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补中益气汤通过 Notch1 /ROR -γt/Foxp3 信号通路
控制 Th1 7/Treg免疫失衡调控 AIT炎症损伤的机制
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　　摘要：目的 探讨补中益气汤对自身免疫性甲状腺炎（Autoimmune thyroiditis，AIT）小鼠辅助性 T 细胞 1 7（T helper
cell 1 7，Th1 7）/调节性 T细胞（Regulatory T cells，Treg）免疫失衡及果蝇双翅边缘缺刻同源基因 1（Notch1）/维甲酸相关孤
核受体γt（ROR-γt）/叉头样转录因子 3（Foxp3）信号通路的影响。方法 80 只 CBA/J小鼠分为空白组 1 5 只、模型组 65
只，用 PBS 缓冲液+不完全弗氏佐剂（Freund＇s incomplete adjuvant，IFA）建立 AIT模型。造模成功的小鼠随机分为模型
组、补中益气汤低、中、高剂量组（4.1 0、8.1 9、1 6.38 g·kg -1）及西药组（亚硒酸钠片，0.26 mg·kg -1），每组 1 1 只。空白
组、模型组予等剂量生理盐水灌胃，灌胃 1 次/d，每灌胃 6 d，停止 1 d，持续 6 周。苏木素 -伊红（Hematoxylin -eosin，
HE）染色及扫描电子显微镜（Scanning electron microscope，SEM）观察甲状腺形态学改变；酶联免疫吸附测定法
（Enzyme -linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清甲状腺球蛋白抗体（TgAb）、促甲状腺激素（TSH）、游离甲状腺激
素（FT4）含量及白细胞介素（IL）-10、IL -1 7A、IL -23；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real -Time PCR）检测甲状腺组
织 Notch1、Foxp3、ROR-γt mRNA表达；蛋白免疫印迹法（Western blot，WB）检测甲状腺组织 Notch1、Foxp3、ROR -γt蛋
白水平。结果 与空白组比，模型组小鼠血清 TgAb、IL -1 7A、IL -23 含量显著升高，血清 IL -1 0 水平明显降低（P<
0.01），HE 见模型组小鼠甲状腺滤泡结构被破坏，淋巴细胞大片状浸润，SEM见下大量密集细长的微绒毛。与模型组
比，给药组血清 TgAb水平均有下降，以补中益气汤中、高剂量组及西药组小鼠的变化为显著（P<0.01）。补中益气汤低
剂量组小鼠血清 IL -1 7A、IL -23 水平降低，血清 IL -1 0 水平升高（P<0.05）；补中益气汤中、高剂量组及西药组小鼠血
清 IL -1 7A、IL -23 水平明显降低，IL -1 0 水平明显升高（P<0.01），各给药组小鼠滤泡上皮细胞破坏程度较轻，淋巴细
胞浸润等情况均有所改善，SEM见细胞表面微绒毛均明显减少。与空白组比，模型组小鼠甲状腺组织 Notch1、ROR -γt
mRNA及蛋白表达水平明显升高，Foxp3 mRNA及蛋白表达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比，补中益气汤组 ROR -

