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实验性结肠炎大鼠树突状细胞表型的 

变化及黄芪多糖的作用 

戴佳原 高永健 朱峰 

【摘要】 目的 观察黄芪多糖 (APS)对2，4，6一三硝基苯磺酸 (TNBS)诱导的实验性结肠炎大鼠肠 

道炎症及树突状细胞 (DCs)的作用。方法 44只雄性sD大鼠用简单随机抽样法分为4组 (n=11)：空 

白对照组、TNBS模型组、APS治疗组、5一氨基水杨酸 (5-ASA)治疗组。除空白对照组外，其余 3组均给 

予TNBS灌肠造模。造模后第2天，APS治疗组和5-ASA治疗组分别给予APS(0．75 g·kg。。·d )和 

5-ASA(100 mg·kg～·d )灌胃治疗 10 d。治疗结束后处死大鼠取材。对大鼠结肠炎症进行评估，包 

括疾病活动指数 (DAI)评分、大体形态损伤评分、病理组织学评分和髓过氧化物酶 (MPO)活性测定； 

流式细胞仪检测DCs表面标志MHC II和CD86的表达。结果 APS治疗组较TNBS组大鼠的DAI评分 (P= 

0．007)、大体形态损伤评分 (P=0．017)、病理组织学评分 (P=0．016)均显著降低，MPO活性亦下降， 

但差异无统计学意义 (P=0．183)。TNBS模型组大鼠肠系膜淋巴结 DCs表面标志MHCⅡ和CD86的表达率 

较空白对照组 (P：0．005，P=0．008)、APS治疗组 (P=0．023，P=0．018)及 5-ASA治疗组 (P= 

0．017，P=0．013)均显著升高。结论 APS治疗可部分缓解TNBS诱导的大鼠实验性结肠炎，下调肠系 

膜淋巴结中活化的DCs。 
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【Abstract】 0bjective To investigate the effect of Astragalus polysaccharldes(APS)on 2，4，6-trinitro— 

benzenesulfonic acid(TNBS)-induced colitis in rats and on dendritic cells(DCs)in mesenterie lymph nodes． 

Methods Forty—four male Sprague—Dawley rats were randomly divided into four groups(n=1 1)using simple ran- 

dom sampling：normal control group，TNBS group，APS group，and 5-aminosalicylic acid(5-ASA)group．Exper— 

imental colitis was induced in rats by TNBS enema in the last three groups．Rats in APS and 5-ASA groups were 

treated by gavage with APS(0．75 g·kg一 ·d )and 5-ASA (100 mg·kg一 ·d一 )on the 10 consecutive 

days following TNBS administration．The rats were then sacrificed and the colonic inflammatory scores of rats were 

measured，including the scores of disease activity index(DAI)，macroscopic lesions，and histological damages， 

as well as the activity of myeloperoxidase(MPO)．The expressions of major his￡ocompatib y complex classⅡ 

(MHC II)and eostimulatory molecule CD86 on DCs were determined by flow cytometry．Results Compared with 

the TNBS group，APS group had significantly decreased scores of DAI(P=0．007)，macroscopic lesions(P= 

0．017)，and histological damages(P=0．016)．Moreover，its level of the activity of MPO dropped but without 

statistical significance(P=0．1 83)．TNBS group had significantly higher expressions of MHC II and CD86 mole— 

CHICS on DCs than the normal control group(P=0．005，P=0．008)，APS group(P=0．023，P=0．O18)，and 

5-ASA group(P=0．叭7，P=0．0 1 3)．Conclusion APS may attenuate TNBS-induced colitis in rats and down— 

regulate the activation of DCs in mesenteric lymph nodes． 
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Inflammatory bowel disease 

炎症性肠病 (inflammatory bowel disease，IBD) 

