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姜酮缓解葡聚糖硫酸钠盐诱导小鼠结肠炎的作用机制研究
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　　［摘要］　目的　探究姜酮（ｚｉｎｇｅｒｏｎｅ，Ｚｉｎ）对葡聚糖硫酸钠盐（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导小
鼠结肠炎的治疗作用及其潜在免疫调节机制。方法　将ＳＰＦ级６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分为对照
组（Ｗａｔｅｒ组）、模型组（ＤＳＳ组）、姜酮干预组（ＤＳＳ＋Ｚｉｎ组，２０ｍｇ／ｋｇ），每组５只。利用 ＤＳＳ溶液建立
急性溃疡性结肠炎模型，比较各组小鼠体质量变化、疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）、结肠长
度变化及组织病理学评分。ＲＴｑＰＣＲ和多因子试剂盒检测小鼠结肠组织中炎症因子 ｍＲＮＡ和蛋白质
的表达。流式细胞术检测姜酮对体内外Ｔ细胞亚群及转录因子 ＲＯＲγｔ表达的影响。双荧光素酶报告
基因系统分析姜酮对ＲＯＲγｔ的转录活性及Ｒｏｒｃ启动子活性的影响。结果　与对照组小鼠比较，ＤＳＳ组
小鼠结肠长度缩短，ＤＡＩ评分及组织病理学评分升高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２１、ＩＬ２２、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＩＦＮγ
ｍＲＮＡ表达水平上调（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβｍＲＮＡ表达水平降低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ２２、ＩＦＮγ蛋
白表达增加（Ｐ＜０．０５）；姜酮处理后可显著减轻上述临床症状，并逆转上述炎症因子的表达（Ｐ＜０．０５）。
流式细胞术结果显示：姜酮在体内外均可抑制 Ｔｈ１７细胞分化及 ＲＯＲγｔ表达、促进 Ｔｒｅｇ细胞分化（Ｐ＜
０．０５），但Ｔｈ１亚群的分化不受影响。双荧光素酶基因结果显示姜酮处理后的 ＲＯＲγｔ的转录活性及
Ｒｏｒｃ启动子活性均被显著抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　姜酮可通过调 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡，抑制 ＲＯＲγｔ表
达，从而发挥治疗小鼠溃疡性结肠炎作用。

　　［关键词］　姜酮；溃疡性结肠炎；Ｔｈ１７细胞；Ｔｒｅｇ细胞；ＲＯＲγｔ；肠道免疫
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种病因
尚未明确，由遗传、环境等多种因素共同参与的慢性非

特异性肠道炎症性疾病，多累及直肠及远端结肠，病变

以黏膜及黏膜下层弥漫性、连续性炎症分布为特征。

临床主要表现为腹泻、腹痛、血便和体质量减轻等，病

情反复，迁延不愈，与结直肠癌的发生发展有密切关

系，严重危害人类健康及生活质量水平［１－２］。目前 ＵＣ
的发病机制及病因尚未完全阐明，研究认为，肠道免疫

失调、肠道菌群失衡以及环境、遗传因素是导致 ＵＣ发
病的主要原因［３］。遗传易感个体暴露于各种危险因

素中导致肠道黏膜屏障受损，进而触发肠道免疫细胞

的激活［４－６］。在这些异常激活的免疫细胞中，Ｔｈ１７和
Ｔｒｅｇ细胞之间的分化平衡在维持肠道稳态中起着关键
作用［７－８］。一般认为，Ｔｈ１７细胞通过分泌 ＩＬ１７、ＩＬ２１
和ＩＬ２２等促炎因子参与炎症反应，而表达叉头盒蛋
白Ｐ３（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＰ３，Ｆｏｘｐ３）为特征的 Ｔｒｅｇ
细胞则分泌抑制性炎症因子如 ＴＧＦβ抑制自身免疫
反应。自２１世纪初以来，以抗肿瘤坏死因子及免疫抑
制剂治疗为主的新兴治疗手段逐渐成熟，但达到临床