γt、Notch1 mRNA及蛋白表达水平均有不同程度降低，Foxp3 mRNA及蛋白表达水平均有不同程度升高，以补中益气汤高
剂量最为显著（P<0.01）。结论 补中益气汤可以明显修复 AIT小鼠甲状腺组织病理改变，缓解炎性损伤，主要是通过
调控 Notch1 /ROR-γt/Foxp3 信号通路，平衡免疫反应，建立免疫机能，实现治疗 AIT。
　　关键词：自身免疫性甲状腺炎；果蝇双翅边缘缺刻同源基因 1 /维甲酸相关孤核受体 γt/叉头样转录因子 3（Notch1 /
ROR-γt/Foxp3）信号通路；辅助性 T细胞 1 7（Th1 7）/调节性 T细胞（Treg）；补中益气汤
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Abstract：Objective To investigate the effects of Buzhong Yiqi Decoction（补中益气汤）on the immune imbalance of T helper
cell 1 7（Th1 7）/regulatory T cell（Treg）and the Notch1 /ROR -γt/Foxp3 signaling pathway in mice with autoimmune thyroiditis
（AIT）.Methods Eighty CBA/J mice were randomly divided into normal group（1 5 mice）and model group（65 mice）.PBS +
Freund＇s incomplete adjuvant（IFA）was used to establish the AIT model.The mice were randomly divided into model group，
Buzhong Yiqi Decoction low -dose，medium -dose and high -dose groups（4.1 0，8.1 9，1 6.38 g·kg -1）and western medicine
group（sodium selenite tablets，0.26 mg·kg -1），1 1 mice in each group.The mice in the normal group and the model group were
given the same dose of normal saline by gavage once a day，every 6 days，and stopped for 1 day，for 6 weeks.Hematoxylin -eosin
（HE）staining and scanning electron microscopy（SEM）were used to observe the morphological changes of thyroid.The serum
levels of thyroglobulin antibody（TgAb），thyroid stimulating hormone（TSH），free thyroid hormone（FT4），interleukin（IL）-10，
IL -1 7A and IL -23 were detected by enzyme -linked immunosorbent assay（ELISA）.The mRNA expressions of Notch1，Foxp3
and ROR -γt in thyroid tissues were detected by Real -Time PCR.Western blot（WB）was used to detect the protein levels of
Notch1，Foxp3 and ROR -γt in thyroid tissue.Results Compared with those in the normal group，the serum levels of TgAb，IL -
1 7A and IL -23 in the model group were significantly increased，while the serum level of IL -1 0 was significantly decreased（P<
0.01）.HE staining showed that the structure of thyroid follicles in the model group was destroyed，lymphocytes were infiltrated in
large sheets，and a large number of dense and slender microvilli were observed under SEM.Compared with that in the model
group，the serum level of TgAb in the drug treatment groups decreased，and the changes in the Buzhong Yiqi Decoction middle -
dose and high -dose groups and the western medicine group were more significant（P<0.01）.The serum levels of IL -1 7A and
IL -23 of Buzhong Yiqi Decoction low -dose group were decreased，and the serum levels of IL -1 0 elevated（P<0.05）.The
serum levels of IL -1 7A and IL -23 were significantly decreased，and the serum level of IL -1 0 was significantly increased in
the Buzhong Yiqi Decoction medium -dose and high -dose groups and the western medicine group（P<0.01）.The degree of
destruction of follicular epithelial cells was mild，lymphocyte infiltration was improved，and the microvilli on the cell surface was
significantly reduced in each treatment group.Compared with those of the normal group，the expression levels of Notch1 and
ROR -γt mRNA and protein in the thyroid tissue of the model group were significantly increased，and the expression levels of
Foxp3 mRNA and protein were significantly decreased（P<0.01）.Compared with those in the model group，the expression levels
of ROR -γt and Notch1 mRNA and protein in the Buzhong Yiqi Decoction groups were decreased to varying degrees，and the ex-
pression levels of Foxp3 mRNA and protein were increased to varying degrees，and those in the Buzhong Yiqi Decoction high -
dose group was the most significant（P<0.01）.Conclusion Buzhong Yiqi Decoction can significantly repair the pathological
changes of thyroid tissue and alleviate inflammatory damage in AIT mice，mainly by regulating the Notch1 /ROR-γt/Foxp3 sig-
naling pathway to balance the immune response and establish immune function.

Keywords：autoimmune thyroiditis；Notch1 /ROR-γt/Foxp3；Th1 7/Treg；Buzhong Yiqi Decoction（补中益气汤）

　　自身免疫性甲状腺炎（Autoimmune thyroiditis，AIT）是以甲
状腺内淋巴细胞浸润和血清中存在甲状腺特异性自身抗体为

特征的最常见的“破坏性”器官特异性自身免疫性疾病之一。

最新研究调查显示，中国人群 AIT 患病率为 1 4.1 9%，甲状腺
过氧化物酶抗体（TPO -Ab）和甲状腺球蛋白抗体（TgAb）阳性
率分别为 1 0.1 9%和 9.7%［1］。AIT 的发病涉及遗传、环境和
免疫因素的复杂交互作用，其发病机制相当复杂，而目前确切

的病因还未完全明确。对于 AIT，目前尚无很好的病因治疗方
法［2］，仅限于对症治疗，常用药物包括硒制剂及维生素 D等。

AIT在中医学中属“瘿病”范畴。现代医家针对 AIT的中
医病因病机、辨证分型提出不同的治疗方案［3 -5］。现代研究表

明，辅助性 T细胞 1 7（T helper cell 1 7，Th1 7）通过产生高水平
的白细胞介素（IL）-1 7 在自身免疫和炎症反应的发病和发展
中起着至关重要的作用。课题组前期研究及多项报道均证

