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【摘要】   目的    探讨巨噬细胞移动抑制因子（MIF）在妊娠大鼠急性坏死性胰腺炎（ANP）肠损伤中的作

用。方法    使用随机数字表法将 24 只妊娠 SD 大鼠（简称孕鼠）随机分为假手术组（SO 组）、急性坏死性胰腺炎组

（ANP 组）及 MIF 抑制剂（S,R）-3-（4-羟苯基）-4,5-二氢-5-异噁唑乙酸甲酯（ISO-1）干预组（ISO-1 组）3 组，每组 8
只孕鼠。采用逆行胰胆管注射 5% 牛磺胆酸制备 ANP 模型，术后 12 h 剖杀孕鼠进行取材，取下腔静脉血检测血

清淀粉酶（AMY）、脂肪酶（LIP）、二胺氧化酶（DAO）、白细胞介素（IL）-1β 及 IL-6 水平，取胰腺组织及空肠组织

行病理学检查并评分，免疫组织化学方法检测肠道组织中 MIF、核因子（NF）-κB 及肿瘤坏死因子（TNF）-α 蛋白

表达。结果    ① 血清中 AMY、LIP、DAO、IL-1β 及 IL-6 水平在 ANP 组均明显高于 SO 组（P<0.05）；与 ANP 组比

较，ISO-1 组血清中 AMY、LIP 水平下降并不明显（P>0.05），而血清中 DAO、IL-6 和 IL-1β 水平均显著降低

（P<0.05）。② 胰腺和肠道组织病理评分在 ANP 组均明显高于 SO 组（P<0.05），其在 ISO-1 组均明显低于 ANP 组
（P<0.05）。③ MIF、NF-κB 及 TNF-α 蛋白表达的 IOD 值在 ANP 组孕鼠肠道组织中均明显高于 SO 组（P<0.05），
其在 ISO-1 组孕鼠肠道组织中均明显低于 ANP 组（P<0.05）。结论    MIF 抑制剂 ISO-1 对孕鼠 ANP 肠损伤具有一

定的保护作用，其机制可能与抑制 NF-κB 及 TNF-α 的激活有关。
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【Abstract】 Objective    To explore effects of macrophage migration inhibitory factor (MIF) inhibitor ISO-1 on
intestinal injury in acute necrotic pancreatitis in pregnancy (ANPIP) rat. Methods    Twenty-four pregnant Sprague-
Dawley rats were randomly averagely divided into three groups: a sham operation (SO) group, an ANP group, and an
ANP model plus ISO-1 treatment group (ISO-1 group). A rat model of ANP was induced by the retrograde injection of 5%
sodium taurocholate into the biliopancreatic duct. The rats were killed and the inferior vena cava blood, and the tissues of
pancreas and jejunum were harvested at 12 h after the operation. The serum amylase (AMY), lipase (LIP), diamine oxidase
(DAO), interleukin (IL)-1β, and IL-6 levels were measured. The pancreatic and jejunal tissues were taken for the
pathological examination scoring. The immunohistochemical method was used to detect the expression of the MIF,
nuclear factor-kappa B (NF-κB), or tumor necrosis factor (TNF)-α protein. Results    ① Compared with the SO group, the
serum AMY, LIP, DAO, IL-1β, and IL-6 levels were increased in the ANP group (P<0.05), which in the ISO-1 group were
decreased as compared with the ANP group, the DAO, IL-1β, and IL-6 levels had significant differences (P<0.05), but the
AMY and LIP levels had no significant differences (P>0.05). ② The pathological points of the pancreas and jejunum
tissues were increased in the ANP group as compared with the SO group, which were significantly decreased in the ISO-1
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group as compared with the ANP group (P<0.05). ③ The average integrated optical density divide by area of NF-κB, TNF-
α, and MIF were significantly increased in the ANP group as compared with the SO group, which were significantly
decreased in the ISO-1 group as compared with the ANP group (P<0.05). Conclusions    MIF inhibitor ISO-1 could
protect intestinal injury in ANPIP rat. It is suggested that MIF is one of mechanisms in ANPIP with intestinal injury and
might be correlated with activities of TNF-α and NF-κB.

