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溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种病因

尚不明确的限于结肠黏膜和黏膜下层的慢性非特异性

肠道炎症，呈连续性弥漫性分布，多累及直肠和远端

结肠。临床表现主要有腹痛、腹泻、黏液脓血便，病

情轻重不等，病程迁延及反复发作[1]。该病常见于西

方国家，但近年研究发现在我国的发病率逐年增加。

溃结灵对溃疡性结肠炎大鼠外周血 Treg/Th17平衡的干预作用
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摘要：目的 从效应 T细胞活化的源头 Treg/Th17入手，探讨溃结灵调节 Th17和 Treg的平衡转化机制，揭示

溃结灵治疗溃疡性结肠炎（UC）的深层次作用机理及作用靶点。方法 采用 2，4，6- 三硝基苯磺酸（TNBS）

（25 g·L-1 TNBS+50 %的乙醇）诱导复制 UC大鼠模型，并随机分为模型组，溃结灵高、中、低剂量组，阳性药

柳氮磺胺吡啶（SASP）组，另取 12只 SD大鼠设为正常组。流式细胞术检测大鼠外周血中 Treg细胞和 Th17细

胞占总 CD4+T 细胞百分比及计算 Treg/Th17 之比。结果 模型组 Treg/Th17 之比，较正常组显著降低 （P＜
0.01），溃结灵高、中、低剂量组以及柳氮磺胺吡啶组 Treg/Th17之比与模型组比较均有显著升高（P＜0.05，

P＜0.01）。结论 溃结灵对 TNBS诱导的实验性溃疡性结肠炎大鼠有明显的治疗作用，其作用机制可能与提高

外周血 CD4+ Foxp3+Treg细胞比例和降低 CD4+IL-17A+ Th17细胞比例，进而恢复机体 Treg/Th17平衡有关。
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Abstract：Objective To observe the effect of Kuijieling（KD）on regulating the balance of Treg/Th17，which reflect

the activation of effector T cells，and to reveal the therapeutic mechanism of KD for ulcerative colitis（UC）and the

action target. Methods Trinitro-benzene-sulfonic acid（TNBS）25 g·L-1 together with 50 % of ethanol was used for

the establishment of UC rat model. The proportion of Treg and Th17 cells in peripheral blood CD4+T cells and the ratio

of Treg/Th17 were detected by flow cytometry. Results The ratio of Treg/Th17 in the model group was lower than that

of the blank control group（P＜0.01）， while was higher in high-， medium- and low-dosage KD groups and

salicylazosulfapyridine（SASP） group than that of the model group（P＜0.05，P＜0.01）. Conclusion KD shows

obvious effect for the treatment of rats with TNBS-induced UC，and the therapeutic mechanism may be related with the

regulation of Treg/Th17 balance through increasing the proportion of CD4+Foxp3+Treg cells and lowering the proportion

of CD4+IL-17A+ Th17 cells in peripheral blood of UC rats.
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其病因和发病机制尚不十分清楚，引起医学界的重

视，肠道黏膜免疫系统的异常反应成为该病发病机制

研究的热点。近年研究发现，介导炎症反应的辅助性

T细胞 17 [2]（T helper17 cells，Th17）和介导免疫耐受

的调节性 T细胞[3]（regulatory T cell，Treg）调控关系的

失衡在炎症性肠病（IBD）发病过程中具有重要作用[4]。

Th17和 Treg细胞的分化过程相互抑制，并且在功能

上负性调节，Th17和 Treg细胞的动态平衡是维持免

疫稳定的重要机制，因此，促进 Treg细胞分化生成，

介导免疫耐受，抑制 Th17细胞分化，恢复 Treg/Th17

平衡，维持体内免疫稳态，可能是治疗 UC等自身免

疫性疾病的新思路。本实验以 2，4，6-三硝基苯磺

酸（TNBS）诱导大鼠 UC模型，检测大鼠外周血单个

核细胞（PBMC）中 Treg和 Th17细胞占总 CD4+T细胞

百分比并计算 Treg/Th17之比，初步探讨溃结灵在溃

疡性结肠炎中的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物 SD大鼠，SPF级，体质量 170~200 g，雄

