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普拉梭菌对溃疡性结肠炎不典型增生患者

Treg细胞水平及IL-23/IL-17轴的影响
张琳1,2,魏凯艳2,3,刘益娟2,3*

(1.福建医科大学附属第一医院胃肠外科,福建福州
 

350002;2.福建医科大学第一临床医学院;3.福建医科大学附属第一医院消化内科)

【摘要】 目的 研究普拉梭菌(Faecalibacteriumprausnitzii)对溃疡性结肠炎(ulcerative
 

colitis,UC)不典型增生患者调节性

T细胞(Treg)水平及白介素23(IL-23)/白介素17(IL-17)轴的影响。
 

 方法 收集25例UC不典型增生患者和20例健康

对照者的新鲜粪便以及UC不典型增生患者病变、正常肠黏膜组织。提取新鲜粪便中的细菌基因组DNA,采用实时荧光定

量PCR检测普拉梭菌基因拷贝数,采用免疫组化和 Western
 

blot检测组织IL-17和IL-23表达水平,采用流式细胞术检测

全血Treg细胞水平,比较不同组受试者普拉梭菌含量以及Treg、IL-23、IL-17的差异性,采用Pearson相关分析普拉梭菌含

量与Treg细胞水平及IL-23/IL-17的关系。 结果 UC不典型增生组患者新鲜粪便普拉梭菌含量以及全血Treg细胞水

平均显著高于对照组(均P<0.01);病变肠黏膜组织IL-17
 

和
 

IL-23
 

表达水平均显著高于正常组织(P<0.01)。Pearson分

析显示,粪便中普拉梭菌含量与外周血Treg细胞水平呈正相关性(r=0.526,P<0.01),而与组织中的IL-23、IL-17水平呈

负相关性(r值分别为-0.474和-0.487,均P<0.01)。 结论 普拉梭菌可改善UC不典型增生患者结肠组织病理学状态,

其机制可能为促进Treg细胞的表达以及抑制IL-23/IL-17轴。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Faecalibacteriumprausnitzii
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

regulatory
 

T
 

cells
 

(Treg)
 

and
 

interleukin
 

23
 

(IL-23)/interleukin
 

17
 

(IL-
 

17)
 

axis. Methods The
 

fresh
 

stools
 

of
 

25
 

patients
 

with
 

UC
 

dysplasia
 

and
 

20
 

healthy
 

controls,as
 

well
 

as
 

the
 

diseased
 

and
 

normal
 

intestinal
 

mucosal
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

UC
 

dysplasia
 

were
 

collected.The
 

bacterial
 

genomic
 

DNA
 

from
 

fresh
 

feces
 

was
 

extracted.The
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

gene
 

copy
 

number
 

of
 

Clostridium
 

pruritus.The
 

immunohistochemistry
 

and
 

western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-17
 

and
 

IL-23
 

in
 

tissues.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

whole
 

blood
 

Treg
 

cell
 

level.The
 

content
 

of
 

Clostridium
 

praevia,Treg
 

cell,IL-23
 

and
 

IL-17
 

level
 

in
 

different
 

groups
 

were
 

compared.Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

content
 

of
 

Clostridium
 

praevia
 

and
 

Treg
 

cell
 

and
 

IL-23
 

/
 

IL-17
 

level. Results
 The

 

content
 

of
 

Clostridium
 

prasatoid
 

and
 

the
 

level
 

of
 

Treg
 

cells
 

in
 

whole
 

blood
 

in
 

the
 

fresh
 

feces
 

of
 

patients
 

with
 

UC
 

dysplasia
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(all
 

P<0.01);the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-17
 

and
 

IL-23
 

in
 

the
 

diseased
 

intestinal
 

mucosa
 

were
 

significantly
 

higher
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

tissues
 

(P<0.01).Pearson
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

content
 

of
 

Clostridium
 

prasmodium
 

in
 

feces
 

had
 

a
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

level
 

of
 

peripheral
 

blood
 

Treg
 

cells
 

(r=0.526,P<0.01),and
 

a
 

negative
 

correlation
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-23
 

and
 

IL-17
 

in
 

the
 

tissues
 

(r
 

value=-
0.474

 

