只. 3次和6次ig 1 wk
后, 分别观察各组大鼠的一般情况、结肠大体
观及评分、结肠组织学变化及评分和目的基
因表达. 

结果: Typl-HGF治疗组3次ig后体质量略有增
加, 但差异无统计学意义; 6次Typl-HGF治疗
后动物体质量较模型对照组平均增加9.75±
2.07 g, 差异有统计学意义(P <0.05), Ty治疗组
与模型对照组大鼠症状均无明显缓解. 3次和6
次Typl-HGF治疗组结肠大体标本积分明显低
于同期Ty治疗组和模型对照组(2.20±0.90 vs  
5.10±1.70, 5.30±1.30; 1.70±1.10 vs  4.00±
1.50, 4.30±1.20, 均P <0.01), 且3次和6次Typl-
HGF ig治疗相比较有统计学意义(P <0.05). 3
次ig后Typl-HGF治疗组组织学评分与Ty治疗
组和模型对照组无明显差别; 6次Typl-HGF
治疗后组织学评分与同期模型组标本积分相
比, 二者之间差异有统计学意义(1.60±0.30 vs  
3.50±0.70, P <0.05). Typl-GFP ig后在结肠组
织可见GFP强表达. 

结论: Typl-HGF能明显减轻TNBS诱发溃疡性
结肠炎模型大鼠的症状及炎症, 对已形成的黏
膜损伤及溃疡有促修复作用. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 减毒沙门氏菌; 肝细胞生长
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性

进展性疾病, 是世界卫生组织公认的临床难治性

疾病, 也是结肠肿瘤发生的主要危险因素之一, 
其发病率近年来呈逐年增高趋势. UC的病因和

机制至今尚未明确, 主要与感染、遗传因素、免

疫因素及精神因素有关[1]. 病变主要表现为炎症

和溃疡. 此病确诊后一般采用综合性治疗措施, 
但目前现有的各种疗法不能改变UC的自然病程, 
致使病情迁延, 难以根治, 患者长期痛苦, 甚至出

现大量便血、肠狭窄、肠穿孔、中毒性肠扩张

和结肠癌等严重并发症. 因此探索一种毒副作用

小而有效的治疗新方法十分必要. 
近年来研究表明生长因子在细胞的增殖、

运动、损伤修复、溃疡愈合及免疫调节等方面

起重要作用. 肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)是一多功能生长因子, 可促进肠上皮

细胞增殖, 抑制细胞凋亡, 加快结肠上皮重建[2-3], 
减轻炎症细胞浸润, 减轻症状及黏膜损伤, 促进

局部血管形成, 加快肠道黏膜损伤愈合[4-5]. HGF
被证明还具有免疫调节作用, 对自身免疫性疾

病具有治疗潜能[6-7], 可抑制瘢痕形成[8]. 这提示

应用外源性HGF可能抑制胶原的合成和沉积, 
减少愈合后的溃疡瘢痕, 从而可能阻止UC并发

症的发生. 
本研究旨在利用HGF的多功能结合减毒沙

门氏菌作为基因传递载体的优势及对肠黏膜组

织强嗜性的特性, 拟将HGF基因的真核表达载

体转入减毒的沙门氏菌中, 制备成一种基因治

疗药物, 为UC的治疗探索一条切实、可行、有

效的治疗方法.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠50只, 体质量220-250 
g, 雌雄各半 ,  由中国人民解放军兰州军区兰

州总医院动物中心提供. 三硝基苯磺酸(2, 4, 
6-trinitrobenzene sulphonic acid, TNBS)为Sigma
公司产品, 乙醇(安徽安特集团, 分析纯), 卡那霉

素(Amresco), 酵母提取物由北京索莱宝科技有

限公司提供, 胰蛋白胨(Oxoid)为Sigma公司产品, 
NaHCO3(分析纯)购自北京化学试剂公司. 减毒

沙门氏菌株(Ty)、携带绿色荧光蛋白基因的减

毒沙门氏菌株(Typl-GFP)、携带人肝细胞生长

因子基因的减毒沙门氏菌株(Typl-HGF)均由本

实验中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 所有大鼠实验前禁食不禁水48 h, 随
机取40只, 实验开始大鼠吸入乙醚麻醉, 仰卧

位, 将一根聚乙烯管(直径约2 mm)经肛门插入肠

道, 深度8 cm, 将30 mg(150 mg/kg)TNBS与500 
mL/L乙醇等体积溶液注入肠道, 保持肛门高位

5 min, 防止液体流出, 余10只大鼠以等量生理盐

水取代TNBS灌肠液灌肠, 其余过程均相同. 