完全缓解仍有一定困难［９－１０］。开发靶向肠道炎症信号

通路及免疫调节的新药物，可对溃疡性结肠炎的防治

提供新的思路。

　　姜酮 （ｚｉｎｇｅｒｏｎｅ，Ｚｉｎ）是一种从生姜中提取的天
然无毒的酚类化合物，具有抗炎、抗肿瘤、抗氧化的作

用［１１－１３］。已有报道表明姜酮可通过抑制 ＮＦｋＢ活性
和ＩＬ１β信号通路改善三硝基苯磺酸（ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ
ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＮＢＳ）诱导的结肠炎［１４］，且最新研究发

现姜酮可通过 Ｔ细胞介导的免疫反应在乳腺癌中发
挥抗癌活性［１５］，但是关于姜酮在肠道炎症Ｔ细胞免疫
调节方面的作用尚未报道。本研究通过构建 ＤＳＳ诱
导的急性结肠炎模型，观察姜酮对结肠炎小鼠的疗效，

并分别在体内和体外分析姜酮对ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群的
影响，初步探讨姜酮治疗ＵＣ的免疫调节机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　１５只６～８周龄 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，体质
量为２２～２５ｇ，购自陆军军医大学第二附属医院实验
动物中心，实验前适应性饲养１周。实验按照陆军军医
大学动物伦理要求进行（ＡＭＵＷＥＣ２０２２６１５８）。
　　主要试剂：ＤＳＳ购自阿拉丁公司；ＲＰＭＩ１６４０培养
基、ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；马血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＨＥＫ２９３Ｔ细胞由本实
验室保存，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉＰｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）购自日本 Ｔａｋａｒａ公司；引物由上海
生工合成；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＴＭＦｏｘｐ３／
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃｔｏｒＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒＳｅｔ购 自 美 国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；姜酮购自 ＭＣＥ公司中国代理；豆蔻酰
佛波醇乙酯（Ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、
离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）购自 Ａｂｃａｍ公司；ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＣＤ３εＡｎｔｉｂｏｄｙ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ２８Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩＬ１２／ＩＬ２３Ｐ４０Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＩＦＮγＡｎｔｉｂｏｄｙ、
Ｔｈ１７多因子检测试剂盒选自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；
ＮａｉｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞分离试剂盒购自 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司；Ⅳ
型胶原酶选自美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｄｏｎ；ＤＮａｓｅＩ购自 Ｒｏｃｈｅ
公司；Ｐｅｒｃｏｌｌ淋巴细胞分离液购自 Ｃｙｔｉｖａ；流式抗体
ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４５ＰｅｒＣｐ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ３ＢＶ５１０、ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ４ＰＢ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅＩＬ１７ＡＦＩＴＣ、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩＦＮγＰＥＣｙ７、 ａｎｔｉｍｏｕｓｅ Ｆｏｘｐ３ＡＰＣ、 ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＣＤ２５ＰＥＣｙ７、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ４ＰｅｒＣｐ 购 自 美 国

Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ａｎｔｉｍｏｕｓｅＲＯＲγｔＰＥ购自 ＢＤ公司；
ｐＧＬ４．３５（ｌｕｃ２Ｐ／９ＸＧＡＬ４ＵＡＳ／Ｈｙｇｒｏ）载体、ＰＲＴＫ载
体、双荧光素酶（ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ）检测试剂盒均购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＯＲγ７９～５１８ｐＦＮ２６Ａ（ＢＩＮＤ）ｈＲｌｕｃ
ｎｅｏ质粒、ｐＧＬ４ｍＲＯＲｃｐｒｏｍｏｔｅｒ（２２０６～＋１３８）质粒
购自长沙优宝公司。

０２５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．２　方法
１．２．１　药物溶液的配制　　对于动物实验，取８０ｍｇ
姜酮粉末（分子量为１９４．２３）溶于１ｍＬＤＭＳＯ溶液制
备成８０ｍｇ／ｍＬ的储备液，该储备液用无菌 ＰＢＳ按照
１∶１９的体积稀释为４ｍｇ／ｍＬ的工作液，每只小鼠每次
尾静脉注射１００μＬ工作液（每只小鼠体积按２０ｇ计
算），使得每只小鼠的最终给药剂量为２０ｍｇ／ｋｇ；对于
细胞实验，取１９４．２３ｍｇ药物溶于１ｍＬＤＭＳＯ溶液制
备成１ｍｏｌ／Ｌ的储备液，根据细胞实验所需的药物浓
度用培养基稀释成合适的工作浓度。

