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　　［摘　要］　目的　建立葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的大鼠炎症性肠病（ＩＢＤ）模型，观察其肠上皮紧密连接蛋白
表达以及结肠黏膜通透性的变化。方法　将雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠随机分为对照组和 ＩＢＤ模型组，每组
２７只，通过使用３％ ＤＳＳ持续经饮水途径饲养大鼠６ｄ后恢复正常饮水１４ｄ建立ＩＢＤ模型，对照组自由饮水。分
别于ＤＳＳ处理后第７天、第１４天和第２１天观察结肠黏膜病理变化，第２１天取结肠组织标本检测髓过氧化物酶活
性；采用Ｕｓｓｉｎｇｃｈａｍｂｅｒ检测结肠上皮通透性；通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ从转录水平和翻译水平分析肠上
皮紧密连接蛋白表达。结果　ＩＢＤ模型组大鼠出现腹泻、便血、体重下降，炎症集中在远端结肠，表现为隐窝脓肿，
炎症细胞浸润。与对照组比较，ＩＢＤ模型组大鼠结肠髓过氧化物酶活性显著增加（Ｐ＜０．０１），肠上皮跨膜电阻抗值
和跨膜电势差显著降低（Ｐ＜０．０１），短路电流值明显增加（Ｐ＜０．０１）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果均提示
正常大鼠尚未检测出ｃｌａｕｄｉｎ２的表达，ＩＢＤ模型组 ｃｌａｕｄｉｎ２ｍＲＮＡ及蛋白表达阳性；ＩＢＤ模型组 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ３、
ＺＯ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＩＢＤ大鼠结肠黏膜屏障功能受损，多种紧密蛋
白表达改变，其中紧密连接蛋白表达变化可能在慢性修复期ＩＢＤ屏障受损发病机制中起到重要作用。
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　　选择和建立合适的动物模型是研究炎症性肠病
（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）不可缺少的手段，
ＩＢＤ动物模型虽然众多，但至今尚不理想，国内目前
比较广泛采用的ＩＢＤ模型是葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导性结肠炎，病变部位主要
在结肠，其病理表现符合人ＩＢＤ的特点［１］。

肠上皮是肠道的重要防御屏障，阻止肠道病原

菌、抗原、毒素等的自由通过，是维持肠组织免疫平

衡的前提条件；肠黏膜屏障破坏，通透性增加，允许

肠道抗原以及微生物跨过屏障进入肠黏膜，活化固

有层免疫细胞，触发炎症反应［２］。为进一步了解肠

黏膜损伤的可能机制，本实验使用 ＤＳＳ诱导大鼠建
立ＩＢＤ动物模型，研究慢性修复期 ＩＢＤ大鼠结肠黏
膜通透性以及肠黏膜紧密连接蛋白的表达变化，为

进一步研究提供理论基础。

１　材料及方法

１．１　研究对象
５４只健康、清洁级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大

鼠，由浙江大学实验动物中心提供，使用许可证号

ＳＹＸＫ（浙）２００７００９８，体重１３０～１５０ｇ。每３只饲
养于室温２２±２℃、相对湿度５５％ ～６５％的笼中，
１２ｈ昼夜交替。饮水经高温高压灭菌处理，大鼠可
自由饮食饮水。

