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滋肾通络方干预小鼠 Th17 细胞
分化和活性的作用研究
杨摇 培摇 范瑶婕摇 张明菲摇 王摇 祥摇 周玲玲

摘要摇 目的摇 观察滋肾通络方渊ZTF冤对小鼠 Th17 细胞分化和活性的干预作用袁探讨其抗类风湿关节

炎的可能机制遥 方法摇 制备 ZTF 冻干粉及含药血清袁磁珠分选法提取 C57BL/6 小鼠脾细胞中的 CD4+T 细

胞进行体外培养袁采用 CCK鄄8 法筛选 ZTF 冻干粉及含药血清对 CD4+T 细胞活力影响的最佳浓度曰另取体

外培养的 CD4+T 细胞袁随机分为空白对照组尧ZTF 冻干粉 0郾 5尧1尧2 mg/mL 组尧普通大鼠血清对照组尧ZTF
含药血清 5%尧10%尧15%浓度组遥 ELISA 法检测细胞上清 IL鄄17 含量曰q鄄PCR 检测 IL鄄17尧维甲酸相关核孤

儿受体 酌t渊ROR鄄酌t冤mRNA 表达水平遥 结果摇 与对照组比较袁ZTF 冻干粉各剂量组和含药血清 10%尧15%
浓度组细胞上清 IL鄄17 水平降低渊P<0郾 05冤袁ZTF 冻干粉 2 mg/mL 组及含药血清各浓度组 IL鄄17 mRNA 水

平降低渊P<0郾 05冤袁同时 ZTF 冻干粉 1尧2 mg/mL 组及含药血清不同浓度组细胞 ROR鄄酌t mRNA 水平降低

渊P<0郾 05冤遥 结论摇 ZTF 冻干粉及其含药血清均可抑制 Th17 细胞的分化和活性袁提示其活性成分具有对

Th17 细胞的直接干预作用袁这可能是其防治类风湿关节炎的机制之一遥
关键词摇 滋肾通络方曰 类风湿关节炎曰 冻干粉曰 含药血清曰 Th17 细胞

Effects of Zishen Tongluo Formula on Differentiation and Activity of Th17 Cells in Mice 摇 YANG
Pei袁 FAN Yao鄄jie袁 ZHANG Ming鄄fei袁 WANG Xiang袁 and ZHOU Ling鄄ling 摇 Jiangsu Key Laboratory for

Pharmacology and Safety Evaluation of Chinese Materia Medica袁 College of Pharmacy袁 Nanjing University

of Chinese Medicine袁Nanjing 渊210023冤
ABSTRACT摇 Objective摇 To observe the effects of Zishen Tongluo Formula 渊ZTF冤 on Th17 cells and fur鄄

ther elucidate the potential mechanism of ZTF on rheumatoid arthritis 渊RA冤.Methods 摇 After preparation of ZTF
freeze鄄dried powder and drug鄄containing serum袁CD4+T cells were isolated from splenocytes of C57BL/6 mice by
magnetic cell sorting with mouse anti鄄CD4 microbeads. The effects of ZTF freeze鄄dried powder and drug鄄contai鄄
ning serum on CD4+T cell viability were evaluated by the CCK8 method to determine the optimal concentrations.
Besides袁cultured CD4+T cells in vitro were randomly divided into the control group袁 the 0郾 5袁 1 and 2 mg/mL ZTF
freeze鄄dried powder groups袁the normal rat serum group袁 the 5%袁10% and 15% ZTF containing serum groups.
The level of IL鄄17 was detected by ELISA. The expression of IL鄄17 mRNA and ROR鄄酌t mRNA were measured by
q鄄PCR. Results 摇 Compared with the control group袁 ZTF freeze鄄dried powder袁10% and 15% ZTF containing ser鄄
um markedly decreased the levels of IL鄄17 in the supernatants 渊P<0郾 05冤. The expression of IL鄄17 mRNA were
significantly inhibited by 2 mg/mL ZTF freeze鄄dried powder and ZTF containing serum groups袁 together with the
low levels of ROR鄄酌t mRNA in 1袁2 mg/mL ZTF freeze鄄dried powder groups and ZTF containing serum groups
渊P<0郾 05冤. Conclusions 摇 Both ZTF freeze鄄dried powder and its drug鄄containing serum could inhibit the differen鄄
tiation and activity of Th17 cells. It suggested that the active ingredients of ZTF have direct effects on Th17 cells袁
which may be one of its mechanisms for RA treatment.

