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人硫氧还蛋白治疗小鼠溃疡性结肠炎的药效学作用
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摘要: 本研究旨在利用基因工程技术表达重组人硫氧还蛋白 (recombinant human thioredoxin, rhTXN), 并在葡

聚糖硫酸钠 (dextran sulfate sodium, DSS) 诱导的小鼠溃疡性结肠炎模型上验证其治疗效果。从 Jurkat细胞的 cDNA

中克隆出人硫氧还蛋白基因TXN, 采用限制性酶切法构建 pCold TF-rhTXN重组表达质粒, 在大肠杆菌中表达后, 利

用镍柱纯化、再通过酶切去除融合表达标签、获得完整的 rhTXN重组蛋白, 并用胰岛素还原法检测其二硫键还原酶

活性。本研究中的动物实验是按照南京大学实验动物福利伦理审查委员会的伦理指导方针进行的。3% DSS自由

饮用诱导小鼠溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 模型, 腹腔注射 rhTXN, 通过体重变化、结肠长度和苏木精-伊红

(hematoxylin and eosin, HE) 染色切片研究其治疗效果。利用活体成像研究 rhTXN 对 DSS 小鼠的靶向性。利用

GEO数据库的GSE107499数据集筛选UC炎症部位的枢纽基因并研究与TXN的相关性。实验结果显示, 具有活

性的 rhTXN 成功表达和纯化 , rhTXN (100 μg·kg-1) 在维持 DSS 小鼠体重变化 (P = 0.000 5) 和减少肠道损伤上

(P < 0.000 1) 有显著治疗效果, 并对DSS小鼠有结肠靶向性。GSE107499数据集中UC患者炎症部位TXN有极显

著的下调 (P < 0.01), 并与枢纽基因CD40有极显著的负相关 (P < 0.01), 与纤连蛋白 1 (fibronectin 1, FN1) 有极显著

的正相关 (P < 0.01)。本研究成功制备出具有生物活性的 rhTXN, 并证明对DSS小鼠模型有较好的治疗效果, 而

TXN基因与UC枢纽基因CD40和FN1有显著相关性。
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Abstract: This study was designed to obtain recombinant human thioredoxin (rhTXN) by gene cloning and

prokaryotic expression, and evaluated its therapeutic effect in the mouse ulcerative colitis (UC) model induced by

dextran sulfate sodium (DSS). The human thioredoxin gene TXN was cloned from the cDNA of Jurkat cells. The

recombinant expression plasmid pCold TF-rhTXN was constructed by restriction enzyme digestion. After

expression in E. coli BL21 (DE3), recombinant human thioredoxin was purified by a nickel column. Intact rhTXN
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recombinant protein was obtained after removal of the fusion partner-tag by enzyme digestion and the activity of

disulfide reductase was detected by the insulin reduction method. The animal experiments in this study were

performed in accordance with the ethical guidelines of the Laboratory Animal Welfare Ethical Review Committee

of Nanjing University. Experiment ulcerative colitis was induced by providing mice with sterilized drinking water

which contained 3% DSS. rhTXN was injected intraperitoneally. The therapeutic effect was studied by weight

change, colon length and HE (hematoxylin and eosin) stained sections. In vivo imaging was used to study the

targeting of rhTXN to DSS mice. The GSE107499 data set of GEO database was used to screen the hub genes at

the lesional sites of UC and study the correlation with TXN. The experimental results showed that rhTXN was

successfully expressed and purified with disulfide reductase activity. rhTXN (100 μg·kg-1) had a significant

therapeutic effect on maintaining the weight change of mice (P = 0.000 5) and reducing intestinal injury (P < 0.000 1),

and had a colon targeting effect on DSS mice. In GSE107499 data set, TXN in inflammatory sites of UC patients

was significantly down regulated (P < 0.01) and negatively correlated with hub gene CD40 (P < 0.01) and

positively correlated with hub gene fibronectin 1 (FN1) (P < 0.01). In this study, biologically active rhTXN was

successfully prepared and proved to have a promising therapeutic effect on the DSS mouse model, and TXN gene

was significantly correlated with the UC hub genes CD40 and FN1.