１．２　主要试剂与仪器
ＤＳＳ（ＭＷ：５０００Ｄａ）购自美国ＡＭＲＥＳＣＯ公司，

髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）检测试剂盒
购自南京建成生物工程研究所；ＡｘｙＰｒｅｐ小量 ＲＮＡ
提取试剂盒购自美国 ＡｘｙｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；逆转
录以及荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）试剂盒购自日
本Ｔａｋａｒａ公司；βａｃｔｉｎ抗体购自江苏碧云天生物技
术研究所；兔抗ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体（ａｂ３１７２１）、兔抗 ｃｌａｕ
ｄｉｎ３抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；兔抗 ＺＯ１（Ｍｉｄ）、
小鼠抗 ｃｌａｕｄｉｎ２抗体购自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公
司；ＨＲＰ标记二抗购自江苏碧云天生物技术研究
所；ＦＩＴＣ标记二抗购自日本 ＤＡＫＯ公司；７５００荧光
定量ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司；Ｕｓｓｉｎｇｃｈａｍｂｅｒ购
自美国ＷＰＩ公司；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳仪、电泳槽以及转
膜仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　主要实验方法
１．３．１　ＩＢＤ模型的建立　　５４只大鼠适应环境１周
后，记为第０天，随机分为对照组和ＩＢＤ模型组，每组
２７只。按照Ｏｋａｙａｓｕ等［３］的方法制备ＩＢＤ模型：每日
配置新鲜３％ＤＳＳ（ｗ／ｖ）经饮水途径饲养６ｄ，第７天以

灭菌水替换ＤＳＳ，自由饮水１４ｄ。对照组全程自由饮
水。分别在ＤＳＳ处理后第７天、１４天和２１天取材，留
取抗凝血、血清及肠道标本，其中血清标本于－２０℃保
存，结肠标本于－８０℃低温保存，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。
１．３．２　大鼠模型的评价　　（１）症状、体征：记录
每天动物的一般状况，包括毛发、饮食、饮水、体重。

综合评价动物的生长状态。每隔２ｄ收集粪便，采用
粪便隐血试剂盒测定大便隐血分数，依照 Ｃｏｏｐｅｒ疾
病活动度指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分方法
评价动物模型一般生长状况［４］。（２）肠道组织病理
变化：分别在第７天（ｎ＝６）、第１４天（ｎ＝６）、第２１
天（ｎ＝９）处死大鼠，１０％水合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）麻
醉后，取距离肛门４ｃｍ处２ｃｍ结肠于１２％中性甲
醛固定，石蜡包埋，制作５μｍ厚连续切片，苏木精
－伊红染色，光镜下观察。
１．３．３　ＭＰＯ酶活性测定　　分别测量第７天、第
１４天、第２１天结肠组织 ＭＰＯ酶活性，各取１００ｍｇ
结肠组织，冰上匀浆，１２０００ｇ，４℃离心１５ｍｉｎ取上
清，按照 ＭＰＯ试剂盒说明书提供的步骤操作，最后
３７℃孵育３０ｍｉｎ显色，于４６０ｎｍ波长下测量其吸
收峰，制作标准曲线，计算每个样本酶活力。

１．３．４　结肠黏膜通透性测试　　第２１天测试通过
Ｕｓｓｉｎｇｃｈａｍｂｅｒ方法检测各组大鼠结肠黏膜跨膜电阻
抗（ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＥＲ）、短路电流
（ｓｈｏｒｔｃｉｒｃｕｉｔｃｕｒｒｅｎｔ，Ｉｓｃ）和电势差（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅ，Ｐｄ）。ＳＤ大鼠麻醉后截取长约１．５ｃｍ的结肠，
剥除浆膜层和肌层。将分离好的结肠黏膜固定于Ｕｓ
ｓｉｎｇｃｈａｍｂｅｒ装置中，即刻于装置的黏膜侧加入５ｍＬ
生理盐水，浆膜侧加入５ｍＬＫｒｅｂ液（２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，１０８ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，２２ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３，８．９ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖，调整ｐＨ至７．４），有效渗透面积为０．５０４ｃｍ２。整个
装置置于３７℃恒温环境中，并不断于两侧的介质中通
入９５％Ｏ２、５％ＣＯ２的混合气体至实验结束。待系统稳
定后记录ＴＥＥＲ、Ｉｓｃ、Ｐｄ并进行分析。
１．３．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结肠上皮紧密连接蛋白
的表达　　总 ＲＮＡ的提取：选用 ＡｘｙＰｒｅｐ总 ＲＮＡ
小量制备试剂盒，按照试剂盒的说明进行ＲＮＡ的提
取，反转录合成 ＤＮＡ第一链。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ用
ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒，取１μＬｃＤＮＡ
用于反应。扩增条件：９５℃变性３０ｓ，６５℃退火３０ｓ，
３５～４０次循环。引物采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行设计
（表１），由美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司合成。每次每
样本重复３次，采用２△ｄｃｔ方法进行半定量分析。
·７７９·
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表１　引物序列表

