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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
的发病被认为是
基因的易感性与
环境因素之间的
相互作用后导致
肠道异常免疫反
应的结果. 调节肠
道免疫反应, 减少
促炎症细胞因子
过量释放对肠粘
膜的损伤是 I B D
治疗的主要措施
之 一 .  近 年 来 大
量的基础及前期
临 床 研 究 发 现 , 
IL-10具有强有力
的免疫调节作用, 
并证实其对 I B D
的肠道炎症具有
较好的缓解作用. 
然而, 不同的给药
方式其疗效也截
然不同, 探索新型
的给药方式并避
免不良反应是目
前IL-10在IBD相
关生物治疗研究
中的热点. 
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of inter-
leukin-10 (IL-10)-secreting Escherichia coli (E. coli) 
on murine colitis. 

METHODS: Sixty 6-8-wk-old female BALB/c 
mice were divided into six groups: normal con-
trol group, dextran sulfate sodium (DSS) group, 
empty plasmid-transformed E.coli (E.coli0) 
group, IL-10 gene-transformed E.coli (E.coli/
mIL-10) group, DSS + E.coli0 group, and DSS 
+ E.coli/mIL-10 group. The DSS, DSS + E.coli0, 
and DSS + E.coli/mIL-10 groups were fed 5 % 
DSS solution for 7 d to induce colitis, while the 
other groups were given normal tap water. The 

E.coli0 and DSS + E.coli0 groups were intragas-
trically given E.coli0; the E.coli/mIL-10 and DSS 
+ E.coli/mIL-10 groups were given recombinant 
E.coli/mIL-10; and the DSS and normal control 
groups were given LB (Luria-Bertain) medium. 
The treatment lasted for 8 days. Disease activity 
index (DAI) was recorded each day. The expres-
sion of TNF-α, NF-κB p65 and myeloperoxidase 
(MPO) in the colon was measured at the end of 
the experiment.

RESULTS: Mice in the DSS + E.coli/mIL-10 
group showed a lower DAI than those in the 
DSS and DSS + E.coli0 groups from day 4 to the 
end of the experiment. The levels of TNF-α and 
MPO in the colon and the expression of NF-
κB P65 in the nuclei of inflammatory cells were 
lower in the DSS + E.coli/mIL-10 group (172.46 
pg/g ± 22.23 pg/g, 2.35 U/g ± 0.15 U/g) than in 
the DSS (237.85 pg/g ± 14.86 pg/g, 4.15 U/g ± 
0.29 U/g) and DSS + E.coli0 groups (239.81 pg/g 
± 50.38 pg/g, 3.5 U/g ±1.23 U/g) at the end of 
experiment. No colonic injury was observed 
in mice in the normal control, E.coli/IL-10 and 
E.coli0 groups.

CONCLUSION: Local delivery of IL-10 gene-
transformed E.coli ameliorates DSS-inducd 
murine colitis possibly by decreasing proinflam-
matory cytokine production and inhibiting NF-
κB activation. Gene therapy strategies using 
engineered E.coli encoding immunoregulatory 
cytokines may provide a potential approach for 
treatment of inflammatory bowel disease.

Key Words: Interleukin-10; Escherichia coli ; Experi-
mental colitis; Inflammatory bowel disease; Gene 
therapy
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摘要

目的: 观察白介素-10(interleukin-10, IL-10)基
因转化大肠杆菌(E.coli /mIL-10)对葡聚糖硫酸

■同行评议者
陆伦根, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化科
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■研发前沿
IL-10相关的生物
治疗是目前 I B D
治疗研究的热点
之 一 ,  如 何 提 高
肠道局部Il-10浓
度发挥更好的生
物学效应也是目
前面临的难点.

钠(DSS)诱导小鼠结肠炎的影响, 并探讨其相
关机制.

方法: 将小鼠IL-10基因序列转化至大肠杆菌
(E.coli /mIL-10), 阴性组为空质粒转化大肠杆
菌(E.coli 0). 60只♀balb/c小鼠随机分成6组: 
正常组对照组, DSS组, DSS+E.coli /mIL-10组, 
DSS+E.coli 0, E.coli /mIL-10组和E.coli 0组. 建
立小鼠急性DSS结肠炎模型. 自小鼠模型建
立第1天开始, DSS+E.coli /mIL-10组和正常鼠
+E.coli /mIL-10分别给予E.coli /mIL-10灌胃至
实验结束, DSS+E.coli 0组和E.coli 0组分别给
予E.coli 0灌胃至实验结束(1×108 cfu/天/只), 
正常对照组以及D S S组给予同等培养基灌
胃至实验结束. 每天观察各组疾病活动指数
(DAI), 并在实验结束后检测各组小鼠炎症肠
段肿瘤坏死因子(TNF)、髓过氧化物酶(MPO)
和核因子(NF)-κB P65的表达.

