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Abstract
AIM: To explore the pathological role of 
interleukin-27 (IL-27) in inflammatory bowel 
disease (IBD), including Crohn’s disease (CD) 
and ulcerative colitis (UC), by analyzing the 
expression of IL-27 p28 subunit and IL-27 
receptor in the intestinal mucosa of patients with 
IBD. 

METHODS: The expression of IL-27 p28 mRNA 
and protein and IL-27 receptor mRNA in the 
intestinal mucosa of patients with CD and UC 
and healthy controls was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) and Western blot, respectively. 

RESULTS: The positive rate and expression lev-
el of IL-27 p28 mRNA in the intestinal mucosa 
of CD patients were significantly higher those 
in UC patients (positive rate: χ2 = 6.64, P < 0.05; 
expression level: t = 11.01, P < 0.01). The posi-
tive rate and expression level of IL-27 receptor 
mRNA in CD patients were higher than those in 
UC patients and healthy controls (positive rate: 
χ2 = 10.91 and 18.84, respectively; both P < 0.016). 
The positive rate and expression level of IL-27 
protein in CD patients were significantly higher 
than those in UC patients (positive rate: χ2 = 5.24, 
P < 0.05; expression level: t = 3.37, P < 0.05). 

CONCLUSION: IL-27 p28 transcripts are strong-
ly upregulated in the intestinal mucosa of CD 
patients, which may contribute to the perpetua-
tion of the inflammatory process in this disease. 
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摘要
目的:  检测克罗恩病(C D)和溃疡性结肠炎
(UC)肠黏膜组织中IL-27 p28 mRNA及其蛋
白、IL-27受体mRNA的表达, 探讨其在CD和
UC中的发病意义.

方法: 应用反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和
蛋白质免疫印迹(Western blot)方法检测炎症
性肠病患者炎症肠黏膜组织中IL-27 p28基因
及蛋白、IL-27受体基因的表达, 并与健康者
作对照. 

结果: IL-27 p28 mRNA在CD患者中的阳性
率和灰度分析表达较UC患者明显增高(χ2 = 
6.64, P <0.05; t  = 11.01, P <0.01), IL-27受体阳
性率和灰度分析在CD患者较UC患者和健康
对照者明显增高(阳性率: χ2 = 10.91, P <0.016, 
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■背景资料
在近年来对 I B D
的研究中发现, 免
疫因素在其发病
及病情进展中发
挥着重要的作用, 
其中细胞因子对
疾病的促进及调
节作用成为近年
来研究的热点.

■同行评议者
陈秋生, 教授, 南京
农业大学动物医
学院基础医学系



χ2 = 18.84, P <0.016). IL-27蛋白阳性率和灰
度分析在CD患者中表达明显高于UC患者(χ2 
= 5.24, P <0.05; t  = 3.37, P <0.05), 并且IL-27 
mRNA的表达与蛋白质表达密切相关.

结论: IL-27 p28及其受体的上调, 可能有助于
CD患者炎症发展过程.

关键词: 炎症性肠病; 白介素-27; 肠黏膜; 细胞因子
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD). 他在西方国家相当常见, 
而在我国比较少见. 但据近几年国内的报道, 患
病率是在逐年增加. 尽管多年来对IBD进行了大

量的研究, 但其发病机制尚未完全明确. 目前大

多学者认为肠壁黏膜免疫调节异常、持续肠道

感染、肠壁黏膜屏障缺损、遗传和环境等因素

共同参与该疾病的发生发展[1-4]. 其中免疫反应

异常对IBD的发病起着重要的作用一直受到人

们的重视, 其中一些促炎症因子可能在IBD炎症

发生发展过程中发挥着至关重要的作用[5]. IL-27
是新近发现的一种异源二聚体细胞因子, 有特

异的亚单位IL-27 p28和EBI3组成; 其受体由

WSX-1/TCCR(T - cell cytokine receptor)和gp130
构成的异源二聚体[6]. 研究发现IL-27在一些自身

免疫性疾病、感染及肿瘤中发挥了重要的调节

作用[7]. IL-27在IBD中的作用已有研究发现IL-27 
mRNA在CD患者肠黏膜组织中表达明显增高, 
另外在基因学的研究中发现IL-27在CD和UC中
的基因多态性分析中与正常明显不同[8]. 本实验

