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摘要:目的 从效应T细胞活化的源头Treg、Th17细胞入手,探讨溃结改良方(KuijieGailiangPrescription,KGP)调节Th17
和Treg细胞的平衡转化机制,揭示溃结改良方治疗溃疡性结肠炎(Ulcerativecolitis,UC)的深层次作用机理及作用靶点。方

法 采用3.5%DSS诱导复制UC小鼠模型,并随机分为正常组、模型组、5􀆼ASA组和溃结改良方低、高剂量组,每组8只。观

察各组小鼠体质量、大便黏稠度及出血情况,计算疾病活动指数;结肠组织HE染色,观察远端结肠组织病理形态学变化;流式

细胞术检测小鼠脾脏淋巴细胞Treg、Th17细胞水平。结果 溃结改良方对 UC小鼠具有治疗效应,其疾病活动指数明显降

低(P<0.05),结肠病理改变得到改善。与正常组相比,模型组CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞、IL􀆼10、Foxp3、Smad3下调,

CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17细胞、IL􀆼17A、RORγt、STAT3蛋白上调,差异具有统计学意义(P<0.01);溃结改良方治疗后,

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞、IL􀆼10、Foxp3、p􀆼Smad3上调,CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17细胞、IL􀆼17A、RORγt、p􀆼STAT3下

降,与模型组比较差异具有统计学意义(P<0.01)。结论 溃结改良方可能通过调控UC小鼠Treg/Th17免疫平衡起到治疗

UC的作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatethemechanismofbalancetransformationofTh17andTregbyKuijieGailiangPre-
scription KGP andtoinvestigatetheroleofKGPinthetreatmentofulcerativecolitis UC fromthesourceofeffectorTcell
activationTregandTh17cells Deep􀆼levelmechanismofactionandtargets METHODS TheUCmousemodelwasinduced
by3 5%DSSandrandomlydividedintonormalgroup modelgroup 5􀆼ASAgroupandlowandhighdoseKGPgroup with8
ratsineachgroup Observethebodymass stoolconsistencyandhemorrhageofeachgroup calculatetheindexofdiseaseac-
tivity observethepathologicalchangesofcolontissuebyHEstainingofcolontissue anddetectthelevelsofTregandTh17
cellsinmousespleenbyflowcytometry RESULTS KGPhadatherapeuticeffectonUCmice Thediseaseactivityindexwas
significantlyreduced P<0 05  andthepathologicalchangesofcolontissuewereimproved Comparedwiththenormal
group thelevelsofCD4+CD25+Foxp3+ Treg IL􀆼10 Foxp3 andSmad3weredown􀆼regulated andthelevelsofCD3+CD4+

IL􀆼17A+Th17 IL􀆼17A RORγt andSTAT3wereup􀆼regulatedinthemodelgroup P<0 01  afterKGPtreatment The
levelsofCD4+CD25+Foxp3+ Treg IL􀆼10 Foxp3 andp􀆼Smad3wereup􀆼regulated andthelevelsofCD3+CD4+IL􀆼17A+

Th17 IL􀆼17A RORγt andp􀆼STAT3weredecreased Therewasastatisticallysignificantdifferencecomparedwiththemodel
group P<0 01  CONCLUSION KGPmayplayaroleinthetreatmentofUCbyregulatingTreg Th17immunebalancein
UCmice 
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  溃疡性结肠炎(Ulcerativecolitis,UC)是一种

