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Abstract
AIM: To detect the expression of macrophage 
migration inhibitory factor (MIF) and nuclear 
factor-κB (NF-κB) in the colon tissues of rats 
with ulcerative colitis, and investigate the role of 
MIF in pathogenesis of ulcerative colitis.

MOTHODS: Twenty-four Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into three groups: nor-
mal group (n = 8), model groupⅠ(n = 8), model 
groupⅡ(n = 8); The rat in model groupⅠ and Ⅱ 
treated with 50 and 100 mg/kg 2,4,6-trinitroben-
zene sulfonic acid (TNBS), respectively, to estab-
lish light and severe colitis model. The disease 
activity index (DAI) was calculated every day, 
and the expression of MIF in colon tissues was 
detected by semi-quantitative reverse transcrip-
tion chain reaction (RT-PCR). The expression 
of NF-κB was examined by immunohistochem-
istry, and the myeloperoxidase (MPO) activity 
was detected by biochemistry.

RESULTS: In normal group, the MPO activity, 
DAI, NF-κB and MIF mRNA level were 0.38 ± 

0.18 U/g, 0.51 ± 0.28, 0.18 ± 0.05 and 0.11 ± 0.03, 
respectively; in model groupⅠthey were 1.68 ± 
0.45 U/g, 5.04 ± 0.73, 0.62 ± 0.08 and 0.65 ± 0.04, 
respectively; in model groupⅡthey were 2.70 ± 
0.35 U/g, 8.13 ± 0.71, 0.78 ± 0.11 and 0.81 ± 0.05, 
respectively. In comparison with that in the nor-
mal controls, the expression of MIF mRNA in-
creased significantly (P < 0.05), and the activity 
of NF-κB and MPO and DAI also increased sig-
nificantly (P < 0.05) in model group, especially 
in model groupⅡ.

CONCLUSION: MIF may be involved in the 
pathogenesis of TNBS-induced ulcerative colitis 
and the mechanism may be correlated with NF-
κB activation and excessive expression of inflam-
matory cytokine.
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摘要
目的: 检测其肠组织中巨噬细胞移动抑制因
子(MIF), 核因子-κB(NF-κB)的表达, 探讨两者
与溃疡性结肠炎(UC)的关系及MIF在UC发病
机制中的作用.

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)溶液诱导大
鼠溃疡性结肠炎模型, 动物分为正常组, 轻、

重模型组共三组. 每天观察各组疾病活动指数
(DAI); 采用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)
技术,对肠组织MIF的表达水平进行半定量测
定; 应用免疫组织化学染色检测肠组织NF-κB
的表达; 生化法检测髓过氧化物酶(MPO)活
性.

结果: 正常组MPO活性, DAI, NF-κB及MIF 
m R N A的表达水平依次为0.38±0.18 U/g, 
0.51±0.28, 0.18±0.05, 0.11±0.03; 模型Ⅰ
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■背景资料
I B D病因和发病
机 制 复 杂 ,  涉 及
到免疫学、遗传
学、内分泌学以
及环境因素等多
方面的问题. 目前
免疫因素在 I B D
发病中的作用已
经得到肯定且研
究日益深入, 而细
胞因子在炎症性
肠病免疫发病过
程中扮演重要角
色, 他能诱导或激
活T细胞和B细胞, 
并能诱导多种致
炎因子的产生, 使
炎症局部的中性
粒细胞和巨噬细
胞聚集, 损害肠黏
膜. 现已证实IBD
中NF-κB具有调
节细胞因子产生
的作用.

 
wcjd@wjgnet.com 
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组1.68±0.45 U/g, 5.04±0.73, 0.62±0.08, 
0.65±0.04;模型Ⅱ组2.70±0.35 U/g, 8.13±
0.71, 0.78±0.11, 0.81±0.05. 与正常组相比,
模型组肠组织中MIF mRNA的表达显著增强
(P <0.05), NF-κB和MPO活性及DAI也显著增
高(P <0.05), 且在病情严重组增高尤为明显.

结论: MIF参与了溃疡性结肠炎的发病过程, 
其机制可能与激活NF-κB, 诱导炎症细胞因子
的过量表达有关.
 