Key words: recombinant human thioredoxin; protein purification; ulcerative colitis; dextran sodium sulfate;

hub gene

溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 是一种易复

发的自身免疫性疾病, 属于炎症性肠病 (inflammatory

bowel disease, IBD) 的一种。溃疡性结肠炎通常会影

响患者结肠和直肠的最内层黏膜, 症状表现为持续的

炎症和溃疡[1]。在世界范围内, 主要是在发展中国家

包括中国, UC的发病率和发生率仍在增加[2]。UC的

致病机制尚不明确, 遗传、免疫和环境因素, 如饮食、压

力、吸烟、肠道菌群和自由基等, 都参与了其发展[3,4]。

对于UC的治疗, 除了传统的皮质类固醇、免疫抑制剂

等外, 各种生物制剂逐渐成为热点, 例如 TNF-α阻断

剂、JAK抑制剂、IL-12/IL-23p40单克隆抗体和细胞黏

附分子抑制剂等[5,6]。然而, 这些生物制剂也存在成本

高、质控难度大、不良反应明显等缺点。因此, 开发新

型、高效、低毒的治疗药物成为需求。

硫氧还蛋白 (thioredoxin, TXN) 又称成人 T 细胞

白血病来源因子 (adult T cell leukemia-derived factor,

ADF)[7], 是控制氧化还原调节系统的最重要的分子之

一, 在保守的活性位点序列Cys32-Gly-Pro-Cys35中含有

一个具有氧化还原活性的二硫醚/二硫醇[8]。硫氧还蛋

白具有多种生物学功能, 包括抗炎、抗氧化、抗凋亡等

作用 [9,10]。已有文献报道 , UC 患者结肠黏膜中硫氧

还蛋白相互作用蛋白 (thioredoxin-interacting protein,

TXNIP) 的表达水平降低[11], 并且UC炎症部位TXN表

达水平显著降低[12], 这提示着 TXN 与 UC 存在密切

联系。

然而, 人硫氧还蛋白 (human thioredoxin, hTXN)

