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基于 TLR4MyD88信号通路观察粪菌移植对 DSS诱导
小鼠溃疡性结肠炎干预作用机制 *
陈 梦 马红梅△ 曾文莉 方 婷 阮 雷

（武汉大学人民医院 湖北武汉 430060）

摘要 目的：探讨粪菌移植（fecal microbiota transplantation，FMT）对葡聚糖硫酸钠（dextran sodium sulfate, DSS）诱导小鼠溃疡性结

肠炎（ulcerative colitis，UC）干预作用及其炎症相关的分子机制。方法：30只昆明小鼠采用 DSS喂养建立结肠炎小鼠模型并随机

分为模型组、FMT低剂量组和 FMT高剂量组，另取 10只作为对照组。FMT低剂量组、FMT高剂量组自造模后第 1 d开始分别给

予 8 g/kg、15 g/kg粪菌剂量灌肠处理，灌肠体积 0.2 mL。对照组和模型组给予等体积生理盐水灌肠处理。分别在实验第 1、7、14及

21 d称量小鼠体重。实验结束后处死小鼠，取出结直肠，观察各组小鼠结直肠形态变化并通过 HE染色观察病变程度。ELISA检测

小鼠结直肠组织匀浆液上清中肿瘤坏死因子 -琢（tumor necrosis factor-琢，TNF-琢）、白细胞介素 -6（interleukin 6, IL-6）、白细胞介素

-4（interleukin 4, IL-4）和白细胞介素 -10（interleukin 10, IL-10）的表达变化；免疫组化法和 RT-qPCR分别检测结直肠组织中核因

子 资B-P65亚基 (nuclear factor-资B P65, NF-资B P65)蛋白和 mRNA的表达情况；Western blotting检测结直肠组织中 Toll样受体 4

(Toll-like receptor 4，TLR4)、髓样分化因子 88(myeloid differentiation factor 88，MyD88)的蛋白表达情况。结果：对照组相比，造模小

鼠在第 6 d起至第 14 d体重明显减轻，差异具有统计学意义（P<0.05）；与模型组相比，FMT低、高剂量组小鼠第 10 d起至第 14 d

体重明显减轻，FMT高剂量组小鼠体重升高更加明显，差异具有统计学意义（P<0.05）；与对照组相比，模型组小鼠结直肠组织中
TNF-琢、IL-6、NF-资B P65 mRNA和蛋白阳性表达、TLR4、MyD88蛋白表达均显著升高 (P<0.05)，IL-4、IL-10表达显著下降（P<0.05）；
FMT高剂量组 IL-4、IL-10较模型组显著升高，其余指标均显著下降（P<0.05）。结论：FMT可通过抑制 TLR4/MyD88/NF-资B信号
通路缓解炎症反应，发挥对 UC的治疗作用。
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Based on the TLR4/MyD88 Signaling Pathway, the Mechanism of Fecal
Bacteria Transplantation on the Intervention of Dss-induced Ulcerative

Colitis in Mice was Observed*

To investigate the effect of fecal microbiota transplantation (FMT) on mice ulcerative colitis (UC) induced

by dextran sodium sulfate (DSS) and the molecular mechanism of inflammation. To investigate the effect of fecal microbiota transplanta-

tion (FMT) on mice ulcerative colitis (UC) induced by dextran sodium sulfate (DSS) and the molecular mechanism of inflammation.

Thirty kunming mice were fed DSS to establish a model of colitis and randomly divided into the model group, the low-dose

FMT group and the high-dose FMT group. The low-dose FMT group and the high-dose FMT group were given 8 g/kg and 15 g/kg fecal

bacteria dose enema, with the enema volume of 0.2 mL, from day 1 after modeling. The control group and the model group were given e-

qual volume normal saline enema. The mice were weighed on day 1, 7, 14 and 21, respectively. At the end of the experiment, the mice

were sacrificed, and the colorectal was taken out to observe the changes in colorectal morphology in each group and observe the degree

of lesions by HE staining. ELISA were used to detect the expressions of tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢), interleukin 6 (IL-6), inter-

leukin 4 (IL-4) and interleukin 10 (IL-10) in the supernatant of colorectal tissue homogenate.Immunohistochemistry and RT-qPCR were

used to detect the expression of nuclear factor-资B P65 (NF-资B P65) protein and mRNA in colorectal tissues.Western blotting were used

to detect the expression of toll-like receptor 4(TLR4) and myeloid differentiation factor 88(MyD88) in colorectal tissues. Com-

