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Abstract
AIM:To investigate the role of NF-κB in the pathogenesis of 2, 4,
6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced colitis in rats.

METHODS:Ulcerative colitis model in rat was induced by
TNBS.The expression of NF-κB, TNF-α and ICAM-1 protein
in colon tissues were detected by immunohistochemistry.
The myeloperoxidase (MPO) activity in colon mucosa was
detected by biochemistry.The pathological changes in the
colon were examined,the  relationships among the activity of
NF-κB, TNF-α, ICAM-1, and MPO were evaluated.

RESULTS:The activity of NF-κB and the expression of TNF-α,
ICAM-1 in rats with TNBS-induced colitis was higher than
that in normal control (P <0.01), a very significant correlation
between the expression of NF-κB:52.14±9.81±30.26±10.20,
60.73±13.41,45.24±10.86 vs 13.31±4.76,16.95±6.83,11.61±4.85,
14.10±5.76; with TNF-α,74.50±11.20,48.11±5.95,84.09±14.52,
53.40±8.79 vs 16.99±5.48,20.04±6.76,10.13±1.79,16.03±6.21;
ICAM-1:68.15±7.25,44.34±7.54,77.69±8.09,47.01±8.82 vs
15.34±4.03,17.50±6.95,10.33±2.38,13.41±4.91,MPO:1.69±0.11,
0.71±0.06 vs 0.39±0.07,0.31±0.08; ICAM-1,MPO activity,
macroscopic and histological changes in TNBS-induced colitis
was found,respectively (r =0.9304, 0.8680, 0.6865, 0.9 292,
0.8 462;P <0.001 or P <0.005).

CONCLUSION:NF-κB may play an important role in the
pathogenesis of ulcerative colitis in rats.
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摘要
目的:观察大鼠实验性溃疡性结肠炎肠组织核因子-κB( NF-

κB)及 TNF- α、ICAM-1 的表达，探讨 NF-κB 在溃疡

性结肠炎发病过程中的作用.

方法:采用三硝基苯磺酸(TNBS)制备大鼠溃疡性结肠炎模

型，设正常组、生理盐水组及轻、重模型组共4组.采用免

疫组织化学染色检测肠组织NF-κB、TNF-α和ICAM-1表

达,生化方法检测 MPO 含量,并分析 NF-κB 活性与肠道病

理损伤指数、MPO 含量、TNF- α及 ICAM-1 表达的关系.

结果:溃疡性结肠炎大鼠肠组织中 NF-κB 活性,TNF- α、

ICAM-1 表达及 MPO 含量较正常组及生理盐水组显著增

高(NF-κB:52.14 ± 9.81、30.26 ± 10.20，60.73 ± 13.41、

45.24 ± 10.86 vs 13.31 ± 4.76、16.95 ± 6.83，11.61 ± 4.85、

14.10 ± 5.76; TNF- α: 74.50 ± 11.20、48.11 ± 5.95,

84.09 ± 14.52 、53.40 ± 8.79 vs 16.99 ± 5.48、20.04 ±

6.76,10.13 ± 1.79、16.03 ± 6.21; ICAM-1: 68.15 ± 7.25、

44.34 ± 7.54,77.69 ± 8.09、47.01 ± 8.82 vs 15.34 ± 4.03、

17.50 ± 6.95，10.33 ± 2.38、13.41 ± 4.91；MPO :1.69 ±

0.11,0.71 ± 0.06 vs 0.39 ± 0.07，0.31 ± 0.08;P ＜ 0.01)，

且在病情严重组增高尤为明显.NF-κB表达水平与TNF-α和

ICAM-1 阳性细胞密度、MPO 含量、肠道病理损伤指数

呈显著正相关关系(r 分别为0.9 304,0.8 680,0.6 865,0.9 292,

0.8 462；P ＜ 0.001 或 P ＜ 0.005).

