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摘 要:目的 探讨白花蛇舌草治疗2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的慢性肠炎小鼠的疗效。方法 将6~7周龄

ICR小鼠随机分为3组:对照组、TNBS组和白花蛇舌草组。TNBS组灌肠5% TNBS和无水乙醇1∶1混合液,1周1
次,共4次;白花蛇舌草组同TNBS组灌肠并每天灌胃白花蛇舌草水煎液(10g/kg)直至试验结束;对照组生理盐水灌

肠。4周后计算疾病活动指数(DAI),取各组小鼠结肠,石蜡包埋、切片和病理染色,定量PCR法检测IL-10、IL-12和IL-
17的表达,并行流式细胞术检测淋巴结中表达IL-17的细胞比例。结果 与对照组比较,TNBS组DAI显著升高(P<
0.05),结肠缩短(P<0.01),白花蛇舌草组DAI未见显著降低,但结肠长度恢复(P<0.01)。TNBS组肠壁组织结构

部分紊乱,炎性细胞浸润增多,黏蛋白分泌减少,而白花蛇舌草组相关指标均有一定改善。白花蛇舌草组结肠组织表达

的IL-10和IL-12在mRNA水平相比对照组是升高的(P<0.05),虽然与TNBS组比较差异无统计学意义,但白花蛇舌

草组肠系膜淋巴结的单核细胞群中IL-17+细胞的比例相比TNBS组是显著降低的(P<0.05)。结论 白花蛇舌草可

能通过下调单核细胞IL-17表达,抑制炎症,缓解TNBS诱导的肠炎。
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StudyontheefficacyofHedyotisdiffusaonmicewithTNBS-inducedchronicenteritis
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheefficacyofHedyotisdiffusaonmicewithchronicenteritisinduced
by2,4,6-trinitrobenzenesulfonicacid(TNBS). Methods ICRmiceaged6~7weekswererandomlydivided
intothreegroups:controlgroup,TNBSgroupandHedyotisdiffusagroup.IntheTNBSgroup,miceweregiv-
enenemasofamixtureof5%TNBSandabsoluteethanol(1∶1),onceaweek,4timesintotal.IntheHedyo-
tisdiffusagroup,MiceweregivenenemasasthoseinTNBSgroup,andalsotheyweregivenHedyotisdiffusa
decoction(10g/kg)dailyuntiltheendoftheexperiment.Inthecontrolgroup,micereceivednormalsalineen-
emas.Thediseaseactivityindex(DAI)wascalculatedafter4weeks.Colonsofmiceweretakenfromeach
group,embeddedinparaffin,sectionedandpathologicallystained.TheexpressionofIL-10,IL-12andIL-17
wasdetectedbyquantitativePCRandtheproportionofcellsexpressingIL-17inlymphnodeswasdetectedby
flowcytometry. Results Comparedwiththecontrolgroup,theDAIintheTNBSgroupsignificantlyin-
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creased(P<0.05),andthecolonsofmicewereshortened(P<0.01).Therewasnosignificantdecreasein
DAIintheHedyotisdiffusagroup,butthecoloniclengthwasrestored(P<0.01).IntheTNBSgroup,the
structureofintestinalwalltissuewaspartiallydisordered,theinfiltrationofinflammatorycellsincreased,and
thesecretionofmucindecreased.WhiletherelevantindexesintheHedyotisdiffusagroupwereimprovedto
someextent.Comparedwiththecontrolgroup,themRNAlevelsofIL-10andIL-12incolonictissuesofthe
Hedyotisdiffusagroupwerehigher(P <0.05),althoughtherewasnosignificantdifferencebetweenthe
HedyotisdiffusagroupandtheTNBSgroup.TheproportionofIL-17+cellsinmonocytepopulationofmesen-
tericlymphnodesintheHedyotisdiffusagroupwassignificantlylowerthanthatintheTNBSgroup(P <
0.05). Conclusion Hedyotisdiffusacaninhibitinflammation,andalleviateTNBS-inducedenteritisbydown
regulatingtheexpressionofIL-17inmonocytes.
  Keywords: 2,4,6-trinitrobenzenesulfonicacid;Crohn’disease;Hedyotisdiffusa;inflammatorycyto-