■研发前沿
UC是一种以黏膜
和黏膜下层浸润
为主, 特发于大肠
的非特异性炎症
性慢性肠病. 结肠
黏膜炎症持续活
动以及黏膜修复
功能失调, 是造成
UC治疗困难的主
要原因. 
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1.2.2 分组及治疗: 将TNBS灌肠的40只大鼠随机

分为4组: Ty治疗组、Typl-HGF治疗组、Typl-
GFP观察组和模型对照组(n  = 10). 灌肠后d 3开
始ig治疗, 隔日一次, 每只0.5 mL菌液. 将Ty、
Typl-HGF、Typl-GFP菌液分别接种于含卡那霉

素的LB培养基中振荡过夜, 9 h后收集菌体, PBS
洗涤后, 用100 g/L NaHCO3溶液悬浮, 调整细菌

数为2×1011 cfu/L, 立即ig. 模型对照组和正常对

照组给予同体积100 g/L NaHCO3. 每日观察大鼠

的精神、进食、活动、体质量、大便数量及大

便的性状改变等. 
1.2.3 结肠组织目的蛋白的表达: 取Typl-GFP ig
组大鼠结肠组织一部分, 沿结肠横轴剪开, 冷生

理盐水冲洗干净, 将其制作冰冻切片, 用荧光显

微镜观察目的蛋白的表达. 
1.2.4 肠标本积分: 取各组大鼠肛门至盲肠段结

肠(约8 cm)沿肠结膜纵轴剪开, 冷生理盐水冲洗

干净, 观察黏膜损伤并按Wallace et al [9]报道的评

分标准评分. 大致正常: 0分; 无溃疡, 局部充血: 
1分; 可见溃疡, 但无充血: 2分; 仅1处溃疡和炎

症: 3分; 2处或更多处的溃疡和炎症: 4分; 溃疡

长于2 cm: 5分; 大于2 cm的溃疡, 每增加1 cm多

计1分: 6-10分. 
1.2.5 肠道组织学观察及评分: 参照文献[10], 取
肠组织一部分以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, HE
染色后光学显微镜下观察组织病理改变, 并对

结肠组织学损伤进行评分: 无明显炎症: 0分; 少
量淋巴细胞浸润(≤10%高倍视野), 并无结构的

改变: 1分; 中量淋巴细胞浸润(10%-25%高倍视

野), 隐窝变长, 肠壁增厚, 但未透过黏膜层, 无溃

疡形成: 2分; 明显淋巴细胞浸润(25%-50%高倍

视野), 血管密度增加, 肠壁增厚, 透过黏膜层: 3
分; 大量淋巴细胞浸润(≥50%高倍视野), 血管

密度增加, 隐窝变长并扭曲, 肠壁全层增厚, 可
见溃疡形成: 4分.

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 用
SPSS11.5统计软件进行方差齐性检验后用t检验

进行统计学处理. 

2  结果

2.1 模型观察 TNBS灌肠3 d后, 大部分大鼠出现

稀便, 甚至稀水、脓血, 肛门周围潮湿、污秽, 
精神萎靡, 活动倦怠. 造模1 wk后随机取2只大鼠

处死, 取其部分结肠, 病理分析示: 黏膜糜烂, 黏
膜层可见炎性渗出坏死物, 各层均见炎性细胞

浸润. 2 wk后取2只大鼠结肠病理分析示: 黏膜脱

落, 溃疡明显; 3 wk后大部分大鼠可见稀便或黏

液便、精神萎靡等症状. 模型大鼠结肠病理分

析示: 仍有明显溃疡, 腺体及肠壁各层可见大量

急、慢性炎性细胞, 镜下可见血管增生、炎性

肉芽肿及淋巴滤泡结构, 表明造模成功. 
2.2 一般情况 TNBS灌肠后, 模型组平均3-5 d出
现典型症状, 如大便不成形、腹泻、便血和体

质量下降等, 正常对照组则体质量增加. Typl-
HGF治疗组大鼠3次ig后症状稍缓解, 体质量略

有增加, 较模型对照组平均增加5.31±1.13 g, 但
差异无统计学意义(P >0.05); Typl-HGF治疗6次
后动物黏液脓血便、粪便稀等溃疡性结肠炎常