结论:NF-κB在溃疡性结肠炎发病过程中可能起重要作用.
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0   引言

溃疡性结肠炎(UC)为慢性非特异性的肠道炎症性疾病,
近年来,国内报道逐渐增多[1],但其病因、发病机制尚未
完全明确[2-4].一般认为，免疫异常是其发病的主要原
因[5-7].近年研究表明细胞因子，黏附分子及其他炎性
递质表达异常与 UC 免疫病理机制关系密切[8-16].核因
子-κB(nuclear factor-κB,NF-κB)是一具有多向性转录调
节作用的核蛋白因子，广泛参与多种基因特别是免疫
炎症反应相关基因的表达调控[17-23],在机体炎症反应过
程中发挥重要作用.目前有关NF-κB与溃疡性结肠炎关
系的研究尚未见报道.本研究通过观察大鼠实验性溃疡
性结肠炎肠组织中 NF-κB 活性变化及其与肠组织病理
改变,炎性损伤之间的关系,探讨 NF-κB 与溃疡性结肠



炎发病关系及在其发生发展中的作用，进一步阐明溃
疡性结肠炎的发病机制，为临床治疗开辟新的途径.

1   材料和方法

1.1 材料  (1)动物:SPF 级健康成年 SD 大鼠 32 只，雌雄
不拘，体重 150-200 g，正常喂养.由湖北省医学科学
院实验动物中心提供.(2)主要试剂：2、4、6- 三硝基苯
磺酸(TNBS)( Sigma USA)；NF-κB P65、TNF- α和
ICAM-1单克隆抗体 (santa cruz biotechnology公司);SP试
剂盒为北京中山公司产品;MPO检测试剂盒为南京建成
生物工程研究所产品；其他试剂为进口或国产分析纯.
1.2 方法  32 只 SD 大鼠随机分为正常组、生理盐水组、
模型Ⅰ、Ⅱ组共 4 组，正常组不作任何处理，生理盐水
组(NS 组)以 0.9 % 生理盐水溶液代替三硝基苯磺酸
(TNBS)作阴性对照.模型组以 TNBS 灌肠制备溃疡性结
肠炎模型. 大鼠溃疡性结肠炎模型制备,实验大鼠术前禁
食 24 h,自由饮水.实验时乙醚麻醉后,用一直径 2.0 mm，
长约 12 cm 的硅胶管由肛门轻缓插入深约 8 cm，生理
盐水组以 1 ml/ 只的 0.9 % 生理盐水溶液，模型Ⅰ、Ⅱ
组分别以含 50 mg/kg、150 mg/kg TNBS 的 50 % 乙醇
溶液缓缓推入结肠，诱导轻重不同的溃疡性结肠炎形
成.动物保持平躺自然清醒.模型建立 3 wk 后处死动物，
取肛门至盲肠段结肠(约 8 cm)，沿肠系膜纵轴剪开，
冷生理盐水冲洗干净，肉眼进行大体形态评分.肠组织
一部分以 4.0 % 多聚甲醛固定，石蜡包埋，4 um 连
续切片,HE 染色镜下评价炎症和溃疡,另一部分 -20 ℃
冻存,用以 MPO 检测.肠组织 NF-κB、TNF- α和 ICAM-1
的表达, 采用免疫组织化学SP法,取石蜡切片(4 um)常规
脱蜡、水化，置 0.05 M 柠檬酸缓冲液中进行微波抗
原修复，凉至室温；3 % H2O2 孵育 10 min 以消除内
源性过氧化物酶活性,滴加10 %正常血清封闭非特异性
抗原;倾去血清,滴加 1∶100 稀释的 NF-κB、TNF- α
和 ICAM-1 抗体；4 ℃放置过夜，PBS 冲洗 3 × 5 min，
滴加生物素化二抗，37 ℃孵育 10 min，PBS 冲洗 3 ×
5 min;滴加辣根过氧化物酶标记的卵白素工作液,37 ℃
孵育 15 min；DAB 显色，苏木素复染，中性树脂封片.
阳性对照为已知的 TNF- α和 ICAM-1 蛋白，以 PBS 代
替一抗作阴性对照.每张切片随机选取 5 个高倍视野，
计数 1 000 个细胞，计算阳性细胞百分比；以 16 D 目
镜测微网(面积为0.1 024 mm2)在400倍放大下计数阳性
细胞数，每张切片计算 10 个网格取平均值为阳性细胞
密度.结肠组织 MPO 含量测定，采用生化方法，具体操
作按试剂盒说明书进行.结肠组织损伤大体形态和组织
学形态评分方法[24,25] :大体形态损伤评分指标包括粘
连、局部充血、溃疡及炎症.粘连及充血按有无及轻重
分别计 0、1、2 分，出现炎症、溃疡数目增加 1 个、溃
疡面积＞ 2 cm 时范围每增加 1 cm 计分均加 1.组织学指
标包括溃疡、炎症、肉芽肿、纤维化及病变深度，
按有无及轻重分别计 0、1、2 分，病变深度达黏膜

