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IL-17在黏附侵袭性大肠杆菌感染小鼠结肠过程中的作用机制研究 *
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摘要 目的：评价 IL-17在黏附侵袭性大肠杆菌感染小鼠结肠过程中的作用及其可能机制。方法：选择野生型及 IL-17基因敲除的

SPF级 C57BL/6小鼠并随机分成 4组，分别给予不同的处理：(1) 野生小鼠 +单纯蒸馏水灌胃处理组；(2) 野生小鼠 + LF82

(1× 109/CFU/只) 灌胃 10天处理组；(3)IL-17敲除小鼠 +单纯蒸馏水灌胃处理组；(4)IL-17敲除小鼠 + LF82灌胃 10天处理

组。从以下 5个方面评价各组小鼠的炎症反应和 IL-17水平：(1)组织病理评分评估炎症反应严重程度；(2)透射电镜下观察结肠上

皮细胞的超微结构；(3) 免疫组织化学检测结肠分泌的 IL-17；(4)PCR检测小鼠结肠中 IL-17mRNA表达；(5)ELISA检测结肠组织

中 IL-17的含量。结果：定植了 LF82的 IL-17敲除小鼠肠道炎症程度和超微结构损伤较野生型小鼠更加严重(P＜0.05)。与

未经 LF82处理组相比，定植了 LF82的野生小鼠肠道中 IL-17mRNA和 IL-17含量明显升高(P＜0.05)。结论：IL-17在

LF82在黏附侵袭结肠粘膜过程中的保护作用，IL-17是针对 AIEC菌株 LF82免疫的重要效应物，而结肠局部分泌增

加的 IL-17会改善感染的结果。
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The Role and Mechanism of IL-17 in the Colon Infected by Adherent
Invasive LF82*

To assess the role of IL-17 in the colon of mice infected by adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) strain

LF82. The wild-type (WT) mice and IL-17KO (IL-17 knockout) mice placed in specific pathogen free (SPF) housing

were randomly divided into 4 groups: (1) WT mice + distilled water; (2) WT mice + LF82 by oral gavage for 10 days; (3)

IL-17KO mice + distilled water; (4) IL-17KO mice + LF82 by oral gavage for 10 days. Four aspects of the treatment response were

evaluated in each group: (1) histological score; (2) transmission electron microscope (TEM) to explore the ultrastructure; (3) the secretion

of IL-17 detected by immune histochemistry; (4) the relative quantitative analysis of IL-17 in the colon detected by RT-PCR; (5) the

quantitative analysis of IL-17F in the colon detected by ELISA. Compared with non-treatment group, the expression of IL-17

mRNA and the activity of IL-17 were significantly higher than that in WT mice (P<0.05). After LF82 treatment, compared with

WT mice, the histological score and the ultrastructure in IL-17KO mice improved significantly (P<0.05). IL-17 protects

colonic epithelial integrity in the colon infected by adherent invasive LF82. IL-17 is an important effector of immunity to

AIEC strain LF82, suggestting that an increased local production of IL-17 would improve the outcome of infection.
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引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease，IBD)主要包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)和克罗恩病(Crohn's disease，

CD)，是一种可累及全消化道的慢性复发性炎症性疾病，其病

因不明，现普遍认为 IBD由遗传易感个体对肠腔内容物(如细

菌、食物) 的不恰当免疫反应所致 [1-3]。活动性 IBD患者血清

IL-17水平升高 [4]，但使用 IL-17或其受体的单克隆抗体治疗
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IBD不仅无疗效，反而可能加重 IBD患者的临床症状。模式动