pared with the control group, the weight of the model mice was significantly reduced from the 6th day to the 14th day, the difference was
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statistically significant (P<0.05); compared with the model group, the FMT low and high dose group mice from the 10th day to the 14th

day Compared with the control group, the expression of TNF-琢, IL-6, NF-资B p65 mRNA and protein, TLR4, MyD88 in colorectal tissue

of the model group were significantly higher Protein expression was significantly increased (P<0.05), IL-4 and IL-10 expression was signif-
icantly decreased (P<0.05), while IL-4 and IL-10 in high dose FMT group were significantly higher than those in model group, and other

indexes were significantly decreased (P<0.05). FMT can alleviate the inflammatory response by inhibiting

TLR4/MyD88/NF-资B signal pathway and play a therapeutic role in UC.

Ulcerative colitis; TLR4/MyD88 signaling pathway; NF-资B; Cytokines

前言

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis,UC）是可由多种因素诱导

的非特异性炎症性肠道疾病，是导致发生 UC的最重要风险因

素，临床上以腹胀、腹痛、粘液脓血便等表现为主，药物治疗不

能取得理想的效果 [1,2]。大肠黏膜慢性炎症合并溃疡性病变是

UC患者的局部病理特征，发病机制尚不明确 [3-5]。粪菌移植

（fecal microbiota transplantation，FMT）又称粪便菌群疗法，是一

种以重塑肠道微生态改善免疫、代谢状态，为临床治疗肠道和

非肠道相关疾病提供新的思路 [6,7]。研究表明，ToU 样受体

(Toll-like receptors，TLRs) 可以启动多种免疫细胞中的级联通

路的活化，导致如炎性细胞因子、趋化因子、共刺激分子、主要

组织相容性复合物等多种效应分子的表达，在引发宿主免疫防

御反应和各种炎症过程中发挥了相当重要的作用[8,9]。近年来研

究发现，当上游刺激因子与 TLRs结合，TLRs向细胞内传递活

化信号，激活 NF-资B等转录因子，进而调节炎症递质的产量，
导致 UC 肠黏膜的损伤 [10,11]。本研究观察 FMT 对 UC 小鼠

TLR4/MyD88信号通路的影响，探讨其对疾病的干预作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级雄性昆明小鼠 50只购于中科院上海细胞生物研究

