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基于“肺肠相关”理论的溃疡性结肠炎炎癌转化
模型小鼠肺气血屏障损伤情况评价
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［摘要］ 目的　基于“肺肠相关”理论，动态观察评价溃疡性结肠炎 （UC） 炎癌转化过程中小鼠肺气血屏

障损伤情况。方法　65 只 C57BL/6 小鼠采用随机数字表法分为正常组 25 只和模型组 40 只，模型组采用氧化

偶氮甲烷/葡聚糖硫酸钠法建立小鼠 UC 炎癌转化模型，按照 5、8、11、13、15 周的取材时间，将正常组小

鼠随机分为正常 5周、8周、11周、13周、15周组，将模型组小鼠 （10只小鼠在第 1循环饮用葡聚糖硫酸钠

结束后死亡） 随机分为模型 5周、8周、11周、13周、15周组。实验期间，每天观察小鼠一般状态，每周测

量小鼠体质量。在相应取材时间点，测量各组小鼠结肠长度，HE 染色法观察小鼠肺、结肠组织病理形态，

免疫荧光法检测肺、结肠组织闭锁小带蛋白 1 （ZO-1）、血管内皮钙黏蛋白 （VE-cadherin） 和细胞骨架蛋白

（F-actin） 阳性表达，实时荧光定量 PCR 法检测肺组织 B 细胞淋巴瘤 2 （Bcl-2）、B 细胞淋巴瘤 2 关联 X 蛋白

（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 （Caspase-3） mRNA 表达，Western Blot 法检测肺组织 ZO-1、VE-cadherin
和 F-actin蛋白水平。结果　与同时间点正常组比较，各时间点模型组小鼠一般状态较差，体质量下降，结肠缩短

（P＜0. 05或P＜0. 01）。模型5周组小鼠结肠组织炎性细胞浸润明显；模型8周组出现轻度异型增生；模型11
周组隐窝结构紊乱，出现中重度异型增生；模型 13 周组、15 周组出现肿瘤。肺间质病变、炎症、血管炎及

纤维化等可见于UC炎癌转化各阶段。肺组织ZO-1、VE-cadherin、F-actin蛋白水平和Bcl-2 mRNA表达在急性

炎症恢复期、不典型增生期、成癌期均降低，Bax、Caspase-3 mRNA表达升高；结肠组织ZO-1、VE-cadherin、

F-actin 蛋白水平在急性炎症恢复期、不典型增生期、成癌期均降低 （P＜0. 01或 P＜0. 05）。与模型 5周组比

较，其余模型组小鼠肺组织 ZO-1、F-actin 蛋白水平和 Bcl-2 mRNA 表达在不典型增生期、成癌期升高，Bax、
Caspase-3 mRNA 表达降低；结肠组织ZO-1蛋白水平在成癌期升高，VE-cadherin蛋白水平在不典型增生期降低

（P＜0. 01或P＜0. 05）。结论　UC 炎癌转化模型小鼠在“炎性反应→异型增生→癌变”过程均存在肺气血屏

障损伤。

［关键词］  肺肠相关；溃疡性结肠炎；结直肠癌；炎癌转化；肺气血屏障；肠黏膜屏障

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种

病因尚未明确的以结直肠黏膜连续性、弥漫性炎症

改变为特点，以腹泻、黏液脓血便为主要症状的慢

性非特异性肠道炎症性疾病［1］，为炎症性肠病最常

见的类型。根据 UC临床表现，可将其归属于中医

学“痢疾”“肠澼”“滞下”等范畴［2］。既往研究显

示，UC患者结直肠癌发病率比一般人群高 60%［3］。

因此，有效延阻结直肠“炎癌转化”，是降低结直

肠癌发生的关键。本团队前期研究发现，UC 患者

普遍存在肺损伤［4-5］，UC大鼠肠黏膜屏障损伤的同

时，存在肺气血屏障结构损坏及功能障碍［6］。本研

究通过氧化偶氮甲烷（AOM）/葡聚糖硫酸钠（DSS）
诱导小鼠 UC 炎癌转化模型，系统观察“炎性反

应→异型增生→癌变”各阶段肺气血屏障损伤情

况，完善 UC炎癌转化病因病机理论，为合理选择

临床干预时机及提出肺肠同治治疗方案提供实验依

据。本实验方案已通过华北理工大学实验动物福利
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伦理委员会审批（审批号2024-SY-004）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF级雄性C57BL/6J小鼠 65只，6~8周龄，体

