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Abstract
AIM: To evaluate the effects of nuclear factor 
kappa B (NF-κB) p65 antisense oligonucleotide on 
the inflammation, expression of cytokines such as 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukins 
(IL-1β, IL-10) and NF-κB in colonic intestinal 
mucosa of mice with trinitrobenzene sulfonic 
acid-induced colitis.

METHODS: Fifty BALB/c mice were ran-
domly divided into model control group (UC), 
antisense oligonucleotide treatment group 
(ASOND), missense oligonucleotide treatment 
group (MSOND), and sense oligonucleotide 

treatment group (SOND). Experimental colitis 
was induced by trinitrobenzene sulfonic acid 
(TNBS)/ethanol enema. Twenty-four hours af-
ter modeling, the mice in the ASOND, MSODN 
and SODN groups were administered with the 
corresponding oligonucleotides. Inflammatory 
scores and mucosal morphological changes were 
evaluated under light microscope. The leves of 
TNF-α, IL-1β, IL-10 and NF-κB were determined 
by immunohistochemistry. 

RESULTS: The inflammatory scores in the 
ASOND group decreased as compared with those 
in the UC, MSOND and SOND group (all P < 0.05). 
The mucosal levels of TNF-α, IL-1β and NF-κB 
expression in the ASOND group were significantly 
lower than those in the UC, MSOND and SOND 
groups (82.68 ± 14.30 vs 168.48 ± 11.89, 166.49 ± 
11.63, 176.49 ± 12.33, P < 0.05; 42.42 ± 5.77 vs 168.48 
± 11.89, 120.43 ± 28.21, 131.43 ± 30.601, P < 0.01; 
62.66 ± 11.32 vs 158.38 ± 12.49, 161.09 ± 12.73, 168.64 
± 11.83, P < 0.01), while IL-10 levels were higher 
(146.68 ± 6.02 vs 62.50 ± 11.57, 58.44 ± 10.92, 54.24 ± 
10.64, P < 0.01).

CONCLUSION: ASOND can attenuate the in-
flammatory degree in mice with experimental 
colitis and effectively down-regulates TNF-α, 
IL-1β and NF-κB expression while up-regulates 
IL-10 secretion. . 
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摘要
目的: 探讨NF-κB p65反义寡核苷酸对实验性
结肠炎BALB/c小鼠肠黏膜NF-κB表达的抑制
作用和对黏膜肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细
胞介素(IL-10、IL-1β)表达的影响, 研究其对
肠道炎症的治疗作用. 

®

■背景资料
炎症性肠病的病
因和发病机制目
前尚未完全明确, 
也缺乏特异有效
的治疗药物. 细胞
因子在炎症性肠
病发生发展中的
作用己经被越来
越多的研究所证
实; 而细胞因子是
由NF-κB所调控
也得到了公认. 因
此NF-κB己成为
研究和开发炎症
性肠病治疗新药
物的靶标. 而p65
作为NF-κB重要
的亚基, 在调控靶
基因的转录中起
着关键性的作用. 
p65反义寡核苷酸
能与mRNA互补
杂交形成双股螺
旋结构, 因此采用
p65反义寡核苷酸
能抑制p65 mRNA
的成熟及翻译表
达功能, 减少p65
蛋白的合成, 阻断
及抑制NF-κB的
产生、活化, 最终
可减少细胞因子
的释放, 这些无疑
对溃疡性结肠炎
具有十分重要的
治疗价值. 

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室
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方法: 将50只BALB/c小鼠均分为模型对照组
(UC组)、NF-κB p65反义寡核苷酸组(ASODN
组)、错义寡核苷酸组(MSODN组)和正义寡
核苷酸组(SODN组), 采用2, 4, 6-三硝基苯磺
酸(TNBS)灌肠造模. 造模后24 h后对各组进行
相应灌肠治疗, 灌肠后第7天处死小鼠, 行光镜
下观察肠黏膜炎症并评分, 免疫组化检测各组
小鼠肠黏膜中TNF-α、IL-1β、IL-10和NF-κB
表达.  