所，生产许可证号[SCXK(沪)2017-0011]，体重为 20 g± 2 g，饲

养于本院动物实验中心，饲养室保持良好通风，饲养环境温度

为（25± 2）℃，湿度（50± 10）%，12 h循环光照。正常饲养 1周

以适应环境，第 2周开始进行实验。

1.2 药品与主要试剂

DSS(美国MP Bio公司)，IL-6、TNF-琢、IL-4和 IL-10 ELISA

试剂盒（上海酶联生物），Trizol试剂盒（TaKaRa），全蛋白抽提

试剂盒（德国 QIAGEN公司），western blot试剂盒（美国 BD公

司），NF-资B P65（货号：ab207297，批号：E289180）、TLR4（货号：

ab22048，批号：D29183874）、MyD88（货号：ab199247，批号：

A1805603）抗体（美国 abcam公司）。

1.3 新鲜菌液制备

参照文献中[12]的方法，收集 20只正常小鼠清晨新鲜粪便

于无菌管中，按 1:5的重量体积比加入无菌生理盐水，振荡器

摇匀后用 3层 100目纱布过滤大颗粒物质后在 4℃条件下以

3 000 r/min，离心 10 min，弃去上清，加入等体积生理盐水震荡

摇匀后再次离心，上述操作重复 3次，沉淀物加入生理盐水重

悬即为粪菌滤液。

1.4 动物模型建立及分组

按照参考文献的方法构建模型，取 33只雄性昆明小鼠自

由饮用 2%DSS水溶液共 7 d；之后普通饮水 14 d。随机选取 3

只小鼠取结肠组织进行病理学检查，按照张俊等[13]人的方法证

实模型构建成功，将剩下的 30只大鼠随机分为模型组、FMT

低剂量组、FMT高剂量组。另取 10只小鼠 21 d始终给予普通

饮水作为对照组。FMT低剂量组、FMT高剂量组自造模后第

1 d开始分别给予 8 g/kg、15 g/kg粪菌剂量灌肠处理，灌肠体积

0.2 mL，方法为：采用灌肠针经石蜡润滑后自肛门插入小鼠结

肠内 2~3 cm处，缓慢注射并将小鼠头朝下倒立 3 min防止菌

液流出，连续给药 7 d，以该 7d作为一个循环，共进行 4个循

环。对照组和模型组给予等体积生理盐水灌肠处理，方法同上。

分别将第 7、14及 21 d计为每个循环最后 1天并称重。灌肠实

验结束 2 d后小鼠断颈处死。取出结肠组织，生理盐水冲洗后

一半放于 4%多聚甲醛溶液固定，另一半存储于 -80℃冰箱备用。

1.5 HE染色检测小鼠结肠组织形态

结直肠组织在多聚甲醛中浸泡 48h后，经脱水、常规石蜡

包埋，切成 4 滋m的切片。然后依次脱蜡、水化，进行 HE染色、

脱水、二甲苯充分浸泡 2 h直至透明后干燥。用中性树胶封片，

光学显微镜下观察组织形态并拍摄。参照文献[14]对结肠病理进

行等级划分。

1.6 ELISA检测小鼠结直肠组织匀浆液上清中炎症因子含量

取各组小鼠结直肠组织制成匀浆，4000 rpm离心 15 min，

取上清液为待测样本。ELISA试剂盒测定 TNF-琢、IL-6、IL-4和
IL-10的含量，具体操作步骤依照试剂盒说明书进行。反应中

止后，采用酶标仪测量 450 nm处的 OD值。

1.7 免疫组化检测小鼠结直肠组织 NF-资B P65的表达

组织切片常规脱蜡和水化后置于 PBS缓冲液中高压修

复，然后用 3%双氧水室温下浸泡以阻断内源性过氧化物酶，封

闭，分别加稀释好的一抗 4℃过夜孵育，次日复温后 PBS洗涤

干净，分别加稀释好的的二抗，室温孵育 30 min，PBS洗涤。加

适量 DAB孵育 5 min，去离子水终止反应，苏木素复染 5 min，

无菌水冲洗后，依次用不同浓度梯度乙醇脱水 2 h，无菌滤纸吸

净表面残存液体，二甲苯透明，用中性树胶封片，光学显微镜下

观察组织形态并拍摄。

1.8 RT-qPCR检测小鼠结直肠组织 NF-资B P65 mRNA的表达

依据 Trizol法提取各组样本的总 RNA，使用引物如下：

NF-资B P65 （FP:5'- ACCTGGAGCAAGCCATTAGCC-3'，RP:

5'- CGGACCGCATTCAAGTCATAGT -3'）反应条件：75℃预变

性，2 min，进入以下循环 90℃变性，5 min；60℃退火，60 s；
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72℃延伸，30 s；共 40个循环。相对表达量用 2-△ △ CT表示。每个

样本独立重复实验 3次。

1.9 Western blotting检测小鼠结直肠组织 TLR4、MyD88的蛋

白表达

分别收集各组样本，用总蛋白提取试剂盒分别提取组织及

细胞中总蛋白，BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白含量。制备蛋白

样品并进行 SDS-PAGE凝胶电泳，然后转至 PVDF膜，加含有

5%BSA的封闭液室温下封闭 2 h。加入适宜浓度一抗于 4℃封

闭过夜。次日用缓冲液清洗 PVDF膜 3次，加入二抗，室温孵育

1 h后，加入显色液曝光显影。

1.10 统计学分析

数据统计采用 SPSS19.0软件，作图工具采用 Graphpad5.01，

两组间比较采用 t检验，P<0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 FMT对小鼠活动、饮食及体重的影响

造模期间，造模各组小鼠先后出现精神萎靡、活动量减少、

毛泽无光、进食减少等现象，个别出现便血。与对照组相比，模

型组小鼠在第 7 d起至第 21 d体重明显减轻，差异具有统计学

意义（P<0.05）；与模型组相比，FMT低、高剂量组小鼠第 7 d起

至第 21 d体重明显升高，FMT高剂量组小鼠体重升高更加明

显，差异具有统计学意义（P<0.05），见图 1。

2.2 FMT对小鼠结直肠组织形态的影响

镜下观察各组小鼠结肠组织 HE染色病理切片，如图 2，对

照组小鼠结肠组织黏膜完整，腺体结构整齐，黏膜下未见炎症；

模型组部分结肠明显充血，大部分结肠黏膜内细胞排列紊乱，

炎症细胞浸润组织，代替正常细胞，肠腺出现溃疡，失去结肠腺

体及肌层的正常结构；与模型组相比，FMT低剂量组炎症浸润

减少，粘膜层和肌层损伤减轻，高剂量组炎症浸润明显减少，腺

体结构较为完整。

图 1 FMT对 UC小鼠体重的影响

注：A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组。与对照

组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05。
Fig. 1 Effect of FMT on body weight of UC mice

Note: A: control group; B: model group; C:FMT low-dose group; D: FMT

high-dose group. Compared with the control group, *P<0.05; Compared
with the model group, #P<0.05.

