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■背景资料
目前炎症性肠病
( I B D ) 的 发 病 机
制尚不完全明确, 
其中某些细胞因
子、信号传导通
路等与 I B D的发
病机制密切相关. 
随着我国近年来
I B D的发病率快
速上升, 对这些方
面因素的探讨有
重要的现实意义, 
可为 I B D的治疗
提供新的靶点和
方法.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of interleu-
kin-17 (IL-17) in inflammatory bowel disease 
(IBD) in a mouse model and to examine the syn-
ergistic reaction of IL-17 and lipopolysaccharide 
(LPS) on interleukin-8 (IL-8) expression in intes-

tinal epithelial cells (HT-29 cells). 

METHODS: A mouse model of inflammatory 
bowel disease was induced with TNBS to detect 
the expression of IL-17 and its receptor IL-17Ra 
in IBD. HT-29 cells were treated with IL-17 and/
or different concentrations of LPS to examine 
their synergistic action on the expression of IL-8 
mRNA and protein by FACS, real-time PCR, 
ELISA, and Western blot.

RESULTS: The expression of IL-17 and IL-17Ra 
in IBD was significantly increased (both P < 
0.05). IL-17 and low doses of LPS showed a syn-
ergistic action on IL-8 expression in HT-29 cells 
(2187.61 ± 132.42 vs 2634.27 ± 134.63, P = 0.01) by 
activating NF-κB and promoting inflammation. 
However, high doses of LPS reduced the levels 
of IL-8, and their synergistic action with IL-17 
disappeared (1841.43 ± 50.38 vs 1685.67 ± 71.47, 
P = 0.03).

CONCLUSION: IL-17 has a synergistic action 
with low, but not high doses of LPS on the expres-
sion of inflammatory mediators in HT-29 cells.

Key Words: Interleukin-17; Inflammatory bowel 
disease; Lipopolysaccharides; Interleukin-8; HT-29 
cells
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摘要

目的: 探讨IL-17细胞因子在TNBS诱导的炎性
肠病动物模型中的表达变化, 明确IL-17和脂
多糖(LPS)在诱导HT-29肠上皮细胞IL-8表达
中的协同作用及细胞内信号机制.

方法: 探讨IL-17及其受体在TNBS炎性肠病
模型中的表达变化, 利用细胞培养、FASC、
Real-t ime PCR、酶联免疫吸附(ELISA)、
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■研发前沿
IL-17具有抗感染
和参与多种免疫
损伤的双重作用, 
因此对IL-17/IL-
1 7 R 的 生 理、病
理效应及其机制
进行深入探讨以
便有效发挥其抗
感染作用是目前
研究的热点.

Western blot等技术, 观察IL-17及不同剂量
LPS干预人肠上皮细胞(HT-29细胞)后细胞因
子IL-8在蛋白水平的表达, 以及IL-17受体(IL-
17Ra)在mRNA水平的表达变化及引起上述效
应的细胞内信号传导机制.

结果: T N B S诱导的炎性肠病动物模型中
IL-17以及IL-17Ra显著升高(P <0.03); 炎症介
质I L-17能与一定浓度范围内的L P S协同促
进IL-8的表达(2187.61±132.42 vs  2634.27±
134.63, P = 0.01), 增强NF-κB信号通路的活化, 
促进炎症反应. 但随着LPS剂量升高, LPS本身
诱导IL-8表达的活性降低, 且与IL-17的协同
作用消失(1841.43±50.38 vs  1685.67±71.47, 
P  = 0.03).

结论: IL-17与低浓度的LPS可协同促进HT-29
细胞炎症介质的表达, 但与高浓度LPS联合时, 
两者无协同效应.

