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摘要

肠道稳态由特殊的宿主细胞和肠道微生物群共同维持。Wnt/β-联蛋白信号通路对胃肠道发育和稳态至
关重要，其失调与炎症和结肠直肠癌有关。Axin1负调控激活的Wnt/β-联蛋白信号通路，但人们对其在
调节健康和疾病宿主微生物相互作用中的关系知之甚少。在此，我们旨在证明肠道Axin1决定了肠道稳
态和宿主对炎症的反应。根据人炎症性肠病数据集分析Axin1的表达。为探讨肠道Axin1在调节肠道稳
态和结肠炎中的作用和机制，我们在肠上皮细胞（IEC；Axin1∆IEC）和帕内特细胞（PC；Axin1∆PC）中建立了条
件敲除Axin1的新小鼠模型与对照组（Axin1LoxP；LoxP：X-over位点，P1）小鼠。我们发现人炎症性肠病
（IBD）的结肠上皮细胞中Axin1的表达增加，Axin1∆IEC小鼠表现出杯状细胞空间分布的改变、PC形态改
变、溶菌酶表达减少和嗜黏蛋白阿克曼菌（Akkermansia muciniphila, A. muciniphila）富集。肠上皮细胞和
PC中Axin1的缺失降低了体内葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导的结肠炎易感性。Axin1∆IEC与Axin1∆PC小鼠和对
照组小鼠共同饲养后更易患葡聚糖硫酸钠（DSS）结肠炎。用嗜黏蛋白阿克曼菌治疗可降低DSS-结肠炎
的严重程度。抗生素治疗并未改变Axin1LoxP小鼠中的肠上皮细胞增殖。然而，与未经处理的Axin1∆IEC小
鼠相比，抗生素处理后的Axin1∆IEC小鼠肠道增殖细胞减少。这些数据表明，肠道微生物群具有非致结肠
炎性效应。总之，我们发现肠道Axin1的缺失可以预防结肠炎，这可能由上皮细胞Axin1和Axin1相关的
嗜黏蛋白阿克曼菌驱动。我们的研究证明了Axin1在介导肠道稳态和微生物群中的新作用。进一步利
用特异性的Axin1突变进行机制研究，阐明Axin1如何调节微生物群和宿主炎症反应，将为人 IBD提供新
的治疗策略。
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1. 引言

炎症性肠病（IBD）是一种慢性肠道炎症，影响全球

600多万人[1]。IBD的发病机制尚不清楚，但已知其涉及

环境因素、肠道微生物群和宿主上皮细胞间的复杂相互作

用，以及遗传易感性背景下先天免疫和适应性免疫的失调

[2]。IBD涉及的一个主要机制是肠道Wnt/β-联蛋白信号

通路的失调[3‒6]。Wnt/β-联蛋白信号通路是胃肠道（GI）

发育和稳态的重要调节因子[7]。Axin1最初被发现是Wnt/

β-联蛋白信号通路的抑制剂和胚胎轴形成的调节因子[8]。

Axin1是一种支架蛋白，通过募集β-联蛋白降解复合体，

促进糖原合酶激酶 3β（GSK3β）磷酸化β-联蛋白，靶向
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促使 β-联蛋白被蛋白酶体泛素化和降解[9‒11]。然而，

Axin1在调节肠道炎症和 IBD的发展中的作用尚不清楚。

Axin1在细菌感染中发挥着独特的生物学作用，特别

是宿主-病原体相互作用[12]。沙门氏菌在转录后水平降低

了肠上皮细胞（IEC）中Axin1蛋白的表达，而其过表达

在体外抑制了沙门氏菌的侵袭和炎症[12]。然而，肠道

Axin1信号在维持黏膜健康中的作用尚未被完全了解。由

于全身Axin1缺失是致命的，少量研究者利用条件敲除

Axin1小鼠模型进行机制研究[8]。

在本研究中，我们假设肠上皮细胞Axin1在调节微生

物群和炎症易感性中发挥作用。在人 IBD样本中，我们发

现Axin1在信使RNA（mRNA）和蛋白质水平上的表达增

加。为了研究肠上皮细胞Axin1调控的分子机制，我们建

立了一个新的肠上皮细胞条件敲除Axin1（Axin1∆IEC）小鼠

模型[13]。肠道Axin1表达的改变损害了肠上皮分泌细胞

和细胞分化。此外，我们还建立了Axin1∆PC的小鼠模型研

究帕内特细胞（PC）Axin1在炎症反应中的组织特异性作

用。我们的研究首次证实了肠道Axin1与维持肠道和微生

物稳态之间的关系。了解宿主因子（如Axin1）、细胞变

化（如 PCs）和微生物群 [如嗜黏蛋白阿克曼菌（A. 