KEYWORDS摇 Zishen Tongluo Formula曰rheumatoid arthritis曰freeze鄄dried powder曰drug鄄containing ser鄄
um曰Th17 cells
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摇 摇 类风湿关节炎渊 rheumatoid arthritis袁RA冤是一

种慢性自身免疫性疾病袁其表现为免疫稳态的全面失

衡袁可导致关节尧心血管等多系统病变遥 CD4+辅助性

T 细胞渊CD4+ T helper cells袁Th cells冤在适应性免疫

应答中发挥重要作用袁Th17 细胞是初始 CD4+ T 细胞

分化的主要细胞亚群之一袁可分泌 IL鄄17A尧IL鄄17F尧IL鄄
21尧IL鄄22尧IL鄄6 等细胞因子发挥效应功能咱1原3暂 遥 Th17
细胞的异常活化及其分泌的细胞因子可促进 RA 的发

生发展袁干预 Th17 细胞的分化和活性可能为 RA 治

疗提供新的策略咱4袁 5暂 遥
滋肾通络方渊Zishen Tongluo Formula袁ZTF冤是

根据国医大师周仲瑛教授治疗 RA 的临床验方精简而

成袁具有滋肾养阴尧祛风除湿尧化痰袪瘀的功效袁实验研

究结果表明其对小鼠胶原性关节炎 渊 collagen in鄄
duced arthritis袁CIA冤的防治效果与原方相当咱6袁 7暂 遥
本项目组前期研究发现 ZTF 对 RA 全身和骨免疫失

衡呈现良好的整体调节作用曰另外袁ZTF 对 CIA 小鼠

外周血和脾脏 Th17 细胞分化和分泌功能具有良好的

抑制作用咱8暂 遥 在前期研究基础上袁本研究分离和培养

小鼠 CD4+ T 细胞袁分别观察 ZTF 冻干粉和含药血清

对其向 Th17 细胞分化和分泌活性的干预作用袁为进

一步探讨 ZTF 治疗 RA 的分子机制尧指导临床合理组

方用药奠定基础遥
材料与方法

1摇 动物 摇 雄性 SD 大鼠袁SPF 级袁7 ~8 周龄袁体
重渊200 依 20冤g曰C57BL/6 雄性小鼠袁SPF 级袁6~8 周

龄袁18~22 g遥 实验动物均来自南京江宁区青龙山动

物繁殖场袁动物合格证号 SYXK渊苏冤2017原0001袁实验

动物使用许可证号 SYXK渊苏冤2018原0049遥 所有动物

操作经南京中医药大学动物伦理委员会审核尧批准

渊No. 201807A007冤遥
2摇 药物摇 ZTF由雷公藤尧生地尧僵蚕尧青风藤尧三七

五味中药按 15 颐15 颐10 颐15 颐3 比例组成遥 雷公藤尧生地

黄尧三七尧青风藤尧僵蚕药材均购自安徽亳州中药饮片

厂袁经南京中医药大学中药鉴定教研室刘圣金副教授鉴

定院雷公藤为卫矛科植物雷公藤 Tripterygium wilfordii

Hook.f.的干燥根曰青风藤为防己科植物青藤Sinomeni 鄄
um acutum 渊Thunb.冤 Rehd. et Wils.的干燥藤茎曰生
地黄为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa Li鄄
bosch.的干燥块根曰三七为五加科植物三七 Parmx no鄄
toginseng 渊Burk.冤 F.H. Chen 的干燥根和根茎曰僵蚕

