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摘要　目的：观察Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡在健脾方防治 ＴＮＢＳ诱导的克罗恩大鼠中的作用机制；方法：２４只清洁级雄性 ＳＤ
大鼠随机分为：１）正常对照组ＮＧ（ｎ＝８）：从造模第２周起双蒸水灌胃，１次／ｄ，灌胃量按１ｍＬ／１００ｇ，共３周；２）ＴＮＢＳ模
型组ＭＧ（ｎ＝８）：从第１周开始ＴＮＢＳ灌肠，灌肠剂量（ｍＬ）＝体重（ｇ）×０００３ｍＬ／ｇ，１次／周，造模持续共４周；３）模型＋
健脾方防治组ＪＰ（ｎ＝８）：从造模第２周开始，在ＴＮＢＳ灌肠后的第２天新增中药健脾方灌胃治疗，灌胃量按１ｍＬ／１００ｇ，１
次／ｄ，灌胃持续３周；采用ＥＬＩＳＡ、免疫组织化学、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ等技术观察各组大鼠血液、结肠黏膜中与 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ分化
和功能密切相关的ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３蛋白与基因的表达差异；结果：健脾方能通过下调 Ｔｈ１细胞释放的 ＩＦＮγ，
进而来调节Ｔｈ１／Ｔｈ２的平衡，同时也能通过下调Ｔｈ１７细胞分泌ＩＬ１７、ＲＯＲγｔ炎性反应因子的分泌和促进Ｔｒｅｇ细胞分泌
的抗炎因子ＦｏｘＰ３来调节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡，进而达到防治ＴＮＢＳ诱导的大鼠克罗恩病的作用。结论：健脾方能够通过调
节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡中多个关键细胞因子和转录因子的方式，达到预防和治疗 ＴＮＢＳ诱导的大鼠克罗恩病炎性反应程
度之目的。
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　　Ｔ细胞介导的免疫反应在ＩＢＤ组织破坏的发病
机制中发挥重要的作用［１２］，目前研究发现，幼稚

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞可分为Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ，４个
主要功能成熟的亚群，分别通过不同的转录途径和

特征性的细胞因子执行不同的生物学功能［３］。如

Ｔｈ１细胞主要分泌干扰素γ（ＩＦＮγ）、白介素２（ＩＬ
２）等细胞因子，具有抗细胞内细菌、病毒感染等作
用［４５］。而Ｔｈ２型细胞则分泌 ＩＬ４、ＩＬ５和 ＩＬ１３等
细胞因子，参与介导体液免疫和变态反应［６］。Ｔｈ１７
细胞是一类不同于Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞的ＣＤ４＋Ｔ细胞，
Ｔｈ１７特异性分泌白介素 １７（ＩＬ１７）效应因子，ＩＬ
１７Ａ是ＩＬ１７家族的原型，其主要介导炎性反应，ＩＬ
１７启动了其下游 ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ等信号转导途
径，通过协同及负调控等信号转导机制影响众多炎

性因子的转录和表达［５］。同时维甲酸相关孤核受体

γｔ（ＲｅｔｉｎｏｉｄｒｅｌａｔｅｄＯｒｐｈａｎＮｕｃｌｅａｒＲｅｃｅｐｔｏｒγｔ，
ＲＯＲγｔ）是Ｔｈ１７细胞特异性转录因子，参与自身免
疫性疾病、感染和肿瘤等多种病理过程，在自身免疫

性疾病和机体防御反应中具有重要的意义［７］。Ｔｒｅｇ
依赖特异性转录因子叉头蛋白Ｐ３（ＦｏｘＰ３）以维持稳
定表达，释放 ＩＬ１０、转化生长因子β（ＴＧＦβ）等细
胞因子来抑制自身反应性 Ｔ细胞的增殖活化，维持
自身免疫耐受［８］。ＣＤ４＋Ｔ细胞的亚群各自发挥不
同的功能，并相互制约并且在一定的条件下可以互

相转化［９］。研究发现，与 Ｔｈ１和 Ｔｈ２相关的细胞因
子ＩＦＮγ和ＩＬ４能够抑制Ｔｈ１７亚群的分化，而Ｔｒｅｇ
对Ｔｈ１、Ｔｈ２和Ｔｈ１７３种效应细胞均有抑制作用［１０］。

同时，Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７在不同的环境下也可以相互转
化，说明了这些亚群之间存在非常复杂的关系［１１１２］。

