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Abstract
AIM: To explore the immune mechanism of 
ulcerative colitis as well as the relationship 
between ulcerative colitis and enteric nervous 
system.

METHODS: Male Sprague Dawley rats were 
divided into 2, 4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 
groups and ethanol (control) group. After sen-
sitized by DNCB smeared on the abdominal 
skin, the rats were challenged with DNCB by 
enema or intrathecal injection. The weight, stool 
viscosity and hematochezia were observed and 
accumulated as the disease active index (DAI) 
score; the colon pathological score was achieved 
by macropathology and HE staining of section 
prepared for microscopy; and the activity of leu-
kocyte migration inhibitory factor (LMIF) was 
determined by immunofluorescence staining in 

colon tissues.

RESULTS: In the rats treated with 4 and 8 g/L 
DNCB enema, the macropathological and mi-
croscopic scores were significantly higher than 
those in the controls (macropathological: 2.200 ± 
0.416, 3.857 ± 0.143 vs 0.143 ± 0.143, P < 0.05; mi-
croscopic: 2.000 ± 0.471, 3.714 ± 0.184 vs 0.429 ± 
0.297, P < 0.05). The colon tissue showed higher 
fluorescence intensity of LMIF in the rats treated 
with DNCB enema than that in the controls. 
In the rats intrathecally injected with 8 and 16 
g/L DNCB, the DAI scores were significantly 
higher than those in the control rats (P < 0.05 
and P <0.01). Colon HE staining showed muco-
sal edema in the rats intrathecally injected 4 g/L 
DNCB, infiltration of numerous inflammatory 
cells in those with 8 g/L DNCB, and mucosal 
erosion, necrosis, and ulceration in those with 16 
g/L DNCB.

CONCLUSION: Colitis can be induced by DNCB 
enema or intrathecal injection in sensitized rat, 
which reflects a delayed type of hypersensitivity 
(DTH). The enteric nervous system and neuro-
immune mediator LMIF play important roles in 
the DNCB-induced colitis.
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摘要
目的: 以2, 4-二硝基氯苯(DNCB)致大鼠结肠
炎, 探索免疫因素的作用以及结肠炎与肠神经
系统的关系. 

方法: 给♂SD大鼠以DNCB涂腹致敏, 然后以
DNCB灌肠或脊髓珠网膜下腔注射(ith)激发过
敏. DNCB灌肠或ith注射后, 根据每日记录的
动物体质量和大便性状做疾病活动指数(DAI)
评分; d 10-15处死动物后, 做结肠大体评分、

结肠HE染色的镜下评分以及肠壁组织白细胞
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■背景资料
自 1 0 0 多 年 前 发
现溃疡性结肠炎
(UC)至今 ,  对其
病因仍然没有彻
底阐明. 从神经源
角度分析UC的发
病机制, 是近10 a
国际学术界出现
的一种倾向. 相关
的国内文献尚未
检索到, 国外文献
最经典的是1999
年Kemler et al 和
2000年Peck et al
的临床病例报道. 
迄今停留在推测
阶段, 缺乏直接证
据, 而且再未见他
们后续报道. 本研
究采用了方法学
上颇具难度的ith
插管慢性动物实
验, 第一次直接探
讨肠神经与结肠
炎的因果关系.



移动抑制因子(LMIF)的免疫荧光测定. 

结果: 4 g/L和8 g/L DNCB灌肠组大鼠的结肠
大体和镜下评分明显高于600 mL/L乙醇灌
肠组(大体评分: 2.200±0.416, 3.857±0.143 
vs  0.143±0.143, P <0.05; 镜下评分: 2.000±
0.471, 3.714±0.184 vs  0.429±0.297, P <0.05), 
其肠壁组织中LMIF的荧光染色也明显强于乙
醇组. ith DNCB 8和16 g/L组大鼠的DAI评分
明显高于ith 600 mL/L乙醇组(P <0.05和0.01), 
ith 4, 8和16 g/L DNCB大鼠的结肠组织镜下表
现为黏膜层水肿、大量炎性细胞浸润、黏膜
糜烂坏死和溃疡形成.