基因 上游引物（５’→３’） 下游引物（５’→３’）

ＺＯ１ ＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＣＣＧＡＴＴＧＣＴＧ ＴＡＡＴＧＣＣＣＧＡＧＣＴＣＣＧＡＴＧ
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＴＣＴＴＴＧＴＡＴＡＡＧＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣ ＧＴＴＴＣＡＴＡＧＴＧＧＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧ
Ｃｌａｕｄｉｎ１ ＴＣＧＴＧＡＣＴＧＣＴＣＡＧＧＣＣＡＴＣ ＡＴＧＣＣＡＡＴＧＧＴＧＧＡＣＡＣＡＡＡＧＡ
Ｃｌａｕｄｉｎ２ ＡＴＣＴＴＣＡＣＧＧＣＡＴＴＣＴＣＣ ＡＡＣＴＣＡＣＴＣＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧ
Ｃｌａｕｄｉｎ３ ＣＡＴＣＧＣＡＧＣＴＡＣＴＴＧＣＣＡＧＴ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣＡＡＡＡＡＣＧＡ
Ｃｌａｕｄｉｎ４ ＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＡＴＧＧＡＧＧＡＣ ＣＴＴＧＣＣＡＣＧＡＴＧＡＡＣＡＣＧ
Ｃｌａｕｄｉｎ５ ＡＡＡＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＴＧＣＴＧ ＧＣＣＧＧＴＣＡＡＧＧＴＡＡＣＡＡＡＧＡ
Ｃｌａｕｄｉｎ７ ＧＴＡＧＣＡＴＧＣＴＣＣＴＧＧＡＴＴＧ ＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＴＡＣＡＴＴＴＴＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧＧＧＡＴＣＴＣ ＴＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＴＴＣＣＡＧＴＡＴＧＡＣＴ

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕ
ｄｉｎ２和ＺＯ１蛋白的表达　　取５０μｇ总蛋白上样
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，通过电转移法将蛋白从聚丙
烯酰胺凝胶转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭、
一抗（βａｃｔｉｎ抗体 １∶４０００；兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体
１∶４００；小鼠抗ｃｌａｕｄｉｎ２抗体１∶７００；兔抗ｃｌａｕｄｉｎ３抗
体 １∶１５００；兔抗 ＺＯ１抗体１∶６００）４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗涤，二抗（山羊抗小鼠 ＩｇＧ和山羊抗兔 ＩｇＧ）
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，增强 ＥＣＬ放射自显影。用 Ｉｍ
ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件半定量分析。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件对数据进行统计学分
析。计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。两组
比较采用两独立样本 ｔ检验；多组间比较采用方差
分析，组间两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＢＤ模型组大鼠一般情况
ＩＢＤ模型组在第２天开始出现水样腹泻，相继出

现隐血阳性、黏液血便、脓血。第５天和第６天 ＩＢＤ

模型组大鼠均出现直肠便血；大鼠倦怠懒动、消瘦、拱

背、皮毛皱乱无光泽，伴有饮食、饮水明显减少；在第

１２～１３天左右，体重下降达到顶点，随后体重缓慢上
升，伴便血、腹泻症状逐渐缓解，大鼠饮水、饮食逐渐增

加。实验结束时，ＩＢＤ模型组大鼠体重（２１８±１１ｇ）显
著低于对照组（３０６±９ｇ，ｔ＝－１２．２７，Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＤＡＩ评分