肠道初始Ｔｈ细胞活化后会向不同的亚型细胞
分化如 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７和 Ｔｒｅｇ细胞，并各自在调控
免疫反应中发挥了不同的作用。它们参与了免疫炎

性反应级联反应中抗原的识别，细胞信号通路的激

活，炎性反应效应的放大，下游炎性反应因子的释放

等诸多环节。研究表明ｍｉＲＮＡ作为 Ｔｈ细胞分化的
重要调控因素，课题组前期研究结果提示，ＣＤ患者
结肠黏膜存在较多的 ｍｉＲＮＡｓ表达异常，参与免疫
系统的调节［１３１４］。因此，干预其中任何一个必要环

节都可能起到缓解病情的作用［１５］。中医药治疗ＩＢＤ
的特点是多途径、多层次、多靶点并且可以长期维持

用药治疗［１６１７］，不良反应较少。实验研究发现，健脾

方成分治疗 ＣＤ效应显著［１８１９］，且具有一定的免疫

调节作用，但以往针对健脾方预防和治疗 ＣＤ的机
制研究有待于逐步揭示和阐明，有必要对此进行深

入探讨。本实验是以 ＣＤ中 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡为
切入点。初步揭示健脾方在预防和治疗 ＣＤ的可能
作用机制，为推广健脾方在临床预防和治疗 ＣＤ方
面的应用提供实验的证据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　２４只ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，重（１６０±
１０）ｇ，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司［生
产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２］，饲养于上海中
医药大学附属龙华医院实验动物中心，所有大鼠均

自由饮水（药）、摄食，饲养室内温度为（２４±２）℃，
湿度为（５５±１０）％，光照时间为１２ｈ（８：００２０：００）。
适应性饲养后，大鼠无不良反应、饮食饮水正常者，

大鼠按体重由小到大编号，采用完全随机法分组并

纳入实验。所有实验对动物的处理符合中国科学技

术部指导建议。

１１２　药物　健脾方由以下中药（补骨脂１５ｇ、白
头翁１５ｇ、马齿苋３０ｇ、茯苓９ｇ、白术９ｇ、藿香９ｇ）
组成，根据《中药药理学研究方法学》标准，将中药

加入蒸馏水中，煎煮２次，合并２次药液，４层纱布过
滤，水浴锅９５℃浓缩体积为５５５５ｍＬ的药液。置４
℃冰箱保存备用。根据《中药药理学》（全国高等中
医药院校教材《中药药理学》陈长勋主编，上海科学

技术出版社，２００６年１０月第１版，１９１页，表２２３）
用药剂量按人鼠等效剂量灌胃，大鼠为１ｍＬ／１００ｇ。
１１３　试剂与仪器　ＴＮＢＳ（Ｓｉｇｍａ公司）、ＥｎＶｉｓｉｏｎ
试剂盒（Ｒａｂｂｉｔ／ｍｏｕｓｅ，Ｄａｋｏ公司）、兔抗大鼠一抗
ＩＬ１７Ａ、ＲｏＲγｔ、Ｆｏｘｐ３（Ｓｉｇｍａ公司）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
试剂盒（上海捷瑞生物工程公司）、ｃＤＮＡ合成试剂
盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＤＡＢ（Ｂｉｏｂａｓｔｉｃ，
Ｉｎｃ，美国）、ＰＣＲ仪（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、全自动组织脱
水机 ＳＡＫＵＲＡＰＢ１５０（日本樱花检验仪器株式会
社）、ＳｔｅｐＯｎｅＴＭｐｌｕｓ实时荧光定量ＰＣＲ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ公司）、ＡＢＩ７５００型 Ｒｅａｌｔｉｍｅ检测仪（美国
应用生物仪器公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备
１２１１　分组　２４只清洁级雄性 ＳＤ大鼠随机分
为：１）正常对照组；２）ＴＮＢＳ模型组；３）模型 ＋健脾
方防治组。

１２１２　模型制备　按照Ｍｏｒｒｉｓ［２０］等方法制备ＣＤ
大鼠模型，５％ＴＮＢＳ与５０％的乙醇按２∶１比例混合
而成，３％戊巴比妥钠麻醉大鼠（按体重计，０１ｍＬ／
１００ｇ），使其身体垂直，处于倒立位，每次灌肠剂量：
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表１　ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ所用引物序列表

