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感染后肠易激综合征小鼠IL-17、occludin和ZO-1的动态改变
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摘 要：【目的】观察感染后肠易激综合征小鼠肠组织中 IL-17、occludin和 ZO-1的动态改变。【方法】40只

C57BL/6小鼠随机分为对照组、感染组（感染后 2、4、6、8周组）。感染组小鼠用 0.2 mL含 400～500条旋毛虫的生

理盐水灌胃。于感染后 2、4、6、8周，记录小鼠体质量，检测腹壁撤退反射（AWR），连续 8 h收集小鼠粪便，计算粪

便含水百分数。HE染色观察肠道病理改变，免疫组织化学法及Western blotting 检测回盲部和结肠中 IL-17、
occludin和ZO-1的表达。【结果】感染后第 2周小鼠肠道出现急性炎症反应，体质量显著降低（P=0.000）；至第 8周
肠道炎症和小鼠体质量基本恢复至正常。结直肠扩张容量为 0.35和 0.5 mL时，感染组AWR评分均高于对照组

（P<0.01）。感染组粪便含水百分数均高于对照组（P<0.05）。免疫组化及Western blotting结果显示：与对照组相

比，感染后 2周组 IL-17降低（P<0.05），感染后 8周组 IL-17增高（P<0.05）；感染组 occludin和 ZO-1均低于对照组

（P<0.05）。【结论】IL-17的动态改变及紧密连接蛋白 occludin和ZO-1的减少可能是导致PI-IBS小鼠内脏高敏感

性和粪便含水百分数增高的原因之一，参与了PI-IBS的发生。
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Abstract：【Objective】To observe the dynamic changes of intestinal IL-17，occludin，and ZO-1 in mice with post-
infectious irritable bowel syndrome（PI-IBS）.【Methods】Forty C57BL/6 mice were randomly divided into 5 groups：
control group and infection groups（2 weeks，4 weeks，6 weeks，and 8 weeks after trichinella infection）. Infection groups
were given by gavaging of 400~500 Trichinella spiralis in 0.2 mL of normal saline. The body weight of mice were recorded
at week 2，4，6，and 8 after infection. The visceral sensitivity of mice was measured by the abdominal withdrawal reflex
（AWR）. The stool was collected continuously for 8 hours to calculate the percentage of fecal water content. Pathological
changes of gut were observed by HE staining. The expressions of IL-17，occludin，and ZO-1 in ileocecus and colon were
detected by immunohistochemistry and Western blotting.【Results】At week 2 after infection，the acute inflammation of
the intestinal tract was observed and the body weight of mice were significantly decreased（P=0.000）. Until week 8
after infection，the intestinal inflammation and body weight of mice recovered to normal. When the colorectal dilatation
capacity was 0.35 and 0.5 mL，the AWR scores in the infection groups were significantly higher than those in the control
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肠易激综合征（irritable bowel syndrome，IBS）
是一种常见的慢性功能性胃肠道疾病，其中约

10%的 IBS有急性胃肠道感染病史，这一类型 IBS
被称为感染后肠易激综合征（post-infectious irrita⁃
ble bowel syndrome，PI-IBS）［1-2］。PI-IBS发病机制