【Keywords】 acute pancreatitis in pregnancy; intestinal injury; macrophage migration inhibitory factor; nuclear
factor-κB; tumor necrosis factor-α

妊娠合并急性胰腺炎（APIP）是一种相对罕见

的外科急腹症，发病率为 1/10 000～1/1 000[1-2]，具

有起病急、临床表现不典型、易出现多器官功能衰

竭和病死率高的特点。APIP 发病进程中，多种因

素会导致肠黏膜结构完整性破坏、通透性增高、菌

群移位以及内毒素血症，甚至诱发全身炎症反应综

合征和多器官功能衰竭，危及到母体和胎儿生命，

孕产妇病死率和胎儿死亡率高[3]。本研究旨在通过

探讨巨噬细胞移动抑制因子（MIF）在 APIP 肠损伤

发病机制中的作用，寻求有效的治疗方法。

1    材料与方法

1.1    主要试剂和材料

牛磺胆酸钠购自美国 Sigma 公司，MIF 特异抑

制剂（S,R）-3-（4-羟苯基）-4,5-二氢-5-异噁唑乙酸甲

酯（ISO-1）购自美国 Santa Cruz 公司，MIF、肿瘤坏

死因子（TNF）-α 抗体购自美国 Abcam 公司，核因

子（NF）-κB 抗体购自美国 CST 公司，二胺氧化酶

（DAO）试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1.2    实验动物及分组

初次妊娠 17～19 d 的 SD 大鼠（简称孕鼠）24
只，体质量 370～420 g，购自武汉大学实验动物中

心。使用随机数字表法随机分为假手术组（SO
组）、急性坏死性胰腺炎组（ANP 组）和 MIF 特异

抑制剂 ISO-1 干预组（ISO-1 组）3 组，每组 8 只孕

鼠。

1.3    ANP 模型建立

孕鼠术前 12 h 禁食，自由饮水。异氟烷麻醉后

取仰卧位，腹部正中切口入腹，夹闭胆总管，通过

4.5#注射器针头穿刺十二指肠壁，逆行胰胆管注射

（0.1 mL/min）5% 牛磺胆酸钠（1 mL/kg）建立 ANP
模型，并将两侧胰胆管夹闭 5 min[4]。逐层缝合后，

皮下注射生理盐水补液。SO 组开腹后仅翻动孕鼠

十二指肠与胰腺后关腹。ISO-1 组在术前 30 min 腹
腔注射溶解 ISO-1（7 mg/kg）的 5% 二甲基亚砜溶液

（2 mL/kg）。SO 组与 ANP 组术前 30 min 仅经腹腔

注射 5% 二甲基亚砜（2 mL/kg）溶液。孕鼠苏醒后

禁食不禁水，分笼喂养。根据血清淀粉酶（AMY）

与脂肪酶（LIP）水平以及胰腺 HE 染色结果判断

ANP 模型是否建立成功。

1.4    标本获取

各组孕鼠均于术后 12 h 处死，经下腔静脉穿刺

取血 4～5 mL，1 500×g 离心血清 15 min，收集上清

液分装，–80 ℃ 冻存备用。取胰头组织和距离回盲

部 4～5 cm 处空肠肠管组织 1～2 cm，4% 多聚甲醛

固定，常规石蜡包埋、切片。

1.5    血清指标检测

采用全自动多功能生化仪检测大鼠血清 AMY
与 LIP 水平（武汉大学人民医院医学检验中心），血

清 IL-1β、IL-6 与 DAO 水平采用特定 ELISA 试剂盒

检测。

1.6    胰腺及肠道组织病理学检测

将胰腺及肠道组织固定包埋后切片，HE 染色

并在光镜下进行观察。胰腺组织的病理评分是根

据是否出现水肿、坏死、出血、脂肪坏死、炎症和血

管炎性细胞浸润进行病理学评分[5]。肠道组织的病

理评分根据肠道绒毛是否变性、扩张、绒毛脱落、

固有层是否水肿、出血及崩解进行病理学评分[6]。

1.7    免疫组织化学方法检测

采用免疫组织化学方法检测 MIF、TNF-α 及
NF-κB 蛋白在肠道组织中的表达。取各组空肠组织

切片（4 μm），脱蜡水化后在压力锅（121 ℃，4
min）中用柠檬酸钠缓冲液行抗原修复，3% H2O2 阻
断内源性过氧化氢酶，一抗二抗孵育、链霉素抗生

物素-过氧化酶依次孵育后，DAB 显色，观察 MIF、
TNF-α 及 NF-κB 蛋白表达，以细胞质或细胞核呈棕

色为阳性表达，并使用 Image Pro-Plus 6.0 软件进行

累积光密度（IOD）值测量，行半定量分析。

1.8    统计学方法

¹x § s
采用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行分析。符

合正态分布的计量资料以均数±标准差（ ）表

示，组内比较采用单因素方差分析，组间比较采用

t 检验。检验水准 α=0.05。

2    结果
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2.1    3 组孕鼠血清中 AMY、LIP、DAO、IL-1β 及 IL-
6 水平