物的研究表明 IL-17在肠黏膜的免疫调控中可能发挥着不同、

甚至截然相反的多种功能。此外，作为一个重要的致病因素，肠

道微生态直接或间接地参与了包括 IBD在内的诸多消化系统

疾病的发生发展。其中一类特殊的大肠杆菌 --黏附侵袭性大肠

杆菌(adherent-invasive Escherichia coli，AIEC)是近年来最受关

注的 IBD可能致病菌之一，无论 CD患者还是 UC患者，其肠

道中 AIEC的含量均明显高于健康对照[5]。本研究拟通过模式

动物实验探讨 IL-17在 AIEC加重的肠道炎症中的作用和机制。

1 材料与方法

1.1 材料

侵袭黏附性大肠杆菌菌株 LF82由法国克莱蒙费朗

第一大学的 Arlette Darfeuille-Michaud教授馈赠；6-8 周龄，野

生型及 IL-17基因敲除的 SPF级 C57BL/6小鼠由南京模式动

物中心提供；免疫组化 IL-17抗体购于美国 Proteintech Group

公司；ELISA试剂盒购于美国 Millipore公司；全自动酶标仪

(BIO-RAD550)及 Real-time PCR仪购自美国 bio-rad公司。

1.2 方法

1.2.1 细菌培养 细菌培养：在含氨苄青霉素(50 滋g/mL)的 LB

培养基中，挑取 LB平板中 AIEC菌株 LF82单个克隆，置于

37℃振荡培养箱，以 220转 /分钟培养约 14小时，取出摇菌

管，吸取 100 滋L，经连续梯度稀释后于分光光度计 OD600处测

定细菌浓度，以 OD600=1为 1× 109/mL，计算相应实验所需细

菌体积。

1.2.2 动物分组 分笼饲养，平均每笼 6只。随机分成四组：(1)

