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左金丸对 DSS诱导溃疡性结肠炎小鼠滤泡辅助性 T细胞的调控作用

刘素萍 1，王海燕 2，赵海梅 3，钟友宝 4，龙健 1，左铮云 2，刘端勇 5（1. 江西中医药大学研究生院，江西

南昌 330004；2. 江西中医药大学，江西 南昌 330004；3. 江西中医药大学中医学院，江西 南昌 330004；
4. 江西中医药大学实验动物科技中心，江西 南昌 330004；5. 江西中医药大学科技学院，江西 南昌 330004）

摘要：目的 探讨左金丸对溃疡性结肠炎（UC）小鼠滤泡辅助性 T 细胞（Tfh）的调控作用。方法 将 BALB/c 小

鼠随机均分为正常组、模型组、左金丸组（3 g·kg-1）及美沙拉嗪组（300 mg·kg-1），每组 10 只。除正常组外其余

各组小鼠采用自由饮水的方式给予 3%葡聚糖硫酸钠（DSS）溶液，连续 7 d，构建 UC 小鼠模型。7 d 后按照相

应剂量灌胃给药，每日 1 次，连续给药 7 d。每天称小鼠体质量并观察其一般症状；采用流式细胞术检测 Tfh
及滤泡调节性 T 细胞（Tfr）数量；测定小鼠结肠质量、结肠长度，计算结肠质量指数；采用 HE 染色法进行结肠

组织病理学观察；Western Blot 法检测小鼠结肠组织 Bax、Bcl-2、Caspase-3 蛋白表达水平。结果 与模型组比

较，左金丸组小鼠的结肠质量指数明显降低（P < 0.01），结肠长度明显恢复（P < 0.01），结肠组织病理评分明显

降低（P < 0.05）；CD4+CD44+ICOS+、CD4+CD44+IL-17+及 CD4+CD44+CXCR5+细胞水平明显下降（P < 0.05，P <
0.01），CD4+CXCR5+Foxp3+及 CD4+CXCR5+Blimp-1+细胞水平均明显升高（P < 0.05）；结肠组织中的 Caspase-3、
Bax 蛋白表达明显下调（P < 0.05，P < 0.01），Bcl-2/Bax 蛋白比值明显升高（P < 0.01）。结论 左金丸可能通过

调控 Tfh/Tfr 细胞平衡，以及结肠组织的 Bax、Bcl-2、Caspase-3 蛋白表达水平，发挥对 UC 小鼠的治疗作用。
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Abstract：Objective To investigate the regulatory effect of Zuojin pill on follicular helper T cells（Tfh）in mice with
ulcerative colitis（UC）. Methods BALB/c mice were randomly divided into normal group，model group，Zuojin pill
group（3 g·kg- 1）and mesalazine group（300 mg·kg- 1）. In addition to the normal group， the other groups of mice
drank 3% DSS freely to construct UC model. After 7 days， the drugs were given by gavage according to the
corresponding doses for 7 days. Every day， the body mass of mice was weighed and the clinical symptoms of mice
were observed. The number of Tfh and Tfr cells were detected by flow cytometry. After that， the mice were killed
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溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，UC）属于炎症

