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【摘要】 目的　观察四逆消瘿方（SNXY）含药血清对桥本甲状腺炎（HT）细胞的影响，并探讨其潜在的作用机制。方法　①制备

SNXY含药血清，γ干扰素（IFN-γ）干预人甲状腺正常细胞（Nthy-ori 3-1细胞）制备HT细胞模型。将Nthy-ori 3-1细胞设为对照

组（Control），HT 细胞模型分为模型组（Model）和 SNXY 含药血清低、中、高剂量组（SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G）。SNXY-D、

SNXY-Z、SNXY-G给予对应分组体积分数为 10%的含药血清，Control、Model给予体积分数为 10%的空白血清，干预 48 h。采

用流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况；酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测相关指标含量；Western blot法检测信号转导和转录

激活因子 3（STAT3）、磷酸化信号转导及转录激活子 3（p-STAT3）蛋白表达量；酰基-生物素交换法、免疫共沉淀（Co-IP）结合

Western blot法检测 STAT3的棕榈酰化水平。②构建过表达DHHC型棕榈酰转移酶 7（DHHC7）慢病毒载体，将Nthy-ori 3-1细

胞与CD4+T细胞共培养设为对照组（Control）；将HT细胞模型与CD4+T细胞共培养分为模型组（Model）和含药血清组（SNXY），

Model 转染空白质粒后设为空转组（OE-CN），Model 转染 DHHC7 过表达质粒后设为转染组（OE-DHHC7）。SNXY、OE-CN、

OE⁃DHHC7 给予效果最佳剂量组体积分数为 10% 的含药血清干预，Control、Model 给予体积分数为 10% 的空白血清，干预

48 h。结果　①与 Model比较，SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G细胞凋亡率均降低（P<0.01）；SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G中的游离

三碘甲状腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、促甲状腺激素（TSH）、甲状腺过氧化物酶抗体（TPO-Ab）和甲状腺球蛋白抗体

（Tg-Ab）的含量均降低（P<0.05，P<0.01）；SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和白细胞介素（IL）-6的含量均

明显降低，IL-10和 IL-12的含量均明显升高，差异有统计学意义（P<0.01）；SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G中的 p-STAT3表达水平

明显降低（P<0.05，P<0.01）；SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G棕榈酰化水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。②与Model比较，SNXY中

的DHHC7表达水平明显降低（P<0.01）；与OE-CN比较，OE-DHHC7中的DHHC7表达水平明显升高（P<0.01）。与Model相比，

SNXY 中的辅助性 T 细胞 17（Th17）的数量明显下降，调节性 T 细胞（Treg）的数量明显上升（P<0.01）；与 OE-CN 比较，

OE⁃DHHC7中的Th17数量明显增加，Treg细胞数量明显下降（P<0.01）。与Model相比，SNXY中的 IL-17A、IL-17F、IL-6、IL-21
和 IL-23 的含量均降低（P<0.01）；与 OE-CN 比较，OE-DHHC7 中的 IL-17A、IL-17F、IL-6、IL-21 和 IL-23 的含量均升高（P<
0.01）。结论　SNXY能够抑制HT细胞的炎症反应，其机制可能与抑制STAT3棕榈酰化调控Th17/Treg平衡有关。
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Abstract： Objective　To observe the effect of serum containing Sini Xiaoying Decoction （SNXY） on Hashimoto thyroiditis （HT） cells and explore 
its potential mechanism. Methods　 ① SNXY drug-containing serum was prepared， and human thyroid normal cells （Nthy-ori 3-1 cells） were 
interfered with interferon-γ （IFN-γ） to establish HT cell model. Nthy-ori 3-1 cells were used as control group （Control）， and HT cell models were 
divided into model group （Model） and SNXY drug-containing serum low， medium and high dose groups （SNXY-D， SNXY-Z， SNXY-G）. SNXY-D， 
SNXY-Z and SNXY-G were given 10% corresponding drug-containing serums， and Control and Model groups were given 10% blank serum for 48 
hours of intervention. Apoptosis in each group was detected by flow cytometry； relevant indicators were detected by enzyme-linked immunosorbent 
assay （ELISA）； the protein expression of signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3） and phosphorylated signal transducer and 
activator of transcription 3 （p-STAT3） were detected by Western blot， and the palmitoylation level of STAT3 was detected by acyl-biotin exchange， co-