结果: 自实验第4天开始DSS+E.coli /mIL-10
组小鼠DAI明显低于DSS组和DSS+E.coli 0组. 
实验结束时DSS+E.col i /mIL-10组结肠组织
中TNF(172.46±66.71 pg/g组织)、MPO活性
(2.35±0.39 U/g组织)比DSS组和DSS+E.coli0
组[(237.85±47.01)和(239.81±50.38) pg/g组
织]、[(4.15±0.77)和(3.5±1.23) U/g组织]均
明显降低; 结肠组织NF-κB阳性表达减少. 正
常小鼠给予重组大肠杆菌灌胃后未出现结肠
黏膜损伤.

结论: 利用经IL-10基因转化的大肠杆菌可以
明显缓解DSS小鼠的结肠炎症损伤, 减低MPO
活性、抑制炎症肠段炎症细胞NF-κB的活化
及炎性细胞因子的分泌. 利用基因工程技术结
合肠道共栖菌表达IL-10可以为IBD治疗提供
一个新的方法.

关键字: 白介素-10; 大肠杆菌; 结肠炎; 炎症性肠

病; 基因治疗
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)主
要包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn disease, CD)两大类, 是一种以肠

道异常免疫反应为主要特点的消化系疾病, 临
床疾病特点是慢性、复发性肠道炎症损伤. 许

多研究已经证实, 利用IL-10基因缺陷小鼠可建

立结肠炎小鼠模型[1], IL-10受体编码基因突变或

者缺陷导致IBD的发病[2], IL-10可能参与了IBD
的发病. 有研究发现[3], 给予补充重组IL-10可以

有限缓解IBD患者的临床症状. 然而, 全身给药

的方式并不能达到理想的效果, 如静脉或皮下

注射给药途径治疗效果欠佳, 究其原因考虑为

IL-10在肠道局部的药物浓度不足和血清中的半

衰期较短有关. IL-10基因敲除结肠炎小鼠经重

组腺病毒-mIL-10(AdvmuIL-10)灌肠后, 可以有

效提高肠道局部的IL-10浓度, 缓解肠道炎症损

伤, 避免了全身用药的不良反应[4]. 本实验中, 我
们建立了病理学特征与人UC极为相似的小鼠

葡聚糖硫酸钠(DSS)急性结肠炎模型, 观察口服

IL-10基因转化大肠杆菌在肠道局部表达mIL-10
对结肠炎的肠道炎症的抑制作用和可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料  D S S(葡聚糖硫酸钠): M P公司 ,  美
国; 兔抗小鼠NF-κB p65IgG(一抗): SanatCurz
公司, 美国; 二步法免疫组织化学检测试剂盒

(PV-6002)、DAB显色增强剂: 购自北京中杉生

物技术有限公司; 小鼠TNF-α ELISA试剂盒: 上
海森雄生物工程有限公司; 髓过氧化物酶(MPO)
检测试剂盒: 南京建成生物工程研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 按Cooper等[5]的方法建立小鼠急性

DSS结肠炎模型. 小鼠自由饮用5%DSS, 每天根

据前日小鼠的饮水量重新配制当天的饮水量; 
自小鼠模型建立第1天开始, DSS+E.coli /mIL-10
组和E.coli /mIL-10分别给予重组大肠杆菌灌胃

至实验结束, DSS+E.coli 0组和E.coli 0组分别给

予空质粒大肠杆菌灌胃至实验结束, 正常对照

组以及DSS组给予同等培养基灌胃至实验结束, 
每日口服细菌量为1×108 cfu/d. 实验的第8天处

死小鼠. 
1.2.2 结肠炎疾病活动指数的评估: 每日观察并

记录小鼠体质量、大便的性状和大便出血(隐血

或血便)等, 按Muran等[6]的评分方法, 将体质量

下降、大便性状、大便出血等的评分相加, 计
算每只小鼠的疾病活动指数(diseaseactiviytin-
dex, DAI), 评估结肠炎严重程度. 
1.2.3 结肠组织髓过氧化物酶(MyeloPeroxidase, 
MPO)活性测定: 按试剂盒说明进行操作. 以生理