性肠病（Inflammatory bowel disease，IBD），是一种主

要累及直肠和结肠黏膜的慢性非特异性炎症，虽其

病因和发病机制至今尚未明确，但免疫状态紊乱是

其公认的发病机制之一 [1]。滤泡辅助性 T 细胞

（Follicular helper T cells，Tfh）为 CD4+T 细胞的一个

特异亚群，在辅助 B 细胞体液免疫应答中发挥关键

作用。研究[2]表明，Tfh 的异常变化与多种自身免疫

性疾病密切相关，如类风湿关节炎、系统性红斑狼

疮、Ⅰ型糖尿病、重症肌无力等。滤泡调节性 T 细

胞（Follicular regulatory T cells，Tfr）是一类有着特殊

转录信号的调节性效应 T 细胞亚型[3-4]，其免疫表型

为 CXCR5+FOXP3+，Tfr 能限制生发中心（GC）反应，

调节 Tfh 分化，起到维持免疫耐受和防止自身免疫的

作用[5]。因此，Tfh/Tfr 细胞比例失衡可能是诱发自身

免疫性疾病的关键因素[6]。

左金丸出自《丹溪心法》，由黄连和吴茱萸以

6∶1 的比例组成，寒热并用、辛开苦降、阴阳并

调，临床常用于 UC 属寒热错杂之证。药理研究[7-8]表

明，左金丸能够改善 UC 小鼠的症状，修复肠黏膜充

血、水肿、糜烂和炎性浸润等病理损伤，显示出了

对 UC 较好的治疗作用。有关左金丸对 Tfh 分化平衡

的调节机制尚不明确，故本实验拟采用葡聚糖硫酸

钠（DSS）制备结肠炎小鼠模型，检测小鼠外周血中

Tfh/Tfr 细胞占 CD4+T 细胞的百分比，探讨左金丸治

疗 UC 的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物 BALB/c 小鼠 40 只，雄性，9~12 周龄，

SPF 级，体质量（20±2）g，由湖南斯莱克景达实验动

物公司提供，动物生产许可证号：SCXK（湘）2016-

0002。小鼠置于万级屏障环境中适应性饲养 7 d，自

由摄食饮水，动物使用许可证号：SYXK（赣）2017-
0004。
1.2 药物及试剂 DSS（分子量：36 000~50 000），

美国 MP Biomedicals 公司，批号：Q8378；使用蒸馏

水配制成 3%（m/V）的 DSS 溶液。左金丸，温州海鹤

药业有限公司，批号：20170706；美沙拉嗪肠溶

片，葵花药业集团佳木斯鹿灵制药有限公司，批

号：181003。CD4-APC-H7（货号：560181）、CD44-
PerCP-CY5.5（货号：560570）、 IL17-APC-CY7（货

号：560821）、ICOS-PE（货号：565669）、CXCR5-
FITC（货号：560577）、Blimp-1 Alexa flour 647（货

号：563643）、FoxP3-PerCP-CY5.5（货号：563902）
荧光抗体，均购自美国 BD 公司；Anti-Bax antibody
（货号： ab199677）、 Anti- Bcl- 2 antibody（货号：