病因尚不明确的慢性非特异性肠道炎症,病变局限

于大肠黏膜及黏膜下层。病程漫长,常反复发作。
本病以腹痛、腹泻、黏液脓血便为主要临床表现,病
程迁延又易反复发作。根据该病的临床特点,可归

属于中医“久痢”“肠澼”等范畴。一般认为该病在西

方国家发病率较高,但近年研究发现我国的发病率

呈明显升高趋势[1]。其病因和发病机制尚不十分清

楚,但是大多数研究者都赞同 UC的发病与肠道黏

膜免疫有着密切的关系。近年研究发现,介导炎症

反应的辅助性T细胞17(Thelper17cells,Th17)和
介导免疫耐受的调节性T细胞(RegulatoryTcell,

Treg)所形成的免疫轴失衡可能是引发 UC的重要

发病基础[2]。因此,促进Treg细胞分化生成,介导

免疫耐受,抑制Th17细胞分化,减轻炎症反应,恢
复Treg/Th17平衡,维持机体的免疫稳定状态,为
治疗UC等自身免疫性疾病开辟了一条新航线。溃

结改良方(KGP)是由著名老中医丁泽民教授、谢英

彪教授的溃结灌肠液化裁而来,南京市中医院采用

溃结灌肠液治疗 UC数十年,疗效颇为显著[3]。本

实验以葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导小鼠 UC模型,检
测小鼠脾脏淋巴细胞中 Treg和 Th17细胞占总

CD4+T细胞百分比,初步探讨溃结改良方在UC的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物

C57BL/6J小鼠,雌性,6~8周龄,18~22g,

SPF级,扬州大学比较医学中心,动物许可证号:

SYXK(苏)2012􀆼0042,动物实验方案符合南京中医

药大学动物实验伦理委员会标准。光照12h,黑暗

12h循环,室温(22±2)℃,湿度50%~60%。

1.2 药物

溃结改良方由金银花120g,地榆120g,白及

40g组成,中药饮片由南京市中医院中药房提供。
将药物加适量水浸泡30min,煎煮2次,合并药液滤

过,将上清液浓缩至400mL。5􀆼ASA灌肠液,德国

Falk公司生产,批号:H20100253。

1.3 试剂

葡聚糖硫酸钠分子量36000~50000(MPBio-
medicals公司,批号:02160110);小鼠淋巴细胞分离

液(达科为生物技术 有 限 公 司,批 号:7211011);

FITC􀆼anti􀆼mouse􀆼CD4抗体(批号:553651)、APC􀆼
anti􀆼mouse􀆼CD25抗体(批号:558643)、PE􀆼anti􀆼
mouse􀆼Foxp3(批号:563101)抗体均购自BD公司;

FITC􀆼anti􀆼mouse􀆼CD3抗体(批号:100204)、APC􀆼
anti􀆼mouse􀆼CD4抗 体(批 号:100412)、PE􀆼anti􀆼
mouse􀆼IL􀆼17A抗体(批号:506904)均购自BioLeg-
end公司;IL􀆼17A(批号:70􀆼EK2172/2)、IL􀆼21(批
号:70􀆼EK2212/2)、IL􀆼10(批号:70􀆼EK2102/2)、IL􀆼
35ELISA(批号:70􀆼EK2215/2)试剂盒均购自杭州

联科生物技术有限公司;RORγt(批号:ab207082)、

STAT3(批 号:ab119352)、p􀆼STAT3(批 号:

ab30647)、Foxp3(批 号:ab22510)、Smad3(批 号:

ab208182)、p􀆼Smad3(批 号:ab193297)抗 体 购 自

Abcam公司。

1.4 仪器

流式细胞仪,BectonDickinson公司;高速冷冻

离心机,ThermoFisherScientific公司;光学显微

镜,徕卡公司;二氧化碳培养箱,昆山一恒仪器有限

公司;酶标仪,BioTek公司;凝胶成像仪,Bio􀆼RAD
公司。

1.5 动物分组与造模

小鼠适应性喂养一周后,随机分为正常组、模型

组、5􀆼ASA 组和溃结改良方低、高剂量组,每组8
只。让小鼠自由饮用3.5%DSS溶液,连续7d,构建

急性UC模型。观察各组小鼠的精神、毛发、饮食、
粪便等一般情况。记录质量、小鼠大便性状、隐血情

况,计算每组小鼠疾病活动指数(Diseaseactivity
index)评分值(表1)。DAI=(体质量评分+大便性

状评分+出血情况评分)/3。根据小鼠体质量下降、
大便不成形以及便血判断UC模型是否成功。

1.6 观察指标与治疗方法

确认造模成功后,正常组不作处理,模型组予生

理盐水灌肠,溃结改良方组分别予KGP低剂量(2.1
g/kg)、KGP高剂量(4.2g/kg)灌肠,5􀆼ASA组(3.5
g/kg)予5􀆼ASA灌肠液灌肠。连续给药7d,第14
天所有小鼠摘眼球取血,分离血清保留在-80℃冰

