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摘要： 目的 探讨黄芪多糖对系统性红斑狼疮MRL/lpr小鼠免疫功能的影响及作用机制。方法 将20只MRL/lpr狼疮小鼠

依据随机数字表法分为模型组和药物组，每组各10只，另选择10只雌性C57BL/6小鼠作为对照组。药物组采用黄芪多糖治疗，

对照组和模型组均采用同等剂量生理盐水治疗。比较各组小鼠的自身抗体水平。采用流式技术法测定各组脾脏组织辅助性T
细胞 1（Th1）和辅助性T细胞 2（Th2）细胞比例，使用蛋白质印迹法（Western blotting）和 q-PCR技术测定T盒转录因子（T-bet）和

GATA结合蛋白3（GATA-3）的表达情况。本次研究起止时间为2019年2—6月。结果 模型组小鼠血清抗核抗体（ANA）、抗双链

脱氧核糖核酸抗体（Anti-dsDNA）和抗小核糖核蛋白/Sm抗体（Anti-snRNP/Sm）水平分别为（38.11±3.84）ng/L、（524.63±52.69）
μmol/L、（23.05±2.31）ng/L，与对照组（24.23±2.41）ng/L、（340.26±34.37）μmol/L、（15.01±1.51）ng/L相比均明显升高（P<0.05）；药物

组小鼠血清ANA抗体、Anti-dsDNA抗体和Anti-snRNP/Sm抗体水平分别为（29.45±2.95）ng/L、（468.14±46.88）μmol/L、（18.44±
1.83）ng/L，与模型组相比明显降低（P<0.05）。模型组小鼠Th1亚群比例、Th2亚群比例分别为（11.32±1.13）%、（2.84±0.29）%，与

对照组小鼠（18.95±1.71）%、（2.21±0.22）%相比，模型组小鼠Th1亚群比例明显降低，Th2亚群比例明显升高（P<0.05）；与模型组相

比，药物组小鼠Th1亚群比例（14.69±1.47）%明显升高，Th2亚群比例（2.49±0.24）%明显降低（P<0.05）。与对照组小鼠比较，模型

组小鼠T-bet蛋白表达和mRNA水平显降低，GATA-3蛋白和mRNA表达水平均显著升高（P<0.05）；与模型组小鼠相比，药物组小

鼠T-bet蛋白和mRNA表达水平明显升高，GATA-3蛋白和mRNA表达水平显著降低（P<0.05）。结论 黄芪多糖可影响MRL/lpr
狼疮小鼠T-bet、GATA3的表达水平，调节Th1/Th2细胞的平衡，进而下调自身抗体水平发挥治疗作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of Astragalus polysaccharide on immune function of MRL/lpr lupus
mice.Methods Twenty MRL/lpr lupus mice were randomly assigned into model group and drug group according to the random num‐
ber table method, with 10 mice in each group, and 10 female C57BL/6 mice were selected as control group. The drug group was treated
with Astragalus polysaccharide, and the control group and the model group were treated with the same dose of normal saline. The auto‐
antibody levels of each group of mice were compared. The ratio of helper T cell 1 (Th1) and helper T cell 2 (Th2) cells in spleen tissues
of each group was determined by flow cytometry. The expression of T-box expressed in T cells (T-bet) and GATA binding protein 3 (GA‐
TA-3) was determined by Western blotting and q-PCR. The starting and ending time of this study was from February 2019 to June 2019.
Results The serum levels of antinuclear antibody (ANA), anti double stranded DNA antibody (anti-dsDNA) and anti small nuclear ri‐
bonucleoprotein /Sm antibody (anti-snRNP/Sm) in model group were (38.11±3.84) ng/L, (524.63±52.69) μmol/L and (23.05±2.31) ng/
L, respectively, which were significantly higher than those in the control group [(24.23±2.41) ng/L, (340.26±34.37) μmol/L, (15.01±
1.51) ng/L, P<0.05]. The serum levels of ANA antibody, anti-dsDNA antibody and anti-snRNP/Sm antibody in the drug group were
(29.45±2.95) ng/L, (468.14±46.88) μmol/L and (18.44±1.83) ng/L, respectively, which were significantly lower than those in the model
group (P<0.05). The proportion of Th1 and Th2 subgroups in the model group were (11.32±1.13)% and (2.84±0.29)%, and in the con‐
trol group were (18.95±1.71)% and (2.21±0.22)% . The proportion of Th1 subgroup in the model group was significantly decreased,
while the proportion of Th2 subgroup was significantly increased (P<0.05). Compared with the model group, the proportion of Th1 sub‐
group in the drug group (14.69±1.47)% was increased, while the proportion of Th2 subgroup (2.49±0.24)% was decreased (P<0.05).
Compared with the control group, the T-bet protein expression and mRNA levels in the model group and the drug group were signifi‐
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cantly decreased, and the GATA-3 protein and mRNA expression levels were significantly increased (P<0.05). Compared with the mod‐
el group, the expression levels of T-bet protein and mRNA in the drug group were significantly increased, and the expression levels of
GATA-3 protein and mRNA were significantly decreased (P<0.05).Conclusion Astragalus polysaccharide can affect the expression
level of T-bet and GATA-3 in MRL/lpr lupus mice, regulate the balance of Th1/Th2 cells, and down-regulate the level of autoantibodies.
Key words: Astragalus polysaccharide; Lupus erythematosus, systemic; Immunity; Flow cytometry; Mice, inbred MRL/lpr