ab196495）、Anti-Caspase-3 antibody（货号：ab13847）、

GAPDH 抗体，均购自英国 Abcam 公司。

1.3 主要仪器 OLYMPUS BX43F 型显微镜，日本奥

林巴斯公司；Neofuge13R 型低温高速离心机，上海

力申科学仪器有限公司；BD FACSVerseTM 型流式细

胞仪，美国 BD 公司；Bio-Rad 化学发光成像仪，美

国伯乐公司。

1.4 动物分组及模型复制 适应性喂养 1 周后，将

40 只小鼠随机分为 4 组，即正常组、模型组、左金

丸组和美沙拉嗪组，每组 10 只。正常组小鼠自由饮

用蒸馏水，其余各组小鼠采用自由饮水的方式给予

3% DSS 溶液，连续 7 d，构建 UC 小鼠模型 [9]。DSS
自由饮水至第 4~5 天见血便者，提示模型复制成功。

1.5 给药方法 UC 小鼠造模成功后，依照人和动物

间按体表面积折算的等效剂量，左金丸组小鼠给予

3 g·kg-1 左金丸混悬液灌胃 [8]，美沙拉嗪组小鼠给

and the colon tissue was sampled， the colon weight，colon length and intestine weight index were measured and
calculated. The histopathology of colon was observed by HE staining. The protein levels of Bax，Bcl-2 and Caspase-
3 were detected by Western Blot. Results Compared with the model group， the mice in Zuojin pill group have
reduced the index of colon weight significantly（P < 0.01），greatly recovered colon length（P < 0.01），and evidently
descended injury scores（P < 0.05）；CD4+CD44+ICOS+，CD4+CD44+IL-17+ and CD4+CD44+CXCR5+ cells decreased
（P < 0.05，P < 0.01），CD4+CXCR5+Foxp3+，CD4+CXCR5+Blimp-1+ cells increased（P < 0.05）； Bax，Caspase-3
protein levels decreased（P < 0.05，P < 0.01），Bcl-2/Bax protein ratio increased（P < 0.01）. Conclusion Zuojin pill
may play a role in the treatment of UC by regulating the balance of Tfh/Tfr cells and the protein levels of Bax，Bcl-2
and Caspase-3 in colon tissue.
Keywords：Zuojin pill；ulcerative colitis； follicular helper T cells； follicular regulatory T cells；Bax；Bcl- 2；
Caspase-3；mice
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予 300 mg·kg-1 美沙拉嗪溶液灌胃[10]，正常组和模型

组小鼠灌胃等容积的生理盐水。每日 1 次，连续给

药 7 d。
1.6 一般情况观察 在造模及给药期间，每日同一时

间观察并记录各组小鼠体质量、粪便性状、活动

度、精神状态及死亡率等情况。

1.7 结肠长度、结肠质量指数测定 给药 7 d 后，用

2%戊巴比妥钠深度麻醉小鼠，采集新鲜血液，4 ℃
下保存。处死小鼠后，迅速打开腹腔，分离小鼠肛

门至回盲部的结肠部分，平铺于冰袋上，测量结肠

的长度。用预冷的磷酸盐缓冲溶液（PBS）清洗肠腔

后，用滤纸吸去多余水分，称定结肠质量，计算：

结肠质量指数（%）=结肠质量（g）/小鼠体质量（g）×
100%。将结肠剪为 2 部分，取结肠近端 2 cm 组织置

于 4%甲醛溶液中固定 72 h；其余样本组织置于液氮

中速冻后，转至-80 ℃冰箱冻存备用。

1.8 结肠组织病理形态学观察 将固定后的结肠组织

流水冲洗过夜，梯度酒精脱水、二甲苯透明、石蜡

包埋，制成 5 μm 厚切片，常规苏木精-伊红（HE）染

色，在显微镜下观察结肠组织的病理情况并采集图

片。参考文献［11］方法对结肠组织的病理情况进行

双盲法评分。

1.9 流式细胞术检测 CD4 +CD44 +T 细胞及 CD4 +

CXCR5+T 细胞的水平 严格按照 BD 公司抗体说明

书步骤进行操作[12]，检测（mTh17）CD4+CD44+IL-17+、

（mTfh）CD4+CD44+ICOS+、（mTfh）CD4+CD44+CXCR5+、

（Tfr）CD4+CXCR5+Foxp3+、CD4+CXCR5+Blimp-1+细胞

水平。将采集的小鼠外周血置于含有 EDTA-K2 抗凝

剂的采血管内；计算需要的抗体总量，并按放大

10 倍进行稀释，制备抗体混合液；取 100 μL 抗凝血

于 2 mL EP 管中，加入抗体混合液进行表染，避光

孵育 30 min；加 1 mL 1×溶血素，混匀，避光孵育

15 min；以 500×g 离心 5 min，弃上清液；加 1 mL
Stain Buffer 洗涤 1 次，以 500×g 离心 5 min；加入

500 μL Stain Buffer 混匀，置于 4 ℃冰箱遮光保存；

上流式细胞仪检测，采用 Flowjo 7.6.1 软件分析流式

结果。

1.10 Western Blot 法检测结肠组织中 Bax、Bcl-2、
Caspase-3 蛋白表达 取小鼠结肠组织，称定质量

后，剪碎、裂解、匀浆、离心，提取胞浆蛋白，以

BCA 法测定蛋白浓度。各组蛋白样本按比例加入

5×SDS 上样缓冲液，沸水煮 10 min，以 12 000 r·min-1

离心 2 min，取上清液。严格按照说明书操作方法进

行，取 40 μg 蛋白样品进行 10％SDS-PAGE 电泳，

90 V 下电泳 1.5 h 分离蛋白；200 mA 下 PVDF 转膜

2 h，以 5％脱脂奶粉的 TBST 溶液室温摇床封闭

1.5 h。加入 Bax（1∶ 1 000）、Bcl- 2（1∶ 1 000）、

Caspase-3（1∶500）、GAPDH（1∶4 000）一抗，4 ℃
摇床孵育过夜；TBST 充分洗膜 3 次，每次 10 min，
加入相应的二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h，TBST 洗膜