muciniphila）]将有助于为人 IBD提供新的治疗方法。

2. 材料和方法

2.1. 人肠道活检

溃疡性结肠炎（UC）、克罗恩病（CD）患者和健康

对照组的石蜡包埋结肠活检样本切片的组织芯片来自美国

Biomax公司（CO246； USA）。

2.2. 基因表达数据集

我们使用了高通量基因表达数据库（GEO）存储库

已注册的微阵列数据†。从GEO存储库中，我们获得了来

自UC、CD的 IBD患者炎症黏膜和健康对照组的结肠黏膜

活检数据。总RNA通过微阵列分离并报道（GEO登录号

GSE 16879）。我们提取了UC对照（n = 6）、UC（n = 24）、

CD对照（n = 6）和CD（n = 18）患者的Axin1基因表达

数据进行分析。

2.3. 实验动物

Axin1LoxP（LoxP：X-over位点，P1）对照小鼠最初由

Xie 等 [8]报道。Axin1∆IEC 小鼠是通过将 Axin1LoxP 小鼠与

villin-cre小鼠杂交获得的（Jackson Laboratory, USA）。防

御素阿尔法 6（Defa6）-cre小鼠来自哈佛大学的Richard 

Blumberg 博士[14]。Axin1∆PC小鼠是通过将 Axin1LoxP小鼠

与Defa6-cre小鼠杂交获得的。对 6~8周龄的雄性和雌性

同笼小鼠进行实验，这些小鼠可以自由饮水，并保持在

12 h的暗/光周期内。所有的动物均在伊利诺伊大学芝加

哥分校（UIC）的生物资源实验室中，并根据UIC动物护

理委员会（ACC）与动物护理办公室和机构生物安全指

南进行使用。动物工作得到了UIC动物护理办公室的批准

（ACC15-231、ACC17-218和ACC18-216）。

2.4. 小鼠品系的遗传背景

将 Axin1 靶向载体电穿孔导入 SV129 胚胎干细胞

（ES）。筛选这些胚胎干细胞并评估外显子 2处Axin1的破

坏情况。将合适的ES克隆注射到C57BL/6J囊胚中，形成

嵌合动物。然后嵌合动物进一步杂交产生可育且无可识别

表型的Axin1LoxP小鼠。在C57BL/6基础上培育了 villin-cre

（库存号：004586）转基因小鼠。将设计的质粒注射到

C57BL/6小鼠的原核中，得到PC特异性的Defa6-cre小鼠

品系 [14]，使 cre-重组酶在 PC 特异性启动子 Defa6 下

表达。

2.5. 嗜黏蛋白阿克曼菌的菌株及生长条件

嗜黏蛋白阿克曼菌 （ATCC BAA-835） 在 Oxoid 

AnaeroJar（AG0025A；Thermo Fisher Scientific, USA）中

用厌氧产气包（AnaeroGen Pack）（AN0025A；Thermo 

Fisher Scientific, USA），于添加了3% L-半胱氨酸（Sigma-

Aldrich, USA）的脑心浸液培养基（BD Diagnostics, USA）

中37 ℃培养48 h。培养物在12 000 g下离心10 min，然后

在无菌磷酸盐缓冲液（PBS）中重悬至每 1.5 mL含有 109 

CFU（菌落形成单位）。立即将培养物置于冰上直至灌胃。

2.6. 诱导结肠炎

结肠炎的诱导如前所述[15‒16]。实验期间，小鼠自

由摄取溶解于过滤净化水中的 5%葡聚糖硫酸钠（DSS）

[分子量（MW）：40~50 kDa；USB Corp.,, USA]。动物每

天都要称重。第7天，麻醉处死小鼠，通过疾病活动指数

（DAI）来量化结肠炎的严重程度，测定体重减轻百分比、

便血和腹泻的百分比。

2.7. 同笼实验

雄性及雌性 Axin1LoxP与 Axin1∆IEC或 Axin1∆PC小鼠（6~

8周龄）被共置于新笼。每笼有 3只Axin1LoxP小鼠和 2只

Axin1∆IEC或 2只 Axin1∆PC小鼠，如前所述[17]。同笼 4周，

† https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/.
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自由摄取溶解于过滤净化水中的5% DSS。动物每天都要

称重。在DSS给药后第7天，麻醉处死小鼠，用DAI定量

结肠炎的严重程度，测定体重减轻百分比、便血和腹泻的

百分比。

2.8. DSS-结肠炎模型和嗜黏蛋白阿克曼菌治疗

动物实验使用7~13周龄小鼠进行。在5% DSS处理开

始前 6 h 用嗜黏液阿克曼菌（100 μL PBS 悬液）治疗小

鼠。喂食 5% 的 DSS 水溶液 7 d。小鼠持续 7 d 每日灌胃

1.79×109 CFU的嗜黏蛋白阿克曼菌。7 d后，处死小鼠，

并采集组织样本。

2.9. 小鼠的抗生素治疗

Axin1Loxp和Axin1ΔIEC小鼠（6~8周龄）随机分为两组：

非治疗组6只（雄性3只、雌性3只），抗生素治疗组6只

（雄性3只、雌性3只）。在过滤后的饮用水中使用抗生素

（1 mg·mL－1甲硝唑和 0.3 mg·mL－1克林霉素)。对照组饮

用不含抗生素的过滤水。在抗生素治疗后的第3周，收集

组织样本用于指定研究。

2.10. 小鼠结肠和小肠的组织学研究

按已有研究所述采集肠道[15‒16,18‒19]，并在10%福

尔马林溶液（pH 7.4）中固定，经过处理，然后石蜡包

埋。4 µm的切片用苏木精-伊红（H&E）染色[20]。组织

学损伤的评分如前所述[13]。

2.11. 5-溴脱氧尿嘧啶核苷（BrdU）迁移

年 龄 相 当 的 6~9 周 龄 的 雄 性 和 雌 性 Axin1LoxP、

Axin1∆IEC 和 Axin1∆PC 小鼠腹腔注射 BrdU （160 mg·kg−1，

PBS稀释；Sigma-Aldrich），并在2、12、24 h后处死。迁

移距离是指空肠切片中从隐窝底部到最前端的BrdU阳性

肠上皮细胞的微米距离。

2.12. 免疫印迹

通过刮取组织收集小鼠回肠和结肠上皮细胞，并按如

前所述进行均质化[17,21]。如前所述，用十二烷基硫酸钠

（SDS）-聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）分离等量的标准

化蛋白质，转移到硝化纤维素中，并用一抗进行免疫印

迹[12,22]。用增强化学发光法显示抗体。用一种以上抗体

探测的膜在重新探测之前，需进行剥离处理。

2.13. 免疫组化（IHC）

如前所述，肠组织在 10% 福尔马林缓冲液中固定，

并使用标准技术进行处理[15‒16,22‒23]。切片用抗Axin1

（34-5900； Invitrogen, USA）、 BrdU （1893； Abcam, 

USA）、β-联蛋白（610154；BD Transduction, USA）和磷

酸化-β-联蛋白-S552（9566；Cell Signaling, USA）染色，

染色强度的测定如前所述[15,24]。

2.14. 免疫荧光（IF）

新解分离的肠组织经 10%的中性缓冲福尔马林固定

后，用石蜡包埋。对小鼠肠组织石蜡包埋切片（4 μm）

进行 IF 染色。制备载玻片后 [15]，将切片与抗溶菌酶

（Santa Cruz Biotechnology Inc., USA）抗体在 4 ℃下孵育

过夜。然后将样品与驴抗山羊 Alexa Flour 488（D1306；

Santa Cruz Biotechnology Inc., USA）在室温下孵育 1 h。

组织用 SlowFade （S2828；Thermo Fisher Scientific）封

闭，盖上盖子并密封。切片用徕卡SP5激光扫描共聚焦显

微镜（LSM 710；Carl Zeiss, Germany）或奥林巴斯BX51

荧光显微镜（Olympus Life-Sciences, USA）进行检测。

2.15. 肠道细菌的荧光原位杂交（FISH）

使用靶向细菌 16S 基因高度保守区域的反义单链

DNA（ssDNA）探针EUB 388（5'-GCTGCCTCCCGTAG‐

GAGT-3'）进行FISH。组织切片（4 μm）在 60 ℃下烘烤

30 min。切片在二甲苯中脱蜡，用100%乙醇脱水，干燥，

在 0.2 mol·L−1盐酸（HCl）中孵育 20 min，然后在 1 mol·
L−1 NaSCN中 80 ℃加热 10 min。切片用胃蛋白酶（4%胃

蛋白酶溶于 0.01 mol·L−1 HCl中）在 37 ℃下消化 20 min。

切片用洗涤缓冲液（0.30 mol·L−1氯化钠，0.03 mol·L−1柠

檬酸钠，pH值为7.0）洗涤。切片在10%福尔马林缓冲液

中固定 15 min。探针在 90 ℃下于 5 ng·µL−1杂交缓冲液

（0.9 mol·L−1氯化钠，30%甲酰胺，20 mmol·L−1 Tris-HCl，

pH 7.4）中和 0.01% SDS杂交 5 min，并在 37 ℃下孵育过

夜。载玻片在 45 ℃的洗涤缓冲液中洗涤 5 次，每次

5 min。为了观察细胞核，切片用 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

（DAPI）/抗褪色溶液染色。用奥林巴斯BX51荧光显微镜

检测载玻片。

2.16. 透射电子显微镜（TEM）

小肠在 4%多聚甲醛/3%戊二醛的 10 mmol·L－1磷酸

钠缓冲液（pH 7.4）中固定 48 h。所有样品均按照前述

方法制备[15]。树脂聚合后，将样品切成 1 mm×2 mm的

小块，用飞利浦CM 100电子显微镜（荷兰）在 80 kV的

加速电压下进行检测，以在 UIC 电子显微镜核心上

成像。

2.17. 多重酶联免疫吸附试验（ELISA）

采用小鼠特异性的ProcartalPlex小鼠细胞因子/趋化因
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子便捷26联多重免疫分析板（EPXR260-26088-901；Invit‐