对溃疡性结肠炎的作用如何, 文献鲜有报道。本实验

首先通过基因克隆技术表达重组人 TXN, 在体外鉴

定其活性 , 继而利用葡聚糖硫酸钠 (dextran sulfate

sodium, DSS) 诱导小鼠溃疡性结肠炎模型研究重组人

硫氧还蛋白的治疗效果。并利用 GEO 中的数据集

GSE107499研究UC炎症部位TXN基因 (即人硫氧还

基因) 与枢纽基因的相关性, 为重组人硫氧还蛋白在

溃疡性结肠炎治疗中的应用提供理论依据。

材料与方法

菌株与细胞 E. coli BL21 (DE3) 菌株、pCold TF

载体质粒、Jurkat细胞均由本实验室冻存。

主要试剂 胰岛素购自MCE公司; 葡聚糖硫酸钠

购自 YEASEN公司; ClonExpress® II One Step Cloning

Kit购自Vazyme公司; 英夫利昔单抗 (infliximab) 购自

Sigma-Aldrich公司。

重组质粒 pCold TF-rhTXN 的构建 在NCBI中

获得人硫氧还蛋白的序列 (NM_003329.4)。设计引物,

从 Jurkat细胞中提取总RNA, 反转录反应合成 cDNA,

PCR扩增出hTXN基因编码区片段。利用ClonExpress®

II One Step Cloning Kit 试剂将 hTXN 序列连入 pCold

TF 载体 , 转入 E. coli BL21(DE3) 细胞。筛选阳性克

隆, 进行菌落PCR及测序鉴定。

rhTXN的诱导表达和纯化 取阳性克隆涂布于

LB (Amp+) 平板 , 接种于 LB (Amp+) 液体培养基中 ,

37 ℃振荡过夜培养 , 次日按 1∶100 比例转接于新鲜

LB (Amp+) 中, 37 ℃继续培养, 至细菌密度达到 (A600∶

0.6～0.8), 加入终浓度为 5 mmol·L-1异丙基-β-硫代丙

糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG), 在 15 ℃下

诱导 20 h, 得到可溶性表达。通过离心 (4 000 r·min-1,
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20 min, 4 ℃) 收取大肠杆菌沉淀, 在缓冲液 (20 mmol·L-1