ＤＳＳ处理后，ＩＢＤ模型组大鼠ＤＡＩ评分逐渐增加，
在第１１～１２天左右达到最大值，后逐渐减小，２～３只
大鼠在实验结束时，仍有稀便或隐血测试阳性。

２．３　大鼠结肠组织学变化
显微镜观察到对照组大鼠结肠上皮各层结构清

晰。ＩＢＤ模型组大鼠肠道炎症主要集中在远端结肠，
第７天肠道炎症表现为黏膜下层水肿，肠上皮糜烂、
溃疡，中性粒细胞和嗜酸性粒细胞等炎性细胞浸润达

黏膜下层尚未及肌层，黏膜层多处出血灶；第１４天炎
症加重、肠上皮严重坏死，杯状细胞消失，隐窝紊乱、

脓肿，炎症细胞浸润范围扩大至肌层，黏膜层广泛出

血；第２１天可见再生肠细胞以及少量异型增生，新生
不规则隐窝，黏膜层浆细胞浸润，肠上皮损伤周围组织

可见多个淋巴滤泡形成。见图１。

　　图１　不同阶段大鼠远端结肠组织学变化（苏木精－伊红染色，×４００）　　Ａ：对照组肠黏膜，黏膜完整；Ｂ：第７天 ＩＢＤ模
型组大鼠标本，炎症局限在黏膜下层；Ｃ：第１４天 ＩＢＤ模型组大鼠标本，隐窝结构消失，炎症细胞浸润到浆膜层；Ｄ：第２１天 ＩＢＤ模型

组大鼠标本，可见新生隐窝（箭头所示），淋巴细胞浸润。

２．４　大鼠结肠组织ＭＰＯ酶活性和血ＷＢＣ计数
第７天即观察到 ＩＢＤ模型组大鼠结肠组织

ＭＰＯ酶活性和外周血ＷＢＣ计数显著高于对照组（Ｐ

＜０．０１），第１４天达到高峰（Ｐ＜０．０１），第２１天有
明显降低的趋势，但仍明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），
见表２。

·８７９·
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表２　不同时间点各组ＭＰＯ酶活性及外周血ＷＢＣ计数　（ｘ±ｓ）

例数
ＭＰＯ酶活性（Ｕ／ｇ）

对照组 ＩＢＤ模型组
ｔ值 Ｐ值

ＷＢＣ计数（×１０９／Ｌ）
对照组 ＩＢＤ模型组

ｔ值 Ｐ值

第７天 ６ ０．６２±０．３２ ４．６６±１．９９ ６．６７ ＜０．０１ ４．０±１．３ １８．０±３．０ ８．８８ ＜０．０１
第１４天 ６ ０．５２±０．０５ ５．１６±１．５３ａ ７．２１ ＜０．０１ ３．４±０．９ ２６．５±６．６ａ ８．２３ ＜０．０１
第２１天 ９ ０．６０±０．２３ ３．２５±１．６６ａ，ｂ ５．９５ ＜０．０１ ４．４±０．８ １３．１±２．７ａ，ｂ ６．７５ ＜０．０１
Ｆ值 ０．６６７ ４．９２１ ０．４４２ １４．０９８
Ｐ值 ０．７４ ０．０２ ０．８５ ＜０．０１

　　ａ：与同组第７天比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组第１４天比较，Ｐ＜０．０５

２．５　大鼠结肠通透性
第２１天测试２组大鼠结肠黏膜Ｐｄ、ＴＥＥＲ和Ｉｓｃ

值，结果显示，与对照组比较，ＩＢＤ模型组大鼠结肠黏
膜ＴＥＥＲ值显著减少（Ｐ＜０．０１），同时结肠黏膜Ｐｄ值
也显著下降（Ｐ＜０．０１），而ＩＢＤ模型组大鼠结肠黏膜
Ｉｓｃ值显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），见表３。

表３　第２１天大鼠离体肠上皮ＴＥＥＲ、Ｉｓｃ、Ｐｄ值　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＴＥＥＲ（Ωｃｍ２）Ｉｓｃ（μＡ／ｃｍ２） Ｐｄ（ｍＶ）

