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细菌鞭毛蛋白衍生物CZLC331治疗小鼠溃疡性结肠炎的
疗效
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■背景资料
目前溃疡性结肠
炎缺乏有效的治
疗方法和特效药
物. 细菌鞭毛蛋白
是一种抗原物质, 
是5型Toll-like受
体激动剂. 既往研
究显示细菌鞭毛
蛋白能对造血系
统及胃肠道系统
均表现出较显著
的保护作用. 细菌
鞭毛蛋白是否对
溃疡性结肠炎有
保护治疗作用文
献中鲜有报道. 
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Abstract
AIM: To assess the therapeutic effects of 
CZLC331 in mice with ulcerative colitis (UC). 

METHODS: UC was induced in mice with 
3,4,5-trinitrobenzenosulfonic acid (TNBS). 
Twenty-four male Balb/c mice were randomly 
and equally divided into a control group, a UC 
model group, and a CZLC331 treatment group. 
After treatment, indexes including general sta-
tus, disease activity index (DAI), changes in 

the colon mucosa and muscularis layer, colonic 
mucosa damage index (CMDI), and pathological 
changes of colon tissue were observed.

RESULTS: Compared with the model group, 
food and water intake and activity increased 
significantly, and DAI score decreased signifi-
cantly in the treatment group (P < 0.05). Colonic 
serosal congestion, edema, mucosa bleeding and 
ulcers were significantly mitigated, and CMDI 
was significantly decreased in the treatment 
group compared with the model group (P < 0.05). 
Pathological changes of colon tissue were also 
significantly reduced, and only disappearance of 
few goblet cells and lymphocyte and neutrophil 
infiltration were observed. 

CONCLUSION: CZLC331 has a significant ther-
apeutic effect in UC mice.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究细菌鞭毛蛋白衍生物CZLC331对小
鼠溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的治疗
效果. 

方法: 采用2,4,6-三硝基苯磺酸(2,4,6-trinitro
benzenesulfonic acid, TNBS)溶液灌肠的方法
建立小鼠UC模型, 将24只实验小鼠分为模型
组、治疗组和对照组, 治疗组是针对模型小
鼠造模后4 h腹腔注射3.2 mg/kg CZLC331蛋
白. 观察指标包括小鼠摄食水量、便血量、皮
毛光泽度等一般状态、疾病活动指数(disease 
activity index, DAI), 小鼠结肠组织黏膜和浆膜
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层变化及结肠黏膜损伤指数(colonic mucosa 
damage index, CMDI), 小鼠结肠组织HE染色
的病理改变. 

结果: 与模型组相比, 治疗组小鼠摄食(7 g/d±
1.12 g/d)、摄水量(3 mL/d±0.78 mL/d)、活动
性(14 min±5.32 min)明显增加, DAI评分(1.55
±0.28)显著降低(P <0.05); 治疗组小鼠结肠浆
膜层充血、水肿, 黏膜层出血及溃疡等现象亦
有所减轻, CMDI评分(2.08±0.46)与模型组比
较显著降低(P <0.05); 治疗组结肠黏膜病理观
察细胞排列结构比较整齐、少量杯状细胞消
失及淋巴细胞和中性粒细胞浸. 

结论: 腹腔注射细菌鞭毛蛋白CZLC331可以
有效对抗结肠炎症对肠黏膜的损伤, 对UC模
型小鼠有明显的治疗作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本实验探索鞭毛蛋白衍生物CZLC331
作为治疗溃疡性结肠炎(ulcerative colitis)的全新

