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姜黄素通过调节肠道ＩＥＬ亚群缓解ＤＳＳ诱导的小鼠溃疡性结肠炎

蒲爱民，张治草，韩　宾，杨　桦　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院普通外科）

　　［摘要］　目的　观察传统中药成分姜黄素对葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导的
小鼠溃疡性结肠炎的炎症状况及 ＩＥＬ亚群的影响，探讨姜黄素对治疗溃疡性结肠炎的可能机制。
方法　选取成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６０只，按照随机数字表法分为３组，每组２０只，分别为正常组、ＤＳＳ
组和ＤＳＳ＋姜黄素组，通过对小鼠疾病活动程度指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评分及结肠组织 ＨＥ
染色评估炎症状况，应用流式细胞术分析各组结肠ＩＥＬ亚群。结果　与正常组对比，ＤＳＳ组ＤＡＩ评分明
显升高（Ｐ＜０．０１）；结肠黏膜损伤程度明显加重；ＣＤ８αα和ＴＣＲγδ亚群比例降低（Ｐ＜０．０１），ＣＤ４亚群
比例升高（Ｐ＜０．０５）。而与ＤＳＳ组比较，ＤＳＳ＋姜黄素组ＤＡＩ评分明显降低（Ｐ＜０．０５）；结肠黏膜损伤
程度明显减轻；ＣＤ８αα和ＴＣＲγδ亚群比例升高（Ｐ＜０．０１）；ＣＤ４亚群比例降低（Ｐ＜０．０５）。结论　姜
黄素缓解ＤＳＳ诱导的小鼠溃疡性结肠炎可能通过调节ＩＥＬ亚群变化。
　　［关键词］　 姜黄素；溃疡性结肠炎；肠上皮间淋巴细胞；葡聚糖硫酸钠
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　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是一
种特殊的慢性肠道炎症性疾病，包括克罗恩病

（Ｃｒｏｈｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）。ＵＣ以局限于结肠黏膜及黏膜下层的炎

症为特征，并伴随着肠道免疫失衡的一种自身免疫性

疾病［１］。目前针对ＵＣ的治疗主要包含传统的水杨酸
制剂及一部分新研发的生物制剂，但传统药物长期服

用存在较多毒副作用，且患者依从性差，新研发的药物

虽然效果较好毒副作用较小，但是针对我国大多数且

需要长期服药的患者而言经济压力大，难以大范围推

广。因此，在我国传统中药成分中寻求经济实惠、效果

好、毒副作用小的药物来治疗炎症性肠病具有非常重
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要的意义。姜黄素橙黄色结晶粉末，味稍苦，不溶于

水，是从姜科、天南星科植物的根茎中提取，含姜黄

３％～６％，是植物界中少有含二酮的色素，为二酮类化
合物。姜黄素在治疗炎症性肠病的临床报道已确认其

疗效［２］，但具体机制尚不明确。有研究报道姜黄素可

以通过抑制肠道上皮中 ＳＴＡＴ３信号通路改善小鼠炎
症性肠病［３］，通过调控结肠组织中 Ｐ３８ＭＡＰＫ表达缓
解ＤＳＳ诱导的小鼠溃疡性结肠炎［４］，通过调节肠道微

生物菌群缓解炎症反应［５］，但目前关于姜黄素对肠道

免疫的调节尚不清楚。

　　肠上皮间淋巴细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｙｍ
ｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＩＥＬ）位于肠上皮细胞基底层内。肠道的 ＩＥＬ
主要分为两大亚群，一种为诱导型 ＩＥＬ或者称为 ａ型
黏膜Ｔ细胞，表达 ＣＤ４＋或 ＣＤ８α＋的 ＴＣＲαβ；另一群
为天然型 ＩＥＬ或称 ｂ型黏膜 Ｔ细胞，主要为 ＣＤ８αα＋

或ＣＤ８αα－的ＴＣＲγδ和ＴＣＲαβ，在维持肠道稳态中扮
演着重要角色［６－７］，比如可以直接对抗侵入肠道的病

原菌、预防炎症性肠病的发生和维持肠道功能的完

整［８］。本实验室前期的葡聚糖硫酸钠 （ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｕｌｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）诱导的小鼠 ＵＣ模型显示 ＩＥＬ
亚群比例及活化的明显改变［９］；在小鼠小肠急性缺血

再灌注模型（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）下，小肠 ＩＥＬ的
亚群及功能发生了明显的变化［１０］；同样在肠道 ＩＲ患
者标本中也检测到肠道天然免疫处于一个过分激活的