rogen, USA）检测血清细胞因子水平。根据制造商的使用

说明书，使用适当的标准进行检测。使用 Magpix 机器

（Luminex, USA）读取平板。

2.18. 杯状细胞（GCs）的阿尔辛蓝染色

对用卡诺氏固定剂固定的结肠组织石蜡切片进行阿尔

辛蓝/过碘酸-希夫染色[25]。载玻片用于计数GCs。每个

隐窝中计数酸性（蓝色）、中性（粉红色）和混合（紫色）

GCs。GC数是通过将三个隐窝的平均GC数作为一个点来

计算的。每只小鼠随机选取3个点。采用Welch’s t检验计

算和分析GCs数的平均值。

2.19. 帕内特细胞（PCs）的溶菌酶免疫荧光（IF）

PC采用溶菌酶 IF法进行染色。形态学变化定义为D0=

正常PCs，D1-D3=异常PCs，如之前的文献所述[15,17,26]。

2.20. 帕内特细胞（PCs）的分离

收集小肠。用 PBS洗涤小肠并纵向切开，置于冰冷

的PBS中并冷藏 5 min。吸除PBS并以 2 mmol·L−1乙二胺

四乙酸（EDTA）PBS 替代，样品在冷室中摇晃 30 min。

去除 2 mmol·L−1 EDTA，用 54.9 mmol·L−1 D-山梨醇和

43.4 mmol·L−1蔗糖替代。用力摇晃样品以分离隐窝，然

后用 100 μm的细胞过滤器过滤。样品在 4 ℃ 150 g离心

10 min。弃上清，将用 TrypLE 表达酶以 37 ℃重悬隐窝

15 min，每 5 min轻轻摇晃一次。单细胞悬液通过 70 μm

过滤器过滤，在4 ℃下200 g离心10 min。用含2 mmol·L−1 

EDTA和 1%胎牛血清（FBS）的 PBS洗涤沉淀两次。离

心后，用含 2 mmol·L−1 EDTA和 1%胎牛血清的PBS重悬

细胞，与分化群 24（CD24）-PE抗体在 4 ℃黑暗中孵育

30 min。将细胞离心，在流洗缓冲液中洗涤两次，然后在

流洗缓冲液中重悬并进行分选[15]。

2.21. 粪便数据中16S核糖体RNA（rRNA）测序的生物信息

学分析

如前所述，收集和准备粪便样本[17]。在UIC基因组

研究中心利用 Illumina测序平台对样本进行分析。用QI‐

IME pipeline [27]处理原始序列数据，包括读取合并、适

配、质量微调以及嵌合检查，并使用UCLUST方法以封

闭参考的方式生成可操作分类单元（OTUs），序列相似性

阈值为 97%。利用 Illumina Curated GreenGenes 参考数据

库的具有代表性的序列数据[28]，对每个物种进行分类

注释。

2.22. 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

用TRIzol试剂从小鼠结肠和原代小肠上皮细胞中提

取总 RNA。根据制造商的说明（Bio-Rad Laboratories, 

Inc., USA），使用 iScript互补DNA（cDNA）合成试剂盒

进行 RNA 逆转录。根据制造商的说明，使用 iQ SYBR 

green supermix 对 cDNA 反应产物进行 qRT-PCR。在同一

样本中，所有表达水平均归一化为绒毛蛋白水平。百分比

表达式计算为每个样本的归一化值与相应对照的比值。所

有qRT-PCR反应均重复进行。

2.23. 细菌DNA的qRT-PCR

根据制造商的说明，使用粪便DNA试剂盒（Omega 

Bio-Tek，美国）从小鼠的粪便中提取 DNA。在 CFX-

Connect 实时系统上进行 16S 核糖体 DNA（rDNA）qRT-

PCR反应（Bio-Rad实验室，美国），并使用 iTaq Universal 

SYBR Green supermix（1725121；Bio-Rad实验室，美国）

进行扩增。使用 16S rRNA特异性引物作为内源性对照，

对样本间进行归一化处理。使用∆∆CT方法估计每个样本

中16S rDNA的相对量。引物序列使用Primer BLAST设计

或从附录A中的表S1和表S2中获得。

本文中使用的材料列于附录A中的表S3。

2.24. 统计分析

除另有说明外，则仅对一只动物进行单独测试。数据

以平均数±标准差（SEM）表示，P值≤0.05被认为差异有

统计学意义。运用 Shapiro-Wilks正态性检验，以检测数

据是否显著偏离正态性。根据变量是否正态分布来确定参

数分析或非参数分析。采用方差相等的F检验来检验两个

正常群体具有相同的方差的零假设。正态分布的两组之间

的差异通过不等方差的非配对学生 t 检验和不等方差的

Welch’s t检验进行分析。两组非正态分布数据间的差异

采用Wilcoxon秩和检验进行分析。三组或三组以上之间

的差异酌情采用单因素方差分析（ANOVA）或双向方差

分析。为适用多重比较，P值通过Tukey方法进行了调整。

采用Spearman相关分析和散点图检测Axin1和白细胞介素

6（IL-6）与肿瘤坏死因子α（TNF-α）细胞因子之间的相

关性。如前所述，对分类和OTU丰度进行了分析[29]。简

而言之，采用 R 包 phyloseq 和 vegan 进行主坐标分析

（PCA）和 Shannon多样性分析。使用Windows GraphPad 

Prism 8.0.0 版本（GraphPad Software, USA）和 R 软件[R 

Core Team (2021); R Foundation for Statistical Computing, 

Austria]进行统计分析。
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3. 结果

3.1. 人 IBD中Axin1的增加

Axin1在炎症肠中的状态尚不清楚。我们使用GEO数

据库分析了人类结肠样本的微阵列数据。我们发现Axin1 

mRNA 表达水平在人 UC 和 CD 中升高 [28][图 1（a）]。

Spearman相关分析显示，CD中Axin1的表达与促炎细胞

因子 IL-6 [图1（b）]和TNF-α [图1（c）]呈正相关。为了

研究Axin1在蛋白质水平上的变化和定位，我们对健康对

照组、UC和CD受试者的结肠组织进行了 IHC检测。UC 

[图 1（d）]和CD [图 1（e）]结肠组织显示，与正常结肠

相比，炎症黏膜中Axin1的表达显著增加。

3.2. Axin1∆IEC小鼠模型的建立

我们假设肠上皮 Axin1 在结肠炎的发病机制中起作

用。我们通过将Axin1LoxP小鼠品系与 villin-cre小鼠杂交，

产生了一种新的条件敲除肠上皮细胞的小鼠。小鼠结肠和

小肠中 Axin1 mRNA 的表达显示 Axin1∆IEC 小鼠中 Axin1 

mRNA的显著降低[图2（a）]。我们使用肠黏膜刮片通过

蛋白质印迹分析蛋白质水平，发现Axin1∆IEC小鼠小肠和结

肠中的肠上皮Axin1表达显著降低[图2（b）]。

我们检测了Axin1在肠道中的表达定位。Axin1∆IEC小

鼠的小肠或结肠中均未检测到 IEC Axin1染色[图2（c）和

（d）]。此外，我们通过FISH间接测定了黏液层厚度和共

生菌群的位置。我们发现，Axin1∆IEC小鼠的回肠[图2（e）]

