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幽门螺杆菌感染对葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠慢性结肠炎的保护作用

李　璟，王蔚虹，张鸿晨，戴　芸，刘　芸
北京大学第一医院  消化内科，北京　100034

摘要：目的  探讨幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori，H. pylori) 感染对葡聚糖硫酸钠 (dextran sodium sulphate，DSS) 诱导的小鼠

慢性结肠炎的影响，并初步探讨其机制。方法  建立 H.pylori 感染的 C57BL/6J 小鼠模型，以 2% DSS 诱导慢性结肠炎。小

鼠随机分为空白组、H. pylori(HP) 组、DSS 组和 HP+DSS 组。观察指标为小鼠结肠炎疾病活动度、结肠长度及组织病理学

评分。免疫组化染色检测结肠黏膜层 CD3+ T 淋巴细胞浸润量，流式细胞学检测结肠固有层 Th17 和 Treg 细胞亚群变化。

结果  空白组和 HP 组小鼠结肠黏膜层 CD3+ T 淋巴细胞浸润量分别为 (10.83±3.97)/HPF vs (30.67±7.37)/HPF(P ＜ 0.01)。与

DSS 组相比，HP+DSS 组小鼠疾病活动度指数降低 (P ＜ 0.05)，结肠长度缩短减少 [(6.84±0.64) cm vs (8.14±0.42) cm，P ＜ 0.01]，

组织病理学评分下降 (9.50±1.38 vs 6.83±1.72，P ＜ 0.05)，CD3+ T 细胞数量减少 [(205.17±32.28)/HPF vs (125.17±15.66)/

HPF，P ＜ 0.01)。与 DSS 组比较，HP+DSS 组慢性结肠炎小鼠结肠固有层 Th17 细胞降低 (4.56%±0.34% vs 2.09%±0.35%，

P ＜ 0.05)，Treg 细胞增加 (2.01%±0.30% vs 6.46%±0.33%，P ＜ 0.05)。结论  H.pylori 感染对 DSS 诱导的小鼠慢性结肠炎

具有保护作用，这种保护作用可能通过调节肠道 Th17 及 Treg 细胞免疫发挥作用。
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Helicobacter pylori (H. pylori) infection on dextran sulfate sulphate (DSS)-induced 
chronic colitis in mice, and explore its potential mechanism. Methods  Chronic colitis was induced by three 5-day cycles of 2% DSS 
in C57BL/6J mice infected with H.pylori. Forty mice were randomly divided into 4 groups: normal control group, H.pylori infection 
group (HP group), DSS induced colitis group (DSS group), and DSS induced colitis with H.pylori infection group (HP+DSS group). 
The disease activity index (DAI), colon length and histopathologic scores of colitis in DSS group and HP+DSS group were evaluated. 
The degree of infiltration of CD3+ T lymphocytes was evaluated by immunohistochemical staining, and Th17 and Treg subsets in 
lamina propria were detected by flow cytometry. Results  The amounts of CD3+ T lymphocyte infiltration in colon of control group and 
HP group were (10.83±3.97)/HPF vs (30.67±7.37)/HPF, respectively (P ＜ 0.01). Compared with the DSS group, DAI (P ＜ 0.05), 
shortening of colon length [(6.84±0.64) cm vs (8.14±0.42) cm, P ＜ 0.01], histopathologic score [(9.50±1.38) vs (6.83±1.72), 
P ＜ 0.05] and infiltration of CD3+ T cells in colon [(205.17±32.28)/HPF vs (125.17±15.66)/HPF, P ＜ 0.01] decreased more 
significantly in HP+DSS group. H.pylori infection decreased Th17 subsets in lamina propria of HP+DSS group [(4.56%±0.34)% vs
(2.09%±0.35)%, P ＜ 0.05], while it increased Treg subsets [(2.01%±0.30)% vs (6.46%±0.33)%, P ＜ 0.05] as compared with 
DSS group. Conclusion  H.pylori infection has a protective effect on DSS-induced chronic colitis in mice. The immune response 
mediated by Th17 and Treg in colon may be involved in the process.
Keywords: Helicobacterpylori; chronic colitis; cellular immunity