为香蛾科昆虫家蚕 Bombyx mori Linnaeus 感染白僵

菌 Beauveria bassiana 渊Bals.冤 Vuilknt 而致死的干

燥体遥 精密称取上述中药材适量袁用 10 倍体积水浸泡

20 min袁煎煮 2 次袁每次 2 h袁过滤袁合并滤液袁旋转蒸发

浓缩成生药质量浓度为 1郾 115 g/mL遥
3摇 试剂及仪器摇 刀豆蛋白 A渊美国 Sigma 公司袁

批号院C5275冤曰增强型 CCK鄄8 试剂盒渊碧云天生物技

术公司袁批号院C0042冤曰红细胞裂解液渊江苏凯基生物

技术有限公司袁 批号院 KGP1150鄄KGP1110冤曰 Trizol
渊美国 Life Technologies 公司袁批号院15596026冤曰
CD4 磁珠渊美国 BD 公司袁批号院551539冤曰IMag Buff鄄
er渊美国 BD 公司袁批号院552362冤曰小鼠 IL鄄17 ELISA
试剂盒 渊杭州联科生物技术有限公司袁 批号院 70鄄
EK217/2原 96冤曰RPMI鄄1640 培养基 渊美国 Gibco 公

司袁批号院C11875500BT冤曰胎牛血清渊美国 Gibco 公

司袁批号院10099141冤曰纯水采用 Milli鄄Q 超纯水制备仪

制备遥 7500 型荧光定量 PCR 仪渊美国 ABI 公司冤曰
BSA224S鄄CW 型电子天平渊赛多利斯科学仪器有限

公司冤曰 5417R 型低温离心机 渊德国 Eppendorf 公

司冤曰SyneRgy2 型多功能酶标仪 渊美国 BioTek 公

司冤曰CO2 培养箱渊美国 Thermo 公司冤遥
4摇 ZTF 冻干粉及含药血清的制备 摇 ZTF 冻干

粉院将 ZTF 水煎剂原40 益制冷袁原20 益保存 2 h袁置于

冷冻干燥机制成冻干粉袁原20 益保存备用遥 使用时袁取
适量冻干粉袁加 PBS 溶解混匀后袁用 0郾 22 滋m 微孔滤

膜过滤遥
ZTF 含药血清咱9暂院将雄性 SD 大鼠随机分为空白

对照组和 ZTF 给药组袁每组 6 只袁适应性饲养 1 周遥
通过体表面积换算得出大鼠每天灌胃 ZTF 剂量为

5郾 22 g/kg 咱10暂袁空白对照组给予等量 0郾 9%氯化钠溶

液袁每日 1 次袁连续给药 1 周遥 于末次给药 1 h 后袁腹
腔注射戊巴比妥钠袁麻醉大鼠袁腹主动脉取血袁室温静

置 2 h 后袁3 000 r/min 离心 15 min袁吸取血清袁用
0郾 22 滋m 微孔滤膜除菌袁56 益水浴灭活 30 min 后袁
放入 原80 益冰箱中保存备用遥

5摇 小鼠脾脏 CD4+T 细胞的提取摇 无菌制备小鼠

脾细胞悬液袁加红细胞裂解液 5 mL袁吹匀袁静置 5 min
后袁离心渊1 500 r/min袁10 min冤袁弃上清遥 加 3~5 mL
PBS清洗细胞后袁离心渊1 500 r/min袁5 min冤袁弃上清袁
加 1 mL RPMI鄄1640 培养液重悬袁计数遥 加入 1 mL
IMag Buffer袁离心渊1 500 r/min袁5 min袁4 益冤袁弃上清遥
加入 CD4 磁珠渊每 107 个细胞加 50 滋L 磁珠冤袁涡旋混