箱。断颈处死小鼠,截取并记录结肠长度,取出结肠

内容物,沿纵轴剪开肠腔,用生理盐水冲洗干净,平
铺于白纸上,记录结肠质量,根据如下公式计算肠质

量指数,肠质量指数=结肠质量/体质量×100%。
剖取病变结肠组织,4%甲醛预固定,石蜡包埋,切片
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(5μm)行 HE染色。剩余结肠在冰上用载玻片刮

取结肠黏膜分装于1.5mL离心管中,-80℃冰箱

保存。剖取脾脏,手术剪剪碎,手动冰浴匀浆,用

200目不锈钢筛网滤过,收集细胞悬液,小鼠淋巴细

胞分离液分离淋巴细胞,PBS洗涤重悬细胞,调整

细胞终浓度为1×106mL-1的细胞悬液。

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞检测:细胞悬液

中加入FITC􀆼anti􀆼mouse􀆼CD4抗体5μL,APC􀆼anti􀆼
mouse􀆼CD25抗体及相应同型对照各5μL,室温避

光孵育25min,PBS洗涤离心弃上清;加入破膜/固

定剂100μL,避光孵育30min,PBS洗涤离心弃上

清;加入PE􀆼anti􀆼mouse􀆼Foxp3抗体及相应同型对

照各10μL,室温避光孵育25min,洗涤,重悬细胞

于鞘液;流式细胞仪检测,KaluzaforGallios软件分

析数据,以CD25+T细胞设门,散点图表示,读取

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比率。

CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17细胞检测:细胞悬液

中加入CellActivationCocktail2μL和BrefeldinA
20μL混匀,再加入FITC􀆼anti􀆼mouse􀆼CD3抗体5

μL,APC􀆼anti􀆼mouse􀆼CD4抗体抗体及相应同型对

照各5μL,室温避光孵育25min,PBS洗涤离心弃

上清;加入破膜/固定剂100μL,避光孵育30min,

PBS洗涤离心弃上清;加入PE􀆼anti􀆼mouse􀆼IL􀆼17A
抗体及相应同型对照各10μL,室温避光孵育25
min,洗涤,重 悬 细 胞 于 鞘 液;流 式 细 胞 仪 检 测,

KaluzaforGallios软件分析数据,以CD3+T细胞

设门,散点图表示,读取CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17
细胞比率。

血清IL􀆼17A和IL􀆼10表达水平的测定:解冻备

用血清,严格按照试剂盒说明书操作,酶标仪450
nm波长处测定光密度值(OD值),以标准品浓度为

横坐标,所对应的OD值为纵坐标,绘制标准曲线,
然后对照标准曲线根据血清样品的OD值计算IL􀆼
17A、IL􀆼21、IL􀆼10、IL􀆼35的表达水平。

Westernblot法检测小鼠结肠黏膜 RORγt、

STAT3、p􀆼STAT3、Foxp3、Smad3、p􀆼Smad3蛋白表

达,取小鼠结肠黏膜进行裂解、匀浆,提取胞浆蛋白,

BCA法测定蛋白含量。按比例各蛋白样品加入5×
SDS􀆼PAGE上样缓冲液,100℃变性5min,取40μg
蛋白样品进行10%SDS􀆼PAGE电泳,用含有5%脱

脂奶粉的TBST室温封闭2h,加一抗RORγt(稀释

比例1∶1000)、STAT3(1∶5000)、p􀆼STAT3(1∶1
000)、Foxp3(1∶1000)、Smad3(1∶1000)、p􀆼
Smad3(1∶1000),4℃孵育过夜,TBST洗膜3次,
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(稀释比例1∶2
000)室温孵育1.5h。ECL显色曝光。