		  幽 门 螺 杆 菌 (Helicobacter pylori，H. pylori) 是

定植于胃黏膜的最常见病原体，与多种胃部疾病

( 包括慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和胃黏膜相关

淋巴组织淋巴瘤 ) 的发病密切相关 [1]。近年大量研

究提示，H. pylori 感染还可能与某些非胃部疾病的

发生有关，如胃食管反流病 [2]、哮喘、过敏性疾

病 [3]、炎症性肠病 (inflammatory bowel disease，IBD)

等。H. pylori 影响非胃部疾病的机制可能与其介导

的免疫调节紊乱有关 [4]。IBD 多被认为是由于遗传

易感个体对肠道菌群的抗原出现过度免疫反应所

致。遗传学研究表明，宿主 - 微生物的相互作用

和由肠道菌群组成的天然免疫识别在 IBD 的发生

发展中起重要作用。流行病学研究和 Meta 分析提

示，H. pylori 感染可能对 IBD 有保护作用 [5-7]。然而，

由于临床研究中存在的混杂因素，使得这一结果

存在争议 [8]。既往研究表明，胃内 H. pylori 感染可
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上调胃黏膜 Treg 细胞介导的免疫反应，导致机体

Th1/Th17 介导的免疫反应发生变化 [9-10]。然而，胃

内 H. pylori 感染对结肠局部细胞免疫的影响在 IBD

的发生发展中的作用尚不明确。本研究建立葡聚

糖硫酸钠 (dextran sodium sulphate，DSS) 诱导的小

鼠慢性结肠炎模型，观察 H. pylori 感染对小鼠慢

性结肠炎的影响，探讨 H. pylori 感染对结肠黏膜

局部免疫的影响。

材料和方法

1	 实验动物　SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 40 只，5

周龄，体质量 17 ~ 19 g。饲养于北京大学第一医

院动物实验中心 SPF 级实验室。实验室条件符合

国家 (GBl4925-2001) 标准。本研究经北京大学第

一医院实验动物福利伦理委员会审查通过，伦理

编号 J201632。

2	 主要试剂和材料　H.pylori 菌株采用细胞毒素

相关基因 A 阳性 (CagA+) 和空泡毒素 A 基因阳性

(VacA+) 的悉尼菌株 (SS1)。葡聚糖硫酸钠 ( 分子量

36 000 ~ 50 000) 购自美国 MP Biomedicals 公司。

3	 小鼠模型建立　40 只小鼠分为 4 组，分别为空

白 组 (n=8)、H.pylori 感 染 组 (HP 组，n=8)、 单 纯

DSS 结 肠 炎 组 (DSS 组，n=12) 和 H.pylori 感 染 联

合 DSS 结肠炎组 (HP+DSS 组，n=12)。适应性喂养

1 周后，HP 组和 HP+DSS 组给予含 1×109 CFU/ml 

H.pylori SS1 的布氏肉汤灌胃，每次 0.3 ml，隔日

1 次，共 5 次。空白组和 DSS 组使用相同剂量不

含 H.pylori 的布氏肉汤灌胃。灌胃结束后 1 周，给

予 DSS 组和 HP+DSS 组小鼠饮用 2% DSS 溶液 5 d，

饮用蒸馏水 7 d，如此 3 个循环，建立慢性结肠炎

模型 [11]。空白组和 HP 组自由引用蒸馏水。所有小

鼠于造模第 45 天处死。

4 标本的采集与处理　小鼠处死后解剖分离全胃

及全结肠。全胃切开并清除内容物，留取标本行

快速尿素酶试验及组织病理学检测。分离全结肠，

自肛门至盲肠测量长度后，纵行切开并清除肠内

容物，留取标本行流式细胞学检查及组织病理学

检测。

5	 H.pylori 定植及胃炎组织学评分　采用快速尿

素酶试验及免疫组化法确认 H.pylori 定植。免疫组

化采用 SP 法 ：兔源抗 H.pylori(Abcam) 一抗浓度为

1 ∶ 100。尿素酶试验和免疫组化染色均为阳性确

认 H.pylori 感染。胃炎病理评分采用悉尼系统评分

标准 ( 评分范围 0 ~ 15 分 )[12]。

6 结肠炎症程度评分　从小鼠体质量变化、疾病

活动度评分 (disease activity index，DAI)、结肠长度

