
上海中医药大学学报　第 38 卷　第 2 期　2024 年 3 月

健脾消瘿方对桥本甲状腺炎模型小鼠 Th1、Th17 的
影响
刘梦冉，田胜达，张宏利，李晓华

上海中医药大学附属第七人民医院内分泌科（上海　200137）

【摘　要】　目的：探讨健脾消瘿方是否通过调控辅助性 T 细胞（Th）比例改善桥本甲状腺炎（HT）。方法：将 40 只雌

性 CBA/J 小鼠随机分为 5 组：正常对照组、模型对照组及健脾消瘿方低、中、高剂量组，每组 8 只。除正常对照组外，

其他小鼠采用皮下注射猪甲状腺球蛋白联合高碘水喂养诱导 HT 模型。造模结束后，正常对照组与模型对照组小鼠

每天给予 0.5 mL 饮用水灌胃，健脾消瘿方低、中、高剂量组小鼠每天给予健脾消瘿方颗粒剂水溶液（剂量分别为

8.632 g/kg、17.264 g/kg、34. 528 g/kg）灌胃，连续 6 周。干预结束后，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测小鼠血清甲

状腺过氧化物酶抗体（TPOAb）、甲状腺球蛋白抗体（TGAb）、游离三碘甲状腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、促

甲状腺素（TSH）水平；采用流式细胞术检测小鼠外周血 Th1、Th2、Th17、调节性 T 细胞（Treg）比例；采用实时荧光定

量 PCR 检测肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、γ 干扰素（IFN-γ）、白介素-17（IL-17）、T-bet、RORγ-t 基因表达；采用 Western 
blot 法检测脾脏组织 T-bet、RORγ-t 蛋白表达；苏木素-伊红（HE）染色观察甲状腺组织病理形态学变化。结果：①与

模型对照组相比，健脾消瘿方高剂量组小鼠血清 TPOAb 水平显著降低（P<0.05），健脾消瘿方低、高剂量组小鼠的

TGAb 水平亦显著降低（P<0.05）。②与模型对照组相比，健脾消瘿方高剂量组小鼠血清 FT3、FT4 水平明显上升（P<
0.05）。③健脾消瘿方可改善 HT 模型小鼠的甲状腺滤泡结构和滤泡胶质，使滤泡形态趋于规则，减轻甲状腺滤泡间

淋巴细胞及浆细胞的浸润程度。④与模型对照组相比，健脾消瘿方低、中、高剂量组小鼠的外周血 Th1 比例均显著

下降（P<0.05），健脾消瘿方低、高剂量组小鼠的 Th17 比例亦显著降低（P<0.05）。⑤与模型对照组相比，健脾消瘿方

低、中、高剂量组小鼠的脾脏组织 T-bet、RORγ-t 基因相对表达量明显下降（P<0.05），健脾消瘿方高剂量组的 T-bet、
RORγ-t 蛋白表达显著下降（P<0.05），健脾消瘿方中剂量组的 T-bet 蛋白表达显著下降（P<0.05）。⑥与模型对照组相

比，健脾消瘿方各剂量组小鼠的 TNF-α、IFN-γ、IL-17 基因相对表达量均明显降低（P<0.05）。结论：健脾消瘿方能通

过下调 Th1、Th17 的转录分化及其相关炎症因子的分泌，抑制炎症反应，从而改善 HT。
【关键词】　桥本甲状腺炎；健脾消瘿方；辅助性 T 细胞 1；辅助性 T 细胞 17
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LIU Mengran， TIAN Shengda， ZHANG Hongli， LI Xiaohua
Department of Endocrinology， Seventh People's Hospital of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine， Shanghai 200137， 
China