1.7 统计学方法

采用SPSS22软件进行统计分析,计量资料以
􀭺x±s表示,多组间比较选用单因素方差分析,进一

步的组间两两比较选用LSD法,P<0.05表示差异

有统计学意义。统计作图采用GraphPadPrism7。

2 结果

2.1 小鼠一般状态及疾病活动指数

正常组小鼠毛发干净柔顺,饮食和活动正常。
模型组和各给药组小鼠均出现不同程度的饮食减

少、毛发无光泽等情况。随着造模天数增加,模型组

小鼠肛门处有明显溃疡产生,肉眼血便,摄食量显著

下降,具有典型UC症状。第8天起,各组小鼠上述

表现逐渐减轻,但模型组恢复情况较给药组明显缓

慢。与正常组相比,模型组 DAI显著升高(P<
0.01);与模型组相比,给药组一般状况均改善,DAI
值明显降低(P<0.05)。见图1。

注:与正常组比较,*P<0.05,**P<0.01;

与模型组比较,#P<0.05。

图1 各组对溃疡性结肠炎小鼠DAI评分的影响

2.2 病理形态、结肠长度及肠质量指数

图2为各组小鼠结肠组织HE染色直观图。正

常组黏膜、腺体结构完整,隐窝正常,未见炎性细胞

浸润。模型组黏膜见大片溃疡,隐窝消失,腺体减

少,大量炎症细胞浸润。5􀆼ASA组隐窝、腺体结构

清晰,少量炎症细胞浸润。KGP低剂量组黏膜见少

量溃疡,腺体减少,隐窝部有炎症细胞浸润。KGP
高剂量组黏膜轻度破坏,局部充血,腺体减少,隐窝

部有炎性细胞浸润。
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图2 各组小鼠结肠组织学观察(HE,×100)

  表1显示,与正常组相比,模型组小鼠结肠长度

明显缩短(P<0.01),5􀆼ASA组和 KGP低、高剂量

组结肠长度较接近正常组,与模型组比较均有显著

差异(P<0.01)。模型组与正常组相比,肠质量指

数明显升高(P<0.01),KGP高剂量组和5􀆼ASA组

与模型组相比,肠质量指数减小,有显著差异(P<
0.01),KGP低剂量组与模型组相比,肠质量指数减

小,且有明显差异(P<0.05)。
表1 各组小鼠结肠长度及肠质量指数(􀭺x±s,n=8)

组别 结肠长度/cm 肠质量指数/%
正常组 6.89±0.629 0.967±0.097
模型组 5.05±0.750** 1.287±0.077**

5􀆼ASA组 6.64±0.607## 0.973±0.059##

KGP低剂量组 6.30±0.450## 1.163±0.139#

KGP高剂量组 6.33±0.311## 1.146±0.050##

注:与正常组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<

0.05,##P<0.01。

2.3 溃结改良方对小鼠脾脏Treg/Th17免疫平衡

的影响

与正常 组 比 较,模 型 组 小 鼠 脾 脏 淋 巴 细 胞

CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例明显降低(P<
0.05),KGP各剂量组和5􀆼ASA组脾脏淋巴细胞中

相应的CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例与模型

组比较均有显著升高(P<0.01,P<0.05),见图3。

注:与正常组比较,**P<0.01;

与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。􀭺x±s,n=8。

图3 各组小鼠脾脏淋巴细胞中Treg细胞含量

模型组脾脏淋巴 细 胞 CD3+CD4+IL􀆼17A+

Th17细胞比例显著升高(P<0.01)。KGP各剂量

组与5􀆼ASA组相应的CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17细

胞比例与模型组比较均显著降低(P<0.01),见图

4。

注:与正常组比较,**P<0.01;

与模型组比较,##P<0.01。􀭺x±s,n=8。

图4 各组小鼠脾脏淋巴细胞中Th17细胞含量

2.4 溃结改良方对小鼠外周血清IL􀆼17A、IL􀆼21、IL
􀆼10、IL􀆼35的表达水平影响

由表2可知,模型组与正常组相比,IL􀆼17A、IL􀆼
21含量显著升高(P<0.01)。KGP各剂量组和5􀆼
ASA与模型组相比,IL􀆼17A、IL􀆼21含量显著下降

