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轮状病毒通过 STAT3 磷酸化对肠道炎症的影响及机制研究
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摘要 目的 探讨轮状病毒( ＲV) 感染 BALB /c 乳鼠后是否
通过肠内白细胞介素-22( IL-22) 水平变化，促使信号传导转
录激活因子 3( STAT3) 磷酸化，调节肠道炎症反应，为 ＲV的
致病机制和有效防治提供理论依据。方法 以 ＲV 灌胃感
染 7 日龄 BALB /c乳鼠，实验分为 5 组，分别为正常对照组、
PBS对照组、ＲV 感染组、ＲV + STAT3 抑制剂组、STAT3 抑制
剂组。五组分别在感染后的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 d 各处
死 5 只乳鼠并收集肠组织标本。酶联免疫吸附试验
( ELISA) 检测肠黏膜匀浆液 IL-22 含量的变化情况，免疫印
迹法( Western blot) 检测各组不同时间点 STAT3、pSTAT3 和
ＲegⅢ-γ蛋白水平的表达变化。结果 ＲV 感染后肠组织表
现出明显的炎症反应，并且肠道内 IL-22 水平随感染时间延
长逐渐上升，在感染第 4 天达最大值，pSTAT3 和 ＲegⅢ-γ 蛋
白水平呈现出与 IL-22 类似的变化趋势，而 STAT3 蛋白水平
呈现出相反的变化趋势，在感染后第 4 天表达水平最低。结
论 ＲV 感染机体后可活化 IL-22 /pSAT3 /ＲegⅢ-γ 信号通
路，调节肠道炎症的发生与发展。
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轮状病毒( rotavirus，ＲV) 是呼肠孤病毒科的一
组分节段的双链 ＲNA病毒，也是引起全球范围内婴
幼儿腹泻的最常见病原体之一［1］。ＲV 通过粪口途
径传播，主要感染的部位是小肠上部或小肠上皮细
胞，严重者会累及整个小肠，其主要在绒毛顶端柱状
上皮细胞内复制［2］。肠道炎症近年来备受关注，白
细胞介素-22( interleukin-22，IL-22 ) 在肠道炎症的发
生和发展中表现出双面性。研究表明，在小肠的十
二指肠段和回肠的隐窝处有一类特化的肠道上皮细