可能是遗传因素和环境因素共同作用导致肠道黏膜 

对肠道菌群免疫反应失常而引起的慢性非特异性炎 

症_lj，具体发病机制尚不清楚。树突状细胞 (den— 

dritic cells，DCs)是目前所知功能最强的抗原提呈 

细胞，在抗原富集的肠道环境中起着调节免疫应答 

的重要作用，这种调节功能缺陷可能导致 IBD。 

营养不良在 IBD患者中多见 ，营养支持是 

IBD的重要治疗手段之一 j。动物实验证实小剂量 

黄芪多糖(Astragalus polysaccharides，APS)对2，4，6一 

三硝基苯磺 酸 (2，4，6-trinitrobenzenesulfonic acid， 

TNBS)诱导的大鼠实验性结肠炎有一定治疗效 

果 J。本研究使用 TNBS诱导的大鼠 IBD模型，观 

察 APS对大鼠实验性结肠炎的疗效及肠系膜淋巴结 

中DCs表型的变化，旨在探讨 IBD的免疫学发病机 

制，为寻找一种新型的肠内营养添加剂应用于 IBD 

的治疗奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 试剂 

TNBS(Sigma公司，5％W／V水溶液，批号： 

128K5001)；APS(陕西森弗生物技术有限公司， 

纯度90％，批号：HQ090430)；5一氨基水杨酸 (5- 

aminosalicylic acid，5一ASA，美沙拉嗪，深圳康哲药 

业有限公司)。 

1．2 动物及分组 

雄性sD大鼠44只，6～8周龄，体重 180～220 g， 

由北京维通利华实验动物有限公司提供。动物于中 

国医学科学院阜外心血管病医院实验动物中心 SPF 

级实验室饲养，在实验前适应性饲养 1周，用简单 

随机抽样法分为4组 (n=11)：空白对照组、TNBS 

模型组、APS治疗组和5一ASA治疗组。每次实验每 

组各取 1只大鼠。 

1．3 结肠炎模型的建立和药物干预 

除空白对照组外，所有大鼠均根据 Morris等 的 

方法建立TNBS诱导的结肠炎模型。将TNBS 30 mg和 

50％乙醇溶液0．25 ml混合后注入大鼠肠道。造模后 

第2天，APS治疗组和5-ASA治疗组大鼠分别给予 

APS(0．75 g·kg～·d )和5-ASA(100 mg·kg～·d ) 

灌胃治疗10 d，空白对照组和TNBS模型组大鼠给予 

正常饮食。10 d后无菌取出大鼠肠系膜淋巴结，采 

集结肠组织，处死大鼠。本研究通过中国医学科学 

院阜外心血管病医院动物伦理中心审核批准。 

1．4 造模后大鼠结肠炎症情况评估 

根据Cooper等l6 的方法进行疾病活动指数 (dis． 

ease activity index，DAI)评分，由体重减轻百分比和 

大便情况的分数相加而得。取距大鼠肛门约3 em处 

结肠至回盲部结肠，根据 Wallace和 Keenan 标准 

进行大体形态损伤评分。取结肠组织 1 em，10％中 

性福尔马林固定，HE染色，根据 Sykes等 标准进 

行病理组织学评分。取距肛门约4 em处结肠组织约 

1 cm，一80Z冰箱保存，1周内检测髓过氧化物酶 

(myeloperoxidase，MPO)活性，以每克组织在 37℃ 

的反应体系中分解 1 mol的H 0 为 1个酶活力单 

位。进行DAI评分、大体形态损伤评分、病理组织 

学评分 、MPO活性测定的数据统计时均除外死亡组 

次的大鼠。 

1．5 肠系膜淋巴结中DCs表型的检测 

1．5．1 免疫磁珠分离 DCs 

无菌取出大鼠肠系膜淋巴结，制备单细胞悬液。 

根据 Brenan等 的方法，采用 MiniMACS(Mihenyi 

Biotec，德国)免疫磁性分离系统分离大鼠肠系膜 

淋巴结 DCs。共7个组次的大鼠进行了免疫磁珠分 

离 DCs。 

1．5．2 DCs表面标志 MHC U和 CD86的表达 

将分离后的细胞计数，每只大鼠细胞悬液分两 

管，各管分别加入 PE一0X62(serotec公司，英国)、 

FITC．MHC lI(eBioscience公司，美国)及 PE-0X62、 

FITC—CD86(eBioscience公 司，美 国)，然 后 4℃孵 

育30 min，1％多聚甲醛固定，24 h内流式细胞仪检 

测。 

1．6 统计学分析 

采用 SPSS 17．0统计软件，计量资料以均数 ± 

标准差表示，组问数据比较采用单因素方差分析， 

以P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 造模后一般情况 

大鼠在造模后第 1天均出现少动，皮毛不光滑， 

体重减轻，肛周皮毛被粪便污染，腹泻、血便等现 

象，第 3天时达到高峰。造模后有 6只大鼠死亡 

(TNBS模型组 3只，APS治疗组 2只，5一ASA治疗 
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组 1只)，这6只大鼠明显消瘦、腹部膨隆，解剖见 

