
肠道拥有人体最大的表面积［1］，在作为最主要

的营养吸收器官的同时，为了抵御外来病原体的入

侵、维持体内免疫的稳定，也成为了体内最大的免

疫器官［2］。肠道内含有大量免疫细胞，这些免疫细

胞与物理屏障一起保护个体免受病原微生物或其

他可能导致肠道炎症反应的有害内容物的影响［3］。

糖皮质激素（glucocorticoid，GC）被认为在调节这种

肠道局部炎症和维持肠道免疫稳态中起到了至关

重要的作用［4］。GC是重要的免疫调节因子，主要由

肾上腺分泌。GC能够通过促进炎症介质产生、白细

胞迁移、淋巴细胞发育和抗原受体信号传导从而调

节机体的炎症状态［5］。GC不仅受下丘脑—肾上腺

—皮质醇轴（HPA）的调节能影响全身功能及调节免

疫应答［6］，也能够通过 11β⁃羟类固醇脱氢酶（11β⁃
hydroxysteroid dehydrogenase，1β⁃HSD1）的作用从代

谢产物中再生［7］，提高了组织及细胞中GC的表达水

平［8］。而 11β⁃HSD1 作为一种微线粒体酶，它可将

无活性的氢化可的松转化为有活性的氢化可的
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松［9］，增强局部组织GC的作用，因而又称11β⁃HSD1
为GC的局部放大器。过去大量 11β⁃HSD1的研究

都集中在肝脏、脂肪、脑及其他组织，包括前期研究

已发现11β⁃HSD1选择性抑制剂（BVT.2733）可明显

减轻高脂饮食肥胖小鼠体重、改善糖耐量和胰岛素

敏感、减少内脏脂肪蓄积，同时减轻内脏脂肪组织

巨噬细胞浸润和炎症因子（MCP1、TNFα）表达［10］。

目前关于肠道及11β⁃HSD1的研究仍然较少。因此

本文主要探究11β⁃HSD1敲除小鼠对肠道功能及炎

症改变的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

C57BL/6小鼠，6~8周，雄性，16~20 g（南京大学

模式动物研究所）；C57BL/6背景的 11β⁃HSD1（-/-）小

鼠，6~8周，雄性，16~20 g，繁殖于南京大学模式动物

研究所。将小鼠分为对照组和11β⁃HSD1基因敲除

组，每组各6只，饲养在SPF级动物房。

1.2 方法

1.2.1 石蜡切片及HE染色

小鼠喂养 6~8周后颈椎脱臼法处死小鼠，各组

分别完整取出肠道做成圈状，4％甲醛固定 24 h，
修剪组织后脱水，依次进行 75%酒精 4 h→85%酒

精 2 h→90%酒精 1 h→无水乙醇Ⅰ30 min→无水乙

醇 Ⅱ30 min→醇苯5~10 min→二甲苯Ⅰ5~10 min→
二甲苯Ⅱ5~10 min→蜡Ⅰ1 h→蜡Ⅱ 1 h→蜡Ⅲ 1 h。
常规包埋。将包埋好的蜡块置于切片机上切片，

