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摘要:[目的]探讨芪黄煎剂对大鼠胃切除后肠淋巴细胞归巢过程的影响。[方法]60只SD大鼠随机分为假手

术组、对照组、芪黄煎剂组。假手术组仅给予腹部正中切开后缝合,不行胃切除,不给予肠内营养和芪黄煎剂;对照

组行胃切除手术后给予肠内营养制剂;芪黄煎剂组行胃切除手术后给予肠内营养制剂和芪黄煎剂,疗程一周。疗

程结束后分别观察:淋巴细胞归巢数量;淋巴液中T淋巴细胞(αβTCR-CD3+T细胞及其亚群CD4+、CD8+T细

胞);PP结IgA+B细胞。[结果]与假手术组比较,对照组中pp结、肠系膜淋巴结中归巢淋巴细胞百分比显著下降(P
<0.01);与对照组比较,芪黄煎剂组pp结、肠系膜淋巴结中归巢淋巴细胞百分比高于对照组(P<0.05或P<0.01)。
与假手术组比较,对照组和芪黄煎剂组CD3+T细胞比例下降(P<0.01或P<0.05),芪黄煎剂组CD3+ T细胞比例

较对照组相比升高(P<0.01);与假手术组相比,对照组和芪黄煎剂组CD4+ T细胞比例下降(P<0.01或P<0.05),
芪黄煎剂组同对照组相比,差异无统计学意义(P>0.05);与假手术组比较,对照组CD8+T细胞比例下降(P<
0.05),芪黄煎剂组同假手术组及对照组比较,均未见明显差异(P>0.05)。与假手术组比较,对照组和芪黄煎剂组

pp节中IgA+B细胞比例显著下降(P<0.01和P<0.05);芪黄煎剂组中IgA+B细胞比例高于对照组(P<0.01)。
[结论]中药芪黄煎剂可通过促进胃切除手术后肠淋巴细胞归巢,从而保护肠黏膜免疫屏障,防治细菌移位发生。
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Abstract:[Objective]ToobservetheeffectsofQihuangdecoctiononintestinallymphocyteshoming
processofgutmucosaaftergastrectomyinrats.[Methods]Sixtyratswererandomlydividedintothree
groups,theshamoperationgroup,thecontrolgroupandtheQihuangdecoctiongroup.Theshamoperation
groupwasonlysuturedafterabdominalmidlineincision,withoutgastrectomy,withoutgivingenteralnutri-
tionandQihuangdecoction.Thecontrolgroupwasgivenenteralnutritionaftergastrectomy.TheQihuang
decoctiongroupwasgivenenteralnutritionandQihuangdecoctionaftergastrectomy.Thecourseoftreat-
mentwasaweekforeverygroup.Afterthecourseoftreatment,thenumberoflymphocytehoming,Tlym-
phocytesinlymph(αβTCR-CD3+TcellsandthesubsetsofCD4+,CD8+Tcells)andIgA+BcellinPeyer’s
patcheswereobservedrespectively.[Results]Comparedwiththeshamoperationgroup,thelymphocyte
homingpercentageofPeyer’spatchesandmesentericlymphnodesinthecontrolgroupweresignificantly



decrease(P<0.01).Comparedwiththeshamoperationgroup,thelymphocytehomingpercentageofPey-
er’spatchesandmesentericlymphnodesinthecontrolgroupweresignificantlydecrease(P<0.05orP<
0.01).Comparedwiththeshamoperationgroup,thepercentageofCD3+TcellsincontrolandQihuangde-
coctiongroupweresignificantlydecrease(P<0.01orP<0.05).ThepercentageofCD3+TcellsinQihuang
decoctiongroupwashigherthancontrolgroup(P<0.01).Comparedwiththeshamoperationgroup,the
percentageofCD4+TcellsincontrolandQihuangdecoctiongroupweresignificantlydecrease(P<0.01
orP<0.05).Qihuangdecoctiongroupcomparedwithcontrolgroup,hasnosignificantdifference(P>0.05)