结果: A S O D N组小鼠在结肠炎症评分较
UC组、MSODN组和SODN组明显改善(均
P <0.05). ASODN组小鼠TNF-α、IL-1β、NF-
κB表达较UC组、MSODN组和SODN组明显
减少(82.68±14.30 vs  168.48±11.89, 166.49±
11.63, 176.49±12.33, P <0.05; 42.42±5.77 vs  
168.48±11.89, 120.43±28.21, 131.43±30.601, 
P<0.01; 62.66±11.32 vs  158.38±12.49, 161.09
±12.73, 168.64±11.83, P <0.01), 而IL-10表
达则显著增多(146.68±6.02 vs  62.50±11.57, 
58.44±10.92, 54.24±10.64, P<0.01). 

结论: NF-κB p65反义寡核苷酸可抑制NF-κB
的活化, 降低TNF-α、IL-1β表达, 升高IL-10的
表达, 减轻小鼠结肠炎症, 可用于治疗实验性
结肠炎. 

关键词: NF-κB p65反义寡核苷酸; 结肠炎; 细胞因

子; 免疫组化
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0  引言

随着生活水平的提高, 炎性肠病的发病呈上升

趋势. 目前认为其发生与遗传、免疫、感染、

环境等因素密切相关, 其中许多细胞因子在炎

性肠病的发病中起重要作用, 这些细胞因子有

白介素(IL-1β、IL-10), 肿瘤坏死因子(TNF-α)
等, 而他们的表达又与核因子NF-κB关系密切, 
其相关性也日益受到人们的重视 .  我们以半

抗原法建立结肠炎BALB/c小鼠模型, 评价NF-
κB p65反义寡核苷酸对2, 4, 6-三硝基苯磺酸

(TNBS)所致结肠炎小鼠NF-κB的抑制作用、对

黏膜细胞因子表达以及对结肠炎症的影响, 从
而探讨NF-κB p65反义寡核苷酸治疗结肠炎的

疗效及可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠50只, 体质量20-23 g, 购

自南昌大学医学院实验动物中心, 由南昌大学

医学院实验动物中心饲养. 称质量、编号后, 均
分为模型对照组(U C组)和N F-κ B p65反义寡

核苷酸组(ASODN组)、NF-κB p65错义寡核

苷酸组(MSODN组), NF-κB p65正义寡核苷酸

组(SODN组). TNBS(购自Sigma公司)(100 g/L)
溶液, 与无水乙醇配成1∶1混合液. TNF-α、

I L-1β、I L-10、  N F-κ B免疫组化试剂盒由

Santa Cruz工程有限公司提供. NF-κB p65寡
核苷酸参照M u r a n o等设计的序列 [1],  由上海

Generary Bioth公司合成, 其序列为: ASODN 
5'-GAAACAGATCGTCCATGGT-3', MSODN  
5'-ATGGAGAATATGAAAGTG-3', SOND: 5'- 
ACCATGGACGATCTGTTTC-3'并全部硫代磷

酸化, PAGE纯化, 纯度>99.9%. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 造模前小鼠在动物房饲养1 wk, 按
照参考文献[2-4]方法采用TNBS灌肠诱导小鼠

结肠炎模型. 造模第2天(24 h后), ASODN组、

MSODN组、SODN组每只小鼠各自肛门灌25 
nmol ASODN、MSODN、SODN, 而UC组则灌

0.5 mL生理盐水, 于灌肠后第7天处死所有存活

小鼠, 收集小鼠结肠及血液. 
1.2.2 光镜观察及炎症评分: 在距肛门4cm处取

结肠组织, 制备石蜡切片, 行HE染色, 以盲法观

察, 光镜观察肠黏膜损伤情况, 参考文献[5]方法

给予评分. 
1.2.3 免疫组化测定细胞因子: 取距肛门4cm小

鼠肠黏膜组织2块, 常规固定、切片, 染色程序

严格按试剂说明书操作. 结果评定: 阳性反应物

质定位于巨噬细胞、淋巴细胞或纤维母细胞胞

质内, 呈黄褐色或棕色颗粒, 弥漫分布于黏膜固

有层及部分上皮内. 随机选择5个视野, 取每视

野内的平均阳性细胞数作为计数标准. 
统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 应

用统计软件SPSS11.0处理, 计量资料多组间比较

进行方差分析, 各组间两两比较行最小显著差异t
检验(LSD-检验). 以P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 UC组、MSODN组、SODN组