胞为潘氏细胞( Paneth) ，一方面它为肠道上皮干细
胞提供干细胞壁龛，另一方面它会分泌抗菌肽 Ｒeg
Ⅲ-γ进入肠道黏液屏障，调节肠道炎症，而信号转
导转录激活因子 3 ( STAT3) 的磷酸化是 ＲegⅢ-γ 发
挥作用的重要因素［3］。研究还发现，肠道上皮细胞
表面存在 IL-22 受体，IL-22 与其结合后可以激活
STAT3［4］。因此该研究采用 ＲV 灌胃感染 7 日龄
BALB /c乳鼠，运用 Western blot、ELISA 检测相关蛋
白 STAT3、pSTAT3、ＲegⅢ-γ和 IL-22 的表达情况，探
讨 ＲV通过 STAT3 磷酸化对肠道炎症的影响及其具
体机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞株与病毒株 恒河猴胚胎肾细胞 MA104
细胞株，轮状病毒 ＲV VＲ2018 病毒株均购自中科院
武汉病毒研究所，本课题组自行增殖、保存。病毒复
苏后在 MA104 细胞上进行增殖，经测定 ＲV 病毒的
TCID50为 10 －4. 51 /0. 1 ml。
1． 2 实验动物 SPF 级 BALB /c 小鼠 36 只，7 ～ 8
周龄，其中 24 只雄鼠、12 只雌鼠，由安徽省实验动
物中心提供，饲养于独立送风隔离笼具系统内，该系
统由安徽医科大学基础医学院动物房提供，等级为
P2 级。待雌雄鼠自行配种生产乳鼠，随机选取 250
只 7 日龄 BALB /c乳鼠，体质量 3. 5 ～ 4. 0 g，用于实
验。
1． 3 动物模型建立与实验分组 将自行配种生产
的 SPF级 7 日龄 BALB /c 乳鼠随机分成 5 组，每组
50 只，分别为: ( 1) 正常对照组:不经任何处理; ( 2 )
PBS对照组: 无菌 200 μl 磷酸盐缓冲液( PBS) 乳鼠
灌胃; ( 3) ＲV感染组: ＲV( TCID50为 10 －4. 51 /0. 1 ml)
100 μl灌胃感染乳鼠; ( 4 ) ＲV + STAT3 抑制剂组:
STAT3 浓度为 1. 5 × 10 －8 mg /ml，在 ＲV感染 18 h后
100 μl灌胃感染乳鼠且每间隔 18 h 灌胃一次，直至
感染的第 10 天结束; ( 5 ) STAT3 抑制剂组: 每间隔
18 h用 100 μl STAT3 抑制剂对乳鼠进行灌胃，浓度
同上，连续灌胃 10 d。5 组分别在感染后的第 1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10 天各处死 5 只小鼠并收集肠组
织标本。预实验分别选用 0. 75 × 10 －8、1. 5 × 10 －8、3
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× 10 －8 mg /ml三种不同浓度 STAT3 抑制剂灌胃感
染乳鼠，通过 Western blot 方法检测乳鼠肠组织中
pSTAT3 与 STAT3 蛋白的表达情况，结果表明，后两
种浓度均能显著抑制 STAT3 的磷酸化即 pSTAT3 蛋
白表达的下降。
1. 4 主要试剂 DMEM 培养基购自美国 Gibco 公
司;小牛血清购自芜湖天明生物技术有限公司; 二甲
基亚砜购自美国 biosharp 公司; 蛋白印迹用 ployvi-
nylidene fluoride 膜购自美国 biosharp 公司; 蛋白凝
胶用标记 Marker 购自上海 Sangon 生物工程技术和
服务公司; 内参鼠抗 β-actin 蛋白抗体购自武汉
Elabscience 生物科技有限公司; 兔抗 Anti-ＲEG3G
蛋白抗体购自 Santa Cruz Biotechnology 公司; 兔抗
STAT3 蛋白抗体购自 Santa Cruz Biotechnology公司;
兔抗 pSTAT3 蛋白抗体购自 Santa Cruz Biotechnology
公司;鼠 IL-22 高灵敏联检测定量试剂盒购自深圳
欣博盛生物科技有限公司。
1． 5 样本的收集与检测 病毒灌胃后每日处死乳
鼠，在生物安全柜中无菌取乳鼠小肠组织，通过 HE
染色观察乳鼠小肠组织病理变化; ELISA 检测肠黏
膜匀浆液 IL-22 含量的变化情况; Western blot 检测
各组不同时间点 STAT3、pSTAT3 和 ＲegⅢ-γ蛋白水
平的表达变化。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件进行
数据分析，各组实验数据以 珋x ± s 表示，实验数据均
数通过 one way ANOVA 即单因素方差分析，P ＜
0. 05 示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 乳鼠小肠组织病理学结果
2． 1． 1 各组乳鼠小肠组织病理学结果 取乳鼠小
肠组织做病理切片，经 HE染色观察结果显示:正常
对照组( 图 1A) 和 PBS 组结果基本没有差别，都可
见清晰的小肠组织黏膜层、黏膜下层、肌层、浆膜层
4 层结构，细胞胞质致密，小肠绒毛排列整齐，绒毛
外单层柱状细胞排列整齐。实验组即 ＲV 感染组
( 图 1B) 、ＲV + STAT3 抑制剂组( 图 1C) 、STAT3 抑
制剂组( 图 1D) 出现明显的病变。ＲV 感染组: 黏膜
层、黏膜下层、肌层、浆膜层 4 层结构出现断裂，组织
细胞出现空泡，为细胞水肿; 细胞杂乱伴有空隙，提
示有炎症细胞浸润; 小肠绒毛断裂，绒毛长度变短，
绒毛上皮细胞疏松，与黏膜层分离，再次提示水肿;
小肠上皮细胞刷状缘疏松，紫色深染的细胞核团聚
的现象;小肠绒毛内有深染的红色，提示血管充血扩