Tris, pH 7.8, 150 mol·L-1 NaCl) 中重悬菌液。使用高

压均质匀浆器破碎大肠杆菌 , 离心后 (12 000 r·min-1,

30 min, 4 ℃) 吸取上清。用Ni-NTA柱纯化目标蛋白,

用 80 mmol·L-1咪唑洗脱。随后用HRV 3C酶从纯化的

蛋白中去除TF标签 (4 ℃, 12 h)。然后使用Ni-NTA柱

收集不含 TF标签的完整的 rhTXN。用 PBS过夜透析

后, 将纯化的 rhTXN浓缩并在-80 ℃下保存。

rhTXN 的体外活性检测 在 1 000 μL 反应混合

物中含有 50 mmol·L-1 Tris·HCl (pH 7.5)、1 mmol·L-1乙

二胺四乙酸 (EDTA)、0.17 mmol·L-1胰岛素和 5 μmol·L-1

rhTXN。加入二硫苏糖醇 (DTT) 至终浓度 2 mmol·L-1

启动反应, 室温下在 650 nm处每隔 l min测定 1次吸光

度 (A) 值, 绘制反应曲线。

DSS结肠炎小鼠模型的诱导和治疗 雌性SPF级

C57BL/6小鼠 [17～19 g, 6～8周龄, 实验动物使用许

可证: SYXK (苏) 2019-0056] 购自南京大学生命科学

学院实验动物中心。小鼠被饲养在 25 ± 2 ℃的恒温条

件下, 保持 12 h的光-暗循环, 自由饮用食物和水。动

物实验按照南京大学实验动物福利伦理审查委员会的

伦理指导方针进行。

将 36 只小鼠随机分为 6 组 : 对照组、DSS 组、

rhTXN (10 μg·kg-1) 组、rhTXN (100 μg·kg-1) 组、rhTXN

(1 mg·kg-1) 组和 infliximab (10 mg·kg-1) 组。除了对照

组外, 其余组小鼠自由饮用含 3% DSS (w/v) 的无菌饮

用水, 诱导实验性结肠炎。从造模第 2天开始腹腔注

射不同浓度的 rhTXN和 infliximab, 直到其被处死。每

天检测小鼠体重和粪便出血等情况。

结肠HE染色 取小鼠结肠组织, 在 4%多聚甲醛

中固定 24 h。用梯度浓度的酒精脱去结肠中的水分,

再将其浸入二甲苯中。将组织块浸入石蜡块中包埋,

冷却。将蜡块固定在切片机上, 切成薄片, 用热水烫平

后贴在载玻片上, 烘干。用苏木精溶液染色数分钟, 再

用 0.5%盐酸乙醇或氨水将组织切片过多结合的染色

剂洗脱, 再用流水冲洗 1 h, 用蒸馏水清洗片刻, 分别在

70%和 90%的酒精中脱水 10 min, 最后用酒精伊红染

色液染色 3 min。用树胶滴在切片上封片 , 显微镜

观察。

rhTXN 对结肠的靶向性 取造模 5 天的 DSS 小

鼠 , 尾静脉注射 rhTXN-mCherry (1 mg·kg-1), 1 h 后用

10%水合氯醛 (3 mL·kg-1) 腹腔注射麻醉小鼠, 然后将

小鼠放入成像暗箱平台, 软件控制平台的升降到一个

合适的视野, 自动开启照明灯 (明场) 拍摄第一次背景

图。下一步自动关闭照明灯, 选择合适的激发和发射

滤片, 在没有外界光源的条件下 (暗场) 拍摄由小鼠体

内发出的特异光子。明场与暗场的背景图叠加后可以

直观地显示动物体内特异光子的部位和强度, 完成成

像操作。

GEO数据库中UC炎症部位的枢纽基因与TXN的

相关性分析 在GEO数据库中下载数据集GSE107499,

下载数据格式为 MINiML (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/query/acc.cgi?acc = GSE107499), 该数据采用

的芯片平台是 GPL15207。GSE107499 数据集包含

119个样本, 其中有 75个UC患者炎症部位结肠组织样

本和 44个UC患者非炎症部位结肠组织样本。首先使

用 R软件的 Limma软件包对数据进行整理、规范化、

数据合并及注释转换。通过 Limma分别筛选差异表

达基因 (DEGs), 筛选条件为 : 表达变化倍数大于 2

(|log2(flod change)| > 1)。

STRING 数据库 (https://string-db.org/cgi/input.pl)