和结肠[图2（f）]的共生细菌入侵量有所增加。该数据证

实了Axin1的 IEC特异性敲除，且该敲除有助于减少黏液

层厚度。我们通过该Axin1∆IEC模型能够确定肠上皮Axin1

调节肠道稳态和结肠炎的机制。

3.3. 肠道Axin1对小肠中GC分布和PC形态的调控

接下来，我们确定Axin1的敲除是否会损害肠道细胞

的分化。 Axin1∆IEC 小鼠的阿尔辛蓝阳性率显著增加

[图3（a）]。此外，Axin1∆IEC小鼠小肠中GC标记物mucin 2

（MUC2）的mRNA表达增加[图3（b）]，表明Axin1参与

了肠道GC的分化。我们通过透射电镜分析了GCs的结构

[图 3（c）]。Axin1∆IEC小鼠的黏蛋白颗粒比Axin1LoxP小鼠

的大，尽管每个GC的黏蛋白颗粒数量相似[图3（d）]。

PCs特异性存在于小肠，分泌抗菌肽，对塑造微生物

群和调节先天免疫至关重要[14‒15,30]。考虑到其生理作

图1. Axin1在人 IBD中表达上调。（a）Axin1 mRNA在UC和CD患者中的表达。健康对照、CD和UC患者的数值来自GEO数据库GSE 16879。数据以

平均数（mean）±SEM表示；UC对照组（n = 6）、UC（n = 24）、CD对照组（n = 6）、CD（n = 18）；单因素方差分析（one-way ANOVA）；*P < 0.05。
（b）、（c）在CD患者中，Axin1和 IL-6（b）或TNF-α（c）的显著协同表达。我们在GEO数据库GSE 16879中对治疗前对 IBD药物英夫利昔单抗有响

应（CD响应）和无响应（CD无响应）的患者进行了Axin1与 IL-6或TNF-α相关分析。对照组（n = 6）、CD响应（n = 8）、CD无响应（n = 10），P = 
0.0157，r = 0.4875（IL-6）；对照组（n = 6）、CD响应（n = 8）、CD无响应（n = 10）、P = 0.0563、r = 0.3947（TNF-α）。（d）UC患者（n = 4）和健康

对照组（n = 8）结肠中Axin1蛋白的 IHC染色。（e）CD患者（n = 6）和健康对照组（n = 8）结肠中Axin1蛋白的 IHC染色。非配对学生 t检验，*P < 
0.05，**P < 0.01。
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用，我们接下来评估Axin1∆IEC小鼠中的PC状态。我们根

据Wu等[17]之前描述的 IF染色，根据其溶菌酶形态对PC

进行了分类[图3（e）]。正常PC被标记为D0，而异常PC

被分为D1（无序）、D2（耗尽）和D3（弥散）溶菌酶颗

粒形态。我们发现，与Axin1LoxP相比，Axin1∆IEC回肠中正

常的PC较少。最重要的是，我们看到Axin1∆IEC小鼠中异

常 PC 的数量显著增加 [图 3（f）]。这些异常的 PCs 与

mRNA水平上的溶菌酶（Lyz1）降低有关[图3（g）]。我

们进一步通过透射电镜评估了 PC 的结构形态，发现

Axin1∆IEC 小鼠中电子致密颗粒较少的 PC 数量显著增加

[图3（h）]。总而言之，这些数据与蛋白质水平上溶菌酶

表达的降低有关[图3（i）]。

3.4. Axin1∆IEC小鼠肠道微生物群的改变

众所周知，PC和GCs可以调节肠道微生物群的特征

和功能。我们通过 16S rRNA 测序检测了 Axin1LoxP 和

Axin1∆IEC 小鼠的细菌丰度，发现粪便扩增子谱显示 Ax‐

in1LoxP和Axin1∆IEC微生物群之间的α-和β-多样性没有变化

[图3（j）和（k）]。然而，Axin1∆IEC小鼠中，优势属的丰

度显示在阿克曼菌属（Akkermansia）中富集，Rikenella‐

ceae和梭菌目（Clostridiales）减少[图 3（l）]。阿克曼菌

是一种潜在的益生菌和一种存在于肠道黏液层中的黏液溶

解细菌[31]。这些数据表明，肠上皮Axin1调节肠道分泌

细胞稳态和微生物组成，有助于阿克曼菌属丰度的增加。

图2. Axin1∆IEC的建立小鼠模型Axin1∆IEC通过杂交Axin1有条件地敲除 IEC产生Axin1LoxP的小鼠表达绒毛蛋白的小鼠。Villin仅在 iec中表达。（a）实时

荧光定量qPCR检测小肠和结肠中Axin1 mRNA的表达。以绒毛蛋白作为 IEC标记物的肠道Axin1的（b）Axin1免疫蛋白印迹分析。（c）、（d）Axin1
的小肠（c）和结肠（d）中Axin1LoxP的 IHC染色Axin1∆IEC老鼠。（e）、（f）使用一般细菌探针EUB388（绿色）对小肠（n = 3）（e）和结肠（n = 4）
（f）进行FISH染色和间接定量。白色虚线表示黏液屏障的间接厚度。所有数据均以平均± SEM表示；每组n = 3；（a）中结号使用的Welch双样本 t检
验；所有其他数字都使用未配对的学生 t检验进行分析。*P < 0.05, **P < 0.01。

257



图3. 肠上皮Axin1调控小肠内GC分布和 PC形态。（a）小肠绒毛中GCs的阿尔辛蓝染色（n = 4，> 15绒毛 · 小鼠−1）。（b）qRT-PCR检测小肠中

MUC2 mRNA的表达（n = 5）。（c）通过透射电镜观察Axin1LoxP和Axin1∆IECGC颗粒。GCs通过细胞质颗粒的存在及其顶端位置进行鉴定（n = 3）。
（d）Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠黏蛋白颗粒的平均大小（n = 3，> 15细胞 ·小鼠−1）。（e）Axin1LoxP和Axin1∆IEC老鼠小肠隐窝中溶菌酶的 IF染色。（f）溶

酶体形态正常（D0）和异常（D1~D3）的PC的百分比（n = 6，> 15隐窝 ·小鼠−1）。（g）Axin1小鼠的溶菌酶（Lyz1）mRNA（n = 6）。（h）通过透射

电镜观察Axin1中PC颗粒异常。PC通过细胞质颗粒和基底位置的存在来鉴定（n = 3，> 50颗粒 ·小鼠−1）。（i）蛋白质印迹检测Axin1小鼠中溶菌酶

蛋白的表达（n = 4）。（j）Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠间粪便细菌香农多样性指数，数据以平均数（mean）±SEM表示；每组n = 10~12；Welch’s t检验。

（k）PCA 图显示了 Axin1LoxP（浅蓝色）和 Axin1∆IEC小鼠（红色）粪便细菌的差异。这些轴解释了两组之间 27.3% 的分离变化（每组 n=10~12）。
（l）Axin1LoxP和Axin1∆IEC老鼠粪便中顶级属的丰度百分比。所有未确认或其他已确认的物种都被归为“其他”。如图例所示，属的颜色与图例指示协调

一致。多个条表示每个条有一个小鼠。上述所有数据均以平均数（mean）± SEM表示；（f）采用Tukey方法的双向方差分析，（b）和（h）采用Wil‐
coxon秩和检验；其他图中均采用非配对学生 t检验进行分析。*P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001。PC1：第一个主成分，PC2：第二个主成分。
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3.5. 肠上皮细胞Axin1缺陷小鼠对DSS诱导的结肠炎的易