基因 引物（ｓｅｎｓｅ） 引物（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＩＬ１７ａ ５′ＣＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＡＣＴＧＡ３′ ５′ＧＴＧＡＡＧＴＧＧＡＡＣＧＧＴＴＧＡＧＧＴＡ３′
ＦｏｘＰ３ ５′ＧＡＧＡＡＡＧＴＧＧＣＡＧＧＧＡＡＧＧＡＧＴ３′ ５′ＴＣＴＧＡＧＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＴＡＡＣＧ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ３′ ５′ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ

灌肠液（ｍＬ）＝体重（ｇ）×０００３ｍＬ／ｇ，５ｍＬ注射器
连接灌肠针顺大鼠直结肠生理曲度缓缓从肛门插入

约６～９ｃｍ，注入灌肠液。灌肠后将大鼠倒立体位
约５ｍｉｎ。每周第１天灌肠１次，共４次，持续４周。
１２２　给药方法　２４只清洁级雄性 ＳＤ大鼠随机
分为：１）正常对照组ＮＧ（ｎ＝８）：从造模第２周起双
蒸水灌胃，１次／ｄ，灌胃量按１ｍＬ／１００ｇ，共３周；２）
ＴＮＢＳ模型组 ＭＧ（ｎ＝８）：从第 １周开始 ＴＮＢＳ灌
肠，灌肠剂量（ｍＬ）＝体重（ｇ）×０００３ｍＬ／ｇ，１次／
周，造模持续共４周；３）模型 ＋健脾方防治组 ＪＰ（ｎ
＝８）：从造模第２周开始，在ＴＮＢＳ灌肠后的第２天
新增中药健脾方灌胃治疗，灌胃量按１ｍＬ／１００ｇ，１
次／ｄ，灌胃持续３周。
１２３　检测指标与方法　以３％戊巴比妥钠麻醉
大鼠（按体重计，０１ｍＬ／１００ｇ），腹主动脉取血，静
置约０５ｈ后离心分离血清，－８０℃冰箱保存用于
ＥＬＩＳＡ检测。截取距离肛门６～９ｃｍ处病变明显结
肠，沿肠系膜纵行剖开，用预冷的４℃生理盐水冲洗
后，肉眼观察并记录黏膜损伤情况。每只大鼠结肠

标本分３份，其中２份液氮保存用于 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
检测。另一份用１０％的中性缓冲甲醛溶液固定，石
蜡包埋组织，切片厚度为４μｍ，用于Ｍａｓｓｏｎ染色和
免疫组化实验检测。所有实验对动物的处理符合中

国科学技术部指导建议。

１２３１　结肠组织病理观察（ＨＥ染色）　切片常
规脱蜡至水、苏木素核染、盐酸酒精分化、伊红胞质

染色、梯度酒精脱水及二甲苯透明，中性树胶封片干

燥后经 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３显微镜进行图像采集（×
４００）。

ＥＬＩＳＡ技术检测健脾方对克罗恩病大鼠血清
ＩＮＦγ表达的影响：本试剂盒应用双抗体夹心法测
定标本中大鼠 ＩＦＮγ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）水平。用酶标仪
在４５０ｎｍ波长下测定吸光度（ＯＤ值），通过标准曲
线计算样品中大鼠大鼠ＩＦＮγ浓度。
１２３２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测　大鼠结肠组织 Ｌ
１７Ａ、ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ：组织总 ＲＮＡ的抽提，组织匀浆，
采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，检测浓度、纯度、完整性。
取相等量的总 ＲＮＡ，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒
（上海捷瑞生物工程公司）逆转录 ｃＤＮＡ，用于 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅｑＰＣＲＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ所用引物序列。见表１。
１２３３　免疫组化检测大鼠结肠组织 ＩＬ１７Ａ、
ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３蛋白水平　切片 ０３％Ｈ２Ｏ２抑制内
源性过氧化物酶２０ｍｉｎ；２０％正常羊血清室温孵育
３０ｍｉｎ；滴加一抗在 ３７℃下孵育 ２ｈ，ＩＬ１７Ａ、
ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３一抗（ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）；ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂
（ＨＲＰ／Ｒ）加入后保留３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色１～２ｍｉｎ；
苏木素衬染色，树脂封片；采用 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３显微
镜进行图像采集（×４００），数据分析采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
ＰＬＵＳ软件。
１３　统计学方法　数据分析采用 ＳＰＳＳ１８０统计
软件进行统计学处理。对数据作正态分布检验。数