见症状均明显好转, 精神萎靡减轻, 无便中带血, 
体质量较模型对照组平均增加9.75±2.07 g, 差
异有统计学意义(P <0.05), 经6次治疗后, 模型对

照组和Ty治疗组症状无明显缓解. 
2.3 结肠组织目的蛋白的表达 Typl-GFP ig 3次和

6次后1 wk分别取结肠做冰冻切片, 在荧光显微

镜下均可观察到GFP强表达(图1).
2.4  结肠组织大体形态和组织学观察 
2.4.1 大体形态改变: 正常对照组大鼠肠管黏膜

皱襞纹理清晰, 未见糜烂及溃疡(图2A); 模型对

照组及Ty治疗组大鼠肠管变粗, 肠壁部分甚至

膨胀巨大变薄, 肠壁外周黏连严重, 肠管黏膜坏

死组织、溃疡及糜烂面的上面有黑黄色膜状物

附着, 其附近黏膜充血、水肿明显(图2B-E); Ty
治疗组大鼠肠壁与正常大鼠接近, 尤其是6次ig
治疗后(图2F-G). 结肠病变主要集中在远端结肠, 
Typl-HGF治疗组3次ig后大体标本积分为2.20±
0.90, 明显低于同期Ty治疗组(5.10±1.70)和模型

对照组(5.30±1.30, P <0.01); Typl-HGF治疗组6
次ig后大体标本积分为1.70±1.10, 明显低于同

期Ty治疗组(4.00±1.50)和模型组(4.30±1.20, 
P <0.01), Typl-HGF治疗组3次和6次ig相比较差

异有统计学意义(P <0.05); Ty治疗组3次和6次ig
后与模型对照组相比无明显改变.
2.4.2 组织学变化: 光镜下观察大鼠结肠组织可

见, 正常对照组黏膜、腺体结构清晰,黏膜下血

管丰富(图3A); 模型对照组黏膜糜烂、剥脱程度

较重, 溃疡数量多, 溃疡面大, 黏膜及黏膜下层

有大量炎性细胞浸润, 腺体破坏, 组织坏死, 未
见明显增生现象(图3B); Ty治疗组与模型对照组

相比无明显差别(图3C); Typl-HGF治疗组结肠

黏膜炎症充血、水肿、炎性细胞浸润程度减轻, 
溃疡面明显缩小或完全愈合, 肠腺增生, 溃疡底

■相关报道
研究表明, 肝细胞
生长因子 (HGF)
是一多功能生长
因子, 可促进肠上
皮细胞增殖, 抑制
细胞凋亡, 加快结
肠上皮重建, 减轻
炎症细胞浸润, 减
轻症状及黏膜损
伤, 促进局部血管
形成, 加快肠道黏
膜损伤愈合. HGF
被证明还具有免
疫调节作用, 对自
身免疫性疾病具
有治疗潜能, 且可
抑制瘢痕形成.
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部可见黏膜下层有新生肉芽组织增生, 毛细血

管增生明显(图3D). 各组组织学评分见表1, Typl-
HGF治疗6次后肠组织病理检查较模型组明显

好转, 组织评分明显低于同期Ty治疗组和模型

对照组(P <0.05), 经6次治疗后Ty治疗组和模型

对照组无明显差别(P >0.05).

3  讨论

UC是一种以黏膜和黏膜下层浸润为主, 特发于

大肠的非特异性炎症性慢性肠病. 结肠黏膜炎

症持续活动以及黏膜修复功能失调, 是造成UC
治疗困难的主要原因. 目前对于UC的治疗, 临床

上用得较广泛的是抗炎剂、皮质类固醇类、免

疫抑制剂以及抗菌素、局部麻醉剂、尼古丁、

肝素等. 这些药物起效快, 短期疗效肯定, 但长

期疗效不佳, 副作用明显. 所以探索一种毒副作

用小而有效的治疗新方法十分必要. 
近年来研究表明生长因子在细胞的增殖、

运动、损伤修复、细胞外基质形成、血管形

成、溃疡愈合及免疫调节等方面起重要作用. 
已有研究表明, 表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)在溃疡病发病、治疗和抗复发方面