质量 （20±2） g，购自中国食品药品检定研究院，

实验动物生产许可证号：SCXK （京） 2022-0002。
动物饲养于华北理工大学动物实验中心，实验动物

使用许可证号：SYXK （冀） 2023-018，自然光照，

饲养环境温度21~26 ℃，相对湿度12%~20%。

1. 2　主要试剂与仪器

AOM（货号：A5486-25MG）、DSS（货号：RP-

RC0021）、闭锁小带蛋白1（ZO-1）抗体（免疫荧光，

货号：RA1037）、血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）
抗体（免疫荧光，货号：RA1083）、山羊抗兔二抗

（货号：S3002-1），河北瑞帕特生物科技有限公司；

山羊血清（货号：C2530-0010），上海达特希尔生

物科技有限公司；细胞骨架蛋白 （F-actin） 抗体

（免疫荧光，货号：ET1702-30），华安生物科技有

限公司；ZO-1抗体（Western Blot实验，货号21773-

1-AP）、HRP标记羊抗小鼠二抗（货号SA00001-1），
武汉三鹰生物技术有限公司；VE-cadherin 抗体

（Western Blot 实验， 货号：AF6265）、β -肌动蛋白

（β-actin）抗体（货号：T0022），江苏亲科生物研

究中心有限公司；F-actin抗体（Western Blot实验，

货号：ab205），英国 Abcam 公司；HRP 标记羊抗

兔二抗 （货号：A0208），碧云天生物技术有限公

司；Trizol （货号：15596-026），美国赛默飞世尔

科技公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（0. 45 μm，

货号：IPVH00010），德国Merck公司；反转录预混

液（货号：R223）、定量实时PCR检测试剂盒（货

号：Q111），南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

TP1020型组织脱水机、RM2245型组织切片机，

德国Leica公司；JK-FEC-6L型生物组织包埋机，上

海精学科学仪器有限公司；BX53型荧光显微镜，日

本 OLYMPUS 公司；ChemiDocTM CXRS+System 型

化学发光成像系统，美国 Bio­Rad 公司；DYCZ-40
型电转仪，北京六一仪器厂；FW606 型半干转印

仪，南京爱思易生物科技有新公司；H1-16KR型冷

冻高速离心机，湖南可成仪器设备有限公司；WD-

9413B 型凝胶成像分析仪、OYY-6C 型电泳仪，北

京久一仪器厂；ND-100 型超微量紫外可见分光光

度计，杭州米欧仪器有限公司；ViiA-7型实时荧光

定量 PCR 仪、proFlex 型 PCR 扩增仪，美国赛默飞

世尔科技公司。

1. 3　动物分组及造模

65只C57BL/6小鼠适应性喂养 1周后，采用随

机数字表法分为正常组 25只，模型组 40只，按照

5、8、11、13、15周的取材时间，将正常组小鼠随机

分为正常 5周、8周、11周、13周、15周组，将模

型组小鼠（10只小鼠在第 1循环饮用DSS结束后死

亡）随机分为模型 5周、8周、11周、13周、15周

组，每个循环结束后正常组和模型组随机取材 5
只，第 5 个循环结束后剩余正常组 5只、模型组 10
只，全部取材。

各模型组小鼠采用AOM/DSS诱导UC炎癌转化

模型［7-8］：单次腹腔注射2 mg/ml的AOM（10 mg/kg）
