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钟万锷１，周国雄１，丁晓凌１，黄　华２

１．南通大学附属医院消化内科，南通２２６００１

２．南通大学附属医院病理科，南通２２６００１

［摘要］　目的：研究趋化因子巨噬细胞炎症蛋白３α（ＭＩＰ３α）及其受体ＣＣＲ６在溃疡性结肠炎（ＵＣ）中的表达情况以及与 ＵＣ

病变程度和范围的关系，探讨其在ＵＣ发病机制中的作用。方法：用免疫组织化学法检测３５例活动期 ＵＣ及２０例正常对照

石蜡包埋组织中 ＭＩＰ３α及ＣＣＲ６的表达情况。结果：ＵＣ组 ＭＩＰ３α及ＣＣＲ６均为阳性表达，对照组为阴性或弱阳性表达。

ＭＩＰ３α及ＣＣＲ６在 ＵＣ组的表达与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＵＣ病变范围越广、程度越重，ＭＩＰ３α及

ＣＣＲ６表达阳性率越高；且 ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６表达有明显相关性（ｒ＝０．７６５，Ｐ＜０．０１）。结论：ＭＩＰ３α与ＣＣＲ６均参与了ＵＣ的

发生和发展，两者的相互作用可能在ＵＣ局部结肠组织破坏和病理变化中起着重要作用。
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　　溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种病因、发病机制未
明的炎症性肠病（ＩＢＤ）。目前认为其发病可能与遗
传、免疫、感染及精神等多因素相互作用有关，而免
疫学因素是 ＵＣ研究中的热点。在免疫学因素中，
细胞因子被认为在发病机制上起着重要作用。细胞
因子常分为３类：促炎细胞因子、抗炎细胞因子以及
生长因子。促炎细胞因子与抗炎细胞因子之间的平
衡失调被视为 ＵＣ的一个重要的发病机制。趋化因
子作为一类促炎细胞因子，在 ＵＣ发病发展中起着

重要作用。本研究通过免疫组织化学的方法研究巨
噬细胞炎症蛋白３α（ＭＩＰ３α）及其受体ＣＣＲ６在ＵＣ
中的表达情况以及与病变程度的关系，了解 ＭＩＰ３α
和ＣＣＲ６在ＵＣ发病中的作用。

１　材料和方法

１．１　研究对象　收集２００５年１０月至２００７年１２
月在南通大学附属医院门诊和住院患者中因腹痛、
腹泻、便血、腹胀及里急后重等行肠镜检查的患者，
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经内镜和病理证实为溃疡性结肠炎，符合２０００年成
都全国炎症性肠病学术会议研讨会制定的 ＵＣ诊断
标准［１］。男性２１例，女性１４例，年龄１６～７６岁（中
位年龄 ４４ 岁），均为疾病活动期。按 Ｔｒｕｅｌｏｖｅ
Ｗｉｔｔｓ标准进行病情轻重分级：轻度１３例，中度１４
例，重度８例；按Ｔｒｕｅｌｏｖｅ标准进行内镜分级［１］：Ⅰ
级１２例，Ⅱ级１６例，Ⅲ级７例；按病变累及部位分：
直肠炎１０例，直乙结肠炎１４例，左半结肠炎８例，
全结肠炎３例。对照组２０例为性别年龄相匹配的
健康志愿者（８例）和结肠息肉行肠镜检查者，取其
正常肠黏膜，其中男性１２例，女性８例，年龄１８～７５
岁（中位年龄４２．５岁）。２０例标本均经病理检查确
认为正常肠黏膜。ＭＩＰ３α多克隆抗体购自美国

Ｒ＆Ｄ公同，ＣＣＲ６多克隆抗体购自美国 ＡＬＥＸＩＳ，
均为山羊来源。兔抗羊ＩｇＧ二抗购自美国Ｊａｃｋｓｏｎ
公司。ＥｌｉＶｉｓｏｎ试剂盒购于北京中杉生物技术开发
公司。所用仪器：ＬＥＩＣＡ全自动组织脱水机；ＬＥＩ
ＣＡ组织包埋机；ＬＥＩＣＡ２０３５切片机；常州中威组织
漂烘仪；上海宝尔纯水处理仪；ＬＡＢＶＩＳＩＯＮ自动免
疫组化染色仪；ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１显微镜；无锡朗珈
病理图文分析系统。