感性较低

为了评估 IEC Axin1缺失的生理影响，我们使用了葡

聚糖硫酸钠（DSS）诱导的结肠炎小鼠模型。Axin1LoxP和

Axin1∆IEC小鼠用 5% DSS 处理 7 天，并测定结肠炎参数。

我们发现，与Axin1∆IEC小鼠相比，Axin1LoxP小鼠在DSS给

药期间体重减轻更多 [图 4（a）]。根据疾病活动指数

（DAI），Axin1LoxP DSS 小鼠的粪便中有明显的出血和腹

泻[32][图 4（b）]。相应地，与DSS处理的Axin1∆IEC小鼠

相比，DSS 处理的 Axin1LoxP小鼠的结肠和盲肠缩短[图 4

（c）和（d）]。DSS处理小鼠的组织学分析显示有严重的

炎症，表现为肠上皮破坏和炎症细胞浸润[图4（e）]。相

比之下，DSS喂养的Axin1∆IEC小鼠的组织学炎症评分显著

降低[图4（f）]。我们还检测了血清细胞因子谱，发现与

DSS 处理的 Axin1LoxP小鼠相比，Axin1∆IEC小鼠的 TNF-α、
IL-6和 IL-18显著降低[图4（g）~（i）]。IL-5和嗜酸性粒

细胞趋化因子在没有DSS刺激的Axin1∆IEC小鼠中升高[图4

（j）和（k）]。相比之下，在没有DSS刺激的Axin1LoxP小

鼠中，IL-27水平升高[图4（l）]。这些数据强烈表明，在

DSS介导的结肠炎期间，IEC Axin1缺陷小鼠的炎症反应

减少。

3.6. Axin1∆IEC小鼠与Axin1LoxP小鼠同笼饲养增加了DSS结

肠炎的易感性

Axin1∆IEC小鼠的肠道微生物群发生了变化，这与肠道

炎症结果的改善有关。我们假设Axin1的基因缺失改变了

图4. 肠上皮细胞Axin1的缺失对DSS诱导的结肠炎具有保护作用。（a）连续7天给予5% DSS，小鼠相对体重变化情况。每个点代表至少6只老鼠。数

据用平均数（mean）± SEM表示；n = 6~9；双向方差分析（two-way ANOVA）；**P < 0.01。在Axin1小鼠第 7天结肠炎的严重程度（b）、结肠长度

（c）和盲肠长度（d）。（e）第7天远端结肠的H&E组织学检查。（f）对照组和DSS处理小鼠的组织学评分（n = 3）。（g~l）Axin1小鼠（n = 3）血清

TNF-α（g）、IL-6（h）、IL-18（i）、IL-5（j）、嗜酸性粒细胞趋化因子（k）和 IL-27（l）的血清细胞因子水平。上述数据用平均数（mean）± SEM表

示；双向方差分析（two-way ANOVA）；*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001。
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导致其非结肠杆菌表型的微生物群。我们同笼饲养

Axin1∆IEC 和 Axin1LoxP 小鼠 4 周，然后用 5% 的 DSS 刺激

7天。我们发现，同笼饲养降低了DSS Axin1∆IEC小鼠的体

重和DAI[图5（a）和（b）]。同笼饲养还将Axin1∆IEC小鼠

的结肠和盲肠缩短到 Axin1LoxP 小鼠的水平[图 5（c）和

（d）]。同笼饲养后，Axin1∆IEC小鼠的嗜黏蛋白阿克曼菌

数量减少[图5（e）]。同笼饲养的Axin1∆IEC小鼠肠上皮损

伤较单独饲养Axin1∆IEC小鼠增加[图5（f）和（g）]。DSS

处理过的Axin1∆IEC小鼠血清TNF-α、IL-6和 IL-18水平降

低。然而，同笼饲养将Axin1∆IEC小鼠的血清细胞因子水平

提高到与Axin1LoxP小鼠相似的水平[图 5（h）~（j）]。我

们的结果表明，Axin1∆IEC小鼠对DSS诱导的结肠炎的抵抗

力取决于它们的肠道微生物群。

3.7. 嗜黏蛋白阿克曼菌治疗（AKK）改善 Axin1LoxP小鼠的

DSS结肠炎

我们假设嗜黏蛋白阿克曼菌可能是驱动Axin1∆IEC小鼠

DSS-结肠炎保护的微生物。为验证这一点，我们在DSS-

结肠炎攻击期间将AKK应用于Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠。

我们发现AKK改善了Axin1LoxP小鼠的体重减轻情况[图 6

（a）]。此外，AKK降低了Axin1LoxP小鼠结肠炎的严重程

度，并延长了结肠和盲肠的长度[图 6（b）~（d）]。与

DSS组小鼠相比，DSS + AKK组Axin1Loxp和Axin1∆IEC小鼠

的AKK增加了1000多倍[图6（e）]。在DSS处理下，Ax‐

in1∆IEC小鼠在有AKK或无AKK的情况下，小鼠的体重、

DAI或器官长度均无显著差异（图6）。该数据表明，嗜黏

蛋白阿克曼菌可能在 Axin1∆IEC小鼠中形成了非结肠杆菌

表型。

图5. 与Axin1LoxP小鼠同笼饲养后，Axin1∆IEC小鼠对DSS诱导的结肠炎的易感性增加，Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠同笼饲养4周，然后用5%的DSS处理

7天。（a）DSS小鼠的相对体重变化。每个点代表至少 4只老鼠。数据用平均数（mean）±SEM表示；n = 4~8；双向方差分析（two-way ANOVA）；
*P < 0.05。Axin1小鼠第7天结肠炎的严重程度（b）、结肠长度（c）和盲肠长度（d）。上述数据用平均数（mean）±SEM表示；n = 4~8；双向方差分

析（two-way ANOVA）；*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001。（e）通过qRT-PCR检测单独饲养和共同饲养Axin1小鼠嗜黏蛋白阿克曼菌 rDNA表达

水平[平均数（mean）± SEM；n = 3；单因素方差分析（one-way ANOVA）；**P < 0.01]。（f）第7天远端结肠的H&E组织学检查。（g）Axin1 DSS小

鼠的组织学评分[平均数（mean）± SEM；n = 3；单向方差分析（one-way ANOVA）；***P < 0.001]。DSS Axin1LoxP和DSS Axin1∆IEC DSS小鼠血清细胞

因子TNF-α（h）、IL-6（i）、IL-18（j）[平均数（mean）± SEM；n = 3；未配对学生 t检验比较Axin1LoxP和Axin1∆PC小鼠；*P < 0.05]。
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3.8. 帕内特细胞Axin1特异性缺失导致肠道分泌细胞谱系