用于预测蛋白质及研究蛋白质间的相互作用关系。

将 DEGs 导入 STRING 数据库 , 构建蛋白质相互作用

(protein protein interaction, PPI) 网络图 , 筛选条件为

combine score ≥ 0.4。并利用Cytoscape (3.9.0) 软件中

的插件 cytoHubba基于Closeness算法筛选出排名前20

的枢纽基因。利用Wilcoxon秩和检验对样本中 TXN

的表达进行分析, 箱线图通过R软件包 ggplot2进行绘

制。对TXN和筛选出的枢纽基因做 Spearman相关性

分析, 相关性图通过R软件包pheatmap进行绘制。

统计学分析 所有实验数据均采用 GraphPad

Prism 8.0 分析处理 , 计量数据以平均值 ± 标准误

[mean ± SEM (standard error of mean)]表示, 两组数据

比较采用 student's t test, P < 0.05为显著差异, P < 0.01

为极显著差异。

结果

1 重组质粒pCold TF-rhTXN的鉴定

首先构建重组质粒 pCold TF-rhTXN, 用 1% 琼脂

糖电泳检测 rhTXN基因的PCR产物, 在约 315 bp处可

见特异性条带 (图 1A), 与序列的实际大小一致。用

限制性内切酶 Nde I 和 EcoR I 双酶切 pCold TF 质粒

(图 1B)。将目的基因和酶切质粒同源重组后的产物转

入BL21菌, 挑选重组菌落进行 PCR鉴定, 发现所挑的

8个菌落皆为阳性 (图 1C), 菌落经 Sangon公司测序鉴

定正确, 说明重组质粒pCold TF-rhTXN构建成功。

2 rhTXN的诱导表达和纯化结果

在诱导前后和纯化过程中取样, 用12% SDS-PAGE

凝胶电泳检测蛋白的表达, TXN含 105个氨基酸, 相对

分子质量 (Mr) 为 12 000 Da。pCold TF载体是一种融

合表达可溶性的标签“触发因子 (trigger factor, TF) 伴

·· 1818



周露露等: 人硫氧还蛋白治疗小鼠溃疡性结肠炎的药效学作用

侣”的冷休克载体。“触发因子”是原核核糖体相关的分

子伴侣蛋白, 有利于新表达的多肽的共翻译折叠, 分子

质量为 52 000 Da。如图 2A 所示 , 经过 IPTG 诱导后 ,

所表达的 rhTXN含有 TF标签, 加上His标签等, 总共

大小为66 000 Da左右。

在TF标签与 rhTXN之间有一个人鼻病毒 3C蛋白

酶 (human rhinovirus 3C, HRV 3C) 的酶切位点 , 可用

HRV 3C酶切除TF标签和His标签。如图 2B所示, 切

割下的 rhTXN大约为12 000 Da, 其余部分为52 000 Da

左右, 提示切割完全。

3 rhTXN的体外活性检测

对于纯化后的 rhTXN, 可以使用胰岛素还原法检测

其活性。在DTT的作用下, rhTXN被还原成还原型的

rhTXN, 具有二硫键还原酶的活性。可以使得胰岛素

AB链间二硫键打开, 变成游离的AB链, B链在650 nm

处有强烈吸光度。如图 3所示, 同 PBS组相比, rhTXN

组 650 nm 处的吸光度在十几分钟时明显升高 , 并在

40 min左右达到平台期。表明纯化的 rhTXN 具有二

硫键还原酶的活性。

4 rhTXN对DSS小鼠结肠炎的治疗效果

使 C57BL/6 雌性小鼠自由饮用 3% DSS 水诱导

结肠炎。设置了 3个剂量的 rhTXN (10、100 μg·kg-1和

1 mg·kg-1), 以 infliximab作为阳性对照。在造模的第

2天和第5天给药, 以寻找有效的剂量 (图4A)。rhTXN组

100 μg·kg-1 [(17.25 ± 0.24) g, P = 0.000 5)] 和 1 mg·kg-1

[(16.77 ± 0.35) g, P = 0.021 2)] 小鼠的体重显著高于

DSS组 (15.68 ± 0.19) g, 并且 rhTXN (100 μg·kg-1) 组更

显著, 与 infliximab (10 mg·kg-1) 组在维持小鼠体重上

的效果没有显著差异 (图4B)。

解剖后取小鼠结肠观察, 与DSS组 (5.18 ± 0.17) cm

相比 , rhTXN 组在 100 μg·kg-1 [(6.60 ± 0.08) cm, P <

0.000 1)] 和 1 mg·kg-1 [(5.85 ± 0.09) cm, P = 0.005 6) 时

的结肠形态更为完整 (图 4C), 长度也显著增长, 并且

rhTXN (100 μg·kg-1) 组与 infliximab (10 mg·kg-1) 在维

持结肠长度和形态上有近似的效果 (图4D)。

通过对小鼠的结肠 HE染色切片分析, 观察到经

过 DSS造模后的小鼠肠壁增厚, 腺管排列不齐, 有明

显的隐窝受损和组织坏死的情况, 并伴随着大量炎性

细胞的浸润。而在经过 rhTXN与 infliximab治疗后有

明显改善。其中 rhTXN (100 μg·kg-1) 治疗后肠壁趋于

正常厚度, 腺管排列整齐, 炎性细胞浸润的情况有显

著改善, 与正常对照组最为接近 (图 4E)。上述结论表

明, rhTXN在 100 μg·kg-1时对DSS小鼠有良好的治疗

效果。

5 rhTXN对DSS小鼠的靶向研究

在证明了 rhTXN对DSS小鼠的治疗效果后, 为了

探究 rhTXN对DSS小鼠的靶向性, 在大肠杆菌中表达

了带荧光标签的 rhTXN-mCherry 融合蛋白。取造模

5 天的 DSS 小鼠 , 将 rhTXN-mCherry (1 mg·kg-1) 尾注

射到DSS小鼠和对照组体内, 1 h后麻醉小鼠, 用活体

成像装置 (mCherry) 观察 , 并取小鼠结肠、肾脏和脾

脏观察。结果显示, rhTXN-mCherry在结肠近端积累

(图 5A), 而在肾脏和脾脏中无明显蓄积 (图 5B)。以上

结果证实, rhTXN-mCherry对DSS小鼠具有结肠靶向

Figure 3 Analysis of disulfide reductase activity of rhTXN. n = 3,

x̄ ± s. ****P < 0.000 1

Figure 1 Construction and identification of the recombinant

plasmid pCold TF-rhTXN. A: PCR products of rhTXN; B: pCold

TF plasmid after restriction enzyme digestion (Nde I and EcoR I);