and
 

-0.487,respectively,both
 

P<0.01). Conclusion Clostridium
 

prastilinoids
 

can
 

improve
 

the
 

histopathologi-
cal

 

state
 

of
 

colon
 

in
 

patients
 

with
 

UC
 

dysplasia.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

to
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

Treg
 

cells
 

and
 

inhibit
 

the
 

IL-23/IL-17
 

axis.
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  溃疡性结肠炎(ulcerative
 

colitis,UC)是一种病因

不明的慢性肠道炎症性疾病,是结直肠癌重要的高危

因素之一[1]。UC的癌变机制与遗传基因改变及炎症

微环境密切相关,其中肠道菌群改变是导致疾病发生、
发展的关键始动因素。普拉梭菌(Faecalibacterium-
prausnitzii)是肠道内重要的产丁酸盐菌,在抑制肠道

炎症、维持肠道功能稳态等方面起关键作用[2]。近年

越来越多的研究发现,肠道中普拉梭菌含量的降低与

UC疾病活动性、溃结癌变及其预后密切关联[3],但对

于普拉梭菌在疾病发生、发展过程中的具体作用机制

尚不明确。Treg细胞是一类具有免疫抑制功能的T
淋巴细胞,可维持肠道稳态,其中维持Treg细胞抑制

活性的关键在于持续表达Foxp3,且通过分析临床样

本已证实CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞与炎症性肠

病的进展密切关联[4]。IL-23/IL-17是UC发生、发展

的关键炎症因子,Kosler等[5]和Elisabetta等[6]报道,
肠道内致病菌的产生内毒素可介导抗原呈递细胞分泌

大量IL-23和IL-17,使炎症反应级联放大,最终导致

肠黏膜损伤以及肠道炎症发生。肠道菌群失衡与炎症

程度密切相关,主要表现为炎症细胞以及炎性因子的

异常表达[7]。目前,关于普拉梭菌含量与 UC患者

Treg细胞水平及IL-23/IL-17关系尚不清楚。本研究

对收治的UC不典型增生患者通过检测生物样品中的

普拉梭菌基因组DNA以及Treg细胞水平和IL-23、

IL-17水平,并采用Pearson 分析普拉梭菌含量与外

周血Treg细胞水平及IL-23/IL-17轴的相关性,以期

为UC的治疗以及癌变的预防做出有益探索。

对象与方法

1 研究对象

选取本院2017年2月-2020年3月收治的25例

UC不典型增生患者为研究组,年龄30~65岁,其中

男29例,女16例。同期健康体检者20例为对照组,
年龄32~66岁,其中男13例,女7例。

UC不典型增生患者纳入标准:符合《炎症性肠病

诊断与治疗的共识意见(2018年》中的诊断标准[8],病
理组织学诊断为轻、中度不典型增生;入组前2个月内

均无抗生素及益生菌使用史;未使用过TNFα抗体等

生物制剂。排除标准:心脑血管、甲状腺功能亢进、造
血系统等严重原发性疾病;并发肠穿孔、肠梗阻、直肠

癌或肛门疾患;妊娠、哺乳期妇女;精神疾病,认知功能

障碍者。健康体检者纳入标准:无任何肠道疾病;入组

前2个月内无抗生素及益生菌使用史;此次因腹部不

适而要求进行结肠镜检查者。
本研究获得院学术伦理委员会批准,所有受试者

均签署知情同意书。

2 方法

2.1 普拉梭菌基因组DNA检测 采集受试者新鲜

粪便置入1.5
 

ml
 

EP
 

管中,冻存于-80℃。称取180
 

mg粪便,采用DNA提取试剂盒(MolPureStoolDNA-
Kit粪便DNA提取试剂盒,货号18820ES08,上海联

迈生物工程有限公司)提取细菌基因,进行qRT-PCR。
反应体系:2

 