状态［１１］。以上研究表明 ＩＥＬ细胞的功能和亚群比例
失调与肠道炎症的严重程度具有明显的相关性。本实

验通过 ＤＳＳ诱导小鼠结肠形成的 ＵＣ模型，探讨姜黄
素对小鼠 ＵＣ模型中结肠 ＩＥＬ亚群的变化的影响，阐
述其缓解ＵＣ的可能机制，以期为姜黄素在治疗炎症
性肠病中的应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＤＳＳ购自美国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，姜黄素、台盼蓝购自
Ｓｉｇｍａ公司（由二甲亚砜溶解），Ｐｅｒｃｏｌｌ淋巴细胞分离
液购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，胎牛血清和１６４０培养基
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，邻联甲苯胺、乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）和二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购自武汉博士德生物工
程公司，ＩＥＬ分离缓冲液（含有 １９０ｍｇＥＤＴＡ，８０ｍｇ
ＤＴＴ１×ＰＢＳ液），流式细胞染色缓冲液（含有１％ 胎
牛血清、０．１％ 叠氮钠的 １×ＰＢＳ），流式抗体 ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ４５ｐｅｒｃｐｃｙ５．５、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ８αＡＰＣ、ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅ ＣＤ８βＦＩＴＣ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ４ＰＥ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＴＣＲβＡＰＣ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＴＣＲγ／δＦＩＴＣ购自美国 ＢＤ公
司（由北京达科为生物公司代理），磁力加热搅拌器购

自上海江心仪器有限公司。

１．２　实验动物模型构建及分组
　　６０只Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，６～８周龄，体质量（２３±
２）ｇ，由第三军医大学实验动物中心提供。按随机数字
表法分为３组（ｎ＝２０）：正常组（按照动物房的环境正常
喂养）、ＤＳＳ组（含有３％ ＤＳＳ的饮用水喂养７ｄ）和ＤＳＳ＋
姜黄素组（喂养３％ ＤＳＳ２ｄ后，３％ ＤＳＳ＋８０ｍｇ／ｍＬ姜
黄素继续喂养５ｄ）。
１．３　方法
１．３．１　小鼠ＤＡＩ评分及结肠组织标本采集　　每天
观察及记录小鼠的体质量及大便情况，疾病活动程度

指数（ＤＡＩ）＝（体质量减轻率分数 ＋粪便性状分数 ＋
隐血程度分数）／３［１２］，见表１。７ｄ后处死小鼠，取结
肠组织进行ＨＥ染色，观察结肠损伤情况。

表１　ＤＡＩ评分标准
计分 体质量下降（％） 粪便性状 便血情况

０ 无 正常 阴性

１ １～５ ＋
２ ６～１０ 半稀便 ＋＋
３ １１～１５ ＋＋＋
４ ＞１５ 稀便 ＋＋＋＋

正常大便：成形颗粒样便；半稀便：糊状或半成形不黏肛

便；稀便：水样黏肛便

１．３．２　粪便隐血判断　　向标本中先滴加邻联甲苯
胺，后滴加２％过氧化氢，观察是否变为蓝色，如呈蓝
色则该标本隐血阳性。

１．３．３　小鼠结肠组织的 ＩＥＬ细胞分离　　对各实验
组小鼠采取１％的戊巴比妥钠麻醉后，采用颈椎脱臼
术处死，取出各组小鼠结肠（每次５～６只小鼠结肠聚
集分离ＩＥＬ）放入盛满 ＲＰＭＩ１６４０的培养皿中，然后纵
行剖开结肠洗净肠腔的内容物洗涤重复３次直至清
洁，用眼科剪将结肠剪碎至每小段０．５ｃｍ长，将碎肠
段放入事先预热的 ＩＥＬ分离缓冲液６０ｍＬ（含１０％胎
牛血清）的烧杯中，在３７℃的环境中搅拌３０ｍｉｎ，然后
以带有尼龙毛的２０ｍＬ的注射器过滤掉结肠碎块，经
过５ｍｉｎ１５００ｒ／ｍｉｎ离心，留沉淀加入 ４０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ
１５ｍＬ，２２００ｒ／ｍｉｎ离心 ２２ｍｉｎ，留沉淀加入 ２０ｍＬ
ＲＰＭＩ１６４０培养基，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ洗涤各管，
沉淀即为ＩＥＬ细胞，通过台盼蓝染色观察，分离出的
ＩＥＬ存活率超过９５％。
１．３．４　流式细胞术检测　　向分离出的 ＩＥＬ细胞沉
淀中加入流式缓冲液，缓慢吹散细胞沉淀，然后取洁净