图 2 FMT对小鼠结直肠组织形态的影响(× 200)

注：（A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组）

Fig. 2 Effect of FMT on colorectal tissue morphology in mice

Note: (A: control group; B: model group; C:FMT low-dose group; D: FMT high-dose group)

2.3 TNF-琢、IL-6、IL-4和 IL-10 在小鼠结肠组织匀浆液上清中

的表达变化

如图 3，与对照组相比，模型组 TNF-琢、IL-6表达水平升
高，IL-4、IL-10表达水平下降，差异有统计学意义（P<0.05）。与

模型组比较，FMT各组 TNF-琢、IL-6表达水平均有不同程度下
降，但高剂量组更为明显（P<0.05），IL-4、IL-10在 FMT高剂量

组中表达水平显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 3 TNF-琢、IL-6、IL-4和 IL-10在小鼠组织匀浆液上清中的表达变化

注：A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组。与对照组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05。
Fig. 3 Expression changes of TNF-琢, IL-6, IL-4 and IL-10 in supernatant of mouse tissue homogenate

Note: A: control group; B: model group; C: FMT low-dose group; D: FMT high-dose group. Compared with the control group, *P<0.05; Compared with
the model group, #P<0.05.
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2.4 免疫组化和 RT-qPCR检测 NF-资B P65在小鼠结肠组织中

的表达变化

采用 RT-qPCR检测各组小鼠 NF-资B P65 mRNA的表达，

免疫组化检测 NF-资B P65蛋白的表达。结果如图 4、图 5所示，

与对照组相比，模型组中 NF-资B P65 mRNA和蛋白阳性表达明

显上升（P<0.05）；与模型组相比，FMT低、高剂量组 NF-资B P65

mRNA和蛋白阳性表达均显著下降（P<0.05）。

图 4免疫组化检测 NF-资B P65蛋白的表达(× 200)

注：A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组。

Fig. 4 Immunohistochemical detection of NF- B P65 protein

Note: A: control group; B: model group; C:FMT low-dose group; D:FMT high-dose group.

图 5 RT-qPCR检测 NF-资B P65 mRNA的表达

注：（A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组。与对照

组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05）。
Fig. 5 Expression of NF-资B P65 mRNA was detected by RT-qPCR

Note: (A: control group; B: model group; C:FMT low-dose group; D: FMT

high-dose group. Compared with the control group, *P<0.05; Compared
with the model group, #P<0.05).