ABSTRACT　 Objective： To investigate whether Jianpi Xiaoying Formula improving Hashimoto's thyroiditis （HT） by regulating the 
proportion of helper T cells （Th）. Methods： Forty female CBA/J mice were randomly divided into five groups： the normal control group， 
model control group， and the low， medium and high dose groups of Jianpi Xiaoying Formula， eight mice in each group. Except for the 
normal control group， the HT model was induced by subcutaneous injection of porcine thyroglobulin combined with iodized water feeding in 
mice of other groups. At the end of modeling， the mice in the normal control group and model control group were given 0.5 mL of drinking 
water by gavage every day， and the mice in the low， medium and high dose groups of Jianpi Xiaoying Formula were given aqueous solution 
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of Jianpi Xiaoying Formula granules （with the doses of 8.632 g/kg， 17.264 g/kg and 34.528 g/kg respectively） by gavage every day， for 
consecutive 6 weeks. At the end of intervention， the levels of serum thyroid peroxidase antibody （TPOAb）， thyroglobulin antibody 
（TGAb）， free triiodothyronine （FT3）， free thyroxine （FT4） and thyrotropin （TSH） in mice were detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay （ELISA）； the proportions of Th1， Th2， Th17 and regulatory T cell （Treg） in peripheral blood of mice were detected 
by flow cytometry； the gene expressions of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， γ interferon （IFN-γ）， interleukin-17 （IL-17）， T-bet and 
RORγ⁃t were detected by real-time fluorescence quantitative PCR； the protein expressions of T-bet and RORγ -t in spleen tissues were 
detected by Western blot； the pathological and morphological changes of thyroid tissue were observed by hematoxylin-eosin （HE） staining.
Results： ①Compared with the model control group， the level of serum TPOAb of mice in the high dose group of Jianpi Xiaoying Formula 
was significantly decreased （P<0.05）， and the level of TGAb of mice in the low and high dose groups of Jianpi Xiaoying Formula was also 
significantly decreased （P<0.05）. ②Compared with the model control group， the serum FT3 and FT4 levels of mice in the high dose group 
of Jianpi Xiaoying Formula were significantly increased （P<0.05）. ③ Jianpi Xiaoying Formula can improve the structure and colloid of 
thyroid follicles， make the follicle morphology regular， and reduce the degree of infiltration of inter-follicular lymphocytes and plasma cells 
in thyroid of the HT model mice. ④Compared with the model control group， the Th1 ratio in peripheral blood of mice in the low， medium 
and high dose groups of Jianpi Xiaoying Formula was significantly decreased （P<0.05）， and the Th17 ratio of mice in the low and high dose 
groups of Jianpi Xiaoying Formula was also significantly decreased （P<0.05）. ⑤ Compared with the model control group， the relative 
expressions of T-bet and RORγ-t genes in the spleen tissues of mice in the low， medium and high dose groups of Jianpi Xiaoying Formula 
were significantly decreased （P<0.05）， the protein expressions of T-bet and RORγ-t in the high dose group of Jianpi Xiaoying Formula were 
significantly decreased （P<0.05）， and the protein expression of T-bet in the medium dose group of Jianpi Xiaoying Formula was 
significantly decreased （P<0.05）. ⑥Compared with the model control group， the relative expressions of TNF-α， IFN-γ and IL-17 genes of 
mice in each dose groups of Jianpi Xiaoying Formula were significantly decreased （P<0.05）. Conclusion： Jianpi Xiaoying Formula can 
inhibit the inflammatory response by down-regulating the transcription and differentiation of Th1 and Th17 and the secretion of their related 
inflammatory factors， thus improve HT.
KEYWORDS　Hashimoto's thyroiditis； Jianpi Xiaoying Formula； helper T cell 1； helper T cell 17

