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摘　要：目的：观察黄芩苷对炎症性肠病小鼠模型 Th22细胞比例及 IL-22浓度的影响，通过体内和体
外实验探讨黄芩苷治疗该病的免疫学机制。方法 : C57BL/6小鼠用 3.5%葡聚糖硫酸钠（dextran sodium 
sulfate）建立结肠炎小鼠模型，随机分成空白对照组、模型组、黄芩苷组。应用流式细胞术和酶联免疫吸附
试验（ELISA）分别检测各组小鼠 Th22细胞比例和外周血血清 IL-22的表达；分离小鼠脾脏淋巴细胞，用
含黄芩苷（0、10、20、40 μmol·L-1）培养基培养 48 h, 应用流式细胞术检测各组小鼠淋巴细胞中 Th22细胞
比例。结果：黄芩苷在体内外实验中均降低 Th22细胞比例与 IL-22的表达。结论：黄芩苷能够在体外和
DSS诱导的结肠炎小鼠体内抑制 Th22的分化及 IL-22的表达，提示黄芩苷对 Th22介导的炎症性疾病具有
较好的治疗潜力。
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炎 症 性 肠 疾 病（Inflammatory Bowel Disease，

IBD）包 括 溃 疡 性 结 肠 炎（Ulcerative Colitis，UC）

与克罗恩病（Crohn’s Disease，CD），是一种主要累

及直肠、结肠黏膜的慢性非特异性炎症，以腹痛、腹

泻、黏液血便、里急后重为主要临床表现。目前认为

炎症性肠疾病发病由多种免疫学因素参与[1]。Th22

细胞是最近发现的 CD4+T 细胞功能亚群，主要通过

介导 IL-22 实现功能[2，3]。在炎症性肠病动物模型中，

局部使用 IL-22 微注射靶向方式治疗可改善局部肠

道炎症[4]。因此，Th22 细胞及 IL-22 在未来很有可

能成为炎症性肠疾病治疗的新靶点。

黄芩苷是中药治下痢之经典方药黄芩汤中的君

药黄芩的主要组分，在黄芩中含量最高，药理作用较

强。研究表明黄芩苷对 IBD 具有促进修复作用[5，6]。

DSS 小 鼠 结 肠 炎 模 型 由 日 本 学 者 Ohkusa 于 1985

年首次制造成功，是目前最理想的结肠炎模型[7]，且

DSS 诱导结肠炎症的临床表现和黏膜损伤程度呈

DSS 浓度依赖性，而 DSS 总摄入量的差异不会影响

造模结果[8]。本研究利用 DSS 小鼠结肠炎模型观察

黄芩苷治疗 IBD 的疗效并检测小鼠体内外 Th22 细

胞及其效应因子 IL-22 的表达变化，揭示黄芩苷在

炎症性肠疾病治疗中的作用机制。

1　材料  

1.1　动物

实验动物选用 C57BL/6 小鼠 60 只，SPF 级，体
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质量 18-22 g，由中山大学动物实验中心提供。动