性，广东省医学实验动物中心提供，动物许可证号：

SCXK（粤）2008-0002。

1.2 药物 溃结灵组方药材均购自采芝林连锁药店，

其中，救必应为冬青科（Aquifoliaceae）冬青属（Ilex L）

植物铁冬青 Ulex rotunda Thunb）的干燥树皮；白术为

菊科（Asteraceae）苍术属（Atractylodes）植物白术

（Atractylodes macrocephala Koidz）的干燥根茎；白芍

为毛茛科（Ranunculaceae）芍药属（Paeonia）植物芍药

（Paeonia lacti flora Pall）的去皮干燥根；水蛭为水蛭

科动物蚂蝗（Mitimnia pigra Whitman）的干燥全体；炙

甘草为豆科（Leguminosae）甘草属（Glycyrrhiza L）植物

甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch）的炮制加工品。上述

药材经广州中医药大学中药鉴定教研室童家赟老师鉴

定，皆符合《中华人民共和国药典》标准。按组方称取

药材，救必应 20 g、白术 10 g、白芍 10 g、水蛭 10 g、

炙甘草 5 g。成人体质量以 60 kg计，临床用药量为

每天 55 g，剂量为 0.92 g·kg-1，大鼠给药高、中、低

剂量分别按临床用量的 20，10，5倍计算，即含生药

量分别为 18.3，9.2，4.6 g·kg-1。大鼠灌胃给药体积

为 10 mL·kg-1，按煎剂制备方法煎煮，水浴浓缩至含

生药量 1.83 g·mL-1药液（即为溃结灵高剂量），给药

时根据给药剂量依次对半稀释成中剂量和低剂量，

4 ℃冰箱保存，备用。

柳氮磺胺吡啶片（SASP），上海中西三维制药有

限公司，批号：20121001。成人体质量按 60 kg计，

以成人每天 3 g 临床用药量算，剂量为 0.05 g·kg-1，

大鼠给药剂量按成人临床用量的 10 倍计算，即 0.5

g·kg-1，按大鼠灌胃给药体积为 10 mL·kg-1，即 0.5 g

配至 10 mL。

1.3 主要试剂 2，4，6-三硝基苯磺酸（TNBS），美

国 Sigma公司，批号：SLBD681V；无水乙醇：分析

纯，广州化学试剂厂，批号：20120607；生理盐水，

紫 光 古 汉 集 团 衡 阳 制 药 有 限 公 司 ， 批 号 ：

1209176-03；水合氯醛，天津市科密欧化学试剂有

限公司，批号： 20111114；1640 培养基， invitro-

gen-GIBCO公司，批号：8112084；胎牛血清，天津

市灏阳生物制品科技有限责任公司，批号：

20111102；双抗，北京 Solarbio，批号：20111122；

大鼠淋巴细胞分离液，天津市灏阳生物制品科技有限

责任公司，货号：LTS1083；4 %多聚甲醛，联科生

物技术有限公司，批号：2119841；IL-17 刺激剂和

IL-17 阻断剂，联科生物技术有限公司，批号：

3155320；ANTI-RatCD4 FITC（批号：E00074-1632），

Foxp3/Transcription Factor staining kit（批号：E00029-

1668），ANTI-Mouse/Rat Foxp3 PE（批号：E01764-

1635），ANTI-Mouse/Rat IL-17A PE（批号：E02115-

1631），Rat IgG2a K Isotype Control PE（批号：E11037-

1635），均为 eBIoscience公司产品；台盼兰染色液，

Sino-American Blotec， 批 号 ： BS112； DMSO，

BIOSHARP公司，批号：D-5879；40 %甲醛，天津

市武清区福林化工工贸有限公司，批号：04018018；

NaCl，分析纯，天津市大茂化学试剂厂，批号：

20091214。

1.4 主要仪器 FACSCalibur 型流式细胞仪，美国

Becton Dickinson 公司；3K30/V 型温控水平离心机，

美国 Sigma公司；SW-CJ-1F型洁净工作台，苏净集

团苏州安泰空气技术有限公司；WSI-2000型倒置显

微镜，广州微域光学仪器有限公司；BDN-150CRH

型二氧化碳培养箱，昆山一恒仪器有限公司；

TDL-40B型离心机，上海安亭科学仪器厂；QL-901

型振荡器，其林贝尔仪器制造有限公司。

1.5 分组、模型复制[5]及给药 取 12只 SD大鼠作为

正常组，其余大鼠均提前 1 d禁食不禁水 24 h，乙醚

麻醉，用大鼠灌胃针头轻轻从肛门插入，深度大约为

8 cm，推入 TNBS 溶液 2 mL·kg-1，捏紧肛门平放

5 min，待动物清醒后，常规饲养。

模型复制第 3天，将 UC模型大鼠随机分为模型

组，溃结灵高、中、低剂量组（18.3，9.2，4.6 g·
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kg-1），阳性药柳氮磺胺吡啶（SASP）组（0.5 g·kg-1）。

