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穿心莲内酯对溃疡性结肠炎患者外周血
单个核细胞 IL - 23 / IL - 17 轴的影响

朱 　 琴 　 束 　 龙 　 冯玉良 　 郑培奋

摘 　 要 　 目的 　 研究穿心莲内酯对溃疡性结肠炎(UC)患者外周血单个核细胞 IL - 23 / IL - 17 轴的调控作用,以探讨其治疗

UC 的可能作用机制。 方法 　 提取溃疡性结肠炎患者外周血单个核细胞,培养后处理分成空白对照组、低浓度穿心莲内酯(10μg /
mlAG)组、中浓度穿心莲内酯(20μg / mlAG)组、高浓度穿心莲内酯(30μg / mlAG)组。 基于 IL - 23 / IL - 17 轴,ELISA 法检测 IL -
23 浓度、Western blot 法检测 Th17 细胞相关转录因子 ROR - γt 表达水平、流式细胞法检测 Th17 ( CD4 + IL - 17 + ) 细胞亚群占

CD4 + T 细胞比例及 ELISA 法检测下游促炎性细胞因子 IL - 17A 水平。 结果 　 与空白对照组比较,低、中、高浓度穿心莲内酯均

能降低 UC 患者 IL - 23 水平(P = 0. 000),降低 Th17 细胞亚群的比例(P = 0. 000)、Th17 细胞相关转录因子 ROR - γt 表达水平

(P = 0. 000)及相关促炎性细胞因子 IL - 17A 水平(P = 0. 000),并且呈剂量依赖效应。 结论 　 穿心莲内酯通过下调 IL - 23 / IL -
17 轴,即下调 IL - 23 水平,抑制 Th17 细胞分化,从而减少下游促炎性细胞因子的释放,起到抑制 UC 炎性反应的作用。

关键词 　 溃疡性结肠炎 　 IL - 23 / IL - 17 轴 　 穿心莲内酯
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Effect of Andrographolide on the Levels of IL - 23 / IL - 17 Axis in Peripheral Blood Mononuclear Cells from Ulcerative Colitis Patients. 　

Zhu Qin, Shu Long, Feng Yuliang, et al. Zhejiang Hospital, Zhejiang 310013, China
Abstract　 Objective　 To explore the effects of andrographolide on IL - 23 / IL - 17 axis of peripheral blood mononuclear cells from

·04·

　 ·论　 　 著· J Med Res,November 2021,Vol. 50 No. 11　 　



UC patients. Methods　 Peripheral blood mononuclear cells were isolated from patients with ulcerative colitis and treated with various con-
centrations of andrographolide (0,10,20 and 30μg / ml) . Based on the IL - 23 / IL - 17 axis, the concentration of IL - 23 was detected by
ELISA, the expression level of Th17 cell - related transcription factor ROR - γt was detected by Western blot. The subpopulation of Th17
(CD4 + IL - 17 + ) cells was detected by flow cytometry,and the level of downstream pro - inflammatory factor IL - 17A were detected by
ELISA. Results　 Compared with the control group, the low, medium and high concentrations of andrographolide couldreduce IL - 23 lev-
els in patients with UC(P = 0. 000), reduce the proportion of Th17 cell subsets(P = 0. 000), and Th17 cell - related transcription factors
ROR - γt(P = 0. 000), and the level of downstream pro - inflammatory factor IL - 17A(P = 0. 000), which showed a dose - dependent
effect. Conclusion　 We demonstrated that andrographolide inhibited the activity of IL - 23 / IL - 17 axis and down - stream pro - inflam-
matory factors so as to suppress inflammation response, resulting in the relieving of UC.