均有一定意义, 国外已有基因重组的用于治疗

溃疡病和烧伤的EGF制剂, 是一个有希望的新

型黏膜保护剂[11]. 研究表明HGF: (1)可促进肠上

皮细胞增殖, 减轻炎症细胞浸润, 促进肠道黏膜

损伤愈合[4-5]; (2)HGF有强的促血管形成的功能, 
局部应用HGF可促进结肠局部血液供应, 减少

氧自由基的产生, 从而减轻黏膜损伤, 促进损伤

黏膜修复[12]; (3)HGF具有免疫调节作用, 通过诱

导Th2细胞分泌细胞因子、抑制树突状细胞功

能等来治疗自身免疫性疾病, 如系统性红斑狼

疮、移植排斥反应、自身免疫性心肌炎等[13-14], 
而UC病因中免疫系统异常是造成炎症和组织

损伤的内在因素, 也认为是一种自身免疫性疾 
病[15]; (4)我们以往的研究已证明HGF可抑制组

织修复过程中瘢痕的形成, 从而HGF可能阻止

UC迁延过程中某些并发症的发生, 鉴于HGF以
上优势, 本研究中我们选用HGF用于治疗UC. 另
外由于直接应用HGF蛋白存在一些缺陷, 所以本

研究我们利用Ty作为基因传递载体的优势及对

表  1  各组结肠组织学评分 (mean±SD)

     
分组	                              Ⅰ	                               Ⅱ

正常对照组 

模型对照组

Ty治疗组

Typl-HGF组

aP<0.05 vs  Ty治疗组, 模型对照组.

        0

4.63±0.98

4.13±0.52

3.87±0.76

        0          

3.50±0.76          

3.24±0.41           

1.60±0.33a

A B

图  1  结肠组织GFP的表达(×40). A: Typl-GFP ig 3次后1 wk; B: Typl-GFP ig 6次后1 wk.

■创新盘点
本研究利用减毒
沙门氏菌作为基
因传递载体的优
势及对肠黏膜组
织强嗜性的特性, 
将HGF基因的真
核表达载体转入
减毒的沙门氏菌
中, 制备成一种以
减毒的沙门氏菌
为细胞载体的基
因治疗药物(Typl-
HGF), 用于UC的
治疗从而可能阻
止UC并发症的发
生.

A B C D E

图  2  各组大鼠结肠大体形态. A: 正常对照组; B: 3次ig后１wk模型对照组; C: 6次ig后１wk模型对照组; D: 3次ig后Ty治疗

组; E: 6次ig后Ty治疗组; F: 3次ig后Typl-HGF治疗组; G: 6次ig后Typl-HGF治疗组.

F G
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肠黏膜组织强嗜性的特性, 将HGF基因的真核表

达载体转入Ty中, 制备成一种以Ty为细胞载体的

基因治疗药物(Typl-HGF), 用于UC的治疗.  
本实验采用TNBS加乙醇灌肠造成大鼠UC

模型, 该模型持续时间较长(8 wk), 体现急性炎

症向慢性转化的动态过程并伴以溃疡形成, 在
组织学变化上与人类UC有一定的相似. 实验发

现Typl-HGF ig对TNBS+乙醇法模型有较好的治

疗作用, 大鼠症状减轻及黏膜损伤的修复, 表现

为体质量增加、减轻腹泻、血便、体质量下降

等症状, 镜下溃疡面积缩小, 炎性细胞浸润显著

减少, 病变深度明显减轻, 这与Mukoyama et al [16]

研究的HGF能降低结肠的黏膜损伤和增加体质

量一致. 
同时, 我们的研究还发现, HGF对UC大鼠免

疫功能也有影响. UC模型外周循环CD4+/CD8+T
比值上升 ,  说明全身及局部免疫反应处于亢

进状态. 予以Typl-HGF隔日6次治疗后CD4+和

CD4+/CD8+T均明显低于模型对照组表明此时机

体免疫耐受逐步修复. 免疫复合物与补体的活

化与溃疡性结肠炎的活动性密切相关, 由IgG抗

体形成的免疫复合物, 均可与细胞表面相应受

体结合, 从而使这些细胞活化, 在溃结病肠道病

变中起到了损伤性的作用, 我们研究发现Typl-
HGF能明显降低IgG1的产生, 从而降低免疫复

合物的形成. 我们初步认为Ty携带肝细胞生长

因子基因能抑制T细胞的增殖和免疫球蛋白尤

其是CD4+T细胞的增殖, 可能代表一种新的策略

用于治疗自身免疫性疾病. 可见Typl-HGF在治

疗溃疡性结肠炎过程中, 发挥多重功效, 从而达

到有效治疗的作用.
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1    征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2    征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3    联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com