桥本甲状腺炎（Hashimoto's thyroiditis，HT）又

称慢性淋巴细胞性甲状腺炎，是一种最常见的自身

免疫性甲状腺疾病，以甲状腺过氧化物酶抗体

（TPOAb）和甲状腺球蛋白抗体（TGAb）升高为主要

特点，并伴有甲状腺淋巴细胞浸润［1］。HT 发病是一

个复杂的自身免疫过程，可由外界环境触发，亦受

到遗传易感性和免疫功能下降等的影响［2］。研究表

明，T 细胞介导的免疫反应在 HT 发病中起重要作

用，其中由 CD4+ T 细胞分化而来的辅助性 T 细胞

（Th）1/Th2、Th17/调节性 T 细胞（Treg）比例与 HT 发

病进展关系密切［3-4］。Th1 激活巨噬细胞和细胞毒

性淋巴细胞，间接损害甲状腺滤泡细胞，其产生的

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和 γ 干扰素（IFN-γ）可以

抑制甲状腺细胞中碘化钠同运体及其基因的转录，

且抑制甲状腺细胞生长及碘与甲状腺球蛋白的结

合，从而减少甲状腺球蛋白的合成［5］。Th2 参与介

导体液免疫反应，在动物试验中 Th2 产生的主要细

胞因子白介素（IL）-4 对 HT 的发展具有保护作

用［3］。Th17 本身能够促进自身免疫炎症反应的发

生［6］，其主要细胞因子 IL-17 不仅能直接作用于上

皮细胞、成纤维细胞和巨噬细胞引起甲状腺组织损

伤［7］，还能促进多种炎性细胞因子和趋化因子的产

生，加剧甲状腺组织的炎症反应［8］。Treg 是一种重

要的免疫调节细胞，通过抑制其他免疫细胞活性来

维持免疫平衡和免疫耐受，保护组织损伤，其主要

分泌 IL-10、转化生长因子-β（TGF-β）等细胞因子，

与 HT 等多种免疫性疾病的发病机制密切相关［9］。
此外，在炎症环境中，各种炎性因子和炎症介质可

刺激 Th17 的分化和功能，抑制 Treg 的活性［10］。可

见，Th1/Th2、Th17/Treg 及其相关细胞因子在 HT 的

进展中具有十分重要的作用。

上海中医药大学附属龙华医院唐红教授基于

多年临床经验拟定健脾消瘿方，临床用于治疗 HT
疗效良好［11］。然而，该方具体机制尚不明确，故本

研究拟通过动物实验探讨健脾消瘿方是否通过调

节 Th 比例来改善 HT，其结果报道如下。

1　材料与方法

1.1　实验材料　

1.1.1　动物　SPF 级 CBA/J 小鼠，雌性，体质量 22~
28 g，购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物合格

证号：SYXK（沪）2022-0012。严格按照动物饲养规

范分笼饲养，室温保持在 22~25 ℃，相对湿度为

47%~55%，光照周期为 12 h，自由进食饮水。所有
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动物实验方案均经上海斯莱克实验动物有限公司

伦理委员会审查批准，伦理批号：20220714011。
1.1.2　药物　健脾消瘿方组成：黄芪 15 g，党参

15 g，白术 15 g，茯苓 15 g，莪术 10 g，白芥子 10 g，
牛蒡子 10 g，夏枯草 15 g，白花蛇舌草 15 g，地锦草

15 g，灵芝 10 g，香附 10 g，仙灵脾 10 g，炙甘草 6 g；
上述药物均由上海中医药大学附属第七人民医院

制剂室代加工制为免煎颗粒。

1.1.3　 试 剂　 抗 TPOAb 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ELISA）试 剂 盒（货 号 ：MM-0209M2）、抗 TGAb 
ELISA 试剂盒（货号：MM-1058M2）、促甲状腺素

