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［摘 要］ 目的：探究外源性白细胞介素（interleukin，IL）⁃25对日本血吸虫感染所致小鼠肠壁损伤的影响。方法：24只雌性

C57BL/6J小鼠随机分为正常组、正常+IL⁃25组、感染组、感染+IL⁃25组。感染组、感染+IL⁃25组中每只小鼠感染日本血吸虫

尾蚴40条；感染+IL⁃25组、正常+IL⁃25组小鼠于感染后或实验开始后第4周开始腹腔注射 IL⁃25（0.5 μg/只，隔天注射1次，持续

3周）。感染6周后剖杀小鼠，取肝脏和肠组织制作病理切片，苏木素伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色后观察小鼠肝脏、结肠病

理学变化，阿尔新蓝⁃过碘酸雪夫（Alcian blue⁃periodic acid⁃Schiff，AB⁃PAS）染色观察小鼠结直肠内杯状细胞数量变化；酶联免

疫吸附试验（enzyme⁃linked immunosorbent assay，ELISA）、实时荧光定量试验（real⁃time polymerase chain reaction，real⁃time PCR）
检测小鼠结肠部位炎症相关因子 IL⁃10、IL⁃4、IL⁃13、肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor α，TNF⁃α）、γ干扰素（interferon γ，
IFN⁃γ）和 IL⁃1β等的表达水平。结果：感染6周后的肠组织HE染色结果显示，日本血吸虫感染后，结直肠部位出现虫卵堆积，

但是在经过 IL⁃25注射之后，肠道损伤减轻，虫卵堆积减少；感染+IL⁃25组小鼠肠道单个肉芽肿面积显著低于感染组小鼠，但是

感染组小鼠肝脏肉芽肿面积与感染+IL⁃25组小鼠无明显区别；AB⁃PAS结果显示 IL⁃25能够显著增加日本血吸虫感染小鼠肠道

杯状细胞数量；ELISA、real⁃time PCR结果显示感染日本血吸虫后小鼠结肠1型、2型细胞因子均有不同程度的升高，且在注射

IL⁃25之后，呈现2型细胞因子表达量上升、1型细胞因子表达量下降的趋势。结论：IL⁃25可通过促进杯状细胞分化缓解日本

血吸虫感染所致的肠壁损伤。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of exogenous interleukin（IL）⁃ 25 in gut damage in mice caused by Schistosoma

japonicum（S.japonicum）infection. Methods：Twenty ⁃ four female C57BL/6J mice were randomly divided into four groups，control
group（n=5），control+IL⁃25（n=5），S.japonicum infection group（Inf，n=7），S.japonicum infection +IL⁃25 group（Inf+IL⁃25，n=7）. Mice
in the Inf group and Inf+IL⁃25 group were infected with forty S. japonicum cercariaes. IL⁃25 was intraperitoneally injected from the 4th
week after infection（0.5 μg/mice every 2 days for 3 weeks）. Six weeks after infection，mice were sacrificed. Hematoxylin eosin（HE）
staining was performed in the liver and colon tissue to observed the pathological changes. Alcian blue⁃periodic and acid⁃Schiff（AB⁃PAS）
staining was performed to observe the number of goblet cells in the colon. The levels of inflammation⁃related cytokines including IL⁃10，
IL⁃4，IL⁃13，tumor necrosis factor α（TNF⁃α），interferon γ（IFN⁃γ），IL⁃1β in the colon were detected by enzyme linked immunosorbent
assay（ELISA）and real ⁃ time polymerase chain reaction（real ⁃ time PCR）. Results：HE staining results showed that the area of
individual granulomas in the colon in the Inf+IL⁃25 group was significantly lower than that of mice in the Inf group，but the area of
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日本血吸虫病是一种重要的人兽共患病，虫卵