.Comparedwiththeshamoperationgroup,thepercentageofCD8+Tcellsincontrolgroupweredecrease
(P<0.05).Qihuangdecoctiongroupcomparedwithcontrolgroupandshamoperationgrouphasnosignif-
icantdifference(P>0.05).Comparedwiththeshamoperationgroup,thepercentageofIgA+BcellsinPey-
er’spatchesincontrolandQihuangdecoctiongroupweresignificantlydecrease(P<0.01orP<0.05).The
percentageofIgA+BcellsinQihuangdecoctiongroupwashigherthanthecontrolgroup(P<0.01).
[Conclusion]Bypromotingintestinallymphocyteshomingaftersurgery,ChinesemedicineQihuangdecoc-
tioncanprotecttheintestinalmucosalimmunebarrier,preventandtreatbacterialtranslocation.
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  淋巴细胞归巢(lymphocytehoming)是淋巴细

胞迁移的一种特殊形式,指血液循环中淋巴细胞选

择性穿越毛细血管高内皮静脉(highendothelial
venules,HEV),向对应器官或组织定向移动。肠淋

巴细胞归巢是血液循环中淋巴细胞选择性穿越

HEV,向肠黏膜定向移动,并在此发挥效应功能。
在异常情况下,尤其是机体遭受手术、创伤、烧伤、感
染等严重应激状况下,肠黏膜免疫细胞遭受损害,肠
淋巴细胞归巢减少和肠黏膜免疫屏障功能障碍[1-2]。
肠屏障功能障碍的直接后果是肠腔内细菌、毒素发

生移位,从肠腔内穿过肠黏膜进入血循环,定植于肠

道外其他组织,引发肠源性全身感染,甚至脓毒血

症。严重时,移位的细菌及其毒素还可以刺激机体

免疫细胞和组织细胞释放各种炎性介质、细胞因子,
触发全身炎症反应综合征(systemicinflammatory
responsesyndrome,SIRS)和多器官功能障碍综合

征(multipleorgandysfunctionsyndrome,MODS)
发生,严重影响和决定着疾病的转归和预后。通过

药物干预肠淋巴细胞归巢过程及其归巢分子表达的

研究已有报道[3-4],但有关中医中药的研究尚未见报

道。本项目在我们前期研究基础上[1-2],通过对胃切

除手术创伤大鼠实施健脾通里中药芪黄煎剂的干

预,观察其对肠淋巴细胞归巢过程及肠黏膜屏障的

影响。

1 材料与方法

1.1 材料

动物:清洁型雄性SD大鼠60只,由安徽省动

物实验中心提供,动物大鼠的生产许可证号:SCXK
(皖)2011-002。

药品:芪黄煎剂(大黄、黄芪、白术、党参、厚朴、

丹参、黄芩、枳实等)购于安徽中医药大学第一附属

医院中药房。将方中药物大黄、黄芪、白术、党参、厚
朴、丹参、黄芩、枳实按10、20、20、20、10、15、12、10
质量比混合,按上述比例混合,生药重234g,加入

500ml水,煎煮30min(其中大黄后下),浓度过滤

浓缩至1.0g/ml的生药煎剂,放入4℃冰箱内保

存,给药前复温至30℃。整蛋白型肠内营养制剂

(能全素)320g/听,荷兰纽迪希亚出口有限公司,生
产批号:120831。

试剂:PBS磷酸盐缓冲液,购自北京中杉金桥

生物技术有限公司,批号:ZLI-9062;多聚赖氨酸,购
自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司,批 号:

088k4357;正常山羊血清工作液,购自北京中杉金

桥生物技术有限公司,批号:549257A;一抗(兔抗

大鼠IgA),购自北京高信泰格科技有限公司,批号:

801426;二抗(生物素标记山羊抗兔IgG,购自北京

中杉金桥生物技术有限公司;新生牛血清,购自杭州

四季青生物工程材料有限公司,批号:090506;0.9%
氯化钠注射液(PBS),购自中国大冢制药有限公司,
批号:9L71C;RPMI-Medium1640 培 养 液,购 自

GiBCO公 司,批 号:918018;白 细 胞 分 化 抗 原 3
(CD3)试 剂 盒,购 自 Biolegend 公 司,批 号:

8CG381428FRat白细胞分化抗原4(CD4)试剂盒,
购自Biolegend公司,批号:7C128710F;白细胞分化

抗原8(CD8)试剂盒,购自Biolegend公司,批号:

PE6CF376124H。
仪器:80-2台式低速离心机(上海医疗器械集

团有限公司生物器械厂),日立高速冷冻离心机(北
京鑫诺恒信科技发展有限公司/日立 CR-22F),

LD4-8低速自动平衡离心机(北京医用离心机厂),
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荧光显微镜(新飞达光学仪器公司/Nikon80i),ZD-
85恒 温 振 荡 器(国 华 企 业),流 式 细 胞 仪(美 国

COULTER公司/EPICSXL-MCL4C)。

1.2 方法

1.2.1 造模 ①大鼠胃切除模型:随机选取40只

SD大鼠,参照我们以往方法[1-2]。在距屈氏韧带15
cm处的空肠前壁,用12号注射器针头戳一针孔,将
直径1.0mm硅胶导管置入空肠内,作双层荷包缝

合固定,经腹壁戳口引出导管尾端,从颈背部双侧肩

胛区皮肤皮下隧道潜行引出,弹簧保护装置外套固

定,用作手术后肠内滴注营养液能全素和中药芪黄

煎剂。②假手术模型:随机选取20只SD大鼠,仅
给予腹部正中切开后缝合,不行胃切除。术后置于

代谢笼内,自由食水,不给予肠内营养和中药。

1.2.2 动物分组及干预 ①假手术组:手术后自由

进食饮水,不给予肠内营养和中药;②对照组:大鼠

胃切除手术创伤模型建立后,置代谢笼内,手术当天

禁食水,术后第1天起,通过微量注射泵予以肠内营

养制剂能全素。参照我们以往方法[1-2],利用10ml
注射器通过硅胶管缓慢匀速持续注入小肠内,速度

控制为2ml/h。按120kJ/(kg·d)提供热量,本品

160g用温开水溶解成500ml的溶液,每100ml含

830kJ热量,每只大鼠按300g计算。每天注入肠

内营养的量:(120kJ/kg×0.3kg)/8.3kJ/ml=4.3
ml/d,每天分2次注入。滴注时间持续1周;③芪

黄煎剂组:滴注的营养制剂、热量、方法、疗程均同单

纯肠内营养组,同时滴注中药芪黄煎剂。参照我们

以往方法[1-2],在滴注营养液能全素前给予6ml芪

黄煎剂,10ml注射器通过肠内输液泵从硅胶管匀

速持续注入小肠内,速度控制为2ml/h,每天分2
次注入,温度保持30℃左右。滴注时间持续1周。

1.2.3 引流淋巴液装置的制作 参照周开国等[5]

的方法并加以改进,截取1cm长的1ml注射器针

头与20cm长麻醉管相连接,另一边连接抽血用真

空管。真空管上方同时扎入5ml注射器,利于真空

管形成负压。制作完成后,可将麻醉管前方针头放

入生理盐水中进行试验,如发现生理盐水进入生化

管中顺利,管中无气泡进入,表明简易方便的淋巴液

引流装置制作成功。

1.2.4 标本制作 ①大鼠造模后标本数量:假手术

组因麻醉耐受因素死亡1只,剩余19只;对照组因

手术操作不当死亡2只,术后给予肠内营养能全素

过程中因弹簧及营养管掉落感染死亡1只,剩余17
只;芪黄煎剂组因麻醉耐受因素死亡1只,手术操作

不当原因死亡1只,术后滴注营养液能全素和芪黄

煎剂过程中死亡2只,剩余16只。药物干预疗程1

周结束后,从假手术组、对照组、芪黄煎剂组中随机

抽取15只,用于标本的分离、制作与指标检测;②淋

巴液的引流及回输:将大鼠麻醉剖腹后,借助放大

镜,在右肾动脉水平找到肠系膜上动脉,在其上方可

以发现一根呈乳白色肠淋巴干,分离后完全暴露,将
淋巴液引流装置麻醉管前方、针头朝向近心端刺入

淋巴管,插进约3mm,5ml注射器开始抽气给予低

负压吸引,待淋巴液流入真空管达到0.4~0.6ml,
停止引流。其中1/2淋巴液用于铬酸钠(Na2[51Cr]