(P<0.01),即其抑制了DSS诱导的IL􀆼17A含量升

高,说明给药后可改善小鼠结肠炎症状。模型组IL
􀆼10、IL􀆼35含量与正常组相比,IL􀆼10明显降低(P<
0.05),说明DSS诱导的结肠炎与IL􀆼10、IL􀆼35含量

呈负相关,而KGP各剂量组和5􀆼ASA组与模型组

相比,IL􀆼10、IL􀆼35含量显著升高(P<0.01)进而推

测KGP各剂量组可能通过增强IL􀆼10、IL􀆼35含量

来改善小鼠UC症状。

2.5 RORγt、STAT3、p􀆼STAT3、Foxp3、Smad3、p􀆼
Smad3在小鼠结肠黏膜的蛋白表达

模型组结肠黏膜中RORγt、p􀆼STAT3蛋白表

达明显高于正常组,KGP低、高剂组和5􀆼ASA组的

蛋白表达低于模型组。而Foxp3、p􀆼Smad3蛋白表

达明显低于正常组,KGP低、高剂组和5􀆼ASA组的

蛋白表达高于模型组,更接近正常组。见图5。
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表2 溃结改良方对小鼠血清IL􀆼17A、IL􀆼21、IL􀆼10、IL􀆼35含量的影响(􀭺x±s,pg·mL-1,n=8)

组别 IL􀆼17A IL􀆼21 IL􀆼10 IL􀆼35
正常组 80.9±41.14 137.64±11.24 112.23±13.79 213.35±20.80
模型组 365.1±39.06** 334.47±16.66* 23.95±6.50* 96.64±12.68**