3 组孕鼠血清中 AMY、LIP、DAO、IL-1β 及 IL-
6 水平检测结果见图 1。从图 1 可见，与 SO 组比

较，ANP 组和 ISO-1 组的 AMY、LIP、DAO、IL-1β
及 IL-6 水平均明显升高（AMY、LIP、DAO、IL-1β
及  IL-6 值在  SO 组与  ANP 组间比较，t=19.614、
P=0.025，t=12.607、P=0.012，t=10.595、P=0.003，
t=15.162、P=0.007，t=18.012、P=0.007；在 SO 组与

ISO-1 组间比较，t=16.549、P=0.010，t=14.407、
P=0.024，t=7.560、P=0.004，t=17.094、P=0.004，
t=14.301、P<0.001）；与 ANP 组比较，ISO-1 组血清

AMY、LIP 水平下降并不明显（t=1.822、P=0.090，
t=0.863、P=0.405），而 DAO、IL-1β 和 IL-6 水平均显

著降低（ t=2.876、P=0.012， t=6.430、P=0.045，
t=10.295、P=0.034）。
2.2    3 组孕鼠胰腺与肠道组织病理学评分

3 组孕鼠胰腺组织和肠道组织病理学改变结果

见图 2。从图 2a 可见，SO 组胰腺小叶完整，无明

显病理改变或仅见轻度水肿；ANP 组胰腺出现不

同程度间质水肿，腺泡细胞坏死、腺叶间隙增宽及

炎性细胞浸润，其病理评分明显高于  S O  组
（t=39.317，P<0.001）；与 ANP 组相比，ISO-1 组胰

腺腺泡轻度水肿，间质内少量出血及炎性细胞浸

润，其病理评分明显低于  A N P  组（ t=1 0 . 8 1 1，
P < 0 . 0 0 1），但仍明显高于  S O  组（ t=1 6 . 5 0 9，

P=0.001）。从图 2b 可见，SO 组肠黏膜组织的组织

学结构正常，ANP 组肠道出现不同程度绒毛水肿、

脱落、黏膜变性、坏死、出血以及炎性细胞浸润，其

肠道病理评分明显高于  S O  组（ t = 1 2 . 5 1 2 ，

P=0.004）；与 ANP 组相比，ISO-1 组肠道组织损伤

有所减轻，其肠道病理评分明显低于  A N P  组
（t=2.531，P=0.013），但仍明显高于 SO 组（t=8.427，
P=0.006）。
2.4    免疫组织化学检测肠道组织中 MIF、NF-κB 及
TNF-α 的表达

3 组孕鼠肠道组织中 MIF、NF-κB 及 TNF-α 蛋
白表达的免疫组织化学检测结果见图 3。MIF 染色

阳性表达为视野内细胞质被染成棕黄色，NF-κB 阳
性表达为视野内细胞质及细胞核，或单纯细胞核被
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图 1     示 3 组孕鼠血清 AMY、LIP、DAO、IL-1β 及 IL-6 水平比较结果　

A：AMY；B：LIP；C：DAO；D：IL-1β；E：IL-6。与 SO 组比较，*P<0.05；与 ANP 组比较，#P<0.05
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图 2     示 3 组孕鼠胰腺组织和肠道组织病理学改变结果

A：胰腺组织；B：肠道组织。与 SO 组比较，*P<0.05；与 ANP 组比较，#P<0.05
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染成棕黄色。TNF-α 染色阳性表达为视野内细胞

质被染成棕黄色。ANP 组孕鼠肠道组织中 MIF、
NF-κB 及 TNF-α 蛋白表达的 IOD 值较明显高于 SO
组（t 值分别为 20.753、28.424、20.019，P 值均为

0.001）；ISO-1 组孕鼠肠道组织中 MIF、NF-κB 及
TNF-α 蛋白表达的 IOD 值均明显低于 ANP 组（t 值
分别为 10.992、13.487、8.580，均 P<0.001），但仍高