Key words　 Ulcerative colitis; IL - 23 / IL - 17 axis; Andrographolide

　 　 溃疡性结肠炎 ( ulcerative colitis,UC) 是一种慢

性、非特异性肠道炎性疾病。 据报道,近年来在我国

的发生率呈明显的上升趋势,其好发于青壮年,病程

迁延、易复发,给家庭、社会带来巨大的负担 [1] 。 目

前 UC 治疗的主要药物仍存在不良反应多、耐药、及
价格昂贵的缺点。

UC 的发病机制目前尚不明确,但普遍认为与遗

传易感宿主对肠道菌群的免疫应答失常有关。 目前

研究表明,IL - 23 / IL - 17 轴在 UC 的发病机制中可

能处于重要地位。 肠道炎症时,肠道细菌抗原可刺激

肠道内专职抗原递呈细胞,促使其分泌 IL - 23 等前

炎性细胞因子,初始 CD4 + T 细胞在其作用下,经

STAT3 通路激活控制辅助性 T 细胞 17 分化的关键转

录因子———视黄酸相关孤核受体(ROR - γt),促进 T
细胞分化为 Th17 细胞,并诱导编码 IL - 17 基因表

达,使 Th17 细胞特征性分泌 IL - 17。 IL - 17 具有强

大的募集和激活嗜中性粒细胞的能力,刺激成纤维细

胞、内皮细胞、巨噬细胞和上皮细胞分泌 TNF - α、
IL - 1β、IL - 6 等多种促炎性细胞因子。 在正常肠道

环境中,Th17 细胞的主要作用可能是保护性的,而在

UC 的发病机制中,高表达的 IL - 23 激活了 IL - 17
的致病性,造成肠道严重的组织损伤 [2,3] 。

穿心莲内酯是穿心莲的提取物及主要有效成

分,分子式为 C20H30 O5 。 笔者进行的前期动物实验

发现,穿心莲内酯能够抑制 IL - 23 / IL - 17 轴,降低

TNBS 结肠炎小鼠疾病活动指数评分,促进肠道黏

膜修复 [4] 。 然而穿心莲内酯对 UC 患者 IL - 23 /
IL - 17轴的影响尚未完全阐明。 本研究利用 UC 患

者外周血单个核细胞 ( peripheral blood mononuclear
cells,PBMCs) ,通过体外细胞实验,探讨穿心莲内酯

对 IL - 23 / IL - 17 轴的调控作用及治疗 UC 的作用

机制,为探索 UC 治疗的新策略提供线索和 理 论

依据。

对象与方法

1. 主要试剂:穿心莲内酯 ( andrographolide,AG)
购自美国 Sigma - Aldrich 公司;人淋巴细胞分离液购

自加拿大 Cedarlane 公司;RPMI - 1640 购自美国 Hy-
Clone 公司;人 IL - 23 酶联免疫分析试剂盒、人 IL -
17A 酶联免疫分析试剂盒购自中国 Bioswap 公司;an-
ti - CD4 - FITC、anti - IL - 17 - PE 购自美国 BioLeg-
end 公司;ROR - γt 抗体购自英国 Abcam 公司;抗