１．２　标本采集　所有研究对象常规进行肠道准备，
然后作肠镜检查，在病变最明显处取组织２块，立即
置于１０％甲醛中固定。健康志愿者和肠道肿瘤行
肠镜检查者取其正常肠黏膜２块，立即置于１０％的
甲醛固定。制备组织切片，部分切片行 ＨＥ染色，
光学显微镜下评价炎症、溃疡等组织学改变；另一部
分用于检测 ＭＩＰ３和ＣＣＲ６的表达。

１．３　免疫组化检测步骤　采用ＬＡＢＶＩＳＩＯＮ２Ｄ
全自动免疫组化染色仪，ＥｌｉＶｉｓｏｎ二步法进行染色。

１０％甲醛固定的组织，用ＬＥＩＣＡ自动脱水机脱水，
透明，浸蜡处理，包埋成蜡块，切成厚度为４～５μｍ
的薄片，置于６７℃烘箱烘片２ｈ，脱蜡至水。ＰＢＳ冲
洗，按照每种一抗的要求用酶消化以及微波抗原修
复进行预处理。处理完毕后放入自动免疫组化染色
仪当中，编程。每张切片加１滴３％的 Ｈ２Ｏ２，室温
下孵育１０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶的活性，

ＰＢＳ冲洗；除去ＰＢＳ液，每张切片加１滴ＭＩＰ３α（工
作浓度１５μｇ／ｍｌ）及ＣＣＲ６（工作浓度１３００）第一
抗体，在室温条件下孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗；除去ＰＢＳ，
每张切片加１滴聚合物增强剂，室温下孵育２０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗；除去ＰＢＳ，每张切片加１滴兔抗羊二抗
（工作浓度１５００），室温下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；
除去ＰＢＳ液，每张切片加一滴新鲜配制的ＤＡＢ，室
温条件下显色５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。０．１％ＨＣｌ分

化，自来水冲洗，蓝化，切片经梯度乙醇脱水干燥，二
甲苯透明，中性树胶封固，光镜观察。ＭＩＰ３α和

ＣＣＲ６表达阳性的细胞为棕黄色着色，背景为淡蓝
色。所有切片均在同一条件的光学显微镜下观察，
结果以胞核或胞质中发现棕黄色或褐色颗粒状物者

为阳性细胞。阴性对照应无棕黄色反应产物。采用
以下染色积分评价标准［２］：染色强度分为４级，０＝
阴性染色，１＝弱阳性染色，２＝中度阳性染色，３＝强
阳性染色；每张切片按所见阳性细胞范围分为５级，

０＝阴性，１＝阳性细胞占１％～２５％，２＝阳性细胞
占２６％～５０％，３＝阳性细胞占５１％～７５％，４＝阳
性细胞占７６％～１００％。每张切片的染色积分以这
二者乘积表示。

１．４　统计学处理　应用Ｓｅｓｔａｔａ１０．０统计软件，采
用方差分析比较 ＵＣ组、正常对照组 ＭＩＰ３α和

ＣＣＲ６的表达有无差别。采用成组ｔ检验分析 ＵＣ
组不同病变程度的病变肠黏膜 ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６的
表达，ＭＩＰ３α和 ＣＣＲ６的相关性采用线性相关分
析。

２　结　果

２．１　ＵＣ组、正常黏膜 ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６表达的比
较　ＵＣ患者病变肠组织和对照组肠组织 ＨＥ染色
及免疫组化染色情况见图１。ＭＩＰ３α主要表达局
限在与淋巴滤泡相连的上皮细胞；ＣＣＲ６的表达主
要在邻近 ＭＩＰ３α表达区域的Ｔ淋巴细胞上，在上
皮下区域的非淋巴细胞上也有表达。在正常结肠黏
膜组织中，ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６无或仅有弱阳性表达；

ＵＣ患者肠黏膜 ＭＩＰ３α、ＣＣＲ６表达水平分别为

４．４３±１．７４和５．００±２．１１，均较正常对照组明显升
高（分别为０．５５±０．５１和０．７０±０．４７），差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＭＩＰ３α、ＣＣＲ６与ＵＣ病变程度之间的关系　
ＭＩＰ３α、ＣＣＲ６表达随ＵＣ病情加重明显增加，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。