１．２．２　ＵＣ小鼠模型的建立与分组　　将６～８周龄
的ＳＰＦ级雄性老鼠按随机数字分为对照组（Ｗａｔｅｒ
组）、模型组（ＤＳＳ组）、姜酮干预组（ＤＳＳ＋Ｚｉｎ组，
２０ｍｇ／ｋｇ）。除对照组外各组小鼠自由饮用一定浓度
的ＤＳＳ溶液７ｄ。造模第一天起即对姜酮干预组用姜
酮处理，给药方法采取尾静脉注射的方式进行，具体喂

养方法见图１。

图１　ＤＳＳ诱导结肠炎小鼠模型的建模方法

１．２．３　疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评
分　　自造模起，每日记录各组小鼠的体质量，观察并
记录小鼠的粪便性状及大便隐血情况，根据参考文献

进行评分［１６］。

１．２．４　结肠长度测量、ＨＥ染色及ＨＰＳ评分　　造模
完成后，对各组小鼠采用颈椎脱臼术处死。取各组小

鼠结肠组织测量其长度后，去除盲肠，随后将结肠组织

沿肠系膜纵行剪开，用预冷的 ＰＢＳ冲洗肠腔，迅速吸
干水分，展平肠腔裹成瑞士卷，１０％的中性福尔马林浸
泡２４ｈ后送病理切片，切片 ＨＥ染色后由病理科专业
人员参考文献进行盲法阅片［１６］。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测结肠组织炎症因子 ｍＲＮＡ的表
达水平　　取近端结肠组织２ｃｍ于盛有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ
的研磨管中，用匀浆机充分研磨结肠组织，采用氯仿
异丙醇方法提取结肠组织总 ＲＮＡ。根据逆转录试剂
盒说明书将ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，然后采用实时荧光
定量聚合酶链式反应（ＲＴｑＰＣＲ）技术对ｃＤＮＡ进行定
量检测。所有反应均以β肌动蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）为内源
性对照，并使用 ΔΔＣＴ方法归一化到实验对照组。所
用引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物 （ｍＲＮＡ）

引物名称 引物序列 （５＇→３＇）
ＩＬ１７Ａ 上游　ＴＴＣＡＣＴＴＴＣＡＧＧＧＩＣＧＡＧＡ

下游　ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＧＧＧＧＩＣＡ
ＩＬ２１ 上游　ＴＧＡＡＧＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＣＣＡＡ

下游　ＣＣＣＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＴＡＣＣＡＧＡ
ＩＬ２２ 上游　ＡＴＣＴＣＴＧＡＴＧＧＣＴＧＩＣＣＴＧ

下游　ＧＴＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＴＴＧ
ＩＬ１β 上游　ＡＧＴＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＡ

下游　ＴＣＴＴＧＴＴＧＡＴＧＩＧＣＴＧＣＴＧ
ＩＬ６ 上游　ＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧＧＡ

下游　ＡＧＧＣＡＴＡＡＣＧＣＡＣＴＡＧＧＴＴＴ
ＩＦＮγ 上游　ＡＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧ

下游　ＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣＣＴＧＡＴＴ
ＴＧＦβ 上游　ＴＧＧＧＧＡＣＴＩＣＴＩＧＧＣＡＣＴ

下游　ＡＴＡＧＧＧＧＣＧＴＣＴＧＡＧＧＡＡＣ

１．２．６　多因子试剂盒检测小鼠结肠组织中相关细胞
因子的含量　　造模结束后处死小鼠，取各组小鼠结
肠组织称重，按１００ｍｇ结肠组织加入２００μＬＥＢＣ裂
解液，随后使用高通量研磨仪进行匀浆。匀浆完毕后