盐水冲洗结肠组织, 取所留结肠组织并剪碎, 置
入冷的生理盐水中制备5%的组织匀浆, 取5%的
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组织匀浆液0.9 mL并加入100 μL 0.05%H2O2, 充
分混匀, 37 ℃水浴15 min; 取上述混匀液0.2 mL
加入3 mL含0.03%邻连茴香胺的5 mmol/L PBS液
中, 混匀, 37 ℃水浴30 min;加入50 μL 2.0%叠氮

钠混匀, 60 ℃水浴10 min后, 立即在460 nm处测

各管A值. 
1.2.4 结肠组织细胞因子TNF的检检测: 酶联免

疫吸附检测按试剂盒说明书进行操作. 先根据

试剂盒提供的标准品制作标准曲线. 室温下将

100 μL小鼠结肠组织匀浆上清液加入每孔, 让
待测抗原与包被的吸附抗体(羊抗小鼠TNF多
克隆抗体)结合, 封板胶封住反应孔, 37 ℃孵育

120 min. 洗板4次, 加入生物素化抗体(生物素标

记的兔抗小鼠TNF多克隆抗体)50 μL/孔, 37 ℃
孵育60 min. 洗板4次, 加入辣根过氧化酶(horse-
radishperoxidase, HRP)标记的亲合素100 μL/孔, 
37 ℃孵育40 min. 洗板4次, 加入显色剂100 μL/
孔, 37 ℃避光显色20 min. 显色反应经酸终止后

即492 nm测定A值. 
1.2.5 免疫组织化学检测结肠组织核因子NF-κB 
p65的表达: 在距肛门4 cm处取0.4 cm×0.5 cm大

小的结肠组织块, 4%甲醛溶液固定, 石蜡包埋后

切取4 μm切片并置防脱的玻片上, 70 ℃烤箱内

过夜. 切片常规脱蜡至水, 双蒸水洗2次后, 用3% 
H2O2室温下灭活内源性过氧化物酶15 min, 双蒸

水洗3次. 将切片浸入0.01 mol/L构椽酸盐缓冲液

(pH6.0)中, 电炉煮沸15 min, 自然冷却后以0.1 mol/L 
PBS洗3次. 加入1∶400兔抗小鼠NF-κB p65多
克隆抗体, 4 ℃过夜, 0.1 mol/L PBS洗3次. 加入

生物素化山羊抗兔IgG工作液, 37 ℃孵育30 min, 
0.1 mol/L PBS洗3次. 加入辣根过氧化物酶标记工

作液(HRP)37 ℃孵育40 min, 0.1 mol/L PBS洗4次. 
DAB显色, 苏木素复染, 1%盐酸酒精分化, 脱水透

明, 封片, 显微镜下观察. 实验中以PBS缓冲液代

替P65抗体作为空白对照, 以已知P65免疫组织化

学染色阳性的切片作为阳性对照. 细胞浆、胞

核都出现棕褐色颗粒的细胞为P65阳性细胞, 在
400倍高倍镜下阳性细胞数, 并以百分比表示. 

统计学处理  采用SPSS16.0统计软件, 所有

的数据以mean±SD形式表示, 进行组间方差分

析, 方差不齐时采用秩和检验, 以P <0.05为有显

著性差异. 

2  结果

2.1 小鼠体质量的变化 实验开始前各组小鼠体

质量无明显差异. DSS组小鼠服在连续饮用DSS
水的第2天后出现懒动、进食量减少等, 实验第7
天DSS组以及DSS+E.coli 0组小鼠的体质量下降

明显, 全部的小鼠均出现血便, 而E.coli /mIL-10
干预的DSS组小鼠出现大便潜血以及血便较另

外两组DSS小鼠晚, 其体质量下降的幅度也相应

较小. 对照组、E.coli /mIL-10组以及E.coli 0组的

小鼠未出现明显的体质量下降、便血、少动等

现象, 3组小鼠的体质量菌呈持续增加(图1). 
2.2 DSS结肠炎DAI记分 DSS组小鼠服DSS的第4
天, 6只小鼠出现大便松散、隐血阳性, 平均DAI
评分为7.166, 第5天4只小鼠腹泻血水便, 第6天7
只小鼠腹泻血水便, 第7天全部小鼠腹泻血水便, 
DAI评分为12.124士0.13. E.coli /mIL-10组小鼠