（TSH）ELISA 试剂盒（货号：MM-0564M2）、游离三碘

甲状腺原氨酸（FT3）ELISA 试剂盒（货号：MM-

45652M2）、游离甲状腺素（FT4）ELISA 试剂盒（货

号：MM-0576M2），江苏酶免实业有限公司；苏木素

（货号：H3136）、伊红（货号：E4009），美国 Sigma 公

司；维甲酸相关孤儿受体 γ-t（RORγ-t）抗体（货号：

14-6981-82）、转录因子 T-bet 抗体（货号：14-5825），

美国 Invitrogen 公司；β-Actin 抗体（货号：4970S）、抗

兔二抗（货号：97074）、抗小鼠二抗（货号：7076S）、

抗大鼠二抗（货号：7077S），美国 CST 公司；抗小鼠

CD4 FITC 流式抗体（货号：553046）、抗小鼠 IL-17A 
PE 流式抗体（货号：559502）、抗小鼠 Foxp3 APC 流

式抗体（货号：17-5773-82）、抗小鼠 IFN-γ BV650 流

式抗体（货号：563854），美国 BD 公司。

1.1.4　仪器　TP1020 型脱水机、RM2235 型病理切

片机，上海莱卡仪器有限公司；BMJ-IB 型包埋机，天

津天利航空机电有限公司；RT-6100 型酶标仪，深圳

雷杜生命科学股份有限公司；TG16W 型离心机，长

沙湘智离心机仪器有限公司；HT-111B 型恒温摇

床，上海赫田科学仪器有限公司；Celesta 型流式细

胞 仪 ，美 国 BD 公 司 ；5424R 型 离 心 机 ，德 国

Eppendorf 公司；5200 型显影仪，上海天能科技有限

公司；NC2000 型微量分光光度计，美国 Thermo 
Fisher 公司。

1.2　分组与造模　将 40 只雌性小鼠随机分为 5 组：

正常对照组、模型对照组及健脾消瘿方低、中、高剂

量组，每组 8 只。除正常对照组外，其余小鼠构建

实验性自身免疫性甲状腺炎（EAT）小鼠模型。模型

构建方法：采用猪甲状腺球蛋白与弗氏佐剂免疫注

射联合高碘水（0.64 g/L）喂养制备 EAT 小鼠模型。

模型小鼠首次免疫：将猪甲状腺球蛋白溶于 PBS 缓

冲液中，制成 2 mg/mL 的溶液，与 1 mL 完全弗氏佐

剂等体积混合，充分融合成油包水制剂，于小鼠 8
周龄时在其颈背部皮下多点注射，每只小鼠注射

100 μg（即 0.1 mL 油包水制剂），正常对照组小鼠注

射同等剂量（0.1 mL）0.9% NaCl 溶液，1 周 2 次，中

间间隔 2 d。二次免疫：将上述猪甲状腺球蛋白溶

液与等体积不完全弗氏佐剂混合制成油包水制剂，

在小鼠颈背部皮下注射行再次免疫，每只小鼠注射

的剂量为 100 μg（即 0.1 mL 油包水制剂），正常对照

组小鼠注射同等剂量（0.1 mL）0.9% NaCl 溶液，每周

1 次，连续注射 3 周。造模过程中造模小鼠持续给

予高碘水（0.64 g/L）喂养。免疫结束后，采用 ELISA
检测小鼠血清 TPOAb、TGAb 水平，上述抗体水平显

著升高视为造模成功。

1.3　干预方法　造模结束后，正常对照组与模型对

照组小鼠每天给予 0.5 mL 饮用水灌胃，连续 6 周。

给药组小鼠的给药量参照人与动物之间体表面积

比例换算表［12］计算，分别给予低、中、高剂量的健脾

消瘿方颗粒剂水溶液灌胃，连续 6 周，低、中、高剂

量的健脾消瘿方颗粒剂相对应的生药剂量为

8.632 g/kg、17.264 g/kg、34. 528 g/kg。
1.4　检测项目与方法　给药结束后，小鼠禁食

10 h，腹腔注射 1% 戊巴比妥钠进行麻醉，摘眼球取

血，用 EP 管和肝素钠采血管收集血液，全血放置

4 h 后，4 ℃离心机 3 500 r/min 离心 15 min，吸取上

清液于-80 ℃冰箱冷冻保存；迅速取出小鼠脾脏组