取上清液，按照Ｔｈ１７多因子检测试剂盒厂家说明进行
样本收集，所得样本最后用流式细胞术检测。

１．２．７　Ｔ细胞的体外培养　　根据Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司的小
鼠ＮａｉｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞分离试剂盒说明书，从４周龄的
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的脾脏和外周淋巴结中分离富集得到初
始 ＣＤ４＋Ｔ细胞，铺板于预先用ａｎｔｉＣＤ３，ａｎｔｉＣＤ２８抗
体包板的４８孔板中，每孔４０万个细胞。所有细胞在
含５％ＣＯ２的３７℃加湿培养箱中培养，对于不同的
Ｔ细胞亚群用不同的诱导方案进行极化培养［１７］。细

胞极化 ２４ｈ后加入不同浓度（０、０．０６２５、０．１２５、
０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）的姜酮处理，继续培养３ｄ，后续用于流
式抗体染色并检测细胞因子和核内因子的表达。

１．２．８　小鼠结肠组织固有层单核细胞的分离　　收
集模型组和姜酮干预组小鼠的结肠组织，纵向剪开结

肠，用预冷的ＰＢＳ冲洗干净后，加入预消化溶液（含有
５％胎牛血清、１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ的ＨＢＳＳ
溶液），３７℃连续涡旋震荡 ２０ｍｉｎ以去除上皮细胞。
再用消化液（含１０％胎牛血清、１ｍｇ／ｍＬⅣ型胶原酶、
０．１ｍｇ／ｍＬＤＮａｓｅＩ的 ＨＢＳＳ溶液）在３７℃振荡器上
涡旋震荡３０ｍｉｎ得到固有层单个核细胞。离心后的
细胞沉淀用４０％～７０％Ｐｅｒｃｏｌｌ重悬，根据密度梯度离
心得到淋巴细胞，后续用于流式抗体染色并检测相关

细胞因子和核内因子的表达。

１．２．９　流式细胞术 　收获得到的淋巴细胞先用
ＰＭＡ、Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ刺激 ４ｈ，再用 ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＤｙｅ
ｅＦｌｕｏｒ死活染料排除死细胞后用相应的细胞表面抗

１２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）



体进行染色。对于核内因子的检测，使用 Ｆｏｘｐ３／
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃｔｏｒＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒＳｅｔ试剂盒固定、破
膜细胞，最后用相应流式抗体染核内细胞因子。每次

染色条件为 ４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗涤 ２次，
２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２ｍｉｎ；弃上清弹匀细胞后，加入３００μＬ
ＰＢＳ重悬细胞，上流式细胞仪检测。
１．２．１０　细胞培养及质粒转染　　２９３Ｔ细胞在
ＤＭＥＭ培养基（含 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、
１０ｍｇ／Ｌ链霉素）中培养，培养条件：相对饱和湿度、
３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中培养，细胞密度融合至
８０％时进行传代。将鼠源性的ＲＯＲγ７９～５１８氨基酸对
应的ｃＤＮＡ序列克隆在 ｐＦＮ２６Ａ（ＢＩＮＤ）ｈＲｌｕｃｎｅｏ载
体上，将构建的重组质粒命名为ＲＯＲγ７９～５１８ｐＦＮ２６Ａ
（ＢＩＮＤ）ｈＲｌｕｃｎｅｏ。取对数期生长的２９３Ｔ细胞，胰酶
消化后按照１．０×１０５个／孔的细胞数量种植在 ６孔板
中，待细胞密度达到约 ４０％时，分别进行以下转染：
２０ｎｇＲＯＲγ７９～５１８ｐＦＮ２６Ａ（ＢＩＮＤ）ｈＲｌｕｃｎｅｏ质粒
和９８０ｎｇｐＧＬ４．３５（ｌｕｃ２Ｐ／９ＸＧＡＬ４ＵＡＳ／Ｈｙｇｒｏ）载体
共转染２９３Ｔ细胞以检测嵌合 ＧＡＬ４ＲＯＲγｔ的荧光素
酶活性；ｐＧＬ４ｍＲＯＲｃｐｒｏｍｏｔｅｒ（－２２０６～＋１３８）质粒
与海肾荧光素酶（ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＲＬｕｃ）报告基因质
粒共转染２９３Ｔ细胞以检测Ｒｏｒｃ的启动子活性。
１．２．１１　双荧光素酶报告基因检测　　按照双荧光素
酶（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）报告试剂盒说明书，６孔板每孔用１００μＬ
细胞裂解液裂解蛋白，充分裂解后，１４０００×ｇ离心５ｍｉｎ，
吸取２０μＬ上清液至避光的９６孔板中，每组设置三个
复孔，各孔中依次加入酶作用底物，于荧光计数仪上测

