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Abstract
AIM: To investigate the effects of 12 Chinese 
h e r b a l s ( i n c l u d i n g A s t r a g a l u s ) o n t h e 
differentiation of human regulatory T cells, and 
to provide experimental basis for the treatment 
of ulcerative colitis (UC) using traditional 
Chinese medicine (TCM).

METHODS: Normal human peripheral lym-
phocytes and monocytes were seperated and 
cultured in vitro. The monocytes challenged by 
anaerobic intestinal bacterial antigens were co-
cultured with lymphocytes and then treated 
with 12 different decoctions of Chinese herbs in-

cluding Astragalus. Flow cytometry was used to 
detect the differentiation of CD4+CD25+FOXP3+ 
regulatory T cells.

RESULTS: As compared with that in the PBS 
control group, CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T 
cell population increased significantly in the As-
tragalus-treated group and Salvia-treated group 
(5.6% ± 0.6%, 5.5% ± 0.8% vs 4.3% ± 0.8%; both 
P < 0.01), and FOXP3 expression in CD4+CD25+ 
cells increased significantly as well (50.0% ± 3.8%, 
45.1% ± 3.3% vs 30.9% ± 4.5%; both P < 0.01). 

CONCLUSION: Salvia Miltiorrhiza and Astrag-
alus may be the first choice for the treatment of 
ulcerative colitis due to their regulatory effects 
on the balance of T lymphocyte differentiation.

Key Words: Ulcerative colitis; Inflammatory bowel 
disease; T lymphocyte; Astragalus; Salvia Miltior-
rhiza; Chinese traditional medicine 
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摘要
目的: 探讨黄芪等12味中药对人调节性T细胞
的分化的影响, 为溃疡性结肠炎的中药组方
研究提供实验依据. 

方法:  分离正常人外周血淋巴细胞和单核
细胞, 在体外培养中用人肠道厌氧菌抗原刺
激单核细胞, 然后将激活的单核细胞与淋巴
细胞混合培养 ,  分别加入黄芪等12种不同
的中药煎液 ,  最后用流式细胞术检测其对
CD4+CD25+FOXP3+调节性T细胞分化的影响. 

结果: 与P B S组比较, C D4+细胞中C D25及
F O X P3双阳细胞的百分比在黄芪及丹参组
明显升高(5.6%±0.6%, 5.5%±0.8% vs  4.3%
±0.8%; 均P <0.01), 同时CD4+CD25+细胞中
FOXP3的表达率也显著升高(50.0%±3.8%, 

®

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
是一组病因未明
的主要累及肠道
的免疫失耐受性
疾病, 包括溃疡性
结肠炎(UC)和克
隆氏病(CD). 在我
国为常见病、多
发病, 且近年来发
病率有逐渐上升
趋势.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室; 许
玲, 副教授, 中国
人民解放军第二
军医大学长征医
院中医科



董文毅, 等. 黄芪等12味中药在体外培养中对人调节性T细胞分化的影响					               2771

www.wjgnet.com

45.1%±3.3% vs  30.9%±4.5%; 均P <0.01).

结论: 黄芪和丹参可能通过调节性T淋巴细胞
的分化平衡来发挥其治疗作用, 可作为溃疡性
结肠炎组方的首选中药.

关键词: 溃疡性结肠炎; 炎症性肠病; T淋巴细胞; 

黄芪; 丹参; 中药
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一组病因未明的主要累及肠道的免疫失耐受性

疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
和克隆氏病(crohn's disease, CD). 在我国为常见

病、多发病, 且近年来发病率有逐渐上升趋势[1]. 
有效控制该病复发及诱导重度患者临床缓解是

目前临床治疗具有挑战意义的课题. 氨基水杨

酸类和环孢素A等西药有一定疗效, 但有长期应

用副作用较大等不足[2]. UC在我国很早就被认

识, 且中医药积累了丰富的治疗经验. 近几十年

来, 国内也大量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[3-5]. 尽管如此, 中药治疗该病的作用机制仍未

更深入研究. 近年来, 越来越多的研究者认为UC
由肠道局部持续过强的免疫反应所诱发, T淋巴

细胞与自身肠道菌群抗原的相互作用在此免疫

反应的激发和维持中起到中心作用. 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, 而在UC中, 这种耐受被打破[6-10].
CD4+CD25+调节性T细胞是近年来才发现的

一群以抑制免疫反应为主要功能的T细胞亚群, 
是维持外周免疫耐受的主要免疫调节细胞[11-13]. 
动物实验证实: 缺乏此群细胞能造成IBD模型[14]. 
人体研究也证实: IBD患者体内存在此群细胞的

