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Abstract
AIM: To explore the influence of inhibiting the 
expression of secondary lymphoid tissue che-
mokine (SLC) by triptolide (TL) on experimental 
colitis in mice. 

METHODS: Forty female Balb/c mice were ran-
domly divided into five groups: a normal group, 
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雷公藤内酯醇抑制次级淋巴组织趋化因子表达对小鼠实
验性结肠炎的影响

张 霞, 周国雄, 张海峰, 陈海琴, 曹 维

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
U C )已成为常见
的肠道疾病, 寻找
更加有效的UC诊
断、治疗方法显
得尤为重要, 是改
善UC患者预后的
关键. 

a model group, a propanediol treatment group, 
a low-dose TL treatment group, and a high-dose 
TL treatment group. Mice in the normal group 
were given distilled water, while the other 
groups were given 5% dextran sodium sulphate 
solution for 7 d to induce colitis mimicking hu-
man ulcerative colitis (UC). From the 3rd day 
of colitis induction, the propanediol treatment 
group was given 2% propanediol (0.2 mL) daily 
by intraperitoneal injection, while the TL treat-
ment groups were given TL 0.6 and 0.8 mg/kg, 
respectively, for 5 d. All the mice were killed on 
day 8. Colon length, colon gross morphology 
score and colon histological score were assessed. 
The expressions of SLC in colon tissue was mea-
sured by immunohistochemistry and real-time 
fluorescence quantitative PCR. 

RESULTS: SLC was expressed weakly in the 
normal group, and was up-regulated in colitis. 
SLC expression in the normal group was sig-
nificantly lower than that in the model group 
and propanediol treatment group (P < 0.01), 
although there was no significant difference 
between the latter two groups (P > 0.05). The 
expression of SLC in the TL treatment groups 
was lower than that in the model group and 
propanediol treatment group (P < 0.01), and the 
pathological changes were mitigated.  

CONCLUSION: The expression of SLC may be 
related to the occurrence and development of 
UC. The therapeutic effect of TL against experi-
mental ulcerative colitis in mice may be associ-
ated with restraining the expression of SLC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
次级淋巴组织趋
化 因 子 可 趋 化 T
细 胞、B 细 胞、
活化的自然杀伤
细胞和树突状细
胞到外周淋巴组
织或器官, 密切参
与 淋 巴 归 巢 ,  在
UC的发生和进展
中起重要作用. 进
一步研究次级淋
巴组织趋化因子
在 U C 中 的 作 用 , 
将为疾病的诊治
开辟新的途径.

www.wjgnet.com/1009-3079/22/2893.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i20.2893 

摘要
目的:  研究实验性结肠炎小鼠中次级淋巴
组织趋化因子(secondary lymphoid t issue 
chemokine, SLC)的表达, 了解不同浓度雷公
藤内酯醇(triptolide, TL)抑制SLC表达对小鼠
结肠炎的影响.  

方法: 40只♀Balb/c小鼠随机分为5组: 正常
组、葡聚糖硫酸钠(dextran sodium sulphate, 
DSS)模型组、丙二醇治疗组、TL治疗组1、
TL治疗组2. 正常组小鼠饮用蒸馏水, 其余小
鼠饮用5%DSS溶液7 d, 诱导建立实验性结肠
炎模型以模拟人类溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC). 治疗组从造模第3天开始, 丙二醇
治疗组给予2%丙二醇0.2 mL腹腔注射(ip), TL治
疗组分别给予溶于2%丙二醇的TL 0.6 mg/kg、
TL 0.8 mg/kg, qd , ip 5 d. 第8天处死小鼠后检
测结肠长度、结肠大体形态评分、结肠组织
学病理评分,  应用免疫组织化学、实时荧光
定量PCR检测小鼠结肠组织中SLC表达.  

结果: SLC在小鼠正常组中微弱表达, 在小鼠
UC中表达上调, 正常组与DSS组、丙二醇治
疗组相比差异有统计学意义(P <0.01); 丙二醇
治疗组小鼠与DSS组相比, SLC表达无明显差
异(P >0.05); TL治疗组小鼠症状减轻, SLC表
达下调, 与DSS组、丙二醇治疗组相比, 差异
有统计学意义(P <0.01).   