张，有出血的可能。ＲV + STAT3 抑制剂组和 STAT3
抑制剂组也出现炎症细胞浸润、水肿，小肠绒毛部分
断裂的现象，与 ＲV 感染组小肠绒毛相比受损程度
均较低，未出现小肠绒毛与黏膜层分离的现象，但其
水肿情况更为突出，小肠绒毛上皮细胞刷状缘排列
与 ＲV感染组相比较为规整。感染组虽然都能出现
病变，但 ＲV感染组与 ＲV + STAT3 抑制剂组、STAT3
抑制剂组比较，主要小肠组织病变部位有稍许差别，
提示损伤机制不一样，结果见图 1。

图 1 BALB /c乳鼠各组病理学变化 HE ×100

A: 正常对照组; B: ＲV 感染组; C: ＲV + STAT3 抑制剂组; D:

STAT3 抑制剂组

2． 1． 2 ＲV感染不同时间点病理学结果 取 ＲV感
染不同时间点乳鼠小肠组织做病理切片，经 HE 染
色结果显示:感染第 1 天( 图 2A) 就出现水肿、绒毛
破裂等炎症表现，但绒毛刷状缘细胞排列较规整; 感
染第 2 ～ 4 天( 图 2B ～ D) 出现炎症加重的现象，水
肿加重，绒毛脱落，绒毛刷状缘细胞不规整; 感染第
5 ～ 8 天( 图 2E ～ H) 可以看见小肠组织在逐步恢复，
绒毛开始逐渐恢复并排列整齐; 感染第 9 ～ 10 天
( 图 2I ～ J) 小肠组织均出现不同程度的炎症，但没
有 ＲV感染组的第 2 ～ 4 天的程度严重。
2． 2 BALB /c乳鼠小肠组织各组不同时间点 IL-22
表达水平检测 正常对照组与 PBS 组没有明显的
差别，ＲV感染第 1 ～ 6 天 IL-22 表达水平有所升高，
其中在感染后第 4 天的水平最高，在感染后第 7 ～
10 天与正常对照组 IL-22 表达水平相当，其中从第
1 天开始差异有统计学意义 ( F = 139. 0，P =
0. 014 3) 。与正常对照组比较，ＲV + STAT3 抑制剂
组和 STAT3 抑制剂组乳鼠肠组织 IL-22 水平逐渐升
高，在感染后的第1 ～ 6天，ＲV + STAT3抑制剂组
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图 2 BALB /c乳鼠 ＲV感染不同时间点的病理学变化 HE ×100

A: ＲV感染第 1 天; B: ＲV感染第 2 天; C: ＲV感染第 3 天; D: ＲV

感染第 4 天; E: ＲV感染第 5 天; F: ＲV 感染第 6 天; G: ＲV 感染第 7

天; H: ＲV感染第 8 天; I: ＲV 感染第 9 天; J: ＲV 感染第 10 天; K: 正

常对照第 1 天; L:正常对照第 10 天

IL-22 表达水平升高较 STAT3 抑制剂组更明显，在
感染的第 7 天后两组差异无统计学意义。与 ＲV 感
染组比较，ＲV + STAT3 抑制剂组 IL-22 表达水平逐
渐升高，在第 4 天达到最高( F = 23. 5，P ＜ 0. 001 ) ，
结果见图 3。

图 3 各组感染 BALB /c乳鼠小肠组织各时间点 IL-22 表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与
ＲV感染组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

2． 3 各组 BALB /c乳鼠小肠组织不同感染时间点
STAT3、pSTAT3 和 ＲegⅢ-γ蛋白的表达情况
2. 3． 1 各组 BALB /c 乳鼠小肠组织不同感染时间