关键词: 溃疡性结肠炎; 巨噬细胞移动抑制因子; 核

因子-κB
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种非

特异性的肠道炎症性疾病, 其发病与免疫功能

紊乱有关已得到普遍认同, 而具有免疫调节作

用的细胞因子在UC的发病过程中起重要作用. 
巨噬细胞移动抑制因子(macroP hage migration 
inhibitory factor, MIF)是较早发现的淋巴细胞因

子之一. 现今认为, MIF是集细胞因子、生长因

子、激素和酶特性于一身的多效能蛋白分子[1-2], 
他具有多种生物活性, 如抑制活化的巨噬细胞游

走、激活淋巴细胞、杀伤肿瘤细胞等, 并可诱导

巨噬细胞等产生多种促炎因子, 以及抑制糖皮质

激素的抗炎作用[3]. MIF在炎症性疾病的发生发

展过程中起着不可忽视的作用, 近年来,国外研

究[4-6]发现MIF与人类炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)的发病过程有关, 但具体发

病机制不明. 在UC发生、发展过程中, 细胞因子

扮演了重要角色, 且认为与基因启动子结合的

核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的异常活

化有关, MIF与这些信号转导因子之间的关系如

何, 我们通过建立大鼠UC模型, 初步探讨了MIF
在UC发病过程中的可能机制. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  2 4只成年S D♀大鼠 ,  体质量约

150-200 g, 武汉大学动物实验中心提供; 2, 4, 6-
三硝基苯磺酸(TNBS)、DEPC, 美国Sigma公司

产品; NF-κB P65单克隆抗体, 北京中山试剂公

司产品; MPO检测试剂盒, 南京建成生物工程公

司产品; Trizol Reagent, 美国GIBCO公司产品; 
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Taq DNA聚合酶、AMV逆转录酶、dNTP, 北京

中山生物技术有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 大鼠处理  24只大鼠正常喂养, 随机分为正

常组, 模型Ⅰ、Ⅱ组共3组, 每组8只: 正常对照

组一直自由饮用蒸馏水, 模型组按照参考文献

建立大鼠溃疡性结肠炎模型, 模型Ⅰ、Ⅱ组分

别以含50 mg/kg、150 mg/kg TNBS的500 mL/
L乙醇溶液缓慢推入结肠, 诱导轻重不同的溃疡

性结肠炎模型, 灌肠后2 wk, 大鼠经水合氯醛

麻醉后取出全结肠, 纵向剪开, 冲洗掉污物, 在
病变严重处剪取一块, 甲醛固定, 石蜡包埋、切

片、HE染色, 光镜下观察病理组织学变化, 再剪

取病变范围内一块约500 mg的组织, 测定生化

指标,  同时取30-50 mg肠黏膜提取RNA. 
1.2.2 疾病活动指数(DAI)的评估  每日观察大鼠

的体质量, 大便性状和隐血情况, 按表1进行评

分[7], 将体质量下降、大便性状和隐血情况的评

分相加, 得出每只大鼠的DAI, 以评估疾病活动

情况. 大便性状评分标准: (1)正常大便: 成形大

便; (2)松软大便: 不黏附于肛门的糊状、半成形

大便; (3)稀便: 可黏附于肛门的稀水样便.
1.2.3 结肠黏膜MPO活性测定  采用生化方法, 具
体操作按试剂盒说明书进行. 
1.2.4 肠组织NF-κB的表达  采用免疫组织化学

(SP法)染色, 严格按照试剂盒说明书要求操作, 
NF-κB P65抗体的稀释浓度为1∶100, 已知阳性

标本作为阳性对照, 以PBS缓冲液代替一抗作空

白对照. 阳性细胞为细胞质或细胞核中出现棕

黄色颗粒沉淀. 每张切片均应用医学彩色图像

分析系统进行扫描分析, 每张切片随机取5个不

重复的视野, 取其光密度的均值作为该切片的

实验结果, 留待统计分析. 
1.2.5 RNA提取和逆转录-聚合酶链式反应(RT-
PCR) 按Trizol试剂盒说明书的要求提取总RNA, 
RNA样品的纯度用分光光度计根据在260 nm及

280 nm吸光度的比值来判断, 确保比值在1.8-2.0
之间. MIF引物由软件设计合成, 以GADPH为
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表 1  DAI评分标准

体质量下降 (%)  大便性状  大便隐血/肉眼血便  计分

0 正常 正常 0

1-5 松散 隐血阳性 1

5-10 2

10-15 稀便 肉眼血便 3

>15 4

■应用要点
1  I B D 肠 组 织
M I F 的 表 达 量
可 以 反 映 肠 组
织 的 病 理 损 害
程度 ,对于 IBD
病情的评估, 可
能 具 有 潜 在 的
指导意义. 
2  为 寻 找 有 效
药 物 治 疗 I B D
提供新的途径: 
应 用 抗 M I F 抗
体 或 M I F 反 义
mRNA以及MIF
受 体 拮 抗 剂 以
阻 止 M I F 的 作
用, 可能有治疗
作用, 但需进一
步探索.