下层、肌层、浆膜层分别计 1 、2 、3 分，各项相

加得总分.

       统计学处理  实验数据以 sx ± 表示，采用单因素

方差分析，组间差异采用 q 检验，相关关系分析采用

直线相关分析.以 P ＜ 0.01 为有统计学意义.

2   结果

2.1 肠组织损伤大体形态及组织学评分结果  模型组大

鼠结肠标本表现为黏膜充血水肿、溃疡形成，结肠

组织与周围组织粘连，可见近端肠腔扩张.溃疡呈线状

和灶状，周围可见黏膜增厚，肠腔狭窄.炎症及溃疡

位于盲肠部与肛门之间.光镜下可见溃疡及炎性渗出物，

有淋巴组织增生，大量中性粒细胞浸润，可见数量不

等的单个核细胞和嗜酸性粒细胞，同时可见增生的纤

维母细胞;与模型Ⅰ组相比，模型Ⅱ组大鼠肠组织损伤

的大体形态及组织学评分明显增高(P ＜ 0.01),见图 1,表 1.

表 1  各组大鼠结肠大体形态和组织学损伤评分及 MPO 活性( sx ± ).

·Ö×é 大体形态评分 组织学评分 MPO 含量(U/g 组织)

正常组 0.75 ± 0.71 1.13 ± 0.83 0.31 ± 0.08

生理盐水组 1.63 ± 0.74 1.38 ± 0.52 0.39 ± 0.07

模型Ⅰ组 2.00 ± 0.76b 3.88 ± 0.99bd 0.71 ± 0.06bd

模型Ⅱ组 6.25 ± 1.39bdf 6.24 ± 1.04bdf 1.69 ± 0.11bdf

bP <0.01,vs 正常组;dP <0.01,vs 生理盐水组; fP <0.01,vs 模型Ⅰ组.

2.2 NF-κ BP65 在肠组织中的表达  NF-κ B 阳性表达细

胞胞核和胞质都有着色,以胞核为主,阳性着色细胞主要

为黏膜固有层单核细胞,肠上皮细胞也有少量着色.正常

组及生理盐水组仅见微弱的 NF-κ B 表达(14.10 ± 5.76,

16.95 ± 6.38)，模型Ⅰ、Ⅱ组 NF-κ  B 表达水平明显

增高(45.24 ± 10.86，60.73 ± 13.41  P ＜ 0.01)，尤其

以模型Ⅱ组更为明显(P ＜ 0.01)，见表 2、图 2.

2.3TNF- α和 ICAM-1 免疫组织化学染色结果  TNF- α

和 ICAM-1 阳性表达细胞表现以胞质呈棕褐色为主，

胞核也有少量着色.阳性表达细胞有中性粒细胞、单个

核细胞等，多集中于靠近肌层的黏膜固有层内，肠

上皮细胞仅有少量阳性表达，黏膜内小血管内皮细胞

也可见 ICAM-1 阳性表达.见图 3、4.正常组及生理盐水
组肠组织仅见极少量的 TNF- α及 ICAM-1 蛋白表达，
模型组有不同程度的阳性染色，阳性率和阳性细胞密
度明显高于正常组及生理盐水组(P ＜ 0.01)，模型组中
Ⅱ组阳性表达明显高于Ⅰ组(P ＜ 0.01)，见表 2.
2.4 肠组织 MPO 含量结果   模型组与正常组及生理盐
水组相比，肠组织 MPO 含量显著上升(0.71 ± 0.06，
1.69 ± 0.11 vs  0.31 ± 0.08, 0.39 ± 0.07, P ＜ 0.01)，模

型组Ⅱ组则明显高于模型Ⅰ组(P ＜ 0.01)，见表 1.