结论:  D N C B灌肠或i t h注射可使致敏大鼠
出现结肠炎, 肠神经系统和神经免疫介导物
LMIF在DNCB所致实验性结肠炎中起重要
作用.

关键词: 结肠炎; 神经源性炎症; 2, 4-二硝基氯苯; 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)使用多种治

疗手段都不能取得根治效果[1-3]. 1999年Barbara 
et al [4]提出, UC很可能是神经源性炎症的表现

形式之一, 即肠的神经源性炎症, 其根据主要来

自Kemler et al [5]的临床报道以及此临床报道之

前的一些实验室资料[6-8]. Barbara的观点很快得

到Peck et al [9]的又一项临床观察的支持. 这种

观点的出现给人们认识UC的病因提供了新的

思路. 利用动物研究UC时, 由致敏原2, 4-二硝

基氯苯(DNCB)建立的具有DTH (delayed-type 
hypersensitivity)反应特征[10]的实验性结肠炎模

型, 在其发病机制和病理学改变上被认为与人

的UC有许多相似之处[11], 并且较早在豚鼠和家

兔[10-11], 后来又在大鼠和小鼠[12-14]被研究和报道. 
我们在DNCB致小鼠结肠炎[13-14]的基础上, 用
DNCB灌肠大鼠模型探讨作为神经免疫介导物

和DTH反应特异指标[15-16]的白细胞移动抑制因

子(LMIF)是否在炎性结肠的组织中活性增加; 
然后用DNCB中枢注射的大鼠模型, 探讨脊髓神

经元直接受到免疫炎症刺激后, 其末梢支配的

靶器官(胃肠道)是否发生炎症改变. 进一步探索
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免疫因素在UC中的作用及其与肠神经系统的

关系, 从而为Barbara和Peck关于“神经源性肠

炎”的观点提供直接证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠由北京大学医学部实验

动物科学部提供, 体质量180-210 g. DNCB购于

北京化学试剂公司, 兔抗大鼠LMIF多克隆抗体

购于Santa Cruz公司, 荧光素TRITC(罗丹明)标
记的山羊抗兔IgG、山羊血清工作液和EDTA均

购于北京中杉金桥生物技术有限公司. DNCB
涂腹液以丙酮∶橄榄油(1∶1)混合液配制, 浓度

为33 g/L; DNCN灌肠液和脊髓珠网膜下腔注射

(ith)液均以600 mL/L乙醇配制, 灌肠用DNCB浓
度分别为2 g/L, 4 g/L和8 g/L, ith用DNCB浓度

分别为4 g/L, 8 g/L和16 g/L. 兔抗大鼠LMIF抗
体和荧光素标记的二抗均以PBS缓冲液(pH 7.4)
稀释, PBS-H2O2以30 mL/L H2O2和PBS配制(比
例1∶9).
1.2 方法 

1.2.1 DNCB造模及结肠炎评价 实验第1天, 在
大鼠的腹部剪毛区滴涂200 μL DNCB涂腹液致

敏, 每天1次, 连续4 d. 第5天, 以DNCB灌肠液或

ith激发过敏. 灌肠方法: 将直径1 mm的硅胶管

从肛门插入经12 h禁食后的大鼠结肠, 插管尖

端距肛门约6.5-7.0 cm, 分别灌入2 g/L, 4 g/L和
8 g/L的DNCB灌肠液, 每天1次, 每次2 mL/kg
体质量. ith注射方法: 给大鼠进行ith插管后, 取
4 g/L, 8 g/L和16 g/L的DNCB, 分别注入大鼠脊

髓珠网膜下腔, 每天1次, 每次10 μL, 于2 min内
缓慢注入. 对照组以同体积溶剂(600 mL/L乙醇)
灌肠或ith. DNCB灌肠或ith后, 每日记录动物的

体质量和大便性状, 进行DAI (disease activation 
index)综合评分[13]和结肠大体、镜下评分[14]. 
1.2.2 脊髓珠网膜下腔(ith)插管 参照Wu et al [17]