系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，
SLE）是一种自身免疫介导的多器官受累的弥漫性

结缔组织病，发病原因复杂，发病机制尚未阐明［1］。

目前此病尚无有效的治疗方法，糖皮质激素治疗法

是目前临床较常用的方法，但是 5年内尚有 15%的

人死亡［2］。近些年临床研究表明，中医治疗法取得

了较好的效果。黄芪多糖是黄芪的主要成分，临床

药理作用广泛，对免疫功能的调节作用显著［3］。徐

涛等报道，在常规治疗系统性红斑狼疮患者的基础

上加用黄芪多糖，结果发现黄芪多糖可降低系统性

红斑狼疮患者血中 T细胞因子的活性，改善系统性

红斑狼疮患者的辅助性 T细胞 1/辅助性 T细胞 2
（Th1/Th2）细胞比例失衡［4］。本研究拟采用黄芪多

糖治疗系统性红斑狼疮MRL/lpr小鼠，旨在探讨其

疗效及分子机制，为临床治疗提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与主要试剂 黄芪多糖（上海谷研实业有

限公司，批准文号Z20040085，批次 89250-26-0），4%
多聚甲醛（上海威奥生物科技有限公司），T盒转录因

子（T-bet）单克隆抗体，GATA结合蛋白 3（GATA3）单

克隆抗体（艾美捷科技有限公司），抗核抗体（ANA）、

抗双链脱氧核糖核酸抗体（Anti-dsDNA）、抗小核糖核

蛋白/Sm抗体（Anti-snRNP/Sm），ELISA检测试剂盒

（上海古朵生物科技有限公司），TRIzol™ Reagent（厦

门慧嘉生物科技有限公司）。小型蛋白垂直电泳转印

系统1658033（北京智杰方远科技有限公司），Spectra‐
Max® QuickDrop™超微量分光光度计［美谷分子仪器

（上海）有限公司］，Eppendorf CryoCube F740i超低温

冰箱（Eppendorf艾本德中国有限公司）。

1.2 主要方法

1.2.1 实验动物 MRL/lpr狼疮模型鼠20只，SPF级，

雌性，6～8周龄，体质量范围25～30 g，由南京生物医药

研究院提供，实验动物合格证号为32002100001274。
C57BL/6J野生鼠10只，SPF级，雌性，6～8周龄，体质

量范围为25～30 g，由南京生物医药研究院提供，实验

动物合格证编号为44007200034870。本研究符合一

般动物实验伦理学原则。

1.2.2 实验动物分组及处理 所有实验鼠喂养 1
周，随后依据随机数字表法将 20只MRL/lpr狼疮模

型小鼠分为模型组和药物组，每组各 10只，10只
C57BL/6J野生鼠作为对照组。药物组腹腔注射黄

芪多糖，剂量为 50 mg·kg-1·d-1），对照组和模型组均

腹腔注射同等剂量的生理盐水治疗，药物组剂量参

照相关研究文献［5］并根据预实验调整所确定的。

治疗时间为 10周。本次研究起止时间为 2019年
2—6月。

1.2.3 自身抗体水平的检测 治疗结束后1 d，三组小

鼠眼眶取血1 mL，离心取血清置于4℃冰箱备用。依据

ANA、Anti-dsDNA抗体、Anti-snRNP/Sm抗体 ELISA检

测试剂盒说明书进行操作检测上述3种自身抗体水平。

1.2.4 流式细胞术检测Th1细胞与Th2细胞数量 治

疗结束后1 d，麻醉后处死三组小鼠，取小鼠脾脏。剪取

100 mg脾脏组织，研磨后离心并制备脾单细胞悬液，再

依次加入5 μL佛波酯（1 μg/mL）、6 μL离子霉素（50 μg/
mL）和莫能菌素5 μL（0.1 mg/mL），置于细胞培养箱刺

激6 h。使用适量PBS洗涤后将制备好的单细胞悬液

加入专用的流式管中，分别加FITC标记小鼠抗人分化

簇3单克隆抗体（CD3-FITC）和APC标记小鼠抗人分化

簇8单克隆抗体（CD8-APC）各0.5 μL，37 ℃避光孵育

30 min；细胞通透打孔后，分别加FITC标记小鼠抗人干

扰素-γ单克隆抗体（IFN-γ-FITC）和FITC标记小鼠抗人

白细胞介素4单克隆抗体（IL-4-FITC）各1 μL，37 ℃避

光 孵 育 30 min。 使 用 流 式 细 胞 仪 测 定 Th1（
CD8−IFN-γ+）细胞与Th2（CD8−IL-4+）细胞。

1.2.5 T-bet、GATA3蛋白水平的检测 治疗结束

后 1 d，麻醉后处死三组小鼠，取小鼠脾脏。剪取

100 mg脾脏组织，使用匀浆器匀浆后离心取上清并

测定蛋白浓度。组织蛋白进行十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）后转印至聚偏氟乙

烯（PVDF）膜，使用 5%牛奶进行封闭，洗涤后孵育

T-bet单克隆抗体或GATA3单克隆抗体 4 ℃ 12 h，洗
涤后孵育HRP标记的山羊抗小鼠 lgG室温 2 h，洗涤

后进行 ECL显色后曝光，扫描条带后，使用 Image J
图像分析软件进行分析，依据目的蛋白/内参蛋白的

比值计算T-bet及GATA3蛋白表达水平。

1.2.6 T-bet、GATA3 mRNA表达水平检测 治疗

结束后 1 d，麻醉后处死三组小鼠，取小鼠脾脏。剪

取 100 mg脾脏组织，加入 Trizol试剂后使用匀浆器

匀浆，加入等体积异丙醇沉淀RNA，采用 75%乙醇

洗涤RNA，干燥后测定RNA浓度，依据逆转录试剂

盒将总RNA并逆转录为总 cDNA，进行荧光定量反

应，检测 T-bet及 GATA3 mRNA表达水平。引物序
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列 如 下 ：T-bet，正 向 引 物 5’-TACGCATCTGTT‐
GATACGAC-3’，反向引物 5’-ACTCCGCTTCATA‐
ACTGTGT-3’；GATA3，正向引物：5’-TCTCACTCTC‐
GAGGCAGCATGA-3’；反 向 引 物 ：5’-GCTAC‐
CATCTCGCCGCCACAG-3’GAPDH：正向引物：5’-