关键词: 白介素-17; 炎症性肠病; 脂多糖; 白介素

-8; HT-29细胞
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种肠道慢性非特异性疾病, 目前对其发病机

制较一致的观点是遗传易感人群在环境危险因

素及细菌感染等作用下, 肠道免疫系统失调, 募
集炎症细胞释放炎性介质, 造成组织损伤和功

能障碍. Th17细胞是近几年研究自身免疫性疾

病的一大热点, 其是一群以分泌白介素17(inter-
leukin-17, IL-17)为特征的CD4+ T细胞亚群, 具
有促进免疫反应的效应, 在以慢性炎症为损伤

机制的自身免疫疾病中具有重要作用. 近年来, 
越来越多研究焦点落在Th17细胞及其细胞因子

IL-17在自身免疫性炎性肠病发病机制中所起的

作用上[1-9], 有望成为炎性肠病治疗的新靶点, 但
其具体的免疫机制尚不十分清楚. 此外, 肠上皮

细胞可表达特异的Toll样受体-4(toll like receptor 
4, TLR-4), 而TLR-4又特异性识别脂多糖(lipo-
polysaccharides, LPS), LPS/TLR4通路在诱导炎

症细胞因子的表达, 增强局部炎症反应方面发

挥重要作用[10]. 为深入认识炎性肠病的作用机

制, 本研究在证实IL-17/IL-17Ra通路在TNBS-

IBD模型中活性增强的基础上, 以人肠上皮细胞

系(HT-29细胞)为模型, 探讨IL-17/IL-17Ra通路

与LPS/TLR4通路间可能的相互作用及机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠购自军事医学科学院动物

中心; HT-29细胞购自ATCC; TNBS、嗜热菌蛋

白酶为美国Sigma公司生产; LPS为美国Sigma
公司生产; RPMI-1640、BCA蛋白定量试剂盒

购自Thermo公司; 澳洲胎牛血清为Biowhittaker
公司产品; IL-8 ELISA试剂盒、hIL-17a、IL-
17Ra/PE、TLR-4/PE抗体为eBioscience公司

产品; 脱脂奶粉为伊利高蛋白脱脂高钙奶粉; 
BSA(牛血清白蛋白v)购自Sigma公司; P65、
P-P65、AKT、PAKT、IκB一抗均购自CST公
司; GAPDH一抗购自Calibio; 人抗兔二抗、人抗

鼠二抗购自KPL公司; PCR仪、实时定量PCR仪
购自Bio-Rad公司; 酶标仪购自Thermo公司. 
1.2 方法

1.2.1 HT-29细胞培养: 人结肠癌细胞(HT-29细
胞)用含100 mL/L胎牛血清RPMI-1640培养基培

养, 于37 ℃、50 mL/L CO2细胞孵箱中传代培养. 
1.2.2 IBD动物模型的建立及肠上皮细胞中IL-17/
IL-17Ra的表达分析: IBD动物模型的建立按我

们已经发表的文献进行[11], 主要包括BALB/c小
鼠, 实验组: 2.5 mg TNBS/只(n  = 21), 150 μL/只
灌肠; 对照组: 等体积50%乙醇/只(n  = 23), 观察

小鼠体质量、粪便及精神等方面的变化. 7 d后
处死小鼠, 腹正中垂直切口, 取出肠组织(结肠、

直肠、部分回肠), 纵行剪开肠管, 用生理盐水冲

洗至干净, 将肠组织先剪成长约2-3 mm的小片, 
再剪成约1 mm×1 mm×1 mm的小块, 转入50 mL
离心管中, 静置15 min; 弃去上清, 把沉淀转入

50 mL三角瓶中, 加入25 mL嗜热菌蛋白酶消

化酶液, 37 ℃震荡2 h; 见消化液变浑浊, 用10 
mL玻璃吸管反复吹打5 min, 把消化上清液转入

50 mL离心管中; 850 g离心10 min, 弃上清, 每管

沉淀中加入1 mL TRIzol混匀, 移入1.5 mL进口

EP管中(-70 ℃保存). 肠上皮细胞总RNA提取严

格按照Gibco TRIzol RNA提取试剂盒说明书操

作. 将总mRNA逆转录为cDNA, 总体系为20 μL, 
RNA 2 μg, 逆转录步骤严格按照RevertaidTMFirst 
stand cDNA synthesis kit(逆转录试剂盒)提供条

件进行逆转录, 转录后的cDNA保存于-70 ℃冰

箱备用. 
Real-time PCR, 根据基因总长进行引物设
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■相关报道
近年来, 大量研究
发现在多种自身
免疫病及相应动
物模型的血清及
组织中均检测到
IL -17的高表达 , 
提示IL-17参与了
多种自身免疫性
疾病的免疫损伤
过程.