相对不足[15]. 依据这些研究进展为基础, 探讨中

药治疗IBD机制并进行深一步的组方研究是开

发中医药临床价值的一条重要策略. 本研究先

从国内大量有关中药临床实验的文献中(检索

2001-2007年《中医杂志》《中国中西医结合

杂志》和《世界华人消化杂志》等十余种杂志

中共115篇相关文献, 经计算统计分析)筛选出疗

效及论证强度较高的中药组方, 再从其组方中

选出使用频率较高的12味中药. 通过分离正常

人外周血中的淋巴细胞和单核细胞, 在体外培

养中用人体肠道来源的厌氧菌抗原刺激单核细

胞, 然后将激活的单核细胞与淋巴细胞混合培

养, 分别加入上述12种不同的中药煎液, 最后用

流式细胞术检测其对CD4+CD25+FOXP3+调节性

T细胞分化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 Human Regulatory T Cell Staining Kit购
于eBioscience公司: 包括FITC-CD4(RPA-T4)、
APC-CD25(BC96)、PE-Foxp3(PCH101-PE)、PE-
Rat IgG2a同型对照、正常大鼠血清、染色缓冲

液、浓穿孔/固定液、穿孔/固定稀释液和穿孔

缓冲液; RPMI 1640液、胎牛血清及HEPES购于

Hyclone公司; Lympholyte-H液购于Cedarlane公
司; Percoll液购于Amersham Bioscience公司. 疱
肉培养基基础及牛肉粒购于北京陆桥技术公

司. DNase I购于TaKaRa公司. 考马斯亮蓝总蛋

白定量试剂购于南京建成生物工程研究所. 黄
芪等12味中药均为深圳三九医药集团生产的

无菌袋装免煎中药颗粒(10 g/袋). 流式细胞仪

(FACSCalibur, BD Bioscience, USA); 低温离心机

(Centrifuge 5810R, Eppendorf, Germany); 电子pH
计(pH510, Eutech instrument, Singapore); 倒置显

微镜(PM-20, Olympus, Japan); 普通显微镜(BX50, 
Olympus, Japan); 比色计(500P, Secoman, France); 
二氧化碳孵箱(Hera cell 150, Heraeus, Germany).
1.2 方法 
1.2.1 外周血淋巴细胞/单核细胞的分离: 分别从

8名健康志愿者采外周血20 mL, 立即注入肝素

抗凝管, 30 min内与15 mL含1 mmol/L EDTA的

PBS混合, 加入至50 mL离心管, 用接6号加长针

头的一次性注射器抽10 mL Lymphocyte-H, 缓
慢地铺在抗凝血下面, 18℃、800 g离心20 min, 
取灰白层, 用PBS洗两遍以去除血小板, 加8 mL
含100 mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和链

霉素、pH7.2的RPMI 1640(含L-Glutamine和
HEPES)完全培养基混悬, 于15 mL离心管中室

温放置10 min, 用10 mL注射器抽4 mL低密度

Percoll(1.068 kg/L, 335 mOsm), 连接6号加长针

头, 排净空气后缓慢地铺在细胞悬液下面, 然后

抽高密度Percoll(1.080 kg/mL, 335 mOsm)铺在

管底, 18℃、660 g离心15 min, 用吸管吸弃上液

至单核细胞层上约10 mm, 将吸管先后插入单

核细胞层和淋巴细胞层中下部, 平稳地吸取单

核细胞和淋巴细胞悬液, 洗两次, 台盼蓝染色计

■研发前沿
有效控制该病复
发及诱导重度患
者临床缓解是目
前临床治疗具有
挑战意义的课题.
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数活细胞, 取约1×105细胞离心涂片后Giemsa-
white染色鉴定细胞的纯度, 结果淋巴细胞的纯

度和活性均大于95%, 单核细胞的活性大于95%, 
纯度大于80%.
1.2.2 肠道细菌抗原的制作: 肠镜下取健康者大

肠标本, 立即将其表面所带细菌接种到50 mL疱
肉培养基中, 液体石蜡封闭, 37℃培养48 h, 取菌

液离心4000 r/min, 20 min沉淀, 加1.5 mL去离子

水及100 U DNase I混悬, 冰上超声破碎, 过滤除

菌. 考马斯亮蓝法测细菌抗原总蛋白浓度.
1.2.3 中药煎液的配制: 取黄芪、党参、白术、

茯苓、黄连、黄柏、黄芩、白头翁、当归、

丹参、红花、赤芍各20 g, (根据文献中各组方

的剂量范围及《中药学》和临床常用剂量, 取
各中药成分均为20 g), 分别加于已消毒的烧瓶

中, 加蒸馏/去离子水200 mL, 置水浴箱中95℃震

荡50 min, 取10 mL加于15 mL离心管中, 15 000 
r/min离心20 min, 取上清液5 mL, 针头滤器过滤, 
作为20倍浓度的储藏液4℃保存备用.
1.2.4 细胞培养: 培养基为RPMI 1640, 含100  
mL/L胎牛血清、双抗(100 kU/L青霉素+30 kg/L
庆大霉素)、10 mL HEPES及0.05 mL β-ME. 单
核细胞以1×105个/孔, 加入96孔板, 并以20 mg/L
蛋白浓度加入肠道厌氧菌群抗原, 16 h后每隔2 
h半量换液1次, 共4次, 以稀释除去细菌抗原, 然
后每孔加入8×104个淋巴细胞, 分别加入不同的