2.5 TLR4、MyD88蛋白在小鼠结肠组织中的表达变化

Western blotting检测小鼠结肠组织中对照组、模型组、

FMT低剂量组及 FMT高剂量组中 TLR4、MyD88蛋白的表达

水平变化。与对照组相比，模型组中 TLR4和MyD88蛋白表达

水平显著升高，差异具有统计学意义（P<0.05）；与模型组相比，
FMT低、高剂量组 TLR4和 MyD88蛋白表达水平均下降，且

高剂量组下降水平更显著，差异具有统计学意义（P<0.05），见
图 6。

3 讨论

UC是临床常见的消化道慢性疾病，病理基础为多种因素

引起的肠黏膜生物屏障破坏。肠道菌群构成了肠道内复杂的微

生态系统，在免疫系统、营养吸收及抑制病原菌等诸多方面影

响着宿主肠道功能[15,16]。在正常生理条件下，肠道内的优势菌群

主要包括双歧杆菌属、乳酸菌属和类杆菌属等专性厌氧菌，其

可形成生物屏障保证肠道正常生理功能，当肠道菌群紊乱，优

势菌群转变为以肠杆菌属、肠球属等为主的兼性厌氧菌时，则

会造成肠道黏膜屏障损伤、肠道功能性障碍[17]。FMT是将健康

个体来源的粪便通过胃镜、肠结镜、直肠导管灌注等方式输入

至病患肠道内恢复正常肠道菌群达到治疗疾病的目的[18]。FMT

用于 UC的治疗已有报道[19]，且取得较好的疗效，但其作用机

制尚无统一结论。因此本研究进一步探讨 FMT对 UC的疗效

及其炎症相关的分子机制。本研究发现与模型组小鼠相比，

FMT低、高剂量治疗后的小鼠精神状态、活动、饮食等情况均

明显好转，观察期内体重在治疗后也逐步增长。HE染色切片观

查炎症浸润明显减少，病变减轻，且 FMT高剂量组更加明显，

证明 FMT对 UC小鼠具有较好的疗效。

有研究认为[20]，机体免疫对肠道菌群抗原的过度应答而导

致肠道炎症反应是 UC发病的关键。细胞因子可分为促炎细胞

因子和抑炎细胞因子两类。二者之间的平衡失调会导致肿瘤的

发生[21]。研究显示，TNF-琢是重要的炎症递质，介导局部炎症反
应并可导致器官或多系统受损[22]。IL-6是介导急性期炎症反应

的重要细胞因子，参与炎症病理过程[23,24]。而 IL-4和 IL-10在炎

症疾病中均为有效的抗炎物质，能够保护机体出现过度病理反

应。有研究表明 [25,26]，IL-4和 IL-10均能够通过下调炎性介质

TNF-琢和 IL-6的表达促进机体体液免疫反应。IL-4和 IL-10可

在直肠炎中共同作用逆转 Th1/Th2细胞活化过程，进而改善黏

膜修复。本研究发现 DSS诱导小鼠组织匀浆上清液中 TNF-琢
和 IL-6的表达水平显著升高，IL-10的表达水平显著下降（P<0.
05），而给予低、高剂量 FMT治疗后，TNF-琢 和 IL-6表达水平

均有不同程度的下降，高剂量组差异更为显著（P<0.05，P<0.
01），而抑炎因子 IL-4和 IL-10的表达水平显著升高（P<0.05）。
该研究结果提示 TNF-琢、IL-6、IL-4和 IL-10参与 UC的发病与

免疫过程，而 FMT能够较好地调节 TNF-琢、IL-6、IL-4和 IL-10

的表达，从而发挥对 UC的治疗作用。

近年来研究发现，NF-资B是炎症反应的关键分子。NF-资B
激活后会，活化的 NF-资B P50/P65与靶基因结合后就会诱导包

括 TNF-琢和 IL-6在内的很多促炎因子的释放[27]。因此，为进一
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图 6 TLR4、MyD88蛋白在小鼠结肠组织中的表达变化

注：A:对照组; B:模型组; C:FMT低剂量组；D:FMT高剂量组；与对照组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05。
Fig. 6 Expression changes of TLR4 and MyD88 proteins in colon tissues of mice

Note: A: control group; B: model group; C:FMT low-dose group; D: FMT high-dose group. Compared with the control group, *P<0.05; Compared with
the model group, #P<0.05.

步探究 FMT在治疗 UC中的分子机制，本研究通过 RT-qPCR

和免疫组化分别检测小鼠结肠组织中 NF-资B P65 mRNA和蛋

白的表达。发现与对照组相比，NF-资B P65 mRNA 和蛋白在

DSS联合诱导的小鼠 UC组织中表达均明显升高，而在给予

FMT治疗的各组小鼠结直肠组织中表达均明显降低，高剂量

组中更为明显。提示 FMT可通过抑制 NF-资B的表达，进而抑
制细胞因子 TNF-琢、IL-6及 IL-10的表达。

TLRs是机体抗感染的第一道屏障，在肠道黏膜上皮细胞

和免疫细胞中都有表达，参与肠道的炎症反应 [28]。TLR4是

TLRs 家族中最重要的成员之一，可通过髓系分化蛋白 88

（MyD88）依赖型或非依赖型信号通路激活 NF-资B[29]。有研究表

明，相对于正常肠黏膜组织和炎症肠粘膜组织，炎症组织中

TLR4和MyD88呈高度表达[30]。本研究通过Western blotting检

测发现与对照相比，DSS 诱导小鼠结肠组织中 TLR4 和

MyD88 表达增加；而与模型组相比，FMT 各组 TLR4 和

MyD88 表达水平均显著下降。表明 UC 小鼠结肠中

TLR4/MyD88信号通路被激活，而 FMT对 TLR4/MyD88信号

通路具有较好的抑制作用。

综上所述，FMT可能通过抑制 TLR4/MyD88信号通路的

表达，进而抑制 NF-资B的活化，减少促炎因子 TNF-琢、IL-6 的
表达，促进抑炎因子 IL-4、IL-10的表达，进而达到治疗 UC的

目的。本研究为 FMT临床辅助治疗 UC患者提供了实验基础。
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