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独一味胶囊对复发性口腔溃疡大鼠免疫功能和溃疡组织 NF-资B炎症
通路蛋白表达的影响 *

陈克勤 谭为聪 余留先 万 森 何希凡
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摘要 目的：探讨独一味胶囊对复发性口腔溃疡（ROU）大鼠免疫功能和溃疡组织核因子 -资B（NF-资B）炎症通路蛋白表达的影响。
方法：将 60只 SD大鼠随机分为正常组、模型组和独一味胶囊低、中、高剂量组，每组 12只。除正常组外其余各组均采用免疫法建

立 ROU模型，建模 8周后独一味胶囊低、中、高剂量组分别灌胃给予 0.01 mg/mL、0.02 mg/mL、0.03 mg/mL独一味胶囊溶液治疗，

正常组和模型组灌胃给予等量生理盐水，均连续治疗 20 d。记录各组大鼠口腔溃疡数目、持续时间和口腔溃疡面积，采用酶联免

疫吸附法检测血清白介素（IL）-1茁、IL-6、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）水平，流式细胞术检测外周血 CD3+、CD4+、CD8+百分比并计算

CD4+/CD8+比值，免疫印迹法检测口腔黏膜组织 NF-资B p65、磷酸化 NF-资B抑制蛋白 琢（p-I资B琢）、IkappaB激酶 琢（IKK琢）蛋白水
平。结果：正常组未出现口腔溃疡，模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一味胶囊高剂量组溃疡数目依次降低，

持续时间依次缩短，溃疡面积依次缩小（P＜0.05）。模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一味胶囊高剂量组、正

常组 IL-1茁、IL-6、TNF-琢、CD8+、NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢水平依次降低，CD3+、CD4+、CD4+/CD8+依次升高（P＜0.05）。结论：独一

味胶囊能显著减少 ROU大鼠口腔溃疡数目和面积，缩短愈合时间，且效果呈剂量依赖性，其机制可能与改善免疫功能和抑制 NF-

资B炎症通路有关。
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Effects of Duyiwei Capsule on Immune Function and Protein Expression
of NF-资B Inflammatory Pathway in Ulcer Tissue of Rats with Recurrent

Oral Ulcer*

To investigate the effects of Duyiwei capsule on immune function and the expression of nuclear factor -资B
(NF-资B) inflammatory pathway in recurrent oral ulcer (ROU) rats. 60 SD rats were randomly divided into normal group, model

group and Duyiwei capsule low, medium and high dose group, 12 rats in each group. Except the normal group, the ROU model was

established by immunoassay in other groups. 8 weeks after modeling, the low, medium and high dose groups of Duyiwei capsule were

treated with 0.01mg/mL, 0.02 mg/mL and 0.03 mg/mL Duyiwei capsule solution by gavage respectively. The normal group and model

group were treated with the same amount of normal saline by gavage, they were treated continuously for 20d. The number of oral ulcers,

duration time and area of oral ulcers of rats in each group were recorded. Serum interleukin (IL)-1茁, IL-6 and tumor necrosis factor-琢
(TNF-琢) levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay, peripheral blood CD3+, CD4+ and CD8+ percentages were mea-

sured by flow cytometry and CD4+/CD8+ ratio was calculated. NF-资B p65, phosphorylation inhibitor of NF-资B 琢 (p-I资B琢) and IkappaB

kinase 琢 (IKK琢) protein levels in oral mucosa tissues were measured by immunoblotting. No oral ulcers appeared in the normal

group, the number of ulcers decreased, the duration time shortened and the area of ulcers decreased in the model group, the Duyiwei cap-

sule low dose group, the Duyiwei capsule medium dose group and the Duyiwei capsule high dose group in that order (P<0.05). The
IL-1茁, IL-6, TNF-琢, CD8+, NF-资B p65, p-I资B琢 and IKK琢 levels decreased in the model group, the Duyiwei capsule low dose group, the

Duyiwei capsule medium dose group, the Duyiwei capsule high dose group and the normal group in that order, and the CD3+, CD4+ and

CD4+/CD8+ increased in that order (P<0.05). Duyiwei capsule can significantly reduce the number and area of oral ulcers in

Rou rats, shorten the healing time, and the effect is dose-dependent. Its mechanism may be related to improving immune function and

inhibiting NF-资B inflammatory pathway.
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前言