GAPDH 购自美国 Cell Signaling Technology 公司;HRP
标记抗体购自碧云天生物技术有限公司;流式细胞仪

(Accuri C6)购自美国 Bio - Rad Laboratories 公司。
2. 研究对象:获取知情同意后,30 例来自浙江医

院消化内科的 UC 患者进入了研究。 所有 UC 的诊断

均根据临床特征、结肠镜、影像学、手术及病理的结

果,符合 2012 年中华医学会消化病学分会制定的诊

断标准。 所有受试者均采集静脉血样本 20ml。 本研

究方案通过浙江医院医学伦理学委员会审核批准

[2015(10K)号],入组患者均签署了知情同意书。
3. 外周血单个核细胞 ( peripheral blood mononu-

clear cells, PBMCs) 获取: 将 2ml 新鲜 血 样 本 转 入

10ml 无菌离心管中,加入 2ml PBS 溶液稀释,轻轻混

匀;加入 4ml 人淋巴细胞分离溶液。 然后将稀释的血

液 4ml 轻轻加到离心管的淋巴细胞分离液上层;
2000r / min 离心 20min,PBMC 所在细胞层为白色。 用

移液器将该层细胞吸取在另一干净无菌的 10ml 离心

管中。 1500r / min,10min 离心后去掉上清,再加入

PBS 至 5ml,进行相同操作的清洗 3 次;加入 1ml RM-
PI - 1640 完全培养基重悬细胞,即得单核细胞悬液。

4. 细胞培养及分组处理: PBMCs 细胞采用含

10% 胎牛血清,1% 双抗(青链霉素混合液)的 RMPI -
1640 培养液,置于 37℃ ,5% CO2 的培养箱中进行培

养。 显微镜下观察其为悬浮细胞,台盼蓝染色活细胞

率达 95% 以上。 PBMCs 细胞按照每孔 100 万的密度

·14·

　 　 医学研究杂志 　 2021 年 11 月 　 第 50 卷 　 第 11 期 ·论　 　 著·　



铺入 12 孔板中。 将提取的每份 PBMCs 细胞再分成 4
份,分别处理。 其中空白对照组: PBMC 细胞加入

DMSO 培养; 低浓度穿心莲内酯(10μg / mlAG)组、中
浓度穿心莲内酯 (20μg / mlAG)组、高浓度穿心莲内

酯(30μg / mlAG)组分别加入相应浓度的穿心莲内酯

处理 48h。 处理后的 PBMCs 细胞分别进行 ELISA、流
式细胞检测及 Western blot 法检测。

5. ELISA 法检测细胞培养液中 IL - 23 和 IL -
17A 浓度:应用双抗体夹心法测定细胞培养液中 IL -
23 和 IL - 17A 浓度。 用纯化的人 IL - 23 和 IL - 17A
抗体分别包被微孔板,制成固相抗体,往包被单抗的

微孔中分别依次加入 IL - 23 和 IL - 17A,再与 HRP
标记的 IL - 23 和 IL - 17A 抗体结合,形成抗体 - 抗

原 - 酶标抗体复合物,经过彻底洗涤后加底物 TMB
显色。 TMB 在 HRP 酶的催化下转化呈蓝色,并在酸

的作用下转化呈最终的黄色。 颜色的深浅和样品中

的 IL - 23 和 IL - 17A 呈正相关。 用酶标仪在 450nm
波长下测定吸光度(A)值,通过标准曲线计算样品中

IL - 23 和 IL - 17A 浓度。
6. 流式细胞法检测 Th17(CD4 + IL - 17 + )细胞亚

群占 CD4 + T 细胞比例:将单核细胞悬液进行细胞计

数;以 1000r / min 离心 10min,弃上清,沉淀用 RMPI -
1640 培养基重悬;用 RMPI - 1640 培养基调整待检测

细胞浓度为 0. 5 × 105 个 / 毫升,接种于 24 孔板中,加
入佛波醇乙酯( PMA)100ng / ml,离子霉素 1μg / ml 和
蛋白质转运抑制剂莫能菌素 1μg / ml,之后放入 37℃
5% CO2 的细胞培养箱中培养 4h;用 anti - CD4 -
FITC 标记 4℃ 1h;孵育结束后,预冷 PBS 洗涤两次后

加 500μl 4% 多 聚 甲 醛 PBS 溶 液 固 定, 避 光 放 置

20min,300 × g,离心 5min,沉淀细胞用 0. 1% PBS -
Triton 溶液破膜,避光放置 10min,离心弃上清。 用

anti - IL - 17 - PE 进行标记。 流式细胞仪检测各细

胞亚群比例。 CD4 + IL - 17 + 为 Th17 细胞。
7. Western blot 法检测 Th17 细胞相关转录因子

ROR - γt 表达水平:将培养的 PBMC 细胞从培养箱中

取出,吸去培养液,适量预冷的 1 × PBS 洗涤 2 次,吸
去 PBS,加入含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的裂解液,
4℃充分裂解细胞,将细胞刮入 1. 5ml EP 管中,95℃
以上加热 10min,12000 × g 离心 10min,取上清,进行

蛋白质定量后贮存于 - 80℃ 冰箱。 BCA 法蛋白定

量。 SDS - PAGE 电泳:取蛋白上样量 80μg,再加 1 / 4
总体积的蛋白上样缓冲液,最后用 RIPA 补齐至总体

积相等 (20μl),混匀后沸水煮 5min。 上样,接通电

源,80V 电泳至分离胶 120V 电泳。 半干式转膜 25V
转膜 30min。 封闭:5% 脱脂奶粉室温封闭 1h 或 4℃
过夜。 一抗:ROR - γt 1∶ 1500,GAPDH1∶ 2000 稀释抗