对照组 ９ ４７±４ ３１±６ －３．４±０．６
ＩＢＤ模型组 ９ ２８±７ １４０±５ －２．３±０．８
ｔ值 －８．６４２ ９．９０５ －６．０５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．６　ＩＢＤ大鼠结肠黏膜上皮紧密连接蛋白 ｍＲＮＡ
的表达

第２１天，对照组几乎没有检测到ｃｌａｕｄｉｎ２ｍＲＮＡ
的表达，ＩＢＤ模型组大鼠肠上皮表达ｃｌａｕｄｉｎ２ｍＲＮＡ。
对照组大鼠结肠上皮 ｃｌａｕｄｉｎ３ｍＲＮＡ的表达量是
ＩＢＤ模型组大鼠的５．１倍（ｔ＝９．２６，Ｐ＜０．０１）；ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎｍＲＮＡ表达量是ＩＢＤ模型组大鼠的１３．０６倍（ｔ＝
９．１８，Ｐ＜０．０１）；ＺＯ１ｍＲＮＡ水平是 ＩＢＤ模型组的
８．０３倍（ｔ＝６．１４，Ｐ＜０．０１）。ＩＢＤ模型组大肠 ｃｌａｕ
ｄｉｎ５ｍＲＮＡ的表达量高于对照组，但差异无统计学意
义（ｔ＝１．０８，Ｐ＝０．３１）。两组ｃｌａｕｄｉｎ１，ｃｌａｕｄｉｎ４，ｃｌａｕ
ｄｉｎ７ｍＲＮＡ表达水平差异无统计学意义。见图３。
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　　图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测第２１天大鼠肠上皮多种基
因的表达结果（ｎ＝９）　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＺＯ１、ｃｌａｕｄｉｎ２、ｃｌａｕｄｉｎ３、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达

以βａｃｔｉｎ为内参，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测第２１天大
鼠肠黏膜上皮各蛋白的表达水平，结果经 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ软件定量分析提示 ＤＳＳ显著影响大鼠结肠黏
膜上皮紧密连接蛋白的表达。同 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的
结果相似，对照组没有检测到ｃｌａｕｄｉｎ２蛋白的条带，
ＩＢＤ模型组ｃｌａｕｄｉｎ２蛋白表达阳性，对照组大鼠ＺＯ
１蛋白表达量是 ＩＢＤ模型组大鼠的 ２．２倍（ｔ＝
３８．１５，Ｐ＜０．０１），ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达量是ＩＢＤ模型组
大鼠的２．３倍（ｔ＝１１．５４，Ｐ＜０．０１），ｃｌａｕｄｉｎ３蛋白表
达量是 ＩＢＤ模型组大鼠的 ２．８倍（ｔ＝２０．５１，Ｐ
＜０．０１）。见图４。
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　　图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（ｎ＝９）　Ａ：条带图，１～２为
对照组，３～４为ＩＢＤ模型组；Ｂ：柱状图，ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５。
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３　讨论

近年来，肠黏膜屏障功能在 ＩＢＤ的病理生理过
程中的作用逐渐引起重视。机械屏障是肠黏膜屏障

中重要的组成部分，由单层肠上皮细胞和细胞间的

连接（包括紧密连接、黏附连接和缝隙连接）组成，

紧密连接通透性具有大小和电荷选择性，是决定肠

道通透性的关键因素，维持完整的紧密连接形态和

功能对保护肠黏膜屏障、防止细菌移位有着重大的

意义［５６］；急性期ＩＢＤ患者肠黏膜屏障受损，肠道通
透性增加，肠上皮完整性受损，如溃疡、糜烂等肉眼

可见病变是引起屏障功能受损的主要原因，在上皮

组织完整的肠黏膜区同样检测到紧密连接受损，通

透性增加。

Ｓｏｌｏｍｏｎ等［７］综述了 ＤＳＳ诱导动物制备 ＩＢＤ模
型的特点：短期（３～１０ｄ）ＤＳＳ诱导动物肠道出现急
性损伤；正常饮水替换ＤＳＳ后，大鼠肠黏膜经历１４～
２１ｄ的慢性修复期；ＤＳＳ与饮水相互交替３～４个周
期诱导动物肠道持续性损伤，制备的动物模型具有