复发性口腔溃疡（recurrent oral ulcer，ROU）是临床最常见

的口腔黏膜溃疡疾病，以唇、舌、颊和软腭等黏膜部位出现 1个

及以上的反复发作的椭圆形或圆形溃疡为特点，常伴有溃疡表

面黄色假膜、中央凹陷、周围红晕和疼痛，严重降低患者口腔健

康水平并影响生活质量[1,2]。目前西医对 ROU主要采取局部封

闭、散剂、含片、含漱剂等局部和增强剂、免疫调节剂、免疫抑制

剂等进行全身治疗，整体疗效不佳[3,4]。近年来随着中医药在临

床中的广泛使用，在 ROU治疗中表现出明显优势，不仅能有效

缓解溃疡和疼痛，还能预防远期复发[5-7]。中医学理论认为，ROU

虽为局部病变，但与五脏六腑和气血经络密切相关[8,9]。独一味

胶囊是以独一味制成的中成药，具有止血镇痛、活血化瘀之功

效，多项研究报道独一味胶囊对 ROU具有良好的疗效，能有效

促进溃疡愈合、疼痛减轻[10,11]。但关于独一味胶囊对 ROU的作

用机制尚不明确。学界普遍认为，免疫功能异常在 ROU过程中

发挥关键作用，其中 T细胞介导的炎症反应直接参与口腔上皮

细胞损坏[12,13]。核因子 -资B（nuclear factor-资B，NF-资B）是经典的
促炎信号转导途径，NF-资B激活后能增加多种炎症因子释放，
激活并扩大炎症反应[14]。免疫法 ROU大鼠模型可从造模后第

3～8周内持续出现多个溃疡病灶，其症状和病理表现均与人

类相似，已被广泛用于 ROU实验中[15,16]。本研究就通过免疫法

建立 ROU大鼠模型，探讨独一味胶囊对大鼠 ROU的修复作

用及对免疫功能和 NF-资B炎症通路的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级 6周龄 SD大鼠 72只，雌雄各 36只，体重 180 g～

220 g，由成都生物制品研究所有限责任公司提供，许可证号：

SYXK（川）2021-249。所有大鼠均由本院动物中心常规饲养，光

照 12 h，黑暗 12 h，湿度（50.24± 10.36）％、温度（23.22±

1.14）％。本研究经本院动物实验伦理委员会批准，审批号：

GB1495-LS2021057。

1.2 仪器和试剂

独一味胶囊：甘肃独一味生物制药有限责任公司，国药准

字：Z10970053，规格：0.3 g/粒；弗氏完全佐剂：美国 SIGMA，编

号：bs-s1；白介素（interleukin）-1茁、IL-6、肿瘤坏死因子 -琢（tumor
necrosis factor-琢，TNF-琢）试剂盒：武汉伊莱瑞特生物科技股份
有限公司，编号：E-EL-R0012c、E-EL-R0015c、E-EL-R2856c；酶

标仪：雷杜生命科学股份有限公司，型号：RT-6100；流式细胞

仪：美国 BD公司，型号：FACSCelestaTM；组织蛋白提取试剂盒：

北京索莱宝科技有限公司，编号：BC3710；一抗 NF-资B p65、磷

酸化 NF-资B抑制蛋白 琢（phosphorylation inhibitor of NF-资B 琢，
p-I资B琢）、IkappaB 激酶 琢（IkappaB kinase 琢，IKK琢）、GADPH：
上海碧云天生物技术有限公司，编号：AF0246、AF5851、AI096、