织进行液氮速冻，后转移至-80 ℃冰箱保存待测。

1.4.1　血清 TPOAb、TGAb 及甲状腺功能指标检

测　采用 ELISA 检测小鼠血清 TPOAb、TGAb、FT3、
FT4、TSH 水平。取上述小鼠血清，按照试剂盒说明

书检测血清 TPOAb、TGAb、FT3、FT4、TSH 含量，使

用自动酶标仪测定样本与标准品吸光度后绘制标

准曲线，并计算出样本浓度。

1.4.2　甲状腺组织病理形态学观察　小鼠取血完

成后，快速分离甲状腺组织于 10% 福尔马林中固

定，乙醇梯度脱水，梯度二甲苯透明，石蜡包埋切

片，苏木素-伊红（HE）染色后显微镜下观察并拍照。

1.4.3　外周血 Th1、Th2、Th17、Treg 比例检测　采用

流式细胞术检测小鼠外周血 Th1、Th2、Th17、Treg 比

例。给药结束后，取新鲜肝素钠抗凝血 100 μL，每
样本加入 1 mL 1×Lysing Buffer 反应 10 min，离心机

1 000 r/min 离心 5 min，去上清后加入 1 mL PBS，重
复洗 2 遍，后加入 1 mL PBS 重悬。向单阳管各加入

100 μL 样本，依次按照说明书加入对应的荧光抗
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体，2~8 ℃避光孵育 15 min。随后加入 1 mL PBS 清

洗细胞，离心机 1 000 r/min 离心 5 min，400 μL 重

悬，上流式细胞仪。

1.4.4　相关基因表达检测　采用实时荧光定量

PCR 检测相关基因表达。取小鼠脾脏组织，每

25 mg 组织和 1 mL TRIzol 加入均浆管，每管 2~3 粒

磁珠，匀质仪匀浆 5 min 后取出，按步骤提取脾脏组

织总 RNA，按试剂盒说明配制反应体系，反转录为

cDNA（反应条件：65 ℃ 5 min，37 ℃ 5min，37 ℃ 
15 min，50 ℃ 5 min，98 ℃ 5 min）。按照试剂盒说明

书配制荧光定量 PCR 反应体系，将混合好的溶液按

序加入 384 孔板中，每基因重复 3 次点样，完成后

上机进行检测，数据导出后采用 2-ΔΔCT 分析目的基

因的相对表达量。相关基因引物序列见表 1。

1.4.5　脾脏组织 T-bet、RORγ⁃t 蛋白表达　采用

Western blot 法检测脾脏组织 T-bet、RORγ-t 蛋白表

达。取小鼠脾脏组织，将脾脏组织与 RIPA（含 PMSF）
［每 20 mg 脾脏组织加 1 mL RIPA（含 PMSF）］一同置

于均浆管匀浆 5 min 后，13 000 r/min 离心 15 min 后

取上清液。采用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋白浓

度。10%SDS-PAGE 电泳后，蛋白质转移至 PVDF 膜，

脱脂牛奶封闭 1 h，TBST 洗涤 3×10 min/次，后加入

β⁃actin（1∶1 000）、T-bet（1∶250）、RORγ-t（1∶250）抗体，

4 ℃孵育过夜；TBST 洗涤 3×10 min/次，加入抗兔/小
鼠/大鼠二抗（1∶1 000），室温孵育 1 h；加入 ECL 发光

显影液曝光拍照，Image J 软件分析。

1.5　统计学方法　采用 SPSS 20.0 软件对数据进行

统计分析。数据以 x̄±s 表示，符合正态分布及方差

齐 性 检 验 数 据 采 用 单 因 素 方 差 分 析（One-way 
ANOVA）中的最小显著性法（LSD 法），不符合正态

分布及方差齐性检验数据采用非参数检验，以 P<
0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　HT 模型构建　经过 4 周造模处理后，与正常