物使用许可证号：SCXK（粤）2011-0029。

1.2　药物和试剂 

黄芩苷（西安源森生物科技公司，纯度 98%，批

号：YS 121121）；黄芩苷［Sigma-aldrich 西格玛奥德

里奇（上海）贸易有限公司，纯度 99%，批号：21967-

41-9］；DSS（美国 MP Biomedicals 生物公司，批号：

M2709）；小 鼠 IL-22 ELISA 试 剂 盒、IL-6、Anti-

Mouse IL-22 PE、Anti-Mouse CD4 FITC、Anti-Mouse 

CD3、Anti-CD28 抗 体 及 同 型 对 照（均 购 自 美 国

eBioscience 公 司，批 号 分 别 为：45-7311、45-4301、

17-7222、11-0041、11-0030-81、16-0281）；离 子 霉

素、佛波酯（PMA）、布雷杆氏菌素 A（BFA）（均购自

杭州联科生物技术有限公司，批号分别为：cs1005、

cs1001、cs1002）；小鼠淋巴细胞分离液（天津灏洋生

物制品科技有限公司，批号：20130630-0358）。

2　实验设计

2.1　造模及分组

取 C57BL/6 小鼠 30 只，随机分为 3 组：正常对

照组、模型组和黄芩苷组。在饮用水中，加入 DSS

粉末，制成 3.5% DSS 溶液给小鼠自由饮用，连续 7

天，制成结肠炎模型。

2.2　给药方案

黄 芩 苷 的 配 制 方 法 及 浓 度：取 0.2 g 黄 芩 苷

（98%）溶于 25 mL 双蒸水，中配成 8 mg·mL-1 的黄

芩苷混悬液，超声仪中超声 30 min 使其充分溶解。

造模完成后，空白对照组和模型组给予双蒸水自由

饮用，黄芩苷组给予黄芩苷（98%）80 mg·kg-1·d-1[9]