生理盐水溶液约 0. 1 ml；7天后，给予 2%DSS纯净

水溶液自由饮用，连续 7天后改为正常饮水 14天，

如此 21天为 1个循环，进行 3个循环。然后，第 4、
5个循环予 2% DSS水溶液自由饮用 7天，正常饮水

7天，即完成造模。以HE染色结果判定模型复制情

况：病变肠黏膜有明显溃疡性表现及炎性细胞浸润

为UC模型复制成功［8］；肠组织炎性细胞浸润明显，

溃疡深达肌层，黏膜厚度增加，隐窝结构及杯状细

胞紊乱或丧失，原有管状结构丧失且部分腺体萎缩

坏死，并见异型增生为UC炎癌转化模型复制成功；

肠组织隐窝结构破坏、极性消失，呈分支状畸形，

同时见大量异型性细胞及炎性细胞浸润，病理性核

分裂、核仁增大、多形性，深核染色出现为成癌模

型［9］。10只小鼠在第1循环饮用DSS结束后死亡。

1. 4　观察指标及方法

小鼠脱颈椎处死进行取材，快速剥取结肠，纵

向切开，生理盐水清洗，观察结肠黏膜损伤情况。

于病变典型处剪取 3~5段 0. 5 cm的结肠组织，部分

保存于 4%多聚甲醛用于HE染色和免疫荧光检测，

剩余组织冻存于-80 ℃冰箱；开胸，剪下左肺组织

保存于 4% 多聚甲醛，用于 HE 染色和免疫荧光检

测，右肺组织冻存于-80 ℃冰箱，用于Western Blot
及实时荧光定量PCR实验。

1. 4. 1　一般状态　实验期间，每天观察记录小鼠

精神状态、皮毛光泽度、身体活动度、大便性状变

化，每周测量小鼠体质量。

1. 4. 2　结肠长度　测量于 5、8、11、13、15周取

材的小鼠结肠（回盲部到直肠）长度。

1. 4. 3　HE 染色法观察小鼠肺、结肠组织病理形

态　将保存于 4%多聚甲醛的肺、结肠组织进行常

规包埋、切片（4 μm）、烤片、60 ℃条件下脱蜡、

HE染色、脱水透明、中性树胶封片。显微镜下采
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用 cellSens软件观察各个时间点小鼠肺组织、结肠

组织病理形态。

1. 4. 4　免疫荧光法检测小鼠肺、肠组织 ZO-1、

VE-cadherin、F-actin 阳性表达　每组随机选 3只小

鼠肺、肠组织石蜡切片脱蜡至水，枸橼酸缓冲液加

热修复，PBS 冲洗，山羊血清封闭 1 h，加入 ZO-1
（3∶1000）、VE-cadherin（1∶200）、F-actin（1∶200）
一抗，4 ℃孵育过夜，滴加山羊抗兔二抗室温孵育

1 h，使用含DAPI抗荧光淬灭剂封片，荧光显微镜

拍照，使用Image J-win32软件统计分析相对荧光强度。

1. 4. 5　实时荧光定量 PCR 法检测小鼠肺组织 B 细

胞淋巴瘤 （Bcl-2）、B 细胞淋巴瘤 2 关联 X 蛋白

（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 （Caspase-3）  
mRNA 表达　每组随机选 3 只小鼠肺组织 100 mg，
Trizol提取总RNA，测定吸光度（OD）值，计算提

取的 RNA 纯度和浓度。将总 RNA 反转录为互补的

cDNA，进行 DNA 扩增，反应条件：50 ℃ 15 min，
85 ℃ 5 s，4 ℃ 10 min，1个循环。扩增程序为两步

法，95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃
退火/延伸 60 s，仪器默认程序绘制融解曲线，以 
β-actin为内参，2−ΔΔCt法分析mRNA相对表达量。引