及组织病理学评分 4 个方面评估模型小鼠慢性结

肠炎程度。DAI 评分 ：每天评估小鼠体质量 (0 ~ 4

分 )、粪便性状 (0 ~ 4 分 ) 和血便 (0 ~ 4 分 ) 情况，

3 个指标之和即为 DAI(0 ~ 12 分 )。结肠炎组织病理

学评分 ：按 Dieleman 等 [13] 评分方法，根据炎症程

度 (0 ~ 3 分 )、病变深度 (0 ~3 分 )、隐窝破坏度 (0 ~

4 分 ) 和病变范围 (0 ~ 4 分 ) 对结肠病变进行评估，所

有指标之和即为组织病理学评分 ( 评分范围 0 ~ 14 分 )。

7	 免疫组化染色检测结肠　CD3+ T 淋巴细胞结

肠免疫组化染色兔源抗 CD3(Abcam) 一抗浓度为

1 ∶ 400，山羊抗兔 ( 中杉金桥 ) 二抗浓度 1 ∶ 300。

以细胞核染成棕黄色为阳性细胞。每张切片随机

选取 10 个高倍镜 (400×) 视野，计数阳性细胞数 ( 每

高倍镜视野细胞数 )。

8	 结肠固有层淋巴细胞 (lamina propria lymphocytes，

LPL)　分离及流式细胞学检测结肠组织切割后加

入含有 5 mmol/L EDTA 和 1 mmol/L DTT 的预消化液，

37℃孵育 20 min。PBS 洗净后，加入含有 0.5 mg/ml

胶原酶Ⅳ、0.5 mg/ml DNA 酶Ⅰ和 3 mg/ml 中性蛋白

酶Ⅱ的 RPMI 1640 消化液，37℃孵育 20 min。70μm

的细胞滤网收集细胞悬液。回收残余组织重复两

次。40%/100% Percoll 细胞分离液梯度离心 (670 g，

30 min) 分离固有层淋巴细胞。LPL 重悬后台盼蓝

染色计数。调整 LPL 浓度至 1×106/ml。胞内染色 ：

LPL 与细胞刺激剂 ( 含 RPMI 1640、10% 胎牛血清、

1μ/ml 离子霉素、50 ng/ml PMA) 置于细胞孵育箱

中 37℃共孵育 4 h，然后加入抗小鼠 FITC CD3、

PE CD4 混合抗体染色，避光孵育 25 min，PBS 洗

涤，加入胞内染色细胞膜固定液和细胞膜破膜液，

后加入 APC IL-17 抗体胞内染色。核内染色 ：LPL

加 入 抗 小 鼠 APC-cy7 CD3、PE CD4、FITC CD25

混合抗体，避光孵育 25 min，PBS 洗涤，加入核内

染色核膜固定液和核膜破膜液，后加入 APC Foxp3

抗体核内染色 ( 均购自 ebioscience)。上述细胞固定，

流式细胞仪 (BD Influx) 分选，FlowJo7.6.1 软件进行

数据分析。

9 统计学分析　应用 SPSS22.0 软件分析，实验数

据以 -x±s 表示，组间比较使用 t 检验或 ANOVA

分析，事后比较使用 LSD 法。非正态分布资料使

用 Kruskal-Wallis 检 验 或 Mann-Whitney U 检 验。

相关性分析使用 Spearman 等级相关分析。P ＜ 0.05

为差异有统计学意义。
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结　果

1	 H.pylori 定植及胃炎病理学　HP 组和 HP+DSS

组所有小鼠快速尿素酶试验及 H.pylori 免疫组化染

色均阳性。H.pylori 定植导致胃黏膜上皮及固有层

中性粒细胞及淋巴细胞浸润，未见到萎缩、肠化、

异型增生等病理改变。HP 组和 HP+DSS 组小鼠胃

炎病理评分分别为 2.17±0.41 和 2.12±0.64 (P ＞

0.05)。空白组和 DSS 组所有小鼠快速尿素酶试验

及 H.pylori 免疫组化染色均阴性，胃黏膜未见明显

病理组织学变化。

2	 H.pylori 感染对小鼠一般状况的影响　空白组

和 HP 组小鼠体质量变化无统计学差异 (P ＞ 0.05)。

DSS 组和 HP+DSS 组小鼠于造模第 3 天开始排便不

成形，第 4 天出现体质量下降、稀水样便，至造

模第 1 周期结束时，两组均有 83.3%(10/12) 的小鼠

出现肉眼血便。两组小鼠体质量均于第 8 天降至

最低，DSS 组体质量较 HP+DSS 组体质量下降更明

