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摘要
目的: 探讨补脾清肠活血汤、复合灌肠液及
环孢素A对溃疡性结肠炎的治疗作用是否通
过影响淋巴细胞的增殖或细胞因子表达谱来
实现. 

方法: 体外培养中用植物凝集素刺激溃疡性
结肠炎患者外周血淋巴细胞, 分组加入一定
剂量的补脾清肠活血汤、复合灌肠液、环孢
素A及空白对照剂, 检测增殖程度及细胞因子
表达谱.

结果: 复合灌肠液和环孢素A能显著抑制淋
巴细胞的增殖及细胞因子IL-2、IL-4及IFN-γ
的分泌, 同时也抑制了免疫抑制性细胞因子
IL-10的分泌, 而补脾清肠活血汤抑制增殖及
促炎细胞因子的作用较弱, 但能促进IL-10的
分泌. 

结论: 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢
素A均可通过影响T细胞来促进免疫耐受的形
成, 但其作用的具体途径有差别, 这些途径很
可能产生协同作用.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)在我国很常

见, 且发病率有上升趋势, 而临床治疗常很棘手, 
有效控制复发及诱导重度患者临床缓解还很具

挑战性. 氨基水杨酸类及环孢素A等西药有一定

的疗效, 但有长期应用副作用较大等不足. UC在
我国很早就被认识, 中医药积累了丰富的治疗

经验, 近几十年来, 国内也大量地报道了中西药

结合治疗UC的临床实验, 疗效一般高于单纯西

药, 而且副作用较小[1-4]. 本科室根据中医理论及

大量的临床实验结果, 自拟出补脾清肠活血汤

口服剂及复合灌肠液(锡类散加三黄汤), 应用于

临床10多年, 疗效比较满意, 尤其是联合西药诱

导重度患者缓解和缓解期应用以预防复发.
补脾清肠活血汤及复合灌肠液临床疗效显

著, 且副作用很小, 但其在现代医学理论中的作

用机制尚未深入研究. 近年来, 越来越多的研究

者认为溃疡性结肠炎由肠道局部持续、过强的

免疫反应所诱发, T淋巴细胞在此免疫反应的激

发和维持中起中心作用[5-8]. T淋巴细胞在正常

人体肠道局部免疫耐受的形成中发挥关键作用, 
而UC中这种耐受被打破[9-10]. 已经很明确, T细
胞的活化/增殖调控及主动免疫抑制(调节性T细
胞的分化及其免疫抑制性细胞因子的产生)是免

疫耐受形成的主要机制[11-13]. 补脾清肠活血汤及

复合灌肠液均为中药复方制剂, 药理作用很复

杂, 推测其可能主要是通过诱导T细胞介导的免

疫耐受的形成来发挥作用. 本研究在体外培养

中用多克隆刺激剂活化人外周血淋巴细胞, 分
组加入一定剂量的补脾清肠活血汤、复合灌肠

液、环孢素A及空白对照剂, 检测增殖程度及细

胞因子分泌谱后发现, 补脾清肠活血汤能诱导

免疫抑制性细胞因子的产生, 复合灌肠液和环

孢素A能抑制淋巴细胞的活化/增殖及促炎细胞

因子的分泌. 

1  材料和方法

1.1 材料 Lymphocy te-H购于Cedarlane, 胎牛

血清及R PM I-1640购于Hyclone, Percol l购于

A mersham, 中药均为无菌袋装免煎中药(10 g/
袋), 锡类散为北京同仁堂产品(1 g/袋), 环孢素A
由Sandoz生产, 植物凝集素购于Sigma, [3H]TdR
购于中国原子能研究院 ,  E L I S A试剂盒购于
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eBioscience.
1.2 方法