匀袁室温避光孵育 30 min袁加入适量 IMag Buffer 调整

细胞浓度为 1伊107~8伊107 cell/mL 后袁立刻置于 BD 磁

珠分选系统 8~10 min袁吸去上清遥 移除 BD 磁珠分选

系统袁加 1 mL IMag Buffer袁吹匀后置于磁珠分选系统
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孵育 2 ~ 4 min袁吸去上清袁重复 1次遥 加 2 mL PBS清

洗细胞袁离心渊1 500 r/min袁5 min袁4 益冤袁弃上清遥 加

1 mL RPMI鄄1640培养液重悬袁细胞计数袁接种于 24 孔

板袁置于 37 益尧5% CO2 培养遥
6摇 CCK鄄8法检测细胞活力摇 取生长状态良好的

CD4+T 细胞袁用 RPMI鄄1640 培养液调整细胞密度为

2伊106 /mL袁接种于 96 孔板袁分为空白对照组尧ZTF 冻

干 粉 组 渊 浓 度 分 别 为 0郾 125尧 0郾 25尧 0郾 5尧 1尧 2尧
4 mg/mL冤尧空白血清组渊RPMI鄄1640+10%普通大鼠

空白血清冤尧ZTF 含药血清组渊含药血清体积分数分别

为 5%尧10%尧15%尧20%尧30%冤遥 每种药物浓度均设

5 个复孔袁每孔 200 滋L袁并加入刀豆蛋白 A渊终浓度为

5 滋g/mL冤于 37 益尧5% CO2 培养 24 h 后袁每孔加入

20 滋L CCK鄄8溶液袁继续孵育 0郾 5~3 h遥 采用酶标仪

于 450 nm 处测各孔吸光度值渊A冤袁并计算细胞活力袁
筛选出合适的给药浓度遥

7摇 ELISA 法检测细胞上清液中细胞因子 IL鄄17
的水平摇 取野5冶中细胞袁随机分为空白对照组尧ZTF 冻

干粉组低尧中尧高剂量组尧普通血清对照组尧ZTF 含药血

清低尧中尧高浓度组袁并给予不同药物袁培养 24 h 后袁收
集细胞上清遥 根据操作说明书检测上清中 IL鄄17 的含

量袁并应用酶标仪于 450 nm 和 570 nm 双波长检测

各孔 A 值遥 校准后的 A 值为 450 nm 的测定值减去

570 nm 的测定值遥 绘制标准曲线袁计算各样品 IL鄄17
水平渊pg/mL冤遥

8摇 q鄄PCR 检测 IL鄄17尧维甲酸相关核孤儿受体 酌t
渊 retinoic acid鄄related orphan receptor gammat袁
ROR鄄酌t冤 mRNA 表达摇 取野5冶中细胞袁随机分为空白

对照组尧ZTF 冻干粉组低尧中尧高剂量组尧普通血清对照

组尧ZTF 含药血清低尧中尧高浓度组袁并给予不同药物袁
培养 24 h 后袁采用 Trizol 法提取 CD4+ T 细胞中

RNA遥 将 RNA 反转录为 cDNA袁并采取 q鄄PCR 反应

测定 IL鄄17尧ROR鄄酌t mRNA 表达遥 以 GAPDH 为内

参遥 引物序列见表 1遥
表 1摇 引物序列

引物名称 引物序列 产物长度渊bp冤
IL鄄17 上游院5忆鄄CTGTGTCTCTGATGCTGTTGC鄄3忆 199

下游院5忆鄄GTGGAACGGTTGAGGTAGTCT鄄3忆
ROR鄄酌t 上游院5忆鄄CAGTATGTGGTGGAGTTTGCCAAG鄄3忆 124

下游院5忆鄄TGTAGGCCCTGCACATTCTGAC鄄3忆
GAPDH 上游院5忆鄄AGGTCGGTGTGAACGGATTTG鄄3忆 123

下游院5忆鄄TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA鄄3忆

9摇 统计学方法摇 采用 SPSS 22郾 0 软件进行统计

处理袁GraphPad Prism 8郾 0 软件对结果进行作图袁所

有数据采用x依s 表示遥 采用单因素方差分析进行组间

比较袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 ZTF 冻干粉和含药血清对CD4+T 细胞增殖的