体,抗体加入封闭液中稀释到所需浓度,室温孵育 2h
或 4 ℃孵育过夜。 二抗:孵育一抗的膜用 TBST 洗涤

3 次,每次 5min。 随后根据用量,按照 1 ∶ 1000 稀释

HRP 标记的二抗,37℃ 孵育 1h。 用 TBST 洗涤 3 次,
每次 5min。 ECL 化学发光检测。

8. 统 计 学 方 法: 采 用 GraphPad Prism ( version
6. 0)统计学软件对数据进行统计分析。 符合正态

分布的实验数据以均数 ± 标准差( x ± s)表示,多组

间比较采用单因素方差分析 ( One - way ANOVA) ,
组间两两比较采用 LSD - t 检验;不服从正态分布采

用非参数的秩和检验,以 P < 0 . 05 为差异有统计学

意义。
结 　 　 果

通过检测比较 UC 空白对照组与低、中、高浓度

穿心莲内酯组 IL - 23 浓度、Th17 细胞相关转录因子

ROR - γt 表达水平、Th17 细胞亚群的比例及下游促

炎性细胞因子 IL - 17A 水平,研究穿心莲内酯对 UC
患者 PBMCs IL - 23 / IL - 17 轴的调控作用。

1. 穿心莲内酯(AG)对 UC 患者 PBMCs 分泌IL -
23 和 IL - 17A 的作用:ELISA 检测空白对照组、低浓

度穿心莲内酯 (10μg / mlAG)组、中浓度穿心莲内酯

(20μg / mlAG)组、高浓度穿心莲内酯 (30μg / mlAG)
组细胞培养液中 IL - 23 和 IL - 17A 浓度。 与空白对

照组比较,低、中、高浓度穿心莲内酯组的 IL - 23 和

IL - 17A 浓度均明显下降(P = 0. 000),且呈穿心莲

内酯剂量依赖效应(表 1、图 1)。

表 1　 各组 UC 患者细胞培养液中 IL - 23 和

IL - 17A 浓度( x ± s,ng / L)

组别 n IL - 23 IL - 17A
空白对照组 30 632. 33 ± 42. 92 125. 78 ± 3. 90

低浓度穿心莲内酯组 30 528. 26 ± 20. 21 102. 30 ± 7. 93
中浓度穿心莲内酯组 30 447. 88 ± 13. 51 75. 14 ± 4. 58
高浓度穿心莲内酯组 30 363. 08 ± 31. 32 58. 24 ± 2. 27

F / χ2 - 84. 952 31. 890
P - 0. 000 0. 000

　 　 2. 穿心莲内酯对 UC 患者 Th17 细胞亚群 / CD4 +

T 细胞比例的作用:空白对照组 Th17 ( CD4 + IL -
17 + )细 胞 亚 群 占 CD4 + T 细 胞 比 例 为 16. 17% ±
0. 45% 。 与空白对照组比较,低浓度穿心莲内酯组
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图 1　 穿心莲内酯(AG)对 UC 患者 PBMCs 分泌 IL - 23 和 IL - 17A 的作用