结论: SLC表达参与了UC的发生和发展, TL对
小鼠实验性结肠炎的治疗效应与抑制SLC的
表达有相关性.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 次级淋巴组织趋化因子; 雷

公藤内酯醇

核心提示: 次级淋巴组织趋化因子在溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis, UC)组织中表达上调, 反映了

疾病的炎症程度, 可作为病情严重程度的评价指

标, 可能成为潜在治疗的靶点. 雷公藤内酯醇能

减轻UC小鼠临床症状, 并下调次级淋巴组织趋化

因子的表达, 表明雷公藤内酯醇对小鼠结肠炎的

治疗效应与抑制次级淋巴组织趋化因子的表达

相关, 雷公藤内酯醇拮抗次级淋巴组织趋化因子

的表达可能成为有效的UC治疗方法.  
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种目

前病因尚不明确的慢性非特异性结肠炎症, 为
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的主要类型, 已成为常见的肠道疾病和慢性腹

泻的主要病因. 次级淋巴组织趋化因子(second-
ary lymphoid tissue chemokine, SLC)属于CC类
趋化因子, 是第一个被论证的参与体内淋巴细

胞归巢的趋化因子[1], 密切参与淋巴归巢及抗

瘤免疫应答, 对肠道淋巴细胞有趋化作用. 本
研究通过检测模拟人类UC的实验性结肠炎小

鼠结肠组织中SLC的表达, 了解不同浓度雷公

藤内酯醇(triptolide, TL)对小鼠UC病变的影响, 
进一步明确其治疗效应是否与抑制SLC的表达

有相关性.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♀, Balb/c小鼠, 体质量22-24 g, 7-8周龄, 
用混合配方饲料喂养, 恒温(22 ℃-24 ℃), 衡湿

(49%), 建立12 h明暗周期, 每日更换饮水、饲料. 
葡聚糖硫酸钠(dextran sodium sulphate, DSS), 分
子量36000-50000, 购自美国MP Biomedicals公
司; TL购自南京泽郎医药科技有限公司; 隐血试

验试剂盒购自南京建成生物工程研究所; TRIzol
抽提RNA试剂购自Invitriogen公司; PCR试剂盒

购自Takara公司; LightCycler 480 SYBR Green I 
Master购自Roche公司; SLC多克隆抗体(兔抗小

鼠)购自美国Abcam公司; 二抗购自北京中杉金

桥生物技术有限公司.  
1.2 方法

1.2.1 动物分组和模型制备: 将40只♀Balb/c小鼠

随机分为5组, 每组8只: 正常组、DSS模型组、

丙二醇治疗组、TL治疗组1及TL治疗组2. 正常

组小鼠自由饮用蒸馏水7 d, 其余4组小鼠参照

Stevceva等[2]的方法, 饮用5%DSS溶液(5 g DSS
溶于100 mL蒸馏水)7 d. 从造模第3天开始, 丙二

醇治疗组给予2%丙二醇(0.2 mL, qd )腹腔注射

(ip)5 d; TL治疗组1给予溶于2%丙二醇的TL 0.6 
mg/kg(0.2 mL, ip qd ), 共5 d; TL治疗组2给予溶于

2%丙二醇的TL 0.8 mg/kg (0.2 mL, ip qd ), 共5 d.  
1.2.2 实验性UC评价: 每日观察小鼠精神、活

2014-07-18|Volume 22|Issue 20|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
有研究表明当UC
发病时, 在各种因
素的作用下, 一方
面肠道次级淋巴
组织趋化因子的
表达量增高, 其高
表达于淋巴结高
内皮小静脉上, 通
过浓度梯度吸引
C C R 7 阳 性 淋 巴
细胞向淋巴结迁
移; 另一方面机体
的淋巴细胞的数
量、淋巴细胞表
面 的 C C R 7 表 达
量 也 在 增 加 ,  诱
导多种淋巴细胞
归 巢 ,  促 进 抗 原
提 呈 细 胞 如 T 细
胞、B 细 胞 在 淋
巴结中聚集、活
化 与 分 化 等 ,  参
与UC的发病.

动、饮食、体质量变化、大便性状及便血情

况, 第8天颈椎脱臼法处死各组小鼠, 取小鼠结肠

标本, 冲洗后肉眼观察炎症及溃疡发生情况, 记
录结肠长度、结肠大体形态评分(general form 
score, GMS)[3]、结肠组织学病理评分(histological 
score, HPS)[4]. 黏膜无损害、黏膜充血、溃疡面

积小于损面积的25%、受损面积的25%-50%、

大于受损面积的50%分别计为0、1、2、3、4、
5分. 切取病灶肠段分两部分: 一部分4%甲醛固

定, 常规石腊包埋、切片、HE染色, 观察组织学

改变, 用免疫组织化学法对标本的石蜡切片进行

抗原检测; 一部分-80 ℃保存, 留做荧光定量PCR.  
组织学评分标准: 0分正常; 1分极低白细胞浸润, 
<10%hpf; 2分少量白细胞浸润, 10%-25%hpf; 3分
中量白细胞浸润, 25%-50%hpf, 同时伴血管密集