计, mIL-17Ra引物序列: 上游5'-AGCATCACCG-
TAAGCG-3', 下游5'-CACAGTCAGGCACAAA-
GA-3', 产物长度150 bp; mIL-17a引物序列: 上游

5'-GCGTGTCCAAACACTGAGGCCA-3', 下游

5'-TTCATTGCGGTGGAGAGTCCAGG-3', 产物

长度150 bp; mGAPDH引物序列: 上游5'-TCTT-
GGGCTACACTGAGGAC-3', 下游5'-CATAC-
CAGGAAATGAGCTTGA-3', 产物长度126 bp. 
引物由北京诺赛生物工程公司合成. RT-PCR扩
增反应体系如下: 下游引物各0.25 μL, 灭菌注射

用水7.5 μL, RT-PCR Mix10 μL, cDNA 2 μL, 反
应总体系20 μL. 反应条件: 预变性95 ℃ 3 min; 
变性95 ℃ 10 s, 退火60 ℃ 15 s, 延伸72 ℃ 10 
s(收集荧光), 反应40个循环; 60 ℃ 30 s(收集溶

解曲线), 反应71个循环. 扩增产物用实时定量

PCR仪Bio-rad IQ5软件进行分析. 
1.2.3 FACS检测HT-29细胞IL-17Ra、TLR-4的表

达: 用100 mL/L FBS RPMI-1640培养液重悬细

胞后, 按每管细胞数5×105加入流式管中, 3管细

胞处理如下: (1)空白对照组; (2)单染hTLR-4/PE
抗体; (3)单染hIL-17Ra/PE抗体. FACS步骤: (1)
收集细胞: HT-29细胞, 分3管, 2 000 r/min, 离心

5 min, 弃去上清, 余下沉淀重悬; (2)各管加FACS
洗液1 mL, 2 000 r/min, 离心5 min, 弃去上清, 余
下沉淀重悬; (3)1号管不处理, 2号管加hTLR-4/
PE抗体、1 μL, 3号管加hIL-17Ra/PE抗体、4 
μL, 避光4 ℃孵育30 min; (4)重复2步骤; (5)各管

加200 μL生理盐水, 上机检测. 结果根据FACS分
析仪Winmdi程序进行分析. 
1.2.4 hIL-17、LPS对HT-29细胞分泌IL-8的影响: 
用100 mL/L FBS RPMI-1640培养液重悬细胞后, 
细胞浓度为1×105 cells/mL转种于24孔培养板, 
每孔0.5 mL, 静置1 h后按以下分组处理: (1)检
测LPS诱导IL-8表达的动态变化: 空白对照组、

