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桂枝汤对痹证（胶原诱导免疫性关节炎）小鼠肠黏膜

免疫系统中:;-<、:;,<(淋巴细胞及=>?@的影响
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摘要 目的 观察桂枝汤对痹证（胶原诱导免疫性关节炎）小鼠肠黏膜免疫学指标的影响。方法 将

,%只雄性;A@小鼠随机分为-组〔即正常组、模型组、桂枝汤高剂量组（简称桂高组）、桂枝汤低剂量组（简

称桂低组）〕。模型组采用"型胶原诱导性关节炎作为痹证模型，运用免疫组织化学染色法标记小鼠小肠及

BB结中:;-<、:;,<(淋巴细胞及=>?@数量，用图像分析仪进行统计计算其含量。结果 与正常组比较，

模型组"型胶原免疫后小鼠肠黏膜免疫系统中:;-<、:;,<(淋巴细胞及=>?@数量明显减少，差异有显著

性（!!%C%D或!!%C%&），应用桂枝汤（高、低剂量）后，:;-<(淋巴细胞及=>?@数量明显升高，但只有桂高

组与模型组比较差异有显著性（!!%C%D或!!%C%&）。结论 桂枝汤可以增强痹证小鼠肠道黏膜免疫功

能，从而可能诱导免疫耐受和免疫抑制。
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黏膜免疫系统因其是机体与外界接触的第一道防

线，也因为其功能的特殊性，一方面能对入侵的致病微

生物产生免疫，同时也能对食物中的抗原物质产生耐

受，已引起越来越多的学者的关注〔&，/〕。本实验我们应

用免疫组织化学的方法对痹证（胶原诱导免疫性关节

炎）小 鼠 在 应 用 桂 枝 汤 前 后 肠 黏 膜 免 疫 系 统 中 的

:;-<、:;,<(淋巴细胞及=>?@的数量进行了计数，

现报道如下。

材料与方法

& 动物及分组 清洁级健康;A@小鼠,%只，雄

性，体重（/%Z/）?，由中国医学科学院实验动物研究所

提供。将小鼠随机分成正常组、模型组、桂枝汤高剂量
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组（桂高组）、桂枝汤低剂量组（桂低组）!组，每组"#只。