４℃冰箱保存。取石蜡切片，常规脱蜡，苏木素染

液 3~5 min，然后伊红染液中染色 5 min。常规脱水

后用中性树胶封片。每组于光学显微镜下随机选

取 3个HE染色的区域进行观察。

1.2.2 过碘酸希夫（periodic acid⁃Schiff，PAS）糖原

染色

取小鼠小肠组织石蜡切片，常规包埋、复水。

样品滴加１％阿利新蓝染液（pH 2.5），室温放置10~
20 min，冲洗 1次，再用蒸馏水浸洗 2次。滴加高碘

酸溶液，室温放置10 min。再次冲洗1次，再用蒸馏

水浸洗 2 次。滴加 Schiff 试剂，室温放置 10~15
min。纯水冲洗。逐级常规乙醇脱水后中性树胶封

固。每组于光学显微镜下随机选取3个PAS 染色的

组织隐窝区域进行观察。

1.2.3 免疫组化及免疫荧光

取石蜡切片，脱水后BSA室温封闭 30 min。去

除封闭液，滴加一抗，切片平放于湿盒内4 ℃孵育过

夜。洗涤后滴加与一抗相应种属的二抗覆盖组织，

室温孵育 50 min。再次洗涤后滴加 DAB显色液。

DAPI染核3 min左右，自来水洗后用1%的盐酸酒精

分化数秒，自来水冲洗，氨水返蓝，流水冲洗。最后

将切片依次脱水后中性树胶封固。

1.2.4 实时荧光定量PCR
取小鼠小肠组织，提取组织RNA，并测定RNA

的含量和纯度。将RNA逆转成 cDNA 为模板，用相

关引物进行RT⁃PCR 扩增。实时定量 PCR 总反应

体系为10 μL，反应条件：95 ℃预变性5 min；94 ℃变

性15 s，60 ℃退火延伸15 s，40 个循环；72~94 ℃，每

升高0.5 ℃读1 次制备熔解曲线。以 actin 基因作为

内参，引物序列详见表1。
1.2.5 Western blot

取小鼠小肠组织，提取组织蛋白。待热变性

后，在每孔中加入 15 μg蛋白，再经过电泳、转膜及

封闭操作。分别加羊抗HSD1抗体（1∶400）和兔抗

GAPDH抗体（1∶1 000），4 ℃摇床作用12 h；洗涤，加

入由HRP标记的兔抗羊 IgG（1∶1 000），室温孵育2 h
后洗膜，滴加ECL显影液，显影拍照并分析。

1.3 统计学方法

用 GraphPad Prism 6 统计软件进行分析，数据

以均数±标准差（x ± s）表示，采用 t检验进行两组比

较。P ≤ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 11β⁃HSD1基因敲除小鼠的大体变化

将 12只小鼠分为对照组及 11β⁃HSD1敲除组

表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer table
基因名称

11β⁃HSD1

claudin⁃2

TJP1

MUC3

TNF⁃α

MCP1

IL⁃1b

引物序列（5′→3′）
F：AAGGAGCCGCACTTATCAGA
R：TTCAAGGCAGCGAGACACTA
F：AGGTGCTGCTGAGGGTAGAA
R：GCCTCTGGGCATAGCCTAA
F：AGCAATGTGAACGTGGATTG
R：CCTCTAGCCAATGCCTGACA
F：TTCTGTATCACGCCTTGCTC
R：GAGGAGGATCACGAGGATCA
F：TCACTGGAGCCACGAATGTC
R：CAGGGAAGAATCTGGAAAGGT
F：GGCTCAGCCAGATGCAGTTAA
R：CCTACTCATTGGGATCATCTTGCT
F：AGCCTGTGTTTTCCTCCT
R：GCTGCCTAATGTCCCCTT
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A、B：小鼠大体及小肠大体图；C、D：定量PCR（C）及Western blot（D）鉴定11β⁃HSD1基因水平。

图1 11β⁃HSD1基因敲除小鼠小肠11β⁃HSD1表达水平

Figure 1 Expression of 11β⁃HSD1 in instestine of 11β⁃HSD1 knockout mice

C D

（各 6只），观察到小鼠大体上差异不明显（图 1A）。

小鼠小肠长度分析显示：11β⁃HSD1敲除组的小肠

长度比对照组的小肠长度明显增长（图 1B）。通过

荧光定量PCR及Western blot鉴定11β⁃HSD1基因敲

除模型的建立（图1C、D）。
2.2 各组小鼠肠组织HE染色和PAS染色的比较

与对照组相比，11β⁃HSD1基因敲除组小鼠绒

毛长度明显缩短（P < 0.001）；且隐窝长度明显增长

（P < 0.001，图 2）；与对照组相比，11β⁃HSD1基因敲

除组小鼠的单位面积内杯状细胞数量明显增多，敲除

组小鼠小肠黏膜屏障功能增强（图3）。
2.3 各组小鼠肠黏膜屏障相关基因比较

HSD1敲除组肠道黏膜相关黏蛋白MUC3的表

达较对照组显著上升（P < 0.01），HSD1敲除组肠道

结合蛋白相关基因TJP1（ZO⁃1）较对照组显著下降

（P < 0.05），而HSD1敲除组 claudin⁃2较对照组有上

升趋势，这个结果也在 claudin⁃2的免疫荧光染色中

体现（图 4）。结合 PAS糖原染色结果，说明肠上皮

层通透性改变，黏膜屏障功能增强。

2.4 各组小鼠肠道炎症因子基因表达的比较

TNF⁃ α 由内毒素刺激单核巨噬细胞产生，可促

进细胞生长、分化、凋亡及诱发炎症等，抑制宿主的

免疫功能。肠道炎症相关基因 TNF⁃α的表达在

HSD1 敲除组较对照组有显著下降（P < 0.01），

MCP1、IL⁃1b的表达有明显下降趋势。对照组及

11β⁃HSD敲除基因组小肠F4/80染色的结果也显示

了同样趋势（图 5）。说明 11β⁃HSD1基因敲除后能

够显著改善肠道的炎症状态，减轻肠道炎症。

A：对照组及11β⁃HSD敲除基因组小肠HE染色；B：对照组及11β⁃HSD敲除基因组绒毛长度及隐窝长度。

图2 小肠大体HE染色

Figure 2 H&E staining images of small intestine
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A B

A：定量PCR肠道黏膜相关基因MUC3及紧密连接蛋白相关基因 claudin⁃2和TJP1的表达；B：小鼠野生组及 11β⁃HSD1敲除基因组小肠

TJP1和claudin⁃2免疫荧光染色（×10）。
图4 小鼠肠黏膜屏障功能

Figure 4 Barrier function of small intestine
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3 讨 论