尚不清楚，肠道菌群失调、肠黏膜低度炎症、肠

黏膜免疫激活及肠黏膜通透性增加等因素参与

PI-IBS的发生发展［3］。IL-17作为一种重要的细

胞因子，有促炎和抗炎的双重作用，其动态改变

在多种免疫性疾病和感染性疾病中发挥了重要

作用［4］。我们的前期研究中发现 IL-17在 PI-IBS
外周血和肠黏膜组织中表达增高［5-6］。但从最初

的肠道感染到 PI-IBS的发生发展，IL-17是否有

动态改变，目前未见相关文献报道。有研究认为

肠黏膜屏障的破坏在肠易激综合征中可能发挥了

重要作用［7-8］。occludin和 ZO-1是紧密连接蛋白

家族的主要成员，在维护肠黏膜屏障的完整性中

发挥着重要作用，从肠道急性感染到 PI-IBS形成

的过程中紧密连接蛋白有怎样的动态改变，其与

PI-IBS症状的关系如何，目前均不清楚。因此本

研究拟通过旋毛虫感染C57BL/6小鼠建立 PI-IBS
模型，从感染后不同时间点，动态观察回盲部和结

肠中 IL-17 和紧密连接蛋白 occludin、ZO-1 的表

达，检测小鼠粪便含水百分数、内脏敏感性，进一步

了解 IL-17及紧密连接蛋白是否参与PI-IBS的发

生发展。

1 材料与方法

1.1 实验动物

40只 6~8周龄健康C57BL/6 小鼠，雌性，体质

量 17~21 g，购自重庆医科大学动物实验中心，实

验动物生产许可证 SCXK（渝）2012-0001，实验动

物使用许可证 SYXK（渝）2012-0001，置于 SPF环

境中饲养。本实验符合实验动物伦理规定。

1.2 主要材料

旋毛虫由兰州兽医研究所馈赠。胃蛋白酶

（Invitrogen公司），免疫组化试剂盒和DAB试剂盒

（北京中杉金桥生物技术有限公司），RIPA裂解

液、BCA蛋白定量试剂盒、苯甲基磺酰氟（PMSF）
（北京鼎国昌盛生物科技有限责任公司），SDS-
PAGE 凝胶配制试剂盒、一抗稀释液（碧云天生

物技术有限公司），ECL化学发光液（advansta，美
国），PVDF 膜（Millipore，美国），IL-17、occludin、
ZO-1、β-actin 多克隆抗体及辣根过氧化物酶

标记的山羊抗小鼠和山羊抗兔 IgG（proteintech
公司）。

1.3 方 法

1.3.1 实验动物分组和 PI-IBS 模型建立 将 40
只小鼠随机分为对照组和感染组（感染后 2、4、6、
8周组），n＝8，所有小鼠自由进食进水，实验前

在同一环境下饲养 1周。建模方法参照文献［9］，

即消化保种小鼠的肌肉组织，收集旋毛虫，用

0.2 mL含 400～500条旋毛虫的生理盐水灌胃制

备感染组小鼠，对照组小鼠用等体积的生理盐

水灌胃。

1.3.2 称小鼠体质量 于感染前、感染后 2、4、6、
8周分别称量对照组和感染组小鼠的体质量。

1.3.3 肠道组织病理学观察 分别于感染后 2、
4、6、8周采用颈椎脱臼法处死小鼠，留取回盲部

和结肠组织，经 40 g/L多聚甲醛溶液固定，常规石

蜡包埋切片，HE染色，在光镜下观察肠组织的炎

症情况，肠道炎症评分标准［10］：正常（0 分），固有

层无中性粒细胞浸润，间质无水肿；轻度（1分），

固有层少量中性粒细胞浸润，不浸润黏膜，间质

轻度水肿；中度（2 分），固有层中等量中性粒细胞

group（P<0.01）. The percentages of fecal water content in the infection groups were significantly higher than those in the
control group（P<0.05）. Compared with the control group，the expressions of IL-17 were significantly decreased in week
2 group（P<0.05）and increased in week 8 group（P<0.05）. The expressions of occludin and ZO- 1 in the infection
groups were significantly lower than those in the control group（P<0.05）.【Conclusion】The dynamic changes of IL-17
and the decrease of Tight junction proteins may be one of the mechanisms of visceral hypersensitivity and increased per⁃
centages of fecal water content. They may be involved in the development of PI-IBS.

Key words：post-infectious irritable bowel syndrome；ileocecus；colon；IL-17；occludin；ZO-1；dynamic changes
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（3）：341-348］
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浸润，少量黏膜中有中性粒细胞浸润，间质中度水

