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Abstract
AIM: To observe the changes of serum pro-inflammatory 
and anti-inflammatory cytokine activities in mice with 
experimental colitis.

METHODS: A total of 33 BALB/c mice were randomly 
divided into control (n = 15) and experiment group(n = 18). 
After sensitized by 2, 4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 
smeared on the abdominal skin, the mice in the experi-
ment group were challenged with DNCB enema, while 
those in the control group were treated with ethanol. 
The body weight, stool viscosity and hematochezia 
were observed and accumulated as disease active 
index (DAI) score; the colon pathological score was 
achieved by macropathology and HE staining of sec-
tion prepared for microscopy. The activity of serum 
IL-1, TNFa, IL-6, IL-4 and IL-10 was determined.

RESULTS: The percentage of diarrhea was 59% in 
the experiment mice 24 h after DNCB treatment, and 
serious weight loss was found, 20% mice died. Patho-
logically, the mice in the control group had normal 
histological structures and glands, and no ulcer was 

found except for occasional light mucosal congestion. 
However, the decrease in the number of glands and 
disturbance of tissue structure were observed in the 
mice of experiment group. Moreover, erosion, hemor-
rhage, necrosis as well as deeper ulcers were easily 
seen. As compared with those in the control mice, the 
DAI (3.82 ± 2.77 vs  1.25 ± 1.65, P  <0.05), pathologic 
score (2.47 ± 1.33 vs  0.38 ± 0.72, P  <0.05) were signif-
icantly increased in the experiment mice. The activities 
of pro-inflammatory cytokines such as IL-1(112.9 ± 8.3 
ng/L vs  81.2 ± 16.3 ng/L, P  <0.01), TNF-a(137.9 ±36.7 
ng/L vs  110.3 ± 22.4 ng/L, P  <0.05), and IL-6(48.2 ± 
4.3 ng/L vs  36.1 ± 7.2 ng/L, P  <0.01) were significantly 
increased, while the activities of anti-inflammatory cy-
tokines such as IL-4 (96.7 ± 16.5 ng/L vs  130.1 ± 13.1 
ng/L, P  <0.01) and IL-10(107.3 ± 31.2 ng/L vs  149.8 ± 
45.1 ng/L, P  <0.01) were markedly lowered.

CONCLUSION: The pathological progress of colitis in-
duced by DNCB is possiblely related with the increased 
activities of pro-inflammatory cytokines and decreased 
activities of anti-inflammatory cytokines.
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摘要
目的：观察在实验性结肠炎过程中, 小鼠体内促炎细
胞因子和抗炎细胞因子活性的变化.

方法：BALB/c小鼠33只随机分为对照组(n =15)和实验
组(n =18), 小鼠先以DNCB涂腹液涂腹致敏, 然后实验
组以DNCB灌肠液灌肠, 对照组以相应体积的乙醇灌
肠. 每日观察小鼠体质量和大便性状, 并采用疾病活动
指数(DAI)对动物状态进行评分. 所有小鼠处死后观察
大体形态改变, 并自病变严重部位取组织标本, HE染
色, 镜下观察结肠的病理学改变. 各组小鼠断头取血, 
分离出血清, 采用双抗体夹心ELISA法测定血清IL-1, 
TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10的吸光度.

结果：灌肠24 h后实验组小鼠腹泻百分率达59%, 体质



量明显减轻, 死亡20%. 病理学检查对照组小鼠结肠无
黏连, 黏膜轻度充血, 无溃疡形成, 镜下组织结构可见, 
腺体排列基本整齐; 实验组小鼠腺体数目减少, 组织
结构紊乱, 黏膜糜烂, 出血、坏死和大面积深层溃疡. 
与对照组相比, 实验组小鼠疾病活动指数(3.82±2.77 
vs  1.25±1.65, P <0.05), 组织病理学评分(2.47±1.33 vs  
0.38±0.72, P <0.05)显著升高; 促炎细胞因子IL-1(112.9
±8.3 ng/L vs  81.2±16.3 ng/L, P <0.01), TNF-a (137.9
±36.7 vs  110.3±22.4 ng/L, P <0.05), IL-6(48.2±4.3 
ng/L vs  36.1±7.2 ng/L, P <0.01)活性亦显著升高, 而抗
炎细胞因子IL-4(96.7±16.5 ng/L vs  130.1±13.1 ng/L, 
P <0.01)和 IL-10(107.3±31.2 ng/L vs  149.8±45.1 ng/L, 
P <0.01)活性显著降低.