物序列由北京擎科生物科技股份有限公司设计合

成，见表1。

1. 4. 6　Western Blot 法检测小鼠肺组织 ZO-1、VE-

cadherin、F-actin 蛋白水平　每组随机选 3 只小鼠

肺组织提取总蛋白，并测定浓度，归一化处理后，

进行电泳，加入 SDS-PAGE 缓冲液进行电泳及转

膜。将 PVDF膜在 5%脱脂奶粉中室温封闭 2 h。加

ZO-1（1∶10 000）、VE-cadherin（1∶1000）、F-actin

（1∶500）、β-actin （1∶20 000） 一抗 4 ℃孵育过

夜，在二抗孵育液 （羊抗兔 1∶1000，羊抗小鼠

1∶10 000）中常温孵育 2 h。显影，曝光，扫描图

片，提取数据，最后用 Image J-win32软件对条带灰

度值进行分析，将目标蛋白灰度值除以内参（或总

蛋白）灰度值，再除以正常组的比值均值，使正常

组归一化值=1，其他组为倍数变化。

1. 5　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计分析，符合正态

分布的计量资料用均数±标准差（x̄±s）表示，组间

比较采用两独立样本 t检验，组内比较采用配对样

本 t检验。以P＜0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠一般状态比较

正常组小鼠各时间点精神状态良好，活跃好

动，皮毛光泽明亮，反应敏捷，体质量稳定增加，

大便呈黄褐色颗粒状。与正常组各时间点小鼠比

较，模型组各时间点小鼠精神萎靡，反应迟钝，蜷

缩呈弓背状，皮毛粗糙枯槁杂乱，大便稀溏，出现

脓血便，体质量整体较低，2~4周、8~9周和11~12
周、13~14周为体质量下降时期，分别对应急性炎

症恢复期、不典型增生期、成癌期，在急性炎症恢

复期体质量下降幅度最大，小鼠状态最差，且体质

量在每个循环饮用DSS期间下降，恢复正常饮水后

间歇期内体质量逐渐上升，状态逐渐恢复。造模期

间仅第 1 循环结束后死亡 10 只小鼠 （严重腹泻消

瘦），其余均成模。

2. 2　各组小鼠结肠长度比较

表 2示，与各时间点正常组比较，各时间点模

型组小鼠结肠长度缩短（P＜0. 05或P＜0. 01）。

表 1　小鼠肺组织Caspase-3、Bcl-2、Bax及β-actin mRNA
引物序列

Table 1　Primer sequences for Caspase3，Bcl2，Bax 
and β-actin genes

引物

Caspase-3

Bcl-2

Bax

β-actin

序列（5'→3'）
上游：TCTGACTGGAAAGCCGAAACTCT
下游：AAAGGGACTGGATGAACCACGAC
上游：AGCCCACCGTAACAATCAAG
下游：CCTGTCCCTTTGTCTTCAGC
上游：TTTTGCTACAGGGTTTCATCCA
下游：GTGTCCACGTCAGCAATCATC
上游：CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC
下游：TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT

产物长

度/bp
209

147

181

240

注：Caspase-3，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3；Bcl-2，B细胞淋

巴瘤2；Bax，B细胞淋巴瘤2关联X蛋白；β-actin，β-肌动蛋白。

表 2　各组小鼠结肠长度比较

Table 2　 Comparison of colon lengths among different groups 
of mice （cm，x̄±s）

组别

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

鼠数

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

长度

7. 03±0. 37
5. 67±0. 47a）

7. 10±0. 29
5. 50±0. 41a）

7. 27±0. 33
5. 10±0. 29b）

7. 33±0. 24
5. 07±0. 49b）

7. 47±0. 34
4. 83±0. 24b）

注：a）与同时间点正常组比较，P＜0. 05；b）与同时间点正

常组比较，P＜0. 01。
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2. 3　各组小鼠不同时间点肺、结肠组织病理形态比较

图 1示，各时间点正常组小鼠结肠组织形态结

构完整，结肠黏膜上皮组织排列整齐，细胞密集，

杯状、隐窝结构完整，无炎性细胞浸润。模型 5周

组小鼠结肠组织炎性细胞浸润明显；模型 8周组小

鼠结肠组织溃疡深达肌层，见轻度异型增生；模型

11 周组小鼠结肠组织杯状细胞及隐窝结构紊乱，

见中重度异型增生；模型 13 周组小鼠结肠黏膜上

皮脱落，腺体紊乱，隐窝结构破坏极性消失，呈分

支状畸形，同时可见大量异形性细胞及炎性细胞浸

润，深核染色并出现肿瘤；模型 15 周组小鼠结肠

组织病理与模型13周组小鼠相似，出现肿瘤。

图 2 示，各时间点正常组小鼠肺泡结构完整、

间隔正常，肺间质无水肿，无明显炎性细胞渗出。

各时间点模型组小鼠肺泡组织结构破坏严重，肺泡

间隔增宽，肺泡腔融合，肺间质炎性细胞浸润和聚

集，间质充血水肿、微血管炎及纤维化明显。

2. 4　各组小鼠肺、结肠组织 ZO-1、VE-cadherin、

F-actin阳性表达比较

2. 4. 1　各组小鼠肺组织ZO-1、VE-cadherin、F-actin
阳性表达比较　表 3 示，与同时间点正常组比较，

模型5周、13周、15周组ZO-1阳性表达降低，模型8
周、13周组VE-cadherin阳性表达降低，模型 5周、

8 周、11 周、15 周组 F-actin 阳性表达降低 （P＜

0. 01 或 P＜0. 05）；与模型5周组比较，其余时间点

模型组 ZO-1、F-actin 阳性表达升高 （P＜0. 01），

其余各时间点模型组 VE-cadherin 阳性表达差异

无统计学意义（P＞0. 05）。各组小鼠肺组织ZO-1、
VE-cadherin、F-actin阳性表达免疫荧光染色图见附

图1、附图2、附图3（请扫描本文二维码获取）。

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

注：黑色箭头指示炎性细胞；红色箭头指示异型增生；黄色箭头指示肿瘤。

图 1　各组小鼠结肠组织病理形态比较（HE染色，×200）
Figure 1　Comparison of the pathological morphology of the colon tissues

in each group of mice （HE staining，×200）

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

注：黑色箭头指示肺损伤病理。

图 2　各组小鼠肺组织病理形态比较（HE染色，×200）
Figure 2　Comparison of the pathological morphology of the lung tissues 

in each group of mice （HE staining，×200）
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2. 4. 2　各组小鼠结肠组织 ZO-1、 VE-cadherin、