AF2155；二抗山羊抗兔 IgG：上海雅酶生物医药科技有限公司，

编号：LF102；蛋白凝胶成像仪：英国伯乐公司，型号：GelDoc

GO；光学显微镜：日本奥林巴斯公司，型号：CX23；恒温箱：上

海一恒科学仪器有限公司，型号：LHS-25SC。

1.3 方法

1.3.1 建模和分组 建立 ROU模型[15]：随机选取 12只大鼠，

口腔黏膜注射生理盐水，黏膜剥离后研磨，加入磷酸缓冲液和

弗氏完全佐剂各 0.1 mL，充分混匀至呈乳状液且无分层即为组

织乳化剂。剩余 60只大鼠随机分为正常组、模型组和独一味胶

囊低、中、高剂量组，每组 12只。除正常组外其余各组均采用免

疫法建立 ROU模型，剔除背毛后常规消毒，脊柱两侧皮内注射

组织乳化剂，0.1 mL/点，2点 /只，1次 /d，正常组则脊柱两侧皮

内注射等量生理盐水，均连续注射 8周。8周后建模成功，表现

为大鼠唇、颊黏膜、口底溃疡分布，溃疡边缘整齐，形状椭圆形

或圆形，表面有灰黄色假膜，直径 1 mm～2 mm。第 9周开始实

验给药：独一味胶囊低、中、高剂量组分别灌胃给予 0.01 mg/mL、

0.02 mg/mL、0.03 mg/mL独一味胶囊溶液（独一味胶囊内容物

用无菌生理盐水配置浓度为 15％的溶液）治疗，1 mL/100 g，

1 次 /d；正常组和模型组灌胃给予等量生理盐水，2 mL/100 g，

1次 /d；均连续治疗 20 d。

1.3.2 口腔溃疡改善情况 治疗 20 d后记录各组大鼠口腔溃

疡数目和持续时间，游标卡尺测量口腔溃疡最大横径和最大纵

径，计算口腔溃疡面积（mm2）＝0.25× 仔× 最大横径（mm）× 最
大纵径（mm）。

1.3.3 血清炎症因子和外周血 T细胞亚群检测 最后一次给

药后 2 h，戊巴比妥钠腹腔注射麻醉各组大鼠，腹主动脉穿刺取

血 3 mL，1000× g离心 15 min，取上层血清采用酶联免疫吸附

法检测血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平。取大鼠外周静脉血，ED-
TA-K2抗凝，1000× g离心 15 min弃上层血清，磷酸盐缓冲液

重悬细胞，BD FACSCelestaTM流式细胞仪检测外周血 CD3+、

CD4+、CD8+百分比，计算 CD4+/CD8+比值。

1.3.4 口腔黏膜组织 NF-资B炎症通路蛋白表达检测 免疫印

迹法检测，麻醉取血完成后处死，分离除正常组外的大鼠口腔

溃疡区域组织，取正常组口腔组织，剪碎后加入细胞裂解液研

磨，提取溃疡组织总蛋白，凝胶电泳分离蛋白质后转 PVDF膜，

加入一抗 NF-资B p65 （1:2000）、p-I 资B琢 （1:2000）、IKK琢（1:
2000）、GADPH（1:500）溶液 4℃孵育过夜，对应添加二抗，37℃

恒温箱孵育 2 h，曝光，采集图像，采用 Image J 18.0软件分析条

带灰度值，以靶蛋白灰度值 /GADPH灰度值为靶蛋白相对表

达量。

1.4 统计学分析

选用 SPSS28.0统计学软件，计量资料经 S-W检验均呈正

态分布，以表示，多组间趋势方差分析，组间两两比较 LSD-t检

验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠口腔溃疡改善情况比较
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正常组未出现口腔溃疡，模型组和独一味胶囊低剂量组、

独一味胶囊中剂量组、独一味胶囊高剂量组均出现了口腔溃

疡。模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一

味胶囊高剂量组溃疡数目随着依次降低，持续时间依次缩短，

溃疡面积依次缩小，且效果与独一味胶囊呈剂量依赖性（P＜
0.05）。见表 1。

Note: compared with the Duyiwei capsule high dose group, aP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule medium dose group, bP＜0.05. Compared with

the Duyiwei capsule low dose group, cP＜0.05.

表 1 各组大鼠口腔溃疡改善情况比较（x± s）
Table 1 Comparison of oral ulcer improvement of rats in each group（x± s）

Groups n IL-1茁 IL-6 TNF-琢

Model group 12 123.66± 15.43abcd 120.52± 11.51abcd 473.03± 40.19abcd

Duyiwei capsule low dose group 12 108.19± 10.05abc 91.15± 13.66abc 416.09± 85.08abc

Duyiwei capsule medium dose group 12 79.61± 12.19ab 79.25± 8.34ab 306.57± 66.20ab

Duyiwei capsule high dose group 12 63.55± 12.32a 55.79± 5.39a 255.69± 42.96a

Normal group 12 48.52± 9.02 47.60± 5.74 192.99± 41.38

F trend - 316.273 437.035 185.459

P - ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.2 各组大鼠血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平比较
模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一

味胶囊高剂量组、正常组血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平依次降
低，且效果与独一味胶囊呈剂量依赖性（P＜0.05）。见表 2。

Note: compared with the normal group, aP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule high dose group, bP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule

medium dose group, cP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule low dose group, dP＜0.05.