药物灌胃，每天灌胃 1 次，连续 7 天。

2.3　小鼠一般情况观察

实验过程中每天观察记录小鼠体质量、粪便情

况、活动情况等。

2.4　结肠组织病理学评分

将在 10% 福尔马林中固定 24 h 以上的结肠组

织经脱水、包埋后放在切片机上切片，厚度 5 μm，

苏 木 精 - 伊 红（Hematoxylin Eosin，HE）染 色，显

微镜下观察组织病理切片形态学变化及评分，采用

Neurath 的评分标准[10]，评分共分为 4 级，组织病理

评分越高，说明黏膜炎症的严重程度越重。0 分：未

见明显病理改变；1 分：10% 高倍视野中，呈低水平

淋 巴 细 胞 浸 润，肠 绒 毛 结 构 没 有 破 坏；2 分：10% - 

25% 高倍视野中，呈中等水平淋巴细胞浸润，肠隐窝

加深，肠壁增厚但未侵及肌层，未见溃疡；3 分：25% 

- 50% 高倍视野中，呈高水平淋巴细胞浸润，血管增

生，肠壁增厚并且侵及肌层，未见溃疡；4 分：明显淋

巴细胞浸润，血管增生伴肠隐窝加深变形，肠壁增

厚且侵及肌层，见溃疡。

2.5　外周血单个核细胞分离

小鼠眼球摘除取血，全血与 PBS 溶液 1：1 混合。

准备 15 mL 离心管，加入 1.5 mL ficoll 淋巴细胞分

离液，将全血 PBS 混合液侧倾沿离心管管壁缓慢加

至分离液液面上。2 000 r·min-1 离心 20 min，离心

后混合液分为 4 层，吸出第 2 层云雾层，PBS 洗涤

两次后得到沉淀为淋巴细胞。

2.6　脾脏淋巴细胞分离

小鼠处死后无菌条件下取出脾脏，PBS 清洗，在

200 目纱网上研磨过滤，过滤后细胞与 1.5 mL PBS

混匀。准备 15 mL 离心管，加入 1.5 mL ficoll 淋巴

细 胞 分 离 液，侧 倾 沿 管 壁 缓 慢 加 入 PBS 组 织 混 合

液。2 000 r·min-1 离心 20 min，离心后混合液分为

4 层，吸出第 2 层云雾层，PBS 洗涤两次后得到沉淀

为淋巴细胞。

2.7　流式细胞术检测 Th22 细胞的比例

调整小鼠脾脏和外周血淋巴细胞浓度至 1×106 

mL-1。每个标本取 500 uL 加 PMA（100 ng·mL-1），

离子霉素（1 μg·mL-1），BFA 刺激剂（5 μg·mL-1），5％

CO2 37℃孵箱培养 5 h，加入 Anti-Mouse CD4 FITC

抗体（2.5 μg·mL-1），避光孵育 15 min，加 100 μL 固

定液，避光放置 15 min，PBS 洗涤后每管加入 100 μL

破膜剂，避光孵育 5 min。再加入 Anti- Mouse IL-

22PE 抗体 1.5 μg·mL-1 避光孵育 15 min。PBS 重悬

后上机检测，各管设置同型对照组，将 CD4+IL-22+

细胞界定为 Th22 细胞。

2.8　黄芩苷干预 Th22 细胞的体外实验  

黄 芩 苷 的 配 制 与 浓 度：称 1 mg 黄 芩 苷（99%）

溶于 0.1 mL 二甲基亚砜（DMSO）中制成黄芩苷母

液（22 4000 μmol·L-1），使 用 RPMI 1640 完 全 培 养

基稀释母液配成浓度为 0、10、20、40 μmol·L-1 的含

药培养基。

处 死 正 常 C57BL/6 小 鼠，分 离 小 鼠 脾 脏 淋 巴

细 胞，使 用 含 黄 芩 苷（99%）的 RPMI 1640 完 全 培

养基培养为 4 组（0、10、20、40 μmol·L-1）。培养板

预 先 使 用 Anti-Mouse CD3（0.5 μg·mL-1） ，Anti-
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Mouse CD28（0.5 μg·mL-1）包被过夜，调整小鼠脾