实［6 -7］，Th1 7/调节性 T细胞（Regulatory T cells，Treg）免疫失衡
是 AIT发病的重要免疫学机制。补中益气汤出自金元四大家
李东垣之《脾胃论》，由黄芪、白术、甘草、人参、陈皮、升麻、柴

胡、当归共 8 味药组成。现代研究表明健脾补气升阳之补中益
气汤在改善 AIT早期免疫异常等方面具有特色优势作用［8 -9］。

本团队前期研究发现，中医“补气健脾”法具有良好的疗效，补

中益气汤加减干预 AIT 进程具有显著疗效［1 0］，可有效改善

AIT免疫失常状态。
近年来越来越多的研究证明，果蝇双翅边缘缺刻同源基因

1（Notch1）信号通路通过调节细胞发育、增殖、分化等在类风湿
性关节炎、系统性红斑狼疮、银屑病、自身免疫性脑脊髓炎等自

身免疫性疾病中发挥重要作用［1 1］，可能通过调控 Th1 7 细胞分
化及功能、调节 Th1 7/Treg 免疫失衡实现。而 Th1 7/Treg 免疫
失衡已被证明在 AIT中广泛存在［1 2 -1 3］，这些都提示 Notch1 通
路可能是 AIT 的有效干预靶点。维甲酸相关孤核受体 γt
（ROR-γt）可以调节 Th1 7 细胞特异性转录［1 4］，而 Treg细胞以
转录因子 Foxp3 的高表达为特征［1 5］。因此，本实验拟在前期

研究基础上，探讨补中益气汤对 Th1 7/Treg 免疫失衡及
Notch1 /ROR-γt/Foxp3 信号通路的调控作用，从免疫学角度
进一步探析 AIT的发病机制，为 AIT的病因治疗提供新策略。
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1 　材料
1 .1 　动物及细胞

SPF级 CBA/J小鼠 80 只，体质量（20 ±2）g，1 ~8 周龄，购
于沈阳蓝普达斯实验用品科技有限公司，许可证编号：SCXK
（京）201 9 -0008，于辽宁中医药大学 SPF 级实验动物中心饲
养。所有动物的饲养及实验流程均按照辽宁中医药大学动物

实验指南执行，伦理审查编号 21 000042021 1 28。
1 .2　实验药品及制备

中药予补中益气汤干预，补中益气汤组成：黄芪 1 8 g（批
号：2301 1 42），白术 9 g（批号：23021 81 ），甘草 9 g（批号：
2301 298），人参 6 g（批号：2302086），陈皮 6 g（批号：2209092），
升麻 6 g（批号：221 2023），柴胡 6 g（批号：23021 57），当归 3 g
（批号：2303264），中药饮片购自辽宁中医药大学附属医院草
药局，药材鉴定由辽宁中医药大学附属医院高天舒教授完成。

辽宁中医药大学附属医院药房煎煮，方法如下：原药材加 5 倍
量双蒸水煎煮 2 次，合并滤液，加热浓缩配制成含生药浓度为
1 .0 g·mL -1的药液。西药予亚硒酸钠片（商品名称：希力；规
格：0.5 mg；批准文号：国药准字 H200731 79；生产企业：山东希
力药业有限公司）。

1 .3　试剂
完全弗氏佐剂（Freund＇s complete adjuvant，CFA）、IFA（Sig-

ma，货号 F5881、F5506）；猪甲状腺球蛋白（pTg）（Sigma -
Aldrich，货号 T1 1 26）；甲状腺球蛋白抗体 TgAb 酶联免疫检测
试剂盒（武汉菲恩生物科技有限公司，EM1 420）；PBS（普诺赛，
货号 PB1 80327）；小鼠抗甲状腺球蛋白抗体（TgAb）、促甲状腺
激素（TSH）、游离甲状腺激素（FT4）、IL -1 0、IL -1 7A、IL -23
酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海酶联生物科技有限
公 司，货 号 ml037680、ml063200、ml057763、ml037873、
ml037864、ml0631 40）；苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（佳维
斯，货号 JA1 051）；BCA 蛋白定量检测试剂盒（Solarbio，货号
R0020）；HRP标记山羊抗兔（Solarbio，货号 SE1 34）；HRP 标记
山羊抗鼠（Servicebio，货号 GB23301）；Notch1、Foxp3、ROR -γt
一抗（proteintech，货号 1 0062 -2 -AP、82930 -1 -RR、22228 -
1 -AP）；Trizol 试剂（赛默飞，货号 1 5596026）；M-MLV 反转
录试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限公司，货号 231 21 9Q）。
1 .4　仪器