内参照, 引物序列及PCR产物如下: GADPH(330 
bP), 上游引物: 5'-GATGGGTGTGAACCACGA
GAAA 3', 下游引物: 5'-ACGGATACATTGGG-
G G TA G G A A 3'; M I F(178 b P), 上游引物: 
5'-TCTCCGCCACCATGCCTATG 3', 下游引

物: 5'-GGGTCGCTCGTGCCACTAAA 3'.  RT-
PCR方法: 10×Buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 
1 μL, 上、下游引物各0.5 μL, DNA摸板1 μL, 
三蒸水19 μL, Taq酶0.5 μL, 总反应体系25 μL. 
在PCR扩增仪上完成. 反应条件为: 94℃预变

性3 min后, 进入循坏, 94℃变性30 s, 55℃退

火30 s, 72℃延伸45 s, 重复25个循环, 72℃延

伸7 min, 终止反应. 取5 μL扩增产物常规进行

2.5 g/L琼脂糖凝胶电泳. 用凝胶分析仪拍照, 并
以MIF和GADPH DNA条带的光密度比值来表

示MIF mRNA的表达水平. 
统计学处理 所有数据经SPSS统计软件处

理, 各组资料以mean±SD表示, 采用单因素方差
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分析, 组间差异采用q检验, P <0.05认为有统计学

意义. 

2  结果

2.1 模型组大鼠的大体实验观察  模型Ⅰ、Ⅱ组

大鼠每天体质量增加值均小于正常对照组, 灌肠

后第2 d出现大便松软, 有部分大鼠隐血试验阳

性, 第6 d大部分出现腹泻及肉眼血便, 至处死

仍不见减轻. 正常对照组无上述异常变化. 同正

常对照组相比, 模型Ⅰ、Ⅱ组的DAI评分明显增

加, 且在模型Ⅱ组更为明显(P <0.05), 各组的DAI
评分结果见表2. 
2.2 NF-κB免疫组化染色结果及MPO的活性检测  
NF-κB表达阳性细胞主要为黏膜上皮细胞, 单核

细胞及巨噬细胞. 阳性细胞胞质和胞核都含有棕

色颗粒, 但以胞核为主. 正常组仅见少量的NF-
κB表达, 而模型组表达水平明显增加, 且在模型

Ⅱ组更为明显(P <0.05), 模型组MP O的活性也明

显增加(P <0.05)(表2). 
2.3 肠黏膜活检组织中M I F m R N A的表达与

炎症程度的关系 模型组MIF的表达较对照组

显著增加, 随着炎症程度加重, 细胞因子MIF 
mRNA表达逐渐增强, 且各组间差异均有显著性

(P <0.05)(表3). MIF表达的RT-PCR凝胶电泳检测

结果见图1. 

3  讨论

近年来, 越来越多的证据表明, 溃疡性结肠炎的

发病机制可能与肠道黏膜对微生物抗原不正常

免疫反应而造成的慢性炎症、遗传和环境因素

有关. 其中免疫系统是引起肠道炎症与损伤的重

要因素[8], 而细胞因子在调节肠道免疫中起重要

作用. MIF是一种特殊的细胞因子, 他不属于目

前已发现的任何细胞因子家族, 最近的研究显

示, MIF由免疫系统的大多数细胞类型产生, 包
括淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、嗜酸性

粒细胞、树突状细胞, 此外, MIF在很多组织中

表达, 并可参与多种病理生理过程[9-10].  在溃疡

性结肠炎患者中, MIF可能具有促进巨噬细胞在

www.wjgnet.com

aP<0.05 vs 正常组; cP<0.05 vs  模型Ⅰ组.

    

表 2  各组DAI评分、NF-κB表达和MPO活性检测结果 (mean±SD)

分 组 n DAI MPO活性 (U/g) NF-κB (阳性密度)

正 常 组 8  0.51±0.28  0.38+0.18  0.18+0.05

模 型 Ⅰ 组 8   5.04±0.73a   1.68+0.45a   0.62+0.08a

模 型 Ⅱ 组 8    8.13±0.71ac     2.70+0.35ac    0.78+0.11ac

图 1 各组大鼠肠组织中MIFmRNA RT-PCR产物电泳分析图. 

M: DNA分子量标准; 1: 模型Ⅱ组; 2: 模型Ⅰ组; 3: 正常组.

bp

100
200
300
400
500
600

M              1      2      3

MIF

GADPH

    

表 3 大鼠肠黏膜活检组织中细胞因子MIFmRNA表达与
炎症程度的关系(mean±SD)

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型Ⅰ组.