的方法并加以改动: 以100 mL/L水合氯醛麻醉

大鼠(ip, 0.3 g/kg体质量)后, 腰背部剪毛、消毒. 
在髂棘(约L4)水平正中线沿脊柱纵向分别上下

划开皮肤0.5 cm, 用一长约15 cm的不锈钢套管

(外径0.9 mm, 内径可容PE-10管通过, 前端打磨

成斜面), 在L4和L5间隙垂直刺入椎管, 以动物的

尾巴或后肢出现轻微抽动确认钢管在脊髓内. 
改变钢套管方向指向动物头端, 将PE-10管通过

钢套管沿蛛网膜下腔向头端送入约2.8 cm, 达
L1-L5水平. 拔除钢套管, 缝合固定PE-10管. 颈背

部皮肤剪小口, 使PE-10管经皮下由此穿出, 缝

www.wjgnet.com

■研发前沿
UC研究的热点是
其病因和发病机
制. 本研究从神经
免疫特别是神经
源性炎症的观点
出发 ,  必将为UC
病因和发病机制
的认识提供新思
路.
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合固定, 外露约1 cm, 管内注入3 g/L肝素生理

盐水, 封口, 缝合皮肤. 术后ip青霉素10 kU以预

防感染, 3 d后即可进行实验. 
1.2.3 LMIF免疫荧光染色 取经过石蜡包埋的大

鼠肠组织切片(5 μm), 按参考文献[18]方法进行

LMIF免疫荧光染色. 大致步骤: 标本做脱蜡和水

化处理, 并经过抗原修复和封闭非特异结合等

处理后, 滴加兔抗大鼠LMIF一抗(1∶300), 置于

湿盒4℃过夜. 待标本恢复至室温并经PBS洗后, 
滴加荧光素(TRITC)标记的二抗(1∶300), 避光

室温下孵育1 h. 在Nikon-Eclpse TE2000-μ(日本)
荧光显微镜下观察LMIF的荧光强度并照相.

统计学处理 采用PRISM 4.0统计软件包进

行统计学分析, 计量资料采用mean±SE表示, 多
组间比较采用方差分析(ANOVA)进行, P <0.05为
有统计学意义. 

2  结果

2.1 D N C B灌肠所致结肠病变 4 g/L和8 g/L 
D N C B灌肠后24 h, 个别动物开始出现稀便, 
2-3 d后出现不同程度的血便, 7-8 d后可见脓血

便. 尤其是8 g/L DNCB组的大鼠, 脓血便出现

最早、脓血最明显, 其中个别动物因严重脓血

便而从第10天相继死亡. DNCB引起的大鼠结

肠病理学改变与以前小鼠的结果[13-14]基本相同. 
2 g/L DNCB组近端肠腔扩张及少量白色渗出

物, 结肠黏膜充血; 4 g/L DNCB组结肠黏连较明

显, 但比较局限, 可见一处或多处溃疡形成; 8 g/
L DNCB组结肠广泛黏连, 多处坏死, 个别部位

有肠壁穿孔. 镜下特点: 4 g/L DNCB组的结肠黏

膜层有炎性细胞浸润, 黏膜下层高度水肿; 8 g/L 
DNCB组黏膜坏死, 肠壁有大量炎性细胞浸润. 
对照组(600 mL/L乙醇)显示正常结构, 仅见黏膜

固有层有少量嗜酸性粒细胞(表1).  
2.2 结肠LMIF活性变化 以免疫荧光方法检测结

肠组织中LMIF蛋白在荧光显微镜下显示红色

(图1). DNCB灌肠组的LMIF荧光明显强于乙醇

灌肠(对照)组, 尤其以8 g/L DNCB组的荧光强

度最大.
2.3 DNCB ith所致DAI评分和结肠病理变化 致
敏大鼠每天1次ith DNCB, 经过13-15 d, 动物出

现不同程度的体质量下降和稀便, 其DAI评分明

图  1  DNCB灌肠引起的致敏大鼠结肠组织LMIF活性变化(免
疫荧光染色, ×200). A: 600 mL/L乙醇; B: 4 g/L DNCB; C: 

8  g/L DNCB.