肿；重度（3 分），固有层大量中性粒细胞浸润，延

及整个黏膜层，间质重度水肿甚至坏死。

1.3.4 AWR评分 对照组及感染后 2、4、6、8周组

小鼠在实验前24 h 禁食不禁水，经乙醚麻醉，将带

气囊的导尿管经小鼠的肛门插入2 cm，向气囊内注

入空气，空气容量依次为 0.25、0.35、0.5、0.65 mL，
重复 3次，观察小鼠反应进行AWR评分。评分标

准参考文献［11］：0分，对扩张无反应；1分，仅出

现轻微的头部运动；2分，腹部肌肉收缩但未抬离

桌面；3 分，腹肌收缩且抬离桌面；4分，骨盆抬

起，身体呈弓形。

1.3.5 粪便含水百分数检测 每 2 h收集对照组

及感染后 2、4、6、8 周组小鼠的粪便，连续收集

8 h，称量粪便干湿重，计算粪便含水百分数。

1.3.6 免疫组织化学法检测回盲部和结肠中 IL-
17、occludin 和 ZO-1的表达 回盲部和结肠组织

石蜡标本常规切片，二甲苯脱蜡，梯度酒精复水，

用柠檬酸抗原修复液微波炉加热修复抗原，冷却

至室温，按照免疫组织化学试剂盒操作步骤对回

盲部和结肠中的 IL-17（1∶200）、occludin（1∶150）
和 ZO-1（1∶200）进行显色，光镜观察。结果判定

根据阳性细胞数和染色强度进行评分，阳性细

胞 0~5%，计 0 分；6%~25%，计 1 分；26%~50%，

计 2 分；51%~75%，计 3 分；>75%，计 4分。染

色强度计分：未染色 0 分；淡黄色 1 分；棕黄色

2分；棕褐色 3分。两组评分相加代表指标的表达

情况。

1.3.7 Western blotting 检测回盲部和结肠中 IL-
17、occludin和ZO-1的表达 取出保存于-80 ℃的

回盲部和结肠组织，按照 RIPA裂解液试剂盒提

取肠组织蛋白，参照BCA蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度，以 30~40 μg 蛋白加样，用 SDS-PAGE 凝

胶电泳分离蛋白，以 250 mA 电流湿转至 PVDF
膜，5 %脱脂奶粉常温封闭 2 h，IL-17、occludin和

ZO-1抗体稀释度为 1∶500，β-actin抗体稀释度为

1∶1 000，4 ℃孵育过夜，二抗以 1∶5 000稀释，室

温孵育 1 h，洗膜后 ECL法显影。以目的条带和

β-actin条带灰度值的比值表示目的蛋白的表达

水平。

1.4 统计学分析

用 IBM SPSS Statistics 22 软件进行统计学分

析，计量资料用均数±标准差（x ± s）表示，对照

组与感染组体质量的比较及感染后 2周组与对

照组的炎症评分比较采用独立样本 t检验；其余

多组均数的比较采用单因素方差分析（One-Way
ANOVA），当满足方差齐性时组间两两比较采用

LSD检验，不满足方差齐性时组间两两比较采用

Dunnett′s T3检验。以 P<0.05为差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 小鼠体质量的改变

与对照组相比感染后第 2周，小鼠体质量显

著降低（P=0.000）；感染后第 4 周体质量逐渐恢

复，但仍显著低于对照组（P=0.015）；感染后第 6、
8周，体质量基本恢复至正常（P>0.05；图 1）。

2.2 肠道组织病理学改变

HE染色显示：与对照组相比，感染后 2周组

回盲部和结肠组织可见血管充血，间质水肿，有

较多中性粒细胞和浆细胞浸润，部分肠黏膜上

皮脱落；感染后 4、6周组肠组织可见血管充血，

但间质水肿基本消退，偶见少量中性粒细胞浸

润；感染后 8 周组肠组织基本未见血管充血和

间质水肿，偶有个别中性粒细胞浸润（图 2）。感

染后 2 周组回盲部组织炎症评分为 2.00±0.535
（vs对照组 n=8，t=-10.583，P=0.000）；结肠组织炎

症评分为 1.88±0.641（vs 对照组，n=8，t=-8.275，
P=0.000）。

t test，n=8/group，vs control group：1）t=- 7.023，P=
0.000；2）t=-2.761，P=0.015
图 1 感染后不同时间点对照组和感染组小鼠体质量的

改变

Fig.1 Changes of body weight in control group and
infection group at various time points
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2.3 AWR评分

向气囊内注入空气越多，AWR评分越高。与

对照组相比，当气囊内注入空气体积为 0.35 mL和

0.5 mL 时，感染后 2、4、6、8 周组小鼠的 AWR 评

分显著增高，差异具有显著统计学意义（P<0.01；
图 3）。

2.4 粪便含水百分数检测

与对照组相比，感染后 2、4、6、8周组小鼠粪

便含水百分数均显著升高（P<0.05；图 4）。

A：control group；B：2 weeks group；C：4 weeks group；D：6 weeks group；E：8 weeks group. ×200
图 2 各组小鼠肠组织病理改变HE染色