野生型小鼠 +蒸馏水；(2)野生型小鼠 + LF82；(3)IL-17敲

除小鼠 +蒸馏水；(4)IL-17敲除小鼠 + LF82。

1.2.3 动物处理 AIEC菌株 LF82感染小鼠，给予各组

小鼠 AIEC菌株 LF82(1× 109/CFU/只)灌胃 10天，空白对照组

给予蒸馏水灌胃，目的在于使 AIEC菌株 LF82定植在小

鼠结肠。10天后颈椎脱臼处死小鼠，分离结肠，用预冷无菌生

理盐水将结肠冲洗干净，分别于结肠末端(距肛门 1 cm)处剪取

0.5 cm长的结肠，4%甲醛浸泡，石蜡包埋、切片，HE染色做病

理检查，镜下进行组织病理学评分。

1.2.4 HE染色 标本固定、石蜡包埋、切片及 HE染色后，由

病理科医生采用盲法对病理切片进行评分。依照 Britta Sieg-

mund等[6]提出的评分标准。结肠炎的组织学严重程度具体评分

标准为：炎症细胞浸润(0-3)和组织损伤(0-3)的组合评分进行。

固有层中存在偶发性炎症细胞的评分为 0，固有层中的炎性细

胞数量增加为 1，炎症细胞延伸到粘膜下层的为 2，炎性细胞浸

润透肠壁为 3。组织损伤方面，无粘膜损伤评分为 0，淋巴上皮

损伤评分为 1，表面粘膜侵蚀或局灶性溃疡评分为 2，广泛的粘

膜损伤和延伸至肠壁较深的结构为 3。组合的组织学评分范围

为 0(无变化)至 6(广泛的细胞浸润和组织损伤)。

1.2.5 荧光定量 PCR检测 采用 RT-PCR的方法，以 GAPDH

为内参，检测结肠组织 IL-17mRNA的表达。IL-17基因引物序

列 F：5'-GAAGGCCCTCAGACTACCTCAA-3'，R:5'-TCATGTG-

GTGGTCCAGCTTTC-3'。

1.2.6 免疫组织化学检测 应用标准的三步法(标记的链酶亲

和素－生物素法，即 LSAB法)进行检测Ⅰ抗为 IL-17特异性单

克隆抗体：Ⅱ抗为生物素标记山羊抗鼠 IgG抗体。免疫组化评

分的评定标准：以胞浆或胞膜棕黄色颗粒状沉积为阳性。先按

阳性细胞比例将无、1%-25 %，26%-50%，51%-75%，76%-100%

分别计为 0-4分；再按染色强度将无、弱、中、强分别计为 0-3

分，其中不着色 0分，黄色 1分，棕黄色 2分，黄褐色 3分；最后

综合两部分得分相乘，总分最高为 12分，分数越高，阳性越强。

1.2.7 ELISA检测 称重冷冻的结肠组织，使用冷冻的研钵和

研杵在液氮中研磨组织，加入 1mL制备的裂解缓冲液 /50-100mg

研磨组织在摇床上在 4℃孵育样品 15 min，离心 (10,000× g，

4℃，10 min)以分离结缔组织，脂肪，ECM等，取上清液测蛋白

浓度。

1.3 统计学分析

应用 SPSS17.0软件进行统计学分析，数据以均数± 标准

差表示，采用 t 检验或方差分析(AVONA)对各组数据进行比

较，当 P<0.05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠结肠组织病理学

在野生型小鼠中，相比空白对照组，定植了 LF82的

小鼠结肠上皮细胞轻微紊乱和炎性细胞浸润明显。相比野生小

鼠，IL-17敲除鼠定植 LF82后结肠上皮细胞更紊乱，粘膜

上皮细胞脱落，隐窝加深，出现不同程度的上皮增生、粘膜下水

肿、炎性细胞浸润也更加明显。由组织学评分结果可知 IL-17

敲除小鼠 + LF82组比野生小鼠 + LF82组评分高，

差异有统计学意义(P<0.05)，见图 1，图 2。

2.2 小鼠结肠超微结构

透射电镜显示定植 LF82以后，野生型小鼠肠上皮

细胞微绒毛排列有序，而 IL-17敲除鼠结肠上皮细胞微绒毛大

量脱落。进一步研究发现 LF82能够黏附并侵袭 IL-17敲

除鼠， LF82不仅损伤结肠上皮细胞微绒毛，还以胞吞的

方式侵袭到结肠上皮细胞，而野生小鼠则没有观察到以上现

象。本部分研究结果表明 IL-17能够保护结肠黏膜免于

LF82的侵袭损伤，见图 3、图 4。

2.3 小鼠结肠组织中 IL-17表达水平

经 LF82处理，野生型小鼠结肠免疫因子 IL-17主要

分布于肠道固有层，高倍镜下可见阳性染色主要位于细胞质，

呈棕褐色。相比之下，无 LF82处理组几乎看不到阳性细

胞。而 PCR进一步验证了这一结果，与无 LF82处理的野

生型小鼠相比，经 LF82 处理后的野生型小鼠结肠中

IL-17mRNA表达水平明显升高(P<0.05)，见图 5、图 6和图 7。

2.4 小鼠结肠组织中 IL-17F表达水平

与野生型小鼠组相比，野生型小鼠 + LF82组小鼠结

肠中 IL-17F 表达水平无差异， LF82 没有引起结肠

IL-17F水平的升高，表明 IL-17F对 LF82无影响。与野生

型小鼠 + LF82组相比，IL-17敲除小鼠 + LF82组小