显 (P ＜ 0.05，图 1)。每次给药循环后，小鼠上述

症状均有所加重，循环间期各指标有所恢复。与

HP+DSS 组相比，DSS 组小鼠体质量下降、DAI 评

分增高更明显 (P ＜ 0.05，图 1)。第 9 天及第 10 天

DSS 组小鼠分别死亡 2 只、1 只，造模期间空白组、

HP 组和 HP+DSS 组小鼠均无死亡。

3 H.pylori 感染对小鼠结肠大体形态的影响　空

白组、HP 组小鼠结肠长度分别为 (11.08±0.80) cm

和 (11.16±0.66) cm (P ＞ 0.05)。DSS 和 HP+DSS 组

小鼠结肠长度明显缩短，分别为 (6.84±0.64) cm

和 (8.14±0.42) cm (P ＜ 0.001)。 与 DSS 组 相 比，

HP+DSS 组小鼠结肠缩短程度明显减少 (P ＜ 0.01)，

见图 2。

4	 H.pylori 感染对小鼠结肠组织病理学的影响　

HE 染色空白组和 HP 组小鼠结肠黏膜层及黏膜下

层均有少量淋巴细胞浸润。免疫组化染色显示，

与空白组相比，HP 组小鼠结肠黏膜层 CD3+ T 细胞

增多 [(10.83±3.97)/HPF vs (30.67±7.37)/HPF，P ＜

0.01，图 3]。与空白组相比，DSS 组小鼠结肠呈轻 -

中度炎症，结肠上皮损伤，杯状细胞减少，隐窝

结构紊乱、减少，黏膜层和黏膜下层较多淋巴细

胞浸润，可见淋巴滤泡形成 ( 图 4)。HP+DSS 组同

样存在结肠炎症。DSS 组和 HP+DSS 组结肠炎病理

学评分分别为 9.50±1.38 和 6.83±1.72 (P ＜ 0.05，

图 4)。DSS 组、HP+DSS 组小鼠结肠黏膜层 CD3+ 

T 细 胞 浸 润 数 量 分 别 为 (205.17±32.28)/HPF 和

图 1　H.pylori感染缓解DSS诱导小鼠慢性结肠炎疾病活动度
Fig. 1　H.pylori-infection attenuated the disease activity of DSS-induced colitis
  C57BL/6J mice were either received orogastric administration of live SS1 strain or Brucella Broth for 5 times, and then they 

were subjected to three 5-day cycles of 2% DSS. Mice were sacrificed on day 45. (A) weight of each four groups, (B) stool 
consistency, (C) bleeding, and (D) DAI in DSS group and HP+DSS group (aP ＜0.05, DSS group vs HP+DSS group)
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图 2　H.pylori感染减轻DSS诱导小鼠慢性结肠炎结肠缩短
Fig. 2　H.pylori infection reduced the shortening of colon length in DSS-induced chronic colitis (aP ＜0.01)

Fig. 3　H.pylori infection reduced lymphocytes infiltration in DSS-induced colitis
  A: colonic tissues were stained for CD3 by immunohistochemistry to visualize CD3+ T lymphocytes in situ 

(400×magnification). More CD3+ T lymphocytes were found in HP group than in control. Compared with DSS group, the 
number of CD3+ T lymphocytes was less in HP+DSS group; B: the numbers of CD3+ T lymphocytes in each group (aP ＜0.01)