药物, 具有一定的临床指导意义. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

因尚未完全明确的慢性非特异性炎症性肠病, 
多浸润黏膜及黏膜下层[1-5]. 主要表现为腹痛、

腹泻、黏液便和血便, 并伴有多发性硬化症、

视神经炎、骨质疏松等肠外表现. 目前临床上

缺乏有效的治疗方法和特效药物, 主要是对症

处理, 治疗缺乏特异性, 疗程长而且治愈后易

于复发, 治疗难度极大, 已被世界卫生组织确

定为现代难治病之一. 细菌鞭毛蛋白是一种抗

原物质, 鞭毛抗原又称H抗原, 是5型Toll-like受
体(Toll like receptor 5, TLR5)激动剂. 既往研

究表明细菌鞭毛蛋白能有效地预防致死剂量

照射引起的小鼠死亡, 也能够有效提高小鼠骨

髓中造血干细胞数量, 提高照射后小鼠的存活

率, 对造血系统及胃肠道系统均表现出较显著

的保护作用[6-10]. 细菌鞭毛蛋白是否对UC有保

护治疗作用文献中鲜有报道. 我们采用常规原

核表达方法制备了一种沙门氏菌鞭毛蛋白衍生

物, 命名为CZLC331, 包括Tat蛋白转导肽、沙

门氏菌鞭毛蛋白自N端第1-176位氨基酸残基和

第402-505位氨基酸残基的融合蛋白, 自N端第

1-176位氨基酸残基和第402-505位氨基酸残基

可通过柔性连接肽连接, 纯度>95%. 本研究是

以三硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzenesulfonic 
acid, TNBS)/乙醇建立的小鼠UC动物模型为研

究对象, 观察CZLC331对UC模型小鼠的预防和

治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂Balb/c小鼠, 6-8周龄, 体质量

18-22 g, 由中国人民解放军军事医学科学院实

验动物中心提供; 2,4,6-三硝基苯磺酸(Sigma公
司); 液体石蜡(国药集团化学试剂北京有限公司); 
VMR小动物麻醉机(北京益仁恒业科技有限公

司); 小鼠灌胃针(北京健力园医疗器械有限公司); 
1 mL注射器(山东新华安德医疗用品有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 模型制备: 首先将小鼠采用麻醉机麻醉, 然
后采用直径2.0 mm、长约5 cm的灌胃针由肛门

轻缓插入(深约3 cm)并将灌肠试剂(含有150 g/L 
TNBS+380 mL/L乙醇溶液, 150 mg/kg)缓慢推入

结肠以制备炎症性肠病模型. 
1.2.2 实验分组: 分为模型组、治疗组和对照组, 
每组8只小鼠. 对照组是针对正常小鼠用以上方

法将380 mL/L乙醇溶液灌肠1次, 正常喂养2 d; 
治疗组是针对模型小鼠, 小鼠UC形成后4 h, 腹
腔注射CZLC331蛋白(3.2 mg/kg体质量), 模型组

是针对模型小鼠正常喂养2 d. 
1.2.3 沙门氏菌鞭毛蛋白衍生物C Z L C331蛋

白 的 制 备 :  首先构建沙门氏菌鞭毛蛋白衍

生物C Z L C331的原核表达载体p E T28b-Ta t-
CZLC331, 然后对原核表达载体pET28b-Tat-
CZLC331进行转化及菌体复苏, 再对原核表达

载体pET28b-Tat-CZLC331进行诱导表达, 制备

沙门氏菌鞭毛蛋白衍生物CZLC331蛋白样品, 
最后对沙门氏菌鞭毛蛋白衍生物CZLC331蛋白

样品进行分离、纯化得到沙门氏菌鞭毛蛋白衍

生物CZLC331蛋白, 通过限制性内切酶酶切及

测序确证, 纯度达95%以上. 
1.2.4 观察指标: (1)观察小鼠摄食/水量、活动

度、便血等一般状态变化及疾病活动指数DAI
评分. 参照Jackson等[11]的方法, 计算DAI评分. 
DAI评分 = (大便性状分数+体质量下降分数+便
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血分数)/3. DAI评分标准如表1; (2)结肠黏膜大

体形态观察及黏膜损伤情况评分(colonic mucosa 
damage index, CMDI). 将清洗洁净的病变组织

平展开后置于10倍放大镜下观察, 参照Zingarelli
等 [12]进对结肠黏膜损伤情况进行C M D I评分. 
CMDI评分标准如表2; (3)观察组织病理形态学