     

表  1  致敏大鼠DNCB灌肠后结肠病理学评分

	                           Macropathology score                               Microscopic score

                                 0     1     2    3    4           mean±SE          0    1     2    3    4           mean±SE

600  mL/L乙醇      ⑹  ⑴                       0.143±0.143      ⑸  ⑴  ⑴                 0.429±0.297  

2  g/L DNCB          ⑶  ⑷  ⑵                 0.889±0.261      ⑶  ⑶  ⑶                 1.000±0.287  

4  g/L DNCB          ⑴  ⑵  ⑶  ⑵  ⑵      2.200±0.416a     ⑴  ⑶  ⑵  ⑴  ⑵      2.000±0.471a

8  g/L DNCB                           ⑴  ⑹      3.857±0.143a                      ⑵  ⑸      3.714±0.184a

药物

aP<0.05 vs  600 mL/L乙醇组. 括号中数字代表动物例数.

■相关报道
关 于 D N C B 灌
肠 致 大 鼠 结 肠
炎-PubMed检索
自1992年以来仅
不到10篇. 他们造
模的方法与本文
大 同 小 异 ,  但 是
都没有同时检测
LMIF活性, 而是
偏重治疗研究(如
针 刺、中 药 等 ) , 
与本文研究目的
不同.

A

B

C
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显高于i th乙醇组(图2). 3 wk后取结肠组织, 发
现ith DNCB组的结肠有黏连和表面伪膜; 镜下

见结肠组织有大量淋巴细胞浸润, 并有溃疡形

成(图3). 同时取脊髓组织切片观察, 除在16 g/L 
DNCB组有轴突根部增粗和白质疏松水肿的表

现之外, 大多数神经元结构清楚、排列整齐(结
果未显示). 

3  讨论

我们首先用DNCB给大鼠灌肠, 出现了与我们以

往在小鼠结肠所见到的相似的病理学变化(表
1). 并且, 结肠炎的肠壁组织可见LMIF荧光强度

随DNCB灌肠液浓度的增大而增加(图1), 与病理

学评分的改变是一致的. 结合我们曾经在DNCB

结肠炎小鼠的肠系膜淋巴细胞发现LMIF功能增

强的结果[13], 使我们更加确信LMIF在此DNCB
结肠炎模型中起重要作用. LMIF是由致敏的T
淋巴细胞当再次受同种抗原刺激时释放的一种

致炎因子[19-20], 是衡量DTH反应的主要指标之

一[16]. 在某些其他类细胞如胃肠上皮[21]和中枢

神经元[18]等, 也发现有LMIF的表达. 从本实验看

到, 对照组大鼠的结肠有一定程度的LMIF表达, 
主要分布于黏膜层的腺体之间(图1A); DNCB
结肠炎时LMIF表达明显增多, 并且在肠壁的各

层组织都可见到较强的LMIF荧光, 其中很可能

包括肠壁神经元(图1B-C). 结合已有的报道, 即: 
LMIF可作为DTH反应如DNCB结肠炎[10,14]、接

触性皮炎[16,19]的特异性免疫指标, 且在人的UC

■创新盘点
给 致 敏 大 鼠 i t h 
DNCB导致结肠
炎的动物模型是
本文创新点. 测定
DNCB结肠炎时
肠壁组织LMIF的
表达也未见报道.

图  2  致敏大鼠DNCB ith引起的DAI评分变
化. aP<0.05, bP<0.01 vs  600 mL/L乙醇组; 柱

内数字代表动物例数.

图  3  DNCB ith
引起的致敏大鼠
结肠病理学变化
(HE×100). A: 单

纯ith插管, 正常

肠结构; B: ith 600 

mL/L乙醇, 黏膜

下层水肿; C: ith 

4 g/L DNCB, 黏

膜及黏膜下层水

肿; D: ith 8 g/L 

DNCB,  黏膜糜

烂坏死、形成溃

疡; E: ith 16 g/L 

DNCB, 黏膜溃疡

形成, 肠壁全层可

见大量以淋巴细

胞为主的炎性细

胞浸润.

■应用要点
如果阐明了肠神
经系统与结肠炎
的因果关系, 则有
可能在治疗或预
防UC时 ,  用神经
干预的理念, 采取
有效手段.