" 药物及试剂 选用桂枝汤原方：桂枝、白芍、

甘草、生姜、大枣（购于北京同仁堂股份有限公司），上

述各药以$#%$#%&%$#%$#比例配伍，常规混合采用水

煮醇沉法，由中国中医研究院基础所药化室制得汤药，

!’保存备用；())，从大鼠软骨肉瘤组织中获得，经电

泳分析，())纯度达**+*,以上，由瑞典-./0大学提

供；-1多聚赖氨酸、234显 色 剂（56789公 司 产 品）；

(2!、(2:、5)73免疫组化试剂盒（53;<3公司产品）。

= 仪器 4>67?@冰冻切片机（德国产）；-A6B9图

像分析仪（德国产）；CD6/$##图像分析处理系统（德

国产）；EFG8H.I光学显微镜（日本产）。

! 方法

!+$ 造模方法 采用<>A/@?98〔=〕等的方法。将

!型胶原溶于#+$8JF／-的乙酸中，配成浓度为"87／

8F!型 胶 原 溶 液，此 溶 液 再 与 等 量 完 全 弗 氏 佐 剂

（(K3）混合为!型胶原终浓度$87／8F溶液，然后用

注射器反复抽吸，充分乳化，以滴加于水中不扩散为

度。用此乳化物免疫模型组、桂高组及桂低组小鼠，按

每只小鼠每足L#"7进行双侧足底皮下注射，正常组小

鼠足底皮下注射等体积生理盐水对照。

!+" 给药方法 按小鼠体表面积折算，桂高组

为每M7体重=#7生药，桂低组为每M7体重:+&L7生

药，正常组及模型组给予等体积生理盐水灌胃，每日$
次，于造模后两周开始给药，连续=周。

!+= 免疫组织化学染色 免疫组织化学法显示

肠黏膜及NN结中的(2!O、(2:O<淋巴细胞及5)73
的表达：冰 冻 切 片 冷 丙 酮 固 定$#86/，室 温 下 干 燥

!#86/，#+=,P"E" 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 的 活 性

$#86/，非免疫马血清封闭非特异性背景$#86/，依次

加入一抗（羊抗鼠(2!、(2:抗体$%$##，室温下"?），

二抗（生物素化兔抗羊，室温下$L86/），链亲和素Q过

氧化物酶室温下孵育$#86/，以上各步间均以N45缓

冲液洗=次，234显色，苏木素复染，上行梯度酒精脱

水、透明、中性树胶封片。以细胞膜上出现棕黄色颗粒

为阳性反应。实验中以模型组阳性片作为阳性对照，

用N45代替一抗作为阴性对照。5)73染色过程中不

需加入二抗。

L 统计学方法 运用5@9@9软件进行统计学处

理，采用方差分析。

结 果

$ 各组小鼠肠黏膜及NN结中(2!O、(2:O<淋

巴细胞及5)73检测结果 经免疫组化染色，用234

作为显色剂，它们在切片上显示的是棕红色的致密点

状，高倍镜下可见棕红色致密点位于胞膜上或胞浆处。

肠粘膜中(2!O<淋巴细胞在固有层及黏膜上皮间均

有表达，但主要位于肠黏膜固层中。肠粘膜中(2:O<
淋巴细胞表达于肠黏膜固有层与黏膜上皮间，主要位

于肠黏膜上皮间。肠黏膜中5)73主要位于肠黏膜固

有层中。在肠道集合淋巴小结处(2!O、(2:O<细胞

出现于NN结边缘比较固定的部位，即滤泡间区和滤

泡旁区，与文献报道相一致〔!，L〕。

" 各组小鼠肠黏膜及NN结中(2!O、(2:O<淋

巴细胞及5)73比较 用图像分析仪计数，每张切片

取!个区域，这样基本保证所有被染上的细胞都收集

在内，而又避免重复计数。用CD6/$##软件进行图像

处理，测定结果见表$，图$。与正常组比较，模型组肠

黏膜中(2!O、(2:O<细胞及5)73明显降低，差异有

显著性（!!#+#L，!!#+#$）。与模型组比较，桂高组

(2!O<细胞及5)73明显升高，差异有显著性（!!
#+#L，!!#+#$），桂低组无明显差异；桂高组、桂低组

(2:O<细胞均无明显差异（!"#+#L）。

表! 小鼠肠黏膜及NN结中(2!O、(2:O<细胞

及5)73的比较 （像素，#"R#）

组别 $ (2!O< (2:O< 5)73
正常 $# !*"+&R$LS+& !!S+LR$""+L LSL+"R$&S+=
模型 $# ==&+LR$#$+S$ "&"+:R$SL+S$ =#&+$RS!+$$$
桂高 $# !*$+:RL:+S% !"=+*RL:+* LS"+=R$$&+&%%
桂低 $# !$#+$R$=$+! ==:+!R$=$+! !$"+=R$"L+*

注：与正常组比较，$!!#+#L，$$!!#+#$；与模型组比较，%!!

#+#L，%%!!#+#$

讨 论

黏膜免疫系统是指被覆于机体的呼吸道、消化道、

泌尿生殖道表面黏膜内的淋巴组织及淋巴细胞，它构

成了机体与外界的第一道防线，使机体免受外界抗原

及致病微生物的干扰〔S〕。如果黏膜免疫系统的功能发

生紊乱可能会导致一系列的疾病〔&〕，如自身免疫疾病

或免疫功能低下。这与中医学营卫的功能具有相似

性。痹证的产生，虽为风、寒、湿等外邪侵袭所致，但机

体的正气在疾病发生发展中亦起着很重要的作用。

桂枝汤功能核心是调和营卫，而黏膜免疫的功能

与营卫的功能具有相似性，这就意味着用桂枝汤后黏

膜免疫的功能有可能受到影响，在我们的研究中模型

组(2!O<细胞、(2:O<细胞、5)73均较正常组有减

少的趋势，表明痹证小鼠的黏膜免疫是降低的，经应用

桂枝汤后痹证小鼠的黏膜免疫发生了变化，肠道黏膜

中(2!O<细胞数量较模型组有增加的趋势，表明黏
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膜局部的细胞免疫发生上调，而我们另有实验证明应

用桂枝汤作用与痹证小鼠其外周血中!"#$%细胞、

!"&$%细胞数量是下降的，脾脏中%细胞增殖功能也

是下降的，表明外周细胞免疫功能被下调。这一现象

可能是由于桂枝汤能主动诱导黏膜中发挥下调全身免

疫作用的细胞被激活而引起除黏膜部位外的外周细胞

免疫的抑制。在本实验中’()*经免疫组化染色观察

模型组与正常组及桂枝汤组间比较，模型组低于正常

组，模型组也低于桂高组。表明!型胶原免疫后也引

起黏膜局部体液免疫的下调，应用桂枝汤后黏膜局部

的’()*表达增加，这种现象出现的原因可能是因为

黏膜局部的%细胞免疫增强后激活了共同黏膜免疫

系统中的+细胞〔&,--〕，+细胞分泌()*增加，表明黏膜

的防御能力增强，抗击外邪的能力增加。
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