kines

  克罗恩病(crohn’sdisease,CD)是一种慢性肉芽

肿性肠道炎症性疾病(inflammatoryboweldisease,

IBD),多见于回肠末端和邻近结肠,口腔至肛门各段

消化道均可受累,呈节段性分布;以腹痛、腹泻、体重下

降为主要临床表现。CD患者病情常反复发作,迁延

不愈,严重影响生活质量。患者多为青壮年,发病高峰

年龄为18~35岁,男女患病率相近[1]。CD的发病机

制目前尚不明确,可能是遗传易感性、环境因素、肠道

菌群共同作用结果,最终导致异常的黏膜免疫反应[2]。
如有研究报道[3],细胞因子IL-12/23诱导的免疫细胞

异常发育与CD的发病密切相关。现常用于治疗CD
的药物有水杨酸类、糖皮质激素、免疫抑制剂及生物制

剂等,主要的作用是抑制炎症、调节免疫。但这些药物

副作用较大且疗效不明显,生物制剂等昂贵的医药费

用给患者带来很大的经济负担[4]。CD在中医学中尚

无某一病名与其完全相应,但古代医籍中的“腹痛”、
“泄泻”、“积聚”、“便血”、“肠痈”等病与其症状类似,近
现代中医大家亦将其归属于这几种病证。中医学认为

本病发病与感受外邪、饮食劳倦、情志内伤、脾胃虚弱

等因素密切相关,且应用辨证论治在治疗方面的确取

得很大成效[5-6]。炎症因子水平的降低是临床上肠道

炎症缓解的重要参考指标之一[7],利用中药治疗CD
的研究也发现治疗后有多种炎症因子水平的降低,如
胡志鹏[8]利用透脓散复方水煎液通过抑制 NF-κB通

路使TNBS诱导的CD小鼠血清中TNF-α、IL-6、IL-β
和IL-17水平明显降低,炎症反应得以缓解;张海洋

等[9]利用传统重要四君子汤对CD患者进行治疗,观
察发现IL-6、TNF-α和 MCP-1均显著降低,疾病症状

得到缓解;张萌等[10]利用参苓白术散合附子理中丸联

合西药治疗CD患者,也发现炎症反应减轻。以上研

究均表明传统中药在CD治疗中具有显著作用,继续

找寻新的中药治疗CD,将为其临床应用奠定基础。
白花蛇舌草是茜草科草本植物,全草入药,具有清

热解毒、利尿消肿、活血止痛、抗菌消炎和抗肿瘤等功

效,可用于治疗恶性肿瘤、胃肠炎、阑尾炎、泌尿系统感

染等[11]。已有研究报道其应用于治疗IBD中的溃疡

性结肠炎(ulcerativecolitis,UC),如张振芳等[12]利用

白花蛇舌草提取物治疗葡聚糖硫酸钠诱导的慢性UC
小鼠模型,发现治疗组IL-6和TNF-α水平显著降低,
肠炎症状减轻。TNBS灌肠是诱导大小鼠CD的常用

模型,因此本课题组用其研究白花蛇舌草治疗CD模

型小鼠的疗效,并从炎症因子角度探究白花蛇舌草用

于治疗CD的作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物和试剂 6~7周龄ICR雌性小鼠购买

自南京市江宁区青龙山动物繁殖场,许可证号:SCXK
(苏)2017-0001,饲养于22~25℃温度、50%~70%湿

度的清洁动物房。5%的TNBS水溶液购自上海吉至

生化科技有限公司,白花蛇舌草配方颗粒购买自华润

三九医药股份有限公司,粪便潜血检测试剂盒和髓过

氧化物酶(MPO)检测试剂盒购自南京建成生物工程

研究所,Trizol试剂购自美国LifeTechnologies公司,
流式抗体购自美国BioLegend公司,固定破膜试剂盒

购自美国BD公司,逆转录试剂盒和SYBRGreen试

剂均购自苏州近岸蛋白质科技股份有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 造模 将小鼠禁食过夜,称重后,按70μL/10
g体重,腹腔注射5%水合氯醛麻醉。按文献报道,待
小鼠麻醉后将一连有注射器的直径1.5mm的导管从