C: PCR results of recombinant plasmids. rhTXN: Recombinant

human thioredoxin; TF: Trigger factor

Figure 2 Expression and purification of rhTXN in E. coli. A:

SDS-PAGE analysis of protein expression induced by 5 mmol·L-1

isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG). 1: Total cellular protein after

IPTG induction; 2: Total cellular protein before IPTG induction; 3:

Cellular supernatant after induction; 4: Cellular supernatant before

induction; 5: Cellular precipitation after induction; 6: Cellular

precipitation before induction; 7: Protein marker; B: SDS-PAGE

analysis of rhTXN purification. 1: Protein marker; 2: rhTXN; 3:

TF-tag
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定位的作用。

6 GEO数据库中UC炎症部位的枢纽基因与TXN的

相关性分析

上述研究结果证明: ① rhTXN对DSS小鼠有良好

的治疗效果; ② rhTXN对DSS小鼠具有结肠靶向定位

的作用。然而, hTXN与人溃疡性结肠炎的关系究竟

怎样, 目前尚未可知。为了研究TXN基因在UC患者

中的表达水平变化和与枢纽基因相关性, 在GEO数据

库中选取了数据集GSE107499, 包含着 75个UC炎症

部位结肠组织样本, 44个UC非炎症部位结肠组织样

品。首先 , 对数据集中的微阵列数据进行了标准化

后, 在FDR < 0.05和 |log2(FC)| > 1的条件下, 共筛选出

Figure 5 Targeting effect of rhTXN on colon of DSS mice. A: rhTXN-mCherry in living DSS mice; B: rhTXN-mCherry in colon, kidney

and spleen of DSS mice

Figure 4 Therapeutic effect of rhTXN on colitis in dextran sulfate sodium (DSS) mice. A: Administration protocol of rhTXN; B: Weight

changes of mice; C: Colon morphology of mice; D: Colon length of mice; E: Serial sections of colon tissues were stained with hematoxylin

and eosin (HE). n = 6, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. ns: No significance
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859个差异表达基因, 其中包括 545个上调基因, 314个

下调基因。在 |log2(FC)| > 3 和 FDR < 0.005 的条件

下从差异基因中筛选出 26 个显著差异表达的基因

(图 6A、B)。利用STRING数据库和Cytoscape, 构建了

一个 PPI 网络。基于 closeness 算法 , 使用 cytohubba

插件识别排名前 20 位枢纽基因 (图 6C), 包括肿瘤

坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF)、白细胞介素-6

(interleukin-6, IL-6)、白细胞介素 -1β (interleukin-1β,

IL-1β)、蛋白酪氨酸磷酸酶受体 C (protein tyrosine

phosphatase receptor type C, PTPRC/CD45)、纤连蛋白

1 (fibronectin 1, FN1)、分化簇 44 (clusters of differentia‐

tion 44, CD44)、白细胞介素 -8 (interleukin-8, CXCL8/

IL-8)、Toll样受体 2 (Toll-like receptor 2, TLR2)、基质金

属蛋白酶 9 (matrix metalloproteinase-9, MMP9)、趋化

因子 2 (C-C motif chemokine 2, CCL2)、分化簇 86

(clusters of differentiation 86, CD86)、细胞间黏附分子

1 (intercellular cell adhesion molecule-1, ICAM1)、趋化

因子受体 4 (C-X-C chemokine receptor 4, CXCR4)、干

扰素 - γ (interferon- γ, IFN- γ)、趋化因子 4 (C-C motif

chemokine 4, CCL4)、细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白 4

(cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4, CTLA4)、

分化簇16 (clusters of differentiation 16, FCGR3A/CD16)、

选择素 -L (selectin L, SELL)、分化簇 40 (clusters of dif‐

ferentiation 40, CD40) 和血管细胞黏附因子 (vascular cell

Figure 6 Correlation between TXN and hub gene of lesional sites in ulcerative colitis (UC). A: Volcano plots of differentially expressed

genes (DGEs) between lesional sites and non-lesional sites in the GSE107499 dataset. Red, blue, and grey dots represent upregulated,

downregulated, and unchanged genes, respectively; B: Heatmap of the top 50 DEGs from GSE107499; C: The protein protein interaction