LPS(10、50、100 μg/L), 刺激时间为6、12、24 h; 
(2)测LPS诱导IL-8表达的量效关系: 在24 h点分

别设LPS浓度梯度为0、10、50、100 μg/L, 1、
5、10 mg/L; (3)检测hIL-17诱导IL-8表达的量

效关系: 在24 h点分别设hIL-17浓度为0、10、
20、50、100 μg/L. 收取上清保存于-70 ℃冰箱

备用ELISA法测定IL-8浓度. 
1.2.5 hIL-17和LPS联合作用对HT-29细胞分泌

IL-8的影响: 用100 mL/L FBS RPMI-1640培养

液重悬细胞后, 细胞浓度为1×105 cells/mL转种

于24孔培养板, 每孔0.5 mL, 静置1 h后按以下

分组处理: (1)低浓度LPS联合hIL-17: 空白对照

组, LPS(50 μg/L), hIL-17(50 μg/L), LPS(50 μg/
L)+hIL-17(50 μg/L); (2)高浓度LPS联合hIL-17: 
空白对照组, LPS(1 mg/L), hIL-17(50 μg/L), 
LPS(1 mg/L) +hIL-17(50 μg/L), 培养24 h后, 收
取上清保存于-70 ℃冰箱备用ELISA法测定IL-8
浓度. 结果通过酶标仪Ascent software versiona
软件进行分析. 
1.2.6 Western blot: 用100 mL/L FBS RPM I-1640
培养液重悬细胞后, 细胞浓度为2.5×105 cells/mL
转种于12孔培养板, 每孔2 mL, 培养24 h后, 按
以下分组处理: 空白对照组 ,  L P S(50 μ g/L), 
hIL-17(50 μg/L), LPS(50 μg/L)+hIL-17(50 μg/L); 
共3份, 分别刺激5、15、30 min. Western blot实
验步骤: 参照试剂盒蛋白提取说明提取总蛋白, 
制胶, 电泳, 转印(NC膜, 电压60 V, 180 min), 封
闭(5%脱脂奶粉封闭液, 室温, 1 h), 依次加入一

抗、4 ℃、过夜(P65、P-P65、AKT、PAKT、
IκB抗体1∶1 000稀释(5%BSA稀释), GAPDH
抗体1∶2 000稀释), 洗膜(TBST×3次, 10 min/
次), 二抗: 室温、1 h(5%脱脂奶粉稀释), P65、
P-P65、AKT、PAKT、IκB均用辣根酶标记人

抗兔抗体1∶2 000; GAPDH辣根酶标记人抗鼠

抗体1∶2 000, 显色、成像, 实验结果经灰度扫

描及灰度分析. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 多组间

比较采用单因素方差分析, 两组间比较采用t检
验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 TNBS-IBD模型中IL-17、IL-17Ra的表达变

化 TNBS动物模型中IL-17Ra和IL-17 mRNA均

表现为实验组相比较对照组表达上升(图1), 表
明在IBD中IL-17、IL-17Ra表达上调, 参与炎症

反应, 与既往研究相一致. 
2.2 人肠上皮细胞系HT-29中IL-17Ra、TLR4的

表达 选取HT-29细胞作为研究对象, 首先检测了

IL-17Ra分子在该细胞上的表达; 为探讨IL-17/
IL-17RA通路与LPS/TLR4通路间可能的相互作

用, FACS的方法分析TLR4在HT-29细胞上的表

达情况. 结果表明HT-29细胞高表达IL-17Ra及
TLR4分子(图2), 该结果为我们深入分析IL-17/
IL-17Ra的效应机制以及该通路与LPS/TLR4通
路之间的相互作用奠定了基础. 
2.3 hIL-17及LPS对HT-29细胞的刺激效应 IL-17、
LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8的量-效关系曲线如

图3A, B. 静息状态的HT-29细胞表达IL-8的水平
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■创新盘点
本 研 究 探 讨 了
在HT-29细胞中 , 
IL-17/IL-17Ra通
路与LPS/TLR4通
路间可能的相互
作用及机制, 表明
Th17细胞不仅参
与了自身免疫性
炎性肠病的发生
发展, 而且其可作
为炎性肠病患者
疾病严重程度的
一个重要指标.

低, LPS刺激(10 μg/L)6 h后肠上皮细胞开始表

达IL-8, 第12小时IL-8的表达显著增加(P <0.01 
vs  6 h) , 第24小时达高峰(P <0.01 vs  12 h, 图3A). 
有理由推断LPS是IBD炎症形成初始阶段重要

的细胞因子之一; LPS诱发的炎症反应在很大程

度上是通过诱导产生IL-8为代表的趋化因子所

介导的. 
2.4 IL-17与LPS在活化HT-29细胞中的协同作用 
IL-17能与低浓度的LPS协同促进IL-8的分泌, 而

在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明显, 提
示与低浓度LPS协同作用可能是IL-17发挥病理

效应的机制之一(图4A, B). 
2.5 IL-17协同低浓度LPS促进HT-29细胞活化的

信号传导机制 为了探讨IL-17协同低浓度LPS促
进HT-29细胞活化的信号传导机制, 我们观察了

在IL-17与LPS联合情况下细胞内PI3K-AKT通
路以及NF-κB通路的活化情况, 结果表明在2者
联合的情况下PI3K-AKT通路以及NF-κB通路的

活化均显著增强(图5). 