点 STAT3 的表达情况 采用 Western blot 检测各组
蛋白的表达情况。结果显示:正常对照组和 PBS 组
STAT3 表达水平在不同时间点变化不大; ＲV 感染
组第 1 ～ 4 天表达水平逐渐降低且在第 4 天最低，第
5 ～ 7 天表达水平逐渐升高，第 8 ～ 10 天与正常对照
组相当; ＲV + STAT3 抑制剂组在第 1 ～ 2 天表达水
平较低，第 3 ～ 4 天表达水平有所升高，第 5 ～ 10 天
表达水平较高，但不同时间点变化不大; STAT3 抑制
剂组在每天都维持在高表达水平，但不同时间点变
化不大，结果见图 4。

图 4 各组感染 BALB /c乳鼠小肠组织各时间点 STAT3 表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ＲV 感染组比

较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 3． 2 各组 BALB /c 乳鼠小肠组织不同感染时间
点 pSTAT3 的表达情况 采用 Western blot 检测各
组 pSTAT3 蛋白的表达情况。结果显示，其与
STAT3 表达的趋势相反。正常对照组和 PBS 组的
pSTAT3 表达水平在不同时间点变化不大; ＲV 感染
组第 1 ～ 4 天表达水平逐渐升高且第 4 天最高，第
5 ～ 7天表达水平逐渐降低，第 8 ～ 10 天与正常对照
组相当; ＲV + STAT3 抑制剂组在第 1 ～ 2 天表达水
平较高，低于 ＲV 感染组但略高于正常对照组，第
3 ～ 10天表达水平逐渐降低，低于 ＲV感染组; STAT3
抑制剂组表达水平逐渐降低，低于 ＲV感染组，结果
见图 5。
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图 5 各组感染 BALB /c乳鼠小肠组织各时间点 pSTAT3 表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ＲV 感染组比

较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 3． 3 各组感染 BALB /c 乳鼠小肠组织不同时间
点 ＲegⅢ-γ蛋白的表达情况 采用 Western blot 检
测各组 ＲegⅢ-γ蛋白的表达情况。结果显示，ＲegⅢ-γ
表达趋势与 pSTAT3 一致，正常对照组和 PBS 组 Ｒeg
Ⅲ-γ表达水平在不同时间点变化不大; ＲV感染组第
1 ～4天表达水平逐渐升高且第 4 天最高，第 5 ～ 7 天
表达水平逐渐降低，第 8 ～ 10 天与正常对照组相当;
ＲV + STAT3 抑制剂组在第 1 ～2 天表达水平较高，低
于 ＲV感染组，略高于正常对照组，第 3 ～ 10 天表达
水平逐渐降低，低于 ＲV 感染组; STAT3 抑制剂组表
达水平逐渐降低，低于 ＲV感染组，结果见图 6。

3 讨论

ＲV 是引起肠道腹泻的重要病毒，主要在全球
范围内引起 5 岁以下儿童的严重腹泻［5］。相关文献
报道，ＲV感染后通过病理学观察，可见肠道上皮细
胞的持续空泡化、水肿以及小肠绒毛长度变短等炎
症变化［6］。本实验病理结果也出现了类似的现象:
ＲV感染的第 1 天就出现水肿、绒毛破裂等炎症表
现，但绒毛刷状缘细胞排列较规整; 感染第 2 ～ 4 天
出现炎症加重的现象，水肿加重，绒毛脱落，绒毛刷
状缘细胞不规整; 感染第 5 ～ 8 天可见小肠组织在恢
复，绒毛开始逐渐恢复并排列整齐;绒毛长度前 3 d
变短，第 4 ～ 8 天逐渐变长，表明虽然第 4 天绒毛有
恢复的趋势，但由于小肠基层的破环加重，整体炎症

图 6 各组感染 BALB /c乳鼠小肠组织各时间点 ＲegⅢ-γ表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ＲV 感染组比