BALB/c小鼠在灌肠后第1天起出现不同程度的

血便、稀便、少动、毛发无光泽、身体蜷缩、

食量减少、体质量下降; ASODN组小鼠在灌肠

后第1天出现与上述对照组小鼠相似的情况, 在
ASODN灌肠后则发生变化, 出现血便、稀便等

■相关报道
甘华田 et al 采用
NF-κB p65反义
核苷酸对溃疡性
结肠炎患者肠道
黏膜固有层单个
核 细 胞 进 行 干
预, 结果发现NF-
κB p65反义核苷
酸可以明显减少
LPS刺激引起IL-
1β mRNA和IL-8 
mRNA表达增强
和相应细胞因子
分泌水平的增高.
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表 1 各组小鼠炎症评分、结肠黏膜细胞因子和NF-κB的表达 (mean±SD)

     
分组                              炎症评分      TNF-α                             IL-1β          NF-κB            IL-10

UC组              10.32±1.25a          168.48±11.89a           115.74±27.63b 158.38±12.49b   62.50±11.57b

AS-ODN组            5.26±0.88              82.68±14.30              42.42±5.77   62.66±11.32 146.68±6.02

MS-ODN组         10.40±1.28a          166.49±11.63a           120.43±28.21b          161.09±12.73b          58.44±10.92b

S-ODN组             11.20±1.38a           176.49±12.33a           131.43±30.601b  168.64±11.83b    54.24±10.64b 

aP<0.05, bP<0.01 vs  ASODN组.

A B

C D

图 1 光镜下小鼠肠黏膜损伤(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

情况的小鼠减少, 仅2只小鼠出现血便、3只小

鼠出现持续3 d腹泻, 活动性较UC组、MSODN
组、SODN组好. 
2.2 小鼠结肠大体病理及组织学改变 UC组、

MSODN组、SODN组小鼠病变结肠连续性水

肿, 肠壁明显增厚. 剪开肠壁可见黏膜有弥漫性

充血、出血、糜烂, 镜下可见结肠黏膜上皮糜

烂、溃疡及隐窝脓肿形成, 杯状细胞消失, 固
有层中性粒细胞、淋巴细胞浸润, 最严重的见

全层非局限性透壁性坏死, 肠上皮细胞坏死脱

落, 甚至出现黏膜层、黏膜下层及肌层坏死脱

落, 全层大量炎症细胞浸润, 隐窝变形直至破坏

消失(图1A, C-D). 而ASODN组小鼠仅个别小

鼠出现黏膜充血、糜烂, 所有小鼠炎症细胞浸

润也明显减轻, 仅部分小鼠黏膜固有层内有少

量炎性细胞浸润, 见图1B, 炎症积分较UC组、

MSODN组、SODN组低(表1). 
2.3 结肠黏膜NF-κB和细胞因子的表达 ASODN

灌肠后可降低肠黏膜NF-κB、TNF-α、IL-1β表

达, 提高IL-10的表达(表1). 表现为: (1)ASODN
组NF-κB表达低于UC组、MSODN组、SODN
组(图2); (2)ASODN组TNF-α、IL-1β表达也

均低于UC组、MSODN组、SODN组(图3-4); 
(3)ASODN组IL-10表达高于UC组、MSODN
组、SODN组(图5).  

3  讨论

炎性肠病的病因和发病机制目前尚不明确. 大
多数研究认为与免疫反应异常有关, 尤其与局

部肠黏膜免疫反应异常关系密切[6-7]. 研究发现: 
细胞因子、生长因子、黏附分子等均参与了肠

黏膜局部的炎症和免疫反应. Akazawa, Brynskov  
e t a l证实, 在溃疡性结肠炎病人的血清或结肠

黏膜内IL-1, TNF-α、IL-6, IL-8等促炎性细胞因

子明显增加[8-9], 而Schottelius et al则直接证实了

TNF-α、IL-1β在溃疡性结肠炎发病中的作用[9], 

■创新盘点
本文结果显示应
用反义寡核苷酸
技术研究NF-κB
基因得到抑制后, 
小鼠实验性结肠
炎病理状况明显
得到改善, 对于从
分子治疗探讨方
面做了有益的研
究, 选题与研究思
路较新颖. 
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人们也使用抗TNF-α单克隆抗体, 重组IL-10来
治疗炎性肠病并取得了一定的疗效[11-12], 这些研