GC能够调节许多免疫应答，包括抵抗炎症。在

表达 GC和盐皮质激素受体的组织中，GC代谢受

11β⁃羟基类固醇脱氢酶（11β⁃HSD）的同工酶调节，

有两种亚型（11β⁃HSD1和11β⁃HSD2）［11］，11β⁃HSD1
是一种具有脱氢酶和还原酶双向作用的酶，它活化

氢化可的松，增加局部组织GC的水平。本课题组

已有研究证实了11β⁃HSD1敲除之后能够明显改善

小鼠全身多脏器如心脏、脂肪炎症状态［10-12］，然而关

于11β⁃HSD1敲除与肠道炎症的关系尚不明确。

肠道是人体中最大的黏膜表面，不仅是人体最

大的营养吸收器官［2］，而且需要即时感受各种病原

微生物及化学物质的变化，所以肠道又被认为是第

一细胞屏障和免疫防御组织［13］。在肠道中，两个GC
的关键酶11β⁃HSD1和P450ssc表达量都非常低，但

是能够被免疫应激所诱导，将肠道上皮细胞及隐窝

分开培养，则会发现肠道的这两个糖皮质激素关键

酶能够稳定且持续的表达［14］。这也就说明 11β⁃
HSD1 能够调节肠道黏膜的通透性。通过 11β ⁃
HSD1敲除小鼠模型的建立，反映了在缺乏GC合成

关键酶 11β⁃HSD1的情况下，发现肠道绒毛明显缩

短，而隐窝数量明显增多，同时杯状细胞增多，肠道

黏液分泌增多，证实了肠道黏膜形态改变，缺乏肠

道11β⁃HSD1合成的小鼠表现出更高的肠上皮层通

透性，且黏膜屏障功能增强。

GC通常能够具有有效的免疫调节和免疫抑制

活性，肠道黏膜组织能够自体产生GC且影响免疫

细胞活化［15］，并反过来有助于平衡这些免疫应答以

避免组织损伤。肠道局部产生的GC代表负反馈的

调节和维持免疫稳态［6］。本研究显示了 11β⁃HSD1
基因敲除小鼠肠道最重要的 3个炎症因子 TNF⁃α、
MCP1、IL⁃1b均显示出明显下降趋势，所以有理由认

为 11β⁃HSD1敲除后能够改善肠的炎症状态，减轻

炎症。实际上，近年来 11β⁃HSD1在各类疾病中的

重要作用已越来越受到国内外学者的关注。人体

研究发现，随着年龄增加骨骼肌中 11β⁃HSD1的表

A：小鼠野生组及11β⁃HSD敲除基因组小肠杯状细胞染色PAS；
B：小鼠野生组及11β⁃HSD敲除基因组单位面积内的杯状细胞数量。

图3 小肠杯状细胞PAS染色

Figure 3 PAS staining images of goblet cells
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达逐渐增高，肌肉力量逐渐减弱，体脂含量进行性

增加，并且胰岛素敏感性逐步下降，提示11β⁃HSD1
与年龄相关的肌少症和衰弱密切相关。动物研究

发现，11β⁃HSD1基因缺陷的小鼠可以抵抗脂多糖

诱导的脑代谢障碍及脑组织炎症状态。对阿尔海

默茨病模型的小鼠使用11β⁃HSD1抑制剂可显著改

善其认知功能障碍。更有趣的是，在人体活检的皮

肤组织中使用 11β⁃HSD1抑制剂，发现其可明显增

加真皮组织中的胶原含量，有效改善紫外线诱导的

皮肤老化。既往研究也证实，11β⁃HSD1抑制剂能

够促进成骨细胞的分化，改善成骨细胞功能，是治

疗老年性骨质疏松症的有效手段［16］。因此，这些都

为 11β⁃HSD1基因参与调控肠道炎症提供了线索，

抑制体内 11β⁃HSD1可降低体内糖皮质激素活性、

改善肠道组织功能，从而能进一步挖掘溃疡性结肠

炎及克罗恩病等一些肠道类固醇生成相关疾病的

发病机制，为进一步治疗这些疾病提供新靶点。

然而由于糖皮质激素是重要的免疫调节因子，

11β⁃HSD1也在体内广泛表达（脂肪、肝脏、巨噬细

胞、血管内皮、呼吸道上皮等），在不同组织中发挥

着不同效应。全面抑制11β⁃HSD1可能会因影响免

疫系统功能而导致不良后果。如 Randall 等［17］报

道，与在肠道组织的作用相反，抑制气道上皮细胞

的 11β⁃HSD1活性反而会加重气道炎症。无独有

偶，另外也有学者发现，特异性敲除肝脏的 11β⁃
HSD1完全不能改善小鼠高脂饮食诱导的肥胖、胰

岛素抵抗等代谢紊乱。因此，11β⁃HSD1具有组织

特异性，全面抑制机体的 11β⁃HSD1，会作用于体内

多个组织，带来有害影响。如何仅仅将 11β⁃HSD1
抑制剂作用于肠道组织，改善肠道功能，而不带来

其他方面的不良反应，是一个巨大的挑战。对此将

应用11β⁃HSD1基因肠道特异性敲除的小鼠进行后

续研究，探究抑制肠道局部 11β⁃HSD1对整个肠道

免疫功能及全身免疫反应的调节。
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