通过IL-27受体及蛋白在IBD的炎症肠黏膜中表

达水平, 研究其在IBD发病过程中的免疫病理作

用并探讨其与IBD之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-07/2009-03在郑州大学第二附属

医院、郑州市人民医院、上海市第十人民医院

内镜中心结肠镜检查时收集活检标本, 每例患者

钳取8-10块, 液氮封存待检. 活动期的CD患者18
例、UC患者15例和健康对照者15例的病变结肠

黏膜组织, 共48例. 其中CD患者男10例, 女8例, 
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年龄15-52(平均年龄29.4)岁; UC患者男8例, 女
7例, 年龄20-52(平均年龄29.7)岁; 对照组男6例, 
女9例, 年龄19-60(平均年龄29.8)岁. CD、UC患
者年龄与健康对照者无明显差异(P >0.05). 所有

患者诊断符合我国炎症性肠病诊断治疗规范的

共识意见标准[9], 有完整的结肠镜及病理学诊断

资料. 健康对照者来自郑州大学第二附属医院同

期结肠镜检查未见异常者. 所有患者未用过或复

发前6 mo未用过水杨酸制剂、糖皮质激素及免

疫抑制剂. 试验得到所有对象知情同意签字, 并
经医院伦理委员会批准. TRIzol为美国Invitrogen
公司产品, M-MuLV逆转录酶cDNA第一链合成

试剂盒和PCR扩增试剂产品为乌克兰Formentas
产品, IL-27 p28及其受体引物为自行设计, 由北

京奥科生物技术服务公司产品, IL-27 p28序列为: 
上游序列5'-AGGCCCACCGCTTTGCGGAATCT
CA-3', 下游序列5'-TTGGACAGCAGCAGCAAC
TCCCGCA-3', 扩增产物487 bp; IL-27受体引物其

序列为: 上游引物5'-ATGATGGCACACACCTG
TAGTCCG-3', 下游序列5'-CATTTCTTGCTCCA
CCTTCCC-3', 扩增片段为403 bp; 内对照β-actin
上游序列5'-GGACCTGACTGACTACC-3', 下游

序列5'-AAGGAAGGCTGGAAGAG-3'. 引物由上

海捷瑞生物工程有限公司设计合成, 扩增片段为

240 bp. 抗体(美国Santa Cruz): 一抗为兔抗人, 二
抗为驴抗兔.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取及RT-PCR: 将结肠镜提取患者炎

症肠黏膜组织标本放入液氮中保存, 提取标本

(约80 mg)放入装有液氮的研钵中充分研磨, 按
照TRIzol试剂说明书逐步加入氯仿、异丙醇、

乙醇等提取 ,  并测定的浓度、纯度和完整性 . 
RT-PCR反应: 根据mRNA的浓度, 按Formentas
说明书加RNA、Ol igo(dT)18、DEPC水、5×
Buffer、RNA抑制酶、dNTP和M-MuLV逆转录

酶, 逆转录为cDNA. 取反应产物用于PCR, 目的

基因和内参基因同管扩增. 反应体系包括: 10
×PCR 2 µL, 10 mmol/L dNTP mixture 0.8 µL, 
IL-27 p28上下游引物各0.6 µL, cDNA模板2 
µL, Taq酶(5 U/µL)0.2 µL, MgCl2(25 mmol/L)1.2 
µL, 内参上下游引物各0.4 µL(5 µmmol/L), 加
DEPC水至总体积20 µL. 反应条件为: 94 ℃, 3 
min; 94 ℃, 30 s, 56 ℃, 30 s, 72 ℃, 60 s, 共31个
循环; 最后72 ℃, 5 min. 阴性对照以去离子水代

替cDNA模板, 阳性对照以β-actin作为内参, 其
引物与IL-27 p28引物同管扩增. IL-27受体的
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■相关报道
在临床上已有相
应的生物制剂应
用 .  IL-27是最近
发现的一个细胞
因子, 在肿瘤、炎
症及某些自身免
疫性疾病发挥着
重要的调节作用, 
但是在 I B D中的
表达的研究较少, 
在国内没有见到
相关的研究报道.
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PCR的扩增方法同上, 反应条件为: 94 ℃, 3 min; 
94 ℃, 30 s, 55 ℃, 30 s, 72 ℃, 60 s, 共32个循环; 
最后72 ℃, 5 m in. 结果通过琼脂糖凝胶电泳和

