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巨噬细胞移动抑制因子在脓毒症小鼠中的作用

及其干预研究
●

张振辉 陈晓辉林珉仪 江慧琳 熊旭明 朱永城

【摘要】 目的 观察巨噬细胞移动抑制因子(MIF)在脓毒症小鼠血清和肺组织中的表达及MIF拮抗剂

ISO—l对脓毒症小鼠存活率的影响。方法 用盲肠结扎穿孔术(CLP)建立脓毒症BALB／c小鼠模型。40只小

鼠随机分为假手术组及CLP后12、24、36、48 h组，各取8只小鼠心脏血，采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测

血清MIF水平，采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)、蛋白质免迹印迹法(Western blotting)检测肺组织中

MIF的mRNA和蛋白表达。另选择40只小鼠制备脓毒症模型，观察用ISo一1干预后脓毒症小鼠10 d的存活

率。结果与假手术组比较，脓毒症小鼠血清MIF水平逐渐升高，36 h达峰值，48 h有所下降，但仍高于假手

术组(尸均<O．01)；肺组织MIF mRNA和蛋白表达自12 h起即明显增加，之后逐渐增加至48 h达峰值(P<

0．05或P<0．01)。使用MIF拮抗剂IS0—1的脓毒症组小鼠10 d存活率为60％(12／20)，较脓毒症对照组

25％(5／20)明显升高(P<O．05)。结论MIF可能作为晚期炎症细胞因子参与脓毒症小鼠的发病过程，使用

MIF拮抗剂ISo一1能提高脓毒症小鼠的存活率，提示MIF可作为脓毒症治疗的靶向。

【关键词】巨噬细胞移动抑制因子；脓毒症； 炎症因子； 巨噬细胞移动抑制因子拮抗剂ISo一1

Role of macrophage migration inhibitory factor in mice with sepsis and after effect of its intervention

ZHANG Zhen—hui’，CHEN xiao—hui。LIN Pei—yi。JlANG Hui—lin。XloNG X扯．ming，ZHU

Yong—cheng．。Intensive Care Unit，the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical College，

Guangzhou 51 0260，Guangdong，c^ins

Cortesjf，onding author：CHEN Xiao-hui，Email：cxhgzl68@126．CO'tn

[Abstract]Objective To investigate the expression profile of macrophage migration inhibitory factor

(MIF)in serum and lung tissues of mice with sepsis。and to explore the effect of MIF antagonist ISo一1 on

sepsis in a murine sepsis model．Methods Sepsis was reproduced in 40 mice by cecal ligation and puncture

(CLP)．Heart blood was obtained from 8 mice each at 12，24，36，48 hours after CLP．The content of MIF

in serum was determined by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．MIF mRNA and protein

expressions in lung tissues of septic mice were assessed by reverse transcription—polymerase chain reaction

(RT—pCR)or Western blotting．Another group of 40 mice were selected to investigate the role and the

impact of MIF antagonist ISO一1 in septic mice．Results The content of MIF in serum was higher in septic

mice than that in sham operation group，and it peaked at 36 hours，and decreased at 48 hours，but still higher

than that in sham operation group(alI尸<0．01)．The MIF mRNA and protein expression in lung tissues of

septic mice were higher than those in sham operation group，beginning at 12 hours，and peaked at 48 hours

(P<O．05 or P<0．01)．ISO一1，which was the antagonist of MIF，could elevate the surviving rate of animals

with sepsis[60％(12／20)VS．25％(5／20)，P<0．053．Conclusion MIF plays a role as a late mediator in

sepsis。with a high expression of MIF in serum and lung tissue．ISo一1 can elevate the surviving rate in

murine model of sepsis．It iS concluded that MIF could be taken as a potential target of treatment of sepsis．

[Key words]macrophage migration inhibitory factor， sepsis， inflammatory eytokine； ISO-1

脓毒症时极易并发多器官功能障碍综合征

(MODS)，是重症监护病房(ICU)非心血管疾病的

主要死亡原因之一[1]，而其发生发展的病理生理机

制目前仍不十分明确，已经成为临床救治的重要障

碍。巨噬细胞移动抑制因子(MIF)是一种重要的炎

症介质，其参与了脓毒症的发病过程，高水平的

MIF通过激活下游炎症因子，负反馈调节糖皮质激
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素的抗炎作用等机制，影响机体的适应性免疫反应。