μl模板 DNA,0.4
 

μl
 

ROX
 

Reference
 

Dye,上、下 游 引 物 各 0.8
 

μl(10
 

μmol/L),10
 

μlTaKaRa
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM (TliRNaseH
 

Plus),6
 

μl
 

ddH2O。反应条件:95
 

℃预变性30
 

s;95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退火30
 

s,共40个循环;熔解曲线
 

95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s。将qRT-PCR所得的

CT值转换成每克新鲜粪便中普拉梭菌的16S
 

rRNA
基因拷贝数,以基因拷贝数作为普拉梭菌的定量指标。

2.2 外周血Treg细胞检测 采用流式细胞仪(beck-
man

 

counter
 

cytoflex,美国)检测外周血Treg细胞水

平。于清晨采集患者外周静脉血4
 

ml,密度梯度离心

法收集外周血单个核细胞,用磷酸盐缓冲盐水冲洗两

次,制成细胞悬液,调整细胞密度为(1~5)×106 个/

ml;加入CD4-PE、CD25-FITC单抗,孵育30
 

min;加
入固定/破膜工作液,孵育30

 

min;加入Foxp3-APC
抗体,孵育45

 

min;加入溶血剂,于37
 

℃放置10
 

min,
待溶血完全后立刻上机检测。

2.3 IL-17和IL-23检测 采用 Westernblot法。采

集病变及正常肠黏膜组织,碎后加入蛋白裂解液并提

取总蛋白,采用BCA蛋白定量试剂盒(购于上海碧云

天生物技术有限公司)测定蛋白质浓度。取蛋白样品

经SDS-PAGE 电 泳 分 离 后 转 PVDF 膜,5% 牛 奶

(TBST配制)封闭2
 

h;加入IL-17、IL-23一抗,4
 

℃孵

育过夜,洗涤;加入相应二抗,温孵1h,TBST洗涤3
次后采用底物化学发光法显影,Bio-Rad凝胶成像系

统拍照,以β-actin为内参,使用软件ImageJ分析各条

带灰度值,目标蛋白与β-actin的灰度值比值表示蛋白

相对表达量。
采用免疫组织化学法检测病变、正常肠黏膜组织

中IL-17和IL-23表达情况。取肠黏膜组织依次进行

甲醛固定、石蜡包埋、连续切片(厚度4
 

μm)、常规脱蜡

水化,双氧水(3%)阻断内源性过氧化物酶,微波修复

抗原;加入IL-17和IL-23I抗,4
 

℃过夜,PBS缓冲液

冲洗3~4次;加入山羊抗小鼠辣根过氧化酶标记的二

抗,孵 育 后 洗 涤;按 照 DAB 显 色 试 剂 盒(博 士 德,

AR1022)使用说明进行显色处理,阳性反应产物呈棕

褐色。

2.4 统计学分析 采用SPSS
 

20.0统计软件进行统

计分析。计数资料采用χ2 检验;计量资料以均数±标

准差(x±s)表示,均符合正态分布,其中两组间比较
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采用成组t检验;粪便中普拉梭菌含量与Treg细胞水

平及IL-23/IL-17的相关性采用Pearson 分析。P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 两组受试者的基线资料比较

两组患者男女性别比、年龄构成等基线资料见表

1,差异均无统计学意义(均P>0.05)。

表
 

1 两组受试者的基线资料比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

baseline
 

data
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

subjects

组别
Group

例数
n

男/女
Male/
Female

年龄
(x±s,岁)
Age

体质指数

(x±s,kg/m2)
Body

 

mass
 

index

吸烟(例数)
Smoking
(case)