的改变

众所周知，PC会影响微生物群的组成[33‒34]，并在

肠道稳态和炎症[14,26,30,35]中发挥关键作用。我们通过

构建Axin1∆PC小鼠模型，研究了Axin1 PC对肠道分化的影

响。接下来，我们通过用抗 CD24 抗体标记它们来分离

PC，并将其分为CD24+和CD24-非组分[图 7（a）]。我们

通过qRT-PCR检测了分离细胞中Axin1 mRNA的表达。与

Axin1LoxP PC相比，在PC特异性敲除Axin1（Axin1∆PC）的

小鼠中的PC Axin1和溶菌酶表达降低[图7（b）和（c）]。

IF染色显示，与Axin1LoxP相比，Axin1∆PC小鼠的PC的溶菌

酶形态异常[图7（d）和（e）]。阿尔辛蓝染色显示，Ax‐

in1∆PC小鼠小肠内GCs增加[图7（f）]。我们的数据表明，

PC Axin1 的缺失导致了 Axin1∆IEC模型中分泌细胞分化的

改变。

3.9. Axin1∆PC小鼠对DSS诱导的结肠炎的易感程度较低，并

依赖于肠道微生物群

接下来，我们确定了PC Axin1缺失对DSS-结肠炎疾

病进展的影响。DSS给药后，Axin1∆PC小鼠对体重减轻和

严重疾病的易感程度较低[图8（a）和（b）]。Axin1∆PC小

鼠的结肠比Axin1LoxP小鼠长[图 8（c）]。与Axin1∆IEC DSS

小鼠一样，Axin1∆PC DSS 小鼠的炎症反应较少[图 8（d）

和（e）]，IL-6 水平降低[图 8（f）]。与 DSS 处理的 Ax‐

in1LoxP小鼠相比，TNF-α在Axin1∆PC DSS小鼠中表达也降

低[附录A中图S1（a）]。即使没有DSS刺激，Axin1∆PC小

鼠的 IL-27水平也会降低[附录A中图 S1（b）]。有趣的

是，在DSS诱导结肠炎后，两种小鼠品系的嗜酸性粒细

胞趋化因子和 gro-α分别有降低和升高[附录A中S1（c）

和（d）]。IL-17A在未经DSS刺激的Axin1LoxP小鼠中升高，

而在 Axin1∆PC DSS 小鼠表达显著降低[附录 A 中的图 S1

（e）]。因微生物群被证明是Axin1LoxP小鼠易患DSS-结肠

炎的关键因素，我们通过同笼饲养实验来检测该表型的传

播性。我们用DSS刺激Axin1LoxP和Axin1∆PC小鼠。Axin1∆PC

与Axin1LoxP小鼠共同饲养后，Axin1∆PC小鼠更易受到DSS

损伤[图 8（g）]。同笼饲养增加了 Axin1∆PC小鼠的 DAI，

并将其结肠缩短到Axin1LoxP小鼠的水平[图8（h）和（i）]。

此外，我们还发现Axin1∆PC小鼠的粪便中嗜黏蛋白阿克曼

菌增加，同笼饲养后显著降低[图 8（j）]。同Axin1∆IEC小

图6. 嗜黏蛋白阿克曼菌（AKK）治疗的Axin1LoxP小鼠对DSS诱导的结肠炎的易感性降低。Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠在7天的5% DSS刺激下给予AKK
治疗。（a）DSS刺激小鼠和DSS+AKK刺激小鼠的相对体重变化。每个点至少代表8只老鼠。数据用平均数（mean）± SEM；n = 8~10；未配对学生

t 检验比较 Axin1LoxP和 Axin1∆PC小鼠；*P < 0.05。Axin1 小鼠第 7 天结肠炎的严重程度（b）、结肠长度（c）和盲肠长度（d）。上述数据用平均数

（mean）± SEM表示；n = 8；双向方差分析（two-way ANOVA）；*P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001。（e）通过qRT-PCR检测DSS+AKK处理组Ax‐
in1Loxp和Axin1ΔIEC小鼠粪便样本中嗜黏蛋白阿克曼菌 rDNA的表达水平。数据用平均数（mean）± SD；n = 3；单因素方差分析（one-way ANOVA）；
**P < 0.01, ***P < 0.001。
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鼠一样，Axin1∆PC小鼠在共同饲养后，组织炎症加重，IL-

6和TNF-α水平升高[图 8（k）~（m）；附录A中的图 S1

（f）]。这一数据表明，PC Axin1的缺失可能是预防DSS

诱导的结肠炎的驱动因素。

3.10. Axin1的缺失致使 IEC中β-联蛋白和Wnt靶基因的高

水平转录和细胞增殖

在典型的Wnt/β-联蛋白信号通路中，已知Axin1通过

形成一种降解复合物来调节β-联蛋白的表达，该复合物

靶向被蛋白酶体降解。接下来，我们确定肠上皮Axin1的

缺失导致β-联蛋白和Wnt靶基因表达的改变。Axin1∆IEC回

肠增加了 Wnt 靶基因 Axin2 mRNA 表达 [附录 A 中图 S2

（a）]。此外，与Axin1LoxP小鼠相比，Axin1∆IEC小鼠的细胞

周期蛋白D1 mRNA表达增加[附录S2（a）]。接下来，我

们通过磷酸化的β-联蛋白（S552）的表达来评估转录激

活的β-联蛋白。我们通过蛋白质印迹法发现Axin1∆IEC小鼠

体内的 β -联蛋白（S552）表达增加 [附录 A 中的图 S2

（b）]。最后，我们检测了干细胞标记物Lgr5和Wnt靶基

因的蛋白表达。Axin1∆IEC回肠中Lgr5蛋白表达增加[附录

S2（b）]。有趣的是，Axin1∆PC ilea显示Wnt靶基因Axin2

的mRNA表达增加[附录A中的图S3（a）]。我们还发现在

Axin1∆PC回肠中Lgr5蛋白水平升高[附录A中的图S3（b）]。

我们通过 IHC染色发现，Axin1∆PC小鼠实验结果显示，总

β-联蛋白和β-联蛋白（S552）的表达显著增加[附录A中

的图S3（c）和（d）]。这些数据表明，IEC和PC中Ax‐

in1 的缺失增加了 β-联蛋白的激活和随后 Wnt 靶基因的

表达。

Wnt/β-联蛋白信号通路与增殖和细胞分化的增加有

图7. 构建PC形态和GC分布改变的Axin1∆PC小鼠。杂交Axin1LoxP小鼠与Defa6-cre小鼠获得PC特异性敲除Axin1（Axin1∆PC）。Defa6仅在PC中表达。

（a）将原代小肠上皮细胞消化成单细胞，然后用抗CD24抗体染色，并通过流式细胞术分选（n = 3只小鼠池）。（b）通过qRT-PCR从CD24+细胞（n = 
3只小鼠池）中证实PC Axin1基因敲低。（c）Axin1LoxP和Axin1∆IEC分离的PC的溶菌酶（Lyz1）mRNA的表达（n = 3只小鼠池）。（d）Axin1LoxP和Ax‐
in1∆PC小鼠小肠隐窝中溶菌酶的 IF染色。（e）Axin1∆PC小鼠的PC中异常（D1~D3）溶菌酶形态数量增加（n = 4，> 15隐窝 ·小鼠−1）。（f）Axin1LoxP和

Axin1∆PC中小肠绒毛中GCs的阿尔辛蓝染色（n = 4）。上述数据均用平均数（mean）±SEM表示；在（f）中，采用Tukey调整多重比较方法的双向方差

分析四组间的两个因素，采用非配对学生 t检验比较其他数据中两组间的差异。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。
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关。将BrdU注射到小鼠体内，2 h、12 h、24 h后处死。

在DNA合成过程中，BrdU被掺入分裂细胞，保留不变，

然后分裂后被子细胞遗传。本实验旨在评估 Axin1∆IEC和

Axin1∆PC小鼠模型中的细胞增殖情况，并测量模型中Ax‐

in1缺失对 IEC迁移的影响。空肠切片BrdU IHC染色显示

Axin1∆IEC和Axin1∆PC小鼠肠上皮细胞增殖增加[附录A中图

S4（a）和（b）]。在BrdU掺入 2 h和 12 h后，对照组和

敲除小鼠之间的细胞迁移没有差异[附录A中的图S4（a）

图8. Axin1∆PC小鼠对DSS诱导的结肠炎具有抗性，且与Axin1LoxP同笼饲养后易感。Axin1LoxP和Axin1∆PC小鼠同笼饲养4周，然后用5%的DSS处理7天。