2.5 溃疡性结肠炎大鼠肠组织 NF-κB 表达与肠组织病

理损伤指数相关分析  溃疡性结肠炎大鼠肠组织NF-κB
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阳性细胞密度与肠组织损伤大体形态及组织学评分及
MPO 含量呈显著正相关关系(r 分别为 0.9 292,0.8 462，
0.6 865 P ＜ 0.005).
2.6 溃疡性结肠炎大鼠肠组织 NF-κB 表达与 TNF- α

和 ICAM-1 蛋白表达的相关分析   溃疡性结肠炎大鼠
肠组织NF-κB阳性细胞密度与TNF-α和ICAM-1蛋白
阳性细胞密度呈显著正相关关系(r 分别为 0.9 304，
0.8 680 P ＜ 0.001).

表 2  NF-κB、TNF-α 及 ICAM-1 在各组大鼠肠组织的表达情况（ sx ± ）

          NF-κB          TNF-α     ICAM-1
分组

阳性率(%) 阳性密度 阳性率(%) 阳性密度 阳性率(%)        阳性密度

正常组 11.61 ± 4.85 14.10 ± 5.76 10.13 ± 1.79 16.03 ± 6.21 10.33 ± 2.38           13.41 ± 4.91

NS 组 13.31 ± 4.76 16.95 ± 6.83 16.99 ± 5.48 20.04 ± 6.76 15.34 ± 4.03           17.50 ± 6.95

模型Ⅰ组 30.26 ± 10.20bd 45.24 ± 10.86bd 48.11 ± 5.95bd 53.40 ± 8.79bd 44.34 ± 7.54bd         47.01 ± 8.82bd

模型Ⅱ组 52.14 ± 9.81bdf 60.73 ± 13.41bdf 74.50 ± 11.20bdf 84.09 ± 14.52bdf 68.15 ± 7.25bdf        77.69 ± 8.09bdf

bP ＜ 0.01,vs 正常组；dP ＜ 0.01，vs 生理盐水组；fP ＜ 0.01，vs 模型Ⅰ组

图 1  大鼠 UC 肠组织炎性浸润,溃疡形成(HE 染色 200×).

图 2  NF-κB 在大鼠 UC 肠组织的阳性表达(免疫组化 S-P 法 200×).

图 3  TNF-α 在大鼠 UC 肠组织的阳性表达(免疫组化 S-P 法 400×).

图 4  ICAM-1 在大鼠 UC 肠组织的阳性表达(免疫组化 S-P 法 400×).