鼠结肠组织中 IL-17F表达水平也无差异，表明 IL-17表达水平

的升高对 IL-17F无影响，见图 7。
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3 讨论

尽管 IBD的发病机制尚不确切，但众多研究已证实肠道

菌群及免疫是其发病的重要因素。肠道粘膜屏障是肠道对抗病

原菌的第一道防线，肠道菌群失调会导致粘膜屏障受损，引起

一系列异常免疫反应，尤其是共生细菌与多种因素相互作用诱

导的 T细胞免疫[7]。据报道，62%的 CD患者及 68%的 UC患者

体内均能分离的到具有黏附特性的 ，而健康对照体内仅

6%。IBD患者肠道黏膜下检出的 具有侵袭特性，其中

CD患者中检出率为 29%～36%，UC 患者中检出率为 12%～

19%，而对照组中仅 3%～9%[8]。最近一项研究显示小鼠或大鼠

肠道定植了黏附侵袭性细菌如鼠类柠檬酸杆菌(Citrobacter ro-

dentium)、肠出血性大肠杆菌(enterohemorrhagic Escherichia col-

i，EHEC)O157:H7和白色念珠菌(Candida albicans)会引起肠道

Th17细胞聚集和 IL-17分泌，而当细菌失去黏附特性时则不

然。Atarashi K[9]等从人类粪便分离了 20种可以黏附在小鼠及

大鼠肠道上皮的细菌，被黏附的上皮细胞中 NOS2和 DUOX-

A2表达上调，3型天然淋巴细胞(3 innate lymphoid cells，ILC3s)

和 IgA应答，Th17细胞激活。该研究同时选择了另外 17株梭

图 2 小鼠结肠组织病理评分

Fig.2 The histological scores

Note: Data are expressed as ± SD, n=6.aP<0.05 vs WT+ LF82;
bP<0.01 vs IL-17KO+ LF82; cP<0.05 vs IL-17KO+ LF82.

图 1小鼠结肠 HE染色

Fig.1 HE staining of the mouse colon sections

A: WT+ distilled water; B: WT+ LF82; C: IL-17KO+ distilled water; D: IL-17KO+ LF82.

图 3 小鼠结肠上皮细胞微绒毛电镜检测

Fig.3 TEM images of microvilli of epithelial surfaces in the colon colonized LF82

A: WT+ LF82; B: IL-17KO+ LF82.
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图 4 定植 LF82的小鼠结肠电镜检测

Fig.4 TEM images of LF82 colonized in the colon epithelial surfaces

A: WT+ LF82; B: IL-17KO+ LF82

状芽孢杆菌作为对照，结果显示这些细菌不能黏附在上皮细胞

表面，也无法激活 Th17细胞，说明黏附对于 Th17细胞的激活

和 IL-17的分泌是必须的[9-11]。

图 5免疫组化检测小鼠结肠 IL-17表达

Fig.5 IL-17 detection of the mouse colon sections

A: WT+ distilled water; B: WT+ LF82; C: IL-17KO+ distilled water; D: IL-17KO+ LF82

图 6 小鼠结肠 IL-17免疫组化评分

Fig.6 The immunoreactive score of IL-17 in colon tissues

Note: Data are expressed as ± SD, n=6. aP<0.01 vs WT+ LF82.

图 7 PCR检测小鼠结肠 IL-17mRNA表达

Fig.7 The expression of IL-17 mRNA in colon tissues

Note: Data are expressed as ± SD, n=6. aP<0.05 vs WT+ LF82.
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图 8 ELISA检测小鼠结肠组织 IL-17F的表达

Fig.8 The expression of IL-17F in colon tissues

Note: Data are expressed as ± SD, n=6.aP>0.05 vs WT+ LF82;

bP>0.05 vs IL-17KO+ LF82; cP>0.05 vs IL-17KO+ LF82.