较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

水平也加重。通过病理切片结果说明 ＲV感染小肠
组织后存在损伤到修复的过程，然而在感染的第9 ～
10 天和正常对照组的第 10 天小肠组织均出现程度
较小的炎症表现，分析可能的原因有两点:① HE 的
结果是对病变的主观判断，很难用数据量化; ② 实
验选取的是 7 日龄的乳鼠，在病毒感染的第 10 天后
乳鼠的日龄达到三周龄，乳鼠进食材料开始由母乳转
为饲料，可能饮食结构的变化导致了轻微的炎症反
应。另外，ＲV感染和 STAT3抑制剂都会对肠道组织
产生一定破坏，但通过 HE结果来看，ＲV更倾向于对
小肠绒毛的损伤，这可为后续的研究提供参考。

另外，ＲV感染可致细胞因子 IL-6、IL-10、IFN-γ
有明显的升高。相关报道 IL-6 可与肠道中 Th17 细
胞上的 IL-6 受体结合，通过 STAT3 信号通路诱导
IL-22 表达［7］。IL-22 作为肠上皮细胞( intestinal ep-
ithelial cells，IEC ) 中重要的免疫细胞因子，通过
STAT3 通路活化 BIＲC5、pla2g5、SMO、MYC 和 MCL1
等基因促进 IEC 细胞增殖［8 － 9］，但 IL-22 对 STAT3
的过度磷酸化又会促使细胞凋亡。本实验中 ＲV感
染和 ＲV + STAT3 抑制剂会诱导 IL-22 的升高，通过
STAT3、pSTAT3、ＲegⅢ-γ 蛋白 Western blot 结果显
示，IL-22 的升高会激活 STAT3 的磷酸化，从而磷酸
化的 STAT3 能促进 ＲegⅢ-γ 的释放。单纯 STAT3
抑制剂虽然能诱导 IL-22 升高，但由于抑制了
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STAT3 的磷酸化，没有促进 ＲegⅢ-γ释放。表明 ＲV
可以通过诱导 IL-22 激活 pSTAT3 信号通路促进
ＲegⅢ-γ释放。

常见的肠道炎症疾病包含克罗恩病与溃疡性结
肠炎等，IL-22 在不同的肠道炎症疾病中表达水平存
在差异性，文献报道克罗恩病患者与溃疡性结肠炎
患者的肠组织中 IL-22 表达水平相比较前者明显高
于后者［10］。机体中，IL-22 因不同炎症调节因素之
间的相互作用不同而发挥着保护或损伤的作用，在
肠易激综合征中，T-bet 转录因子的缺乏可引起 IL-
23 因子的高度表达，在此刺激下的 IL-22 发挥着致
病作用，而在溃疡性结肠炎中，有 Th2 细胞反应介导
的 IL-22 可增强肠道组织黏膜的保护作用［11 － 12］。
另外，肠道发生炎症时，肠上皮的 Paneth 细胞分泌
ＲegⅢ-γ发挥调节肠道生物屏障的作用。相关研究
表明 IL-22 可诱导机体产生 ＲegⅢ-γ，ＲegⅢ-β 等抗
菌肽，其可能机制与 IL-22 介导 pSTAT3 激活 STAT3
信号通路有关［13 － 14］。本研究中，ＲV 感染后，IL-22
的表达升高，其中在感染的第 4 天达到最高峰，
pSTAT3 与 ＲegⅢ-γ蛋白的表达均在 ＲV感染的第 4
天达到高峰，结合 IL-22、pSTAT3、ＲegⅢ-γ的表达水
平，说明 ＲV 感染后刺激 IL-22 的释放，一方面诱导
产生肠道炎症，另一方面高表达的 IL-22 通过
STAT3 磷酸化激活 STAT3 信号通路诱导产生 Ｒeg
Ⅲ-γ，发挥调节肠道炎症的作用。
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Effect and mechanism of rotavirus on intestinal
inflammation through STAT3 phosphorylation

Zhang Xiaoyan1，Zhang Xiaocheng1，Ding Ｒui2，et al
( 1Dept of Microbiology，School of Basic Medical Sciences，