据若符合正态分布，组间差异采用单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），方差齐时采用最小显著差法
（Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）比较组间差异性，
方差不齐时用 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ比较组间差异性，以 Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　大鼠结肠组织病理 ＨＥ染色　大鼠结肠 ＨＥ
染色结果如图１所示。正常组大鼠结肠组织肉眼观
察结肠肠管粗细均匀，结肠壁厚薄一致，柔软有弹

性，肠黏膜面光滑整齐，黏膜皱襞完整，无出血点、糜

烂及溃疡。ＨＥ染色镜下显示结肠黏膜上皮无缺
损，腺体排列整齐，黏膜及黏膜下层无充血、水肿、炎

性细胞浸润等异常改变，结构完好。模型组：大鼠结

肠黏膜上皮细胞坏死、脱落，肠壁全层大量炎性反应

细胞浸润，肉芽肿形成，纤维组织增生。健脾方组：

清热健脾方干预后，ＨＥ染色镜下显示结肠黏膜腺
体排列较整齐，上皮修复中，黏膜下有少量水肿与炎

性细胞。显示清热健脾方可有效改善克罗恩病大鼠

结肠组织结构，减轻结肠组织损伤，具有良好的修复

大鼠克罗恩病受损结肠组织的作用。

图１　大鼠结肠病理染色（ＨＥ，×４００）ＮＧ：正常对照组；
ＭＧ：模型组；ＪＰ：健脾方组
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２２　ＣＤ大鼠血清 ＩＮＦγ浓度　我们选择检测与
Ｔｈ１细胞功能和分化密切相关的细胞因子 ＩＦＮγ来
观察健脾方对ＴＮＢＳ诱导的 ＣＤ大鼠结肠炎性反应
预防和治疗作用，用 ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清 ＩＮＦγ浓
度的变化，结果如下图２。ＴＮＢＳ诱导的 ＣＤ大鼠血
清中ＩＮＦγ的浓度为（５１９３±９８）ｎｇ／ｍＬ，比正常
组（３９５２±８５２）ｎｇ／ｍＬ升高，健脾方能够抑制ＴＮ
ＢＳ诱导炎性反应过程中血清中 ＩＮＦγ的升高的程
度（４５８９±１０６）ｎｇ／ｍＬ。

图２　大鼠血清中ＩＮＦγ表达浓度值（ｎｇ／ｍＬ）
　　注：与正常组比较，模型组大鼠血清中 ＩＮＦγ含量明显
增加（◇Ｐ＜００５），健脾方可显著降低大鼠大鼠血清中ＩＮＦγ
含量（▲Ｐ＜００５）。

图３　大鼠结肠ＩＬ１７Ａ、ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ的表达（２－△△Ｃｔ）

　　注：Ａ：与正常组比较，模型大鼠结肠ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ显著
升高（◇Ｐ＜００１）；健脾方可显著降低模型大鼠结肠 ＩＬ１７Ａ
ｍＲＮＡ水平（▲Ｐ＜００１）（图３Ａ）。Ｂ：与正常组比较，模型
大鼠结肠ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ显著降低（◇Ｐ＜００１）；与模型组比

较，健脾方组ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ显著增强（▲Ｐ＜００５）。

２３　ＣＤ大鼠结肠组织 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞调节因子
ＩＬ１７Ａ、ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ的表达　采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
法观察ＴＮＢＳ诱导的ＣＤ大鼠结肠组织中Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ
细胞调节因子ＩＬ１７Ａ、ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ表达的变化，从
基因层面证实 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡紊乱在 ＴＮＢＳ诱
导ＣＤ病理机制中的作用，并揭示Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平
衡在健脾方对ＣＤ结肠炎性反应形成初期防治中的
作用机制。实验结果如图３，图 Ａ为各组大鼠结肠
组织 ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ表达，正常组 ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ为
（０２０６７±０２７０６），模型组（１０２５±０２３５４），高
于正常组（Ｐ＜００１），健脾方能够抑制ＣＤ大鼠结肠
炎性反应形成初期这种增高的趋势，为（０２７４±
０１３９８）（Ｐ＜００１）。图 Ｂ为各组大鼠结肠组织

ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ表达，正常组 ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ为（２２４１
±０１８５），模型组（１００６±０１２１６），表达低于正常
组（Ｐ＜００１），健脾方组能够上调 ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ表
达，为（１３３４±０４５６４）（Ｐ＜００１）。