于 SO 组（t 值分别为 12.850、14.676、12.850，P 值分

别为 0.005、0.002、0.005）。

3    讨论

APIP 是一种严重的妊娠并发症，主要发生在

产程后期，极易导致流产、死胎和早产，孕产妇死

亡率和胎儿死亡率高达 20%～50%[7]。近年来，随着

饮食习惯的改变，APIP 的发病率有升高的趋势。

APIP 发病最常见的原因是胆结石[8]，由于妊娠期孕

酮水平升高，导致胆管张力减退，增加了 Oddi 括
约肌的压力，从而导致胆汁淤积，结石形成，约占

60%[9]。因此 ，逆行性胰胆管注射牛磺胆酸钠诱导

APIP 的发生与自然条件下发生的 APIP 病理生理

学改变基本一致。

急性胰腺炎导致肠损伤文献早有报道，主要原

因之一是大量细胞因子、炎症介质、蛋白酶类和氧

自由基的释放，导致机体细胞的免疫调节功能紊

乱，如产生过量的 TNF-α，加重肠黏膜损伤，造成

细菌移位、内毒素血症，进而加重原发疾病的病情
[10]。本研究结果表明，ANP 组孕鼠血清 AMY、LIP、
胰腺组织病理评分均显著高于 SO 组，表明逆行性

注射牛磺胆酸钠诱导 ANP 模型成功，血清 DAO 水
平、肠道组织病理学评分较 SO 组显著升高，反应

了 ANP 时，肠道组织出现了损伤。

MIF 作为一种重要的多功能细胞因子，涉及各

种生理和病理过程，包括炎症、免疫 [11]、肿瘤和妊

娠。MIF 在 ANP[12]、肝损伤[13]、急性呼吸窘迫综合

征[14]和败血症[15]的发生和发展中起着一定的作用。

MIF 能激活 NF-κB 的表达以及刺激 TNF-α 与 IL-1β
的分泌[16]，同时 TNF-α、NF-κB 能减少 MIF 的产生
[17-18]，MIF-NF-κB-TNF-α/IL-1β 的瀑式激活可能最终

导致了 APIP 肠损伤；此外，MIF 信号转导和炎症

细胞的浸润可能加速了肠损伤过程。

促炎细胞因子 TNF-α 被认为是 ANP 炎症联级

反应的关键启动因子之一，并且胰腺的损伤程度与

TNF-α 水平直接相关[19]，TNF-α 水平上升，可引起

进一步的组织损伤，加重 ANP 远端脏器损伤，如肾

损伤等[20-21]；p38 丝裂原活化蛋白激酶与 NF-κB 是
ANP 发病机制中调节炎症介质的基本途径[22]，NF-
κB 能调控多种炎性细胞因子的表达[23-24]。APIP 合
并肠损伤时，肠道组织中 NF-κB 的激活可引起多种
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图 3     示 3 组孕鼠肠道组织中 MIF、NF-κB 及 TNF-α 蛋白表达结果（免疫组织化学染色　×200）

A：MIF；B：NF-κB；c：TNF-α。与 SO 组比较，*P<0.05；与 ANP 组比较，#P<0.05
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促炎蛋白的表达，如 IL-1β、IL-6、TNF-α 等，从而导

致肠损伤。本研究中免疫组织化学检测结果显示，

ANP 组 MIF、TNF-α、NF-κB 表达较 SO 组显著升

高，提示 APIP 时，MIF 可对 NF-κB 的激活进行调

控，促进炎性细胞因子的释放，最终导致肠损伤。

ISO-1 作为一种化合物往往用于结直肠癌，卵

巢癌的研究中，能够抑制大肠癌、卵巢癌的生长。

ISO-1 可选择性地结合 MIF D-多巴胺互变异构酶活

性位点，从而抑制 MIF 的一些生物学功能[25]。本研

究结果显示，使用  ISO-1 处理后，血清  DAO 较
ANP 组显著降低；HE 染色发现胰腺、肠道组织损

伤较  ANP 组有所改善；免疫组织化学结果显示

MIF、TNF-α、NF-κB 表达较 ANP 组显著下降，结果

提示，ISO-1 对 APIP 孕鼠肠损伤具有一定的保护作

用，其机制可能与 ISO-1 抑制了 MIF 的部分功能，

进而抑制了 TNF-α、NF-κB 的激活有关。

综上所述，本研究提示 MIF 抑制剂 ISO-1 可以

通过抑制 MIF 的活性进而抑制 NF-κB 的活化，减

少炎症细胞因子 TNF-α 的表达，进而减轻组织炎症

细胞浸润，达到保护胰腺与肠道组织损伤的作用。

但本研究存在一定的局限性，未对 ISO-1 通过抑制

MIF 的活性减轻 ANP 是肠损伤的具体机制进行阐

明，有待进一步的研究。
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