MIF介导了内毒素对啮齿类动物的致死效应，使用

抗MIF抗体能减少细菌性腹膜炎小鼠的死亡率心]。

MIF还可直接参与脓毒症急性肺损伤(ALI)，从而

加重脓毒症的器官功能损害[3]，但关于MIF在脓毒

症机体组织器官的表达规律和MIF对组织器官的

损伤机制，目前仍不十分清楚。本研究中通过建立脓

毒症动物模型，探讨MIF在脓毒症小鼠组织中的表

达规律，并通过抑制MⅢ的作用，观察其对脓毒症

小鼠存活率的影响。

万方数据
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1材料与方法

1．1 实验动物及主要试剂：清洁级雄性BALB／c

小鼠，体重23--．28 g，购自广东省医学实验动物中

心。小鼠MIF定量酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒

(上海森雄科技有限公司)，组织总RNA提取试剂

盒(德国Qiagen公司)，反转录试剂盒(美国NEB公

司)，小鼠MIF、p肌动蛋白(p-actin)引物(上海生工

生物公司合成)，聚合酶链反应(PCR)试剂盒(大连

宝生物公司)；兔抗MIF抗体(美国Zymed公司)；

MIF拮抗剂ISo一1(德国Calbiochem公司)。

1．2动物分组：按随机数字表法将40只BALB／c

小鼠分为假手术组及脓毒症12、24、36和48 h组，

每组8只。假手术组观察至术后24 h、其余各组于相

应时间点处死小鼠后取全血和肺组织待检。另取

40只BALB／c小鼠，按随机数字表法分为脓毒症对

照组和ISo一1干预组，每组20只，进行ISO一1干预

实验，以观察动物存活率。

1．3脓毒症动物模型制备：用戊巴比妥腹腔注射麻

醉小鼠，采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备小鼠脓毒

症模型[4]。术毕立即腹腔注射生理盐水20 ml／kg抗

休克。假手术组只将盲肠拉出腹外后还纳，关腹。

1．4检测指标及方法：于相应时间点麻醉小鼠，开

胸取心脏全血，离心取血清于一80℃保存备用；同时

取双侧肺组织置于液氮中保存备用。

1．4．1血清MIF浓度测定：采用ELISA法，按照

试剂盒说明书操作。将标准MIF稀释2、4、8、16、

32、64、128倍，制备标准曲线；每孔加100,al待测标

本，室温孵育2 h，用磷酸盐缓冲液(PBS)洗板5次；

每孔加50 pl第一抗体工作液，室温孵育1 h，用

PBS洗板5次；每孔加酶标抗体工作液100弘l，室温

孵育1 h，用PBS洗板5次；每孔加100肛l底物溶

液，避光室温孵育10 rain，显色；每孔加50肛l终止

液，在酶标仪上于波长492 nm处判读结果。

1．4．2肺组织MIF mRNA表达测定：采用逆转录一

聚合酶链反应(RT—PCR)。提取肺组织总RNA，进

行纯度鉴定，以p-actin为内参照。MIF和p-actin引

物序列设计按文献[5—6]方法，按照反转录试剂盒说

明书合成cDNA。按PCR试剂盒说明书进行PCR

扩增，反应条件：94℃预变性2 min；94℃变性45 s，

58℃退火45 s，72℃延伸60 s，重复30个循环；

72℃延伸5 rain，终止反应。取5肛l扩增产物常规进

行琼脂糖凝胶电泳，用凝胶分析仪拍照，并以

MIF和B-actin DNA条带的吸光度(A)比值来表示

MIF mRNA的表达水平。

1．4．3肺组织MIF蛋白表达测定：采用蛋白质免

疫印迹法(Western blotting)。将小鼠肺组织用细胞

裂解液匀浆、静置20 min，离心后取上清液，用常规

方法测蛋白浓度。取蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，脱脂奶粉封闭