影响渊图 1冤 摇 与对照组比较袁当 ZTF 冻干粉浓度为

1~4 mg/mL 时袁ZTF 冻干粉对 CD4+T 细胞的抑制作

用逐渐增强渊P<0郾 05冤曰体积分数为 5% ~ 30% ZTF
含药血清均可显著抑制 CD4+T 细胞活力渊P<0郾 05冤袁
因此选用对 CD4+ T 细胞抑制作用较小的 0郾 5尧1尧
2 mg/mL ZTF 冻干粉和 5%尧10%尧15% ZTF 含药血

清作为后续实验的给药浓度遥

摇 摇 注院A 为 ZTF冻干粉对CD4+T细胞增殖的影响曰B 为 ZTF含

药血清对 CD4+T细胞增殖的影响曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05
图 1摇 ZTF 冻干粉和含药血清对 CD4+T 细胞

增殖的影响摇 渊x依s袁n =5冤

2摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组 IL鄄17 水平比较

渊图 2冤 摇 与对照组比较袁ZTF 冻干粉组能够显著降低

细胞上清中 IL鄄17 的水平袁且具有剂量依赖性渊P<
0郾 05冤遥 ZTF含药血清 10%尧15%浓度处理的细胞上清

中 IL鄄17 水平与对照组比较显著降低渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院A 为 ZTF冻干粉各组 IL鄄17水平比较曰B 为 ZTF含药血

清各组 IL鄄17水平比较曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05
图 2摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组

IL鄄17 水平比较摇 渊x依s袁n =5冤
3摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组 IL鄄17 mRNA 表

达水平比较 渊图 3冤 摇 与对照组比较袁ZTF 冻干粉

2 mg/mL 组 IL鄄17 mRNA 相对表达量显著降低渊P<
0郾 05冤曰ZTF 含药血清不同浓度组 IL鄄17 mRNA 表达

较对照组均显著降低袁且具有浓度依赖性渊P<0郾 05冤遥
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摇 摇 注院A 为 ZTF冻干粉各组 IL鄄17水平比较曰B 为 ZTF含药血

清各组 IL鄄17 水平比较曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05
图 3摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组 IL鄄17 mRNA

表达水平比较摇 渊x依s袁n =5冤

4摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组 ROR鄄酌t mRNA
表达水平比较渊图 4冤摇 与对照组比较袁ZTF 冻干粉 1尧
2 mg/mL 组细胞 ROR鄄酌t mRNA 相对表达量显著降

低袁且具有明显的量效关系渊P<0郾 05冤遥 ZTF 含药血清

不同浓度组细胞 ROR鄄酌t mRNA 相对表达量显著降

低袁且具有一定的浓度依赖性渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院A 为 ZTF冻干粉各组 ROR鄄酌t 水平比较曰B 为 ZTF 含

药血清各组 ROR鄄酌t 水平比较曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05
图 4摇 ZTF 冻干粉和含药血清各组 ROR鄄酌t mRNA