3 次。ECL 显影，暗室曝光，化学成像仪扫描图片。

以 GAPDH 为内参，采用 ImageJ 软件对目的蛋白条

带灰度值进行半定量分析。

1.11 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果
2.1 左金丸对 UC 小鼠一般症状的影响 正常组小鼠

毛发干净、柔顺，反应敏捷，饮食、活动正常，大

便正常，肛门无出血现象，体质量正常增长。随着

造模天数增加，模型组小鼠逐渐出现不同程度的毛

发晦暗，反应迟钝，精神欠佳，大便不成形，肛门

污秽、出血，体质量增长缓慢甚至负增长。与模型

组比较，左金丸组小鼠在给药干预后，上述症状均

出现明显好转。

2.2 左金丸对 UC 小鼠结肠组织病理形态的影响

结果见图 1、表 1。正常组小鼠的结肠黏膜上皮完

整，腺体结构清晰，未见肠壁增厚，无充血、水

肿，无炎性细胞浸润。与正常组比较，模型组小鼠

结肠黏膜明显可见上皮脱落，腺体减少，溃疡形

成，肠壁增厚，大量炎性细胞浸润；组织病理学评

分显著升高，差异有统计学意义（P < 0.01）。与模型

组比较，左金丸组小鼠的肠黏膜得到修复，结肠上

皮有所恢复，趋于完整，杯状细胞丰富度回升，炎

性细胞浸润减少，无明显溃疡形成；组织病理学评

分明显降低，差异有统计学意义（P < 0.05）。结果表

明，左金丸能够有效改善 DSS 诱导的 UC 小鼠结肠黏

膜的病理损伤。

2.3 左金丸对 UC 小鼠结肠长度及其质量指数的

影响 结果见表 1。与正常组比较，模型组小鼠的结

肠长度明显缩短，结肠质量指数明显升高，差异均

有统计学意义（P < 0.05）；与模型组比较，左金丸组

小鼠的结肠长度明显延长，结肠质量指数明显下

降，差异均有统计学意义（P < 0.01）。结果表明，左

金丸对 UC 具有一定的治疗效果。
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表 1 左金丸对溃疡性结肠炎小鼠结肠长度、结肠质量指数

及病理学评分的影响（x ± s，n=10）
Table 1 Effect of Zuojin pill on colon length，index of intestinal
weight and histopathological score in UC mice（x ± s，n=10）
组别

正常组

模型组

左金丸组

美沙拉嗪组

剂量

-
-

3 g·kg-1

300 mg·kg-1

结肠长度/cm
12.69 ± 0.74
11.74 ± 0.59*
13.19 ± 1.14##

13.53 ± 0.49##

结肠质量指数/％
1.30 ± 0.10
1.43 ± 0.06*
1.20 ± 0.13##

1.29 ± 0.05##

病理学评分/分
1.20 ± 0.71

12.30 ± 2.67**
9.60 ± 2.07#

9.70 ± 1.72#

注：与正常组比较，*P < 0.05；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01

2.4 左金丸对 UC 小鼠 Tfh 细胞水平的影响 结果见

表 2。与正常组比较，模型组小鼠的 CD4 +CD44 +

ICOS+、CD4+CD44+IL-17+及 CD4+CD44+CXCR5+细胞水

平明显升高，差异均有统计学意义（P < 0.05，P <
0.01）。与模型组比较，左金丸组小鼠的 CD4+CD44+

ICOS+、CD4+CD44+IL-17+及 CD4+CD44+CXCR5+细胞水

平明显下降，差异均有统计学意义（P < 0.05，P <
0.01）。结果表明，左金丸能够抑制 DSS 诱导 UC 小

鼠的 CD4+CD44+T 细胞中 CXCR5、ICOS、IL-17 的过

表达。

表 2 左金丸对溃疡性结肠炎小鼠 Tfh细胞水平的影响（x ± s，

n=10）
Table 2 Effects of Zuojin pill on the number of Tfh cell in UC
mice（x ± s，n=10）
组别