堆积造成肝肠局部组织的损伤是导致血吸虫病的

主要原因。日本血吸虫感染后，成虫寄生在门脉⁃肠
系膜静脉系统并产卵。成熟虫卵内毛蚴分泌的溶

细胞物质可透过卵壳破坏血管壁，引起周围组织

炎症、坏死。在肠道，虫卵实现了由血管到肠壁的

迁移［1］，一部分形成肉芽肿，一部分随粪便排出体

外［2］。日本血吸虫虫卵主要聚积在宿主肝脏及肠

道，形成虫卵肉芽肿，进而引起肝肠纤维化，即“肝

肠血吸虫病”［3-4］。然而，先前研究更多关注于血吸

虫感染导致的肝脏损伤，对肠道的研究相对较少。

肠道作为人体内最大的免疫器官和最大的微

生态场所，受到越来越多的关注。肠上皮细胞间紧

密连接构成了肠道屏障中重要的机械屏障。近年

来研究发现，白细胞介素（interleukin，IL）⁃25可参与

肠道屏障的完整性及肠道免疫稳态的维持，并在肠

道寄生虫感染介导的 2型免疫应答中发挥关键作

用。IL⁃25也称为 IL⁃17E，可以由上皮细胞、T细胞、

树突状细胞以及2型固有淋巴细胞（innate lymphoid
cell，ILC2）分泌［5-7］。在肠道蠕虫，例如巴西日圆线

虫、旋毛虫、鞭虫等感染过程中，肠 tuft细胞分泌的

IL⁃25可激活下游 ILC2⁃IL13轴，促进杯状细胞分化

并分泌黏液，恢复肠道屏障和黏膜保护，最终发挥

抗寄生虫感染的作用［3，8-11］。

然而，IL⁃25在日本血吸虫感染引起的肠道损伤

中的作用尚不清楚。本研究通过建立日本血吸虫

急性感染模型，分析 IL⁃25腹腔注射对日本血吸虫

小鼠感染后结肠道损伤及杯状细胞分化的影响，为

进一步探究 IL⁃25在寄生虫感染导致的肠道疾病的

治疗过程中提供理论支撑。

1 材料和方法

1.1 材料

本实验使用 6~8周龄雌性C57BL/6小鼠，体重

约为 20 g，均购自南京医科大学实验动物基地。日

本血吸虫阳性钉螺由江苏省血吸虫病防治研究所

提供。所有动物实验均通过南京医科大学实验动

物使用与管理委员会审查和批准，严格按照实验动

物管理规定进行，实验动物伦理编号为：IACUC⁃
2107035。

小鼠源 IL⁃25重组蛋白（北京 Sino Biological公
司）；RNA Extraction Kit、PrimeScript RT Master Mix
（TaKaRa公司，日本）；RiboSCRIPT Reverse Transcrip⁃
tion Kit（广州锐博公司）；FS Universal SYBR Green
（Roche公司，瑞士）；IL⁃25多克隆抗体（Novus公司，

美国）；tublin多克隆抗体（上海Abmart公司）；阿尔

新蓝⁃过碘酸雪夫（Alcian blue⁃periodic acid⁃Schiff，
AB⁃PAS）染色试剂盒（南京建成公司）；蛋白裂解液

RIPA、蛋白酶抑制剂 PMSF、BCA试剂盒（上海碧云

天公司）；IL⁃25、IL⁃4、IL⁃10、肿瘤坏死因子⁃α（tumor
necrosis factor α，TNF ⁃ α）、γ干扰素（interferon γ，
IFN⁃γ）ELISA试剂盒（浙江联科公司）；4%多聚甲醛

（武汉谷歌生物公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立

小鼠随机分为 4组（正常组 5只、正常+IL⁃25组
5只、感染组 7只、感染+IL⁃25组 7只）。感染组、感

染+IL⁃25组中每只小鼠经腹部感染日本血吸虫尾蚴

40条，时间为20 min。感染+IL⁃25组、正常+IL⁃25组
小鼠于感染后或实验开始后的第4周开始腹腔注射

IL⁃25，注射量为0.5 μg/只，隔天注射1次，注射3周；

正常组和感染组腹腔给予相同体积的生理盐水。

感染后6周剖杀全部小鼠。

1.2.2 HE染色

4%多聚甲醛溶液固定小鼠肝脏、结肠组织，固

定 2 d后进行蜡块包埋，切片进行HE染色，显微镜

下观察拍照。

1.2.3 Western blot试验

用蛋白裂解液RIPA和蛋白酶抑制剂 PMSF研

磨小鼠结肠组织，冰上裂解30 min后，4 ℃、12 000 g

granulomas in the liver in the Inf group was not significantly different from that in the Inf+IL⁃25 group. The results of AB⁃PAS staining
showed that IL⁃25 could significantly promote the number of colonic goblet cells in mice after infection with S.japonicum，the ELISA
and the real⁃time PCR results showed that cytokines in the colon after S.japonicum infection were obviously altered，and IL⁃25 injection
promoted the expression of type 2 cytokines and decreased the expression of type 1 cytokines. Conclusion：IL⁃25 can alleviate the gut
damage induced by S.japonicum infection by promoting the differentiation of goblet cells.
［Key words］ Schistosoma japonicum；colonic damage；IL⁃25