表达水平比较摇 渊x依s袁n =5冤

讨摇 摇 论

RA 是临床常见的慢性自身免疫性疾病袁其病情

易反复袁临床表现为滑膜细胞增生袁淋巴细胞尧成纤维

细胞样滑膜细胞浸润骨表面袁导致严重的软骨侵蚀尧骨
破坏尧骨丢失以及关节周围血管翳的形成咱11暂遥 RA 发

病机制目前尚不清楚袁遗传尧感染尧环境及免疫等因素

都会影响 RA 的发生发展咱12原14暂 遥 近年来袁研究发现

CD4+ T细胞的异常活化导致的免疫紊乱已成为 RA 病

情反复发作的关键因素咱15暂 遥 而 Th17 细胞是一种新发

现的 CD4+ T 细胞亚群袁在 RA 患者中存在异常活化的

现象咱16暂遥 Th17细胞能够分泌大量 IL鄄17袁进而诱导 IL鄄
6尧TNF鄄琢尧IL鄄1茁 等多种促炎因子的产生袁促进 RA 的组

织病理损伤咱17袁 18暂 遥 同时袁Th17 细胞能够诱导成骨细

胞尧滑膜成纤维细胞上 RANKL 的表达袁诱导破骨细胞

生成曰另一方面袁Th17 细胞分泌的 IL鄄17 能够直接诱导

破骨细胞生成袁从而诱发骨吸收袁直接导致骨破坏咱19暂遥

拮抗 IL鄄17能够促进成骨细胞功能袁并延缓骨吸收和骨

丢失的过程咱20暂遥 ROR鄄酌t 是 Th17 细胞分化的特征性

转录因子袁在 TGF鄄茁 和 IL鄄6/IL鄄21 的刺激下袁STAT3 信

号通路被激活袁磷酸化的 STAT3 能上调 ROR鄄酌t 的表

达袁从而促进初始 CD4+ T 细胞分化为 Th17 细胞咱21暂遥
而 ROR鄄酌t 选择性抑制剂地高辛袁可以抑制 CD4+T 细

胞分化为 Th17 细胞咱22暂袁因此 ROR鄄酌t mRNA 的表达

水平可作为反映 Th17分化的重要指标遥
目前袁西医临床对 RA 的治疗侧重于抑制炎症反应

和自身免疫亢进袁但药物存在个体性反应差异及不良反

应咱23暂 遥 ZTF是国医大师周仲瑛教授临床治疗 RA 的验

方 清络通痹方的精简方袁课题组前期研究证实了

ZTF治疗 RA 的有效性和安全性袁并发现其对 CIA 小鼠

循环和免疫器官 Th17细胞分化和功能具有显著的抑制

作用咱8暂遥 已有的研究也显示 ZTF 方中雷公藤尧青风藤尧
三七等的活性组分能显著抑制模型动物 Th17细胞的活

性咱24原26暂袁但对 Th17细胞分化和活性的直接作用研究还

有欠缺遥 为此袁本研究采用 ZTF 冻干粉及含药血清袁通
过体外实验探究其对 Th17 细胞分化和活性的影响袁从
而全面评价其对 Th17细胞的作用遥

研究结果表明院ZTF 冻干粉在不影响 CD4+ T 细

胞活力的情况下袁能不同程度抑制 ROR鄄酌t尧 IL鄄17
mRNA 的表达袁降低炎症因子 IL鄄17 的分泌袁提示 ZTF
对体外培养的 Th17 细胞的分化和分泌功能具有直接

的抑制作用遥 同时本研究制备了 ZTF 的含药血清进

行实验袁结果表明袁ZTF 含药血清对 Th17 细胞的分化

和分泌功能也具有较强的抑制作用袁其效应具有良好

的浓度依赖性遥 一定浓度的含药血清对 Th17 的分化

和活性的影响趋势与冻干粉一致袁提示 ZTF 的活性组

分可对 Th17 细胞产生直接的干预作用袁其可能通过

抑制 Th17 细胞分化和活性袁调节 RA 的免疫平衡而

发挥抗 RA 作用遥 进一步研究 ZTF 调控 Th17 细胞的

机制及效应物质基础袁可能有利于揭示 ZTF 治疗 RA
的分子生物学机制遥 含药血清与实验对象的内环境相

一致袁可排除其他因素的影响袁在中药复方作用机制的

研究中袁其实验结果能较好地反映药物在体内的作用

特点咱27袁 28暂袁有利于体内外研究结果的综合分析袁也有

利于进一步明确含药血清的效应成分袁阐明其治疗

RA 的物质基础遥 因此袁在今后体外实验研究中可以

选用 ZTF 含药血清袁从而保证体外研究结果可靠袁为
ZTF 的作用机制研究提供方法学上的参考遥

利益冲突院本实验中使用药物均出自课题经费袁无
其他药商及机构赞助袁不存在利益冲突遥
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