淋巴细胞数目至 1×106 mL-1 接种于 6 孔培养板中，

每组接种 2 个 6 孔板。随机在每组中选一个 6 孔板

加入小鼠 IL-6 细胞因子（10 mg·mL-1）刺激淋巴细

胞生长。培养 48 h 后离心弃上清，重悬沉淀淋巴细

胞使用流式细胞术检测 Th22 细胞的比例。

2.9　ELISA 检测 IL-22 浓度

小鼠眼球摘除取血，PE 管中 3 000 r·min-1 离

心 10 min，吸取上层血清。应用 ELISA 检测造模各

组小鼠外周血血清中 IL-22 细胞因子的浓度。实验

方法严格按照 eBioscience 公司小鼠 IL-22 ELISA

试剂盒说明书进行。

2.10　统计学分析

实验结果用均数 ± 标准差（x±s）表示，多组

间比较用单因素方差分析；两组间比较，方差齐性

时用 LSD 法，方差不齐时用 Tamhane’s 法，P<0.05

为差异具有统计学意义。

3　结果 

3.1　一般情况观察

空白对照组小鼠体质量持续增长，大便正常，饮

食正常；结肠炎模型组小鼠在 DSS 造模第 5 天体质

量明显减轻，肛周出现明显血便。造模过程小鼠耐

受力差死亡 2 只；黄芩苷治疗组小鼠治疗后第 2 天

血便消失，稀便，体质量开始逐渐回升，症状明显轻

于模型组小鼠，造模过程中因药物耐受差和灌胃操

作失误至胃穿孔共死亡 3 只。

3.2　小鼠肠炎模型组织学评分

模型小鼠与空白对照组相比，小鼠结肠黏膜不

完 整 充 血 水 肿 溃 疡 形 成，病 变 累 及 结 肠 黏 膜 和 黏

膜下层，少数可达浆膜层，可见肠粘膜腺体结构排

列紊乱，炎性细胞浸润明显，病理学评分差异有显

著 意 义（P<0.001)。 黄 芩 苷 组 小 鼠 结 肠 黏 膜 结 构

基本恢复正常，上皮轻度破坏，炎性细胞浸润程度

较 轻，病 理 组 织 学 评 分 与 模 型 组 比 较 差 异 有 意 义

（P<0.001）（图 1，图 2）。

3.3　各组小鼠外周血及脾脏 Th22 细胞比例

与空白对照组比较，模型组 Th22 细胞的比例增

高，差异有统计学意义（P<0.01），黄芩苷组与模型

组相比 Th22 细胞比例下降（P<0.05） （图 3、图 4）。

3.4　各组小鼠外周血中 IL-22 浓度

与空白对照组相比，模型组小鼠外周血血清中

IL-22 浓度升高（P<0.01），模型组 IL-22 浓度高于

黄芩苷组，差异有统计学意义（P<0.05）（图 5）。

3.5　黄芩苷对体外培养小鼠脾淋巴细胞中 Th22 影响

在体外培养条件下，黄芩苷对小鼠脾脏淋巴细

胞 CD4 细胞亚群向 Th22 细胞的分化起抑制作用，

抑 制 作 用 呈 浓 度 依 赖 关 系，各 组 比 较 差 异 有 统 计

学 意 义（P<0.05）；在 IL-6 刺 激 作 用 下，小 鼠 脾 脏

淋巴细胞 Th22 细胞比例上升，差异有统计学意义

（P<0.001）（图 6、图 7）。

4　讨论

炎症性肠疾病是原因不明的大肠黏膜的慢性炎

症和溃疡性病变，临床以腹痛、腹泻、黏膜脓血便为

特征。该病迁延不愈，长达几十年，亦有发生癌变

的可能性[11]。西医药治疗方法包括氨基水杨酸类

药、糖皮质激素、抗生素、免疫抑制剂和一些新型生

物治疗药物[12]。但是这些药物并非完全有效，长期

应用也会产生诸多不良反应及副作用[13]。中医药治

图 1  各组小鼠结肠组织 HE 染色（×200）

△△△

图 2  黄芩苷对实验性结肠炎小鼠结肠组织病理学评分的影响

（n=8）

注 :与空白对照组比较 ,***P<0.001；与模型组比较 ,△△△P<0.001。
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图 3   Th22 细胞在不同模型组的外周血和脾脏淋巴细胞中的比例

图 4   Th22 细胞在不同模型组的外周血和脾脏淋巴细胞中的比例（n =8）

注：A.小鼠外周血中：与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，△P<0.05；B.小鼠脾脏中：与空白对照组比较；**P<0.01，与
模型组比较，△P<0.05 。
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疗炎症性肠疾病有独特优势。因此，从中药中寻找

治疗炎症性肠疾病的有效药物具有重要意义。

研究表明，Th22 细胞及细胞因子 IL-22 在炎症

性肠病中发挥了积极作用，在不同的小鼠炎症性肠

疾病模型中发现 IL-22 具有保护作用[14，15]。其作用

机制可能是 IL-22 通过 STAT3 通路重塑杯状细胞，

诱导黏液相关分子表达，从而减轻 Th2 型细胞因子

介 导 的 结 肠 炎[4]。 此 实 验 通 过 体 内 和 体 外 实 验 研

究，证实了黄芩苷能够抑制 DSS 诱导的结肠炎小鼠

Th22 细胞的分化和 IL-22 的表达，提示这可能是黄

芩苷治疗该病的机制之一。

现代研究公认，炎症性肠疾病的发病是多种免

疫因素和细胞因子共同作用的结果，其中，炎症因

子在结肠炎的发生发展中起到了非常重要的作用。

在与 IL-22 相关的细胞因子中，IL-6 在炎症性肠疾

病发病中表达显著增高，起到了促炎作用并与疾病

活动程度呈正相关，同时 IL-6 可以促进 T 淋巴细

胞向 Th22 细胞亚群分化并能促进 Th22 细胞分泌

IL-22[16，17]。在炎症性肠疾病急性发病期，IL-6 等

促炎因子大量表达，它们促进 T 淋巴细胞向 Th22

细胞亚群分化并能促进 Th22 细胞分泌 IL-22，因此

在炎症性肠疾病的急性发病期 Th22 及 IL-22 的表

达增高[18]，而 IL-22 分泌表达的增加可以促进受损

组织的修复，这是生物体内负反馈调节自我保护的

一种表现。我们的研究发现，在小鼠 DSS 诱导的炎

图 5  小鼠外周血 IL-22 浓度比较（n =8）

注：与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，△P<0.05。

图 6  体外含黄芩苷培养基（0、10、20 、40 μmol·L-1）培养小鼠脾脏淋巴细胞 Th22 细胞的比例

注：a.CD3、CD28、IL-6刺激淋巴细胞生长条件下；b.CD3、CD28、刺激淋巴细胞生长条件下。
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症性肠疾病模型中，给予黄芩苷药物治疗后，小鼠