模型组及正常组给予等量蒸馏水，每天灌胃 1次，连

续 10 d，末次给药后，24 h 禁食不禁水，称质量，

大鼠腹腔注射 10 %水合氯醛麻醉，腹主动脉采血 5

mL于肝素抗凝管中。

1.6 大鼠外周血 PBMC的分离 在超净工作台上操

作，从肝素抗凝管中取出 3 mL血，用 PBS缓冲液按

1∶1比例稀释，梯度离心，分离淋巴细胞，洗涤后，

调整细胞浓度为 1×107个·mL-1。

1.7 外周血 CD4+Foxp3+Treg细胞比例的检测 取浓

度为 1×107个·mL-1的细胞悬液 100 μL于流式管中，

加 CD4 抗体 0.5 μL，室温避光孵育 15 min，加入

PBS洗涤，弃上清，余 100 滋L加 PBS至 100 滋L，重

悬细胞，测定管加 Foxp3抗体 5 μL，对照管加入等

量同型对照抗体，4 ℃，避光孵育 30 min，重复洗涤

1 次，弃上清，加 500 滋L，4 %多聚甲醛重悬，封

口，4 ℃，避光贮存，24 h内待上机检测。

1.8 外周血 CD4+IL-17A+Th17 细胞比例的检测 取

96孔板，每孔加入相应样本的浓度为 1×107个·mL-1

的细胞悬液 100 滋L，每组设同型对照，除调零孔其

余各孔皆加入 0.5 滋L 刺激剂，培养箱培养 1 h 后，

加入阻断剂 0.5 滋L，37 ℃，5 %CO2 孵育 12 h，细胞

悬液移入流式管中，加 CD4+抗体 0.5 滋L，室温避光

孵育 15 min，2 mL PBS洗涤 1次，1500 r·min-1，离

心 5 min，弃上清，加 100 滋L PBS 重悬；加入固定

破膜工作液，涡旋 5 s 混匀，4 ℃，避光孵育 30

min，加入 2 mL破膜缓冲液工作液 1000 r·min-1离心

5 min，洗涤细胞并弃去上清液，余 100 滋L 加 PBS

至 100 滋L，重悬细胞。测定管 IL-17 抗体 0.7 滋L，

对照管加入等量同型对照抗体，4 ℃，避光孵育 30

min，重复洗涤 1次，弃上清，加 500 滋L，4 %多聚

甲醛重悬，封口，4 ℃，避光贮存，24 h内待上机检

测。

1.9 统计学处理方法 采用 SPSS13.0软件，所有数据

均以均数±标准差（x依 s）表示。两两比较采用独立样
本 t检验。

2 结果
2.1 外周血 CD4+Foxp3+Treg 细胞占 CD4+细胞比例

CD4+Foxp3+Treg细胞的流式鉴定见图 1。与正常组比

较，模型组大鼠外周血 CD4+Foxp3+Treg细胞比例显著

降低（P < 0.01）。溃结灵各剂量组和柳氮磺胺吡啶组

大鼠外周血中相应的 CD4+Foxp3+Treg细胞比例与模型

组比较均有显著升高（P < 0.05，P < 0.01），见表 1。

2.2 外周血 CD4+IL-17A+Th17细胞占 CD4+细胞的比

例 CD4+IL-17A+Th17细胞的流式鉴定见图 2。与正

常组比较，模型组大鼠外周血 CD4+IL- 17A+Th17 细