对照组相比，模型小鼠的血清 TPOAb、TGAb 水平均

显著升高（P<0.05），可认为小鼠 HT 模型构建成功。

见图 1。

2.2　对血清 TPOAb、TGAb 水平的影响　与正常对

照组相比，模型对照组小鼠血清 TPOAb、TGAb 水平

显著升高（P<0.05）；与模型对照组相比，健脾消瘿方

高剂量组小鼠血清 TPOAb 水平显著降低（P<0.05），

健脾消瘿方低、高剂量组小鼠的 TGAb 水平亦显著

降低（P<0.05）。见图 2。
2.3　对甲状腺功能指标的影响　与正常对照组相

比，模型对照组小鼠血清 FT3、FT4 水平显著下降（P<
0.05），TSH 水平显著升高（P<0.05）；与模型对照组相

比，健脾消瘿方高剂量组小鼠血清 FT3、FT4 水平明显

上升（P<0.05），给药组小鼠的 TSH 水平呈一定的下降

趋势，但其差异均无统计学意义（P>0.05）。见图 3。
2.4　对甲状腺组织病理形态的影响　正常对照组小

鼠的甲状腺组织完整性保持良好，甲状腺结构完整，

圆形或椭圆形的甲状腺上皮细胞大小均匀、排列整

齐，每个滤泡内含有被均匀染成粉色的胶质，无淋巴

细胞或浆细胞浸润。模型对照组小鼠的甲状腺组织

明显被破坏，部分甲状腺滤泡萎缩或缺失，有明显的

表1　相关基因引物序列

Tab. 1　Related gene primer sequences
基因名称

TNF-α

IFN-γ

T-bet

IL-17

RORγ-t

GAPDH

引物序列

上游:5'-CTTCTCATTCCTGCTTGTGGC-3'
下游:5'-CCACTTGGTGGTTTGTGAGTG-3'
上游:5'-TTGCCAAGTTTGAGGTCAACAA-3'
下游:5'-CGCTTCCTGAGGCTGGATTC-3'
上游:5'-GGAGCCCACAAGCCATTACA-3'
下游:5'-ACATATAAGCGGTTCCCTGGC-3'
上游:5'-GTTCGTGCTATTGATTTTCAGC-3'
下游:5'-GAACCCCTTTACACCTTCTTT-3'
上游:5'-GCCTTCCCTCCACTCTATAAAG-3'
下游:5'-AGAAAGTTGTCCTTCCTCCAG-3'
上游:5'-CATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3'
下游:5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3'

A 为正常对照组与模型小鼠 TPOAb 水平比较，B 为正常对照组与模

型小鼠 TGAb 水平比较。与正常对照组比较，*P<0.05。正常对照组

n=8，模型小鼠 n=32；x̄±s。

图 1　免疫造模对小鼠甲状腺抗体的影响

Fig. 1　Effect of immunomodeling on thyroid 
antibodies in mice
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淋巴细胞浸润。健脾消瘿方干预组与模型对照组相

比，甲状腺病变减少，整体结构相对完整，滤泡形态

较为均一，滤泡内偶有浆细胞浸润，且高剂量组小鼠

的甲状腺组织改善最为明显。见图 4。
2.5　对外周血 Th1、Th2、Th17、Treg 比例的影响　　

　与正常对照组相比，模型对照组小鼠外周血 Th1
比例明显上升（P<0.05）；与模型对照组相比，健脾消

瘿方低、中、高剂量组小鼠的外周血 Th1 比例均显

著下降（P<0.05）。各组小鼠的外周血 Th2 比例比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。与正常对照组相

比，模型对照组小鼠外周血 Th17 比例明显上升（P<
0.05）；与模型对照组相比，健脾消瘿方低、高剂量组

小鼠的 Th17 比例显著降低（P<0.05）。与正常对照

组相比，模型对照组小鼠外周血 Treg 比例明显降低

（P<0.05）；但与模型对照组相比，各给药组小鼠的外

周血 Treg 比例未发生明显变化（P>0.05）。见图 5。

2.6　对脾脏组织 T-bet、RORγ-t 表达的影响　与正

常对照组相比，模型对照组小鼠的脾脏组织 T-bet、
RORγ-t 基因相对表达量显著上升（P<0.05）；与模型

对照组相比，健脾消瘿方低、中、高剂量组的 T-bet、
RORγ-t 基因相对表达量均明显下降（P<0.05）。与

正常对照组相比，模型对照组小鼠的脾脏组织

T⁃bet、RORγ-t 蛋白表达显著上升（P<0.05）；与模型

对照组相比，健脾消瘿方高剂量组的 T-bet、RORγ-t
蛋白表达均显著下降（P<0.05），中剂量组的 T-bet
蛋白表达亦显著下降（P<0.05）。见图 6。
2.7　对脾脏组织 Th1、Th17 相关细胞因子表达的影