  A: Colon biopsies were taken and stained with HE (400×magnification). There were a large amount of inflammatory cells 
infiltrated, and crypt disappeared in DSS and HP+DSS groups; B: Histology scores of colitis in DSS group and HP+DSS 
group (aP ＜0.05)

图 3　H.pylori感染减少DSS诱导
小鼠慢性结肠炎结肠黏膜
淋巴细胞浸润

图 4　H.pylori感染减少DSS诱导小
鼠慢性结肠炎症病理评分

Fig. 4　H.pylori infection reduces the 
histology score of colitis
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(125.17±15.66)/HPF (P ＜ 0.01，图 3)，提示 H.pylori

感染减轻 DSS 诱导的小鼠慢性结肠炎严重程度。进

一步行相关性分析未发现 HP+DSS 组小鼠胃内炎症

与结肠炎症严重程度有相关性 (r=0.645，P ＞ 0.05)。

5	 H.pylori 感染影响结肠 LPL 亚群构成　流式细

胞学检测结果显示，DSS 组与 HP+DSS 组小鼠结肠

固有层 Th17(CD3+CD4+IL17+) 细胞占 CD3+ T 细胞的比

例分别为 4.56%±0.34% 和 2.09%±0.35%(P ＜ 0.05)，

Treg (CD3+CD4+CD25+FOXP3+) 细 胞 占 CD3+CD4+ T

细胞的比例分别为 2.01%±0.30% 和 6.46%±0.33%

(P ＜ 0.05)( 图 5)，提示 H.pylori 感染降低结肠炎小鼠

结肠固有层 Th17 细胞亚群，同时 Treg 细胞亚群增加。

讨　论

		  本 研 究 在 成 年 小 鼠 动 物 模 型 上 证 实， 胃 内

H.pylori 感染降低 DSS 诱导的小鼠慢性结肠炎肠道炎

症程度，并伴随结肠固有层 Th17 降低及 Treg 增加，

提示 H.pylori 感染对慢性结肠炎具有一定的保护作

用，这种保护作用可能是通过改变肠道黏膜的局部

免疫实现的。该结果与既往动物研究报道一致 [14-16]。

Engler 等 [14] 选择 1 周龄小鼠，在 H.pylori 感染后诱

导慢性结肠炎模型，发现哺乳期感染 H.pylori 对小

鼠慢性结肠炎具有保护作用。由于成年小鼠和哺乳

期小鼠的免疫状态明显不同，哺乳期感染 H.pylori

更趋于诱导免疫耐受。Arnold 等 [17] 曾报道哺乳期

小鼠感染 H.pylori 减少肺及支气管局部嗜酸性粒细

胞、Th2 及 Th17 细胞浸润，对哮喘具有保护作用，

但在成年小鼠缺少该作用。本研究选择成年小鼠感

染 H.pylori，发现在免疫系统建立后感染 H.pylori，仍

能对慢性结肠炎产生保护作用。近期的研究发现，

H.pyloriDNA[16]、H.pylori 提 取 物 [14]、 重 组 H.pylori 过

氧化氢酶 (rHPCAT)[18] 等细菌相关成分也可通过不

同的免疫或信号途径下调结肠炎症。流行病学研

究提示，CagA+ 菌株感染可能与自身免疫性疾病发

病及溃疡性结肠炎疾病活动度评分下降有关，故

本研究以 CagA+ 的 SS1 菌株建立动物模型，探讨胃

内 H.pylori 定植对慢性结肠炎的保护作用及机制。

		  经 抗 原 刺 激 后，CD4+ T 细 胞 可 分 化 成 Th1、

Th2、Th17 和 Treg 等不同亚群。其中，Th17 主要

分泌 IL-17，在炎症反应的发生中起关键作用。而

图 5　H.pylori感染使DSS诱导小鼠慢性结肠炎结肠固有层Th17细胞减少，Treg细胞增加
Fig. 5　H.pylori infection decreased Th17 subset, and increased Treg in lamina propria of colon mucosa      A and B: the proportion 

of CD3+CD4+IL17+Th17 in CD3+ T lymphocytes; C and D: the proportion of CD3+CD4+CD25+FOXP3+ Treg in CD3+CD4+T 
lymphocytes (aP ＜0.05)
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Treg 通过抗原特异性及非特异性方式分泌 IL-10、