F-actin 阳性表达比较　表 4示，与同时间点正常组

比较，模型 8 周、11 周、15 周组 ZO-1 阳性表达降

低，各时间点模型组 VE-cadherin 阳性表达降低，

模型8周、11周、13周组F-actin阳性表达降低（P＜
0. 01 或 P＜0. 05）；与模型 5 周组比较，模型 13 周

组 ZO-1 阳性表达升高，模型 8 周组 VE-cadherin 阳

性表达降低 （P＜0. 05），其余各时间点模型组

F-actin 阳性表达差异无统计学意义 （P＞0. 05）。

各组小鼠结肠组织 ZO-1、VE-cadherin、F-actin 阳

性表达免疫荧光染色图见附图 4、附图 5、附图 6
（请扫描本文二维码获取）。

2. 5　各组小鼠肺组织Bcl-2、Bax、Caspase-3 mRNA
表达比较

表 5示，与同时间点正常组比较，各时间点模

型组小鼠肺组织 Bcl-2 mRNA 表达降低， Bax、
Caspase-3 mRNA 表达升高 （P＜0. 01 或 P＜0. 05）；

与模型 5 周组比较，其余各时间点模型组 Bcl-2 
mRNA表达升高，模型8周、13周组Bax、Caspase-3 
mRNA表达降低（P＜0. 01或P＜0. 05）。

2. 6　各组小鼠肺组织 ZO-1、VE-cadherin、F-actin
蛋白水平比较

表 6示，与同时间点正常组比较，模型 5周组

小鼠肺组织 ZO-1 蛋白水平降低，模型 5 周、8 周、

11周、13周组小鼠肺组织 VE-cadherin蛋白水平降

低（P＜0. 05或P＜0. 01）；各时间点模型组小鼠肺

组织 F-actin 蛋白水平差异无统计学意义 （P＞
0. 05）。其余各时间点模型组小鼠肺组织 ZO-1、
VE-cadherin、F-actin 蛋白水平差异无统计学意义