3  讨论

Th17细胞是一种通过其分泌细胞因子在炎症性

疾病及自身免疫性疾病的发生发展中发挥重要

作用的新型CD4+效应T细胞, 他有别于传统的

Th1、Th2型细胞[12]. 近年研究表明在自身免疫

性炎性肠病如溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
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UC)和克罗恩病(crohn's disease, CD)患者肠黏膜

中存在大量的IL-17+细胞[1-13], 同时发现IL-17+细
胞及其分泌的IL-17与患者病情严重程度密切相

关. 且近些年大量研究报道了新型CD4+效应T细
胞-Th17细胞在微环境中微生物免疫和自身免

疫性疾病的动物模型中发挥重要的作用, Elson
等[14]对小鼠诱导的结肠炎研究中通过比较Th1
细胞和Th17细胞, 发现Th17细胞具有更显著的

致病性. 在DSS-IBD动物模型中发现相比野生型

老鼠, 敲除IL-17a基因老鼠的死亡率得到很大程

度的降低, 提示IL-17a为一致病因素[15]. 因此对

Th17细胞在自身免疫性炎性肠病中的作用进一

步研究, 有助于更好地揭示炎性肠病的发病机

制, 可能为治疗自身免疫性疾病提供有效的新

思路. 
本研究在进一步证实T N B S动物模型中

IL-17/IL-17Ra活性与炎性肠病发病相关的基础

上, 为深入研究IL-17/IL-17Ra通路在肠上皮细胞

中的效应机制, 我们采用结肠癌细胞系HT-29细
胞作为研究对象. 首先用FACS的方法分析发现, 
HT-29细胞高表达IL-17Ra及TLR4分子, 此结果

为我们进一步探讨IL-17/IL-17Ra的效应机制以

及该通路与LPS/TLR4通路之间的相互作用奠定

了分子基础. 
IL-17不仅对炎性肠病黏膜炎症反应的诱导

和维持发挥了重要的作用, 同时也促进了多种

炎性细胞因子的分泌, 如IL-6、CC家族的趋化

因子等[2], 局部增多的炎性细胞因子提高了炎症

反应的强度, 在炎症损伤中起着重要作用. 而趋

化因子能加快诱导炎性细胞应答和介导免疫细

胞募集和活化. Grimm等[16]研究发现在正常肠

上皮细胞以及发生炎症反应的肠上皮细胞均可

分泌IL-8的表达. IL-8是炎性介质网络中的关键

成分, 为趋化因子家族的一员, 是一种有效的中

性粒细胞趋化因子和活化因子, 其在IL-17诱导

引起的反应中起着重要作用, 用抗IL-8的中和

抗体发现其可以显著减少IL-17所引起的人中

性粒细胞的趋化活性. 国内外研究发现在自身

免疫性炎性肠病患者血清或肠组织中IL-8的表

达异常[17-23], 且其水平不仅是评估炎性肠病活动

的一个独立指标, 并能反映疾病的严重程度. 本
研究通过检测LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8的量

效关系, 证实IL-8属于一种可以由LPS诱导产生

的趋化因子[24-27], 且IL-8分泌水平与一定剂量范

围内的LPS呈明显的时间、剂量依赖性(高浓度

LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8量效关系未显示), 
与Cario等[28]研究相一致. LPS作用6 h时, HT-29
细胞即表达IL-8, 说明在肠道炎症过程中, HT-29
细胞在短时间内即可表达IL-8, 并可能与其他