3   讨论

核因子 -κB 作为调节细胞基因转录的关键因子,具有广
泛的生物学活性，在机体免疫应答、炎症反应及细胞
的生长调控等方面发挥重要的作用[17-22]，已成为众多
领域研究的热点.但其与溃疡性结肠炎关系的研究国内
尚未见报道.我们采用三硝基苯磺酸(TNBS)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
一的疾病模型，通过免疫组化染色检测 NF-κB 蛋白的
表达,结果发现,在大鼠溃疡性结肠炎模型组中,NF-κB
的表达水平明显增强，且在大剂量TNBS的模型Ⅱ组尤
为明显.提示NF-κB可能在溃疡性结肠炎的发病机制中
起重要作用.
       溃疡性结肠炎是肠道炎性疾病，肠道局部炎性损
伤是其重要病理改变，以大量炎性细胞浸润肠壁和持
续活化为特征.现已证实[9-15],多种炎性因子表达异常参
与了溃疡性结肠炎的病理损伤过程, 而 T N F - α和
ICAM-1 则是较受关注的因子之一,且在 TNF- α和
ICAM-1基因序列上均含有NF-κB的结合位点.TNF-α
是来源于单核巨噬细胞的细胞因子,具有广泛的前炎性
活性,能诱导黏附分子在上皮细胞及淋巴细胞的表达,诱
导趋化因子产生,介导炎性白细胞向炎症局部聚集[26,27] ;
ICAM-1 可介导炎性白细胞与血管内皮细胞、上皮细
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胞稳定黏附，使炎性细胞定位于炎症部位[28-30].二者在
炎性细胞浸润及肠道炎症形成过程中起重要作用.我们
的研究表明,与正常组和生理盐水组大鼠相比,模型组大
鼠肠组织中 TNF- α和 ICAM-1 阳性表达率和阳性细胞
密度显著增高(P ＜ 0.01),且模型Ⅱ组高于模型Ⅰ组,说明
TNF- α和 ICAM-1 的异常与溃疡性结肠炎的发病有
关，且其表达与疾病病情严重程度也有关系，这与过去
的结论一致[8,31-34].
        NF-κB最常见的形式是由P50与P65亚基组成的异二
聚体，在静息状态下，NF-κB 与抑制因子 I κB 单体耦
联，以无活性的形式存在于细胞质中，在外界多种因素
刺激下，I κB 磷酸化后降解，NF-κB 得以释放并移入
核内与靶基因序列上特定的结合位点结合，启动或调节
基因转录[22,35] ;其参与多种与机体免疫炎症反应密切相关
的基因转录,如细胞因子(IL-2、IL-6、IL-8 及 TNF- α
等),黏附分子(ICAM-1、VCAM、ELAM、E-selection
等)以及 T 细胞受体和 INF- γ等[17-23].这些因子在炎性细
胞的活化、趋化、浸润等过程中有重要作用.Jobin et al [36]

在大鼠肠上皮细胞系 CEI-6 细胞中发现 TNF- α可以激
活 NF-κB 而促使 ICAM-1 mRNA 和蛋白表达上升，而
采用蛋白酶抑制剂 MG-132 或 ALLN 阻断 IκB 降解过
程，可明显降低 NF-κB 活性和 ICAM-1 基因表达.有研
究证实，脂多糖刺激 NF-κB 活化后可促进单核细胞分
泌 IL-1、TNF- α增多，后者通过正反馈作用又激活单
核细胞的 NF-κB 使自身分泌量进一步增加，引起级联
反应[37].我们的结果发现，在大鼠溃疡性结肠炎肠组织
中 NF-κB 表达水平与 TNF- α、ICAM-1 阳性表达呈正
相关关系，因此我们推测，NF-κB 可能通过调控炎性
因子 TNF- α、ICAM-1 基因转录，参与了溃疡性结肠
炎的炎性损害过程.
        本实验结果还显示,溃疡性结肠炎大鼠肠组织 NF-κB
表达水平与肠道病理损害的大体形态和组织学评分指数
及髓过氧化物酶(MPO)含量呈显著性正相关关系，而
MPO是中性粒细胞中含量较高的一种酶，在单核细胞和
巨噬细胞中也少量存在，其含量可间接反映组织炎性细
胞的浸润程度[38,39] ,提示溃疡性结肠炎肠组织 NF-κB 表
达量可反映肠组织的病理损害程度,对于溃疡性结肠炎病情
的评估及治疗效果的判断,可能具有潜在的指导意义.
      总之，我们的研究提示,NF-κB 与溃疡性结肠炎的
发病关系密切,对肠组织中炎性因子 TNF- α和 ICAM-1
等基因转录的调控可能是其作用的机制之一，其表达量
也可作为评价肠道病理损害的指标之一.但 NF-κB 在溃
疡性结肠炎中活化机制以及对炎性因子表达调控的具体
过程等均有待于进一步的研究.
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