变化: 将结肠病变置于40 g/L甲醛溶液中固定后

石蜡包埋、切片和HE染色, 显微镜下观察其病

理改变. 
统计学处理 各组数据采用mean±SD表示, 

SPSS11.0统计软件进行分析, 采用t检验, P <0.05

为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般情况状态观察及疾病活动指数DAI评分 
对照组小鼠摄食、水量正常, 无便血及活动减

少等现象. 模型组小鼠摄食/水量明显减少, 活动

减少, 皮毛光泽度下降, 血便. 治疗组CZLC331
经腹腔注射后, 小鼠便血、少食少动现象有所

减轻(摄食/水量、活动性明显增加)(表3). 模型

组DAI评分与对照组相比显著增高, 治疗组DAI
评分与模型组比较显著降低(表4).
2.2 结肠黏膜大体形态观察及黏膜损伤CMDI
评分 对照组小鼠肉眼观察结肠浆膜层光滑, 无
充血、水肿, 黏膜层无出血及溃疡. 模型组小

鼠肉眼观察结肠浆膜层出现明显的充血、水

肿, 黏膜层出现明显的出血及溃疡. 治疗组小鼠

CZLC331经腹腔注射后, 肉眼观察结肠浆膜层

充血、水肿, 黏膜层出血及溃疡等现象亦有所

减轻(图1, 2). 模型组CMDI评分与对照组相比显
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表  1  DAI评分标准

     计分 体质量下降(%) 大便性状 便血

0        无   正常 阴性

1      1-5   - -

2      6-10   半稀便 潜血阳性

3    11-15   - -

4       >15   稀便 肉眼可见血便

表  2  CMDI评分标准

     计分 损伤程度                                           大体形态

0 无 无黏膜充血、水肿和溃疡

1 轻度 黏膜略见充血、水肿, 无糜烂及溃疡形成

2 轻-中度 黏膜充血、水肿较明显, 并出现糜烂、小溃疡, 直径<1 mm

3 中度 黏膜充血水肿较重, 可见多处糜烂, 单个溃疡直径>1 mm

4 中-重度 弥漫充血水肿, 散在多处溃疡和糜烂, 单个溃疡直径1-2 mm

5 重度 弥漫性溃疡和糜烂, 充血水肿严重, 溃疡直径可>2 mm

表  3  小鼠一般情况比较

     分组 摄食量(g/d) 摄水量(mL/d) 活动时间(min)

对照组    8±1.01     4±0.56    16±8.34

模型组    4±0.91a     2±0.32a      9±3.14a

治疗组    7±1.12c     3±0.78c    14±5.32c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

表  4  DAI评分比较

     分组    DAI评分

对照组  0.00±0.00

模型组  2.09±0.25a

治疗组  1.55±0.28c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

■创新盘点
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量、便血量、皮
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状态、疾病活动
指数(disease activ-
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鼠结肠组织黏膜
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溃疡性结肠炎的
治疗效果.
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著增高, 治疗组CMDI评分与模型组比较显著降

低(表5). 
2.3 病理组织学观察 对照组小鼠病理观察可

见细胞排列整齐, 无杯状细胞减少及淋巴细胞

和中性粒细胞浸润等现象 .  模型组小鼠病理

观察可见细胞结构紊乱、杯状细胞消失、淋

巴细胞和中性粒细胞浸润等现象. 治疗组小鼠

CZLC331经腹腔注射后, 病理观察可见细胞排

列结构比较整齐、少量杯状细胞消失及淋巴细

胞和中性粒细胞浸(图3). 