结论：DNCB诱导的结肠炎与促炎细胞因子水平升高, 
抗炎细胞因子水平降低有关.

关键词：溃疡性结肠炎; 细胞因子; 2,4-二硝基氯苯; 小鼠
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原因不明

的慢性非特异性胃肠道疾病. 其发病率无论是在西方

国家还是在我国均有逐年升高的趋势[1,2]. 在对其病因

和发病机制的研究中, 认为免疫因素与UC关系密切,  
特别是促炎细胞因子和抗炎细胞因子的动态平衡对

UC的发生、发展可能具有决定性作用[3]. 二硝基氯苯

(DNCB)是一种小分子化合物, 它可以作为半抗原与组

织蛋白结合成完全抗原激发T细胞介导的免疫反应[4]. 
我们已经在国内首先建立了DNCB诱发的小鼠肠迟发

过敏反应及结肠溃疡模型, 并发现T细胞释放的移动抑

制因子在此肠炎中活性明显升高[5-7]. 现检测此结肠炎

过程中其他的促炎因子IL-1, TNFa和IL-6, 以及某些抗

炎因子IL-4和IL-10活性的改变, 以进一步探讨促炎因

子和抗炎因子在溃疡性结肠炎发病中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂BALB/c小鼠(广州军区武汉陆军总医

院动物中心提供), 7-9周龄, 体质量18-21 g. DNCB涂腹

液制备: 称取DNCB(北京化学试剂公司)330 mg, 溶于

丙酮: 橄榄油(1∶1)混合液10 mL中, 成为终浓度33 g/
L, 封好瓶口, 低温保存备用. DNCB灌肠液: 称取DNCB 
40 mg溶于600 mL/L乙醇中, 配成浓度为4 g/L DNCB
溶液, 封好瓶口, 低温保存备用. IL-1, TNFa, IL-6, IL-4, 
IL-10的ELISA试剂盒购自北京邦定泰克生物有限公

司. 酶标仪(MK 3型, Labsystem  Dragon公司); SHZ-82 

型水浴箱(江苏省太仓医疗器械厂).
1.2 方法 BALB/c小鼠33只随机分为对照组(15只)和
实验组(18只); 小鼠腹部剪毛约2.0 cm×1.5 cm, 以
33 g/L DNCB涂腹液50 μL涂腹, 1次/d, 连续4 d; d5开
始灌肠, 将直径1 mm的硅胶管插入小鼠结肠, 插管尖

端距肛门约3-3.5 cm[5], 以 4 g/L DNCB 2 μL/g灌肠

1次/d, 连续4 d, 对照组灌以相应体积的600 mL/L乙
醇. 每日观察小鼠体质量和大便性状. 并采用疾病活

动指数(DAI)[8]对动物状态进行评分: 体质量: 体质量

不变为0分, 体质量比正常下降1-5%为1分, 6-10%为2
分, 11-15%为3分, 大于15%为4分; 大便黏稠度: 正常

为0分, 松散的大便为2分, 腹泻为4分; 大便出血: 正常

为0分, 显性出血为2分. 所有小鼠均于d9用颈椎脱臼法

处死, 打开腹腔, 分离大肠, 沿肠系膜附着部纵行剪开

肠壁, 观察大体形态改变. 并自病变严重部位取组织标

本, 置100 g/L甲醛液中固定, 常规石蜡切片(5 μm), HE
染色, 镜下观察结肠的病理学改变. 大体形态评分的方

法基本参考文献[8]并稍微改进: 结肠无黏连(结肠与其

他组织剥离较易)、无溃疡、无炎症为0分; 结肠轻度

黏连、局部充血为1分; 结肠重度黏连并发现1处溃疡

(<1 cm)为2分; 1处以上溃疡(<1 cm)伴炎症为3分; 多处

溃疡(>1cm)伴炎症为4分. 镜下病理学评分的方法: 在
高倍视野(200倍)下分组对每只小鼠的切片进行观察. 
正常结肠黏膜为0级, 隐窝缺损1/3为1级, 隐窝缺损2/3
为2级, 固有层覆盖单层上皮伴轻度炎性细胞浸润为3
级, 黏膜糜烂、溃疡伴显著的炎性细胞浸润为4级. 各
组小鼠断头取血分离血清, 采用双抗体夹心ELISA法

测定血清IL-1, TNFa, IL-6, IL-4, IL-10的吸光度A , 波
长450 nm. 具体操作均按试剂盒说明进行.