（P＞0. 05）。各组小鼠肺组织 ZO-1、VE-cadherin、
F-actin蛋白电泳图见图3。

表 3　各组小鼠肺组织ZO-1、VE-cadherin、
F-actin阳性表达比较

Table 3　Comparison of the positive expression of ZO-1，VE-

cadherin and F-actin in the lung tissues of each group of mice
（x̄±s）

组别

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

鼠数

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

ZO-1
1. 05±0. 06
0. 39±0. 18a）

1. 07±0. 05
0. 76±0. 15c）

1. 04±0. 11
0. 81±0. 05c）

1. 10±0. 03
0. 69±0. 03b） c）

0. 95±0. 05
0. 70±0. 09a） c）

VE-cadherin
1. 21±0. 13
0. 68±0. 13
1. 08±0. 03
0. 81±0. 08a）

1. 07±0. 11
0. 78±0. 12
1. 15±0. 03
0. 69±0. 03b）

1. 11±0. 17
0. 50±0. 13

F-actin
1. 08±0. 15
0. 34±0. 09b）

1. 07±0. 13
0. 74±0. 08a） c）

1. 04±0. 07
0. 73±0. 04b） c）

1. 12±0. 15
0. 74±0. 15c）

1. 13±0. 10
0. 68±0. 17a） c）

注：ZO-1，闭锁小带蛋白-1；VE-cadherin，血管内皮钙黏蛋白；

F-actin，细胞骨架蛋白。

a）与同时间点正常组比较，P＜0. 05；b）与同时间点正常组

比较，P＜0. 01；c）与模型5周组比较，P＜0. 01。

表 4　各组小鼠结肠组织ZO-1、VE-cadherin、
F-actin阳性表达比较

Table 4　Comparison of positive expression of ZO-1，VE-

cadherin and F-actin in the colonic tissues of each group of mice
（x̄±s）

组别

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

鼠数

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

ZO-1
1. 10±0. 19
0. 53±0. 21
1. 03±0. 09
0. 65±0. 05a）

1. 12±0. 06
0. 72±0. 04b）

1. 37±0. 36
0. 76±0. 10c）

1. 06±0. 00
0. 67±0. 11b）

VE-cadherin
1. 09±0. 08
0. 83±0. 05b）

1. 07±0. 02
0. 45±0. 03a） c）

1. 61±0. 17
0. 90±0. 25a）

1. 07±0. 07
0. 37±0. 12a）

1. 13±0. 13
0. 52±0. 14a）

F-actin
1. 11±0. 07
0. 64±0. 18
1. 06±0. 03
0. 77±0. 10b）

1. 06±0. 06
0. 67±0. 05b）

1. 09±0. 10
0. 83±0. 08b）

1. 08±0. 15
0. 48±1. 12

注：ZO-1，闭锁小带蛋白-1；VE-cadherin，血管内皮钙黏蛋白；

F-actin，细胞骨架蛋白。

a）与同时间点正常组比较，P＜0. 01；b）与同时间点正常组

比较，P＜0. 05；c）与模型5周组比较，P＜0. 05。

表5　各组小鼠肺组织Bcl-2、Bax、Caspase-3 mRNA表达比较

Table 5　Comparison of Bcl-2，Bax and Caspase-3 mRNA 
expressions in lung tissues of each group of mice （x̄±s）

组别

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

鼠数

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

Bcl-2

1. 07±0. 18
0. 19±0. 03a）

1. 07±0. 17
0. 61±0. 06b）c）

0. 95±0. 17
0. 29±0. 03a）d）

1. 08±0. 19
0. 59±0. 05b）c）

1. 07±0. 22
0. 30±0. 04a）d）

Bax

1. 02±0. 26
4. 09±0. 42a）

1. 23±0. 17
2. 00±0. 36b）c）

1. 15±0. 23
3. 66±0. 54a）

0. 97±0. 16
2. 06±0. 30b）c）

1. 03±1. 14
3. 53±0. 43a）

Caspase-3

0. 96±0. 19
2. 91±0. 79b）

1. 03±0. 31
1. 88±0. 40b）d）

1. 23±0. 20
2. 26±0. 51b）

0. 95±0. 13
1. 59±0. 22b）d）

1. 08±0. 36
2. 40±0. 61b）

注：Bcl-2，B细胞淋巴瘤 2；Bax，B细胞淋巴瘤 2关联X蛋白；

Caspase-3，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3。
a）与同时间点正常组比较，P＜0. 01；b）与同时间点正常组