的２．０ｍＬＥｐ管数只，加入吹散的细胞悬液，每管
１００μＬ，编号向细胞悬液加入一定量的流式抗体吹散
混匀，避光置于２０℃室温孵育３０ｍｉｎ，然后用流式细胞
染色缓冲液洗涤每管３次，每次洗涤液量为３００μＬ，
最后将洗净的细胞悬浮在３００μＬ的流式缓冲液中，待
上机检测（ＣＤ４５阳性为 ＩＥＬ设门检测各个细胞亚
群），流式细胞仪由第三军医大学新桥医院中心实验
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室提供，型号为贝克曼ＭｏＦｌｏ购自美国贝克曼公司。
１．４　统计学方法
　　计量资料以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，
不同组别之间的比较采用单因素方差分析。检验水准

α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠ＤＡＩ评分变化
　　与正常组比较，ＤＳＳ组前３ｄ情况平稳，体质量从
第４～７天出现大幅度下降，活动量明显减少，出现稀
便、血便等，ＤＡＩ评分明显升高（Ｐ＜０．０１）；ＤＳＳ＋姜黄
素治疗组体质量也相对下降但其趋势较平缓，稀便、血

便程度较ＤＳＳ组明显偏轻且 ＤＡＩ评分明显低于 ＤＳＳ
组（Ｐ＜０．０５，图１）。
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图１　各组小鼠的ＤＡＩ评分变化情况

２．２　小鼠结肠黏膜组织学病理改变
　　正常组小鼠结肠黏膜完整、轮廓清晰，且肠道上皮
连续，肠上皮细胞和腺体排列规整，细胞下基质、血管

正常；ＤＳＳ组结肠黏膜完整性极差、断裂、裂解且分离、
水肿明显，肠上皮空泡状的杯状细胞减少，黏膜下基层

中出现大量的炎性细胞浸润；ＤＳＳ＋姜黄素治疗组结
肠黏膜尚完整、无断离、裂解、脱离，黏膜下基质浸润的

淋巴细胞较少（图２）。
２．３　小鼠结肠ＩＥＬ亚群ＣＤ８αα和ＣＤ８αβ的变化
　　与正常组比较，ＤＳＳ组 ＣＤ８αα亚群明显降低
（Ｐ＜０．０１），ＣＤ８αβ明显升高（Ｐ＜０．０１）；ＤＳＳ＋姜黄
素治疗组结肠的 ＣＤ８αα亚群比例明显高于 ＤＳＳ组
（Ｐ＜０．０１），ＣＤ８αβ的比例较 ＤＳＳ组明显降低（Ｐ＜
０．０１，图３、表２）。
２．４　小鼠结肠ＩＥＬ亚群ＣＤ４的改变
　　与正常组对比，ＤＳＳ组 ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群比例明
显升高（Ｐ＜０．０５）；ＤＳＳ＋姜黄素治疗组的 ＣＤ４＋Ｔ细
胞亚群低于ＤＳＳ组（Ｐ＜０．０５，图４、表２）。
２．５　ＴＣＲαβ和ＴＣＲγδ细胞亚群变化
　　与正常组比较，ＤＳＳ组的 ＴＣＲγδ亚群比例明显降
低（Ｐ＜０．０１），而 ＤＳＳ＋姜黄素治疗组显著高于 ＤＳＳ
组（Ｐ＜０．０１）；ＤＳＳ组和正常组中 ＴＣＲαβ亚群比例差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＤＳＳ＋姜黄素治疗组中
ＴＣＲαβ亚群比例较ＤＳＳ组低（Ｐ＜０．０５，图５、表２）。
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＳＳ组；Ｃ：ＤＳＳ＋姜黄素治疗组
图２　各组小鼠结肠组织病理学改变 　（ＨＥ×２００）
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＳＳ组；Ｃ：ＤＳＳ＋姜黄素治疗组
图３　流式细胞术检测各组小鼠结肠ＩＥＬ中ＣＤ８分型
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＳＳ组；Ｃ：ＤＳＳ＋姜黄素治疗组
图４　流式细胞术检测各组小鼠结肠ＩＥＬ中ＣＤ４分型
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＳＳ组；Ｃ：ＤＳＳ＋姜黄素治疗组
图５　流式细胞术检测各组小鼠结肠ＩＥＬ中ＴＣＲγδ分型