5􀆼ASA组 152.9±27.34## 172.06±9.06## 173.57±51.50## 163.14±6.82##

KGP低剂量组 173.7±50.45## 182.74±5.81## 293.10±119.97##176.89±13.00##

KGP高剂量组 162.9±21.52## 146.95±5.26## 353.57±58.59## 230.97±9.68##

         注:与正常组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

注:a.正常组;b.模型组;c.5􀆼ASA组;d.KGP低剂量组;e.KGP高剂量组

图5 溃结改良方UC小鼠RORγt、STAT3、p􀆼STAT3、

Foxp3、Smad3、p􀆼Smad3蛋白表达的影响

3 讨论

溃疡性结肠炎是一种病因不明的慢性、非特异

性炎症性疾病。以腹痛、腹泻、黏液脓血便为主要临

床表现,根据其临床特点,可归属于中医“久痢”范
畴。从中医角度出发,认为该病的发生多因先天禀

赋不足、脾胃功能失健,感受湿热之邪,或饮食不节,
恣食肥甘厚味,酿生湿热,或思虑劳倦过度,情志不

调,损伤脾胃,致湿邪化热蕴于大肠,气滞血瘀,肉腐

血败,化而内疡。溃结改良方由金银花、地榆、白及

组成,具有清热利湿解毒、活血化瘀、祛腐生肌之功

效。有研究表明金银花中酚酸类成分对LPS诱导

RAW264.7细胞释放NO、TNF􀆼α和IL􀆼6均具有不

同程度的抑制作用,具有良好的抗炎作用;地榆能减

轻二甲苯引起的大鼠足跖肿胀,显著降低足跖肿胀

大鼠血清IL􀆼1β和炎症足跖组织中PGE2含量;白
及提取物白及多糖可促进结肠黏膜损伤修复和抑制

相关免疫反应抑制小鼠结肠炎的发展。并且白及多

糖对巨噬细胞有一定的免疫调节能力,可通过抑制

巨噬细胞活性从而影响淋巴细胞的活化及相关细胞

因子的分泌,缓解UC小鼠症状[4􀆼6]。
随着对UC发病机理更深入的了解,越来越多

的研究认为Treg/Th17免疫轴失衡可能是引发UC
的重要 发 病 基 础[7]。Th17和 Treg细 胞 均 来 自

CD4+T细胞,多存在于正常机体的脾脏组织及外周

血中,研究证实Th17和Treg细胞在分化和转化过

程中密切相关,而它们在机体的免疫应答中是独立

且统一的,两者具有分化相互制约、功能相互抑制的

特点,从而维持机体自身免疫平衡[8]。Th17细胞作

为炎症辅助性T细胞,其分化受到IL􀆼6、IL􀆼21、IL􀆼
23、TGF􀆼β等细胞因子的正向反馈调节,同时需要

活化STAT3通路,转录RORγt,完成细胞扩增;其
分泌的IL􀆼17是免疫应答及后续炎症反应的起始,
可介导炎性细胞因子、反应蛋白及前列腺素的表达

促进炎症进展[9]。黄晓丽等[10]发现,普拉梭菌上清

可以抑制脾脏Th17细胞的生成,减少外周血中IL􀆼
17A分泌,治疗UC小鼠。IL􀆼21在TGF􀆼β和IL􀆼6
的联合作用下,通过STAT3转录因子诱导CD4+T
细胞向Th17细胞分化,驱动IL􀆼17产生和转录因子

RORγt表达[11];而IL􀆼21又由Th17细胞产生,还
能间接抑制CD4+T细胞向 Treg细胞分化,抑制

Treg介导的免疫耐受反应;Ge[12]等通过流式细胞

术检测 UC患者外周血中IL􀆼21的表达,发现与正

常组相比,IL􀆼21表达明显增多,且表达量与患者临

床活动指数存在明显的正相关;Yu[13]等发现,给予

DSS诱导的UC小鼠IL􀆼21抗体治疗后,不仅降低

了炎症 T 细胞的 结 肠 浸 润 还 减 轻 了 黏 膜 损 伤。

Treg细胞则介导免疫耐受,作为具有独特免疫调节

作用的抑炎细胞而存在。其分化由IL􀆼2、TGF􀆼β、

RA介导,而IL􀆼1、IL􀆼21、IL􀆼23则抑制它的分化。
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Treg的发育和分化受转录因子Foxp3的特异性调

控,并需要Smad3通路活化;其分泌的细胞因子,如

IL􀆼10,具有免疫调节和抗炎作用,能下调单核细胞、
巨噬细胞分泌TNF􀆼α、IL􀆼6、IL􀆼8、IL􀆼1β等,在肠道

免疫中起重要作用[14]。张小艳等[15]发现,与正常

组相比,UC小鼠Treg细胞和IL􀆼10蛋白表达水平

明显降低,而治疗后两者水平均显著升高。另一种

分泌物IL􀆼35,是能够发挥抗炎作用的抑制性细胞

因子,有研究[16]发现IL􀆼35表达水平的改变参与了

炎性肠病的发生发展。最新研究[17]将IL􀆼35整合

到间 充 质 干 细 胞(MSC)中 干 预 UC 小 鼠,发 现

Foxp3+ Treg细胞的百分比显著增加且肠固有层淋

巴细胞产生的促炎细胞因子的水平明显降低。
本实验研究显示,与正常组相比,模型组脾脏淋

巴细胞中CD4+CD25+Foxp3+Treg数量、血清中

IL􀆼10、IL􀆼35水平和结肠组织中Foxp3、Smad3蛋白

表达明显降低,而CD3+CD4+IL􀆼17A+Th17数量、

IL􀆼17A、IL􀆼21水平及RORγt、STAT3蛋白表达则

明显升高,经溃结改良方治疗后,与模型组相比,

Treg、IL􀆼10、IL􀆼35、Foxp3和Smad3明显回升,而

Th17、IL􀆼17A、IL􀆼21、RORγt和STAT3则明显降

低;并能明显改善 UC小鼠的一般症状、病理状况,
综上所述,溃结改良方可能通过上调Foxp3、Smad3
蛋白表达产生Treg细胞,促进IL􀆼10、IL􀆼35分泌,
介导免 疫 耐 受,下 调 RORγt、STAT3 表 达 抑 制

Th17细胞生成,降低IL􀆼17A、IL􀆼21水平,减少其他

炎症因子和趋化因子的产生,从而减轻肠道炎症反

应,维持机体的免疫稳定状态,达到治疗 UC的效

果。
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