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乌梅丸对胃肠感染模型小鼠血浆 Ｔｈ１、Ｔｈ２淋巴
细胞因子和胃肠传输功能的影响

陈志彪　葛俊辰
（解放军第２１１医院消化内科，哈尔滨，１５００８０）

摘要　目的：观察乌梅丸对胃肠感染模型小鼠的疗效，同时探讨其对小鼠血浆辅助性 Ｔ细胞１（Ｔｈ１）、辅助性 Ｔ细胞２
（Ｔｈ２）淋巴细胞因子和胃肠传输功能的影响。方法：选取昆明小鼠３０只并随机分为空白组、模型组及实验组，各１０只。
其中模型组及实验组小鼠接受致病性大肠杆菌（ＥＰＥＣ）灌胃制作感染性腹泻模型，空白组用同等剂量生理盐水灌胃。模
型制备成功后实验组每日用乌梅丸水溶性生物碱灌胃，剂量按照按人／鼠公斤体重的等效剂量换算，空白组及模型组用同
等剂量的生理盐水灌胃，连续干预１０ｄ。比较３组胃排空率、小肠推进率、外周血Ｔｈ１、Ｔｈ２淋巴细胞因子表达的变化。结
果：模型组及实验组小鼠外周血白细胞计数、中性粒细胞百分比较空白组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中实验
组较模型组降低（Ｐ＜００５）。３组淋巴细胞百分比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。模型组及实验组小鼠的胃排空率及小
肠推进率明显增强，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中实验组小鼠的胃排空率及小肠推进率明显较模型
组快慢，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与空白组比较，模型组及实验组小鼠外周血 Ｔｈ２比例、白细胞介素（ＩＬ４）、ＩＬ６、
ＩＬ１０明显增高，但实验组水平低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），模型组及实验组Ｔｈ１比例、ＩＬ２、肿瘤坏死因子
ɑ（ＴＮＦɑ）、干扰素γ（ＩＦＮγ）表达较空白组明显升高，但模型组及实验组之间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：乌梅
丸可有效改善胃肠感染模型小鼠的胃肠传输功能，其作用机制可能与介导机体的体液免疫为主。
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　　感染性疾病在胃肠道疾病占首要位置，其中大
肠杆菌发病率较高。辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）、辅助性
Ｔ细胞２（Ｔｈ２）是淋巴细胞 ＣＤ４＋Ｔ的主要亚群，有
研究显示发生胃肠感染时机体的免疫系统功能受到

明显破坏［１２］，其中Ｔｈ１及Ｔｈ２的水平变化贯穿疾病
的发生发展过程。乌梅丸是《伤寒论》中治疗蛔厥

的经典方，其君药乌梅性平味酸涩，入肺肠两经，有

显著的收敛效应，并可涩肠道生津，临床不乏其有效

治疗胃肠道疾病的记载［３６］，但其作用机制目前尚无

统一定论。基于此，我们利用胃肠感染模型小鼠，探

析乌梅丸的部分药用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取昆明小鼠３０只，雌雄各半，购买
自济南金丰实验动物有限公司（许可证号：ＳＣＸＸ
（沪）２０１１００２４１），本研究方案经过本院伦理委员会
批准进行，所有动物饲养于本院动物实验中心，饲养

条件：温度（２３５±０５）℃湿度（５２±１５）％，以１２／
１２ｈ为光暗周期。
１１２　药物　乌梅丸粉由本院中药研究院提供，组
成：乌梅３００枚，细辛８４ｇ、干姜１４０ｇ、黄连２２４ｇ、
当归５６ｇ、附子８４ｇ（去皮，炮）、蜀椒５６ｇ（出汗）、桂
枝８４ｇ（去皮）、人参８４ｇ、黄柏８４ｇ，以上１０味，各
捣筛，混合和匀；以苦酒渍乌梅１２ｈ，去核，蒸熟捣成
泥，与蜜组成丸。

１１３　试剂与仪器　致病性大肠杆菌 （ＥＰＥＣ
Ｅ２３４８／６９）购自中国普通微生物菌种保藏管理中
心，乌梅丸粉由本院中药研究院提供，小鼠Ｔ淋巴
细胞因子ＣＢＡ试剂盒购自北京西美杰科技有限公
司，ＣｙｔｏＦＬＥＸＬＸ流式细胞仪购自贝克曼库尔特商
贸有限公司，血细胞分析仪购自北京宝灵曼阳光科