BANDSAN软件进行灰度积分值相比计算比率. 
1.2.2 Western blot检测蛋白的表达: 加入400 µL
单去污剂裂解酶后在冰上进行匀浆, 充分匀浆裂

解30 min后, 取上清, 并检测蛋白质的含量. SDS-
PAGE电泳: 将测完蛋白含量的蛋白约50 mg加入

SDS后, 分别加入到电泳槽中, 60 V, 4-5 h. 转膜: 
分别将滤纸、胶、醋酸纤维膜(NC)逐层放好, 注
意每层之间不能有气泡, 放入转移槽中, 4 ℃、60 
V电压2 h. 免疫反应: 转好的膜加入一抗, 室温下

孵育2 h后取出; 用同样方法加入二抗室温下孵

育1-2 h. 显影: 将膜上蛋白转移到胶片上, 拍照后

用凝胶图像处理系统进行分析目标条带的相对

分子质量和净吸光度值, 与内参GAPDH进行灰

度积分值相比计算比率[10,11].
统计学处理 使用SPSS13.0软件统计分析. 

IL-27 p28 mRNA阳性率比较用χ2检验, 阳性灰

度值比较采用t检验; IL-27R mRNA阳性率比较

采用χ2检验, 阳性灰度值比较采用单因素方差分

析Fisher检验); 蛋白阳性率采用χ2检验及t检验; 
IL-27 p28与蛋白表达的相关性分析用Pearson法, 
以α = 0.05为检验水准.

2  结果

2.1 IL-27 p28在CD、UC和健康对照者肠黏膜
中的表达 提取炎症肠黏膜组织中总RNA进行

RT-PCR, 经过1.5%琼脂糖凝胶电泳后, 观察电

泳条带487 bp发现15例(15/18)CD患者IL-27 p28 
mRNA明显增高; 6例(6/15)UC患者也有较弱条

带的表达; 健康对照组未见表达. 比较CD、UC
组阳性率和阳性例数灰度值, 结果显示差异有

统计学意义(阳性率: χ2 = 6.64, 灰度值: t  = 11.01, 
P <0.05及0.01, 图1).
2.2 I L-27受体在C D、U C和健康对照者肠道
黏膜中的表达 观察电泳条带403 bp发现16例
(16/18)C D患者I L-27受体m R N A水平表达明

显增高;  6例(6/15)U C患者I L-27受体有特异

性条带表达;  2例(2/15)健康对照组有条带表

达(图2). 通过统计学分析发现CD、UC和健康

对照组三组间阳性率比较, 有统计学差异(χ2 = 
20.58, P <0.05). 其中CD与UC、CD与健康对照

组组间阳性率比较, 有统计学意义(χ2 = 10.91, 
18.84, P <0.016);  UC与健康对照组, 无统计学

差异(χ2 = 1.68, P >0.016). 三组灰度值进行单因

素方差分析的结果显示, 有统计学差异(0.33±
0.08, 0.36±0.12, P <0.05). 其中CD与UC、CD与

健康对照组组间比较有统计学差异(0.03±0.14, 
P <0.05);  UC与健康对照组之间没有明显统计学

差异(P >0.05).
2.3 IL-27蛋白Western blot表达结果分析 12例
(12/18)CD患者有IL-27蛋白表达, 4例(4/15)UC患
者有IL-27蛋白表达, 通过统计学分析发现CD及

UC两组阳性率及阳性灰度值有明显统计学差异

(P <0.05); 健康对照组(0/15)未见蛋白表达(图3).
2.4 IBD患者肠黏膜中IL-27 p28 mRNA和蛋白表
达的相关性 CD患者肠道炎症黏膜组织中IL-27 
p28 mRNA和蛋白表达经统计学分析, 证明两者

呈显著正相关关系(r = 0.61, P <0.01).