研究组 25 16/9 44.31�4.72 23.61�2.12 8
对照组 20 13/7 45.18�5.12 24.18�2.43 5

 

t/�2 0.118 0.592 0.840 0.265
P 0.731 0.557 0.406 0.607

2 两组受试者粪便中的普拉梭菌基因拷贝数以及外

周血Treg细胞水平

病例组患者粪便中普拉梭菌的基因拷贝数以及外

周血Treg细胞百分率(%)分别为6.98�0.43和0.88
�0.31,对照组分别为8.11�0.32和1.52�0.42,差异

均有统计学意义(t值分别为9.776和5.881,均P<
0.01)。

3 UC不典型增生患者病变及正常肠黏膜组织中的

IL-23、IL-17表达水平

Western
 

blot检测UC不典型增生患者病变黏膜

组织中的IL-23、IL-17相对表达量分别为0.482�0.
109和0.684�0.143,正常黏膜组织分别为0.343�0.
082和0.431�0.112,差异均有统计学意义(t值分别

为5.095和6.964,均P<0.01)(图1)。免疫组化法

检测病变组织中的IL-23、IL-17表达丰富,且主要定

位于固有层单个核细胞以及黏膜上皮细胞,胞浆着色,
可见棕黄色颗粒(图2)。

图
 

1 Western
 

blot检测病变及正常肠黏膜组织IL-23、IL-17的表达

Fig.1 The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

of
 

pathological
 

and
 

normal
intestinal

 

mucosa

图
 

2 免疫组化检查病变与正常肠黏膜组织中IL-23、IL-17的
表达(400×)

Fig.2 The
 

immunohistochemical
 

results
 

of
 

pathological
 

and
 

normal
 

intestinal
 

mucosa
 

(400×)