中药煎液或PBS, 隔天半量换液1次, 混合培养的

第8天收集淋巴细胞做流式细胞检测.

1.2.5 流式细胞: 操作规程按照试剂盒说明进行, 
先加FITC/CD4和APC/CD25混合抗体, 4℃避光

孵育40 min, 用染色缓冲液洗1次后加穿孔/固定

液孵育40 min, 先后加染色缓冲液及穿孔缓冲

液洗3次后再加正常大鼠血清, 孵育20 min, 最
后加PE/FOXP3抗体孵育40 min, 穿孔缓冲液洗

2次后加10 g/L多聚甲醛(pH7.2)固定并上机检

测, 数据用CellQuest软件收集, 用WinMDI 2.8软
件分析.

统计学处理 所有数据均用mean±SD表示, 
计算用SPSS11.5软件包完成, 比较采用单向方差

分析, 多重比较采用SNK法, P <0.05被认为分别

具有统计学意义.

2  结果

由于CD4、CD25和FOXP3的表达在T细胞分

化中具有不同的含义, 此处重点分析其比例变

化(表1)及阳性标准的划分(图1). CD4+细胞是

T细胞的主要成分, 是介导适应性免疫反应及

免疫耐受的主要细胞, 在体外培养中经细菌抗

原刺激1 wk后其约占总淋巴细胞的60%, 与对

照组比较 ,  各中药组的差异均无显著性意义 . 
CD4+细胞中表达CD25或FOXP3的细胞约分别

占12%和6.5%, 各组间差异无统计学意义. 值
得注意的是, CD4+细胞中CD25及FOXP3双阳

细胞的百分比在黄芪及丹参组明显升高, 同时

CD4+CD25+细胞中FOXP3的表达率也显著升高

(均P <0.01).  

■相关报道
近几年来, 基础免
疫学领域在T细胞
介导的免疫耐受
形成机制的认识
上有一个重大的
突破, 即机体内存
在以抑制免疫反
应为主要功能特
点的较独立的T细
胞亚群(现倾向于
称 为 调 节 性 T 细
胞).

表  1  CD4、CD25和FOXP3的表达 (%)

     
		     

CD4+	                 CD25+/CD4+m            FOXP3+/CD4+m           CD25+FOXP3+                   CD25+FOXP3+/

								        /CD4+m		      CD4+CD25+n

PBS	               58.0±7.2		  13.9±3.8		 6.5±2.1		  4.3±0.8		      30.9±4.5

黄芪	               62.5±6.9		  11.2±2.7		 7.2±1.7		  5.6±0.6b		      50.0±3.8b

党参	               60.8±7.5		  13.3±4.1		 6.7±2.7		  3.6±1.2		      27.1±3.6

白术	               61.4±9.7		  14.8±4.8		 6.2±1.9		  4.0±0.5		      27.0±2.1

茯苓	               59.9±10.4		 12.0±3.3		 7.1±1.6		  4.4±0.7		      36.6±4.3

黄连	               63.1±14.7		 11.7±3.5		 6.4±2.2		  4.0±0.7		      34.2±4.5

黄柏	               58.6±13.5		 12.8±2.9		 6.5±1.9		  4.3±1.0		      33.6±3.7

黄芩	               56.7±12.8		 13.1±4.2		 6.6±1.3		  3.9±0.8		      29.7±2.9

白头翁	               60.3±8.5		  10.8±4.9		 6.9±1.7		  4.1±1.2		      37.8±4.7

当归	               61.1±8.2		  13.6±3.2		 6.5±1.2		  4.5±0.6		      33.1±2.8

丹参	               62.8±10.3		 12.2±3.6		 7.0±1.9		  5.5±0.8b		      45.1±3.3b

红花	               59.2±15.3		 12.6±4.4		 6.3±1.5		  4.2±0.9		      33.3±4.1

赤芍	               58.7±15.1		 14.5±4.7		 6.1±1.1		  3.9±0.4		      26.9±3.5

mCD4+细胞中表达CD25、FOXP3或双阳细胞的百分比; nCD4+CD25+细胞中同时表达FOXP3细胞的百分比; bP<0.01 vs  PBS组.
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3  讨论