A B C

D E

6

4

2

0

D
AI

评
分

6                  6                  8                  6

a

b

600 mL/L乙醇   4 g/L DNCB   8 g/L DNCB   16 g/L DNCB
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中明显升高[22-23], 我们有理由认为, 从DNCB诱

导的实验性结肠炎模型中取得的资料在一定

程度上可以说明人类的UC. 根据已有的发现, 
LMIF是神经免疫的重要介导物[15-16], 我们更倾

向于“UC是与神经和免疫因素都有密切关系的

炎症[24]”这一观点. 
正是为了以DNCB肠炎模型验证UC与神

经系统的关系, 我们将DNCB直接注射到脊髓

中枢, 从插管的位置看, 更可能是影响了支配大

肠的(交感)中枢[17,25]. 我们观察到, 如果肠神经

系统首先受免疫原(半抗原DNCB与体内蛋白质

结合即构成免疫原)刺激, 不仅神经组织本身出

现病理变化, 而且继发性地影响到其末梢支配

的靶器官-大肠. 在我们使用的DNCB剂量范围

内, 神经组织的变化仅见于ith DNCB最大浓度

(16 g/L)组, 只有个别神经元出现嗜碱性变、轴

突根部增粗和白质疏松水肿, 而大多数神经元

结构完整(且在ith用药全过程中, 动物的运动功

能和感觉功能始终正常); 但结肠的变化却可见

于ith DNCB 3个浓度组, 其病理改变非常显著, 
以大量淋巴细胞浸润为其特点(图3). 我们还注

意到, 与DNCB灌肠不同的是: ith DNCB引起的

结肠病理变化需要在13-15 d后才明显易见; 动
物虽然有稀便但很少出现血便或脓血便. 同时

取动物的小肠、胃、肝脾以及肾和膀胱等组织, 
都未检测到病理学变化. 这说明, 支配结肠的脊

髓节段受到免疫或炎性刺激, 能够比较特异地

导致其末梢支配的肠组织发炎, 这似乎吻合了

Barbara和Peck关于“神经源性肠炎”的反应

模式. 
所谓神经源性炎症(neurogenic inflamma-

tion)的报道较多见于皮肤[26]、呼吸道[27]以及某

些病原体不明的疾病, 如慢性盆腔痛、偏头痛

和类风湿性关节炎等[28], 多认为是由于神经末梢

释放的炎症介质作用于靶组织, 影响其血管壁

的通透性和平滑肌运动[29]等. 将人类UC与“神

经源性炎症”联系起来的第1篇报道是Kemler 
et al [5]在1999年的一个奇异发现: 他给一位慢痛

综合征患者施行脊髓刺激疗法以缓解骨折后疼

痛的过程中, 见到这位患者原有的UC呈现反复

发作, 但是如果停止脊髓刺激则UC得到缓解. 当
Barbara根据这一报道以及在此之前的一些动物

实验资料, 如P物质在UC模型的动物体内活性增

强[6-7]、麻醉药利多卡因能减轻动物结肠炎的炎

症[8]等, 提出UC是“肠神经源性炎症”的假说[4]

后不久, Peck et al [9]也报道了另一位UC多年的患

者因外伤累及第五颈椎而瘫痪后, 以前曾经多

次复发的UC却不再复发. 但是, 上述无论动物实

验, 还是临床报道, 都缺乏最直接的证据, 也未

见到他们在这方面继续深入的工作. 我们第一

次直接证实, 支配肠的脊髓中枢如果受到免疫

原(或其他诱因)刺激而导致神经元结构(或功能)
异常时, 神经元末梢支配的肠组织就会出现炎

症. 当然, 如果能同时测定此过程中脊髓和肠壁

神经元是否释放了致炎因子, 特别是有无LMIF
的活性变化, 将会使肠神经-肠炎(或肠炎-肠神

经)之间的因果关系更加明确, 这也是我们将要

继续探讨的课题. 
致谢: 本文组织病理、荧光免疫技术分别得到

宫恩聪教授和杨敏博士的指导和帮助.
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