3  讨论

IBD是由多种因素引起的一种复杂性疾病, 已知

肠道黏膜免疫系统异常反应所导致的炎症反应

在IBD发病过程中起重要作用. 在疾病的发生、

发展、转归过程中先天性和获得性免疫应答均

参与了疾病的发病过程[12]. 许多研究发现在IBD
患者的炎症肠道黏膜组织内有大量激活的免疫

细胞浸润, 例如IL-12、IL-17、IL-23、TNF等. 
IL-27是最近发现新的异二聚体细胞因子, 

图   1   炎 症
肠 黏 膜 组 织
中IL-27 p28 
m R N A 表 达 . 
1: CD患者; 2: 

UC患者; 3: 对

照组; 4: DNA 

Marker.

bp
487 

240 

1        2        3       4 ■应用要点
本实验发现IL-27
在CD患者中的表
达明显增高, 对于
下一步的研究他
在CD中的作用提
供了很好的理论
依据.

bp
403
240 

图   2   炎 症
肠 黏 膜 组 织
中IL-27R表达. 
1: CD患者; 2: 

UC患者; 3: 对

照组; 4: DNA 

Marker.

1        2        3       4

图  3  炎症肠黏膜组织IL-27蛋白表达. 1: CD患者; 2: UC患
者; 3: 正常对照组.

1                  2                  3 

IL-27

GAPDH
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隶属于IL-6/IL-12家族, 他由IL-12 p35相关多肽

p28和IL-12 p40相关蛋白EBI3共同组成. IL-27主
要表达于髓细胞系, 主要由活化的单核细胞和

树突状细胞等抗原递呈细胞产生[13-15]. 其受体为

WSX-1/TCCR(T-cell cytokine receptor)和gp130
构成的异源二聚体, 主要表达于人淋巴细胞如

胸腺和脾脏及外周血淋巴细胞尤其是CD4+ T细
胞和NK细胞表面[16]. IL-27与其受体结合可以激

活转录因子STAT1、3、4和5并且扩大转录因子

T-bet的表达, 并能够诱导CD4+ T细胞向Th1型细

胞的分化, 同时还可以协同IL-12促进初始T细胞

产生IFN-γ, 这些研究充分证明了IL-27在CD的

炎症进展过程中起到了一定的促进作用[17-19]. 
在本试验过程中, 通过用逆转录PCR检测

IL-27 p28和IL-27受体mRNA的表达水平并通过

Western blot检测IL-27蛋白质表达水平, 分析他们

在CD、UC患者和健康对照组的表达水平的差

异. 试验结果显示CD患者中IL-27的表达较UC和
健康对照组显著增高, 有明显的统计学意义, 进
一步证实了IL-27在活动期CD患者的炎症发展过

程中发挥着重要的作用. 从实验的结果看IL-27 
p28 mRNA在CD患者中的表达水平明显增高, 在
UC患者也有少量的表达, 健康对照组中没有表

达; 通过Western blot蛋白检测与mRNA结果是一

致的, 有明显的相关性. 这个结果与Schmidt等[20]

的研究发现有些不同, 他们的研究通过Real-time 
PCR发现IL-27 p28在CD患者中表达明显增高, 
在UC中没有表达. 这些结果的差异可能由以下

因素所致: (1)可能由于人种的不同, 疾病的发病

机制可能稍有不同; (2)UC的发病中除了Th2型和

Th17型细胞因子的表达外, 也有许多Th1型的细

胞因子的表达, 例如IL-12、IL-23. 是否IL-27在
UC的炎症过程中也起到了一定的作用? 但是由

于IL-27可以抑制Th2型免疫反应[18], 那么他在这

里的作用究竟是什么? 我们还需要进一步的研

究. 另外我们研究IL-27受体的表达中可以看到

在CD患者中的表达明显高于UC患者和健康对

照组, 统计学有明显的差异, 虽然在UC患者也有

少量的表达, 但与健康者比较其结果没有差异. 
健康对照组的表达可能是受体亚单位中gp130的
干扰(gp130是体内许多因子的信号传导链, 在组

织中有广泛的表达)[21]. 近来也有研究发现IL-27
受体亚单位WSX-1(TCCR)可以抑制初始和活化

的T细胞分泌Th2型细胞因子[22]. 通过我们的研

究已经验证了IL-27基因水平和蛋白在CD上的高

表达, 推测IL-27在CD患者的炎症发展过程可能

发挥着重要的作用, 这些研究为临床上通过调节

IL-27治疗CD提供了理论依据.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