［J Nanjing Med Univ，2023，43（04）：452⁃458，474］
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离心15 min，收集蛋白上清。蛋白质通过10%、15%
SDS⁃PAGE分离并电泳转移到PVDF膜上。在室温

（23±2）℃下用5%脱脂牛奶封闭膜1.5 h。将一抗在

4 ℃下孵育过夜。用PBST洗涤膜 3次，每次 10 min
后，将膜与二抗在室温下孵育2 h。最后，用PBST洗

涤膜 3次，每次 10 min，并通过Bio⁃Rad成像系统检

测信号。

1.2.4 AB⁃PAS糖原染色

小鼠结肠石蜡切片于 65 ℃烘箱中烘烤 1~2 h，
放入二甲苯中脱蜡 0.5 h，依次将玻片放入 95%乙

醇、70%乙醇、30%乙醇、蒸馏水中 10 min 进行水

化。参照AB⁃PAS染色实验步骤［12］对结肠组织进行

染色：蒸馏水稍洗样本，滴加阿利新蓝染色液染色

10~20 min，水洗 10 s；将过碘酸雪夫染液滴加在玻

片样本上，全部覆盖，水平放置，室温孵育 10 min
后蒸馏水冲洗玻片 2~3 min；玻片未完全干透之前，

滴加雪夫试剂于玻片样本上，均匀覆盖，室温孵育

3~5 min后自然流水缓慢冲洗玻片 5 min；最后滴加

苏木素染色 20~30 s，流水洗净，自然晾干后显微镜

下观察拍照。

1.2.5 ELISA检测蛋白表达

用蛋白裂解液RIPA和蛋白酶抑制剂 PMSF研

磨小鼠结肠组织，冰上裂解30 min后，4 ℃、12 000 g

离心 15 min，收集蛋白上清。根据实验步骤，利用

BCA试剂盒对组织蛋白浓度进行定量。使用小鼠

IL⁃25、IL⁃4、IL⁃10、TNF⁃α及 IFN⁃γ ELISA试剂盒测

定结肠中的 IL⁃25、IL⁃4、IL⁃10、TNF⁃α及 IFN⁃γ水平。

1.2.6 Real⁃time PCR检测

取部分小鼠结肠组织，参照RNA提取试剂盒进

行总RNA的提取，按照逆转录试剂盒说明书将总

RNA逆转录成 cDNA。根据说明书进行 Real⁃time
PCR检测，检测程序为：第1阶段，94 ℃，30 s；第2阶
段：94 ℃，5 s，55 ℃，15 s，72 ℃，10 s，重复 42个循

环。实验所用引物序列见表1。
表1 Real⁃time PCR引物序列

Table 1 Primer sequences used for real⁃time PCR

基因

β⁃actin

Ifn⁃γ

Tnf⁃α

Il⁃1β

Il⁃4

Il⁃10

Il⁃13

上游序列（5′→3′）
GGCTGTATTCCCCTCCATCG
GGCACAGTCATTGAAAGCCTA
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
ACAGGAGAAGGGACGCCAT
ACTTTAAGGGTTACTTGGGTTGC
TCCAACTCCAAGATTTCCCCG

下游序列（5′→3′）
CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
ATTCAATGACGCTTATGTTGT
TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
GAAGCCCTACAGACGAGCTCA
ATTTTCACAGGGGAGAAATCG
CATGCAGTAGACATGGCAGA

1.3 统计学方法

本研究中所有数据均采用GraphPad Prism 8.0
统计软件进行统计学分析，实验数据以均数±标准

误（x ± sx）表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD法。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 日本血吸虫感染后，小鼠结肠出现虫卵堆积且