正常组

模型组

左金丸组

美沙拉嗪组

剂量

-
-

3 g·kg-1

300 mg·kg-1

CD4+CD44+ICOS+/%
5.42 ± 1.11
7.57 ± 2.33*
5.75 ± 1.14#

4.89 ± 0.98#

CD4+CD44+IL-17+/%
0.47 ± 0.12
0.71 ± 0.10**
0.53 ± 0.10##

0.42 ± 0.13##

CD4+CD44+ CXCR5+/%
2.59 ± 0.45
3.39 ± 0.61**
2.52 ± 0.46##

2.50 ± 0.45##

注：与正常组比较，
*
P < 0.05，**

P < 0.01；与模型组比较， #P <
0.05，##P < 0.01

2.5 左金丸对 UC 小鼠 Tfr 细胞水平的影响 结果见

表 3。与正常组比较，模型组小鼠的 CD4+CXCR5+

Foxp3+及 CD4+CXCR5+Blimp-1+细胞水平显著下降，

差异均有统计学意义（P < 0.01）。与模型组比较，左

金丸组小鼠的 CD4+CXCR5+Foxp3 +及 CD4+CXCR5+

Blimp-1+细胞水平明显升高，差异均有统计学意义

（P < 0.05）。结果表明，左金丸能够促进 DSS 诱导

UC 小鼠 CD4+CXCR5+T 细胞的 Foxp3、Blimp-1 表达。

表 3 左金丸对溃疡性结肠炎小鼠 Tfr细胞水平的影响（x ± s，

n=10）
Table 3 Effects of Zuojin pill on the number of Tfr cell in UC
mice（x ± s，n=10）
组别

正常组

模型组

左金丸组

美沙拉嗪组

剂量

-
-

3 g·kg-1

300 mg·kg-1

CD4+CXCR5+Foxp3+/%
3.76 ± 2.28
1.40 ± 0.97**
2.52 ± 0.81#

4.22 ± 2.63##

CD4+CXCR5+Blimp-1+/%
14.58 ± 2.34
10.13 ± 3.70**
15.86 ± 8.15#

15.60 ± 6.88#

注：与正常组比较，
**
P < 0.01；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01

2.6 左金丸对 UC 小鼠结肠组织中凋亡蛋白表达的

影响 结果见图 2。与正常组比较，模型组小鼠结肠

组织中 Caspase-3、Bax 蛋白表达明显上调，Bcl-2/
Bax 蛋白比值明显下降，差异均有统计学意义（P <
0.01）。与模型组比较，左金丸组小鼠结肠组织中的

Caspase-3、Bax 蛋白表达明显下调，Bcl-2/Bax 蛋白

比值明显升高，差异均有统计学意义（P < 0.05，P <
0.01）。结果表明，左金丸能够下调 DSS 诱导的 UC
小鼠结肠组织中凋亡蛋白的表达。

3 讨论
溃疡性结肠炎（UC）是一种消化系统的慢性炎症

性疾病，属于中医学的“泄泻”“痢疾”“肠风”等

病证范畴。其病变主要累及结肠黏膜层，以溃疡病

变为主，临床以反复发作的腹泻、黏液脓血便、腹

痛为主要表现。UC 以脾胃虚弱为本，寒热错杂为病

机特点，临床上常以左金丸加减治疗 [13]。研究 [7]表

明，左金丸能降低 UC 小鼠血液中促炎因子肿瘤坏死

因子 α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β）、白细胞

a. 正常组 b. 模型组 c. 左金丸组 d. 美拉沙嗪组

图 1 左金丸对溃疡性结肠炎小鼠结肠黏膜组织病理形态的影响（HE 染色，×40）
Figure 1 Effect of Zuojin pill on the pathological injury of colon in UC mice（HE staining，×40）
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介素 6（IL-6）的水平，抑制结肠组织中核因子 κB
（NF- κB） p65 和巨噬细胞移动抑制因子（MIF）、