1.2 .1 淋巴细胞的分离 先后从10名溃疡性结

肠炎患者(均为病程3  a以上的慢性复发型患

者, 符合2000年成都诊断标准)采外周血6 m L, 
立即注入肝素抗凝管,  30  m i n内与4  m L含
1 mmol/L EDTA的PBS混合, 加入至15 mL离
心管, 用接6号加长针头的一次性注射器抽4 mL 
Ly m p h o c y t e-H, 缓慢地铺在抗凝血下面, 室
温、2000 r/min离心20 min, 取灰白层, 用PBS
洗两遍以去除血小板, 加10 m L含100 m L/L胎
牛血清、100 U/m L青霉素和链霉素、p H7.2的
RPMI-1640(含L -Glutamine和HEPES)完全培养

基混悬, 抽4 mL 460 mL/L Percoll, 缓慢地铺在

细胞悬液下面, 室温、2000 r/min离心20 min, 留
取下面1 mL内的细胞, 洗两次, 台盼蓝染色计数

活细胞, 取约1×105细胞离心涂片后Giemsa-white
染色鉴定淋巴细胞的纯度, 结果淋巴细胞的纯度

和活性均大于95%.
1.2.2 药液的配制  
1.2.2.1 补脾清肠活血汤 取党参、白术、茯苓、黄

连、木香、白头翁、秦艽、枳实、当归、丹参、红

花、赤芍、山楂各10 g, 黄芪20 g, 混合于已高温

消毒的烧瓶中, 加蒸馏/去离子水500 mL, 置水浴

箱中95℃ 30 min,  反复震荡, 取10 mL加于15 mL
离心管中,  15 000 g离心20 min, 取上清液5 mL, 
PBS稀释4倍, 一次性针头滤器过滤, 作为10倍浓

度的储藏液4 ℃保存备用.
1.2.2.2 复合灌肠液 取黄连、黄柏和黄芩各10 g, 
锡类散2袋, 加蒸馏/去离子水150 mL, 如上经加

热、离心取上清、稀释和过滤, 作为10倍浓度的储

藏液4 ℃保存备用.
1.2.2.3 环孢素A 用PBS稀释环孢素A至5 mg/L, 作
为10倍浓度的储藏液4 ℃保存备用.
1.2.3 增殖及细胞因子检测 淋巴细胞以每孔1×
105/180 μ L 加入96孔培养板, 培养基为含100 
m L/L胎牛血清、100 kU/L 青霉素和链霉素的

RPMI-1640,  用终浓度10 mg/L的植物凝集素作

为多克隆刺激剂, 分组分别加入20 μL的补脾清肠

活血汤、复合灌肠液和环孢素A储藏液及对照液

PBS. 在37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养48 h后, 
收集上清液储于-80℃用以检测细胞因子浓度, 于
增殖检测孔每孔加入0.5 UCi[3H]TdR, 继续培养

24 h后收集细胞于玻璃纤维滤纸上, 蒸馏水冲洗, 
无水乙醇脱水、脱色, 60 ℃烘干后置闪烁液中液

闪计数. 细胞因子IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10的检

测用夹心法ELISA试剂盒, 完全按照说明操作.
统计学处理 数据用Mean±SD表示, 组间

比较用配对样本的t检验, 由SPSS 13.0统计软件

完成.

2  结果

2.1 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对淋巴细胞增殖的影响 淋巴细胞经PHA刺激

后增殖明显, 但能被补脾清肠活血汤、复合灌

肠液及环孢素A抑制(对照组、补脾清肠活血

汤、复合灌肠液和环孢素A组的液闪值分别为

4563±674、4170±500、2944±361和2408±
498), 补脾清肠活血汤的抑制作用最弱(平均抑

制8.6%, 与对照组比较P <0.01), 复合灌肠液和环

孢素A的抑制作用较强(分别平均抑制35.4%和

47.2%, 两组与对照组及补脾清肠活血汤组比较

均P <0.001).
2.2 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对IL-2分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后低分

泌IL-2(36.3±16.2 ng/L), 补脾清肠活血汤对其

没有显著影响(31.5±17.8 ng/L, P >0.05), 复合灌

肠液和环孢素A均能够显著抑制IL-2的分泌(分
别为18.7±7.5 ng/L和18.4±9.4 ng/L, 平均抑制

48%和49%, 与对照组比较均P <0.01).
2.3 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A对