GTCGTACCACAGGCATTGTGATGG-3’；反向引物：

5’-GCAATGCCTGGGTACATGGTGG-3’。
1.3 统计学方法 使用 SPSS 20.0软件，本研究计

量资料水平经统计学检验符合正态分布，以 x̄ ± s表
示，组间比较采用单因素方差分析，多组间两两比

较采用SNK法，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠自身抗体水平的比较 表 1显示，模

型组和药物组小鼠血清ANA抗体、Anti-dsDNA抗体

和 Anti-snRNP/Sm抗体水平均明显高于对照组；与

模型组比较，药物组血清小鼠ANA抗体、Anti-dsD‐
NA抗体和Anti-snRNP/Sm抗体水平均显著降低（均

P<0.05），见表1。
2.2 各组小鼠Th1、Th2细胞的比较 与对照组相

比，模型组及药物组 Th1亚群比例明显降低，Th2亚
群比例明显升高（P<0.05）；与模型组相比，药物组

Th1亚群比例明显升高，Th2亚群比例明显降低（P<
0.05），见表2、图1。
2.3 各组小鼠T-bet和GATA-3蛋白水平比较 与

对照组小鼠比较，模型组和药物组小鼠的T-bet蛋白

表达水平显著降低，GATA-3蛋白表达水平显著升

高（P<0.05）；与模型组小鼠相比，药物组小鼠 T-bet
蛋白表达水平明显升高，GATA-3蛋白表达水平明

显降低（P<0.05），见图2、表3。
2.4 各组小鼠 T-bet和GATA-3 mRNA水平比较

表1 MRL/lpr狼疮模型鼠自身抗体水平的分组比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

药物组

F值

P值

鼠数

10
10
10

ANA抗体/
（ng/L）
24.23±2.41
38.11±3.84
29.45±2.95
50.412
0.000

Anti-dsDNA抗体/
（μmol/L）
340.26±34.37
524.63±52.69
468.14±46.88
43.487
0.000

Anti-snRNP/Sm
抗体/（ng/L）
15.01±1.51
23.05±2.31
18.44±1.83
44.531
0.000

注：Anti-dsDNA为抗双链脱氧核糖核酸抗体，Anti-snRNP/Sm
为抗小核糖核蛋白/Sm抗体。

表2 MRL/lpr狼疮模型鼠Th1、Th2细胞亚群比例的

比较/（%，x̄ ± s）
组别

对照组

模型组

药物组

F值

P值

鼠数

10
10
10

Th1
18.95±1.71
11.32±1.13
14.69±1.47
68.692
0.000

Th2
2.21±0.22
2.84±0.29
2.49±0.24
15.890
0.000

注：Th1为辅助性T细胞1，Th2为辅助性T细胞2。
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图1 MRL/lpr狼疮模型鼠20只Th1、Th2细胞亚群比例的比较：A为各组Th1细胞水平；B为各组Th2细胞水平：A为对照组Th1细胞水平；B为

模型组Th1细胞水平；C为药物组Th1细胞水平；D为对照组Th2细胞水平；E为模型组Th2细胞水平；F为药物组Th2细胞水平
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与对照组小鼠比较，模型组和药物组小鼠的 T-bet
mRNA表达水平显著降低，GATA-3 mRNA表达水平