出现结肠炎症状如腹泻、便血等较DSS组晚, 症
状明显低于DSS组(P <0.05). 而DSS+E.coli 0组小

鼠出现大便形状改变、便血以及体质量下降与

DSS组相似, 在实验第5-7天, 全部小鼠菌出现血

便, 与DSS组无明显差异(P >0.05). 对照组各组小

鼠的DAI评分为0(图2). 
2.3 小鼠D S S结肠炎的结肠组织学变化 光镜

下, 对照组小鼠结肠组织黏膜腺体排列整齐, 隐
窝、表面上皮完整, 黏膜固有层有少许LPMC, 
无炎性细胞浸润(图3D). D S S组小鼠饮用5% 
DSS溶液7 d后, 光镜下观察小鼠距肛门4 cm处结

肠组织学变化, 发现80% DSS组结肠的全部隐窝

■相关报道
Yao等IL-10基因
转 化 双 歧 杆 菌 , 
将其给DSS诱导
结肠炎小鼠模型
灌 胃 后 ,  可 明 显
缓解小鼠急性结
肠炎模型的肠道
炎症反应.

图  1  实验各组小鼠平均体质量的变化. 
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被破坏, 仅残留少许肠上皮细胞, 黏膜层、黏膜

固有层有大量以中性粒细胞为主的炎性细胞浸

润, 可见出血灶(图3A), DSS+E.coli 0组结肠组织

学变化与DSS组相似(图3B). DSS+E.coli /mIL-10
组小鼠结肠黏膜轻度破坏, 腺体减少, 隐窝仅有

少量炎性细胞浸润(图3C); 正常小鼠给予E.coli 0
或者E.coli /mIL-10灌胃后, 结肠未见明显炎症改

变, 其结肠组织学变化与正常小鼠无明显差异

(图3E, F). E.coli /mIL-10能减轻DSS造成的黏膜

损伤, 恢复腺体及绒毛排列, 而空质粒工程菌无

此效果; 并且结果显示大肠杆菌灌胃后对小鼠结

肠无明显毒性作用(表1).
2.4 各组结肠组织MPO活性 DSS+E.coli /mIl-10
组小鼠结肠MPO活性较DSS组以及DSS-E.coli 0
低(P <0.05), 各组小鼠结肠组织中MPO活性(表2). 
2.5 结肠组织中TNF-α表达的检测 将距肛门3 cm

处所取的结肠组织块用冷的生理盐水制备成10%
的组织匀浆, 检测组织中TNF-α的水平, 结果见

表2. 
2.6 结肠组织中NF-κB表达 在距肛门4 cm处的

结肠组织, 正常小鼠的黏膜层中, 少数隐窝底部

上皮细胞和少量的LPMC为P65阳性细胞, 但胞

核着色很淡, 黏膜下层细胞很少有P65阳性细胞. 
DSS组的黏膜层中, 残存的腺体上皮细胞均为

P65阳性细胞, 黏膜层浸润的大部分炎性细胞胞

核P65染色阳性, 黏膜下层浸润的大量炎性细胞

也是P65阳性细胞. DSS+E.coli /mIL-10组小鼠结

肠残存的腺体上皮细胞少量P65阳性细胞, 黏膜

层炎性细胞中P65阳性细胞数较DSS组明显减少

(P <0.05). E.coli 0组和E.coli /mIL-10组结肠组织

中P65的阳性表达与对照组相似, 黏膜层以及基

底层仅少量表达, 无统计学差异(P >0.05, 表2). 

3  讨论

IBD被认为是由于肠道黏膜Th1/Th2细胞因子失

衡触发局部炎症并导致肠道黏膜异常免疫炎症

反应的结果, 然而, 对于其明确的发病机制尚不

清楚. 目前, 对于IBD的常规治疗仍首先选择氨

基水杨酸(含柳氮磺胺吡啶和5-氨基水杨酸)、
皮质激素、免疫抑制药物[硫唑嘌呤(AZA), 6-
巯基嘌呤(6-MP), 甲氨蝶呤(MTX), 环孢菌素

A(CyA)], 药物的选择取决于临床治疗的目标、

病变的范围、对药物的依从性和出现并发症与

否[7,8]. 这些药物在临床使用中发挥着重要作用, 

表  1  各组小鼠结肠组织学损伤评分

     
分组 n 病理评分 F 值 P 值

DSS组 10 10.54±4.15

DSS-E.coli /

IL-10组

9  6.22±3.30a 17.69  <0.05

DSS-E.coli 0组 9 10.0±3.00

对照组 9  0.88±0.31

E.coli /IL-10组 9  1.22±0.43

E.coli 0组 9    1.0±0.40

aP<0.05 vs  DSS组和DSS+E.coli 0组.