定萤火虫荧光素酶（ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＦＬｕｃ）的活性。
１．３　统计学方法
　　实验数据采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２软件进行统

计学处理，数据以 珋ｘ±ｓｅ表示，两组间差异用非配对
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验分析，３组以上实验采用单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠的临床症状及组织病理学改变
　　与对照组相比，ＤＳＳ组小鼠在 ＤＳＳ喂养第４天开
始出现活动减少、精神萎靡、腹泻、肛门处肉眼可见血

便，体重下降（图２Ａ）、ＤＡＩ评分增高（图２Ｂ），且结肠
长度明显缩短（图２Ｃ）；经姜酮干预后，小鼠上述临床
症状减轻，体重较ＤＳＳ组下降缓慢（Ｐ＜０．０５，图２Ａ），
ＤＡＩ评分下降（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）、结肠长度有一定增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１，图２Ｃ～Ｄ）。
　　光镜下见：对照组小鼠的结肠黏膜上皮连续完整，
腺体排列规则，隐窝均匀分布，黏膜下血管清晰可见，

少见炎性细胞浸润及肌肉增厚。ＤＳＳ组小鼠可见黏膜
上皮结构破坏，腺体紊乱，隐窝缺失，黏膜有水肿、充

血、溃疡，黏膜及黏膜下层可见大量炎性细胞浸润，杯

状细胞减少，黏膜肌层有不同程度增厚。姜酮干预后

小鼠结肠黏膜相对完整，腺体基本规则，充血水肿较

轻，炎性浸润较ＤＳＳ组减轻（图２Ｅ），其组织病理学评
分低于ＤＳＳ组（Ｐ＜０．００１，图２Ｆ）。
２．２　小鼠结肠组织中炎症因子ｍＲＮＡ水平的变化
　　ＤＳＳ组小鼠结肠组织中的 ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２１、ＩＬ２２、
ＩＬ６、ＩＬ１β、ＩＦＮγ促炎因子的 ｍＲＮＡ水平均较对照组
明显升高，有显著性差异，而抑炎因子ＴＧＦβ的ｍＲＮＡ
水平降低（Ｐ＜０．００１，图３）。经姜酮干预后，上述促炎
因子的 ｍＲＮＡ的表达水平有明显下调，ＴＧＦβ的
ｍＲＮＡ水平呈上升趋势，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图３）。
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２．３　多因子试剂盒检测结肠组织中相关细胞因子的
蛋白含量变化

　　与对照组相比，ＤＳＳ诱导的急性结肠炎小鼠模型肠
道中促炎因子如ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ２２和ＩＦＮγ的蛋白
表达水平显著增高（Ｐ＜０．０５），而姜酮干预后的小鼠结
肠组织中上述炎症因子蛋白含量下降（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．４　小鼠结肠组织固有层淋巴细胞ＣＤ４＋Ｔ细胞的变化
　　分离得到小鼠结肠固有层单个核细胞后，首先通