显著升高（P<0.05）；与模型组小鼠相比，药物组小鼠

T-bet mRNA表达水平明显升高，GATA-3 mRNA表

达水平明显降低（P<0.05），见表4。

3 讨论

SLE是由T、B细胞功能紊乱及细胞因子表达异常

所导致的累及多器官、多系统的自身免疫性疾病，易

反复发作［6-7］。黄芪多糖具有广泛的药理学作用，一方

面可通过促进未成熟T淋巴细胞活化，刺激T、B淋巴

细胞功能；另一方面可直接增强体液免疫功能，促进

IgG等抗体的生成，增加脾脏和胸腺的质量。凌昊等

报道，黄芪多糖可改善Th1/Th2平衡失调，调节免疫功

能［8］，因此本研究采用黄芪多糖作用于雌性MRL/lpr
小鼠，探讨其对免疫功能的调节作用及作用机制。

王医林等［9］发现 SLE患者外周血中 25（OH）D
水平与 T淋巴细胞亚群及 IFN-α密切相关，其可能

是通过调节 T淋巴细胞亚群及 IFN-α治疗 SLE。
ANA抗体、Anti-dsDNA抗体、Anti-snRNP/Sm抗体是

筛查 SLE疾病的常用指标［10］。ANA是自身免疫性

疾病的血清标志物，在 SLE阳性率约 95%～100%。

Anti-dsDNA抗体是 SLE特异性抗体，与疾病活动程

度有关，可用于病情监测。Anti-snRNP/Sm抗体是

SLE的标记性抗体，但其敏感度较低。有研究表明，

MRL/lpr小鼠给予 S-腺苷同型半胱氨酸水解酶抑制

剂（DZNep）治疗后可降低 dsDNA抗体的产生和淋

巴细胞的增殖，改善MRL/lpr小鼠的狼疮样疾病［11］。

雌性MRL/lpr小鼠是目前研究中常用的经典模型小

鼠，该模型小鼠由于Fas基因缺失，机体不能清除自

身反应性淋巴细胞，从而出现自身免疫性疾病症

状［12］。本研究中发现，模型组和药物组小鼠血清

ANA抗体、Anti-dsDNA抗体和 Anti-snRNP/Sm抗体

水平均明显高于对照组。提示了雌性MRL/lpr小鼠

病程进展与人类相似，适合用于药物研究。药物干

预后，发现与模型组比较，药物组血清小鼠ANA抗

体、Anti-dsDNA抗体和 Anti-snRNP/Sm抗体水平均

显著降低。结果提示了黄芪多糖可下调自身抗体

水平，缓解血管炎症，进而发挥治疗的作用，其机制

可能为黄芪多糖具有免疫调节功能，通过调节B细

胞和T淋巴细胞的功能，下调自身抗体的表达水平。

除了抗体介导的反应，在系统性红斑狼疮中存

在T细胞DNA甲基化异常，有助于CD4+辅助性T淋
巴细胞（CD4+T）的活化；CD4+T细胞通过提供共刺

激反应信号与所分泌的细胞因子参与 SLE疾病进

展［13-14］。CD4+T淋巴细胞主要分为Th1、Th2和Th3亚
群，其中Th1和Th2细胞亚群主要参与体液免疫和细

胞免疫。Th1及 Th2细胞所分泌的细胞因子可介导

机体的免疫功能。Th1/Th2失衡会导致类风湿关节

炎、1型糖尿病及SLE等免疫相关性疾病，而Th1/Th2
型细胞因子的异常可能是 SLE的致病因素［15］。王元

元等［16］发现系统性红斑狼疮小鼠Th1/Th2比例降低，

且经过地塞米松或者甘草酸处理后，Th1/Th2比例升

高；也有研究报道［17］，发现系统性红斑狼疮存在相反

的 Th1/Th2失衡现象，即 Th1水平升高，Th2水平降

低。存在这种争议的主要原因是系统性红斑狼疮本

身就是一种自身免疫病，其发病机制尚未完全清楚，

而且与疾病本身疾病严重程度，器官受累程度均有