胞比例显著升高（P < 0.01）。溃结灵高、中剂量组与

柳氮磺胺吡啶组大鼠外周血中相应的 CD4+IL-

17A+Th17 细胞比例与模型组比较均显著降低（P <

0.01），见表 1。

图 2 CD4+IL-17A+Th17细胞的流式鉴定
Figure 2 Detection of CD4+IL-17A+Th17 cells by flow cytometry

2.3 外周血中Treg/Th17细胞比值的变化 与正常组

比较，模型组 Treg/Th17 比值显著降低（P < 0.01）。

经溃结灵与柳氮磺胺吡啶治疗后，大鼠外周血中相应

的 Treg/Th17比值皆有所升高，与模型组比较均有统

计学意义（P < 0.05，P < 0.01），见表 1。

3 讨论
溃结灵是本所在多年临床实践基础上总结出的治

图 1 CD4+Foxp3+Treg细胞的流式鉴定
Figure 1 Detection of CD4+Foxp3+Treg cells by flow cytometry
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疗溃疡性结肠炎疗效确切的中药复方[5]。前期研究[7-8]

表明，溃结灵煎剂对多种溃疡性结肠炎大鼠模型有较

好的治疗作用，治疗后溃疡数量和溃疡面积均减小，

溃结灵能降低 TNBS 法 UC 模型大鼠体内促炎因子

IL-1茁和 TNF-α含量[9]，降低细胞间粘附分子 -1的

基因表达[10]，还能抑制 UC模型大鼠结肠组织 NF-资B

的活化[11]。在本次实验中对溃结灵的疗效进行观察，

给药后大鼠的腹泻和精神倦怠等症状好转，溃疡数量

与溃疡面积较模型组明显减少，组织病理学观察也说

明了溃结灵治疗 UC疗效确切，与前期的研究结果[7]

相一致。

Th17细胞参与自身免疫性疾病，在许多自身免

疫组织损伤中具有重要作用[12]。Treg细胞介导免疫耐

受。在多种自身免疫性疾病和炎症性疾病的患者和动

物模型中，均有发现 Treg细胞数量下降或功能减弱

[13]。在正常的生理情况下，Treg细胞和 Th17细胞在

分化和功能上相互拮抗，从而维持机体的免疫平衡，

一旦它们之间的平衡关系被打破，则可能导致多种疾

病的发生。当机体存在炎性反应或者发生自身免疫性

疾病时，一些细胞因子过度表达影响了初始 T细胞

的分化格局，引起 Th17分化增加，破坏了机体内的

Treg/Th17平衡，从而引起一系列的炎症反应[14]。

新近研究发现 [15]，Treg/Th17 分化平衡是维持肠

道免疫稳定状态的重要因素，Treg/Th17分化失衡可

能参与 IBD 异常自身免疫反应。Treg细胞数目的减

少和功能的减弱会导致初始 T 细胞向 Th17细胞的分

化，Th17细胞的比例增加和功能亢进，进一步分泌

炎症细胞因子 IL-17、IL-21、IL-22和 TNF-α等细

胞因子，介导炎症反应 [16]。研究发现，在包括 UC [17]