２．３　ＭＩＰ３α与ＣＣＲ６相关性分析　经线性相关分
析发现，ＭＩＰ３α与ＣＣＲ６表达显著相关（ｒ＝０．７６５，

Ｐ＝０．００７４）。

３　讨　论

　　趋化因子是一类可诱导的、相对分子质量为

７０００～１００００的促炎细胞因子，趋化因子通过其相
应受体对多种细胞如淋巴细胞、中性粒细胞、单核细
胞、树突状细胞（ＤＣ）等的趋化作用而在多种疾病的
免疫反应和炎症损伤中发挥重要作用。ＭＩＰ３α通
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图１　ＵＣ患者病变肠组织和对照组肠组织ＨＥ染色及免疫组化染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｉｎＵＣａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｂ：ＭＩＰ３αｗａｓｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｒｏｎｌｙｗｅａｋｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｏｆｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；Ｃ：ＭＩＰ３αｗａｓｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｒｏｎｌｙｗｅａｋｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；Ｄ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｏｆＵＣｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｅ：ＭＩＰ３αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｃｏｌｏｎ

ｍｕｃｏｓａｏｆＵＣｐａｔｉｅｎｔｓ，ａｎｄＭＩＰ３αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｃｏｎｆｉｎｅｄｔｏｆｏｌｌｉｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｆ：ＣＣＲ６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｏｆＵＣｐａｔｉｅｎｔｓｍａｉｎｌｙｉｎＴｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｖｉｃｉｎｉｔｙｏｆＭＩＰ３α＋ｚｏｎｅ．ＣＣＲ６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｌｓｏｆｏｕｎｄｉｎｎｏｎｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｕｂｅｐｉｔｈｅｌｉａｌａｒｅａ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）

表１　ＭＩＰ３α、ＣＣＲ６表达与ＵＣ病变程度的关系

Ｔａｂ１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＭＩＰ３α，ＣＣＲ６ａｎｄｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆＵＣ
（珚ｘ±ｓ）

Ｆａｃｔｏｒ ｎ ＭＩＰ３α ＣＣＲ６

Ｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔ ８ ０．５２±０．４８ ０．５９±０．５７
Ｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｄｉｓｅａｓｅ

　　Ｌｉｇｈｔ １３ ２．８５±０．３８ ２．９２±０．４９

　　Ｍｏｄｅｒａｔｅ １４ ４．５７±０．７６ ５．０７±１．００

　　Ｓｅｒｉｏｕｓ ８ ６．７５±１．３９△△７．５０±１．６０△△

Ｅｎｄｏｓｃｏｐｅｇｒａｄｅ

　　Ⅰｇｒａｄｅ １２ ２．７５±０．４５ ２．８３±０．３９

　　Ⅱｇｒａｄｅ １６ ４．５６±０．９０ ５．３１±１．４０

　　Ⅲｇｒａｄｅ ７ ６．８６±１．４６△△７．２９±１．６０△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｌｉｇｈｔ（Ⅰｇｒａｄｅ）ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｒａｔｅ（Ⅱ

ｇｒａｄｅ）ｇｒｏｕｐ

过其受体ＣＣＲ６的作用趋化未成熟树突状细胞（ｉｍ

ＤＣ）进入结肠黏膜，同时活化和趋化淋巴细胞［３５］。

我们的研究结果发现，ＭＩＰ３α在 ＵＣ组中阳性表

达，表达的强弱与炎症程度成正相关，在对照组中不

表达或仅有微弱的表达，差异具有统计学意义。

ＣＣＲ６作为 ＭＩＰ３α的受体，其表达情况与 ＭＩＰ３α
的表达情况相一致。ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６的表达具有