IFN-γ分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后高分

泌IFN-γ(5900±2045 ng/L), 补脾清肠活血汤、

复合灌肠液及环孢素A均能显著抑制其表达(分
别为2832±1043 ng/L、3499±1948 ng/L和1763
±780 ng/L, 平均抑制52%、41%和70%, 与对照

组比较均P <0.001), 补脾清肠活血汤和复合灌肠

液的抑制作用无明显差异(P >0.05), 环孢素A的

抑制作用较强(与补脾清肠活血汤和复合灌肠液

组比较均P <0.01).
2.4 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A对

IL-4分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后低分泌

IL-4(29.3±12.1 ng/L), 补脾清肠活血汤组中略

为增加(36.1±16.4 ng/L), 但显著性达不到统计

学意义(P >0.05), 相反, 复合灌肠液及环孢素A均相反, 复合灌肠液及环孢素A均反, 复合灌肠液及环孢素A均

能显著抑制IL-4的分泌(分别为17.1±6.9 ng/L和
15.7±8.0 ng/L, 平均抑制42%和46%, 与对照组

比较均P <0.001).
2.5 补脾清肠活血汤、复合灌肠液及环孢素A
对IL-10分泌的影响 淋巴细胞经PHA刺激后分

泌IL-10(328±147 ng/L), 补脾清肠活血汤能够

显著促进其分泌(560±211 ng/L, 平均增加70%, 

■创新盘点
本文首次在体外
培养中观察中药
组方是否影响调
节 性 T 细 胞 的 形
成.
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与对照组比较P <0.001), 相反, 复合灌肠液和环相反, 复合灌肠液和环反, 复合灌肠液和环

孢素A均能显著抑制IL-10的分泌(分别为253±
146 ng/L和188±96 ng/L, 平均抑制23%和42%, 
与对照组比较分别为P <0.01及P <0.001).

3  讨论

中药补脾清肠活血汤和复合灌肠液缓解期预防

复发或联合西药诱导重症溃疡性结肠炎缓解有

较好疗效, 但其作用机制尚不清楚. 环孢素A是

强效免疫抑制剂, 近年来用于重症UC急性期的

治疗, 对氨基水杨酸类及类固醇激素无效的患

者仍有较高的诱导缓解率, 是UC药物治疗上的

重要进展之一[14-15]. T淋巴细胞在UC免疫致病机

制中的中心作用越来越受重视, 其对抗原刺激

的活化增殖程度及细胞因子表达谱能灵敏地反

映功能状态, 增殖越强提示免疫应答能力越强, 
细胞因子IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10均主要由T
细胞分泌, IL-2能促进淋巴细胞的增殖, 具有较