过多色流式对不同的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群进行圈门分析
（图５）。结果显示，与ＤＳＳ组小鼠相比，姜酮干预后小
鼠结肠组织固有层淋巴细胞中 ＩＬ１７Ａ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞
比例明显下调，而ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔ细胞数量高于模型
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ６）。在两组小
鼠中，ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞的发育均未受到影响（Ｐ＞
０．０５，图６）。
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图５　小鼠结肠固有层淋巴细胞多色流式圈门策略图
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２．５　姜酮对初始ＣＤ４＋Ｔ细胞体外诱导分化的影响
　　体外诱导分化的流式结果显示：与ＤＭＳＯ组相比，
姜酮对Ｔｈ１亚群的分化并无影响（Ｐ＞０．０５，图７），而以
剂量依赖性的方式抑制 Ｔｈ１７细胞的分化并诱导 Ｔｒｅｇ

细胞分化增强（图 ７Ａ），分别表现为其特征性的效应
因子ＩＬ１７Ａ分泌减少，Ｆｏｘｐ３表达增加（图７Ｂ），组间
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ）。
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Ｔ细胞亚群统计分析结果

图６　小鼠结肠固有层淋巴组织中ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群分型比较　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓｅ）
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Ａ：不同浓度的姜酮对Ｔｈ１７、Ｔｈ１、Ｔｒｅｇ细胞分化的影响

图７　不同浓度的姜酮对初始ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群分化的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓｅ）
（图７Ｂ续下页）
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续图７　不同浓度的姜酮对初始ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群分化的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓｅ）
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Ａ：小鼠结肠固有层淋巴细胞中ＣＤ４＋ＲＯＲγｔ＋Ｔｈ１７细胞的代表流式图；Ｂ：ＲＯＲγｔ＋Ｔｈ１７细胞统计分析结果　ａ：Ｐ＜０．００１，与
ＤＳＳ组相比；Ｃ：不同浓度的姜酮对体外Ｔｈ１７亚群中ＲＯＲγｔ表达的最大ＭＦＩ值总结图；Ｄ：Ｔｈ１７亚群中ＲＯＲγｔ的ＭＦＩ值统计分
析结果　ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ组比较

图８　姜酮对Ｔｈ１７细胞中ＲＯＲγｔ的影响

２．６　姜酮在Ｔｈ１７细胞中抑制ＲＯＲγｔ表达
　　体内流式结果显示：与 ＤＳＳ组相比，给予姜酮干
预后，小鼠结肠固有层淋巴细胞中 ＲＯＲγｔ＋Ｔｈ１７细
胞比例降低（Ｐ＜０．００１，图 ８Ａ～Ｂ），体内多色流式门
控策略见图５。体外诱导分化结果显示：与 ＤＭＳＯ组
相比，姜酮处理后以剂量依赖性的方式抑制 ＲＯＲγｔ
的平均荧光强度值（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）
（Ｐ＜０．０５，图８Ｃ～Ｄ）。上述结果表明，姜酮可能通过
抑制 ＲＯＲγｔ的表达抑制 Ｔｈ１７细胞分化。

２．７　姜酮在转录水平对ＲＯＲγｔ活性的影响
　　嵌合ＧＡＬ４ＲＯＲγｔ报告系统广泛适用于核受体蛋
白配体结合域（ｌｉｇａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＬＢＤ）的研究
（图９Ａ），可测试感兴趣蛋白质序列的转录激活域。
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ实验结果显示，姜酮以浓度依赖的方式抑制
ＲＯＲγｔ的转录活性（Ｐ＜０．０００１，图９Ｂ）。此外，Ｒｏｒｃ启动
子驱动的Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ实验结果表明：低浓度（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
姜酮处理 ２９３Ｔ细胞时，Ｒｏｒｃ启动子活性的差异无统
计学意义；１、２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度下的姜酮处理均可抑制
Ｒｏｒｃ启动子的活性（Ｐ＜０．０００１，图９Ｃ），且这种抑制
效应为浓度依赖性。

６２５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图９　姜酮在２９３Ｔ细胞中对ＲＯＲγｔ转录水平的影响