究进一步证明了细胞因子在IBD发生发展中所

起的非常重要的作用. 由于各种细胞因子的表

达均由核因子NF-κB来调控, 因而抑制NF-κB的
活性可有效治疗IBD. IBD治疗药物如柳氮磺氨

吡啶(SASP)和5-氨基水杨酸(5-ASA)、皮质类固

醇等均直接或间接通过减少靶细胞中的IκBα来

抑制NF-κB的活性, 从而减少炎症细胞因子的产

生达到治疗目的[13-15]. 然而, SASP、5-ASA效果

不佳及患者耐受性差则是其主要不足; 激素则有

很多副作用, 如糖耐受能力降低, 肾上腺抑制、

增加感染的危险性等; 因而, 寻找及研制新型炎

性肠病药物, 尤其能直接抑制NF-κB活性的基因

药物则成为研究热点. 
甘华田 et al采用NF-κB p65反义核苷酸对

A B

C D

图 3 小鼠肠黏膜组织TNF-α阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

A B

C D

图 2 小鼠肠黏膜组织NF-κB阳性表达(×400). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

■应用要点
本研究探讨了NF-
κB p65 ASODN
对三硝基苯磺钠
(TNBS)结肠炎模
型的的治疗作用, 
为寻找一种新的, 
具有开发潜力的
治疗 I B D的新药
提供实验论据. 
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溃疡性结肠炎患者肠道黏膜固有层单个核细

胞进行干预, 结果发现NF-κB p65反义核苷酸

可以明显减少LPS刺激引起IL-1β mRNA和IL-8 
mRNA表达增强和相应细胞因子分泌水平的增

高[16]. Neurath et al使用NF-κB p65反义核苷酸处

理TNBS诱导的小鼠结肠炎模型, 成功地抑制了

肠道的炎症[2]. 此外, Spink et al也分别使用NF-
κB反义核苷酸使DSS诱导的小鼠结肠炎炎症明

显缓解[17]. 上述研究表明NF-κB p65反义核苷酸

抑制NF-κB活性的可行性, 且有望成为治疗炎性

肠病的有效药物. 
本研究成功建立了病理学特征与人类炎性

肠病十分相似的TNBS BALB/c小鼠急性结肠

炎模型. 小鼠经TNBS/Ethanol 灌肠后出现不同

程度的血便、腹泻、体质量下降等症状, 大肠

组织病理学改变发现肠黏膜弥漫性充血、出

A B

C D

图 5 小鼠肠黏膜组织IL-10阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

A B

C D

图 4 小鼠肠黏膜组织IL-1β阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

■同行评价
本文立题新颖, 观
点论述较合理, 具
有较好的学术价
值.
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血、糜烂, 溃疡形成, 腺体破坏、炎性细胞浸润

等. 而经ASODN灌肠治疗后的小鼠, 症状明显

减轻, 病理组织学明显改善, 炎症积分较UC组、

MSODN组和SODN组降低, 有统计学意义, 另外 
ASODN组小鼠结肠TNF-α、IL-1β、NF-κB表达

低于UC组、MSODN组、SODN组, 有统计学意

义, 表明ASODN能通过抑制NF-κB活性, 下调促

炎细胞因子的表达, 提高抑炎细胞因子的表达, 
对结肠炎症的抑制作用, 与Lawrance et al的研究

结果相似[18-19]. 
总之, 本研究证实了NF-κB p65反义寡核苷

酸能抑制NF-κB的活化, 下调TNBS BALB/c小
鼠结肠组织中TNF-α、IL-1β, 上调IL-10的表达, 
降低病理组织学评分, 明显减轻结肠炎症. 因此

NF-κB p65反义寡核苷酸可用于治疗小鼠实验

性结肠炎. 
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