（a）Axin1LoxP小鼠在DSS给药期间的相对体重的变化。每个点代表至少5只老鼠；双向方差分析（two-way ANOVA），*P < 0.05, **P < 0.01。Axin1小
鼠第7天结肠炎的严重程度（b）和结肠长度（c）。单因素方差分析（one-way ANOVA），**P < 0.01, *** P< 0.01, ****P < 0.01。（d）在第7天，远端

结肠的H&E组织学检查。（e）第 7天远端结肠的组织学评分。数据用平均数（mean）± SEM表示；n = 4；单因素方差分析（one-way ANOVA），
**P < 0.01。（f）Axin1 小鼠血清 IL-6 细胞因子水平。数据用平均数（mean）± SEM 表示；n = 3；双向方差分析（two-way ANOVA），**P < 0.01, 
***P < 0.001。（g）Axin1LoxP和Axin1∆IEC小鼠同笼饲养4周，后用5%的DSS处理7天。DSS小鼠的相对体重变化。每个点代表至少5只老鼠；双向方差

分析（two-way ANOVA），**P < 0.01, ***P < 0.01。第7天结肠炎的严重程度（h）和结肠长度（i）。上述数据用平均数（mean）± SEM表示；n=4~9；
双向方差分析（two-way ANOVA），*P < 0.05, ***P < 0.001。（j）通过qRT-PCR检测单独饲养和同笼饲养的Axin1小鼠的嗜黏蛋白阿克曼菌的 rDNA水

平。数据用平均数（mean）± SEM表示；n = 3；单因素方差分析（one-way ANOVA），*P < 0.05。DSS给药第7天的H&E组织学（k）和组织学评分

（l）。数据用平均数（mean）± SEM表示；n = 4；双向方差分析（two-way ANOVA），***P < 0.001。（m）单独饲养和同笼饲养的Axin1小鼠的血清 IL-
6水平。数据用平均数（mean）± SEM表示；n = 3；Axin1LoxP和Axin1∆PC小鼠之间采用未配对学生 t检验比较，*P < 0.05, **P < 0.01。
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和（c）]。然而，24 h 后发现 Axin1∆IEC和 Axin1∆PC的细胞

迁移显著增加[附录A中的图S4（a）和S4（c）]。我们测

定了小肠细胞的增殖，因为与结肠相比，小肠细胞增殖速

度更快[36]。Axin∆IEC小鼠结肠中β-联蛋白和增殖的变化与

小肠中的变化趋势相同（附录A中的图S5）。

3.11. 同笼饲养或抗生素治疗改变了Axin1ΔIEC小鼠的增殖

标志物增殖细胞核抗原（PCNA）

通过 IF 染色观察到与 Axin1Loxp 小鼠组同笼饲养的

Axin1ΔIEC小鼠回肠 PCNA 表达降低（附录 A 中的图 S6）。

为了进一步测试微生物群在改变肠道细胞增殖中的作用，

小鼠分别在饮用水中添加抗生素（1.0 mg·mL−1甲硝唑和

0.3 mg·mL−1克林霉素）治疗三周[图 9（a）]。通过 IF染

色，我们发现用抗生素治疗的Axin1ΔIEC小鼠回肠中PCNA

的表达降低[图9（b）]。相比之下，在有或没有抗生素治

疗的Axin1Loxp小鼠中没有发现任何差异。在结肠中，我们

还发现了用抗生素治疗的Axin1ΔIEC小鼠中PCNA的表达降

低[图9（c）]。采用蛋白质印迹法检测蛋白质水平上PCNA

表达的下降。Axin1ΔIEC小鼠接受抗生素治疗后，其回肠

[图9（d）]和结肠[图9（e）]中的PCNA显著降低。

4. 讨论

我们已经证明肠道Axin1的缺失会导致肠上皮生物学

特性的改变，包括GCs的增加、PC形态和溶菌酶表达的

改变。研究发现Axin1∆IEC小鼠肠道上皮细胞的变化与肠道

微生物群的改变特异性相关，这有利于增加有益微生物的

多样性，如嗜黏蛋白阿克曼菌。Axin1∆IEC小鼠中的嗜黏蛋

白阿克曼菌的增加与黏液屏障的变薄有关。一旦经DSS

诱导，Axin1∆IEC小鼠的炎症程度低于Axin1充足的动物。

有趣的是，Axin1LoxP 和 Axin1∆IEC 小鼠的同笼饲养降低了

Axin1∆IEC小鼠中嗜黏蛋白阿克曼菌的丰度，导致易患DSS

结肠炎。此外，补充嗜黏蛋白阿克曼菌降低了对照组动物

结肠炎的严重程度，而肠上皮细胞Axin1基因敲除小鼠的

情况保持不变。Axin1∆PC小鼠的小肠分泌谱系与Axin1∆IEC

小鼠相似。Axin1∆PC小鼠对 DSS 诱导的结肠炎有防御作

用，但与 Axin1LoxP 小鼠同笼饲养后更容易患结肠炎

（图10）。

在本研究中，我们建立了两个独特的实验模型来研究

Axin1在肠道功能中的作用。由于Axin1的完全失活会导

致早期胚胎死亡，因此不可能使用全 Axin1 敲除来确定

Axin1在后期发育过程中的潜在作用[8]。关于Axin1在肠

道中的蛋白质表达的文献有限。根据人类蛋白质图谱的总

结，Axin1在人类样本的小肠中表达（https://www.protein‐

atlas.org/ENSG00000103126-AXIN1/tissue/Small+intestine#rnas‐

eq）。然而，这些图像的分辨率并不高。目前还没有关于

Axin1在肠上皮细胞中特定细胞类型的 PC中的作用的报

道。我们首次报道了它在改变微生物群和肠道稳态中的作

用。为了研究Axin1的组织特异性功能，我们开发了一个

系统，在该系统中，利用Defa6启动子驱动的 cre-重组酶

从 IEC和PC中条件敲除Axin1。这些模型使我们能够了解

Axin1在肠道和微生物稳态以及宿主对炎症刺激物反应中

的基本作用。

我们目前使用Axin1条件敲除模型的研究揭示了Axin1

在 IEC和PC中的生理功能。小鼠染色分析表明，Axin1在

小鼠顶端的表达更强，而在人上皮细胞中的染色不太清

楚。这一发现可能是由于很难找到高质量的Axin1抗体所

致。未来我们可以在对照组小鼠和（或）人体组织中分离

出绒毛和隐窝，并确定两个隔室间Axin1的表达差异。这

样做将提供进一步了解Axin1对肠道增殖和分化的作用

机制。

我们从PC Axin1缺失小鼠中获得的数据证明了Axin1

在先天免疫中的关键作用。我们已经证明，PC Axin1对

DSS诱导的结肠炎具有保护作用，并且肠道微生物群有助

于 Axin1∆PC 小鼠的非结肠炎原性表型。我们研究了与

Axin1状态相关的小肠和结肠变化，但重点关注于小肠中

的PC，原因如下：

（1）PC主要存在于小肠中，然而，PC分泌的抗菌肽

同时释放到小肠和结肠中。在人 IBD和结肠炎模型中已观

察到异常的PC [14‒15,17,26,34]。

（2）PC在肠道干细胞生态位中发挥重要作用，从而

有助于损伤后的细胞增殖[37‒39]。

（3）先前的研究表明，DSS在小肠中具有生化和组织

学作用[40]。

（4）用 DSS-结肠炎来确定是否在 Axin1∆IEC 小鼠和

Axin1∆PC小鼠发挥相同的保护作用。PC在塑造肠道微生物

群中发挥作用，包括通过分泌抗菌肽，如溶菌酶。在UC

患者的 IEC中观察到溶菌酶mRNA的增加。此外，溶菌酶

的表达与肠道炎症程度相关[41]。也有研究表明，缺乏PC

溶菌酶（Lyz1‒/‒）的小鼠肠道细菌也发生了改变。这些改

变与防御 DSS 结肠炎和增加黏液溶解细菌的增加有关。

我们已经证明，肠道Axin1缺失产生的结果与Lyz1‒/‒老鼠

相似[34]。Axin1常被称为Wnt/β-联蛋白信号调节因子。

Wnt/β-联蛋白信号通路引发PC的分化和成熟，从而调节

抗菌肽的产生。缺乏Wnt/β-联蛋白信号调节因子T细胞因

子 1（TCF1）的小鼠出现溶菌酶的下降[35]。Axin1可能
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以Wnt/β-联蛋白依赖的方式调节溶菌酶的表达。我们的