响　与正常对照组相比，模型对照组小鼠脾脏组织的

TNF-α、IFN-γ、IL-17 基因相对表达量均显著升高（P<
0.05）；与模型对照组相比，健脾消瘿方各剂量组小鼠脾

脏组织的 TNF-α、IFN-γ、IL-17 基因相对表达量均明显

降低（P<0.05）。见图 7。

A 为各组小鼠血清 TPOAb 水平比较，B 为各组小鼠血清 TGAb 水平比较。与正常对照组比较，*P<0.05；与模型对照组比较，#P<0.05。n=5，x̄±s。

图 2　各组小鼠甲状腺抗体水平比较

Fig. 2　Comparison of levels of thyroid antibodies in mice of each group

A 为各组小鼠血清 FT3 水平比较，B 为各组小鼠血清 FT4 水平比较，C 为各组小鼠血清 TSH 水平比较。与正常对照组相比，*P<0.05；与模型

对照组相比，#P<0.05。n=5，x̄±s。

图 3　各组小鼠甲状腺功能指标水平比较

Fig. 3　Comparison of levels of thyroid function indicators in mice of each group
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3　讨论

HT 是人类最常见的自身免疫性疾病之一，其

发病率呈逐年上升趋势［13］。目前临床中尚无公认

有效的治疗 HT 的方法，多采用药物对症治疗，不仅

疗效不明确，且副作用较多［14］。中医药治疗 HT 可

通过调节免疫细胞比例及相关细胞因子等，有效改

A 为正常对照组，B 为模型对照组，C 为健脾消瘿方低剂量组，D 为健脾消瘿方中剂量组，E 为健脾消瘿方高剂量组。

图 4　各组小鼠甲状腺病理形态变化（HE 染色，×100）
Fig. 4　Changes of pathological morphology of thyroid gland in mice of each group （HE staining， ×100）

A 为各组小鼠外周血 Th1 比例比较，B 为各组小鼠外周血 Th2 比例比较，C 为各组小鼠外周血 Th17 比例比较，D 为各组小鼠外周血 Treg 比例

比较。与正常对照组比较，*P<0.05；与模型对照组比较，#P<0.05。n=4，x̄±s。

图 5　各组小鼠外周血免疫细胞比例比较

Fig.5　Comparison of proportion of immune cells in peripheral blood in mice of each group
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善 HT 的症状及体征［15-16］。
在中医学中，HT 属于“瘿病”范畴，其主要病机