和肠壁增厚; 4分大量白细胞浸润, >50%hpf, 血管

高度密集, 隐窝变形、扭曲, 肠壁肿胀伴溃疡.  
1.2.3 免疫组织化学法SLC检测: 采用LAB VI-
SION 2D全自动免疫组织化学染色仪, 行EnVi-
sion二步法染色. SLC一抗工作浓度1∶100, 羊抗

兔二抗工作浓度1∶100. 所有切片均在同一条

件的光学显微镜下观察, 每张切片随机计数至

少10个400倍视野, 结果以细胞核或细胞质中发

现棕黄色或褐色颗粒状物者为阳性细胞, 阴性

对照应无棕黄色反应产物, 计数阳性细胞占所

有细胞的百分数. 阴性、阳性细胞占1%-25%、

26%-50%、51%-75%, 76%-100%分别计为0、
1、2、3、4分.  
1.2.4 荧光定量PCR法SLC检测: TRIzol法提取实

验小鼠结肠组织中的总RNA, 测定RNA的浓度, 
取比值为1.8-2.0的样本, RNA分装后-80 ℃保存

备用. PCR引物由上海生物工程有限公司设计

并合成, SLC上游引物: 5'-GCA AGA ACC AAG 
TTT AGG CTG T-3', 下游引物: 5'-CCC TTT CCT 
TTC TTT CCA GAC T-3', 扩增长度为204 bp; 内

参照β-actin上游引物: 5'-GAG ACC TTC AAC 
ACC CCA GC-3', 下游引物: 5'-CCA CAG GAT 
TCC ATA CCC AA-3', 扩增长度为446 bp. 以总

RNA中的mRNA为模板, 逆转录反应条件: 37 ℃
15 min, 85 ℃ 5 s, 逆转录完成后用于PCR扩增

或-20 ℃保存备用. 实时荧光定量PCR扩增反应

条件: 95 ℃预变性10 min, 95 ℃变性10 s, 60 ℃
退火20 s, 72 ℃延伸20 s, 循环45次. β-actin反应

条件和SLC相同. 反应结束后在计算机上读取

荧光定量PCR Ct值. 使用Livak法统计方法, ∆Ct 
= Ct(目的基因)-Ct(内参基因), ∆∆Ct = ∆Ct(实验

组)-∆Ct(对照组), 计算表达水平比率: 2-∆∆Ct = 表
达量的比值.  

统计学处理 实验结果以Windows Excel软
件建立数据库, 采用SPSS19.0统计软件, 用mean
±SD表示, 采用成组设计两样本均数比较的t检
验. P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般情况 实验中各组均无小鼠死亡. 正常组

精神、活动、饮食及大便性状均正常, 毛色光

泽, 体质量逐渐增加. DSS模型组、丙二醇治疗

组小鼠给予DSS后, 第2、3天开始出现厌食、

活动减少、坚毛、毛发色泽灰暗、体质量下降, 
大便表现为稀糊状粪便; 第4天开始出现便血

或大便隐血, 体质量下降更加明显, 活动明显减

少. TL治疗各组给予腹腔注射后, 饮食及体重较

DSS模型组、丙二醇治疗组有所增加, 毛色较之

有光泽, 便血或大便隐血减轻.  
2.2 结肠长度观察 DSS模型组、丙二醇治疗组

小鼠结肠较正常组明显缩短, TL治疗各组结肠

缩短程度减轻, TL治疗各组与DSS模型组、丙

二醇治疗组相比, 差异有统计学意义(P <0.05); 
丙二醇治疗组、与DSS模型组相比较, 差异无统

计学意义(P >0.05)(表1).  

     

表  1  各组结肠长度、大体形态评分、组织学评分、免疫组织化学评分、荧光定量PCR表达比较 (n  = 8)

分组 结肠长度(cm) 大体形态评分 组织学评分 免疫组织化学评分 定量PCR表达比率    

正常组 7.812±0.069 0.125±0.125 0.750±0.164 1.000±0.000 0.005±0.002        

DSS模型组  5.463±0.146b  2.750±0.164b  3.250±0.164b  3.375±0.183b  1.193±0.233b      

丙二醇治疗组  5.413±0.152b  2.875±0.125b  3.375±0.183b  3.375±0.183b  1.327±0.293b           

TL治疗组1(0.6 mg/kg)  5.813±0.052c  2.250±0.164c  2.375±0.183d  2.500±0.189d  0.204±0.051d      

TL治疗组2(0.8 mg/kg)  5.900±0.057c 2.125 ±0.125d  1.500±0.189d  2.000±0.189d  0.114±0.057d       

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  DSS模型组及丙二醇治疗组. TL: 雷公藤内酯醇; DSS: 葡聚糖硫酸钠.
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■创新盘点
雷公藤内酯醇, 从
雷公藤属植物雷
公藤中分离的二
萜内酯化合物, 研
究表明雷公藤内
酯醇药理活性强, 
具有抗炎、抗生
育、免疫调节和
改善微循环作用
等 作 用 .  我 们 首
次采用雷公藤内
酯醇治疗UC, 观
察其对UC的治疗
效果.