O4)标记,并用γ计数器检测至其放射计数稳定。
经大鼠股静脉将放射计数稳定的淋巴液回输,1h
后,γ计数器检测肠黏膜组织及肠相关淋巴组织中

淋巴细胞的分布。其余1/2淋巴液立即送检或放置

冰箱保鲜层4℃,可保存24h。引流的淋巴液用于

CD3+ T细胞及其亚群CD4+、CD8+ T细胞的检

测。③肠系膜淋巴结淋巴细胞的分离:沿腹中线打

开大鼠腹腔,从回盲部和升横结肠的肠系膜悬襟中

用弯头眼科剪刀及眼科镊,夹出前、后两个淋巴结中

心的全部淋巴结,放入盛有含5%FBS的D-Hank’s
液平皿的沙网中(200目),去除脂肪与结缔组织。

④PP结及小肠弥散淋巴组织的分离:取出全部小

肠,先 后 用 生 理 盐 水 和 含 5% 胎 牛 血 清 的 D-
HANK’S冲洗肠道,放置培养皿中。用眼科弯剪剪

下PP结,每只大鼠可以取6~8个PP结。将分离

的PP结1/2用10%福尔马林固定,用作IgA+B细

胞的检测;剩余的1/2PP结用作γ计数器检测,其
制备方法为:机械挤压的方式分离出淋巴细胞,用

300目的尼龙网过滤后,3000r/min离心5min,用
含5%新生牛血清的RPMI-1640培养液洗3次,即
制成PP结的单细胞悬液。小肠弥散淋巴组织的分

离即为除去含有小肠PP结的肠管,其制备方法同

PP结单细胞悬液。

1.2.5 观察指标及其检测方法 ①淋巴细胞归巢

数量:γ计数器检测,计数PP结、肠系膜淋巴结、小
肠弥散淋巴组织三种组织中51Cr量。

器官所含标记淋巴细胞量/进入体内总标记淋

巴细胞量%=(器官的同位素量-本底)÷E/0.85×
[(标记细胞同位素量-本底)÷E]%

E:计数器效率;0.85:51Cr标记细胞注入体内

后,同位素可通过皮肤、肾脏等途径排泄,1h后,体
内残留的51Cr量为实际注入的80%~90%,取中

间值为0.85[4]②淋巴细胞归巢T细胞数量:流式细

胞术检测;③淋巴细胞归巢B细胞数量:免疫组化

法检测。

1.3 统计学处理

应用SPSS17.0软件进行统计学处理。连续型
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变量采用x±s表示,统计采用单因素方差分析,两
两比较方差齐采用 LSD法,方差不齐采用 Tam-
hane’T2法。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 淋巴细胞归巢数量

大鼠造模后7d各组大鼠PP结、肠系膜淋巴

结、小肠弥散淋巴组织三种组织中51Cr量所占总量

百分比见表1。

2.2 淋巴细胞归巢T细胞数量

大鼠造模后7d各组大鼠淋巴液中T细胞及其

亚群CD4+、CD8+T细胞的变化结果见表2。3组

流式细胞术图片(图1)。其中图1a,1b表示表达的

细胞总数,图1c第二象限表示CD4+,图1d第二象

限表示CD8+。

表1 大鼠造模后7d各组大鼠3种组织中51Cr量

所占总量百分比 %,x±s

部位 例数
肠系膜

淋巴结
PP结

小肠弥散

淋巴组织

假手术组 15 3.85±0.28 4.93±0.50 0.95±0.25

对照组 15 2.70±0.543) 2.85±0.373) 1.13±0.23

芪黄煎剂组 15 3.53±0.402) 3.24±0.281) 0.93±0.22

  与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与假手术组比较,3)

P<0.01。

表2 各组大鼠淋巴液中CD3+T细胞及其

亚群CD4+、CD8+T细胞的变化 x±s

组别 只数 CD3+ CD4+ CD8+

假手术组 15 77.24±3.86 54.42±4.09 25.04±3.94

对照组 15 67.59±3.992)50.31±3.222)20.44±5.131)

芪黄煎剂组 15 74.04±3.403)51.11±2.981)21.95±6.01

  与 假 手 术 组 比 较,1)P<0.05,2)P<0.01;与 对 照 组 比

较,3)P<0.01。

2.3 淋巴细胞归巢B细胞数量

大鼠造模后7d,各组大鼠小肠PP结中IgA+B细

胞的变化结果见表3。3组免疫组化镜下所见(图2)。

表3 各组大鼠小肠PP结中IgA+B细胞

的变化 x±s

组别 只数
PP结中IgA+B细胞

(细胞数/400倍视野)