密切关系。本研究通过流式细胞分析技术检测各组

小鼠的Th1细胞和Th2细胞，模型组Th1亚群比例降

低，Th2亚群比例升高，药物干预后，药物组Th1亚群

比例升高，Th2亚群比例明显降低。提示了：①MRL/
lpr小鼠中由于Th1细胞和Th2细胞的相关调控因子
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—GATA结合蛋白 3；3—T盒转

录因子；4—对照组；5—模型组；6—药物组。

图2 各组小鼠T-bet和GATA-3蛋白水平比较

表3 MRL/lpr狼疮模型鼠T-bet和GATA-3蛋白

水平比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

药物组

F值

P值

鼠数

10
10
10

T-bet
0.95±0.09
0.32±0.04
0.59±0.06
225.312
0.000

GATA-3
1.03±0.11
3.02±0.36
1.58±0.16
189.419
0.000

注：GATA-3为GATA结合蛋白3，T-bet为T盒转录因子。

表4 MRL/lpr狼疮模型鼠T-bet和GATA-3 mRNA
水平比较/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

药物组

F值

P值

鼠数

10
10
10

T-bet
1.08±0.22
0.39±0.04
0.75±0.07
216.544
0.000

GATA-3
1.08±0.10
2.39±0.30
1.78±0.18
97.364
0.000

注：GATA-3为GATA结合蛋白3，T-bet为T盒转录因子。
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表达异常，Th1/Th2细胞比例失调；②黄芪多糖可改

善Th1/Th2失衡，调节免疫功能，发挥治疗作用。

研究发现，转录因子 T-bet与 GATA3在辅助 T
淋巴细胞分化发育中起到了重要的作用［15］。其中

T-bet蛋白是重要的 Th1转录因子，在 Th1细胞的分

化及功能中扮演重要的角色，可有效抑制 Th2细胞

因子合成，并使完全分化的Th2逆转为Th1［18］。GA‐
TA3蛋白在 Th2细胞分化过程中发挥重要作用，可

诱导 Th2的生成，对 CD8+T淋巴细胞分化成熟产生

抑制作用［19］。本研究发现，与对照组相比，MRL/lpr
狼疮小鼠脾脏T-bet蛋白和mRNA表达水平降低，而

GATA3蛋白和mRNA表达水平升高，这与 Th1/Th2
细胞比例的变化是一致的，且经黄芪多糖处理后，

药物组小鼠T-bet蛋白和mRNA表达水平明显升高，

GATA-3蛋白和mRNA表达水平显著降低，提示了：

①MRL/lpr小鼠 T-bet蛋白与GATA-3蛋白的表达是

异常的。②黄芪通过上调 T-bet蛋白的表达，干预 T
淋巴细胞分化的上游环节，促进Th1型免疫应答，下

调GATA-3蛋白的表达，抑制Th2型免疫反应。

综上所述，黄芪多糖对MRL/lpr小鼠具有免疫

功能的调节作用，并初步探讨其可能的机制是影响

T-bet、GATA-3的表达水平，调节 Th1/Th2细胞的平

衡，进而下调自身抗体水平发挥治疗作用。
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