表２　各组小鼠结肠ＩＥＬ流式细胞分型（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＣＤ８αα ＣＤ８αβ ＣＤ４ ＴＣＲαβ ＴＣＲγδ
正常组 ３７．５３±２．３０ ２０．３０±１．４０ ９．１４±０．４３ ７８．３７±１．５７ １０．８３±１．９０
ＤＳＳ组 ２６．７３±２．９０ａ ４５．５０±１．７０ｂ １４．８０±２．２０ａ ８０．９４±０．２２ ５．３８±０．４３ｂ

ＤＳＳ＋姜黄素治疗组 ４３．４７±２．７０ｄ １７．６７±３．３６ｄ １０．５６±０．８６ｃ ７４．２４±２．１０ｃ １３．７３±０．５０ｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＤＳＳ组比较

３　讨论

　　ＵＣ主要以腹泻、腹痛、血便伴里急后重为主要临
床症状，病变部位主要为结、直肠的黏膜及黏膜下层，

且病情迁延不愈。目前 ＵＣ的明确病因尚未详细阐
述，但是病理检测和实验模型证明免疫系统的异常表

现是造成肠道炎症和组织损伤的重要因素［１３］。当前

针对 ＵＣ治愈难度大，其病情漫长，有癌变倾向，被全
世界公认为现代难治病之一。治疗ＵＣ的传统药物长
期服用副作用较大，近年开发的生物制剂等价格昂贵，

不利于广泛运用于临床，因此寻找不良反应小、经济实

惠的药物意义重大。

　　结合ＩＥＬ在肠道炎症中所扮演的重要角色和姜黄
素能够缓解相关炎症，本实验通过构建小鼠 ＤＳＳ溃疡

性结肠炎模型，深入研究了姜黄素对肠道 ＩＥＬ亚群的
影响。本实验中ＤＳＳ＋姜黄素治疗组小鼠的结肠炎症
从ＤＡＩ评分、结肠外观、ＨＥ染色三方面观察均得到明
显缓解。本实验发现姜黄素对 ＤＳＳ诱导的 ＩＥＬ变化
有显著影响：姜黄素治疗组 ＣＤ８αα和 ＴＣＲγδ细胞亚
群明显增高，ＣＤ８αβ、ＣＤ４和 ＴＣＲαβ细胞亚群明显减
少。ＣＤ８αβ为细胞毒性Ｔ细胞，其功能为促进炎症破
坏。无论是ＤＳＳ诱导的小鼠 ＵＣ模型，还是小鼠小肠
ＩＲ模型，ＣＤ８αβ都显著增加［９－１０］。本实验发现姜黄

素能够显著地降低该细胞亚群的比例。ＣＤ８αα在炎
症中的作用已有报道，发现在脓毒血症的小鼠模型中

通过注射外源性的谷氨酸处理后，该细胞分群比例增

加，其可以通过产生 ＩＬ１０促进肠上皮的修复［１４］。

ＣＤ４细胞亚群在大多数炎症相关模型中升高明显［１５］，
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大量研究报道其可以产生诸如 ＴＮＦα、ＩＦＮγ等炎症
介质加速炎症破坏［１１］。有趣的是我们通过姜黄素处

理，ＣＤ４细胞亚群降低，同时伴随肠道黏膜炎症损伤的
改善。ＴＣＲγδ在正常小鼠结肠中占 ＩＥＬ的 １０％左
右［１６］，ＴＣＲγδ不仅可以通过直接清除入侵肠屏障的病
原体，还可以通过产生 ＫＧＦ直接参与肠上皮的更
新［１７］。在 ＴＣＲγδ细胞敲除老鼠溃疡性结肠炎模型中
表现为更严重的结肠破坏并且伴有更高的死亡率［１８］。

本研究发现姜黄素处理能够使 ＴＣＲγδ维持在一个相
对高的比例，使其发挥重要的保护功能。

　　本实验发现姜黄素对ＤＳＳ诱导的小鼠ＵＣ有显著
的改善作用，并结合肠道的细胞免疫发现了姜黄素对

肠道 ＩＥＬ的亚群有着明显的调控作用。在 ＤＳＳ诱导
的溃疡性结肠炎模型中姜黄素主要通过维持 ＣＤ８αα
细胞亚群和 ＴＣＲγδＩＥＬ亚群稳定进一步维持肠道黏
膜屏障的完整。虽然此研究发现了姜黄素对ＩＥＬ有调
节作用但未涉及具体的信号通路研究，接下来我们将

通过具体的分子信号来解释姜黄素的调控作用，为其

临床应用奠定可靠的基础。
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