IL⁃25含量显著降低

在感染日本血吸虫 6周后，对小鼠结肠标本进

行HE染色，观察虫卵堆积及肉芽肿面积情况。结

果显示，相比正常组，感染组小鼠结肠出现明显虫

卵堆积并伴随肉芽肿（图 1A）。Western blot实验结

果显示，日本血吸虫感染后小鼠结肠中 IL⁃25含量

显著低于正常组（P < 0.01，图1B、C）。

2.2 外源性 IL⁃25对日本血吸虫感染导致的肝脏损

伤无显著影响

在感染日本血吸虫 6周后，对各组小鼠肝脏进

行拍照并称重，结果显示，相比正常组及正常+IL⁃25
组，感染组及感染+IL⁃25组小鼠肝脏体积增大、肝脏

体重比值增加，但是感染组与感染+IL⁃25组小鼠肝

脏/体重比无明显差别（P=0.337，图2A、B）。
对感染组、感染+IL⁃25组小鼠肝脏进行HE染

色，观察虫卵堆积及肉芽肿情况。肝脏HE结果显

示，感染组及感染+IL⁃25组小鼠肝脏均出现虫卵堆

积并伴随肉芽肿（图2C），两组间单个肉芽肿面积大

小并没有显著区别（P=0.105，图2D）。
2.3 IL⁃25缓解日本血吸虫感染引起的小鼠结肠损伤

在感染日本血吸虫 6周后，对各组小鼠结直肠

进行拍照并测量其长度，结果显示，正常组、正

常+IL⁃25组、感染组及感染+IL⁃25组小鼠结直肠长
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染+IL⁃25组肝脏HE染色；D：感染组及感染+IL⁃25组小鼠肝脏单个肉芽肿面积大小比较。两组比较，***P < 0.001（n：5~7）。
图2 日本血吸虫感染后注射 IL⁃25对小鼠肝脏病理状态的影响

Figure 2 Effect of IL⁃25 treatment on liver pathological status after S. japonicum infection
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A：正常组、感染组小鼠结肠HE病理染色代表图（箭头所指为虫卵堆积，× 200）；B、C：Western blot检测正常组、感染组小鼠结肠中 IL⁃25表
达量，两组比较，**P < 0.01（n：5~7）。

图1 日本血吸虫感染模型中结肠HE染色及结肠 IL⁃25表达量

Figure 1 HE staining and IL⁃25 expression in the colon after S. japonicum infection

度并未有明显变化（图3A、B）。利用ELISA试剂盒，

对小鼠结直肠中 IL⁃25的含量进行检测，结果显示，

感染日本血吸虫后，结直肠中 IL⁃25的含量显著降

低（P < 0.01，图3C）；外源性给予 IL⁃25后，相比正常

组、感染组，正常+IL⁃25组、感染+IL⁃25组小鼠结直

肠中 IL⁃25的含量显著增加（P < 0.05，图3C）。结肠

HE染色结果显示，相比正常组及正常+IL⁃25组，感

染组及感染+IL⁃25组小鼠结肠出现虫卵堆积并伴随

肉芽肿，且肠道出现了不同程度的损伤。其中，感

染+IL⁃25组小鼠结肠中单个肉芽肿面积大小显著低

于感染组（P < 0.05，图3E）。

肠道杯状细胞具有分泌黏蛋白的功能，杯状细

胞及其分泌的黏蛋白构成的黏液层在维持肠道稳

态方面发挥着至关重要的作用。利用AB⁃PAS对杯

状细胞染色发现，相比正常组，感染组小鼠结肠出

现了不同程度的损伤且杯状细胞数量显著降低

（P < 0.01，图3D、F）；正常组及正常+IL⁃25小鼠结肠

中杯状细胞数量无明显差异（P=0.568）；与感染组相

比，感染+IL⁃25组小鼠结肠组织结构较完整且杯状

细胞数量出现一定程度的增加（P < 0.01，图 3D）。

以上结果提示，外源性 IL⁃25可能通过恢复肠道杯

状细胞数量进而在日本血吸虫感染过程中起到肠
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道保护作用。

2.4 IL⁃25促进日本血吸虫感染后结肠部位Th2型

细胞因子的表达，并抑制Th1型细胞因子表达

日本血吸虫感染 6周后，利用 real⁃time PCR对

的各组小鼠结肠中 Th1型免疫反应相关细胞因子

（如 Ifn⁃γ、Tnf⁃α、Il⁃1β）以及Th1型免疫反应相关细

胞因子（如 Il⁃4、Il⁃10、Il⁃13）的含量进行检测，结果

显示，相比正常组，感染组小鼠结肠中Th1型和Th2
型细胞因子均出现了不同程度的升高趋势。然而，

当给予 IL⁃25后，Ifn⁃γ、Il⁃1β表达明显下降（P < 0.05，

图4A、C），Il⁃13表达明显上升（P < 0.05，图4F）。虽

然 Il⁃4表达量在给予 IL⁃25也表现出上升趋势，但无

统计学差异（P=0.756，图 4D）。利用 ELISA实验对

各组小鼠结肠中Th1与Th2型免疫反应相关细胞因

子的含量进一步检测，结果显示，相比正常组，感染

组小鼠结肠中 Th1型和 Th2型细胞因子均显著升

高，感染日本血吸虫小鼠给予 IL⁃25后，结肠中Th1
型细胞因子 IFN⁃γ、TNF⁃α表达显著低于感染组

（P < 0.05，图4G、H），而Th2型免疫反应相关细胞因子

IL⁃4、IL⁃10表达显著高于感染组（P < 0.01，图4I、J）。
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图3 日本血吸虫感染后注射 IL⁃25对小鼠结肠病理状态的影响

