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摘要： 目的　 研究复方芩柏颗粒剂对溃疡性结肠炎大鼠结肠组织中 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 表达的影响。 方法　 复合法 （三硝

基苯磺酸＋乙醇） 制备溃疡性结肠炎大鼠模型， 大鼠随机分为正常对照组、 模型组、 美沙拉嗪组 （５％ ） 及复方芩柏

颗粒剂高、 中、 低剂量组 （６％ 、 １２％ 、 ２４％ ）， 灌肠给药 ３ 周。 然后， 评估大鼠饮食量、 体质量、 结肠组织损伤程度，
ＥＬＩＳＡ 法测定血清中 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１７ 水平， ＨＥ 染色观察病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测结肠组织中 ＲＯＲγｔ、
Ｆｏｘｐ３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 复方芩柏颗粒剂组大鼠饮食量、 体质量、 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＩＬ⁃１７ 水平、 结

肠组织损伤程度显著改善 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 同时可调节 ＲＯＲγｔ ／ Ｆｏｘｐ３ 失衡， 并呈一定量效关系。 结论　 复方芩

柏颗粒剂对溃疡性结肠炎大鼠的治疗作用可能是通过调控 ＲＯＲγｔ ／ Ｆｏｘｐ３ 失衡， 从而下调 ＩＬ⁃１７ 表达来实现。
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　 　 溃疡性结肠炎是一种原因不明的慢性直肠和结肠炎性

疾病， 其发病率逐年提高， 但现代医学对其病因、 病理机

制尚不明确， 导致临床治疗缺乏特异性［１⁃３］ 。 中医药治疗溃

疡性结肠炎的临床报道很多， 均有一定疗效， 但对其作用

机理的探讨还不够深入， 难以系统的现代科学和微观角度

解释阐述， 从而使其可信度不足， 难以向社会推广［４⁃６］ 。
大多数溃疡性结肠炎发病与中医 “湿热” “气滞” “血

瘀” 等病机有关［７］ ， 在此思路的启发下， 课题组前期对古

方止痛如神汤进行化裁， 用具有清热利湿、 行气止痛、 化

瘀止血功效的复方芩柏颗粒剂保留灌肠治疗； 本实验基于

前期动物实验及十多年临床研究， 研究该制剂对溃疡性结

肠炎大鼠结肠组织中 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 表达的影响， 为进一

步探讨其作用机制提供依据［８］ 。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 雌雄各半， ６０ 只， 体

质量 （２２０±１０） ｇ， 由北京维通利华实验动物技术有限公

司提供， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃００１１，
动物质量合格证 １１４００７００２５４２５８， 适应性喂养 ２～３ ｄ。
１ ２　 模型建立［９］ 　 大鼠造模前禁食不禁水 ２４ ｈ， ５％ ＴＮＢＳ
与无水乙醇按 １ ∶ １ 体积配制成混合液。 实验时腹腔注射

１０％ 水合氯醛 （３ ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻醉大鼠， 将一直径 ２ ０ ｍｍ、
长约 １２ ｃｍ 的硅胶管用石蜡油润滑， 由肛门处轻缓插入大

鼠体内约 ８ ｃｍ， 按 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量对正常对照组、 造模组

大鼠分别缓慢注入生理盐水、 混合液， 提起尾部持续倒置

１０ ｍｉｎ 以使造模剂充分渗入肠腔内， 仰卧归笼， 保温灯照

射至大鼠自然苏醒， 自由饮食。 实验前随机抽取 １０ 只造模

大鼠， 颈椎脱臼法处死后取其结肠组织， 病理检查确认有

充血、 水肿、 溃疡形成等溃疡性结肠炎典型病理变化时可

认为造模成功。
１ ３　 试药及仪器　 复方芩柏颗粒剂 （湖南中医药大学第二

附属医院肛肠科自制）。 ＨＥ 染色试剂盒 （北京索莱宝科技

有限公司）。 ＥＬＩＳＡ 试剂盒、 ＤＡＢ 显色试剂盒 （武汉博士

德生物工程有限公司）； 多功能酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）； 逆转录试剂盒

（Ａ３５００）、 ｑＰＣＲ ｍｉｘ （ Ａ６００１） （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）；
ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３、 β⁃ａｃｔｉｎ 引物 ［生工生物工程 （上海） 股份

有限公司］； ＲＩＰＡ 蛋白裂解液 （ＣＷ２３３４Ｓ）、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒 （ＣＷ００１４Ｓ）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒

（ＣＷ００２２） （北京康为世纪生物科技有限公司）； 彩色预染

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司）； ＥＣＬ 发光检测试剂

盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， ３５０５５）； ＲＯＲγｔ 抗体 （ ｂｓ⁃
１０６４７Ｒ）、 Ｆｏｘｐ３ 抗体 （ｂｓ⁃０２６９Ｒ） （北京博奥森生物技术

有限公司）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， ａｂ８２２７）；
ＨＲＰ 标记的羊抗鼠二抗 （ＳＡ００００１⁃１）、 ＨＲＰ 标记的羊抗兔

二抗 （ＳＡ００００１⁃２） （武汉三鹰生物技术有限公司）。
２　 方法

２ １　 分组及给药　 正常对照组、 模型组、 美沙拉嗪组于造

模 ２ 周后开始分别以蒸馏水、 ５％ 美沙拉嗪混悬液各 ２ ｍＬ
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灌肠， 复方芩柏颗粒剂低、 中、 高剂量组分别以 ６％ 、
１２％ 、 ２４％ 药物混悬液各 ２ ｍＬ 灌肠。 各组每天给药 ２ 次，
连续 ３ 周。
２ ２ 指标检测

２ ２ １　 一般情况　 每天称取大鼠体质量， 观察大便性状，
检测便潜血， 评估疾病活动指数 （ＤＡＩ）， 公式为 ＤＡＩ ＝体

质量下降指数＋大便性状＋大便潜血。 评分标准见表 １。
表 １　 ＤＡＩ 评分标准

体质量下降率 ／ ％ 大便性状 大便出现情况 分数

＜１ 正常 正常 ０
１～４ ９９ 略松散 隐血阳性 １
５～１０ 松散 肉眼出血 ２
＞１０ 腹泻 血便 ３

２ ２ ２　 血清 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１７ 水平检测　 实验结束时麻醉大

鼠， 腹主动脉采血， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集血清液，
置－２０ ℃ 冰箱中保存备用， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１７
水平。
２ ２ ３　 结肠组织病理观察 　 选取大鼠结肠病变区组织，
１０％ 中性甲醛固定， 梯度脱水， 二甲苯透明， 石蜡包埋，
间断连续切 ５ μｍ 厚片， ＨＥ 染色， 脱水， 透明， 封片， 光

学显微镜下观察结肠组织病理改变。
２ ２ ４　 结肠组织中 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达检测 　 采用

Ｗｅｓｔｒｅｎ⁃ｂｌｏｔ 法。 取大鼠结肠组织， 于液氮中研磨至粉末

状， 提取组织总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白量， 取 ５０ μｇ 上样，
进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 转膜后封闭处理 １ ｈ， 加入一抗

ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １０００） 孵育过夜， 二抗 （１ ∶
３ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 暗室加 ＥＣＬ 化学发光剂于化学发光

仪成像， ＩＰＰ６ ０ 图像分析软件对图像进行信号分析， 计算

目的蛋白 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白比值。
２ ２ ５　 结肠组织中 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达检测 采用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 法。 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 超微量紫外分光光

度计检测浓度后将 １ μｇ 总 ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ， 以其为

模板采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒进行扩增， 操作均按照相应

试剂盒说明书进行。 ｑＰＣＲ 反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ，
９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃ 退火延伸 ３０ ｓ， 循环 ４０ 次， 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内标， ２－ΔΔＣｔ法计算 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 相对表达， 引物

由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序列见表 ２。
表 ２　 ＰＣＲ 引物序列

引物 正向（５′⁃３′） 反向（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ ＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＴ ＣＴＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧ
Ｆｏｘｐ３ ＧＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＴＧ ＴＴＣＣＡＧＡＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧ
ＲＯＲγｔ ＡＧＣＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴ ＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧ

２ ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用独立样本 ｔ 检验， 而多

组间比较前先进行方差齐性检验， 方差齐时采用 Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 检验， ＬＳＤ 法进行多重比较； 方差不齐时采用非参