技有限公司。白细胞介素２（ＩＬ２）、ＩＬ６、ＩＬ１０、
ＩＬ４、肿瘤坏死因子ɑ（ＴＮＦɑ）、干扰素γ（ＩＦＮ
γ）酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）试剂盒均购自美
国ＣＳＴ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　选取昆明小鼠３０只，随
机分为空白组、模型组及实验组，各１０只。３组小
鼠在体重、鼠龄比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），具有可比性。参考文献［７］中ＥＰＥＣ致胃肠感
染模型制备方法，使用０３ｍＬ的３％碳酸氢钠溶液
对模型组及实验组小鼠进行灌胃，３０ｍｉｎ后将事先
配制好的浓度为５×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的致病性ＥＰＥＣ混悬
液再次灌胃，每只小鼠灌胃０５ｍＬ致病性 ＥＰＥＣ混

悬液，随后回笼饲养，观察小鼠的大便变化情况。空

白组小鼠接受等剂量的生理盐水灌胃后回笼饲养。

灌胃６ｈ后小鼠出现精神疲乏、活动减少、大便性状
改变提示造模成功。

１２２　干预方法　实验组小鼠造模成功后每日灌
胃乌梅丸水溶液，剂量按人／鼠公斤体重的等效剂量
计算，１次／ｄ，连续干预１０ｄ。模型组及空白与等体
积蒸馏水灌胃。

１２３　检测指标　１）胃排空率、小肠推进率：将３
组小鼠禁食１２ｈ，按照０１ｍＬ／１０ｍｇ的比例计算活
性炭剂量，将计算好的活性炭进行灌胃，随后处死小

鼠取胃称重。将胃置于冰上后从胃大弯处剪开胃

体，用生理盐水冲洗胃内容物后再次称重，计算胃排

空率。再剪取肠管测量小肠总长度，从幽门至活性

炭前沿的距离视为肠管内推进距离，计算小肠推进

率。

２）Ｔｈ１及Ｔｈ２淋巴细胞因子的表达：干预结束
取３组小鼠眼眶静脉血，分离出单核细胞，将分离出
的单核细胞置于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中培养 ４～６ｈ，培养过程中加入佛波醇乙酯
（ＰＭＡ）及离子霉素、莫能霉素混合而成的工作液体
进行刺激，随后将细胞收集后加人５μＬ异硫氰酸荧
光素标记的ＣＤ４（ＣＤ４ＦＩＴＣ），操作按试剂盒说明书
进行，采用流式细胞仪检测Ｔｈ１及Ｔｈ２细胞。
３）ＩＬ４、ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦɑ、ＩＦＮγ检测：在

４℃条件下进行３０００×ｇ离心５ｍｉｎ后用高压枪头
吸取离心后的上清液，使用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）进行检测，利用抗原、抗体的特异性反应与
酶对底物的高效催化作用相结合原理进行相关因子

浓度的检测，具体步骤如下：用 ００５ｍｏｌ／ＬｐＨ９６
碳酸盐缓冲液将抗体稀释至蛋白质含量为 １～１０
μｇ／ｍＬ。在每个聚苯乙烯板的反应孔中加 ０１ｍＬ
缓冲液，４℃过夜。次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓
冲液洗３次，３ｍｉｎ／次。将一定稀释的待检样品０１
ｍＬ加入反应孔中，置３７℃孵育１ｈ。然后洗涤。同
时做空白孔，阴性对照孔及阳性对照孔。随后在各

反应孔中加入新鲜稀释的酶标抗体（经滴定后的稀

释度）０１ｍＬ。３７℃孵育０５～１ｈ，洗涤。再于各
反应孔中加入临时配制的ＴＭＢ底物溶液０１ｍＬ，３７
℃１０～３０ｍｉｎ。于各反应孔中加入 ２ｍｏｌ／Ｌ硫酸
００５ｍＬ。试剂盒由广州达安基因股份有限公司提
供，显色后采用４９２ｎｍ波长，ＴＭＢ反应产物检测需
要４５０ｎｍ波长。检测时一定要首先进行空白孔系
统调零，用测定标本孔的吸收值与一组阴性标本测
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定孔平均值的比值（Ｐ／Ｎ）表示。以空白对照孔调零
后测各孔 Ａ值，若大于规定的阴性对照 Ａ值的２１
倍，即为阳性。操作过程全部按照试剂盒说明书进