小鼠肛门插入约4cm[13],缓缓注入5%TNBS水溶液

和无水乙醇1∶1的混合液[14],并保持小鼠倒垂姿势1
min[15]。每周进行1次TNBS乙醇溶液灌肠,连续灌

肠4周。对照组小鼠同样麻醉后灌肠注入等体积生理

盐水。

1.2.2 白花蛇舌草治疗方案 白花蛇舌草配方颗粒

用灭菌蒸馏水溶解,第1次TNBS乙醇溶液灌肠后第
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2天开始每天灌胃200μL白花蛇舌草水溶液(生药量

10g/kg体重)[12],直至试验结束,TNBS组和对照组

灌胃等体积灭菌蒸馏水。

1.2.3 小鼠体重、粪便状况及便血情况 记录小鼠体

重、粪便状况、便血情况,并进行DAI评分参考文献计

算肠炎疾病活动指数(DAI)[16],小鼠体重根据变化赋

分:没有减轻为0分;体重减轻1%~5%为1分;体重

减轻5%~10%为2分;体重减轻10%~20%为3分;
体重减轻超过20%为4分。粪便根据性状赋分:正常

粪便为0分;粪便较软为1分;粪便湿软为2分;半稀

便为3分;稀便为4分。便血情况赋分:无便血为0
分;呈阳性为2分;纯便血为4分。DAI=(体重分数

+粪便性状分数+便血分数)/3,DAI从0(健康)到4
(最严重的结肠炎症状)分布。

1.2.4 结肠长度的测量 治疗结束后颈椎脱臼法处

死小鼠,分离小鼠盲肠末端到肛门段肠组织,量取肛门

直肠端至结肠盲肠交汇处的长度,并拍照记录。

1.2.5 结肠组织HE和AB-PAS染色 将结肠组织

用4%甲醛固定过夜,常规进行组织脱水、石蜡包埋、
切片,苏木精-伊红(HE)和阿利新兰-过碘酸雪夫氏

(AB-PAS)糖原染色,光学显微镜下观察切片,并拍照

记录。

1.2.6 结肠组织髓过氧化物酶活性检测 称量组织

后制备成5%组织匀浆液,按照MPO检测试剂盒说明

书依次加入反应试剂,显色后在OD460nm下检测吸

光度,并计算每克组织的 MPO酶活力单位。

1.2.7 流式细胞术检测IL-17+ 细胞和IFN-γ+ 比例

 无菌分离对照组、TNBS组和白花蛇舌草组的小鼠

肠系膜淋巴结,200目滤网上研磨获得单细胞悬液,

500g离心获得细胞沉淀,1640完全培养基调整细胞

浓度为2×106/mL。每1mL细胞悬液中加入佛波酯

(终浓度80nM)和离子霉素(终浓度1μg/mL)(Bio-
legend)及细胞因子阻断剂布雷非德菌素A(1μg/mL)
(BD),细胞培养箱中孵育6h。500g离心收集细胞沉

淀,100μL细胞染色液重悬细胞,加入荧光素FITC
标记的CD4单抗(Biolegend),4℃孵育20min后离

心洗涤,按照固定破膜试剂盒(BD)说明书步骤进行固

定破膜,然后加入荧光素PE标记的IL-17单抗和荧光

素APC标记的IFN-γ单抗(Biolegend),4℃孵育40
min后离心洗涤,上机检测IL-17+ 细胞和IFN-γ+ 细

胞比例。

1.2.8 定量PCR 称取约100mg小鼠结肠组织加

入1mLTRIzol进行匀浆研磨,按照试剂盒步骤说明

提取组织 RNA。将提取的 RNA进行逆转录成cD-
NA,以cDNA为模板进行定量PCR:每个PCR反应

体系内容如下:2×TaqMasterMix10μL,上下游引

物(引 物 序 列 见 表1)各1μL,cDNA 模 板1μL,

ddH2O7μL,一共为20μL体系,每个样本均设复孔。

PCR反应条件为:95℃预变性1min,95℃变性10s,

60℃退火10s,72℃延伸15s,45个循环。反应结束

后用LightCycler○R96SW1.1进行扩增曲线和溶解曲

线的分析,2-△△Ct法计算基因的相对表达水平。

表1 定量PCR引物列表

基因名称 上游引物序列(5′-3′) 下游引物序列(5′-3′) 产物长度(bp)