研究为可能通过肠上皮细胞和PC Axin1导致炎症的分子

机制提供了新的见解。

我们已经发现人类UC中Axin1在mRNA和蛋白质水

图9. 抗生素治疗降低了Axin1ΔIEC小鼠回肠和结肠中的增殖标志物PCNA。（a）用抗生素治疗的小鼠的示意图概述。Axin1Loxp或Axin1ΔIEC小鼠分别在饮

用水中添加或不添加抗生素（1.0 mg·mL−1甲硝唑和0.3 mg·mL−1克林霉素）治疗三周。（b）通过 IF染色，抗生素治疗组Axin1ΔIEC小鼠回肠中PCNA的

表达降低。图像来自于一个单一的实验，并代表了每组三只老鼠。每只小鼠随机选取三个隐窝的PCNA阳性计数进行测量。数据用平均数（mean）± 
SD表示；n = 9；单向方差分析（one-way ANOVA），*P < 0.05, ****P < 0.0001。（c）通过 IF染色，降低了使用抗生素治疗的Axin1ΔIEC小鼠结肠中PC‐
NA的表达。图像来自于一个单一的实验，并代表了每组三只老鼠。每只小鼠随机选择三个隐窝进行测量。数据用平均数（mean）±SD表示；n = 9；
单向方差分析（one-way ANOVA），**P < 0.01, ***P < 0.001。（d）、（e）通过免疫印迹法发现，抗生素治疗后Axin1ΔIEC小鼠回肠（d）和结肠（e）中

PCNA蛋白的表达降低。数据用平均数（mean）± SD表示；n = 3；单向方差分析（one-way ANOVA），**P < 0.01, ***P < 0.001。
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平上的表达增加，这与之前的一项研究报道的UC患者中

Axin1血清水平升高一致[42]。Wnt/β-联蛋白信号通路的

激活是人 IBD和结肠炎动物模型的一个方面[6,43]。Axin1

可能通过负调控Wnt/β-联蛋白信号通路来调节肠道炎症

和 IBD。然而，Axin1是一种多结构域蛋白，已被证明在

多个信号通路中与许多蛋白质相互作用，如应激激活的蛋

白激酶（SAPK）/Jun氨基端激酶（JNK）、p53、转化生

长因子-β（TGF-β）和Wnt信号通路[44‒47]。目前尚不清

楚Axin1如何同时调节炎症和感染中的多种信号通路。我

们还检测了Axin1基因敲除小鼠中Axin2- [48]和Wnt/β-联

蛋白相关的细胞增殖。Axin1基因敲除小鼠的增殖增加可

能有助于保护其免受损伤。这种细胞保护可能依赖于微生

物群，因为与Axin1LoxP小鼠同笼饲养降低了Axin1基因敲

除小鼠中阿克曼菌属细菌的丰度，并使其更容易受到DSS

的影响。此外，阿克曼菌属治疗对Axin1LoxP小鼠DSS诱导

的结肠炎有防御作用。然而，本研究侧重于结肠炎发展过

程中Axin1的微生物群和状态的改变。在未来的研究中，

我们将进一步研究Axin1在细胞水平上对 IEC在健康和疾

病中的调控作用。

我们的数据表明，Axin1 IEC敲除为实验体提供保护

作用是通过调节肠道微生物群实现的，特别是嗜黏蛋白阿

克曼菌。嗜黏蛋白阿克曼菌是一种潜在的益生菌，也是阿

克曼菌属的唯一成员，在胃肠道中含量丰富，在维持肠道

和微生物稳态及免疫力中起着至关重要的作用。我们的研

究表明，Axin1的状态可以直接调节肠道中的嗜黏蛋白阿

克曼菌。在人 IBD粪便和黏膜样本中已证实有嗜黏蛋白阿

克曼菌的减少[49‒50]。有证据表明，嗜黏蛋白阿克曼菌

在 IBD、2型糖尿病和肥胖的疾病中中具有保护作用[51‒

53]。此外，通过嗜黏蛋白阿克曼菌可改善DSS诱导的小

鼠结肠炎[32]、代谢紊乱[54]和肥胖[55]。被嗜黏蛋白阿克

曼菌定植的小鼠对共生细菌产生免疫耐受[56]。我们发现

了Axin1∆IEC小鼠对免受DSS诱导的炎症有保护作用，但黏

液屏障较弱。研究表明，黏液屏障的耗尽导致了对DSS

诱导的结肠炎的易感性[57‒58]。然而，我们发现Axin1∆IEC

小鼠的MUC2增加[图 3（b）]。在 IEC中敲除Axin1基因

并没有显著改变肠道通透性（数据未显示）。此外，嗜黏

蛋白阿克曼菌含量在Axin1∆IEC小鼠中增加。MUC2和嗜黏

蛋白阿克曼菌增加证明可以防御DSS-结肠炎[32,58]，与

对照组相比，这可能共同使Axin1∆IEC小鼠的结肠炎抵抗作

用增强。

Axin1∆IEC小鼠被发现在Rikenellaceae和梭菌目（Clos‐

tridiales）中有耗竭现象。梭菌目在小鼠结肠炎模型中增

加，并与 UC 和黏膜炎症的临床病程相关 [59 ‒ 60]。

Rikenellaceae 的作用尚不清楚，因为该科与小鼠的急性

DSS 治疗呈正相关[61]，而与其他 DSS 小鼠模型呈负相

关[62]。然而，肠易激综合征（IBS）和 IBD患者的微生

物群谱分析表明，与对照组相比，Rikenellaceae在 IBD患

者的粪便中没有代表性，但在 IBS患者中比 IBD患者更丰

富[63]。Rikenellaceae主要存在于结肠的消化层和黏液层

内[64]。它在Axin1∆IEC小鼠体内中耗尽可能是由于它们的

黏液层厚度减少。在未来，我们将对Axin1/嗜黏蛋白阿克

曼菌以及宿主Axin1可能调节嗜黏蛋白阿克曼菌的丰度，

进而影响肠黏膜免疫的细胞功能开展研究。总之，我们的

研究表明Axin1在调节肠道上皮发育和微生物稳态方面起

着新的至关重要的作用。PC Axin1维持肠道和微生物的

稳态，这可能是预防结肠炎的驱动因素。肠道Axin1的缺

失可能通过Axin1调节 PC功能来改变先天性肠道免疫，

进而调节抗结肠炎性菌群。我们的发现结果将为 IBD的发

展和人类 IBD的潜在治疗策略提供见解。
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