荧光显微镜（Olympus 公司）、扫描电子显微镜（Hitachi，
SU3500）、实时荧光定量 PCR 仪（Thermo Fisher，Q3）、Quant
Studio3 型 PCR 扩增仪（ABI 公司）、Tanon -5200 型显影仪
（Tanon 公司）、酶标仪（BioTek，elx80）、研磨仪（Servicebio，
KZ -Ⅱ）、台式高速冷冻离心机（Cence，TGL -1 6）、电泳仪
（Servicebio，SPW-6S）。
2　方法
2.1　实验动物造模及治疗

CBA/J小鼠根据体质量层次随机分组，分为空白组（1 5
只）、模型组（65 只）。将 pTg用 PBS 缓冲液溶解后与等量 CFA
混合充分乳化成油包水乳剂，终浓度为 0.25 mg·mL -1。第 1、
2 周进行初次免疫造模：模型组皮下多点注射 pTg 乳剂，空白

组则仅注射 PBS +CFA，1 次/周；第 4、5 周进行强化免疫：模型
组给予等浓度 pTg（PBS 溶解）+IFA 皮下多点注射，空白组予
以皮下多点注射等浓度 PBS +IFA，1 次/周。注射剂量均为每
只 0.8 mL/次，即每只 200 μg/次。第 6 周随机抽取空白组和
模型组小鼠各 4 只进行 AIT模型判断：以甲状腺腺体中淋巴细
胞的浸润面积大于 2%，血清 TgAb 水平高于空白组即为模型
成功［1 6 -1 7］。

造模成功后，剩余空白组小鼠 1 1 只，模型组小鼠 61 只，在
造模成功的 61 只模型组小鼠中随机抽取 55 只继续实验。将
造模成功的小鼠 55 只随机分为模型组、补中益气汤低剂量组、
中剂量组、高剂量组及西药组，每组 1 1 只，灌胃给药干预。其
中，补中益气汤低、中、高剂量组分别给与补中益气汤 4.1 0、
8.1 9、1 6.38 g·kg -1·d -1灌胃，西药对照组予亚硒酸钠溶液

0.26 mg·kg -1·d -1灌胃，空白组、模型组予等剂量生理盐水
灌胃，灌胃 1 次/d，每灌胃 6 d，停止 1 d，药物干预持续 6 周。
在药物治疗过程中，各组动物依然按照强化免疫造模的分组及

干预方式持续进行造模。第 1 2 周灌胃结束后，各组小鼠禁食
不禁水 24 h，处死所有动物，摘眼球取血，离心留取血清分装保
存，甲状腺组织取材固定。

2.2　病理实验
2.2.1　HE 染色检测小鼠甲状腺组织病理变化　取各组小鼠
甲状腺组织取材固定后，脱水，包埋，切成约 5 μm 切片；HE 染
色，中性树胶封片，加盖玻片，晾干，制成 HE 切片，400 倍光镜
下每张 HE 染色切片随机取 5 个视野，观察甲状腺组织病理
变化。

2.2.2　扫描电镜观察小鼠甲状腺组织病理变化　小鼠甲状腺
组织经生理盐水清洗冲洗后，用戊二醛及锇酸双固定，采用乙

醇溶液进行样品脱水，再用体积比为 1 ∶1 的乙醇与醋酸异戊
酯混合液及纯醋酸异戊酯处理样品。临界点干燥后放入离子

镀膜机，镀喷一层金离子导电层，采用扫描电镜观察拍照。

2.3　ELISA 检测小鼠血清 TgAb、TSH、FT4、IL -1 0、IL -1 7A、
IL -23 水平

收集处理各组小鼠血清，按 ELISA 试剂盒说明书方法检
测血清 TgAb、TSH、FT4、IL -1 0、IL -1 7A、IL -23 含量。
2.4　Real -Time PCR 法检测小鼠甲状腺 Notch1、ROR -γt、
Foxp3 基因相对表达量

Trizol法提取总 RNA，合成 cDNA。依试剂盒，制备 PCR反
应体系，常规 PCR 扩增。以 GAPDH 作为内参，目的基因
Notch1、ROR-γt和 Foxp3 的相对表达量按照 2 -△△Ct公式计算
表示。上述涉及到的基因引物序列如表 1 所示。