2School of Life Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study whether rotavirus ( ＲV ) can promote the phosphorylation of signal transduction
activator 3 ( STAT 3 ) ，induce intestinal epithelial cells to secrete antimicrobial peptide Ｒeg Ⅲ -γ ，and regulate

( 下转第 305 页)
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Stablish prognostic nomogram of colon cancer nomograms:
a retrospective study based on the SEEＲ database

Huang Kai，Zhang Changle，Wu Wenyong，et al
( Dept of Gastrointestinal Surgery，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To analyze the prognosis of patients with colon cancer risk factors，constructs the nomogram
prediction of colon cancer patients 1 year，3 years and 5 years survival rate and to analyze clinical benefit． Methods

A total of 53 753 colon cancer patients with pathologically confirmed between 2010 and 2015 were obtained from
the Surveillance，Epidemiology，and End Ｒesults ( SEEＲ) program． All samples were randomly divided into training
( n = 35 835) and validation ( n = 17 918 ) set based on the prognosis status and overall survival time． Univariate
and multivariate analysis were performed using Cox proportional hazards regression model to evaluate the prognostic
value of 9 clinical parametersincluding age，pathological stage，AJCC 7th edition T stage，N stage，M stage，positive
lymph node ratio ( LNＲ) ，tissue grade，gender，and chemotherapy． The stepwise regression method was used to iden-
tify the potential prognostic risk parameters and a nomogram prognostic model was then established to predict the o-
verall survival ( OS) ． The internal and external calibration curve and decision curve analysis were conducted to e-
valuate the predictive accuracy of the nomogram． Ｒesults Age at diagnosis，T，N，M，LNＲ，tissue grade，gender and
chemotherapy were identified as independent prognostic risk parameters of OS based on the training set in both uni-
variate and multivariate analysis ( P ＜ 0. 01 ) ． Four clinical parameters including age，T stage，M stage and LNＲ
were screened by stepwise regression analysis and a nomogram prognostic model was established based on the four
factors． The average area under the curve ( AUC) of ＲOC curves for 1-year，3-year and 5-year OS was 0. 708 ( 95%
CI: 0. 669 ～ 0. 753) in the training set and 0. 704 ( 95% CI: 0. 681 ～ 0. 715) in the validation set． The calibration
curve for probability of survival showed excellent consistency between nomogram prediction and actual observation
in the entire set，with a bootstrap-corrected concordance index of 0. 748 ( 95%CI: 0. 741 ～ 0. 755) ． Conclusion
We successfully developed a nomogram incorporating four clinical parametersto predict overall survival of colon
cancer patients after surgery resection，which showed better performance than the traditional TNM staging system．
The established nomogram might help oncologist make appropriate treatment decisions for colon cancer patients．
Key words colon cancer; feature selection; nomogram; prognosis; survival analysis

( 上接第 298 页)
intestinal inflammation after infection of BALB /c suckling mice． Methods 7-day-old SPF grade BALB /c suckling
mice were administrated with ＲV by gavage． The experiment was divided into five groups: normal control group，PBS
control group，ＲV infection group，ＲV + STAT3 inhibitor group and STAT3 inhibitor group． Five suckling mice
were killed at 1，2，3，4，5，6，7，8，9 and 10 days after infection，respectively． Enzyme linked immunosorbent assay
( ELISA) was used to detect the change of IL-22 content in intestinal homogenate，Western blot was used to detect
the expression of STAT3，pSTAT3 and ＲegⅢ-γ protein at different time points in each group． Ｒesults After ＲV
infection，the intestinal tissue showed obvious inflammatory reaction，and the level of IL-22 increased gradually with
the infection time which reached the maximum value on the fourth day of infection． The protein levels of pSTAT3
and ＲegⅢ-γ showed the similar change trend with IL-22，while the protein level of STAT3 showed the opposite
trend，and the expression level was the lowest on the fourth day after infection． Conclusion ＲV can activate IL-22 /
pSTAT3 /ＲegⅢ-γ signaling pathway and regulate the development of intestinal inflammation．
Key words rotavirus; IL-22; pSAT3; ＲegⅢ-γ; intestinal inflammation
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