３　讨论

　　ＵＣ是一种反复发作且有癌变可能性的慢性疾病，
被世界卫生组织列为现代难治性疾病之一。姜酮具有

广泛的药理活性，对多种组织器官的炎症具有良好的

抗炎效应，但在肠道炎症中的作用尚不清楚，本研究基

于ＤＳＳ诱导的急性结肠炎模型对姜酮改善肠道炎症
的机制进行了初步探索。

３．１　姜酮对ＤＳＳ小鼠模型临床症状的改善作用
　　适合的动物疾病模型对药物临床前评价十分重
要。目前，ＵＣ的动物模型主要分为三类：自发模型、诱
导模型及基因修饰模型。ＤＳＳ诱导的结肠炎属于化学
药物诱导模型中的一种，其诱导的结肠炎症状、体征及

病理与人类ＵＣ基本一致，是目前研究ＵＣ比较成熟的
模型之一。本研究采用２％～３％浓度的ＤＳＳ溶液饲喂
小鼠，持续一周，成功建立了急性结肠炎模型，并对

ＤＳＳ诱导后的肠道炎性介质进行了测定。研究结果显
示，ＤＳＳ组小鼠的体重下降、ＤＡＩ评分升高、结肠缩短，
结肠黏膜出现严重的病理损伤，且结肠组织中促炎细

胞因子如 ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２１、ＩＬ２２、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＩＦＮγ的
ｍＲＮＡ水平显著上调，分泌蛋白如 ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、
ＩＬ２２、ＩＦＮγ表达也有所增加，这与既往报道的ＤＳＳ结
肠炎小鼠模型结果相符［１８－１９］。这些突出的临床症状

及促炎因子的上调，提示 ＤＳＳ组小鼠的结肠发生了显
著的急性炎症。经过姜酮治疗后，小鼠的肠道炎症得

到明显缓解，表明姜酮对 ＤＳＳ诱导的结肠炎具有良好

的治疗效果，并且这种治疗效果可能与恢复小鼠肠道

细胞因子紊乱有关。

３．２　姜酮抑制Ｔｈ１７细胞分化，促进Ｔｒｅｇ细胞分化
　　肠道中ＣＤ４＋Ｔ细胞介导的免疫失调是导致 ＵＣ
发病的重要因素之一。初始的 ＣＤ４＋Ｔ细胞被激活时
可分化为不同的辅助性Ｔ细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ，Ｔｈ），主
要包括 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞［２０－２１］，不同的 Ｔｈ谱
系可产生特异性的细胞因子参与免疫反应。现有文献

表明，Ｔｈ１７细胞及其分泌的细胞因子如 ＩＬ６、ＩＬ１７、
ＩＬ２１在ＵＣ中显著升高，可促进炎症的发展；Ｔｒｅｇ细
胞则作为一种具有免疫抑制效应的细胞在肠道免疫耐

受中发挥重要作用，其分泌的抗炎因子 ＴＧＦβ、ＩＬ１０
等可抑制炎症发生［２２－２３］。目前有大量文献报道，通过

改善肠道中Ｔｈ１７细胞和Ｔｒｅｇ细胞的平衡可限制结肠
炎的发展［２４－２７］。本研究发现姜酮可调控促炎因子

ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２１、ＩＬ２２及抑炎因子 ＴＧＦβ的表达，
提示姜酮可能是通过影响 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞的分化，进
而调节了相关效应细胞因子的分泌。结合体内多色流

式分析，姜酮选择性地抑制了 ＤＳＳ结肠炎小鼠肠道固
有层淋巴细胞中致病性的ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞，促进了
Ｔｒｅｇ细胞在肠道中的积累，说明姜酮的确具有发挥 Ｔ
细胞免疫调节的药理能力［１５］，可通过调节肠道中

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡维持肠道稳态，从而缓解了结肠
炎。同时，初始 ＣＤ４＋Ｔ细胞体外诱导分化实验进一
步验证了姜酮对不同 Ｔｈ细胞分化的作用。这种在体
外诱导Ｔ细胞分化的方法排除了体内复杂生物因素

７２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）



的影响，可单独、直接的观察姜酮对不同 Ｔｈ谱系分化
的作用，有力地论证了姜酮具有选择性调控 Ｔ细胞分
化的能力。然而，Ｔ细胞的分化伴随着细胞活化、增
殖、凋亡等一系列生理过程，并且在体内受到细胞微环