Fig.2 Histological changes in ileocecus and colon in control and infected mice at different time points by HE staining
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One-Way ANOVA and LSD or Dunnett′s T3，n=24/group. A：

F=7.136，P=0.000；B：F=9.210，P=0.000. vs control group 1）P< 0.01
图 3 各组小鼠AWR评分

Fig.3 AWR scores of mice in different groups
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One-Way ANOVA and LSD or Dunnett′s T3，n=8/group. A：F=
26.899，P=0.000；B：F=6.959，P=0.000；C：F=8.477，P=0.000；
D：F=19.886，P=0.000. vs control group：1）P=0.000；2）P<0.01；
3）P<0.05

图 4 各组小鼠粪便含水百分数的比较

Fig.4 Comparison of percentages of fecal water content
in different groups
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A：control group；B：2 weeks group；C：4 weeks group；D：6 weeks group；E：8 weeks group. ×200
图 6 结肠 IL-17 occludin和ZO-1的表达（免疫组化SP染色）

Fig.6 The expressions of IL-17，occludin，and ZO-1 in colon（ immunohistochemical SP staining）

A B C D E

2.5 免疫组织化学法检测回盲部和结肠中IL-17、

occludin和ZO-1的表达

免疫组织化学染色显示：IL-17位于细胞核

和胞浆中，分布在肠黏膜上皮层、腺体及固有层

中，呈棕褐色点状分布；occludin 和 ZO-1位于胞

膜和靠近胞膜的胞浆中，分布在肠黏膜上皮层和

腺体中（图 5、图 6）。与对照组相比，IL-17于感染

后 2周组显著降低（P<0.05）；感染后 4周组逐渐恢

复至正常；感染后 6、8周组高于对照组，有统计学

差异（P<0.05）。occludin和 ZO-1于感染后 2周组

显著降低（P=0.000），随后表达逐渐增强，但至感

染后 8 周组仍低于对照组，有统计学差异（P<
0.05，图 7）。

A：control group；B：2 weeks group；C：4 weeks group；D：6 weeks group；E：8 weeks group. ×200
图 5 回盲部 IL-17 occludin和ZO-1的表达（免疫组化SP染色）

Fig.5 The expressions of IL-17，occludin，and ZO-1 in ileocecus（immunohistochemical SP staining）
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2.6 Western blotting检测回盲部和结肠组织中

IL-17、occludin和ZO-1的表达

与对照组相比，感染后 2周组回盲部和结肠

中 IL-17显著降低（P<0.05），随后逐渐增高，感染

后 8周组增高具有统计学意义（P<0.05）；感染后

2 周组回盲部和结肠中 occludin 和 ZO-1 显著降

低，随后逐渐升高，但至感染后 8周组仍低于对照

组（P<0.05；图 8）。

One-Way ANOVA and LSD or Dunnett′s T3，n=6/group. A：F=16.250，P=0.000；B：F=18.667，P=0.000；C：F=26.458，P=0.000；D：F=
29.091，P=0.000；E：F=8.059，P=0.000；F：F=69.942，P=0.000. vs control group：1）P=0.000；2）P<0.01；3）P<0.05

图 7 各组回盲部和结肠中 IL-17、occludin，和ZO-1表达

Fig.7 The expressions of IL-17，occludin，and ZO-1 in ileocecus and colon in different groups
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图 8 Western blotting检测各组回盲部和结肠中 IL-17、occludin和ZO-1的表达

Fig.8 The expressions of IL-17，occludin，and ZO-1 in ileocecus and colon in different groups by Western blotting
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本实验中，旋毛虫感染后第2周小鼠回盲部和