慢性肠道炎症的特点。本研究中，ＩＢＤ模型组大鼠
出现体重下降、便血；肠上皮水肿、隐窝扩张、脓肿，

炎症细胞的浸润等表现，与 Ｏｋａｙａｓｕ等［３］和 Ｃｏｏｐｅｒ
等［４］一些实验室研究结果相同，同人类 ＩＢＤ相似。
此外，本研究中病理结果提示６ｄ持续３％ ＤＳＳ诱
导肠道急性损伤，正常饮水替换 ＤＳＳ后，大鼠肠黏
膜损伤逐渐修复，大鼠 ＤＡＩ评分、ＭＰＯ酶、ＷＢＣ计
数测试结果同样提示制备的 ＩＢＤ大鼠经历急性炎
症和炎症逐渐消退的过程，与Ｏｋａｙａｓｕ等［３］和Ｗｈｉｔ
ｔｅｍ等［８］实验结果相同。由此可知给予 ＳＤ大鼠短
期３％ ＤＳＳ结合２周饮水诱导的ＩＢＤ模型符合经典
的ＩＢＤ模型，ＩＢＤ大鼠经历急性肠黏膜损伤后进入
慢性修复期。

ＴＥＥＲ值是反映细胞质经胞旁途径转运速率常
用的生理指标，用于评估细胞旁路通透性的大小，反

映紧密连接复合体通透性，具有很高的特异性；细胞

旁路通透性的增加，表现为 ＴＥＥＲ的下降，反之，则
ＴＥＥＲ增加［９］。Ｐｄ值是反映肠上皮完整性的指标，
Ｉｓｃ是细胞Ｎａ、Ｃｌ、Ｋ、Ｃａ、Ｍｇ离子跨膜转运的总和，
反映肠上皮离子以及营养物质的吸收状况［１０１１］。

本研究结果表明ＩＢＤ大鼠结肠上皮ＴＥＥＲ值降低提
示ＩＢＤ大鼠结肠紧密连接复合体通透性增加，肠黏
膜屏障功能受损。临床上，ＩＢＤ患者黏膜上皮也存
在电导增加，ＴＥＥＲ值降低的现象［１２］。肠道电生理

变化与肠道致炎症物质释放密切相关，Ｓｈｉｍｉｚｕ

等［１３］的研究证实ＤＳＳ诱导的ＩＢＤ模型大鼠结肠缓激
肽分泌增加，缓激肽可以诱导肠道 Ｃｌ的分泌，影响
Ｎａ＋和水的吸收，导致肠道ＴＥＥＲ、Ｉｓｃ值变化，进而肠
通透性增加，进而腹泻发生。总之，ＩＢＤ大鼠肠道紧
密连接复合体功能受损，肠黏膜屏障功能下降。

紧密连接复合体由ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ及膜周蛋白
ＪＡＭ和ＺＯ蛋白以及相关激酶组成［１４１６］。过表达ｏｃ
ｃｌｕｄｉｎ蛋白增加细胞ＴＥＥＲ值［１７］；溃疡性结肠炎患者

肠上皮ｏｃｃｌｕｄｉｎ荧光染色光密度值显著下降［１８］；而

ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白缺失的小鼠肠上皮结构和细胞旁转运正
常［１９］。ｃｌａｕｄｉｎ蛋白是组成紧密连接复合体的功能和
结构基础，ｃｌａｕｄｉｎ蛋白可直接影响上皮／内皮组织
ＴＥＥＲ，决定紧密连接复合体的离子选择性，并调节紧
密连接复合体的通透性，一部分ｃｌａｕｄｉｎ加固细胞之
间的连接，其表达上调可以降低紧密连接复合体的通