体内 Th22 的细胞比例和 IL-22 的浓度均降低；在

使用含黄芩苷培养基体外培养的小鼠脾脏淋巴细

胞中，Th22 细胞的比例及 IL-22 的浓度均随黄芩

苷的浓度升高而降低。从实验结果来看，在炎症性

肠疾病中发挥抑炎作用的 IL-22 的浓度降低了，这

似乎和黄芩苷在炎症性肠疾病小鼠模型中发挥治

疗修复作用的表现是相矛盾的。Th22 细胞及其效

应因子 IL-22 的表达是否越高越有益于炎症性肠疾

病的治疗恢复。Th22 的效应因子 IL-22 在炎症性

肠疾病中的生物学效应非常复杂，不同的生物效应

取决于炎症环境、持续的时间和 IL-22 的浓度、总

体的细胞活化环境[19]。IL-22 在结肠组织损伤时可

以起到防护作用[4]，但是 IL-22 在炎症性肠疾病中

同样有促炎作用[20]。IL-22 可以刺激结肠产生炎形

细胞因子（IL-6、IL-8、IL-11），趋化因子和 IL-22

通过激活转录核因子和 MAPK 刺激这些炎性细胞

因子的表达进一步促进炎症反应[21]。亦有研究指出

IL-22 会因整体细胞因子环境的改变引发完全相反

的调节机制从而对整体表现出促炎作用[22]。若机体

长期的处于炎症性肠疾病未恢复阶段时或慢性炎

症性肠疾病状态，IL-22 还会通过 STAT3 通路发挥

促癌作用[23]。而炎症性肠病无法治愈，病程迁延不

愈长达几十年，有发生癌变的可能。因此过高表达

的 IL-22 对炎症性肠病长期效应来看弊大于利。

研究表明在体外实验中黄芩苷能抑制 IL-6 表

达[24]，在小鼠炎症性肠病的模型中，黄芩苷发挥的抑

炎作用也会下调 IL-6 的浓度[5]，使得 IL-6 对 Th22

细胞及 IL-22 的促进刺激作用下降，同时本实验表

明黄芩苷亦能下调 Th22 细胞比例和 IL-22 的浓度，

因此两方面的共同作用就表现为小鼠黄芩苷治疗组

与模型组相比 Th22 细胞比例和 IL22 浓度下降。

综上所述 , 结合实验结果我们认为，在炎症性

肠疾病发病期，黄芩苷对 Th22 细胞表现为抑制作

用，并能够降低 IL22 的表达。其机制可能是通过体

内多种细胞因子的相互作用与变化的控制来实现。

这种药物细胞因子之间的共同效应有益于小鼠炎

症性肠疾病的治疗，并且对防治炎症性肠疾病的癌

变有积极意义，这可能是黄芩苷治疗炎症性肠疾病

的免疫调节机制之一。

A B C

μ μ

图 7  体外培养的小鼠脾脏淋巴细胞的 Th22 的比例对比

注：A.在 CD3、CD28、IL-6刺激下，含黄芩苷培养组与 0 μmol·L-1对照组比较（n =10），*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；B.在
CD3、CD28 刺激下，含黄芩苷培养组与 0 μmol·L-1对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；C.CD3、CD28、IL-6 刺激条件和 CD3、
CD28 刺激条件下 Th22细胞比例比较，***P<0.001。
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Abstract: This study was aimed to investigate the effect of baicalin on the proportion of Th22 cells and the 
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concentration of IL-22 both in vivo and in vitro, in order to explore the immune mechanism of baicalin on 
inflammatory bowel disease mice model. The 3.5% dextran sodium sulfate (DSS) was used on C57BL/6 mice for 
the establishment of colitis mice model. Mice were randomly divided into the blank control group, model group, 
and baicalin group. Flow cytometry and ELISA were used in the detection of the proportion of Th22 cells and 
concentration of IL-22 in peripheral blood serum, respectively. The spleen lymphocytes of mice were isolated and 
cultured by baicalin medium (0, 10, 20, 40 μM) for 48 h. Flow cytometry was used in the detection of the proportion 
of Th22 cells. The results showed that baicalin reduced the proportion of Th22 cells and the expression of IL-
22 both in vivo and in vitro experiments. It was concluded that baicalin can inhibit Th22 cell differentiation and 
expression of IL-22 in vitro and DSS-induced colitis mice. It indicated that baicalin had a good treatment potential 
in Th22 cell-mediated inflammatory diseases.
Keywords: Baicalin, inflammatory bowel disease, Th22 cells, IL-22, animal experiment, Chinese medicine 
pharmacology
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