表 1 　涉及到的基因引物序列设计

引物 序列（5＇-3＇） 长度/（bp）

Notch1 上游 TCATTGTACTGGAACTCTGCACTTT 80
下游 TCCACGGTCACCCTTCTCA

ROR -γt 上游 GTGGGGACAAGTCGTCTGG 238
下游 AGTGCTGGCATCGGTTTCG

Foxp3 上游 CCTGCCTTGGTACATTCGTG 97
下游 TGTTGTGGGTGAGTGCTTTG
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2.5 　Western blotting 法检测小鼠甲状腺组织中 Notch1、
ROR-γt、Foxp3 蛋白表达

常规提取总蛋白，验证样本合格后，进行后续实验。定量、

电泳后，转膜，5%脱脂牛奶封闭 2 h，加入一抗 Foxp3、ROR -
γt、Notch1，分别按照 1 ∶1 000、1 ∶2000、1 ∶3000 稀释，4 ℃孵育
过夜。漂洗后加入羊抗兔二抗（1 ∶5000 稀释）在常温下孵育
45 min，清洗。加入 ECL试剂，可视显色，利用 Quantity One 软
件对所得图像进行量化，以 Image J软件计算获得条带的亮度。
2.6　统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，计量资料以（¤x±s）表
示。满足正态分布和方差齐性时，采用 One -way ANOVA 分
析；满足正态分布但方差不齐，采用 Dunnett T3 检验，均使用
LSD -t检验进行组间比较。以P<0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　补中益气汤对各组小鼠甲状腺组织形态的影响

HE染色结果显示，空白组小鼠甲状腺组织光镜下甲状腺
滤泡结构完整，形态规则，呈圆形或椭圆形，较为均匀一致，滤

泡上皮细胞呈低柱状，排列整齐，滤泡腔可见充盈的淡红色胶

质，滤泡间质内存在丰富的毛细血管，未见淋巴细胞浸润。模

型组小鼠甲状腺滤泡大小及形态各异，滤泡结构被破坏，多呈

萎缩状，胶质含量减少，间质内毛细血管数量及上皮细胞数量

减少，呈现弥漫性大片状淋巴细胞浸润，浸润面积达 30%以
上。补中益气汤低、中、高剂量组及西药组小鼠甲状腺滤泡上

皮细胞破坏程度较轻，滤泡腔萎缩、胶质减少及淋巴细胞浸润

等情况均有所改善。见插页ⅩⅧ图 1。
扫描电镜结果显示，空白组甲状腺滤泡上皮细胞表面可见

球状结构，无明显微绒毛。模型组小鼠表面可见大量密集细长

的微绒毛。补中益气汤低、中、高剂量组及西药组甲状腺滤泡

上皮细胞表面微绒毛均明显减少。见插页ⅩⅨ图 2。
3.2　补中益气汤对各组小鼠甲状腺功能、抗体及血清炎性细
胞因子的影响

各组小鼠血清 FT4、TSH 水平差异无统计学意义（P>
0.05）。与空白组相比，模型组小鼠血清 TgAb 水平明显升高
（P<0.01）；与模型组相比，血清 TgAb水平在各干预组均有下
降，以补中益气汤中、高剂量组及西药组小鼠的变化为显著

（P<0.01）。与空白组相比，模型组小鼠血清 IL -1 7A、IL -23
水平明显升高，而血清 IL -1 0 水平明显降低（P<0.01）；与模
型组相比，补中益气汤低剂量组小鼠血清 IL -1 7A、IL -23 水

平降低（P<0.05），血清 IL -1 0 水平升高（P<0.05）；补中益
气汤中、高剂量组及西药组小鼠血清 IL -1 7A、IL -23 水平明
显降低（P<0.01），血清 IL -1 0 水平明显升高（P<0.01）。见
表 1。
3.3　补中益气汤对各组小鼠甲状腺组织中 Notch1、ROR -γt、
Foxp3 mRNA水平的影响

与空白组相比，模型组 Notch1、ROR -γt mRNA 表达水平
明显升高，Foxp3 mRNA表达水平显著降低（P<0.01）；与模型
组相比，补中益气汤组 ROR -γt、Notch1 mRNA 表达水平均有
不同程度降低，Foxp3 mRNA表达水平均有不同程度升高（P<
0.01），以补中益气汤高剂量组干预效果最为显著。西药组
ROR-γt、Notch1 mRNA 表达水平均有显著降低，Foxp3 mRNA
表达水平显著升高（P<0.01）。见表 2。
3.4　补中益气汤对各组小鼠甲状腺组织中 Notch1、ROR -γt、
Foxp3 蛋白表达的影响