广泛的免疫调节作用, IFN-γ主要由Th1细胞表

达, 主要参与细胞免疫, IL-4主要由Th2细胞表

达, 主要参与体液免疫, IL-10是重要的免疫抑制

性细胞因子, Tr1细胞是近年来鉴定的重要调节

性T细胞之一, 以高表达IL-10为标记[5,16-18].
本实验想阐述中药补脾清肠活血汤、复合

灌肠液及西药环孢素A治疗溃疡性结肠炎的药

理作用是否是干预了淋巴细胞的功能, 以及他

们干预方式的差别. 结果, 复合灌肠液和环孢素

A能显著抑制淋巴细胞的增殖, 抑制IL-2及作为

Th1和Th2标志的促炎细胞因子IFN-γ和IL-4的分

泌, 同时也能抑制免疫抑制性细胞因子IL-10的
分泌, 环孢素A对细胞增殖及IFN-γ的抑制作用

较灌肠液强. 这提示复合灌肠液和环孢素A的治

疗作用是通过全面抑制T细胞对抗原的免疫应

答来发挥的, 而对T细胞的分化方向并无明显影

响. 补脾清肠活血汤对淋巴细胞的增殖及作为

Th1标志的促炎细胞因子IFN-γ有较弱的抑制作

用, 对IL-2及作为Th2标志的IL-4的分泌无显著

影响, 值得注意的是, 其能促进作为Tr1细胞标志

的IL-10的分泌. 这说明补脾清肠活血汤能够影

响T细胞的分化方向, 阻止Th1细胞的分化, 促进

Tr1细胞的分化. 近年来, 炎症性肠病的发病机制

被认为是机体的T细胞对自身肠道内部分菌群

抗原的刺激产生过强的免疫反应, 而不能形成

免疫耐受, 这种免疫失耐受很可能与T细胞的分

化控制失调有关, 其中主要是致病性T细胞/调节

性T细胞的平衡失调[7-10,19]. 调节性T细胞的分化

为机体形成免疫耐受的重要机制, 是近几年来

免疫学领域研究的重大理论成果之一[11-12,20], 最
近的研究证实炎症性肠病患者体内确实存在调

节性T细胞的生成障碍[21], 这预示着通过促进调

节性T细胞分化来治疗炎症性肠病将会成为主

流研究方向. 补脾清肠活血汤能促进体外培养

的淋巴细胞向Tr1细胞分化, 提示其对UC的体内

治疗作用很可能是通过诱导调节性T细胞的生

成来实现. 因此, 作者认为补脾清肠活血汤、复

合灌肠液及环孢素A均可通过影响T细胞来促进

免疫耐受的形成, 而其作用的具体途径又有些

差别, 这些途径很可能产生协同作用, 这也许是

联合中西药疗效更好的理论基础. 
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■应用要点
中药组方补脾清
肠活血汤最适用
于配合复合灌肠
液 ,  或 联 合 西 药
(氨基水杨酸类或
环孢素A)诱导重
度溃疡性结肠炎
缓解和缓解期应
用以预防复发.
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■同行��评价
本文研究内容较
新, 临床意义较为
重要. 但是本研究
所用的自制中药
制剂不是临床所
用的标准制剂, 因
此需要考虑其差
异对实验结论的
可能影响.
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                    第十二届全国胆道外科学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会外科学分会胆道外科学组拟定于2006-07在辽宁省沈阳市召开第12届全国胆道外科学术会

议. 此次会议由全国胆道外科学组委托中国医科大学附属第二医院(盛京医院)承办, 中国实用外科杂志社协办. 

大会将全面展示我国胆道外科近年来的新进展、新成果. 届时将邀请国内外知名肝、胆外科专家作专题演讲. 

凡参会者均颁发国家级继续教育学分证书. 现将征集论文的有关事宜通知如下: 

1  征文内容

征文内容包括: (1)胆道外科学基础研究(胆道解剖与胆道疾病、胆石成因、胆道感染、胆道肿瘤、胆胰管结

合部异常与胆道先天性疾病). (2)胆道外科的临床研究(胆囊、胆管结石、胆道肿瘤、意外性胆囊癌、胆道损

伤、肝移植后胆道狭窄等). (3)胆道外科诊断与治疗的新技术、新方法(腹腔镜技术、内镜技术、介入技术、

影像技术等). (4)胆道外科疾病的其他诊疗经验等.

2  征文要求

征文要求包括: (1)请寄论文全文及800字以内的摘要各一份. 4号字打印, 附电子稿件. 无摘要者恕不受理. (2)论

文要求科学性强、数据可靠、重点突出、文字精炼且未经发表者. 论文须由作者所在单位审查盖章同意, 并请

在信封正面注明会议征文字样. (3)截稿时间: 2006-05-08(当地邮戳为准). 稿件邮寄地址: 辽宁省沈阳市和平区

三好街36号 中国医科大学附属第二医院 第一微创、胆道外科; 邮政编码: 110004. 联系人: 吴硕东. 投稿E-mail: 

wushuodong@yahoo.com.cn.
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