IL-10 GCTCTTGCACTACCAAAGCC CTGCTGATCCTCATGCCAGT 112
IL-17 CTCAGACTACCTCAACCGTTCC ATGTGGTGGTCCAGCTTTCC 141
IL-12P40 GGAAGCACGGCAGCAGAATA AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG 180
IL-12P35 CAATCACGCTACCTCCTCTTTT CAGCAGTCGAGGAATAATGTTTC 181
GAPDH GCACAGTCAAGGCCGAGAAT GCCTTCTCCATGGTGGTGAA 151

1.2.9 统计学方法 计量数据用(췍x±s)表示,用

GraphPadPrism5.0进行单因素方差分析和 Tukey
检验进行组间差异的统计分析,P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 白花蛇舌草灌胃恢复TNBS诱导的CD小鼠的

结肠长度和改善病理损伤情况 经过4周每周1次的

TNBS乙醇溶液灌肠,TNBS组和白花蛇舌草组的小

鼠体重、粪便状况、便血情况均受到影响,比较各组

DAI指数有显著差异(F=4.563,P =0.043),其中

TNBS组与对照组相比,DAI评分显著升高(P <

0.05),白花蛇舌草灌胃后有所降低,但并不显著(图

1A)。进一步检测结肠长度,各组结肠长度显著不同

(F=11.860,P=0.001),TNBS组小鼠的结肠长度

明显缩短(P <0.01),白花蛇舌草灌胃后,结肠长度

相比TNBS组有所恢复(P <0.01)(见图1B、见图

1C)。进一步对小鼠结肠组织进行病理检测,HE染色

结果显示对照组小鼠结肠的肠壁结构完整,腺体排列

整齐规律,未见明显炎性细胞浸润(见图1D左边),

AB-PAS染色结果显示腺体分泌大量黏蛋白,分泌功

能良好(见图1E左边);TNBS组的小鼠结肠组织的肠

壁和腺体结构不规则,有炎性细胞浸润(见图1D中
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间),腺体分泌的黏蛋白减少(见图1E中间);白花蛇舌

草组的小鼠结肠组织病变情况相比 TNBS组有所减

轻,肠壁和腺体结构基本完整规则,但与对照组相比有

一定萎缩,有少量炎性细胞浸润(见图1D右边),腺体

分泌的黏蛋白分泌也增多(见图1E右边)。这些结果

说明白花蛇舌草可以部分缓解TNBS对结肠组织结构

和功能的损害,抑制炎性细胞浸润。

A:DAI评分的统计分析;B:分离出的结直肠照片;C:结直肠长度的统计分析;D:结直肠

组织 HE染色(200×);E:结直肠组织AB-PAS糖原染色(200×)。*P<0.05,**P<0.01。

图1 白花蛇舌草灌胃部分恢复TNBS造模小鼠结肠组织损伤情况

2.2 白花蛇舌草灌胃促进TNBS诱导的CD小鼠结

肠组织IL-10表达 检测结肠组织细胞因子 mRNA
表达水平,各组IL-17的表达水平未见明显差异(见图

2A),IL-12p40亚基(F =3.932,P =0.037)、IL-12
p35亚基(F =19.800,P <0.001)和IL-10(F =
3.535,P=0.049)的表达有显著差异。其中IL-12的

表达在白花蛇舌草组是升高的(P<0.05),白花蛇舌

草灌胃不能降低IL-12表达(见图2B、图2C)。另一方

面免疫抑制因子IL-10的表达水平在白花蛇舌草组也

显著升高,高于对照组(P <0.05),但与TNBS组相

比,升高不显著(见图2D)。

A:IL-17mRNA相对表达水平;B:IL-12p40mRNA相对表达水平;C:IL-12p35mRNA
相对表达水平;D:IL-10mRNA相对表达水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图2 定量PCR检测结肠组织细胞因子相对表达水平
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2.3 白花蛇舌草灌胃后单核细胞群IL-17表达减少