图４　大鼠结肠细胞调节因子ＩＬ１７Ａ、
　　ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３蛋白表达（ＩＯＤ）

　　注：ＡＤ：与正常组（图 Ａ）比较，模型大鼠（图 Ｂ）结肠
ＩＬ１７Ａ蛋白水平显著升高（◇Ｐ＜００１）；健脾方可显著降低
模型大鼠结肠ＩＬ１７Ａ蛋白水平（图Ｃ）（▲Ｐ＜００１），组间比
较结果如图Ｄ。ＥＨ：与正常组（图Ｅ）比较，模型大鼠（图Ｆ）
结肠ＲＯＲγｔ蛋白显著升高（◇Ｐ＜００１）；健脾方可显著降低
模型大鼠结肠ＲＯＲγｔ蛋白水平（图Ｇ）（▲Ｐ＜００５），组间比
较结果如图Ｈ。ＩＬ：与正常组（图 Ｉ）比较，模型大鼠（图 Ｊ）
结肠ＦｏｘＰ３蛋白显著降低（◇Ｐ＜００１）；健脾方可显著升高
大鼠结肠ＦｏｘＰ３蛋白水平（图 Ｋ）（▲Ｐ＜００５），组间比较结
果如图Ｌ。

２４　ＣＤ大鼠结肠组织 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞调节因子
ＩＬ１７Ａ、ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３蛋白的表达　基于上述
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞调节因子 ＩＬ１７Ａ、ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ在
ＴＮＢＳ诱导的ＣＤ大鼠结肠组织表达的变化，以及健
脾方在炎性反应初期能够起到对各个因子的基因发

生调节作用的实验结果，继续观察相应调节 ＩＬ
１７Ａ、ＲＯＲγｔ、ＦｏｘＰ３蛋白在ＣＤ大鼠结肠组织中表达
变化情况及健脾方对这些细胞调节因子的影响，采

用免疫组织化学法来观察３个蛋白的表达结果如
下：（图４ＡＬ，×４００倍图像采集）。ＩＬ１７Ａ主要表
达于大鼠结肠黏膜上皮细胞和结肠黏膜上皮间质非

上皮细胞。正常组结肠黏膜上皮结构完整、腺体排

列规则有序，肠黏膜ＩＬ１７Ａ呈弱阳性表达（１０６９±
５１６），如图４，Ａ。模型组结肠黏膜上皮有脱落，炎
性反应细胞显著增生，肠黏膜ＩＬ１７Ａ表达高于正常
组（２３２６±９９１）（Ｐ＜００１），如图４，Ｂ。健脾方对
结肠黏膜上皮结构较紊乱和炎性反应细胞增生具有

防治作用，肠黏膜 ＩＬ１７Ａ呈中度阳性表达（１４８３
±５９４）（Ｐ＜００１），如图４，Ｃ。组间比较结果见图
Ｄ。ＲＯＲγｔ主要表达于大鼠结肠黏膜上皮细胞。正
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常组结肠黏膜上皮结构完整、排列整齐，肠黏膜

ＲＯＲγｔ呈弱阳性表达（６６２±１３９），如图４，Ｅ。模
型组结肠黏膜上皮大量脱落，腺体结构紊乱，肠黏膜

ＲＯＲγｔ呈强阳性表达（１６３４±５６９）（Ｐ＜００１），如
图４，Ｆ。健脾方能够在ＣＤ克罗恩病症形成期间，改
善结肠黏膜上皮结构较紊乱和炎性反应细胞增生的

程度，肠黏膜 ＲＯＲγｔ呈中度阳性表达（１５３５±
３１１）（Ｐ＜００５），如图 ４，Ｇ。组间比较结果见图
Ｈ。ＦｏｘＰ３主要表达于大鼠结肠黏膜上皮细胞和结
肠黏膜间质非上皮细胞。正常组结肠黏膜上皮结构

完整、排列整齐，肠黏膜ＦｏｘＰ３呈强阳性表达（３２９２
±１５５３）如图４，Ｉ。模型组结肠黏膜上皮有脱落，
结构紊乱，肠黏膜 ＦｏｘＰ３呈弱阳性表达（１０５４±
５４０）（Ｐ＜００１），如图４，Ｊ。健脾方防治组结肠黏
膜上皮结构较整齐，肠黏膜呈弱阳性表达（１４８３±
３３９）（Ｐ＜００５），如图４，Ｋ。组间比较结果见图Ｌ。
３　讨论