CD74 的表达，改善肠黏膜的病理损伤，发挥对 UC
的治疗作用。本课题组前期研究[8，14]表明，左金丸可

通过抑制 JAK1/STAT3 信号通路调节中枢免疫记忆性

T 细胞与效应免疫记忆性 T 细胞间的平衡，抑制

PI3K/Akt 信号活化调节 CD45RA+CD62L+CCR7+T 细胞

及其 CD4+、CD8+亚群水平，从而发挥对葡聚糖硫酸

钠（DSS）诱导 UC 小鼠的治疗作用。本研究结果证

实，左金丸干预治疗能够改善 DSS 诱导的 UC 小鼠结

肠黏膜上皮损伤，减少炎性细胞浸润，降低结肠质

量指数及结肠组织病理学评分，对小鼠的实验性结

肠炎有治疗作用，且该治疗作用可能与左金丸对滤

泡辅助性 T 细胞（Tfh）分化平衡的调节机制有关。

UC 是一种自身免疫性疾病。Tfh 细胞分化和功

能失调均会导致多种自身免疫性疾病的发生。Tfh 是

一种新的 CD4+T 细胞亚群，其主要功能是辅助 B 细

胞产生抗体，并参与体液免疫。CXCR5 是其表面趋

化因子受体，ICOS 为其表面的共刺激分子，转录因

子 Blimp-1 的过表达可抑制 Tfh 的产生[15]。滤泡调节

性 T 细胞（Tfr）从 Treg 细胞分化而来[16]，其表面不仅

表达与 Tfh 细胞一样的趋化因子受体 CXCR5，而且

还表达 Treg 细胞的特征性转录因子 Foxp3，并借助

Foxp3 发挥负向调控作用，抑制 B 细胞的分化以及抗

体生成[17]。Th17 是一种新发现的分泌白细胞介素 17
（IL-17）的 T 细胞亚群，参与了结肠组织的炎性反

应[18]。本研究结果显示，与正常组比较，UC 模型组

小鼠 CD4+CD44+T 细胞中 CXCR5、ICOS、IL-17 过度

表达，CD4+CXCR5+T 细胞中 Foxp3、Blimp-1 低表

达，经左金丸干预治疗后，上述变化得到有效逆

转。结果说明，左金丸可能通过上调 Blimp-1 转录因

子水平，抑制 Tfh 细胞的趋化因子 CXCR5 及共刺激

分子 ICOS的过表达，防止 CD4+T 细胞过度分化为 Tfh
细胞；同时，左金丸能上调 Fxop3 转录因子的表达，

有助于增强 Tfr 细胞的免疫应答，并发挥负向调控作

用，抑制 B 细胞的分化以及抗体生成。因此，上调

转录因子 Blimp-1、Fxop3 的表达水平，抑制 B 细胞

的分化，促使肠道内 Tfh/Tfr 细胞趋于平衡，进而恢

复肠道免疫平衡状态，可能是左金丸发挥对 DSS 诱

导的 UC 小鼠治疗作用的重要机制之一。

除了免疫紊乱，肠黏膜上皮细胞的过度凋亡也是

UC 的重要病理特征之一 [19]。Bax/Bcl-2/Caspase-3 是

重要的细胞凋亡信号通路之一，Bax/Bcl-2 蛋白比例

决定细胞的存活或死亡[20]。本研究结果显示，左金丸

可有效降低 UC 小鼠肠黏膜 Caspase-3、Bax 蛋白表

达水平，提高 Bcl-2/Bax 比值。提示左金丸可能通过

调节 Bax、Bcl-2、Caspase-3 蛋白的表达，从而抑制

肠黏膜上皮细胞的过度凋亡，促进肠黏膜修复，从

而发挥治疗 UC 的作用。

综上所述，左金丸能够有效改善 UC 小鼠的症

状，修复肠黏膜的病理损伤，可能与其调控 Tfh/Tfr
细胞平衡，以及结肠组织的 Bax、Bcl-2、Caspase-3
蛋白表达水平有关。
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