目前广泛接受的IBD的发病机制为易感个体免

疫系统对自体肠道的部分共生菌群的抗原失耐

受而诱发异常免疫反应, T胞在这种免疫反应的

激发和维持中处于中心地位. 简而言之, 就是T
淋巴细胞对自体肠道的细菌抗原刺激不能形成

免疫耐受. 近几年来, 基础免疫学领域在T细胞

介导的免疫耐受形成机制的认识上有一个重大

的突破, 即机体内存在以抑制免疫反应为主要

功能特点的较独立的T细胞亚群(现倾向于称为

调节性T细胞). 调节性T细胞/致病性T细胞(反
应性T细胞)平衡是机体调节免疫反应的重要模

式之一. 正常机体很大程度上靠调节性T细胞

的形成来控制免疫反应的不必要放大, 从而避

免自身免疫反应和外来抗原诱发的高敏反应, 
CD4+CD25+FOXP3+ T细胞是目前所发现的最主

要的一群调节性T细胞. 
目前已有大量的临床研究证实, 中医药治

疗UC有较高的疗效, 但其机制尚不清楚. 本研究

筛选出临床治疗IBD使用频率较高的12种中药, 
其中黄芪、党参、白术和茯苓为主要的补气药; 
黄连、黄柏、黄芩和白头翁为常用的清热解毒

药; 当归、丹参、红花和赤芍为常用的活血化

瘀药. 本研究旨在通过体外实验, 初步探讨这些

中药是否能够促进调节性T细胞的分化, 为进一

步组方研究提供依据. 为了更好的模拟体内抗

原呈递的实际状况, 此处没有直接培养外周血

单个单核细胞, 而是分离淋巴细胞和单核细胞, 
先用抗原激活单核细胞, 然后再与淋巴细胞共

同培养. 我们用渗透压轻度提高的两种漂浮密

度的Percoll液很理想的分离出单核细胞和淋巴

细胞, 既提高了单核细胞的纯度和回收率又减

少了红细胞对淋巴细胞的污染. 由于肠道正常

菌群抗原是激发UC肠道异常免疫反应的主要抗

原, 厌氧菌占大肠菌群的99%以上, 因此我们没

有采用多克隆刺激剂, 而是使用正常人肠道来

源的厌氧菌抗原来刺激淋巴细胞. 
已经很明确, 人CD4+CD25+ T细胞包括两

种功能相反的亚群: 调节性T细胞和新鲜活化

的效应细胞, 有人试图用CD25的表达强度来区

分, 认为高表达的为调节性T细胞, 但高表达的

划分标准具有明显的人为性, 目前广泛认可的

最可靠的区分标志为FOXP3的同时表达[12-13,16], 
所以此处利用近年来发展出来的FOXP3特异

抗体及胞内染色技术, 在单细胞水平同时检测

CD4、CD25及FOXP3的表达情况, 以期更确切

的分析调节性T细胞/效应性T细胞平衡. 我们发

现, 尽管中药黄芪和丹参不能提高CD4+CD25+ 
T细胞及CD4+FOXP3+ T细胞的比例, 但能提高

CD4+CD25+FOXP3+ T细胞的比例, 这提示其能

促进CD4+ T细胞向着调节性T细胞分化, 提高调

节性T细胞/效应性T细胞的比例. UC患者临床上

常有乏力、厌食、消化不良、贫血等症状属于

中医脾虚气弱、气血两虚的证候范畴; 而UC患
者的脓血便、发热等表现则属于中医大肠湿热

毒盛的证候范畴; 患者血液黏稠度升高等改变

则属于中医瘀血阻滞等证候范畴. 而黄芪、党

参、白术和茯苓恰恰是补脾益气、健脾和中的

最主要药物, 加当归能补血活血而不留瘀, 共同

改善消化不良、贫血等症状. 黄连、黄柏、黄

芩及白头翁均有清热利湿解毒等功效, 现代实

验研究证明他们均有抗菌抗病毒作用, 其清泻

大肠湿热毒邪的功效可能是通过调节肠道菌群

来发挥的. 当归、丹参、红花和赤芍等具有活

血化瘀作用的中药可能通过改善肠道微循环来

发挥作用的. 本研究同时提示黄芪和丹参还可

能通过调节T淋巴细胞的分化平衡来发挥治疗

作用, 因此可考虑作为UC组方的首选中药.

■应用要点
黄芪和丹参还可
能通过调节T淋巴
细胞的分化平衡
来发挥治疗作用, 
因此可考虑作为
UC组方的首选中
药.

图  1  阳性标准的划分. A: CD4; B: CD25; C : FOXP3.
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