在临床患者体内，Fujino等[12]首次报道了活动性 IBD炎症

部位肠黏膜的 IL-17阳性细胞及血清中 IL-17明显多于缓解期

患者，而局部缺血性肠疾病、感染性肠炎及健康对照肠道均未

发现 IL-17阳性细胞。病例对照研究的[13]结果还显示 IBD的发

生发展与 IL-17A基因多态性相关，且 IBD患者外周血单个核

细胞的 IL-17A基因启动子区甲基化程度与 mRNA水平呈负

相关。对我国人群的复制研究也发现我国 IBD患者的易感性

与 IL-17F及 IL-17A相关并且 IL-17F的基因突变与某些临床

表现有关[14]，上述研究证实 IBD与炎症部 IL-17A/IL-17F表达

水平的升高有关系。为了进一步阐明 IL-17在 IBD发生发展中

究竟是起致病作用还是保护作用，研究者开始探讨阻断 IL-17

的方法来治疗 IBD。IL-17A 相关中和抗体 secukinumab(an-

ti-IL17A-AIN457)和 brodalumab(anti-IL-17RA-AMG827)相关临

床试验的开展就是其中的例子。然而，这些试验结果显示 se-

cukinumab不仅无疗效，反而可能加重 IBD患者的临床症状，

且其中部分患者出现了皮肤黏膜的念珠菌感染[15]。

在模式动物的研究方面，研究表明 IL-17在肠黏膜的免疫

调控中可能发挥着不同、甚至截然相反的多种功能。有研究[16]

显示 IL-17A-/-小鼠经 DSS(dextran sulfate sodium)造模后炎症

反应比野生型更轻。然而也有研究显示[17]降低了血液及结肠组

织的 IL-17可减轻 DSS诱导的小鼠的炎症。Ogawa等[18]在 DSS

诱导的结肠炎小鼠中应用 IL-17中和抗体，发现阻断 IL-17可

加重结肠炎症，同时增加效应性 T细胞、粒细胞和单核细胞的

浸润，增加肠黏膜炎症细胞因子(包括 TNF-琢、IL-6和 IFN-酌)的
mRNA表达水平，说明 IL-17可能起抑制肠道炎症的作用。后

来，O'Connor等[19]也发现了 IL-17对实验性结肠炎动物的保护

作用。

在本研究中，我们发现经 LF82处理后，野生型小鼠

结肠组织炎症活动，并伴随小鼠结肠中 IL-17升高，表明 E.coli

LF82会对小鼠结肠造成损伤，但 IL-17在其中的作用和机制并

不清楚。接下来，我们在野生型小鼠和 IL-17敲除小鼠中同时

应用 LF82处理，结果发现 IL-17基因敲除小鼠炎症更

重，进一步的电镜结果表明 LF82不仅损伤结肠上皮细

胞微绒毛，还可以胞吞的方式侵袭到结肠上皮细胞，而野生小

鼠中则无以上现象。以上结果表明 IL-17能够保护小鼠结肠黏

膜免于 LF82的侵袭损伤。

IL-17A 和 IL-17F 都属于 IL-17 家族，而且 IL-17A 和

IL-17F结合相同的受体 IL-17RA。IL-17可通过促细胞分裂剂

激活性蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）通路

诱导 IL-6和 IL-8的产生，并以此将中性粒细胞募集至炎症部

位。但当单独使用 IL-17A或 IL-17F用于 IL-6和 IL-8的表达和

产生时，单独的 IL-17F具有有限的作用或无作用[20]。有研究显

示 IL-17A和 IL-17F能够帮助宿主对抗某些病原菌，比如在大

肠杆菌引起的乳腺炎中 IL-17A 与 IL-17F联合与宿主病原菌

互动[21]。而我们发现在 LF82的感染小鼠结肠的过程中，

只有 IL-17升高并保护结肠黏膜，IL-17F并无作用。这写结果

表明虽然 IL-17与 IL-17F作用于相同的受体，但 IL-17激活了

与 IL-17F不同的信号通路和细胞因子参与保护肠黏膜的过程。

总之，本研究采用黏附侵袭性大肠杆菌 LF82成功

诱导小鼠感染模型，证实了 IL-17在 LF82在黏附侵袭

结肠粘膜过程中的保护作用。肠道微生态的组成差异可能通过

IL-17 影响 IBD 发生发展。在 IBD 病人中检出率高的

LF82 在 IL-17 缺乏的情况下，会侵袭损伤结肠粘膜。

LF82并不影响 IL-17F的分泌，说明虽然 IL-17F与 IL-17结合与

相同的受体，但可能激活了不同的信号通路，值得进一步研究。
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