与空白组相比，模型组小鼠甲状腺组织 Notch1、ROR -γt
蛋白水平显著升高，Foxp3 蛋白显著降低（P<0.01）；与模型组
相比，补中益气汤各剂量组及西药组小鼠甲状腺组织 Notch1、
ROR-γt 蛋白水平均降低，补中益气汤低、中剂量 Notch1、
ROR-γt 蛋白水平下降（P<0.05），Foxp3 蛋白升高（P<
0.05），补中益气汤高剂量及西药组 Notch1、ROR -γt 蛋白水
平显著下降（P<0.01），Foxp3 蛋白显著升高（P<0.01）。见
图 3、表 3。
4　讨论

AIT是一种常见的自身免疫性疾病，其特征是甲状腺炎症
和抗甲状腺抗体呈高滴度水平［1 8 -1 9］。在中医学中属“瘿病”

范畴。“脾为之卫”理论认为，脾胃助生卫气，卫气御外防护，

形成人体屏障，即脾行卫之功，成为最早的中医免疫学原理。

《难经》记载“脾者，中州也，其平和不可得见，衰乃见耳”，揭示

了脾与免疫之间的密切关系。脾胃运化水谷精微，为后天免疫

系统奠定基础，若脾虚运化失司，则卫气亏虚，正气不足，外邪

来犯，“脾失之卫”而致病。“脾失之卫”作为 AIT 中医理论切
入点，治疗上应从后天之本“脾”入手，以“补脾益气”为治疗方

法，使“正胜邪自去”，以恢复人体自身正气，达到“益气消瘿”

之功效。选方补中益气汤，首载于《内外伤辨惑论·卷中·饮

食劳倦论》，该方根据《素问·至真要大论篇》“劳者温之”“损

者益之”的治疗原则，为饮食劳倦，损伤脾胃，以致脾胃气虚清

阳不升之证所设。团队前期研究发现，补脾益气之补中益气汤

表 1 　补中益气汤对 AIT小鼠 FT4、TSH、TgAb、IL -1 7A、IL -23、IL -1 0 的影响（¤x±s）

组别 n
剂量/

（g·kg -1）

FT4/

（nmol·L -1）

TSH/

（mIU·L -1）

TgAb/

（ng·mL -1）

IL -1 7A/

（ng·L -1）

IL -23/

（ng·L -1）

IL -1 0/

（ng·L -1）
空白组 1 1 79.62 ±1 1.41 0.31 ±0.029 1 4.65 ±1.79 2.1 ±0.98 1 2.51 ±0.77 3.37 ±0.12
模型组 1 1 80.44 ±1 5.53 0.30 ±0.024 31 .94 ±5.81 * 6.77 ±0.05* 20.21 ±1.43* 6.1 7 ±0.06*

补中益气汤低剂量组 1 1 4.1 0　　　 80.07 ±1 3.05 0.31 ±0.01 5 28.89 ±3.38*△ 5.43 ±0.12*△ 1 6.91 ±3.35*△ 3.49 ±1.1 1 *△

补中益气汤中剂量组 1 1 8.1 9 79.52 ±12.96 0.31 ±0.044 25.64 ±4.96*# 4.89 ±1.21 *# 1 6.67 ±2.46*# 4.56 ±2.07*#

补中益气汤高剂量组 1 1 1 6.38 81 .28 ±1 5.88 0.29 ±0.021 1 8.72 ±4.75*# 3.07 ±0.33*# 1 5.34 ±1.29*# 5.12 ±1.81 *#

西药组 1 1 0.26 ×10 -3 80.74 ±12.28 0.30 ±0.01 2 1 6.46 ±3.49*# 2.66 ±0.07*# 1 3.66 ±0.07*# 5.09 ±2.37*#

　　注：*与空白组小鼠相比较，P<0.01；#与模型组小鼠相比较，P<0.01；△与模型组小鼠相比较，P<0.05。
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表 2　补中益气汤对 AIT小鼠甲状腺组织 Notch1、ROR-γt、

Foxp3 mRNA水平的影响（¤x±s）

组别 n
剂量/

（g·kg -1）
Notch1 mRNA ROR-γt mRNA Foxp3 mRNA

空白组 1 1 1.000 ±0.000 1.000 ±0.000 1.000 ±0.000
模型组 1 1 3.869 ±0.430** 2.372 ±0.081** 0.198 ±0.029**