数秩和检验， 先用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验比较总差异， 再用

Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验进行 ２ 组间比较。 另外， 计数资料采

用完全随机设计多样本比较的秩和检验。。
３　 结果

３ １　 复方芩柏颗粒剂对大鼠一般情况的影响　 正常对照组

大鼠反应灵活， 皮毛浓密有光泽， 饮食正常， 大便成形呈

褐色， 活动无明显异常改变； 模型组大鼠精神萎靡， 皮毛

易脱落， 轻微竖毛， 食量减少， 便质软， 有少量黏液或伴

有血便， 体重减轻； 给药组大较模型组有不同程度的改善。
图 １ 显示， 与正常对照组比较， 模型组大鼠 ＤＡＩ 评分显著

升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 复方芩柏颗粒剂组该评

分显著降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。

注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较，△Ｐ ＜

０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１

图 １　 各组大鼠 ＤＡＩ 评分

３ ２　 复方芩柏颗粒剂对 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１７ 水平的影响　 图 ２
显示， 与正常对照组比较， 模型组 ＴＧＦ⁃β１ 水平显著降低

（Ｐ＜０ ０１）， ＩＬ⁃１７ 水平显著升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比

较， 复方芩柏颗粒剂高、 中剂量组前者水平显著升高 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 后者水平显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈一

定量效关系。
３ ３　 复方芩柏颗粒剂对大鼠结肠组织病理变化的影响　 肉

眼显示， 正常对照组大鼠结肠纹理清晰， 无损伤； 模型组

大鼠结肠黏膜表面轻度充血、 水肿， 糜烂较局限， 偶可见

针尖样溃疡。 光镜下 （图 ３） 显示， 正常对照组大鼠结肠

各层组织结构完整清晰， 腺体排列整齐， 未见水肿、 溃疡

形成； 模型组大鼠结肠黏膜结构破坏严重， 部分区域黏膜

脱落， 腺体稀疏或缺失， 排列紊乱， 充血明显， 并有局灶

性出血， 细胞间质可见炎性细胞浸润广泛， 偶可见溃疡深

达肌层； 给药组大鼠实施情况均有不同程度的减轻， 部分

黏膜有浅表覆盖， 轻度水肿， 另一部分有肉芽组织增生，
形成瘢痕。
３ ４　 复 方 芩柏 颗 粒 剂对 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋 白 表 达 的 影

响　 图４ 显示， 与正常对照组比较， 模型组 ＲＯＲγｔ 蛋白表

达显著升高 （Ｐ ＜ ０ ０１）， Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达显著降低 （Ｐ ＜
０ ０１）， 两者比值明显失衡； 与模型组比较， 复方芩柏颗粒

剂组前者蛋白表达 （除低剂量组外） 显著降低 （Ｐ＜０ ０１），
后者蛋白表达及两者比值显著升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１），
并呈一定量效关系。
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注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１

图 ２　 各组 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１７ 水平

图 ３　 各组大鼠结肠组织病理变化 （ＨＥ 染色， ×１００）

３ ５　 复方芩柏颗粒剂对 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达的影

响　 图５ 显示， 与正常对照组比较， 模型组 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ
表达显著升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达显著降低

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 复方芩柏颗粒剂组前者 ｍＲＮＡ
表达显著降低 （Ｐ＜０ ０１）， 后者 ｍＲＮＡ 表达显著升高 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并呈一定量效关系。
４　 讨论

ＩＬ⁃１７ 是新近发现的一种重要的促炎症细胞因子， 具有

强大的促炎反应活性， 可通过增加细胞的通透性来促进其

他前炎症因子和趋化因子产生， 当它与受体结合后， 可诱

导活化 Ｔ 细胞和刺激成纤维细胞、 巨噬细胞和上皮细胞产

生多种促炎介质 （ ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８、 ＴＮＦ⁃α、 一氧化氮合

酶 ２、 单核细胞趋化蛋白⁃１ 等）， 并通过联系体内适应免疫

系统和固有免疫系统， 介导溃疡性结肠炎等免疫疾病的发

生发展过程［１０⁃１２］ 。 ＴＧＦ⁃β１ 可由多种白细胞和间质细胞分泌

产生， 是重要的免疫调节分子， 能通过调节特异性转录因

子 Ｆｏｘｐ３ 表达来影响 Ｔｒｅｇ 细胞分化， 并与维持外周 Ｔｒｅｇ 细

胞发育及功能活性密切相关， 是诱导 Ｔｒｅｇ 细胞生成所必需

的， 当外周淋巴器官中该信号受损时， Ｆｏｘｐ３ 表达减少，
Ｔｒｅｇ 抑制功能减弱， 最终导致自身免疫综合征［１３⁃１４］ 。 目前

认为， ＲＯＲγｔ 和 Ｆｏｘｐ３ 分别是控制 Ｔｈｌ７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞分化的特