炎症细胞因子形成网络, 相互调节, 共同参与机

体免疫和炎症反应. 因此我们有理由推断LPS是
IBD炎症形成初始阶段重要的细胞因子之一, 且
其诱发的炎症反应在很大程度上是通过诱导产

生以IL-8为代表的趋化因子所介导的. 
目前对IBD的致病机制研究主要表现在分

子免疫学上, 其中肠黏膜免疫机制是研究的热

点, 肠上皮细胞在其中扮演着非常重要的角色. 
正常情况下, 肠上皮细胞时刻都在接触大量的

细菌及其内毒素, 但其本身却不被激活, 其中存

在相应的耐受机制. 但自身免疫性炎性肠病患

者肠黏膜上皮存在严重异常时, 其耐受机制不

再起保护作用. 对于机体而言, 肠道正常菌群演

变成致病菌, 释放出的LPS被肠上皮细胞特异

表达的TLR-4所识别, 诱导炎症细胞因子的表

达. 生理情况下人肠道上皮细胞仅表达微量的

TLR-4[28], 但在自身免疫性炎性肠病患者的结肠

中TLR-4的表达异常[29,30], 这表明LPS/TLR4介
导的信号转导通路与炎性肠病的发生密切相关. 
本研究在HT-29细胞高表达IL-17Ra、 TLR-4分
子, 及IL-17自身诱导HT-29细胞分泌IL-8水平低

的基础上, 为进一步探讨IL-17/IL-17Ra通路与

LPS/TLR-4通路间可能的相互作用, 我们通过观

■同行评价
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察IL-17与LPS联合刺激HT-29细胞的效应, 发现

IL-17能与低浓度的LPS协同促进IL-8的分泌, 而
在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明显, 提
示IL-17发挥病理效应的机制之一可能是通过

与低浓度LPS协同所介导的. 但LPS和IL-17在
诱导IL-8表达的机制并不相同, 研究表明LPS介
导的细胞启动首先与血清中LPS结合蛋白(LPS-
binding protein, LBP)结合, 再与CD14、TLR-4
和MD22形成复合物, 引起TLR-4活化, 最终引

起NF-κB及PI3K-AKT等信号转导通路启动, 导
致细胞因子的表达, 介导炎性肠病的发生. 而
IL-17主要通过IL-17A与IL-17F发挥生物学效应, 
IL-17对HT-29细胞表达IL-8的影响可能与此有

关. 其中NF-κB通路是调控IL-8表达的关键因素

之一, 给予NF-κB信号抑制剂干预NF-κB信号通

路可显著影响IL-8的表达. 因此为探讨IL-17协
同低浓度LPS促进HT-29细胞活化的信号传导机

制, 我们观察了在IL-17与LPS联合的情况下细

胞内PI3K-AKT通路及NF-κB通路活化的情况, 
结果表明在两者联合诱导的情况下, PI3K-AKT
通路以及NF-κB通路的活化均显著增强, 为此我

们有理由推论IL-17协同低浓度LPS促进HT-29
细胞活化的信号传导机制是通过PI3K-AKT通
路以及NF-κB通路, 介导IL-17病理效应, 引起炎

性肠病的发生, 但国内外均未报道两者的相互

作用. 在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明

显, 提示可能与HT-29细胞对LPS的长时间及高

浓度刺激表现耐受相关. 研究表明在LPS耐受的

大鼠体内, 单核/巨噬细胞表达的IL-8显著受到

抑制, LPS耐受的机制可能与TLR-4及其下游的

与LPS信号转导相关的接头蛋白和TLR信号通

路的负性调节因子有关. 关于HT-29细胞对LPS
耐受性目前未见报道, 其发生的机制是否类似

于单核/巨噬细胞仍尚需进一步的研究. 
总之, Th17细胞不仅参与了自身免疫性炎性

肠病的发生发展, 而且其可作为炎性肠病患者疾

病严重程度的一个重要指标, 其发挥病理效应机

制可能是与低浓度的LPS协同所介导, 而其信号

传导机制是通过PI3K-AKT以及NF-κB通路, 因此

我们可以通过阻断其信号传导通路, 调控TH17
及其细胞因子的生物学效应, 进一步调节疾病的

转归, 为临床提供一新的靶点和治疗措施. 
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计源期刊(中国科技核心期刊)的第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献

量712, 文献选出率0.90, 参考文献量17963, 平均引文数25.23, 平均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 

基金论文比0.45, 海外论文比0.01. (编辑部主任: 李军亮 2012-01-01)