补中益气汤低剂量组 1 1 4.10　　　 3.108 ±0.485## 1.896 ±0.244## 0.348 ±0.062##

补中益气汤中剂量组 1 1 8.19 2.357 ±0.438## 1.512 ±0.249## 0.575 ±0.056##

补中益气汤高剂量组 1 1 1 6.38 1.543 ±0.514## 1.078 ±0.100## 0.830 ±0.065##

西药组 1 1 0.26 ×10 -3 1.152 ±0.203## 1.035 ±0.133## 0.911 ±0.054##

　　注：**与空白组小鼠相比较，P<0.01；##与模型组小鼠相比较，P<0.01。

　　注：A 空白组；B 模型组；C 补中益气汤低剂量组；D 补中益

气汤中剂量组；E 补中益气汤高剂量组；F西药组。

图 3　补中益气汤对 AIT小鼠甲状腺组织 Notch1、

ROR-γt、Foxp3 蛋白表达的影响
表 3　补中益气汤对 AIT小鼠甲状腺组织 Notch1、ROR-γt、

Foxp3 蛋白表达的影响（¤x±s）

组别 n
剂量/

（g·kg -1）
Notch1 mRNA ROR-γt mRNA Foxp3 mRNA

空白组 1 1 0.33 ±0.03 0.26 ±0.02 0.98 ±0.01
模型组 1 1 0.97 ±0.14** 0.98 ±0.04** 0.11 ±0.02**

补中益气汤低剂量组 1 1 4.10　　　 0.72 ±0.06# 0.80 ±0.08# 0.29 ±0.11 #

补中益气汤中剂量组 1 1 8.19 0.64 ±0.13# 0.74 ±0.10# 0.50 ±0.14#

补中益气汤高剂量组 1 1 1 6.38 0.52 ±0.06## 0.59 ±0.12## 0.63 ±0.12##

西药组 1 1 0.26 ×10 -3 0.46 ±0.12## 0.35 ±0.03## 0.75 ±0.08##

　　注：**与空白组小鼠相比较，P<0.01；#与模型组小鼠相比较，P<0.05；##与模型组小

鼠相比较，P<0.01。

在改善 AIT早期免疫异常等方面具有特色优势作用［8］，中医

补脾益气法具有良好的疗效，临床上补中益气汤加减干预 AIT
进程具有显著疗效［7］，可有效改善 AIT免疫失常状态。

本研究在团队前期研究基础上，构建 AIT动物模型并进行
中药干预。实验结果显示，各组小鼠血清 FT4、TSH 基线水平
基本一致，表明本实验造 AIT 模型成功。模型组小鼠血清
TgAb水平明显升高，这表明当甲状腺组织发生炎性反应后，免
疫系统被激活，释放抗体，引起血清 TgAb 水平升高。经补中
益气汤干预后，各组小鼠血清 TgAb 水平呈不同程度地降低，
以补中益气汤高剂量组效果突出。考虑是由于补中益气汤补

脾益气之功效能够化痰散瘀，消瘿散结，从而改善甲状腺炎性

反应，修复受损的滤泡，调节免疫等。这与楼鹏飞等［20］的研究

结果相符合。模型组小鼠 HE 可见甲状腺组织腺滤泡大小及
形态各异，滤泡结构被破坏，多呈萎缩状，细胞呈现弥漫性大片

状淋巴细胞浸润，面积达 30%以上；SEM显示，模型组小鼠的
甲状腺表面有大量密集细长的微绒毛，提示 TSH 刺激的胞吞
作用活跃，细胞表面代谢面积增大。经补中益气汤干预后 HE
可见甲状腺滤泡上皮细胞破坏程度较轻，滤泡腔萎缩、胶质减

少及淋巴细胞浸润等情况均有所改善，均以补中益气汤高剂量

组显著；甲状腺滤泡上皮细胞表面微绒毛均明显减少，提示经

药物干预后，TSH刺激的胞吞作用减弱，细胞表面代谢面积减
小。上述结果证明了补中益气汤治疗 AIT的疗效确切，与团队
前期研究结果具有一致性［7，21］。

虽然现今为止 AIT 的发病机制仍不明确，但研究表明，
Treg细胞和 Th1 7 细胞的功能失衡在 AIT的发病机制中起着重
要作用［22］。Th1 7 和 Treg 的异常频率和功能与甲状腺自身免
疫的严重程度密切相关［23］。课题组前期研究证实，补中益气