分 组 n MIFmRNA

正 常 组 8   0.11±0.03

模 型 Ⅰ 组 8    0.65±0.04a

模 型 Ⅱ 组 8     0.81±0.05ac

■创新盘点
国内对MIF的研
究主要在系统性
红斑狼疮, 狼疮性
肾炎, 鼻咽癌等疾
病方面, 而MIF参
与IBD发病过程的
研究尚未见报道. 
MIF在IBD中确切
的发病机制还不
清楚, 本文通过研
究MIF和NF-κB在
实验性大鼠结肠
炎组织的表达及
其相互关系, 探讨
MIF介导IBD的致
病作用.
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局部肠黏膜浸润, 并通过这些巨噬细胞产生炎

症细胞因子诱导肠黏膜损害的作用[11]. 
MPO主要存在于炎症细胞, 尤其是中性粒

细胞的细胞质中, 其活性反映了组织中炎症细

胞的浸润程度, 即炎症的活动程度, 被认作是量

化炎症的一项重要指标[12]. DAI评分是用来评估

疾病活动情况的指标. 我们采用TNBS/乙醇诱导

形成大鼠溃疡性结肠炎, 并以不同剂量TNBS制
备病情轻重不同的疾病模型, 本研究结果显示, 
大鼠溃疡性结肠炎的DAI与MPO活性的检测结

果呈一致性, 腹泻、便血越重, MPO活性越高, 
且均具有显著差异性(P <0.05), 故根据症状可以

推断疾病的严重程度. 本实验还显示随着大鼠

病情程度的加重, 大鼠溃疡性结肠炎MPO活性,  
DAI评分等炎症指标与NF-κB及MIF mRNA表

达同时增高, 提示NF-κB和MIF mRNA的表达与

炎症程度相关. 
Ohkawara et al [13]研究发现葡聚糖硫酸钠

(DSS)诱导的MIF转基因小鼠, 其结肠黏膜MIF 
mRNA表达水平和血清MIF蛋白较DSS诱导的

野生型小鼠明显增加, MPO活性也显著增强, 在
克罗恩病和溃疡性结肠炎患者血浆MIF水平也

较正常组明显增高, Ohkawara et al [5]通过免疫

组化的方法, 在小鼠结肠炎肠组织的上皮细胞

和渗出的免疫细胞可以观察到MIF的强阳性染

色, 且中和MIF生物活性的抗MIF抗体明显减少

小鼠结肠TNF-α、 IFN-γ及基质金属蛋白酶的表

达. 我们的实验结果表明, 与正常对照组相比, 
UC大鼠肠组织中MIF mRNA的表达明显增强

(P <0.05), 且在大剂量TNBS的模型Ⅱ组尤为明

显. 以上结果均提示MIF在UC的发病过程中起

重要作用. 但MIF究竟是通过什么机制参与UC
的发病过程, 目前仍不清楚. 

NF-κB是一种具有基因转录调节作用的核

蛋白, 可以调控多种炎性细胞因子的表达. 而在

UC中能激活NF-κB的刺激尚未完全明确. 促进

和抑制炎症细胞因子分泌失衡在UC的发病机

制中起枢纽性的作用已得到公认. 而MIF可通过

抑制糖皮质激素对胞液IκBα表达的上调, 拮抗

糖皮质激素在NF-κB/IκBα信号转换通路中的效

应, 促使NF-κB进入核内和相应DNA序列结合, 
诱导大量炎性因子释放[14]. 研究发现[13]MIF加重

DSS诱导的小鼠结肠炎, 可能部分经由中性粒细

胞聚集和对糖皮质激素生物活性的抑制作用. 
TOLL样受体4(TLR4)是脂多糖(LPS)的信号

转换分子, 是LPS复合受体中的关键成分, 可活化

NF-κB, 且发现TLR4/NF-κB信号传导通路是IBD
发病过程中的重要环节. 有研究发现[15], 用MIF
反义mRNA 质粒转染小鼠巨噬细胞RAW26417, 
其MIF表达明显减少, TLR4 mRNA 和蛋白质的

基线水平极度降低, NF-κB活性下降. 而我们的

研究发现在UC大鼠结肠黏膜内, MIF的表达较

对照组显著增加, 同时NF-κB的表达也明显增

强(P <0.05), 这就从反方向证实了MIF可以调控

NF-κB的表达, 而激活的NF-κB又可调控多种炎

症细胞因子的释放. NF-κB是否调节MIF基因的

表达还不清楚. 因此推测MIF在UC中的发病机

制可能部分与活化NF-κB有关, 其可能的机制系

通过抑制糖皮质激素诱导IκBα的合成, 促使NF-
κB进入核内和相应DNA序列结合, 从而诱导大

量炎性因子释放; 或通过LPS信号传导通路, 上
调TLR4的表达, 导致NF-κB过度激活, 引起炎症

因子的级联放大反应. 
总之, 我们推测MIF与UC的发病关系密切, 

对NF-κB的调控可能是其机制之一. 此外, 本研

究显示在UC大鼠的肠黏膜内, MIF mRNA的表

达与UC的炎症程度相关, 随着炎症程度的加重, 
MIF mRNA的表达逐渐增强, 提示该细胞因子

的mRNA可作为临床上判断疾病严重程度和疗

效的指标, 有潜在的临床实用价值. 业已证实[4], 
抗MIF抗体可抑制小鼠实验性结肠炎的发展. 因
此, 将MIF作为靶点有望成为治疗UC的新途径. 
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