(PPI) network of top 20 DEGs based on the closeness algorithm analysis in Cytoscape; D: Top 20 DEGs based on closeness score ranking;

E: The expression level of TXN in lesional and non-lesional sites of UC patients; F: Heat map of the correlation between TXN and hub

genes in lesional sites. Blue represents positive correlation, red represents negative correlation, and the darker the color represents the two

stronger correlation. Lesional (n = 75), non-lesional (n = 44), x̄ ± s. **P < 0.01
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adhesion molecule 1, VCAM1), 并且均为表达上调基

因 (图6D)。

以上基因也在文献中被报道与UC的发生发展密

切相关。TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-8等是由活化的单核-

巨噬细胞和淋巴细胞所分泌的促炎细胞因子, 参与了

肠黏膜炎症反应的起始和发展过程, 血清中的 IL-6和

IL-8反映了UC患者的疾病活动性[13]。黏附因子CD44、

ICAM1、VCAM1通过介导细胞间的黏附、细胞与基质

间的黏附和促进淋巴细胞归巢等作用参与UC的发病

过程, VCAM-1与 ICAM1介导白细胞募集到发炎的结

肠[14]。MMP9 与 FN1 参与 UC 中的黏膜损伤和修复 ,

粪便中的 MMP9 可以作为一种鉴别诊断 UC 的标志

物[15]。CD40/CD40L相互作用激活与炎症相关的免疫

细胞和非免疫细胞中的各种途径, 并被证明对 IBD的

发展至关重要, 肠炎症黏膜中CD40+和CD40L+细胞数

量显著增加, 分别为 B细胞/巨噬细胞和 CD4+ T细胞,

肠固有层T细胞诱导单核细胞产生促炎细胞因子的过

程依赖于CD40L[16]。

在数据集中 , 相对于非炎症部位 , 炎症部位中

TXN有着显著的下调 (图 6E)。对炎症部位样本中的

TXN基因与筛选出的 20个枢纽基因做 Spearman相关

性分析, 发现TXN的表达与CD40的表达呈现出显著

的负相关 (P < 0.01), 与FN1的表达呈现出显著的正相

关 (P < 0.01) (图6F)。

讨论

TXN系统蛋白的表达已被发现在许多疾病中发

生改变, 包括癌症、糖尿病、心血管和神经退行性疾病

或类风湿性关节炎[17]。也有一些应用重组 TXN进行

治疗的研究, 如发现 rhTXN通过抑制小鼠趋化因子的

表达和白细胞趋化性来改善肌凝蛋白诱导的自身免疫

性心肌炎[18]; rhTXN可降低小鼠中与年龄相关的高血

压[19]; rhTXN可防止促炎细胞因子或博莱霉素诱导的

肺损伤等[20]。由于重组TXN在疾病治疗方面的潜力,

因此通过简便易行的方式获得具有活性的重组 TXN

至关重要。本研究先利用基因工程技术构建重组质

粒, 在大肠杆菌中表达和纯化人源的TXN。而对于载

体的选择, 一开始选择了 pET系列载体, 然而却发现不

能正常诱导 TXN 的表达。在多次尝试之后选择了

pCold TF载体, 该载体所具有的TF是一种原核的核糖

体结合伴侣蛋白质 , 能够促进新生肽链的翻译折叠 ,