2.3 大体形态观察及评分 正常组小鼠结肠黏膜

色泽正常, 无充血水肿、糜烂及溃疡形成. DSS
模型组、丙二醇治疗组结肠较多糜烂及浅表溃

疡形成, 近端结肠轻度充血水肿, 远端结肠最为

严重, 黏膜中重度充血水肿.  TL治疗各组结肠糜

烂及溃疡形成较少, 远端结肠黏膜轻中度充血

水肿, 近端结肠充血水肿不明显.  
2.4 组织学观察及评分 HE染色见正常组小鼠结

肠黏膜上皮完整, 未见糜烂及溃疡, 黏膜及黏膜

下层可见少量炎症细胞浸润, 固有层腺体形态

正常、排列整齐; DSS模型组、丙二醇治疗组结

肠黏膜上皮损伤、缺失, 糜烂及溃疡形成明显, 
黏膜及黏膜下层可见密集分布的淋巴细胞和单

核细胞浸润, 亦可见少量中性粒细胞浸润, 固有

层腺体变形、排列紊乱, 偶见淋巴滤泡形成; TL
治疗各组结肠黏膜可见炎症细胞浸润, 糜烂及

溃疡程度较DSS模型组、丙二醇治疗组轻, TL
治疗组2尤其明显(图1). 正常组、TL治疗各组与

DSS模型组、丙二醇治疗组相比较, 差异有统计

学意义(P <0.01); 丙二醇治疗组、与DSS模型组

相比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表1).  
2.5 免疫组织化学结果 在正常组小鼠结肠黏膜

组织中, SLC弱阳性表达, DSS模型组、丙二醇

治疗组与正常组比较, SLC表达显著增高(图2), 
差异有统计学意义(P <0.01); 与DSS模型组、丙

二醇治疗组相比, TL治疗各组SLC增高的幅度降

低, TL治疗各组SLC的表达差异有统计学意义

(P <0.01); DSS模型组与丙二醇治疗组比较, SLC
的表达差异无统计学意义(P >0.05)(表1).  
2.6 定量PCR 表达量的比值结果是通过内参基

因表达水平校准的实验组中目标基因相对于对

照组的增加或减少的倍数. 正常组SLC微弱表

达, DSS模型组、丙二醇治疗组SLC表达上调, 
明显高于正常组, 差异有统计学意义(P <0.01); 
与DSS模型组和丙二醇治疗组比较, TL治疗各组

SLC上调幅度降低, 差异有统计学意义(P <0.01); 
DSS模型组与丙二醇治疗组之间, SLC表达差异

无统计学意义(P >0.05)(表1).  

图  1  各组小鼠结肠黏膜
组织HE染色(×200). A: 正

常组; B: DSS模型组; C: 

丙二醇治疗组; D: TL治

疗组1; E: TL治疗组2. TL: 

雷公藤内酯醇; DSS: 葡聚

糖硫酸钠.

A B

DC

E

2014-07-18|Volume 22|Issue 20|WCJD|www.wjgnet.com



张霞, 等. 雷公藤内酯醇抑制次级淋巴组织趋化因子表达对小鼠实验性结肠炎的影响			             2897

3  讨论  

SLC即CCL21, 又可称为6Ckine、Exodus-2、
TCA4, 是一种起源于内皮的CC类趋化因子, 基
因定位于9p13, 而其他C C类趋化因子定位于