表 2 各组大鼠血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平比较（pg/mL，x± s）
Table 2 Comparison of serum IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 levels of rats in each group（pg/mL, x± s）

Groups n Number of ulcers（n） Duration time（d） Area of ulcers（mm2）

Model group 12 21.03± 2.13abc 5.58± 1.02abc 3.07± 0.49abc

Duyiwei capsule low dose group 12 14.52± 1.23ab 4.00± 0.71ab 2.46± 0.35ab

Duyiwei capsule medium dose group 12 11.91± 1.34a 3.32± 0.62a 1.93± 0.48a

Duyiwei capsule high dose group 12 9.89± 1.74 2.15± 0.67 1.29± 0.43

Normal group 12 - - -

F trend - 286.065 122.853 106.442

P - ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.3 各组大鼠外周血 CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+比较

模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一

味胶囊高剂量组、正常组外周血 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+依次

升高，CD8+依次降低，且效果与独一味胶囊呈剂量依赖性（P＜
0.05）。见表 3。

2.4 各组大鼠口腔黏膜组织 NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢蛋白水
平比较

模型组、独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一

味胶囊高剂量组、正常组口腔黏膜组织 NF-资B p65、p-I资B琢、IK-
K琢蛋白水平依次降低，且效果与独一味胶囊呈剂量依赖性
（P＜0.05）。见表 4和图 1。

3 讨论

ROU又称复发性阿弗他口炎，其病因尚未完全明确，不同

患者病因差异显著，普遍研究认为 ROU是遗传、环境、免疫等

多种因素共同作用的结果，西医治疗多以消炎、止痛和促进溃

疡愈合等对症治疗为主，但受限于疗效、不良反应等因素的影

响，患者治疗依从性差，复发间歇期短[17,18]。中医学对 ROU早有

认识，将其纳为 "口疮 "等范畴，早在《皇帝内经》中就有相关

记载，如《素问气交变大论》有曰："岁金不及，炎火乃行……民

病口疮。"后历代医家对此认识颇多，总结历代医家论述，认为

该病虽在口，但多个脏腑均可通过经络的输布、运行循行于口。

血瘀是 ROU常见证型，与脏腑气血功能密切相关，或因情志不

畅，气机失和，气滞血瘀，口舌失养，或因反复发作，耗伤正气，

正虚血瘀而生口疮，气滞血瘀，不通则痛，故口疮患者常伴有疼

痛，故治疗应以活血化瘀为主[19]。独一味胶囊是以民间治疗跌

打扭伤的草药 "独一味 "主要成分制成的中成药，保留了独一

味原有药理活性，具备止血镇痛、活血化瘀之功效，适用于血瘀

所致的 ROU。近年有临床研究报道，独一味胶囊治疗 ROU临

床疗效可靠[11]。本研究结果也显示，相比模型组，独一味胶囊
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Note: compared with the normal group, aP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule high dose group, bP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule

medium dose group, cP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule low dose group, dP＜0.05.

图 1 各组大鼠口腔黏膜组织 NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢蛋白表达情况
Fig.1 Expression of NF-资B p65, p-I资B琢 and IKK琢 protein in oral mucosa

of rats in each group

Note: compared with the normal group, aP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule high dose group, bP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule

medium dose group, cP＜0.05. Compared with the Duyiwei capsule low dose group, dP＜0.05.

表 3 各组大鼠外周血 CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+比较（x± s）
Table 3 Comparison of peripheral blood CD3+, CD4+, CD8+, CD4+/CD8+ of rats in each group（x± s）

Groups n CD3+（％） CD4+（％） CD8+（％） CD4+/CD8+

Model group 12 23.69± 2.03abcd 19.27± 1.75abcd 22.38± 2.25abcd 0.86± 0.11abcd

Duyiwei capsule low dose group 12 27.43± 6.48abc 22.16± 1.35abc 18.97± 1.84abc 1.17± 0.17abc

Duyiwei capsule medium dose group 12 32.69± 3.52ab 23.98± 1.25ab 16.10± 2.66ab 1.49± 0.26ab

Duyiwei capsule high dose group 12 36.24± 3.98a 26.48± 3.15a 13.19± 1.21a 2.01± 0.31a