 本课题组检测了结肠组织 MPO活性,但未发现各

组间差异有统计学意义,见图3A。本研究同时检测了

淋巴结中表达IFN-γ和IL-17的细胞比例(即IFN-γ+

和IL-17+细胞比例),发现各组淋巴结中IFN-γ+细胞

比例约为5%(见图3B),差异无统计学意义(P >
0.05);对细胞分群分析,也未发现各组淋巴细胞群或

单核细胞群中IFN-γ+细胞比例有明显差异(结果未显

示)。IL-17+细胞的比例在各组间也未发现显著差异

(见图3C),但进一步对细胞分群分析,发现在淋巴细

胞群IL-17+细胞比例低且各组间没有差异(结果未显

示),而在单核细胞群,IL-17+细胞比例高,各组差异有

统计学意义(F=16.260,P=0.002),且白花蛇舌草

组IL-17+细胞比例相比TNBS组差异有统计学意义

(P<0.01)(见图3D、图3E)。

A:结肠组织 MPO活性检测的统计图;B:流式细胞术检测淋巴结中IFN-γ+细胞

比例的数据统计图;C:流式检测淋巴结中IL-17+细胞比例的数据统计图;流式检测

单核细胞群IL-17+细胞比例的代表流式图D和数据统计图E。

图3 MPO及肠系膜淋巴结中表达炎症因子的细胞的检测结果

3 讨论

本研究对TNBS诱导的CD模型小鼠进行白花蛇

舌草水煎液灌胃治疗,通过检测小鼠结肠长度、DAI评

分情况、组织病理以及结肠相关组织炎症因子表达等

情况来探究白花蛇舌草对TNBS诱导的CD模型小鼠

的治疗效果。本研究发现白花蛇舌草治疗未能显著降

低肠炎疾病的DAI评分,但能部分恢复TNBS诱导的

CD模型小鼠的结肠长度和改善其结肠组织病理损伤

情况。TNBS这种半抗原通过结合结肠组织相关蛋白

诱导IL-12介导的 Th1型透壁性结肠炎,类似人的

CD[15];另外已有文献报道IL-17在TNBS诱导的肠炎

模型中表达升高而IL-10表达降低[17]。本研究检测肠

道组织中这几种细胞因子的表达,发现结肠组织IL-12
的两个亚基p40和p35在TNBS组和白花蛇舌草组表

达升高;白花蛇舌草治疗未能降低炎症因子IL-12的

表达,但有促进抑炎因子IL-10表达的趋势,而IL-10
信号通路受损是肠道炎症发生的关键[18]。虽然结肠

组织IL-17的mRNA水平在三组间未见显著差异,但
肠系膜淋巴结中表达IL-17的单核细胞是显著降低

的,作为抗原提呈细胞所在群,其IL-17表达的降低,
有利于减少炎症性Th细胞的产生。所以白花蛇舌草

可能通过降低单核细胞IL-17的表达来缓解肠道炎症

损伤。
白花蛇舌草治疗肠炎的疗效已有研究报道,如张

振芳等[12]在葡聚糖硫酸钠诱导的 UC小鼠模型中的

研究发现,白花蛇舌草乙醇提取物可能是通过降低了

促炎因子IL-6和TNF-α的表达,进而治疗炎症性肠

病、抑制肠组织异常增生。本研究则是在TNBS诱导

的CD模型小鼠中进行白花蛇舌草疗效的研究,发现

白花蛇舌草通过可能通过抑制单核细胞炎症因子IL-
17的表达,起到缓解结肠炎症的作用。

目前对白花蛇舌草的抗炎机制还缺少研究,例如

白花蛇舌草是否通过调控 NF-κB这一经典炎症因子

信号通路来调节炎症因子的表达,还是通过其它信号
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通路起作用,尚需进一步研究揭示。综上所述,白花

蛇舌草对小鼠CD型的慢性肠道炎症有缓解作用,可

能通过抑制单核细胞促炎因子IL-17的表达来发挥抗

炎效应,改善结肠组织病理损伤,促进肠黏膜修复。
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