A. 空白对照组与低、中、高浓度穿心莲内酯组 IL - 23 浓度比较;B. 空白对照组与低、中、高浓度穿心莲内酯组 IL - 17A 浓度比较。

与空白对照组比较,∗ P = 0. 000;与低浓度穿心莲内酯组比较,#P = 0. 000;与中浓度穿心莲内酯组比较,ΔP = 0. 000

(10. 13% ± 0. 37% )、中浓度穿心莲内酯组(7. 22% ±
0. 67% )、高浓度穿心莲内酯组(4. 51% ± 0. 18% )的

Th17(CD4 + IL - 17 + ) 细胞亚群占 CD4 + T细胞比例

均降低,差异均有统计学意义 ( F = 382. 832,P 均为

0. 000),且不同浓度穿心莲内酯组间呈剂量依赖效应

(P = 0. 000),详见图 2。

图 2　 穿心莲内酯对 UC 患者 Th17 细胞亚群 / CD4 + T 细胞比例的作用

A. 流式细胞法检测结果;B. 各组 PBMCs 中 Th17(CD4 + IL - 17 + )细胞亚群占 CD4 + T 细胞比例。

Th17 细胞(CD4 + IL - 17A + 细胞) :右上象限,CD4 + T 细胞:右上及右下象限。 与空白对照组比较,
∗ P = 0. 000;与低浓度穿心莲内酯组比较,#P = 0. 000;与中浓度穿心莲内酯组比较,ΔP = 0. 000

　

　 　 3. 穿心莲内酯对 UC 患者 PBMCs 中 Th17 细胞

相关转录因子 ROR - γt 表达水平的作用:与空白对

照组比较,低、中、高浓度穿心莲内酯组 ROR - γt 表
达水平显著降低(P = 0. 000);不同浓度穿心莲内酯

组 ROR - γt 表达水平呈剂量依赖效应(P = 0. 000),
详见表 2、图 3。

讨 　 　 论

溃疡性结肠炎的病因和发病机制尚未完全阐明,

表 2　 各组 UC 患者 PBMCs 中 Th17 细胞相关

转录因子 ROR - γt 表达水平( x ± s)

组别 n ROR - γt / GADPH 比例

空白对照组 30 0. 74 ± 0. 11
低浓度穿心莲内酯组 30 0. 45 ± 0. 07
中浓度穿心莲内酯组 30 0. 29 ± 0. 12
高浓度穿心莲内酯组 30 0. 16 ± 0. 03

F - 22. 955
P - 0. 000
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图 3　 穿心莲内酯对 UC 患者 PBMCs 中 ROR - γt 水平的作用

A. Western blot 法检测结果图;B. 各组 ROR - γt / GADPH 比例。 与空白对照组比较,∗ P = 0. 000;

与低浓度穿心莲内酯组比较,#P < 0. 05;与中浓度穿心莲内酯组比较,ΔP < 0. 05

　

但免疫应答失常在 UC 发病中十分关键。 目前已证

实,促炎性细胞因子包括肿瘤坏死因子 TNF - α、IL -
1β 和 IL - 6 等与 UC 的发病密切相关 [5] 。 IL - 23 /
IL - 17 轴已报道可调节促炎性细胞因子 TNF - α、
IL - 1β 和 IL - 6,因此在 UC 的发病中可能起关键作