17q11.2. 1997年由Nagira等用信号序列捕获法通

过EST在人EST文库里首先克隆出[5-7]. SLC可趋

化T细胞、B细胞、活化的自然杀伤细胞和树突

状细胞到外周淋巴组织或器官, 密切参与淋巴

归巢及抗瘤免疫应答, 在UC的发生和进展中起

重要作用. CC趋化因子受体-7(chemokine recep-
tor 7, CCR7)是SLC的受体, SLC的绝大多数生物

学作用都是与CCR7结合才可产生, 其作用的强

弱与CCR7表达水平密切相关. SLC首先形成较

稳定的化学浓度梯度, 靶细胞发生极化后, SLC
和表达在靶细胞上的CCR7结合, 促使整合素在

细胞的表面聚合, 活化胞浆内的耦联G蛋白, Ca2+

快速动员, 激发信号转导, 重组细胞内的骨架蛋

白, 使细胞与周围的介质发生黏附或脱离, 使靶

细胞运动并且产生高效的趋化作用, 参与机体

的各项免疫活动.  
Matsuzaki等[8]的研究表明, UC的发生与

Th1/Th2免疫应答不平衡有关, Th1应答主要发

生在结肠黏膜重度炎症, Th2应答主要发生在结

肠黏膜轻度炎症. 组织病理改变最明显的特点

为大量炎性细胞浸润, 很多趋化因子通过与其

受体的作用参与了UC的发病. SLC是启动T细胞

应答的关键分子, 能够刺激CIM+ T细胞和CD8+ 
T细胞扩增, 诱导Th1细胞极化及记忆性T细胞的

产生. 研究发现T细胞在成熟过程中产生CCR7, 
其通过与SLC结合, 牢固附于HEV的表面, T细胞

表达的PSGL-1也可结合在HEV表面的SLC和选

择素, 可对T细胞黏附起到增强作用[9]. Kawashi-
ma等[10]通过分析肠样本发现SLC散在分布于肠

内淋巴结、集合淋巴管及淋巴管, 在肠系膜淋

巴结, SLC高表达于HEVs、淋巴管和间质DC, 
尤其在T细胞区域. 葛步军等[11]采用2,4-二硝基

氯苯丙酮液(2,4 dinitro chlorobenzene, DNCB)免
疫法建立实验性大鼠UC模型, 我们用DSS诱导

■应用要点
雷公藤内酯醇的
效果理想但不良
反应较大, 需要改
进剂型或进一步
提纯, 降低不良反
应, 而且其给药剂
量也有待进一步
探索.

图   2   各 组 小 鼠 结 肠 组
织SLC表达免疫组织化学
染色(×200). A: 正常组; 

B: DSS模型组; C: 丙二醇

治疗组; D: TL治疗组1; E: 

TL治疗组2. TL: 雷公藤内

酯醇; DSS: 葡聚糖硫酸钠.

A B

DC

E
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所致的小鼠结肠炎模型[12], 均发现SLC mRNA表

达较对照组明显增高, 提示SLC大量表达则可能

参与UC的病理过程.  
TL又称雷公藤甲素, 是从雷公藤属植物雷

公藤中分离的二萜内酯化合物, 具有抗炎、抗

生育、抗肿瘤、免疫调节和改善微循环等作用. 
但是由于TL作用机制的广泛性及机体免疫系统

的复杂性, 其免疫调节机制还未十分清楚, 就目

前研究结果可知, 其作用机制主要有抑制T细胞

增殖或诱导T细胞凋亡、影响NF-κB活性、抑制

肿瘤血管生成、抗氧化和抗脂质氧化等[13-15]. 周
鋆等[16]在建立结肠炎大鼠模型的基础上以雷公

藤红素进行干预, 发现高、低剂量雷公藤红素

均能显著改善结肠组织大体和组织学评分, 降
低NF-κB p65以及白介素-1β、肿瘤坏死因子-α 
mRNA的表达, 表明雷公藤红素对TNBS诱导的

大鼠结肠炎具有显著的保护作用. 本研究成功

复制了与人类UC相似的DSS所致的小鼠结肠炎

模型, 该模型目前已经被广泛应用于IBD免疫病

理机制的研究. 本研究发现, SLC在正常组小鼠

结肠组织中弱阳性表达, 在DSS诱导的小鼠结

肠炎组织中表达上调, SLC反映了疾病的炎症程

度, 可作为病情严重程度的评价指标. 通过TL治
疗组和DSS模型组、丙二醇治疗组比较, 发现

TL能减轻小鼠临床症状, 并下调SLC的表达, 表
明TL对小鼠结肠炎的治疗效应与抑制SLC的表

达相关, TL拮抗SLC的表达可能成为有效的UC
治疗方法. TL治疗组小鼠和正常组相比, SLC表
达是上调的, 推测其原因可能是在给予TL的同

时也在给予DSS.  
目前SLC在UC发生发展中的具体作用还不

完全清楚, 寻找针对SLC安全有效的拮抗剂,  通
过拮抗他的活性来减轻炎症损伤, 是一种可行

的UC治疗方法; TL对UC的治疗作用及使用剂量

也有待进一步探索, 深入研究其在UC中的作用

将给UC治疗带来希望.  
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