Normal group 12 40.60± 3.41 29.21± 2.10 11.15± 2.18 2.62± 0.42

F trend - 109.753 169.088 219.751 314.171

P - ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

低、中、高剂量组的溃疡数目、持续时间、溃疡面积均依次减少，

也说明独一味胶囊对 ROU具有良好疗效，且独一味胶囊的效

果呈剂量依赖性。然而对于独一味胶囊治疗 ROU的作用机制

尚不明确。

近年研究进展表明，免疫功能异常可能是 ROU最为重要

的发病机制，尤其是 T 细胞免疫功能异常，在 ROU发病早期

可见大量 T细胞浸润到病损部位，导致局部血管炎症反应和上

皮细胞内空泡形成，ROU活动期时细胞毒性 T细胞（CD8+）引

起局部组织细胞炎症损伤，影响上皮细胞修复和创伤愈合[20,21]。

T细胞是介导的细胞免疫主要机制，当免疫抑制时为 CD3+、

CD4+和 CD4+/CD8+降低，CD8+升高。研究报道，ROU患者 T

细胞亚群 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+降低，CD8+百分比升高，与

ROU病情加重密切相关[22]。本研究结果显示，相比正常组，模型

组和独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一味胶囊

高剂量组的 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+明显降低，CD8+百分比明

显升高，说明 ROU可引起机体免疫紊乱。结果还显示，相比模

型组，独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一味胶囊

高剂量组的 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+依次升高，CD8+百分比依

次降低，且效果呈剂量依赖性，说明独一味胶囊能有效改善

ROU大鼠免疫功能。炎症是机体对刺激的一种防御反应，过度

炎症可引起免疫功能紊乱并进一步加剧炎症反应 [23]。在 ROU

发病早期，各种致病因子能引起口腔黏膜微环境变化，导致

Toll 样受体 4 等模式识别受体激活，刺激机体分泌 IL-1茁、
IL-6、TNF-琢等促炎性细胞因子，促进 T细胞活化和增殖以启

动细胞免疫，但随着炎症反应加重和 T细胞功能紊乱，过度炎

症反应破坏口腔上皮完整性引起组织缺损，诱发 ROU并影响

创面愈合[24,25]。研究表明，炎症反应与 ROU患者溃疡严重程度

相关，降低机体炎症反应有助于创面愈合[26,27]。本研究结果显

示，相比正常组，模型组和独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中

剂量组、独一味胶囊高剂量组的血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平
明显升高，说明 ROU可引起机体炎症反应。结果还显示，相比

模型组，独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独一味胶

Groups n NF-资B p65/GADPH p-I资B琢/GADPH IKK琢/GADPH

Model group 12 1.14± 0.13abcd 1.12± 0.14abcd 0.95± 0.06abcd

Duyiwei capsule low dose group 12 0.93± 0.08abc 0.65± 0.06abc 0.67± 0.12abc

Duyiwei capsule medium dose group 12 0.73± 0.12ab 0.48± 0.05ab 0.52± 0.07ab

Duyiwei capsule high dose group 12 0.51± 0.06a 0.38± 0.05a 0.42± 0.04a

Normal group 12 0.41± 0.06 0.24± 0.02 0.32± 0.03

F trend - 490.358 919.449 553.302

P - ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 4各组大鼠口腔黏膜组织 NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢蛋白水平比较（x± s）
Table 4 Comparison of levels of NF-资B p65, p-I资B琢 and IKK琢 protein in oral mucosa of rats in each group（x± s）
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囊高剂量组的血清 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平依次降低，且效果
呈剂量依赖性，说明独一味胶囊能有效降低 ROU大鼠血清炎

症因子水平。NF-资B是免疫炎症反应的中枢调节因子，研究表
明口腔黏膜微环境变化引起的 Toll样受体 4信号通路变化能

激活和活化 NF-资B信号途径，释放大量促炎细胞因子增加口
腔黏膜的通透性，引起口腔黏膜组织快速破坏，是 ROU发生的

重要机制[28]。Shao等[29]研究指出，抑制 NF-资B表达能通过改善
体内脂肪酸代谢促进 ROU修复。Shi等 [30] 研究指出，抑制

NF-资B表达能通过抗炎作用促进口腔溃疡修复，改善口腔黏膜
的病理形态。NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢是 NF-资B必需调节物，
能反映 NF-资B信号通路的活化情况。本研究结果显示，相比正
常组，模型组和独一味胶囊低剂量组、独一味胶囊中剂量组、独

一味胶囊高剂量组的口腔溃疡组织 NF-资B p65、p-I资B琢、IKK琢
蛋白水平明显升高，说明 ROU过程中 NF-资B信号通路明显活
化。结果还显示，相比模型组，独一味胶囊低剂量组、独一味胶

囊中剂量组、独一味胶囊高剂量组的口腔溃疡组织 NF-资B
p65、p-I资B琢、IKK琢蛋白水平依次降低，且效果呈剂量依赖性，
说明独一味胶囊能有效抑制 ROU中 NF-资B信号通路活化。

综上所述，独一味胶囊能显著减少 ROU大鼠口腔溃疡数

目和面积，缩短愈合时间，且效果呈剂量依赖性，其机制可能与

改善免疫功能和抑制 NF-资B炎症通路有关。但 ROU发病机制

复杂，关于独一味胶囊是否还能通过其他机制发挥 ROU修复

作用还需进一步研究。
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