比较，P＜0. 05；c）与模型 5周组比较，P＜0. 01；d）与模型 5周

组比较，P＜0. 05。
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3　讨论

《灵枢·本输》云：“肺合大肠，大肠者，传道

之腑。”肺与大肠在经络上相互络属，在气机宣降

和津液输布功能中相互协调、制约，共同调节维护

机体的正常生理功能，病理上亦相互影响。现代研

究进一步从组织胚胎、黏膜免疫、神经体液、肠道

菌群、信号通路转导等微观角度诠释了中医“肺肠

相关”理论的科学内涵［10］。UC患者普遍存在肺损

伤，但其肺部病变起病隐匿、临床表现特异性低，

极易被忽视，且在多种因素诱发的肺损伤病理改变

过程中，肺气血屏障功能障碍居于核心关键地

位［11］，故从“肺肠相关”理论出发，以肺气血屏

障为切入点，寻找 UC炎癌转化的生物学机制，有

利于整体全面地把握其病因病机，为临床防治提供

依据。

肺气血屏障是肺泡与肺毛细血管紧密相连的组

织结构，其完整性对于肺气体交换、防止血液中物

质返流入间质和肺泡腔等至关重要［12］。肺气血屏

障结构稳态维持的关键是依靠肺泡上皮细胞和微血

管内皮细胞及细胞间连接复合体结构［13］。构成屏

障连接的蛋白主要有闭锁蛋白、闭合蛋白、连接黏

附分子、细胞骨架蛋白等跨膜蛋白及闭锁小带等

30 多种胞内蛋白。ZO-1 是屏障关键的紧密连接蛋

白［14］，与闭锁蛋白、闭合蛋白1相互作用而影响细

胞之间的紧密连接，调节屏障功能，其表达减少或

结构损伤会引起屏障功能障碍，导致通透性增

加［15］。F-actin 具有调节屏障血管内皮细胞通透性

的作用，是细胞骨架的关键组分［16-17］，其通过与紧

密连接蛋白相连而维持屏障稳定性［18］。VE-cadherin
是细胞黏附机制的主要组成部分，在维持内皮连接

的屏障功能的完整性和可塑性以及调节炎症诱导的

血管通透性方面具有重要作用［19-20］，在紧密连接蛋

白的合成方面也发挥一定作用［21］。抗凋亡基因Bcl-2
和其基因家族促凋亡成员Bax是线粒体凋亡的两个

关键调节因子和主要调节剂［22-23］，参与了细胞凋亡

的调控。Caspase-3作为凋亡机制的关键组成部分，

通过与 Bax 和 Bcl-2 的相互作用而影响细胞凋亡。

有研究证实，肺组织损伤及炎症程度与细胞凋亡密

切相关［24-25］，细胞凋亡参与肺损伤过程，影响内环

境稳定［26-27］，肺损伤发生时 Bax 激活，Bcl-2 表达

被抑制，活化的Bax使凋亡执行蛋白升高，加速了

肺泡毛细血管内皮凋亡［28］，使肺气血屏障被破坏。

本实验结果显示，UC 炎癌转化模型小鼠结肠“炎

性反应→异型增生→癌变”过程肠黏膜损伤同时，

肺组织ZO-1、VE-cadherin、F-actin蛋白水平和Bcl-2 
mRNA 表达均有不同程度的降低，Bax和 Caspase-3 
mRNA表达升高，肺气血屏障结构损伤明显。

鉴于此，肠黏膜损伤合并肺气血屏障结构损伤

和功能障碍可能是 UC 炎癌转化的重要病理因素。

中医理论认为，肠中气滞，气不行血则致血滞，气

不行津则致水湿内停，郁久化为湿热瘀毒损伤肠

络，正虚湿热瘀毒积久损伤肠络致 UC 反复发

作［2］。肺肠相关，经络相连，且肺为娇脏，易受邪

侵，肠毒上攻损肺则影响肺之宣发肃降。肺主气、

通调水道、助心行血，与血液、津液运行输布密不

可分。若肺失宣降，正虚邪盛，导致机体气血津液

运行失常，湿热瘀结更甚，加重肠道湿热气血郁

注：ZO-1，闭锁小带蛋白-1；VE-cadherin，血管内皮钙黏蛋白；

F-actin，细胞骨架蛋白。A，正常5周组；B，模型5周组；C，正常8周
组；D，模型 8 周组；E，正常 11 周组；F，模型 11 周组；G，正常

13周组；H，模型13周组；I，正常15周组；J，模型15周组。

图3　各组小鼠肺组织ZO-1、VE-cadherin、F-actin蛋白电泳图

Figure 3　Electrophoresis image of ZO-1，VE-cadherin 
and F-actin proteins in the lung tissues of each group of mice

表 6　各组小鼠肺组织ZO-1、VE-cadherin、
F-actin蛋白水平比较

Table 6　Comparison of ZO-1，VE-cadherin and F-actin 
protein levels in the lung tissues of each group of mice （x̄±s）

组别

正常5周组

模型5周组

正常8周组

模型8周组

正常11周组

模型11周组

正常13周组

模型13周组

正常15周组

模型15周组

鼠数

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

ZO-1
1. 00±0. 26
0. 35±0. 14a）

1. 00±0. 21
0. 69±0. 02
1. 00±0. 25
0. 41±0. 24
1. 00±0. 44
0. 59±0. 21
1. 00±0. 32
0. 60±0. 18

VE-cadherin
1. 00±0. 14
0. 49±0. 18a）

1. 00±0. 06
0. 63±0. 16a）

1. 00±0. 08
0. 43±0. 17a）

1. 00±0. 10
0. 62±0. 05b）

1. 00±0. 14
0. 66±0. 24

F-actin
1. 00±0. 30
0. 86±0. 22
1. 00±0. 23
0. 95±0. 23
1. 00±0. 22
1. 00±0. 19
1. 00±0. 28
0. 91±0. 19
1. 00±0. 25
0. 95±0. 11

注：ZO-1，闭锁小带蛋白 -1；F-actin，细胞骨架蛋白；VE-

cadherin，血管内皮钙黏蛋白。

a）与同时间点正常组比较，P＜0. 05；b）与同时间点正常组

比较，P＜0. 01。
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滞，使得 UC缠绵难愈，日久变生癌毒，故我们提

出 UC炎癌转化之“湿热瘀毒损伤肠络，毒邪上攻

损肺，正虚癌毒内生”中医病机假说，后续将进行

深入研究。针对靶点探寻能够同时修复 UC肺肠屏

障损伤、截断炎癌转化的肺肠同治治疗方案，可能

为结直肠癌患者带来收益。本研究仅通过动物实验

初步证实肺气血屏障损伤存在于 UC“炎癌转化”