目前，临床常用的治疗 ＣＤ的药物主要有氨基
水杨酸类、糖皮质激素、免疫抑制剂、炎性递质抑制

剂、靶向生物免疫治疗、抗生素［２１］等。中医药治疗

ＣＤ的特点是多途径、多层次、多靶点并且可以长期
维持用药治疗，不良反应较少［１６１７］。实验研究发现

健脾方中的中药组份治疗 ＩＢＤ疗效肯定且具有一
定的免疫调节作用［１８１９］，但健脾方治疗 ＩＢＤ的相关
免疫机制研究很少，因此，有必要对此进行深入探

讨。在我们的研究中，证实了健脾方能够抑制 ＣＤ
结肠炎性反应形成初期的炎性反应程度，模型制作

过程中应用健脾方能够起到很好的防治作用。本研

究以ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群为突破点，研究 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平
衡在健脾方防治ＣＤ中的作用，探讨健脾方治疗 ＣＤ
的免疫机制。

３１　Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡与健脾方防治 ＩＢＤ　Ｔｈ１和 Ｔｈ２
都参与了免疫炎性反应级联反应中抗原的识别、细

胞信号通路的激活、炎性反应效应的放大以及下游

炎性因子的释放等诸多环节，干预其中任何一个必

要环节都可能起到缓解病情的作用［２２］，因此，对

Ｔｈ１和Ｔｈ２平衡的干预，成为 ＩＢＤ研究的热点和治
疗的思路。基于这种思路，我们设计此实验初步探

索健脾方治疗ＣＤ的作用机制。Ｔｈ１细胞主要分泌
ＩＬ２、ＩＬ１２、ＩＦＮγ等细胞因子，ＩＬ１２和 ＩＦＮγ还能
通过促进Ｔｈ１分化和抑制Ｔｈ２分化使Ｔｈ１细胞处于
优势。Ｔｈ２细胞主要分泌ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３等细胞
因子，其中ＩＬ４和 ＩＬ１３能够通过促进 Ｔｈ２分化和
抑制 Ｔｈ１分化使 Ｔｈ２细胞占优势［２３］，Ｎｅｕｎａｔｈ等研

究认为ＴＮＢＳ诱导的 ＣＤ大鼠是呈现 Ｔｈ１细胞优势
状态而Ｔｈ２细胞应答相对降低的克罗恩病症［２４２５］，

因此，通过抑制Ｔｈ１的优势状态来调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２的
失衡状态能降低其炎性反应并使病情得到缓解。我

们的实验结果表明，在 ＣＤ大鼠模型中，血清中 Ｔｈ１
细胞因子ＩＦＮγ含量升高，与正常对照组比较具有
显著性差异，表现出了炎性反应过程中 Ｔｈ１细胞处
于优势的状态，同时，增加的ＩＦＮγ也可能进一步促
进了这一优势状态，对ＣＤ大鼠施加健脾方干预，血
清中的 ＩＦＮγ含量有所降低，使 ＩＦＮγ的促炎失衡
的状态有所缓解。

３２　Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡与健脾方防治 ＩＢＤ　目前，恢
复体内的Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡对动物实验和ＩＢＤ患者的
疗效均已得到不断的验证［２６３０］。多种疗法进一步

的研究证实，ＴｈＩ７／Ｔｒｅｇ转化平衡是维持肠道免疫稳
态的重要因素，这可能成为人类导致 ＩＢＤ的原因之
一［３１］。除Ｔｈ１７细胞外，多种 Ｔ细胞亚群均可分泌
ＩＬ１７Ａ［３２］，临床研究发现ＩＢＤ患者肠黏膜组织和外
周血中ＩＬ１７含量明显升高［３３］。在我们的 ＣＤ大鼠
结肠组织中发现了 ＩＬ１７Ａ基因和蛋白都出现表达
的上调，结肠组织 ＨＥ染色也发现也出现大量的炎
性细胞因子浸润，应用健脾方干预后，能够对 ＩＬ
１７Ａ起到下调的作用。表明健脾方在缓解 ＩＬ１７Ａ
相关炎性反应方面起到了积极的调节作用。ＲＯＲγｔ
是Ｔｈ１７分化的特异性转录因子已经得到业界的认
可［３４３５］。实验发现，ＣＤ大鼠的结肠组织中 ＲＯＲγｔ
蛋白表达上调，从模型制作的第２周开始进行健脾
方的干预，能够下调 ＲＯＲγｔ，进而抑制 Ｔ细胞向
Ｔｈ１７细胞方向分化这个趋势，所以可以推断健脾方
在防治 ＣＤ过程中涉及可能涉及了 Ｔｈ１７细胞分化
的重要的细胞因子和转录因子，而且在恢复 Ｔｈ１７／
Ｔｒｅｇ细胞平衡方面发挥了积极的调节作用。