Figure 3 Effect of IL⁃25 treatment on colon pathological status after S. japonicum infection
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图4 日本血吸虫感染后注射 IL⁃25对小鼠结肠中Th1/Th2型细胞炎症因子水平的影响

Figure 4 Effect of IL⁃25 treatment on Th1/Th2 cytokines in the colons after S. japonicum infection

3 讨 论

肠道作为人体最大的免疫器官和微生态场所

备受关注。肠道局部微环境精细调节着肠道的损

伤与修复过程。大多情况下，人体接触外源性物质

的第一道“防线”是肠道屏障，包括机械、化学、免疫

和生物屏障。日本血吸虫感染可引起严重的肠道

损伤，破坏宿主肠道屏障完整性，虫卵堆积是导致

这一结果最主要原因。近年来，IL⁃25被认为在肠道

寄生虫感染介导的 2型免疫应答中发挥关键作用。

研究表明，感染巴西日圆线虫可以显著促进肠道

tuft细胞增殖，并且可以通过其代谢产物——琥珀

酸识别 tuft细胞表面的琥珀酸受体，进而促进 IL⁃
25合成和分泌，IL⁃25可激活肠黏膜下固有层中的

ILC2 、Th2和嗜酸性粒细胞，起到加速寄生虫清除的

作用［6，8，13］。在旋毛虫感染小鼠过程中，IL⁃25可激活

ILC2通路，刺激其下游分泌 IL⁃13和 IL⁃4，进而能够

促进杯状细胞增生，使免疫反应逐级增强，最终起

到驱除旋毛虫的作用［9］。同时有文章指出，在鼠鞭

虫感染期间，IL⁃25能够促进Th2 细胞因子依赖性免

疫反应和杯状细胞增生，限制促炎细胞因子的产

生，进而缓解寄生虫引起的胃肠道炎症反应［14］。

本研究首次发现 IL⁃25能够显著缓解日本血吸

虫虫卵所导致的肠道黏膜的损伤，促进肠屏障修
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复。在日本血吸虫感染第3周，成虫开始排虫卵，此

时给予 IL⁃25至感染6周后，小鼠结肠内杯状细胞的

数量显著增加，肠道炎症缓解，提示 IL⁃25可增强小

鼠对日本血吸虫的抵抗能力，这可能是因为 IL⁃25
能够增强 2型免疫反应，促进肠道杯状细胞的分化

及黏液分泌，最终促进肠道黏膜损伤的修复。与此

相一致的是，IL⁃25亦被证明在炎症性疾病中发挥了

保护性作用［15］。有研究表明，外源性给予 IL⁃25同时

可以缓解右旋糖酐硫酸钠引起的肠道炎症损伤。

另有研究表明，在结肠炎诱导的结肠癌模型中，相比

同窝对照组小鼠，利用阻断受体抑制 IL⁃25的表达

可导致结肠炎症评分增加、肿瘤体积增大［16］。

目前认为，IL⁃25可以抑制多种因素导致的肝脏

炎症。有文章指出，IL⁃25在暴发性肝炎的人类和小

鼠肝脏中都具有下调趋势，并且 IL⁃25在急性肝损

伤的小鼠模型中同时具有预防和治疗作用［17］；此

外，外源性 IL⁃25可通过促进肝脏中巨噬细胞极化

为M2表型并分泌2型细胞因子，进而减少高脂饮食

诱导的肝脏炎症及脂肪肝的形成［18-19］。上述结果均

提示 IL⁃25在肝脏炎症中可能发挥保护性作用。然

而，亦有文章指出在曼氏血吸虫感染中，IL⁃25在肝

脏肉芽肿的形成发展过程中的作用是轻微的［20］。

本研究发现外源性给予 IL⁃25对日本血吸虫感染导

致的肝脏肉芽肿大小无明显作用，这可能是因为日

本血吸虫成虫开始排虫卵时，肝脏中的虫卵堆积在

肝脏中无法排出体外，使得虫卵对肝脏的损伤持续

存在，进而肝脏炎症改善不明显。

目前，关于日本血吸虫感染所引起的肠道损伤

鲜有研究，也缺乏针对性治疗的报道。本研究结果

证明外源性 IL⁃25在肠道损伤中显示出一定的缓解

效果，这不仅丰富了日本血吸虫感染后肠道病变发

生的理论基础，也为临床上改善某些炎症性疾病，

如炎症性肠病等提供了重要的借鉴思路。
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