全过程，后续将对肺屏障损伤机制及其在结肠癌变

中的作用进行深入研究，并结合临床研究观察评价

UC 结肠不同程度不典型增生及癌变患者肺屏障损

伤情况，挖掘肺肠同治有效处方，以提高结直肠癌

防治效果。
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Evaluation of Pulmonary Air-Blood Barrier Damage in Ulcerative Colitis Inflammatory Cancer Transformation 
Model Mice：Based on the "Lung-Intestine Correlation" Theory
XU Huiyan1， ZHANG Haimei1， ZHAN Xinyu1， WU Fanwu1，2， JIA Yongsen1，2， WU Chenxi1，2， KONG 
Lingyu3， YAN Xin1，2

1.  North China University of Science and Technology，Tangshan，063210；2.  Hebei Key Laboratory of Integrated Traditional Chinese 
and Western Medicine for Diabetes and Its Complications；3.  Affiliated Hospital of North China University of Science and Technology
ABSTRACT Objective　To dynamically observe and evaluate the damage to the pulmonary air-blood barrier in 
mice during the inflammatory cancer transformation process of ulcerative colitis （UC） based on the "lung-intestine 
correlation" theory.   Methods　Sixty-five C57BL/6 mice were divided into a normal group （n=25） and a model group 
（n=40） using a random number table.  Azoxymethane/dextran sodium sulfate （DSS） method was used to establish a 
mouse model of UC inflammation cancer transformation in the modeling group.  According to the tissue collection time 
points at 5， 8， 11， 13， and 15 weeks， the normal group mice were randomly divided into the normal 5w， 8w， 11w， 
13w， and 15w groups.  The model group mice， 10 mice of which died after the first cycle of DSS administration， were 
randomly divided into model 5w， 8w， 11w， 13w， and 15w groups.  During the experiment， the general condition of 
the mice was observed daily， and their body weight was measured weekly.  At the corresponding tissue collection time 
points， the colon length of each group was measured.  Histopathology of mouse lung and colon tissues was examined 
using HE staining.  Immunofluorescence was used to detect changes in the positive expression of tight junction protein 
（ZO-1）， vascular endothelial cadherin （VE-cadherin）， and cytoskeletal protein （F-actin） in lung and colon tissues.  
RT-PCR was used to detect the mRNA expression of apoptosis regulatory proteins B-cell lymphoma-2 （Bcl-2）， BCL2-
associated X protein （Bax）， and Cysteine aspartic acid protease-3 （Caspase-3） in lung tissues.  Western Blot was 
employed to measure protein levels of ZO-1， VE-cadherin， and F-actin in lung tissues.   Results　Compared to the 
normal group at the same time point， the mice in the model group at each time point generally had poorer conditions， 
with weight loss and shortened colon length （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  In the model 5w group， there was significant in­
flammatory cell infiltration in the colon tissue； in the model 8w group， there was mild atypical hyperplasia； in the 
model 11w group， the crypt structure was disordered， and moderate to severe atypical hyperplasia occurred； in the 
model 13w and 15w groups， tumors appeared.  Pulmonary interstitial lesions， inflammation， vasculitis， and fibrosis 
were observed at all stages of UC inflammation cancer transformation.  The protein levels of ZO-1， VE-cadherin， and 
F-actin， as well as Bcl-2 mRNA expression in lung tissue decreased during the acute inflammatory recovery period， 
atypical hyperplasia period， and canceration period， while the expressions of Bax and Caspase-3 mRNA increased； 
the expressions of ZO-1， VE-cadherin， and F-actin proteins in colon tissue decreased during the acute inflammatory 
recovery period， atypical hyperplasia period， and canceration period （P＜0. 01 or P＜0. 05）.  Compared to the model 
5w group， the ZO-1 and F-actin protein levels and Bcl-2 mRNA expression in lung tissue in the other model groups 
increased in the atypical hyperplasia period and canceration period， while the expressions of Bax and Caspase-3 
mRNA decreased； the expression of ZO-1 protein in colon tissue increased in the canceration period， and the expres­
sion of VE-cadherin protein decreased in the atypical hyperplasia period （P＜0. 01 or P＜0. 05）.   Conclusion　 In 
the process of "inflammatory response-atypical hyperplasia-carcinogenesis" in UC inflammatory cancer transformation 
mice， there were damage to air-blood barrier.
Keywords lung-intestine correlation； ulcerative colitis； colorectal cancer； inflammatory cancer transformation； 
pulmonary air-blood barrier； intestinal mucosal barrier
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