结肠间质充血水肿，可见中性粒细胞浸润，提示肠

道有急性炎症反应。至感染后第 8周肠黏膜炎症

基本恢复至正常，但AWR评分及粪便含水百分数

仍高于对照组。上述结果提示旋毛虫感染C57BL/
6小鼠 8周后虽然肠黏膜炎症基本恢复至正常，但

内脏高敏感及肠道通透性增加持续存在，说明该模

型适合作为PI-IBS 的动物模型。

本实验中，免疫组化和 Western blotting 检测

均显示感染后 2周组回盲部和结肠中 IL-17显著

降低。Kang等［12］发现在旋毛虫感染的第 2周 IL-
17降低，推测 IL-17的降低可能与蠕虫感染诱导

的 Th2 优势免疫应答有关，进而抑制 Th1和 Th17
的免疫应答，从而有助于机体排虫。随着旋毛虫

离开肠道进入肌肉组织，肠黏膜炎症逐渐减轻，感

染后第 4周 IL-17逐渐恢复。

本实验中，旋毛虫感染后第 6、8周 IL-17的表

达高于对照组。IL-17的增加可能与 PI-IBS肠黏

膜屏障受损及感染造成的肠道菌群失调导致肠黏

膜免疫激活有关［13-15］。从肠道急性感染至 PI-IBS
形成的过程中 IL-17出现先降低后低度增高的动

态变化，至感染后第 8周小鼠造模成功时AWR评

分和粪便含水百分数仍高于对照组，提示 IL-17的
动态改变可能参与了PI-IBS的发生发展。

肠上皮之间的紧密连接蛋白是肠黏膜机械

屏障的重要组成部分，主要包括 claudins（CLDN）、

occludin（OCLN）、junctional adhesion molecule
（JAM）、tricellulin 和 zonula occludens（ZO），在保护

肠黏膜屏障的完整性及调节肠道通透性中起着重

要作用［16］。本实验发现旋毛虫感染小鼠后第2周肠

黏膜出现急性炎症反应，occludin和ZO-1的表达显

著降低，随着肠黏膜炎症减轻，occludin和ZO-1的
表达逐渐增高，感染后第8周肠黏膜炎症虽然已基

本恢复，但 occludin和ZO-1的表达仍低于对照组。

提示PI-IBS模型小鼠存在肠黏膜屏障完整性的缺

失，这可能是PI-IBS肠黏膜通透性增加的原因，且

可能是小鼠粪便含水百分数显著增加的原因之一。

本实验中，旋毛虫感染后第 2 周，occludin、
ZO-1和 IL-17显著降低，随着肠道炎症的恢复，

occludin、ZO-1和 IL-17逐渐增高，occludin、ZO-1
和 IL-17呈同步改变。Hönzke等［17］研究发现 Th2
类细胞因子可以破坏紧密连接蛋白的表达，旋

毛虫感染可造成肠道出现 Th2反应，这可能是旋

毛虫感染后第 2 周肠黏膜 occludin 和 ZO-1 的表

达显著降低的原因之一。旋毛虫感染早期出现了

以 Th2占优势的免疫失衡，可能是引起感染后第

2 周肠黏膜 IL-17 和紧密连接蛋白均降低的原

因。旋毛虫感染后期肠道感染恢复，肠黏膜 IL-17
和紧密连接蛋白逐渐恢复，但至感染后第 8周紧

密连接蛋白仍未完全恢复至正常。肠黏膜紧密连

接蛋白的减少，肠黏膜通透性增加，肠腔内的食

物、微生物、毒素等抗原易通过肠黏膜屏障激活肠

黏膜免疫反应，使免疫细胞活化并释放多种细胞

因子，导致肠黏膜低度炎症的形成，这可能是后期

IL-17低度升高的原因；而激活的免疫细胞及释放

的细胞因子可参与紧密连接蛋白的调控，使紧密

连接蛋白不能完全恢复至正常，从而造成肠黏膜

通透性增加、持续低度炎症的发生［7，18-19］。本实验

中感染后第 8周，肠黏膜炎症基本恢复至正常，但

紧密连接蛋白的减少仍未恢复正常，IL-17呈低度

升高状态，可能是肠黏膜屏障与肠黏膜免疫相互

作用的结果。以紧密连接蛋白为代表的肠黏膜屏

障受损和以 IL-17为代表的肠黏膜免疫激活两者

的相互作用，可能是PI-IBS粪便含水百分数增高、

内脏高敏感性长期持续存在的原因之一。

综上所述，本实验观察了旋毛虫急性感染到

PI-BS形成过程中 IL-17、occludin和 ZO-1的动态

改变，发现 PI-IBS同时存在肠黏膜屏障的破坏和

肠黏膜低度炎症的形成，二者的改变可能是 PI-
IBS小鼠内脏敏感性和粪便含水百分数增高的原

因之一，参与了PI- IBS的发生。但是在PI-IBS中
IL-17的主要来源细胞及 IL-17的具体信号传导

机制，目前尚不清楚，需要进一步研究。
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