异性转录因子， 其中前者在 Ｔｈｌ７ 细胞分化过程中呈持续表

达状态， 并控制 ＩＬ⁃１７ 表达过程； 后者在 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ
细胞分化过程中呈特异性高表达， 可调控 Ｔｒｅｇ 细胞分化发

育和功能， 该基因突变或敲除小鼠会导致 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ
细胞缺失或下降， 伴有功能缺陷， 诱发严重自身免疫

反应［１５⁃１６］ 。
复方芩柏颗粒剂及其制备工艺已于 ２０００ 年获得中华人

民共和国国家知识专利 （专利号 ＺＬ９４１１３１１４９）， 是在古方

止痛如神汤的基础上进行化裁， 主要由黄芩、 黄柏、 秦艽、
３１４１
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注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１

图 ４　 各组 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达

注： 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１

图 ５　 各组 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达

桃仁、 防风、 泽泻、 当归、 制大黄、 玄胡、 生地、 槟榔 １１
味中药组成， 方中黄芩、 黄柏清热燥湿； 大黄泻火解毒，
活血祛瘀； 当归、 生地补血活血； 桃仁活血祛瘀； 玄胡、
槟榔活血行气止痛； 防风、 秦艽胜湿止痛； 泽泻清热利湿，
诸药合用， 补泻并举， 泻中有补， 共奏清热利湿、 行气止

痛、 化瘀止血之功效， 主治与 “湿热” “气滞” “血瘀” 等

病机有关的疾病。 本实验发现， 复方芩柏颗粒剂能在一定

程度上改善溃疡性结肠炎大鼠症状， 其机制可能是通过上

调 ＴＧＦ⁃β１ 表达， 调控 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３ 的平衡， 进而下调

ＩＬ⁃１７ 表达， 从而改善炎症， 并呈一定剂量关系， 为其临床

推广应用提供实验依据。 但该方对溃疡性结肠炎的作用靶

点是否是多途径的尚不明确， 还需要作进一步研究。
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补肾益元方对运动性低血睾酮大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞睾酮合成酶的影响
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摘要： 目的　 探索补肾益元方对运动性低血睾酮大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞睾酮合成酶的影响。 方法　 采用逐级递增负荷跑

台方案建立运动性低血睾酮大鼠模型， ４０ 只大鼠随机分为空白组、 模型组、 淫羊藿提取物组 （０ ７０ ｇ ／ ｋｇ） 及补肾益

元方低、 高剂量组 （０ ３５、 ０ ７０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只。 透射电镜观察大鼠睾丸超微结构， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细

胞中胆固醇合成限速酶 （ＨＭＧ⁃ＣｏＡ 还原酶、 ＬＤＬ⁃Ｒ、 ＳＲ⁃ＢＩ）、 睾酮合成限速酶 （ ＣＹＰ１１Ａ１、 ＳｔＡＲ） 蛋白表达。
结果　 补肾益元方组大鼠在透镜下可见 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞个别线粒体轻度肿胀， 内质网扩张不明显， 血清睾酮值， 睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞 ＨＭＧ⁃ＣｏＡ 还原酶及 ＳｔＡＲ、 ＣＹＰ１１Ａ１ 蛋白表达较模型组显著升高 （Ｐ＜０ ０１）， 但 ＬＤＬ⁃Ｒ、 ＳＲ⁃ＢＩ 蛋白表达

无显著变化 （Ｐ＞０ ０５）。 结论　 补肾益元方可能通过运动性低血睾酮大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞内胆固醇和睾酮、 合成相关

酶来影响其血睾酮浓度。
关键词： 补肾益元方； 运动性低血睾酮； 睾丸； Ｌｅｙｄｉｇ 细胞； 睾酮合成酶
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　 　 运动性低血睾酮一直是竞技体育界最关心的问题， 长

时间高负荷运动训练能引起血睾酮水平下降， 进而导致体

能、 运动能力降低或产生疲劳［１］ ， 其主要原因是 ＨＰＧ 轴功

能的多个环节被抑制［２］ 。 目前， 在睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞水平层

面， 因 ＬＨ ／ ＣＧ 受体、 Ｐ４５０ＳＣＣ、 β２⁃肾上腺素受体等环节改

变引起睾酮降低均有报道， 但鲜有关注运动训练、 营养干
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