用 [3,6] 。 有研究证明,UC 患者肠道黏膜中 IL - 23R、
IL - 17 的 mRNA 表达增加,并且与 UC 患者疾病活动

度评分呈正相关 [7] 。 Zhang 等 [8] 研究发现,IL - 17R
敲除或 IL - 17R IgG 处理后的小鼠与野生型小鼠比

较,对 2,4,6 - 三硝基苯磺酸( TNBS)引起的结肠炎

有更强的抵抗力。 Elson 等 [9] 研究发现,抗 IL - 23 亚

基 p19 的抗体可降低肠道中促炎性细胞因子的表达,
从而导致 Th17 细胞凋亡并抑制肠道炎症。 这些研究

均表明了 IL - 23 / IL - 17 轴在 UC 发病中的重要

作用。
目前临床治疗 UC 的药物主要包括 5 - 氨基水杨

酸、糖皮质激素、免疫抑制剂和单克隆抗体等,但存在

不同程度的不良反应(如骨髓肝脏毒性、增加感染风

险)及耐药性等问题,且价格昂贵,给患者家庭及我

国医保系统带来较大经济负担 [10,11] 。 因此,研发具

有自主知识产权的抗 UC 药物,具有重要的临床及经

济价值。
穿心莲属爵床科植物,临床常用于治疗肠道腹泻

及呼吸道感染性疾病,其中药汤剂在 UC 的临床治疗

中也取得了良好疗效。 穿心莲内酯是穿心莲的主要

有效成分。 目前穿心莲内酯治疗脓毒血症、脑膜炎、
急性肺损伤等的研究结果提示其具有良好的抗氧化

及抗炎作用 [12 ~ 16] 。 本课题组一直致力于 UC 发病机

制及治疗方面的研究,前期动物实验中,笔者所在团

队利用 TNBS 诱导的溃疡性结肠炎小鼠模型,研究结

果显示,穿心莲内酯能下调 IL - 23 / IL - 17 轴,抑制

IL - 17 及 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 等促炎性细胞因子

水平(P = 0. 000),并有效地改善结肠炎小鼠的结肠

黏膜大体形态及组织病理学评分(P < 0. 05) [4] 。 表

明穿心莲内酯可以抑制肠道炎症,促进肠道黏膜

修复。
本研究进一步利用 UC 患者外周血单个核细胞,

分别予低浓度穿心莲内酯(10μg / mlAG)、中浓度穿心

莲内 酯 (20μg / mlAG)、高 浓 度 穿 心 莲 内 酯 ( 30μg /
mlAG)处理。 研究结果发现,与空白对照组比较,低、
中、高浓度穿心莲内酯均能降低 UC 患者 IL - 23 水

平( P = 0. 000 ),降低 Th17 细胞亚群的比例 ( P =
0. 000)、Th17 细胞相关转录因子 ROR - γt 表达水平

(P = 0. 000)及相关促炎性细胞因子 IL - 17A 水平

(P = 0. 000),并且呈剂量依赖效应。
综上所述,本研究结果显示,穿心莲内酯对 IL -

23 / IL - 17 轴有抑制作用,可能通过下调 IL - 23 /
IL - 17 轴,起到抑制 UC 炎性反应的作用。 研究结果

为探索 UC 治疗的新策略及穿心莲内酯治疗 UC 的临

床应用提供科学依据。
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25 羟维生素 D 对幽门螺杆菌感染患者根治率的影响

赵瀚东 　 杨小平 　 赵 　 鑫 　 赵新艳 　 高 　 鹏 　 詹 　 丽

摘 　 要 　 目的 　 探讨影响幽门螺杆菌(helicobacter pylori,Hp)根除率的相关因素。 方法 　 选取甘肃省人民医院 2020 年 3 ~

12 月 Hp 感染的消化性溃疡或慢性胃炎患者 134 例,同时对所有患者行 25 羟维生素 D、临床生化指标测定以及记录患者的一般

资料,随后对所有患者给予四联根除方案(雷贝拉唑、枸橼酸铋钾颗粒、阿莫西林、呋喃唑酮)两周,停药 4 周,复查14 C 呼气试验,

根据复查结果分为 Hp 根除成功组(n = 99)和失败组(n = 35),采用 χ2 检验分析两组一般资料性别、年龄、25 羟维生素 D 水平、体

重指数(BMI)、疾病类别、吸烟、饮酒、牙周疾病、足量足疗程、学历、居住地、工作环境、分餐指标的差异,采用 Mann - Whitney U 检

验分析两组临床指标,谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、总胆固醇(TC)、甘油三酯( TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL - C)、

低密度脂蛋白胆固醇(LDL - C)指标的差异,采用 Logistic 回归分析影响 Hp 根除的危险因素。 结果 　 在选取的 134 例患者中,Hp

根除成功的有 99 例,失败的有 35 例,根除率 73. 8% 。 成功组与失败组比较,25 羟维生素 D 水平、足量足疗程、分餐指标之间比

较,差异有统计学意义 (P < 0. 05),而性别、年龄、体重指数 ( BMI)、疾病类别、吸烟、饮酒、牙周疾病、学历、居住地、工作环境、

ALT、AST、TC、TG、HDL - C、LDL - C 指标之间比较,差异无统计学意义 ( P > 0. 05)。 Logistic 回归分析显示,25 羟维生素 D <

20ng / ml、未分餐饮食是影响 Hp 根除的危险因素(OR 值分别为 2. 75、3. 18,P < 0. 05)。 结论 　 25 羟维生素 D 水平、分餐饮食可

以影响 Hp 的根除效果。
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