3  讨论 

UC是严重影响人类健康的疾病, 由于UC的发病

机理至今尚不明确, 因而在临床上无法进行针

对病因进行有效的治疗, 从1888年至今, 5-氨基

水杨酸始终是UC的一线治疗药物, 但其治疗效

果并不理想. 即使在发病率较高的欧美发达国

家, 也并无治疗UC的特效药[13], 随着病情的恶

化, 往往不得不进行全结肠切除术, 给患者带来

了极大的痛苦. 因此迫切需要一种能针对病因

进行有效治疗的临床药物, 来缓解患者的痛苦. 
细菌鞭毛蛋白是一种抗原物质, 鞭毛抗原

又称H抗原, 是TLR5激动剂, 对TLR5-NF-κB信
号通路具有激活作用[7,14], 与TLR家族信号通路

具有密切关系. TLR家族是一类参与病原微生物

引起的先天免疫的蛋白受体家族. 近年来TLR在
机体免疫应答中的作用受到高度关注. TLR不仅

在激活天然免疫中发挥重要作用, 而且还在诱

导和调节获得性免疫中具有重要意义, 是连接

天然免疫和获得性免疫的重要桥梁. 目前已发

现13种TLR[15], 细菌鞭毛蛋白是目前已知的唯一

的TLR5特异性配体. 既往研究表明在放射损伤

小鼠模型中, 鞭毛蛋白衍生物对造血系统及胃

肠道系统均表现出较显著的保护作用. Burdelya
等[7]研究表明细菌鞭毛蛋白能有效地预防致死

剂量照射引起的小鼠死亡. Vijay-Kumar等[8]研

究表明细菌鞭毛蛋白能够有效提高小鼠骨髓

中造血干细胞数量, 提高照射后小鼠的存活率. 
Hossain等[10]对小鼠的研究成果表明: 应用鞭毛

蛋白成功地减弱了异基因造血干细胞移植后急

性移植物抗宿主病的发生, 提高了移植后小鼠

的存活时间, 增强了供者T细胞的植入及Treg细
胞的产生. 细菌鞭毛蛋白是否对UC有保护治疗

作用文献中鲜有报道. 我们采用常规原核表达

方法制备了一种沙门氏菌鞭毛蛋白衍生物, 我
们命名他为CZLC331, 包括Tat蛋白转导肽、沙

门氏菌鞭毛蛋白自N端第1-176位氨基酸残基和

第402-505位氨基酸残基的融合蛋白, 自N端第

1-176位氨基酸残基和第402-505位氨基酸残基

可通过柔性连接肽连接, 纯度>95%. 本研究是以

TNBS/乙醇建立的小鼠UC动物模型为研究对象, 
观察CZLC331对UC模型小鼠的治疗效果, 我们
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图  1  小鼠的结肠浆膜层. A: 对照组; B: 模型组; C: 治疗组.
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图  2  小鼠的结肠黏膜层. A: 对照组; B: 模型组; C: 治疗组.
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图  3  小鼠结肠黏膜组织切片后HE染色结果. A: 对照组; B: 

模型组; C: 治疗组.

表  5  CMDI评分比较

     分组  CMDI评分

对照组 0.00±0.00

模型组 3.03±0.42a

治疗组 2.08±0.46c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

■应用要点
本实验探索一种
鞭毛蛋白衍生物
CZLC331作为治
疗溃疡性结肠炎
的全新药物, 具有
极高的现实意义.
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研究发现, CZLC331对UC的治疗效果显著: 与模

型组相比, 治疗组小鼠摄食/水量、活动性明显

增加, DAI评分显著降低(P <0.05); 治疗组小鼠结

肠浆膜层充血、水肿, 黏膜层出血及溃疡等现

象亦有所减轻, CMDI评分与模型组比较显著降

低(P <0.05); 治疗组结肠黏膜病理观察细胞排列

结构比较整齐、少量杯状细胞消失及淋巴细胞

和中性粒细胞浸. 我们研究显示CZLC331对UC
小鼠具有明显的预防和治疗效果. 

本研究显示鞭毛蛋白衍生物CZLC331对UC
小鼠具有明显的治疗作用, 但机制不明确, 是否

与调节白介素家族和肿瘤坏死因子的水平有关, 
是否与TLR-NF-κB通路存在一定联系, 有待进

一步研究. 
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■同行评价
UC的药物治疗缺
乏有效性. 本实验
在动物模型做一
些尝试, 具有一定
的临床指导意义.