4 粪便中普拉梭菌含量与Treg细胞水平及IL-23/

IL-17的相关性

Pearson 分 析 粪 便 中 普 拉 梭 菌 含 量 与 外 周 血

Treg细胞水平呈正相关性(r=0.526,P<0.01),与
组织中IL-23、IL-17水平呈负相关性(r 值分别为

-0.474和-0.487,均P<0.01)(图3~5)。

图
 

3 粪便中普拉梭菌含量与IL-23水平的相关性

Fig.3 The
 

correlation
 

between
 

the
 

content
 

of
 

Faecalibacteriumprausnitzii
 

in
 

feces
 

and
 

the
 

level
 

of
 

IL-23

图
 

4 粪便中普拉梭菌含量与IL-17水平的相关性

Fig.4 The
 

correlation
 

between
 

the
 

content
 

of
 

Faecalibacteriumprausnitzii
 

in
 

feces
 

and
 

the
 

level
 

of
 

IL-17
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图
 

5 粪便中普拉梭菌含量与Treg细胞水平的相关性

Fig.5 The
 

correlation
 

between
 

the
 

content
 

of
 

Faecalibacteriumprausnitzii
 

in
 

feces
 

and
 

the
 

level
 

of
 

Treg

讨 论

肠道菌群紊乱可从多个方面调控 UC的发生发

展。菌群紊乱导致肠道屏障功能遭到破坏,菌群产生

的内毒素等抗原物质大量进入机体而激活机体的病原

体免疫应答,刺激大量炎性因子、趋化因子的分泌,诱
发肠道慢性炎症反应[9]。另外,肠道菌群的短链脂肪

酸(特别是丁酸)可抑制促炎因子的信号通路,从而抑

制炎症反应[10]。因此,正负调控菌群的失衡对于维持

肠道功能的稳态至关重要。有研究发现,UC患者中

产丁酸盐菌群的减少可能引发肠道慢性非可控性炎

症,进而启动癌变过程[11]。在溃结癌变过程中,肠道

菌群、炎症和肿瘤可相互影响,表明UC与溃结癌变存

在较为密切的菌群联系。普拉梭菌归属于厚壁菌门柔

嫩梭菌属,是肠道中重要的产丁酸盐细菌,其在健康人

群肠道中含量丰富。普拉梭菌通过葡萄糖酵解而产生

大量的甲酸盐、丁酸盐以及少量D-乳酸盐,其中丁酸

盐在维持肠道健康、抑制肠道炎症方面发挥重要作

用[12]。本研究发现 UC患者粪便中的普拉梭菌含量

显著低于健康人群,与曹卉等[13]的研究结果一致,表
明普拉梭菌与UC的发生密切关联,其在肠道中的作

用类似于益生菌,可发挥抗炎功效。
目前,关于肠道菌群参与 UC癌变的机制尚不完

全清楚,多数研究认为肠道菌群参与肠黏膜上皮复杂

的免疫调控,引起多种细胞因子、趋化因子分泌,造成

肠黏膜上皮的非可控性炎症,从而启动 UC的癌变过

程。Treg细胞是机体重要的免疫细胞,其水平的异常

与多种炎症性肠病(溃疡性结肠炎、克罗恩病)密切关

联,可通过Treg细胞表面的受体如糖皮质激素诱导

的肿瘤坏死因子受体、细胞毒性T淋巴细胞相关抗原-
4等途径抑制免疫功能,从而起到保护作用[14]。IL-
23/IL-17轴介导的免疫正反馈环路在炎性疾病(溃疡

性结肠炎、脓毒症、感染等)中发挥重要作用。陈文秀

等[15]报道,肠道炎症时Th17细胞大量分泌IL-17等

炎性因子,损伤肠黏膜,Th17/Treg细胞的动态平衡

与局部炎症进展密切关联。本研究发现病变肠黏膜组

织的IL-17和IL-23表达水平均显著高于正常组织,
而Treg细胞水平显著低于正常组织,表明IL-23/IL-
17轴、Treg细胞参与UC肠道炎症反应过程。免疫组

化显示病变肠黏膜组织大量炎性细胞浸润,黏膜紊乱,
溃疡形成且充血、水肿明显,表明肠黏膜组织受损严

重。肠道内致病菌产物与Toll样受体结合后可诱导

抗原递呈细胞分泌IL-23,其可与Th17细胞表面受体

IL-23R特异性结合而启动Th17细胞应答,从而分泌

IL-17,进而介导UC患者的肠黏膜组织炎性损伤[16]。

Treg细胞可分泌IL-10、TGFβ等抑炎因子,从而抑制

Th17细胞的转录表达,在结肠炎实验已证实Treg具

有潜在的抗炎作用,而本研究中患者全血 Treg细胞

水平较低,从而加重炎症反应,引起肠黏膜组织损伤。

Pearson相关分析显示,普拉梭菌含量与IL-17和

IL-23表达水平呈负相关性,而与Treg细胞水平呈正

相关性,表明普拉梭菌可通过调控机体炎症反应改善

疾病症状。普拉梭菌产生的丁酸一方面可以为肠黏膜

细胞提供能量,经过胃肠道补充丁酸能缓解炎症肠病

患者的临床病症,另一方面还可以通过抑制Th17细

胞的分化而抑制IL-17的分泌,以及通过抑制组蛋白

去乙酰化酶的活性而调控巨噬细胞作用,进而抑制肠

道炎症反应[17]。Rossi等[18]报道,普拉梭菌抑制炎症

的机制可能与其抑制NF-kB的活性,促进单核细胞生

成抗炎因子IL-10,诱导肠黏膜Treg细胞的生成和抑

制炎症等有关,故而Treg细胞水平与普拉梭菌含量

呈正相关性。另有研究表明,普拉梭菌还可通过提高

细胞间紧密连接蛋白水平影响上皮细胞通透性,从而

提高肠上皮细胞粘膜屏障功能。张明明等[19]通过2,

4,6三硝基苯磺酸造模后发现大鼠肠道的短链脂肪酸

总量以及丁酸比例均明显降低,而通过灌胃普拉梭菌

可纠正丁酸比例失调,抑制大鼠结肠黏膜炎性反应,进
一步证实普拉梭菌在抑制炎症、维持肠道功能以及改

善UC症状方面具有重要作用。
综上所述,普拉梭菌可改善溃疡性结肠炎不典型

增生患者结肠组织病理学状态,其机制可能为促进

Treg细胞的表达以及抑制IL-23/IL-17轴。关于普拉

梭菌在肠道菌群中的含量、贡献率占比以及对 UC病

情的影响仍需深入研究。
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