ＦｏｘＰ３是Ｔｒｅｇ亚群分化的特异性核转录因子，
在调控其分化发育和功能上起很重要的作用，ＦｏｘＰ３
的缺乏导致ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的缺失［３６］。健

脾方在ＣＤ结肠组织炎性反应初期的及早干预是否
能够抑制ＦｏｘＰ３的降低？我们的实验中发现，大鼠
结肠黏膜ＦｏｘＰ３ｍＲＮＡ及其蛋白在经过 ＴＮＢＳ刺激
后都出现了下调，病理损伤可能和 ＦｏｘＰ３的下调有
关，健脾方灌胃３周后，对ＦｏｘＰ３基因和蛋白具有正
向调节作用，出现的结肠组织病理损伤的程度减轻

可能与健脾方干预调节有关，可上调ＦｏｘＰ３的表达，
抑制ＲＯＲγｔ的产生，从而抑制初始 ＣＤ４＋Ｔ细胞分
化为 Ｔｈ１７细胞［３７３８］，表明 ＲＯＲγｔ／ＦｏｘＰ３平衡决定
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了初始 ＣＤ４＋Ｔ细胞受抗原刺激后向 Ｔｈ１７细胞或
Ｔｒｅｇ方向分化。

综上所述，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ相互转化的调控机制研
究深化了对ＩＢＤ免疫机制的认识，并且可能为治疗
ＩＢＤ的研究提供新的策略。通过对细胞因子 ＩＬ１７、
转录因子 Ｆ０ＸＰ３、ＲＯＲγｔ的影响，健脾方能够调节
Ｔｈ１／Ｔｈ２和Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的平衡而恢复肠道免疫失衡
状态，这可能是健脾方防治 ＩＢＤ的免疫调节机制之
一。
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我们在进一步形态学检测后发现，ＯＡ模型动物膝关
节的软骨及其滑囊等结果均出现不同程度的病理变

化，在光镜下可见软骨表面粗糙，厚薄不均，完整性

受破坏，软骨细胞不同程度坏死，细胞排列错乱，潮

线扭曲断裂甚至重叠，小针刀疗法明显改善了 ＯＡ
的病理学表现，发挥了保护软骨的效应，这一发现与

国内外诸多文献结果一致［６１１］。

在对针刀作用机制的进一步探析中我们对各组

实验兔关节软骨的ＭＭＰ９及ＣＯＸ２进行检测，经过
发现ＭＭＰ９及 ＣＯＸ２在 ＯＡ发生后浓度均上调。
ＭＭＰ家族在细胞外基质降解系统中占据重要位置，
ＭＭＰ９是该家族主要成员，承担基质溶解的角色，不
但对蛋白多糖、层粘连蛋白、纤维结合素等有溶解效

应，还可通过原胶原酶作用而灭除Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ型胶原的
Ｎ、Ｃ末端肽。此外 ＭＭＰ９还可激活其家族另一个
成员ＭＭＰ１，导致胶原病理性降解。本研究中我们
发现ＭＭＰ９在ＯＡ模型中浓度上调，这说明在关节
软骨的高表达导致其周围细胞外基质降解明显，从

而出现了一系列病理变化［１２１４］，而小针刀可一定程

度通过松解关节粘连促使ＭＭＰ９趋于正常水平，纠
正病理改变。我们还检测了 ＣＯＸ２，其乃一类环氧
化酶，与疼痛密切相关，当 ＣＯＸ２被激活后合成增
加，进一步参与了机体炎性反应和应激反应，加剧了

疼痛症状，在研究中我们亦发现 ＣＯＸ２在 ＯＡ模型
动物中有高表达，而随着针刀治疗的继续，其浓度随

之降低，我们还发现ＭＭＰ９及ＣＯＸ２存在一定相关
性，说明小针刀可明显改善 ＯＡ，这个可能与通过抑
制ＭＭＰ９及ＣＯＸ２表达有关。
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