为气滞、血瘀、痰凝壅结于颈前。“脾气亏虚乃病机

关键，郁火内生贯穿其中”，此为 HT 的发病特点［17］。
健脾消瘿方以黄芪为君药，补气升阳；以党参、茯

苓、白术、甘草为臣药，取四君子汤益气健脾之意；

佐以莪术、白芥子、夏枯草、牛蒡子、白花蛇舌草、地

锦草，清热解毒、化痰、消肿散结；使药为香附、灵

芝、仙灵脾。全方共奏益气健脾、清解郁热、消瘿散

结之效［18］。相关临床研究表明，健脾消瘿方可降低

脾气亏虚型 HT 患者的 TPOAb、TGAb 滴度，减轻炎

症浸润，从而达到阻止病情发展的目的［19］。

本研究采用多点注射佐剂抗原联合高碘水喂

养构建 HT 小鼠模型，造模成功后给予健脾消瘿方

颗粒剂水溶液灌胃干预 6 周，然后进行相关机制探

索。研究结果表明，高剂量健脾消瘿方可有效降低

模型小鼠的血清 TPOAb、TGAb 水平，升高血清

FT3、FT4 水平，改善甲状腺组织病理形态；同时，高

剂量健脾消瘿方可显著降低外周血 Th1、Th17 比

例，下调 Th1、Th17 转录因子 T-bet、RORγ-t 基因及

蛋白的表达水平，并下调促炎细胞因子 TNF-α、IFN-γ、
IL-17 基因相对表达量。

在 HT 发病过程中，Th1 能够通过激活巨噬细

胞、自然杀伤细胞等免疫细胞来增强炎症介质的产

A 为各组小鼠脾脏组织 T-bet 基因相对表达量比较，B 为各组小鼠脾脏组织 RORγ-t 基因相对表达量比较，C 为各组小鼠脾脏组织 T-bet 蛋白

表达量比较；D 为各组小鼠脾脏组织 RORγ-t 蛋白表达量比较；E 为各组小鼠脾脏组织 T-bet 蛋白表达条带；F 为各组小鼠脾脏组织 RORγ-t 蛋
白表达条带。与正常对照组比较，*P<0.05；与模型对照组比较，#P<0.05。n=5，x̄±s。

图 6　各组小鼠脾脏组织 T-bet、RORγ-t 基因及蛋白表达比较

Fig. 6　Comparison of expressions of T-bet and RORγ-t genes and proteins in mice of each group
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生，导致甲状腺组织炎症反应和细胞损伤［3］，其分泌

的 IFN-γ 不仅能激活免疫炎症反应、促进细胞介导

的免疫应答，还能抑制甲状腺细胞的功能，干扰甲

状腺激素的合成和释放，导致甲状腺功能减退［2］。
Th17 分泌的细胞因子 IL-17 可直接引起甲状腺组

织的损伤，并通过促进多种炎症因子的分泌加重甲

状腺组织炎症浸润［20］；此外，Th17 本身和 IL-17 均

可激活树突状细胞和其他免疫细胞，增强抗原呈递

和免疫细胞活化，从而增加自身免疫攻击甲状腺组

织的可能性［6］。相关研究表明，在 HT 患者的甲状

腺组织中，IL-17A 表达较强，这可能与 Th17 在甲状

腺浸润有关，同时 RORγ -t 在甲状腺组织中转录

增多［21］。
CD4+ T 细胞的转化过程离不开特异性转录因

子，T-bet 和 RORγ-t 分别是 Th1 和 Th17 的特异性

转录因子。本研究发现，相较于模型对照组，健脾

消瘿方高剂量组小鼠的 Th1、Th17 比例均显著下

降，且调控这两种免疫细胞分化的转录因子 T-bet、
RORγ-t 在蛋白和基因水平上均显著下降，两种免疫

细胞的主要相关细胞因子 IFN-γ、TNF-α 和 IL-17 水

平亦显著下降。基于此我们推测，健脾消瘿方可能

通过下调 Th1、Th17 两种免疫细胞分化，并降低其

相关炎症因子水平，进而达到治疗 HT 的目的。相

关临床研究显示，健脾消瘿方通过纠正 Th1/Th2 细

胞失衡改善 HT 女性患者的临床症状［11］。然而，在

本研究中模型对照组未出现 Th2 比例明显下调，给

药组亦未出现 Th2 比例明显变化，这可能是因为本

研究所构建的动物模型与临床 HT 仍存在一定

差异。

此前 HT 模型小鼠相关研究表明，极高浓度的

碘摄入可能会诱导 Th1 极化，但低水平的碘摄入可

促进 Th17 的分化［22］。由于本研究在模型构建过程

中对小鼠使用了高碘水喂养，这可能导致 HT 小鼠

Th1 增加同时 Th17 也增加。

综上所述，健脾消瘿方干预 HT 模型小鼠具有

良好的效果，能通过下调 Th1、Th17 的转录分化及

其相关炎症因子的分泌，抑制机体的炎症反应，改

善 HT。
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