距肛门约8 cm处结肠明显狭窄，与周围组织重度黏 

连。 

2．2 DAI评分 

所有造模大 鼠均出现体重减轻 ，TNBS模 型组、 

APS治疗组和 5．ASA治疗组与空白对照组相 比体重 

变化差异均有统计学意义 (P=0．019，P=0．027， 

P=0．033)，但 TNBS模型组与 APS和5一ASA治疗 

组间差异无统计学意义 (P=0．077，P：0．080)。 

10 d内TNBS模型组 DAI评分显著高于APS治疗组 

和5一ASA治疗组 (P=0．007，P=0．001)(表 1)。 

2．3 大体形态损伤及评分 

空白对照组大鼠结肠皱襞纹理清晰，黏膜光滑。 

TNBS模型组大鼠结肠可见 1～2处活动期溃疡，部分 

大鼠可见透壁性溃疡，肠壁节段性充血、水肿、增 

厚，结肠与周 围组织不同程度黏连。APS治疗组和 

5-ASA治疗组大体损伤评分较 TNBS模型组下降，且 

差异有统计学意义 (P=0．017，P=0．011)(表 1)。 

2．4 病理组织学改变及评分 

空白对照组大鼠结肠结构清晰，上皮完整，固有 

层杯状细胞丰富。TNBS模型组大鼠结肠全层普遍增 

厚，腺管扭曲，杯状细胞丢失，固有层增厚，有大量 

中性粒细胞、淋巴细胞浸润。APS治疗组和5-ASA治 

疗组较 TNBS模型组病理学评分有所下降 (P= 

0．016，P=0．001)，两治疗组间差异无统计学意义 

(P=0．274)(表 1)。 

2．5 结肠组织 MPO活性 

TNBS模型组 MPO活性显著高于空白对照组和 

5-ASA治疗组 (P=0．004，P=0．005)。APS治疗 

组 MPO活性较TNBS模型组有所下降，但两组间差 

异无统计学意义 (P=0．183)(表 1)。 

2．6 肠系膜淋巴结 DCs表面分子 MHC II和 CD86的 

表达 

空白对照组大 鼠 DCs表面分子 MHC 11和 CD86 

的表达率较低，TNBS模型组表达率均显著高于空 

白对照组 (P=0．005，P=0．008)。APS治疗组 

MHC II和 CD86表达率较 TNBS模型组明显降低 (P= 

0．023，P=0．018)，但仍高于空白对照组 (P= 

0．006，P=0．001)；5-ASA治疗组 MHC II和 CD86表 

达率较 TNBS模型组亦明显降低 (P=0．017，P= 

0．013)，高于空白对照组 (P=0．074，P=0．020) 

(表 2，图 1)。 

表 1 各组大鼠DAI、大体损伤、组织病理学评分及 MPO活性 (n=8， 4- ) 

Table 1 Scores of DAI，macroscopic damage，histological damage，and MPO activity in rats of four groups(n=8， ±5) 

注：DAI：疾病活动指数；MPO：髓过氧化物酶；TNBS：2，4，6-三硝基苯磺酸；APS：黄芪多糖；5-ASA：5-氨基水杨酸；与TNBS模型组比 

较， P<0．05， P<0．O1 

表 2 各组大鼠肠系膜 DCs表面分子MHC 11和 

CD86的表达率 (n=7，％， ±S) 

Table 2 Expression rates of MHC II and CD86 on DCs in 

rats offour groups(n=7，％， 4- ) 

注：DCs：树突状细胞；与 TNBS模型组 比较， P<0．05， P< 

3 讨论 

近年来，IBD的发病率呈上升趋势，其病因及 

确切的发病机制尚不清楚，免疫调节异常在其中占 

有重要地位。TNBS诱导的大鼠实验性结肠炎是一 

种细胞免疫法动物模型  ̈，目前已广泛应用于人类 

肠道病变免疫发病机制的研究。本研究中，TNBS造 

模大鼠在临床症状上出现腹泻、血便、体重下降； 

肠道组织的 MPO活性显著升高；肠道大体可见糜 

烂、溃疡、组织黏连；组织病理学可见肠壁坏死、 

炎性细胞浸润肠壁全层。以上结果均表明，本研究 

成功诱导了TNBS实验性结肠炎，炎症为急性损伤 

期。 

越来越多的研究证实，中药对 IBD的治疗有积 

极意义。黄芪是一种常用中药，含有多种生物活性 

物质，其中多糖的免疫活性尤为突出。本研究组之 
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注：A1～3：空白对照组；B1～3：TNBS模型组；C1～3：APS治疗组：D1～3：5-ASA治疗组；A1、B1、c1、D1：阴性对 