统计学处理 数据用 mean±SD表示, 各组间进行t
检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 病理学检查 灌肠24 h后实验组小鼠腹泻百分率

达59%, 体质量明显减轻, 死亡20%. 与对照组相比, 
实验组小鼠疾病活动指数(3.82±2.77 vs  1.25±1.65, 
P <0.05), 组织病理学评分(2.47±1.33 vs   0.38±0.72, 
P <0.05)显著升高, 与我们以前的报道相同[5, 6]. 灌肠d5
处死小鼠, 打开腹腔,  对照组小鼠结肠无黏连, 黏膜轻

度充血, 无溃疡形成, 镜下组织结构可见, 腺体排列基

本整齐; 实验组小鼠可见较广泛的结肠黏连、近端肠

腔扩张及少量白色渗出物, 结肠黏膜充血、坏死、多

处溃疡形成, 镜下隐窝缺损明显, 组织结构紊乱, 黏膜

糜烂, 出血、坏死和大面积深层溃疡. HE染色镜下可

见实验组小鼠肠组织损伤的程度明显加重(图1).
2.2 炎症因子活性的变化 实验组小鼠血清TNFa, IL-1
和IL-6的活性显著高于对照组. 而血清IL-4, IL-10显著
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症细胞的趋化作用, 吸引其进入肠道病变部位, 从而引

起一系列病理改变, 如结肠上皮损伤、小血管炎、隐

窝脓肿等, 最终造成UC的发病[17]. TNFa引起肠道黏膜

损伤的可能机制包括释放血小板活化因子、生成白三

烯和氧自由基、诱导一氧化氮合酶, 从而产生大量一

氧化氮引起细胞损伤; 同时TNFa启动T、B淋巴细胞

活化[18]. IL-1, TNFa及IL-6均可在UC黏膜病变中存在, 
特别是活化的IL-6与UC的免疫和临床表现有非常密切

的关系. 
抗炎细胞因子中最重要的是IL-4和IL-10, DNCB

诱导的UC的小鼠血清中抗炎细胞因子IL-4, IL-10活性

显著性降低. 大量研究资料证实IL-4能抑制单核巨噬

细胞产生IL-1β和TNFa, 下调活化的单核巨噬细胞分

泌氧自由基的能力, 而且存在剂量-效应关系[19]. IL-4和
IL-10抑制诱生型一氧化氮合酶(iNOS)的表达, iNOS是
一个静止的基因, 仅在免疫反应或炎症才被激活, iNOS
活性增强, 产生过量的NO, 对肠黏膜有杀伤毒性及促

进炎症的作用[20]. IL-4还能抑制前列腺素E2和IL-8的产

生. 人IL-10能下调活化的单核细胞和巨噬细胞转录分

泌IL-1β, IL-6, IL-8, TNFa和G-CSF. IL-10基因敲除小

鼠可自发形成结肠炎. 本实验表明, DNCB诱导的结肠

炎小鼠血清中促炎细胞因子IL-1, TNFa和IL-6活性显

著地高于对照组, 而抗炎细胞因子IL-4, IL-10活性与对

照组组比较有显著性降低, 提示DNCB诱导的结肠炎

发病过程可能与促炎细胞因子的水平升高、抗炎细胞

因子水平降低有关, 即细胞因子网络平衡被破坏, 故综

合运用细胞因子, 重新建立细胞因子网络平衡, 可能是

治疗UC的一种有效途径[21-23].
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3  讨论

致敏原2, 4-二硝基氯苯(DNCB)能够诱发小鼠出现结

肠溃疡. 由于DNCB是通过激活T细胞而诱导结肠炎, 
所以在发病机制上与人类的U C有一定的相似性 [5]. 
在以Ｔ细胞激活为特征的肠炎中, IL-5[9], TNFa[10-12], 
IL-1, IL-6[12]和IL-16[13]等参与, 但这些都是从UC患者