液中封闭1 h，加兔抗MIF抗体或鼠抗p-actin孵

育。用TBST洗膜，加入抗兔含辣根过氧化物酶的

IgG抗体(IgG-HRP)或抗鼠IgG-HRP，再加入

HRP一抗生物素抗体孵育。TBST洗膜后加入增强化

学发光(ECL)试剂，经压片、曝光、洗片、图像扫描，

对条带进行灰度及A值测定。

1．4．4 ISO一1对脓毒症的干预作用：脓毒症动物模

型制备方法同上，ISO一1干预组于术后连续3 d腹

腔注射Is0—1[用二甲亚砜(DMSO)溶解成5 g／L

溶液，每次20 mg／kg，每日1次]，并于术后立即腹

腔注射亚胺培南／西司他丁(O．5 mg／kg)；脓毒症对

照组则用DMSO 0．05 ml代替ISO一1。两组动物饲

养至术后10 d，每日记录存活动物数，统计存活率。

1．5统计学分析：采用SPSS 12．0统计软件，计量

资料以均数土标准差(z土s)表示，用单因素方差分

析(one—way ANOVA)，单因素生存分析用对数秩

检验(Log—rank)，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1脓毒症小鼠血清MIF浓度(表1)：与假手术

组比较，脓毒症12 h组小鼠血清MIF浓度即有所

升高，但差异无统计学意义124 h升高明显，36 h达

峰值，48 h略有下降，但仍维持在较高水平，差异有

统计学意义(P均<0．01)。

裹1各组小鼠血清MIF浓度及肺组织MIF的

mRNA和蛋白表达比较(至士5)

组别 警之芝善
肺组织MⅢ表达

mRNA 蛋白

注。与假手术组比较，1P<0．05，。P<o．01

2．2脓毒症小鼠肺组织MIF mRNA和蛋白表达

水平(表1；图1～2)：随脓毒症时间延长，小鼠肺组

织MIF mRNA和蛋白表达均于12 h开始明显增

加，48 h达峰值，与假手术组比较差异均有统计学

意义(P<0．05或P<O．01)。

万方数据
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1：假手术组，2～5依次为脓毒症12、24、36、48 h组

圈1 RT—PCR检测各组小鼠肺组织MIF mRNA表达

1：假手术组，2～5依次为脓毒症12、24、36、48 h组

圈2 Western blotting,检测各组小鼠肺组织MlF蛋白表达

2．3 ISo一1对脓毒症小鼠存活率的影响(图3)：脓

毒症对照组小鼠随时间延长存活率逐渐下降，7 d

时趋于平稳。给脓毒症小鼠注射MIF拮抗剂ISO一1

后，小鼠存活率明显升高，且于5 d时趋于平稳。

ISO一1干预组10 d存活率[60％(12／20)3较脓毒症

对照组[25％(5／20)3明显提高(P<O．05)。

摹

静
埋
性

术后时间(d)

注：与脓毒症对照组比较。·P<O．05

圈3 ISO一1对脓毒症小鼠存活率的影响

3讨论

脓毒症指由感染引起的全身炎症反应综合征

(SIRS)，其发病机制复杂，炎症介质‘‘瀑布样”释放、

促炎／抗炎介质平衡失调、免疫功能紊乱等机制在其

发生发展过程中起重要作用，其中细胞因子的作用

显著n唱]。既往的研究多靶向于脓毒症发病早期的炎

症因子，而事实上对患者进行干预治疗时，可能脓毒

症过程的整个级联反应已经启动。因此，国外一些研

究机构开始寻找晚期炎症因子，以便扩大脓毒症治

疗的时间窗。目前，国内外已有关于高迁移率族蛋白

B1(HMGBl)作为晚期炎症因子参与脓毒症发病及

其相关机制的研究报道[911。，MIF是否有类似的作

用，目前仍不清楚。

MIF是集细胞因子、神经一内分泌激素和酶特
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性于一身的多效能蛋白分子，可抑制巨噬细胞的迁