照 ；A2、B2、C2、D2：MHCⅡ；A3、B3、C3、D3：CD86 

图 1 各组大鼠肠系膜 DCs表面分子MHCII和CD86的表达率 

Fig 1 Expression rates of MHCⅡand CD86 On DCs in four groups 

前的研究结果表 明，剂量 为 0．5 g·kg～ ·d 的 

APS对肠道炎症有一定治疗作用，而 APS剂量为 

1．0 g·kg～·d 时则可轻度加重肠道炎症 J。本研 

究在之前研究 的基础上，选择 APS的治疗剂量 为 

0．75 g·kg～ ·d～，在结肠炎症急性期，可见大鼠 

的一般情况较 TNBS模型组好转，大体形态损伤评 

分、病理组织学评分及 MPO活性均较 TNBS模型组 

有所下降。笔者认为APS 0．75 g·kg～·d 对急性 

期大鼠实验性结肠炎有一定治疗作用，效果略优于 

0．5 g·kg～·d 的剂量。本研究选择5。ASA作为阳 

性对照，发现该组大鼠结肠炎症各项评分及 MPO活 

性均较TNBS模型组显著下降，且较 APS治疗组有 

所降低，提示5-ASA对大鼠实验性结肠炎急性期的 

治疗效果优于 APS。这说明在急性肠道免疫性炎症 

的治疗中5一ASA仍为一线药物，而 APS有望成为二 

线辅助治疗药物。 

肠道 DCs通过调节肠道天然和获得性免疫在保 

护肠黏膜屏障中发挥着重要作用。在抗原的刺激活 

化下，DCs从未成熟发育至成熟，发挥其抗原呈递 

功能，表面逐渐高表达 MHC II、CD86等标志物分 

子，诱发并加重肠道炎症。因此，检测这些表面分 

子的表达，可反映肠道免疫炎症反应的严重程度。 

另外，由于肠系膜淋巴结中大部分 DCs来源于肠道 

固有层，故对肠系膜淋巴结 DCs进行检测，能反映 

肠道 DCs的变化。本研究应用 Anti—rat(OX62)磁 

珠快速有效地分离大鼠肠系膜淋巴结中的DCs并进 

行分选后流式检测  ̈，结果显示 TNBS模型组大鼠 

DCs表面标志MHC II和CD86的表达率较空白对照组 
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均显著升高，提示DCs的成熟度增高且发挥了抗原呈 

递功能。给予 APS 0．75 g·kg一 ·d 后，MHC II和 

CD86的表达率较模型组下降，提示 APS发挥了免 

疫调节剂的作用，减弱了DCs的抗原呈递功能，抑 

制了体内过度激活的免疫反应，减轻了肠道的炎症 

损伤。作为治疗对照药物 5一ASA也具有同样的功 

效。以上结果表明，在肠道的炎症反应 中，DCs的 

确承担着重要的免疫调节作用，有望成为今后 IBD 

治疗的重要靶向分子。 

APS作为一种免疫调节剂 ，不 同剂量发挥的调 

节作用有所不同。国内研究 APS对红斑狼疮小鼠抗 

磷脂抗体影响的结果显示，APS 25 mg／kg组小鼠抗 

磷脂抗体水平比对照组升高，而50 mg／kg组小鼠的 

抗磷脂抗体水平比对照组显著降低_】 。骆殊等 

用浓度不等的APS体外刺激DCs，发现随剂量增加， 

APS刺激 DCs表面标志的表达逐渐增加 ，当 APS增 

加到一定剂量时，则下调其表面标志的表达，抑制 

DCs成熟和增殖。本研究组前期的研究结果证实不 

同剂量APS发挥的免疫调节作用不同 。本研究选 

用高纯度 (90％)的APS，治疗剂量下在体内发挥 

免疫调节作用，抑制了DCs活化及过度激活的免疫 

反应。 

IBD患者因摄食不足 、肠道吸收障碍 、能量消 

耗等常伴营养不 良。肠 内营养 (enteral nutrition， 

EN)在克罗恩病的诱导和维持缓解治疗中均有较好 

的作用。EN添加剂应用 于 IBD的治疗 目前 尚缺乏 

循证证据支持。特殊的 EN配方 (含谷氨酰胺、∞．3 

脂肪酸、转化生长因子-B等添加剂)与普通 EN配 

方相比，对活动期克罗恩病患者的结局无显著影 

响，我国克罗恩病营养治疗指南和规范中不推荐对 

活动期克罗恩病患者常规使用特殊 EN配方 。本 

研究证实，水溶性良好的中药 APS具有免疫调节作 

用 ，对大 鼠急性期实验性结 肠炎有一定 的治疗作 

用 ，有望在今后成为新型 EN添加剂应用于 IBD的 

治疗。 

综上所述 ，适 当剂量的 APS可 以通过调节肠道 

DCs抗原呈递的免疫功能，缓解 TNBS诱导的大鼠 

实验性结肠炎。 
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