的 IBD[18]患者中，外周血 CD4+T细胞中 Treg细胞的

比例下降，而 Th17细胞的比例升高，Treg/Th17比例

明显失衡，并与疾病的活动度呈现出明显相关性[19]，

提示 Treg/Th17分化失衡可能是人类发生 UC 的原因

之一。

本实验表明，模型组大鼠外周血中 Th17细胞比

例与正常大鼠比较明显升高，而 Treg细胞比例与正

常组相比明显下降，提示 UC大鼠体内 Treg/Th17分

化失衡，可能是由于 Treg细胞数目下降，致使其功

能减弱或抑制，而使 Th17细胞分化占主导地位。给

予药物干预后，发现溃结灵能够上调外周血中 Treg

细胞在 CD4+细胞中的比例，降低 Th17细胞的比例，

进而调节 Treg/Th17分化的平衡，这可能是溃结灵治

疗溃疡性结肠炎的免疫调节机制之一。
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左归丸对衰老大鼠骨髓间充质干细胞成骨和成脂分化的影响

黄 进，徐志伟，詹 菲，张 晨，丁富平，罗川晋，李杰斌，张 进（广州中医药大学，广东 广州 510405）

摘要：目的 研究左归丸对衰老大鼠骨髓间充质干细胞（MSCs）成骨与成脂分化的影响。方法 通过腹腔注射

D-半乳糖建模，制备衰老大鼠模型，分离培养 MSCs，并诱导 MSCs成骨和成脂分化。通过碱性磷酸酶（ALP）

活性检测、ALP染色观察 MSCs成骨分化能力，通过甘油三酯（TG）表达量和油红 O染色观察 MSCs成脂分化能

力。结果 模型组 MSCs ALP染色阳性率明显低于正常组，左归丸组 MSCs染色阳性率明显高于模型组（P＜
0.05）。成骨诱导 14 d，模型组 MSCs ALP活性值明显低于正常组而左归丸组明显高于模型组（P＜0.05）。油红

O 染色，模型组 MSCs染色阳性率明显高于正常组，左归丸组 MSCs染色阳性率明显低于模型组（P＜0.05）。

成脂诱导 7 d，模型组 MSCs TG表达量明显高于正常组而左归丸组 MSCs TG表达量明显低于模型组（P＜0.05）。

结论 左归丸可促进衰老大鼠 MSCs向成骨细胞分化，同时可抑制其向脂肪细胞分化。

关键词：左归丸；衰老；骨髓间充质干细胞；骨向分化；脂向分化
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Effect of Zuogui Pills on Osteogenic Differentiation and Adipogenic Differentiation of Aging rat
Mesenchymal Stem Cells
HUANG Jin，XU Zhiwei， ZHAN Fei， ZHANG Chen，DING Fuping， LUO Chuanjin， LI Jiebin， ZHANG Jin

（Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）

Abstract： Objective To investigate the effect of Zuogui pills on osteogenic differentiation and adipogenic

differentiation of aging rat bone marrow mesenchymal stem cells（MSCs）. Methods Aging rat model was established by

intraperitoneal injection of D-galactose， and then the MSCs of the model rat were isolated. Alkaline phosphatase

（ALP）activity was detected and ALP stain was applied for the observation of osteogenic differentiation of MSCs，

triglyceride（TG）content was detected and oil red O staining was used for evaluation of adipogenic differentiation of

MSCs. Results ALP staining results showed the positive dying rate of model group was significantly lower than that of

the normal group，while Zuogui pills group had obviously higher positive dying rate than the model group（P＜0.05）.

On osteogenic differentiation day 14，ALP activity of MSCs in the model group was lower than that of the normal group

but was higher in Zuogui pills group than that of the model group（P＜0.05）. The results of Oil red O staining showed

that the positive dying rate of model group were significantly higher than that of the normal group，but was obviously

lower in Zuogui pills group than that of the model group（P＜0.05）. On adipogenic differentiation day 7， TG
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