行检测。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
研究数据分析。所得数据都用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，组间比较采用秩和检验；组内比较采用配对秩

和检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组血细胞比较　模型组及实验组小鼠外周
血白细胞计数、中性粒细胞百分比较空白组升高，差

异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中实验组较模型组
降低（Ｐ＜００５）。３组淋巴细胞百分比比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　３组血细胞比较（珋ｘ±ｓ）

组别
白细胞计数

（×１０９／Ｌ）
中性粒细胞

百分比（％）
淋巴细胞

百分比（％）
空白组（ｎ＝３） ６１９±０３７ ６４９±０５２ ６８２８±１０９
模型组（ｎ＝３） ７６１±０７６ ２５３８±１００１ ５９３１±１７８
实验组（ｎ＝３） ６９８±０５５△ ２５２２±９７６ ５８９４±２１２

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２２　３组胃排空率及小肠推进率比较　模型组及
实验组小鼠的胃排空率及小肠推进率明显增强，与

空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中实
验组小鼠的胃排空率及小肠推进率明显较模型组

慢，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　３组胃排空率及小肠推进率比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 胃排空 小肠推进

空白组（ｎ＝３） ５７２８±１１２８ ５８３２±６１２
模型组（ｎ＝３） ８５１４±１２８７ ７３２５±８６３

实验组（ｎ＝３） ７３２８±１１７４△ ６４３５±７７８△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２２　３组 Ｔｈ１及 Ｔｈ２比例比较　模型组及实验组
小鼠外周血 Ｔｈ２比例、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ４与空白组比
较明显增高，但实验组水平低于模型组，差异有统计

学意义（Ｐ＜００５），模型组及实验组Ｔｈ１比例、ＩＬ２、
ＴＮＦɑ、ＩＦＮγ表达较空白组明显升高，但模型组及
实验组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表３
～４。

表３　３组Ｔｈ１、Ｔｈ２比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 Ｔｈ１ Ｔｈ２

空白组（ｎ＝３） ６６２８±６８２ ３６２８±６２２
模型组（ｎ＝３） ６６２７±７２９ ８６２７±７２９

实验组（ｎ＝３） ６４２３±６７２ ５４２３±６７２△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
目前关于胃肠感染动物模型制备方法的报道不

多，主要以大肠杆菌诱导为主，主要以腹腔注射诱导

动物腹泻，但此类模型与人类感染大肠杆菌实际情

况不符，故本研究采用经口灌胃途径建立胃肠道感

染动物模型，与人类经口感染方式更为贴近。在本

研究中我们对２０只昆明小鼠进行模型制备，结果显
示在造模６ｈ后小鼠均出现精神疲乏、活动减少、大
便性状等表现，这提示本研究的造模是成功。我们

认为小鼠在感染大肠杆菌后肠道黏膜组织受破坏，

肠道黏膜组织上皮细胞完整性受损，随着细菌的侵

入局部组织渗出增多，从而导致小鼠大便性状改变

（主要以出现黏液稀便为主）、精神萎靡等炎性反应

表现。

我们参考文献［７］方法进行造模，首先灌胃碳酸

氢钠溶液，旨在尽可能减少小鼠肠道活动能力，保持

肠内容物、营养物质的存留，抑制胃酸分泌，降低胃

肠道的屏障功能，促进大肠杆菌定殖，并进一步粘附

于胃肠道内，导致胃肠道组织的损伤，诱发其免疫反

应的发生，从而出现腹泻的症状。白细胞是机体抵

御外界细菌感染的重要防线，本研究发现，接受大肠

杆菌定植的模型组及实验组小鼠血浆中白细胞及中

性粒细胞百分比均较空白组升高，这进一步证实了

小鼠成功受到细菌的感染，而在研究中我们发现３
组小鼠淋巴细胞百分比数值相似，差异无统计学意

义，这亦佐证小鼠并未受到病毒感染。

小鼠受到大肠杆菌侵袭后肠道黏膜及全身免疫

系统快速启动应答，募集大量的细胞因子参与反应，

其中包括 Ｔｈ１淋巴细胞及其代表细胞因子 ＩＬ２、
ＴＮＦ、ＩＦＮγ，以及 Ｔｈ２淋巴细胞及其代表细胞因子
ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ４。Ｔｈ１淋巴细胞及 Ｔｈ２淋巴细胞在
机体免疫应答过程中占据重要位置，有研究指出，机