测得[9,11,13], 而与DNCB肠炎有关的细胞因子仅见报道

TNFa[10], 并且不是小鼠. 我们观察到促炎细胞因子IL-1, 
IL-6和TNFa活性升高, 而抗炎细胞因子IL-4和IL-10活
性降低, 提示结肠炎的发病可能与促炎细胞因子活性升

高而抗炎细胞因子活性降低有关. 在UC发生过程中, 免
疫系统是引起肠道炎症与损伤的重要因素[14], 细胞因子

在调节肠道免疫中既有促进炎症发展又有抗炎作用, 
促炎细胞因子IL-1, IL-6, TNFa和抗炎细胞因子IL-4, 
IL-10常处于动态平衡，如果失去平衡, 则会导致肠炎

发生[15]. IL-1是一种具有多种生物活性并能作用于体

内多种组织和器官的细胞因子, 根据等电点不同, IL-1
可分为IL-1a和IL-1β, 人体内IL-1活性主要由后者介导. 
IL-1的作用由IL-1受体拮抗剂(IL-1ra)控制, 体内外实

验均证实IL-1r a能抑制IL-1不同的生物学活性, 有研究

发现IL-1和IL-1r a之间的平衡决定IL-1对炎症过程的

促进作用[16], 在UC中IL-1可以产生对中性粒细胞等炎
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图 1   DNCB诱导的小鼠结肠炎病理改变 (×100 , HE染色). A: 对照组; B: 

实验组. 腺体减少, 结构紊乱, 黏膜糜烂, 出血、坏死和溃疡.
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图 2   结肠炎小鼠血清中炎症因子的活性 . 
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2006年第5届全国肝脏疾病学术研讨会议征文通知

本刊讯 为了加快国内肝病学术交流、促进我国肝病学科的发展, 由中华医学会肝病学分会、中华肝脏病杂志编辑委员会主办的

“第5届全国肝脏疾病学术研讨会议”定于2006-05在辽宁省大连市召开. 届时国内知名肝病专家将就国内外肝病研究的进展及热

点问题进行继续教育讲座, 并授予参会代表国家级继续教育Ⅰ类学分. 现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)病毒性肝炎发病机制的研究进展; (2)病毒性肝炎的治疗策略; (3)乙型病毒性肝炎的长期治疗; (4)丙型肝炎的抗病毒治疗; 

(5)肝纤维化发病机制研究进展; (6)肝纤维化的防治; (7)肝硬化的规范化治疗; (8)肝细胞癌的病因学研究进展; (9)肝癌的发病

机制研究进展; (10)肝癌的早期诊断; (11)肝癌的手术治疗及方案选择; (12)肝癌的非手术治疗; (13)肝癌的生物治疗; (14)自

身免疫性肝病的发病机制; (15)自身免疫性肝病的诊断和治疗; (16)肝移植后肝炎复发的诊断预防和治疗; (17)生物人工肝的应

用及进展; (18)小儿自身免疫性肝病; (19)肝肾综合征; (20)肝功能衰竭; (21)肝干细胞的研究进展及临床应用; (22)脂肪肝及

酒精性肝病; (23)非酒精性脂肪性肝病.

    

2 征稿要求

参加会议论文要求全文(中文)及500字(词)左右中文摘要各一份, 应包括目的、材料与方法、结果、讨论, 并写清单位、作者姓名

及邮编(请自留底稿, 恕不退稿). 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不再受理.

3 论文寄至地址

400010, 重庆市渝中区临江路74号, 中华肝脏病杂志编辑部收.请在信封左下角注明“会议征文”. 欢迎用软盘和电子邮件方式投

搞. 电子邮件地址: zhgz@vip.163.com. 征文截稿日期: 2006-02-28(以邮戳为准).

欢迎从事肝病临床和基础研究工作的医务人员及科研工作者踊跃投稿, 参加会议.
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