相关性。因而 ＭＩＰ３α与ＣＣＲ６反映了疾病的炎症

程度，可作为病情程度监测的指标之一。

　　肠上皮细胞的主要功能是通过吸收和分泌保持

肠内微环境稳定，在炎症或病原微生物感染的刺激

下，肠上皮细胞能吸引中性粒细胞和淋巴细胞等炎

症细胞到受累肠黏膜表面，并释放细胞因子，在细胞

因子ＩＬ１α、ＴＮＦα等的作用下 ＮＦκＢ表达上调，

ＮＦκＢ进一步上调 ＭＩＰ３α以及 ＣＣＲ６的表达［４］。

在ＵＣ中，由于同样的原因 ＭＩＰ３α的水平明显升

高，从而使更多的ｉｍＤＣ和趋化淋巴细胞聚集于受

累肠壁，使炎症进一步加重。ＤＣ是一类专职抗原提

呈细胞，具有强大的抗原提呈和处理功能。ＤＣ前体

细胞经血液循环进入非淋巴组织，分化为ｉｍＤＣ，定

居于上皮组织、胃肠道、呼吸道、泌尿和生殖系统以

及心、肝、肾等实质脏器，在局部微环境中，ＤＣ在炎

性细胞因子和抗原物质以及内毒素／脂多糖等的刺

激下逐渐成熟，并通过输出淋巴管和血液循环进入

引流淋巴结。成熟树突状细胞（ｍＤＣ）可以激活 Ｔ
淋巴细胞发生免疫反应并表达重要的共刺激分子如

ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ８３、ＣＤ５４和ＣＤ４０等［５］。尽管产生

炎症的原因各不相同，但最终导致炎症的途径是由

ＣＤ４Ｔ细胞分化的辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）或Ｔｈ２所
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介导。ＵＣ通常被认为是 Ｔｈ２介导的肠道黏膜炎

症。Ｗａｔａｎａｂｅ等［６］的研究表明 ＤＣ的浸润数量与

炎性反应的严重性呈正相关。我们的研究结果与该

研究结果相一致。

　　通过阻断有关趋化因子和（或）阻断趋化因子受

体来间接阻断趋化因子从而阻止炎症细胞募集到炎

症部位是一种新的抗炎策略，在一些慢性炎症性疾

病中，许多趋化因子和它们的受体已被成功地作为

靶向治疗干预。Ｈｙｕｎ等［７］在小鼠大肠炎动物模型

研究表明：在大肠炎的发展阶段，给予ＩＰ１０单克隆

抗体能减轻临床症状和组织损伤、减少ＩＰ１０ｍＲ

ＮＡ的表达以及减少单核细胞在淋巴结和结肠的累

积。提示在ＵＣ中，阻断ＩＰ１０有可能成为一种有

用的辅助治疗。ＲｉｖｅｒａＮｉｅｖｅｓ等［８］通过自发鼠类

动物模型研究发现，在慢性回肠炎早期ＣＣＲ９表达

增多；ＣＣＬ２５，即胸腺表达的趋化因子（ＴＥＣＫ），表

达局限于小肠；给予抗体阻断ＣＣＬ２５／ＣＣＲ９能减轻

早期慢性鼠类回肠炎，而在后期阶段由于ＣＣＲ９表

达下降，治疗效果不佳。由于 ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６在

ＵＣ发病中起着重要作用，表达的强弱与炎症程度

成正相关，ＭＩＰ３α和 ＣＣＲ６的表达上调是 ＮＦκＢ
介导的，通过拮抗 ＮＦκＢ 的活性理论上应该使

ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６的表达下调，炎症损伤减轻。进一

步研究ＮＦκＢ和 ＭＩＰ３α、ＣＣＲ６的相互关系，并寻

找它们安全有效的拮抗剂，通过拮抗它们的活性来

减轻炎症损伤，将给治疗ＵＣ带来希望。ＭＩＰ３α和

ＣＣＲ６在ＵＣ中的具体作用还不完全清楚，我们的

研究通过免疫组织化学的方法证实了它们在 ＵＣ中

的蛋白表达情况，进一步研究它们的基因表达情况，

以及通过基因敲除动物模型等来研究它们在 ＵＣ中

的作用机制有着重要意义。

　　 根据以上研究结果，我们认为：ＭＩＰ３α和

ＣＣＲ６参与了ＵＣ的发生和发展。ＭＩＰ３α通过其受

体ＣＣＲ６趋化ｉｍＤＣ和趋化淋巴细胞聚集在病变结

肠，ｉｍＤＣ逐渐变为 ｍＤＣ并进一步激活淋巴细胞，

最终导致 Ｔｈ２介导的肠道黏膜炎症。由此可见，

ＭＩＰ３α和ＣＣＲ６在 ＵＣ发病中起介导作用，ＤＣ对

淋巴细胞的激活直接导致了ＵＣ的病理变化。ＭＩＰ

３α和ＣＣＲ６反映了疾病的炎症程度，可作为病情严

重程 度 的 评 价 指 标 和 可 能 成 为 潜 在 治 疗 的

靶点。　　　　　
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