透性，称这一类为“封闭性”ｃｌａｕｄｉｎ蛋白，包括 ｃｌａｕ
ｄｉｎ１、ｃｌａｕｄｉｎ３、ｃｌａｕｄｉｎ４、ｃｌａｕｄｉｎ５和 ｃｌａｕｄｉｎ８等［２０２１］。

另一部分的ｃｌａｕｄｉｎ分子可以形成特异性离子通道而
增加紧密连接复合体的通透性，可以称这一类为“渗

漏性”ｃｌａｕｄｉｎ，如ｃｌａｕｄｉｎ２增加紧密连接结构孔的数
量，增加经细胞旁物质运输，尤其是 Ｎａ＋离子的吸
收［２１２２］。ＺＯ１蛋白将 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ蛋白与细胞
骨架相连，在组装成熟的紧密连接结构和维持紧密连

接复合体的完整性方面发挥重要的作用［２３］。

本研究第２１天 ｒｅａｌｔｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果皆提示正常大鼠结肠上皮没有ｃｌａｕｄｉｎ２蛋白的表
达，而ＩＢＤ模型组大鼠结肠上皮 ｃｌａｕｄｉｎ２蛋白表达
阳性，ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１、ｃｌａｕｄｉｎ３蛋白表达水平显著降
低。正常大鼠结肠组织不表达具有孔道特性的紧密

连接蛋白ｃｌａｕｄｉｎ２，但在ＩＢＤ大鼠可见ｃｌａｕｄｉｎ２在转
录水平和翻译水平的表达，“封闭性”紧密连接蛋白

ｃｌａｕｄｉｎ３、组装蛋白ＺＯ１的表达显著下降，由此推测
这些紧密连接蛋白表达变化是引起 ＩＢＤ大鼠结肠
紧密连接复合体受损、肠黏膜屏障功能下降的主要

机制。在临床上同样观察到 ＩＢＤ患者疾病活动期
ｃｌａｕｄｉｎ表达显著变化［１８，２４］；动物实验中，ＤＳＳ诱导
的急性ＩＢＤ大鼠模型ＺＯ１蛋白表达显著下降［２５］。

除此以外，细胞骨架也影响紧密连接复合体的

功能，肌球蛋白轻链激酶（ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＬＣＫ）激活肌球蛋白轻链是调节紧密连接复合体
最重要的细胞骨架途径［２６］。经 ＭＬＣＫ调节紧密连
接复合体的途径是快速且可逆转的，相反紧密连接

蛋白对紧密连接复合体的调节稳定而持久［２７２８］。

本研究在ＩＢＤ大鼠黏膜愈合期也观察到紧密连接蛋
白表达的变化，也进一步支持了紧密连接蛋白对紧密
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连接复合体的调节稳定而持久的观点。

总之，本研究通过短期ＤＳＳ处理后正常饮水２周
诱导ＳＤ大鼠的临床症状、体征以及病理表现和经典
实验性ＩＢＤ模型相似，是可重复以及应用的实验性
ＩＢＤ动物模型。ＩＢＤ大鼠在肠道炎症慢性修复期肠
紧密连接复合体通透性增加，肠黏膜屏障功能下降，

肠道通透性增加，在表达和翻译水平，紧密连接蛋白

表达发生显著变化。由此推测紧密连接蛋白表达变

化在慢性修复期ＩＢＤ屏障功能受损发病机制中起到
重要作用。但是需要进一步了解在炎症早期紧密连

接的通透性，肠上皮紧密连接的表达，以及研究紧密

连接蛋白表达量和ＩＢＤ疾病活动度之间的关系。此
外，紧密连接蛋白表达是引起肠黏膜屏障受损的原因

还是结果，以及紧密连接蛋白与ＩＢＤ的疾病进展的关
系是目前亟待解决的科学问题。上述研究将对了解

ＩＢＤ的病因，以及寻找治疗方向具有重要意义。
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