汤可下调 EAT 小鼠 Th1 7/Treg 轴相关细胞因子，恢复 Th1 7/
Treg免疫平衡［24］。

Th1 7 细胞特有的转录因子 ROR -γt，主要表达于免疫系
统的一些不同类型细胞，促进 Th1 7 细胞分化并产生关键因子
IL -1 7，是 Th1 7 细胞分化必不可少的转录因子，直接诱导炎症
因子的转录。ROR-γt结合于 IL -1 7 基因启动子区域，诱导
IL -1 7A 的产生从而发挥相应的效应。最近的证据表明
ROR-γt可以在不涉及任何其他因素的情况下，显著上调IL -
1 7。IL -23 参与幼稚 CD4 +T细胞诱导 Th1 7 细胞发育过程，还
可扩大 Th1 7 细胞群并维持其存活［25］。IL -23 通过与 IL -23
受体结合激活信号传导转录激活因子 3（STAT3），促进炎症因
子、细胞因子和趋化因子的分泌，诱导记忆 T细胞分化为 Th1 7
细胞，并通过增加 ROR-γt的表达影响 IL -1 7 的表达，最终促
进炎性反应和自身免疫性疾病的发生［26］。因此抑制 ROR -γt
可降低 Th1 7 细胞的分化，限制 Th1 7 细胞的分化与功能，从而
起到治疗自身免疫性疾病的目的。

Treg细胞高表达 Foxp3，在 Treg 细胞的分化发育及功能稳
定维持中发挥着决定性作用的作用因子。Foxp3 +treg 是一种
特殊的细胞系，在维持免疫耐受方面起着重要作用［27］。

ROR-γt与 Foxp3 作为各种转录因子的转录抑制因子，Foxp3
通过 Foxp3 的外显子 2 区直接与 ROR -γt 相互作用。Treg 分
泌的 IL -1 0 调节 Th1 7 细胞群的作用，对甲状腺的损伤起保护
作用。

Notch受体是一种跨膜蛋白，包括 4 种亚型，与细胞分化、
细胞增殖、细胞凋亡和上皮 -间质转化有关。近年来，研究表
明 Notch1 和 ROR -γt除了参与诱导细胞凋亡外，还参与调控
机体炎症反应，与自身免疫性疾病的发生发展密切相关［28］。

围绕基于 Notch1 /ROR-γt信号通路在 AIT作用的研究也开展
较多［28］。因此，我们推测炎症细胞因子 IL -1 0、IL -1 7A、IL -
23 水平的变化是否与 Notch1 /ROR -γt/Foxp3 失衡有关。实
验结果发现，模型组小鼠经补中益气汤干预后，各组小鼠血清

IL -1 7A、IL -23 水平降低，这表明补中益气汤可能通过调节
促炎细胞因子表达修复受损伤的甲状腺滤泡，改善甲状腺炎症
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损伤状态；各组小鼠血清 IL -1 0 水平呈不同程度地升高，表明
补中益气汤能够促进血清 IL -1 0 的产生，而达到抗炎的作用，
治疗 AIT。这与团队前期其他中药复方的研究结果相一
致［29］。经中药干预后，抑制 ROR-γt、Notch1 mRNA 及蛋白表
达水平，上调 Foxp3 mRNA 及蛋白表达水平，以补中益气汤高
剂量组干预效果最为显著，提示补中益气汤可以通过调控

Notch1 /ROR-γt/Foxp3 减轻 AIT小鼠免疫炎症。
综上所述，我们证实了补中益气汤可有效缓解 AIT炎性损

伤，修复甲状腺组织形态。其可能机制是通过 Notch1 /ROR -
γt/Foxp3 信号通路调节 Th1 7/Treg平衡免疫反应，建立免疫机
能，实现治疗 AIT的目的。这对于今后 AIT的临床治疗提供了
新的防治途径，将为补中益气汤作为治疗 AIT领域的有效临床
用药提供理论支持。
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补中益气汤通过 Notch1 /ROR -γt/Foxp3 信号通路
控制 Th17/Treg免疫失衡调控 AIT炎症损伤的机制

（正文见 84 -89 页）

图 1　补中益气汤对小鼠甲状腺组织形态的影响（HE，×400）
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图 2　补中益气汤对小鼠甲状腺组织形态的影响（SEM，×5000）