转化生长因子 β(TGFβ) 等抑制性细胞因子 [19]，

执行免疫抑制效应。对于成年小鼠而言，H.pylori

感染在胃黏膜中引起以 Th1/Th17 反应为主的免

疫反应，同时激活 Treg 细胞的生成，诱导免疫耐

受，维持 H.pylori 持续性定植 [20]。而 H.pylori 感染

后的这种免疫反应并不限于胃黏膜局部。研究发

现，H.pylori 感染后脾、肺组织 Th17 细胞和 Treg

细胞也发生改变 [21]。本研究发现，单纯 H.pylori 感

染后，小鼠结肠 T 淋巴细胞增多，与 Higgins 等 [15]

及 Heimesaat 等 [22] 研究结果一致，提示胃 H.pylori

感染可引起结肠 T 淋巴细胞聚集，影响结肠局部

免疫，进而在结肠炎的发生发展中起作用。

		  既往研究表明，Th1/Th2 亚群的调节失衡是

IBD 发生发展的重要因素 [23]。而 Th17 和 Treg 细

胞 免 疫 失 衡 参 与 IBD 发 病。 动 物 研 究 表 明， 给

予 IL-33 可减少并抑制结肠固有层 Th17 细胞，对

小鼠慢性结肠炎起保护作用。在 IBD 患者和动物

模型中均发现外周血和结肠黏膜 Th17 表达增加，

Treg 表达下降 [24]，且 Treg 下降程度与疾病严重程

度相关 [25]，提示结肠局部 Th17 和 Treg 细胞的改

变影响结肠炎的发生发展。

		  临床研究及动物实验提示，H.pylori 感染对慢

性结肠炎具有保护作用，但其机制尚不清楚。给

予 H.pyloriDNA 灌胃可下调 DSS 模型小鼠Ⅰ型干扰

素含量，提示 H.pylori DNA 对 DSS 诱导的慢性结

肠炎的保护机制可能是通过调节树突细胞的功能，

抑制促炎性细胞因子的产生。同样，H.pylori 感染

可减轻鼠伤寒沙门菌诱导的小鼠慢性结肠炎，其

机制与诱导树突细胞免疫耐受，抑制 Th17 介导的

免疫反应，使结肠和肠系膜淋巴结中 IL-17 下降、

IL-10 增多有关 [15]。另一研究发现，H.pylori 感染

对结肠炎的保护作用可能是由于 mucin2 基因转录

激活所致，并在基因敲除的动物模型中证实 mucin2

基因的激活依赖 NLRP3-caspase-1-IL-18-MyD88

信号通路 [14]。尽管 IL-18 可以促使原始 T 细胞向

Treg 细胞转化，但其对结肠炎的保护作用是否由

Treg 细胞引起尚不明确。本研究发现 H.pylori 感染

后，结肠局部固有层淋巴细胞增加，进一步的流

式细胞学分析显示，伴随 Th17 细胞的减少，Treg

细胞增加，提示 H.pylori 感染可影响结肠局部细胞

免疫，维持自身免疫耐受状态，从而发挥其对结

肠炎的保护作用。本研究暂未发现 H.pylori 感染对

慢性结肠炎的这种保护作用与其诱导的胃内炎症的

严重程度具有相关性，提示 H.pylori 感染在胃内及

非胃部器官所引起的免疫反应可能存在一定差异。

		  综上所述，本研究结果表明，H.pylori 感染可

减轻 DSS 诱导的小鼠慢性结肠炎，提示 H.pylori 感

染对慢性结肠炎具有保护作用，这种保护性作用

可能与 H.pylori 感染导致的结肠固有层 Th17 细胞

减少及 Treg 细胞增加有关，而 H.pylori 感染后结

肠局部的免疫调控机制还有待深入研究。
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