境复杂精密的调控，姜酮是否特异性靶向 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ
细胞的转分化来减轻结肠炎仍需要更多的动物模型进

行验证。

３．３　姜酮抑制ＲＯＲγｔ表达
　　由于在实验中发现姜酮具有调节 Ｔｈ１７细胞分化
的作用，本研究对影响Ｔｈ１７细胞命运的关键转录因子
ＲＯＲγｔ进行了初步探索。体内外的流式结果显示，姜
酮可抑制 ＲＯＲγｔ的表达。ＲＯＲγｔ的主要作用是促进
Ｔｈ１７细胞分化和产生 ＩＬ１７。ＩＬ１７是一种促炎细胞
因子，主要由Ｔｈ１７细胞分泌，可参与许多炎症性疾病
的进展。文献证实，在炎症性肠病、自身免疫性脑脊髓

炎以及多发性硬化等多种小鼠模型中，特异性地抑制

ＩＬ１７可减轻小鼠炎症的发生［２８－３０］。由于 ＲＯＲγｔ是
ＩＬ１７的主要转录因子，因此抑制 ＲＯＲγｔ的活性已成
为治疗由 ＩＬ１７驱动的自身免疫性疾病的重要策
略［３１］。研究报道，地高辛和 ＳＲ１００１是 ＲＯＲγｔ的有效
抑制剂，可抑制 ＩＬ１７表达并减轻自身免疫性脑脊髓
炎的疾病程度［３２－３３］。此外，熊果酸、胆汁酸代谢物 ３
ｏｘｏＬＣＡ以及多种地高辛衍生物可通过结合 ＲＯＲγｔ抑
制其转录活性，从而抑制 Ｔｈ１７细胞分化［３４－３５］。本研

究结果发现，姜酮也可以抑制 ＲＯＲγｔ的转录活性，从
而初步解释了姜酮抑制 Ｔｈ１７细胞分化并改善小鼠结
肠炎的原因。同时，基于 ＧＡＬ４ＲＯＲγｔ双荧光素酶报
告系统原理，该实验还说明了姜酮可作为一种外源性

小分子配体，具有直接结合ＲＯＲγｔ配体结构域（ｌｉｇａｎｄ
ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＬＢＤ）的潜在能力，很有可能成为一
种新型的ＲＯＲγｔ抑制剂，但关于这一结论还需要更多
的机理研究。此外，考虑到 ＲＯＲγｔ是由 Ｒｏｒｃ基因编
码，且Ｒｏｒｃ启动子水平的调控也是影响 Ｔｈ１７细胞分
化的重要机制［３６］，本研究还利用 Ｒｏｒｃ荧光素酶报告
基因证实了姜酮在启动子水平即可影响 ＲＯＲγｔ基因
的表达，这可能也是姜酮破坏 Ｔｈ１７稳定性的机制
之一。

　　综上所述，姜酮对 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ具有较好的治
疗作用，其机制上可能是通过调控 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平
衡和抑制 ＲＯＲγｔ表达改善肠道炎症反应。本项研究
首次证明了姜酮通过调节 Ｔ细胞免疫应答发挥抗炎
活性，丰富了其在炎症免疫调节上的机制探索，不仅为

姜酮在治疗ＵＣ提供了机制上的见解，而且为开发基
于生姜提取物用于药物治疗ＵＣ和相关自身免疫性疾
病提供了新的思路。但是该研究关于姜酮通过何种途

径调控 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡目前尚未阐清，其抑制
ＲＯＲγｔ的机理也需要进一步探索。
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［３６］ＩＣＨＩＹＡＭＡＫ，ＳＥＫＩＹＡＴ，ＩＮＯＵＥＮ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒＳｍａｄｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＴｈｅｌｐｅｒ１７ｃｅｌｌｉｎｄｕｃｔｉｏｎｂｙ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｅｏｍｅｓｏｄｅｒｍｉｎ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２０１１，３４（５）：７４１－７５４．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｍｍｕｎｉ．２０１１．０２．０２１．

（收稿：２０２２１２０７；修回：２０２３０１０４）

（编辑　刘秋池）

９２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）