假手术组 15 69.74±17.682

对照组 15 41.29±16.6231)

芪黄煎剂组 15 57.08±10.9082)3)

  与假手术组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与 对 照 组 比

较,3)P<0.05。

A:生理盐水组;B:假手术组;C:芪黄煎剂组。

图1 3组流式细胞术图片
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A:假手术组PP结(免疫组化×400);B:假手术组PP结(免疫组化×100);C:对照组PP结(免疫组化×400);D:对

照组PP结(免疫组化×100);E:芪黄煎剂组PP结(免疫组化×400);F:芪黄煎剂组PP结(免疫组化×100)。

图2 镜下3组免疫组化图片

3 讨论

肠黏膜免疫屏障由肠相关淋巴组织(Gut-asso-
ciatedlymphatictissue,GALT)承担,从结构上来

划分,主要由集合淋巴组织(PeyerPatches,PP)和
弥散淋巴组织(即上皮内淋巴细胞和固有层淋巴细

胞)组成。而承担日常黏膜免疫屏障任务的基础是

黏膜固有层和上皮内的淋巴细胞,但这些能够发挥

免疫效应的淋巴细胞都不是肠道产生的初始淋巴细

胞,换言之,肠道产生的初始淋巴细胞没有免疫功

能,他们必须通过PP结致敏,并通过胸导管进入血

液进一步发育成熟才有免疫功能。因此,能够在肠

黏膜发挥免疫效应的淋巴细胞是从流动血液中定向

迁移到黏膜部位的淋巴细胞,即通过肠淋巴细胞归

巢(lymphocytehoming)而来,换言之,淋巴细胞归

巢过程的顺利完成决定了肠黏膜免疫屏障功能的正

常行使。研究表明,通过药物或营养支持可以干预

肠淋巴细胞归巢过程及其归巢分子表达[3-4],但通过

中医中药干预肠淋巴归巢过程的研究未见报道。
健脾通里中药芪黄煎剂之理法方药,是我们长

期对胃癌根治性切除病人观察和总结后形成。临床

实践中观察到,经历胃癌根治手术创伤的病人,主要

有两组典型的临床表现,一组是神疲、气短、乏力、懒
言、面色苍白、舌淡、苔白、脉细弱等“气血虚弱”之表

现;另一组是腹胀、腹痛、呕吐、肛门停止排气排便

“腑实气滞”之表现。故中医证型为虚实夹杂,即气

血虚弱与腑实气滞并存,临床施治当攻补兼施。补

则重点放在中焦脾胃,因为祖国医学认为“脾为后天

之本”和“气血生化之源”;攻则重在荡涤六腑积秽,
因为祖国医学认为“六腑以通为用”,据此立法:健脾

通里。在上述中医治疗原则的指导下,健脾益气药

物的选用参考李东垣《脾胃论》中补中益气汤的组方

思想,选用黄芪、白术、党参为主药;通里攻下药物的

选用吸收张仲景《伤寒论》中大承气汤的组方思想,
选用大黄、枳实、厚朴为主药。从而组成方剂“芪黄

煎剂”。我们先前的研究表明,健脾通里中药芪黄煎

剂对胃切除手术患者全身体液和细胞免疫具有调节

作用[6-7],对胃切除手术病人和胃切除大鼠肠黏膜屏

障具有保护作用[8-9],而且这种保护与对效应部位

(黏膜固有层和上皮内)和致敏部位PP结的淋巴细

胞调节有关[1-2],但是否通过淋巴细胞归巢实现尚不

清楚。本文研究结果表明,芪黄煎剂能有效调节pp
节和肠系膜淋巴结淋巴细胞归巢水平(与对照组比

较,P<0.05或P<0.01)。而且对T淋巴细胞和B
淋巴细胞都具有调节作用,因此可以推测,健脾通里

中药芪黄煎剂对肠黏膜免疫屏障功能的保护作用,
可能与其促进淋巴细胞归巢有关,并为其保护肠屏

障功能和防治细菌移位发生奠定基础。
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