表４　３组Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞因子比较（珋ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ２ ＩＬ６ ＩＬ１０ ＩＬ４ ＴＮＦɑ ＩＦＮγ

空白组（ｎ＝３） ６７２８±１２２３ ６６３９±９２８ ５８３９±８１９ ７９７６±６２８ ４８３８±８２９ ５５３９±５３９
模型组（ｎ＝３） １６５１２±１４８４ １３５２５±１５６３ １１２４９±１４３９ １８７７２±１５３８ １４９１９±７０２ ５６０２±４９８
实验组（ｎ＝３） １６４２８±１２７３△ ９４９５±１４７８△ ７９３８±１０２９△ １０１２８±９１９△ １４８２９±９０１ ５５２８±５７６

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５
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体发生胃肠感染后（细菌感染及病毒感染）炎性反

应递质产生明显变化，其中 ＩＬ６尤为突出［８１０］。在

本研究中我们发现模型组及实验组小鼠血浆 ＩＬ６
的确较空白组升高，ＩＬ６有多种功能，其水平升高可
抑制Ｂ淋巴细胞增殖及分泌相应抗体，从而减弱抗
体抗原结合反应，阻碍病原体的清除。ＩＬ４亦可激
活Ｂ淋巴细胞，从而促进ＩｇＥ及ＩｇＧ进一步分泌，同
时还可促进 ＩｇＧ向 ＩｇＥ转换，从而破坏肠道微生物
的生态平衡，进而影响肠道免疫耐受功能，加重腹泻

症状［１１１２］。有数据证实ＩＬ２可通过促进了各亚型Ｔ
细胞活化而广泛参与机体各种炎性反应的发生发展

过程。有研究通过动物模型研究发现，葡萄球菌肠

毒素感染后动物体内 ＩＬ１０水平上调，这与本研究
结果基本一致，ＩＬ１０单抗可明显提升葡萄球菌肠毒
素注射小鼠的死亡率，ＩＬ１０是肠道黏膜重要的免疫
应答因子，其水平的不断提升可导致炎性反应的不

断扩大及延展。本研究结果发现大肠杆菌制备的胃

肠感染模型小鼠体内Ｔｈ１及Ｔｈ２细胞及其代表性因
子均产生了变化，这提示通过大肠杆菌制备的胃肠

感染模型小鼠体内并非单纯促炎／抗炎表现，亦并非
单纯的Ｔｈ１类细胞或 Ｔｈ２类细胞活化，而是产生了
混合型的免疫应答效应，且以 Ｔｈ２为代表的体液免
疫表现为主，这与国内研究结果相似［７］。

中医并无胃肠感染病名记载，其属于“腹泻、泄

泻”等范畴，外邪导致脏腑阴阳失调，痰瘀互结侵袭

肠腑而成此病，以腹痛、大便稀溏、疲乏等为主要临

床表现，“脾虚邪恋、湿热下注、肠道失固”是其主要

病机，因此攻补兼顾、寒温并行是治疗本病的关键。

乌梅丸是《伤寒论》中治疗蛔厥的经典方，由乌梅、

干姜、细辛、当归、桂枝、人参、黄柏、黄连、附子、花椒

等１０味中药组合而成［１３１４］。其中君药乌梅性平味

酸涩，入肺肠两经，有显著的收敛效应，并可涩肠道

生津；花椒、细辛、桂枝、附子、干姜散寒温中，黄连、

黄柏清热除烦、滋肾止渴，人参、当归益气补血活血，

调节脾胃之气而生血和血。现代药理研究显示，乌

梅丸有抗菌、消炎、抗变态反应的作用［１５２０］，同时还

有修复肠道黏膜以抑制有毒物质破坏肠道组织的作

用。整方寒热并用、补泻兼施、邪正兼顾。本研究结

果显示，加用乌梅丸的实验组小鼠在改善血细胞分

布、免疫应答、抑制炎性反应方面均有显著提升，这

提示乌梅丸确可效改善胃肠感染模型小鼠的胃肠传

输功能，其作用机制可能与介导机体的体液免疫为

主。
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