并且可以利用 HRV 3C 酶将其剪切。对于纯化后的

rhTXN的活性检测, 利用了其还原状态下具有二硫键

还原酶的特性, 采用胰岛素还原法检测了其活性。

本文利用 3% DSS诱导的结肠炎小鼠模型研究了

纯化的 rhTXN的治疗效果。DSS是化学诱导UC最佳

的药物, 给予DSS的小鼠表现出体重减轻和粪便松散

或腹泻的症状, 有时还伴有直肠出血的迹象。在解剖

小鼠取结肠观察后, 可以发现明显的结肠充血和缩短。

而 rhTXN 治疗组小鼠从体重变化、结肠长度和完整

性及结肠 HE 染色切片的评估上均优于 DSS 组 , 其

中 100 μg·kg-1具有最佳的治疗效果 , 与 infliximab 在

10 mg·kg-1的剂量下效果相当。rhTXN在 1 mg·kg-1时

的疗效不及 100 μg·kg-1, 有可能是因为高剂量的蛋白

所带来的不良反应 , 后续将继续摸索最适的剂量范

围。为了验证 rhTXN对UC的靶向性, 纯化带有荧光

标签的 rhTXN-mCherry, 利用活体成像技术 , 确定了

rhTXN靶向定位结肠的作用, 为溃疡性结肠炎的治疗

提出了一个新的可能靶点。

在验证了 rhTXN 在 DSS小鼠模型上的疗效和结

肠靶向性后, 为了研究TXN基因在UC患者中的表达

水平和与枢纽基因的相关性, 在GEO数据库中, 选择

了数据集 GSE107499, 筛选出 20 个枢纽基因 , 发现

TXN在UC患者炎症部位有显著下调, 并且TXN的表

达与 FN1的表达呈现出极显著的正相关, 与 CD40的

表达呈现极显著的负相关。

纤连蛋白 1 (FN1) 本身是促进伤口损伤修复的重

要蛋白, 在活动性UC患者中纤连蛋白显著高表达[21],

而TXN的相互作用蛋白TXNIP则参与了介导着纤连

蛋白的分泌[22], 这可能是TXN与FN1在表达上呈正相

关的原因。CD40是一种与 T细胞和B细胞功能有关

的表面抗原, 是肿瘤坏死因子受体超家族 (TNFRSF)

的成员。CD40通过与其同源配体CD40L的连接产生

细胞内信号并产生表面和分泌分子, 影响体液和细胞

免疫 , 并最终影响炎症。在 UC 中 CD40/CD40L 系统

被激活, CD40的过表达与疾病活动成正比[23], 结肠组

织中CD40L+单核细胞显著增加[24], 肠上皮细胞的促炎

功能依赖于CD40的分泌和调节[25]。由于CD40/C040L

系统的激活在免疫反应的启动和放大的重要性, 针对

CD40/CD40L通路的一些抗体已经在克罗恩病、系统

性红斑狼疮和原发免疫性血小板减少症等自身免疫性

疾病上进行临床试验并展现出初步的疗效[26-28]。

氧化应激是UC的一个发病特征[29], CD40/CD40L

也与氧化应激密切相关。CD40参与了小鼠B淋巴细

胞活性氧中间体的产生[30]; 人重组 CD40L通过 CD40

的激活增加氧化应激来抑制内皮细胞迁移[31]; CD40/

CD40L缺陷小鼠消除了高胆固醇血症诱导的氧化应

激[32]; 在人膀胱癌细胞和人结肠癌细胞中, CD40介导

的细胞凋亡伴随着ROS释放和下调的硫氧还蛋白[33]。

而重组TXN蛋白具有氧化还原的能力, 通过维持Treg
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表面硫醇的数量 , 从而增加 Treg 对氧化应激的耐受

性[34]。使用重组TXN可以在大鼠肺移植时抑制CD40+

树突状细胞 , 增加免疫耐受性[35]。以上结果提示 , 在

UC患者炎症部位, TXN与CD40在表达上的负相关性

可能与氧化应激相关, 为重组人硫氧还蛋白在溃疡性

结肠炎中的应用和更深入的机制研究奠定了基础。
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