A CB

D E F

图  3  各组小鼠的结肠组织(HE×100). A: DSS组; B: DSS+E.coli 0组; C: DSS+E.coli 0/mIL-10; D: 对照组; E: E.coli 0/mIL-10组; 

F: E.coli 0组.   

■创新盘点
本 研 究 通 过 将
IL-10基因转化肠
菌, 使其基因分泌
活性IL-10的能力, 
使其在肠道定植
后表达IL-10并发
挥免疫调节作用. 
这避免了以往研
究将重组IL-10蛋
白直接通过系统
给药方式所带来
的不良反应.
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但是长期服药带来的不良反应和给患者带来的

巨大的经济压力仍亟待解决. 
在众多异常炎症性疾病的研究中证实, 利

用重组免疫细胞因子或特异性的单克隆抗体中

和炎症介质是一种非常有效的方法[9,10]. 目前在

IBD的临床试验和应用中显示出较好效果的生

物制剂有很多, 包括抗炎细胞因子抗体制剂[11]、

抗白细胞黏附分子制剂[12]、Th1细胞极化抑制

剂以及重组人细胞因子等.长期研究显示, IL-10
参与了IBD的发病, 补充体内IL-10可以达到缓

解肠道局部炎症的效果[13,14]. 然而, 系统用药显

示IL-10的疗效十分有限的, 考虑为局部药物浓

度不足[15], 提高局部药物浓度可明显增加其生物

学效应[16]. 本研究利用肠道共栖菌大肠杆菌作为

一种生物治疗的运载体, 经过基因修饰后使其

具有表达活性mIL-10的能力, 经口服后能明显

改善小鼠急性DSS结肠炎病情. 
DSS诱导急性小鼠结肠炎的病理生理学特

点与人类溃疡性结肠炎十分相似. 本研究中, 给
予balb/c小鼠自由饮用5% DSS水7 d后, 出现腹

泻、血便以及体质量下降等现象, 组织学改变与 
Cooper等[5]报道一致. 自实验开始第4天, DSS+E.
coli /mIL-10组小鼠的DAI得分值明显低于DSS
组和DSS+E.coli 0组. 组织病理学改变显示, 给予

E.coli /mIL-10灌胃后, 其黏膜炎症损伤较轻, 而
给予正常小鼠口服重组大肠杆菌均未出现黏膜

损伤. 
研究显示, 肠道异常免疫反应导致过量炎症

细胞因子产生在IBD发病中起着重要作用, CD
和UC炎症肠黏膜都产生大量的IL-1β、IL-6、
IL-8、IL-16和TNF, 这些细胞因子的产生是由

一些转录因子所调控的, NF-κB是其中重要的转

录因子之一[17,18]. 肠道在炎症状态下, 伴随着NF-
κB的明显增高, 炎症细胞因子的产生也与此有

密切关系[19,20]. TNF是肠道炎症细胞因子中最重

要的一个, 他不仅可以直接导致上皮细胞的损

伤而且可以促进其他细胞因子的释放, 扩大肠

道黏膜的损伤; 此外, TNF可增加肠道炎症损伤

部位微血管的通透性, 导致微血栓形成造成微

循环障碍, 加重肠黏膜损伤[21], 利用抗TNF-α抗
体可以缓解结肠的炎症反应[22]. 本研究中, 我们

检测了各组小鼠结肠TNF-α的含量和NF-κB的

活化程度, 结果显示给予E.coli /mil-10口服后可

降低结肠组织NF-κB的活化, 减少TNF的释放. 
从对照组的各项检测中, 我们发现口服重组大

肠杆菌未引起肠道局部炎症反应, 说明大肠杆

菌是一种有效、安全的基因治疗运载体. 
IL-10重组大肠杆菌可以缓解肠道炎症反

应, 但是仍面临许多问题, 如运载体的选择、口

服细菌的浓度和防止细菌过度增殖导致细菌移

位等. 总之, IL-10的基因治疗是值得期待的, 他
有可能为将来IBD的治疗提供新的方法. 
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■同行评价
本文设计合理, 内
容新颖, 对炎症性
肠病的理论研究
和临床治疗有指
导意义.