移，使巨噬细胞聚集在分泌MIF的组织部位，并促

进多种促炎细胞因子如NO、前列环素(PGEz)等的

分泌，加重炎症反应[12q 3‘。Calandra等D4]报道M礤

参与了脓毒症的病理生理过程，并介导了内毒素对

实验动物的致死效应，使用抗MIF抗体能减少细菌

性腹膜炎小鼠的死亡率。在小鼠内毒素血症模型中，

给予脂多糖(LPS)诱导的脓毒症小鼠注射重组MIF

蛋白，可导致小鼠死亡，提示MIF能促进LPS的毒

性；给注射致死量LPS的小鼠注射抗MIF抗体，则

可避免小鼠的死亡Ll 5。。

Lehmann等E16]报道严重脓毒症患者血清MIF

水平高于健康组4～5倍；脓毒性休克患者血清

MIF水平与病死率显著相关L173；多发性创伤患者

MIF水平的升高则与血、尿及伤口细菌培养阳性相

关[1副。本实验中通过采用CLP方法建立腹腔革兰

阴性(G一)菌感染脓毒症模型，结果显示，假手术组

血清中MIF有基础水平的表达，CLP后24 h开始

升高，至36 h达高峰，48 h有所下降，但仍维持较高

水平，这与A1一Abed等[41报道的趋势一致，提示

MIF作为晚期炎症因子参与了脓毒症的发病。

脓毒症通常可导致ALI／急性呼吸窘迫综合征

(ARDS)，为此，本研究中设计检测MIF在脓毒症

小鼠肺组织的表达，探讨MIF在组织局部表达的规

律。在正常肺组织，如支气管上皮组织、肺泡毛细管

内皮和肺泡巨噬细胞可低水平表达MIF[19。。在

ARDS患者的肺组织中，MIF的表达则上调，并且

MIF扩散入肺泡腔，增加了肺泡炎症反应[3]。Gao

等[20]的研究证实，在ALI动物模型的肺组织中，

MIF mRNA和蛋白表达均升高，并认为MIF是

ALI的生物标记分子。本研究结果显示，脓毒症

小鼠肺组织mRNA在CLP后12 h已较假手术组

升高，而且在CLP后48 h升高更明显；用Western

blotting检测各时间点肺组织MIF蛋白亦较假手术

组明显升高，且升高趋势与MIF mRNA表达趋势

一致，证实MIF在肺组织有持续高水平的表达。本

实验中设计检测的时间点最长是在CLP后48 h，

MIF在肺组织的表达是否在CLP后48 h达高峰，

有待设计更长的检测时间进一步确定。

MIF具有多巴色素互变异构酶的活性，小分子

化合物ISO一1能与MIF互变异构酶活性位点特异

性结合，从而抑制MIF的酶活性。Al—Abed等[43证

实Is0—1干预后抑制LPS诱导的野生型脓毒症小

鼠巨噬细胞释放肿瘤坏死因子(TNF)，在CLP和

万方数据
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LPS诱导的脓毒症小鼠动物实验中，均证实给小鼠

注射ISO一1后能提高存活率。本实验中给脓毒症小

鼠腹腔分次注射ISO一1，结果显示，小鼠10 d存活率

由25％上升至60％，并且与临床治疗脓毒症的时间

窗吻合，提示这种小分子MIF抑制物可能成为临床

治疗脓毒症的有效药物。

综上所述，MIF可能作为晚期细胞因子参与小

鼠脓毒症的发病过程，MIF在脓毒症小鼠血清和肺

组织中表达均增高，使用MIF拮抗剂IsO一1能提高

脓毒症小鼠的存活率，提示MIF可作为脓毒症治疗

的靶向。
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·科研新闻速递·

急性呼吸性酸中毒或高碳酸血症可减轻脓毒症肺损伤

最近，爱尔兰的科研人员使用成年雄性SD大鼠对急性呼吸性酸中毒能否减轻严重脓毒症引起的肺和全身器官损伤进行

了研究，发现适度的呼吸性酸中毒无论在早期还是在后期均可减轻脓毒症性肺损伤。研究人员麻醉大鼠并实施盲肠结扎穿孔

术制备脓毒症模型，并将大鼠随机分为早期脓毒症组(恕一24)和持续脓毒症组(n----40)，然后将两组再随机均分为正常碳酸组

和呼吸性酸中毒组，分别进行观察和指标监测。结果显示，早期脓毒症组中，呼吸性酸中毒组低血压发生几率和强度、血乳酸

水平及大静脉的氧合血红蛋白水平均较正常碳酸组有所下降，同时支气管肺泡中中性粒细胞的浸润和肺湿／干重比值减轻．

在持续脓毒症组中，适度的呼吸性酸中毒降低了肺损伤的组织学指数。研究证明，呼吸性酸中毒在脓毒症早期或后期对肺部

和全身的细菌量都没有影响。因此研究人员认为，在盲肠结扎穿孔术引起的多细菌脓毒症中，无论是早期还是后期，适度的呼

吸性酸中毒对机体来说都是有益的。 杨明星，壕译自《Crit Care Med}，2009—06—15(电子版)}胡森，审校
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