immunoprecipitation （Co-IP） combined with Western blot. ② A lentivirus vector overexpressing palmitoyltransferase DHHC7 was constructed， and 
Nthy-ori 3-1 cells co-cultured with CD4+T cells were used as the control group （Control）； the HT cell models co-cultured with CD4+T cells were 
divided into model group （Model） and drug-containing serum group （SNXY）. Model transfected with blank plasmid was used as idle group （OE-CN）， 
and Model transfected with DHHC7 overexpressing plasmid as transfection group （OE-DHHC7）. SNXY， OE-CN and OE-DHHC7 were given 10% 
drug-containing serum of the optimal dose group， and Control and Model were given 10% blank serum for 48 hours. Results　① Compared with 
Model， the apoptosis rates of SNXY-D， SNXY-Z and SNXY-G cells were all reduced （P<0.01）； the contents of free triiodothyronine （FT3）， free 
thyroxine （FT4）， thyroid stimulating hormone （TSH）， thyroid peroxidase antibody （TPO-Ab） and thyroglobulin antibody （Tg-Ab） in SNXY-D， 
SNXY-Z and SNXY-G all decreased （P<0.05， P<0.01）； The contents of tumor necrosis factor-α （TNF-α） and interleukin （IL）-6 in SNXY-D， SNXY-Z 
and SNXY-G were significantly reduced， while the contents of IL-10 and IL-12 were significantly increased， with statistical significance （P<0.01）； 
expression level of p-STAT3 in SNXY-D， SNXY-Z and SNXY-G was significantly reduced （P<0.05， P<0.01）； the palmitoylation level of SNXY-D， 
SNXY-Z and SNXY-G was significantly reduced （P<0.05， P<0.01）.② Compared with Model， DHHC7 expression level in SNXY was significantly 
reduced （P<0.01）； compared with OE-CN， DHHC7 expression level in OE-DHHC7 was significantly increased （P<0.01）. Compared with Model， the 
number of helper T cells 17 （Th17） in SNXY decreased significantly， and the number of regulatory T cells （Treg） increased significantly （P<0.01）； 
compared with OE-CN， the number of Th17 in OE-DHHC7 increased significantly， while the number of Treg decreased significantly （P<0.01）. 
Compared with Model， the contents of IL-17A， IL-17F， IL-6， IL-21 and IL-23 in SNXY were all decreased （P<0.01）； compared with OE-CN， the 
contents of IL-17A， IL-17F， IL-6， IL-21 and IL-23 in OE-DHHC7 were all increased （P<0.01）. Conclusion　SNXY can inhibit the inflammatory 
response of HT cells， and its mechanism may be related to the inhibition of STAT3 palmitoylation to regulate Th17/Treg balance.
Keywords： Hashimoto thyroiditis； Sini Xiaoying Decoction； STAT3； Th17/Treg； Chinese materia medica research

桥本甲状腺炎（Hashimoto thyroiditis， HT）又称慢

性自身免疫性甲状腺炎，是通过甲状腺过氧化物酶抗

体（TPO-Ab）介导，以甲状腺T淋巴细胞浸润、滤泡破坏

为特点的自身免疫性疾病［1］。一项全球患病率和流行

病学的回顾性研究［2］显示，成年人中HT的整体患病率

为 7.5%，其中女性为 17.5%，男性为 6.0%。来自中国大

陆 31个省级地区的 78 470名受试者的横断面研究［3］报

告了甲状腺抗体阳性的成人 HT 患病率约为 14.19%。

HT是导致甲状腺癌的危险因素之一［4］，也是造成成人

甲状腺功能减退症的主要原因［1］。现代医学对于甲状

腺功能减退症仍以甲状腺激素补充替代治疗为主，然

而长期接受左旋甲状腺素补充治疗的患者显示出认知

功能和总体健康的持续损害［5］。此外，越来越多的研究

发现，HT中的炎症过程是甲状腺癌发生的潜在风险因

素［6］，且存在增加心血管、骨骼系统疾病等不良反应的

风险［3］。因此，发掘有效的治疗药物阻止HT的进展迫

在眉睫。

信号转导和转录激活因子 3（STAT3）作为 Janus激
酶（JAK）/STAT通路的核心分子，是信号转导和转录激

活因子家族的重要成员，在免疫调节和细胞因子分泌

中发挥关键作用。既往研究［7-9］已明确其磷酸化激活机

制通过介导炎症反应参与多种疾病进程，尤其在 HT
中，STAT3的过度激活可能增加患者易感性并提高甲

状腺自身抗体滴度水平［10-11］。然而，STAT3的棕榈酰化

修饰在自身免疫疾病中的功能尚未明确。近年研究［12］

发现，STAT3棕榈酰化可通过调控其膜定位及稳定性

影响疾病进展，具体而言，STAT3第 108位点的半胱氨

酸残基可被棕榈酰转移酶 DHHC7特异性修饰［13-14］，该

修饰促使 STAT3向细胞膜迁移并与 JAK2结合，进而触

发其磷酸化及下游基因表达。这一级联反应最终导致

辅助性 T 细胞 17（Th17）异常分化及炎症因子释放，形

成炎症微环境。但此机制在HT中仍属空白领域。

越来越多研究［15-17］证实中医药治疗HT具有一定的

潜力。课题组根据HT中医病机的特点，以“四逆散”为

基础构建了“四逆消瘿方”（Sini Xiaoying Decoction， 
SNXY）［18］。临床研究［19-21］表明，SNXY能够降低甲状腺

球蛋白抗体（Tg-Ab）和TPO-Ab水平，改善HT患者临床

症状，延缓病情进展。本研究旨在从细胞水平探讨

SNXY对HT细胞的保护效果及其作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　SPF级雄性SD大鼠24只，体质量190～210 g，
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6～8周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

动物生产许可证号：SCXK（京）2021-0006。动物使用合

格证号：SYXK（鲁）2023-0031。所有大鼠均在山东中医

药大学附属医院的 SPF 级动物饲养设施内进行饲养。

饲养环境：温度 20～24 ℃，湿度 55%～65%，室内光照

维持 12 h/12 h的昼夜节律，同时大鼠自由进食和摄水。

本研究的所有实验方案均已获得山东中医药大学附属

医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准（ 伦 理 批 准 号 ：

SDSZYYAWE20240709004）。

1.1.2　细胞　人甲状腺正常细胞（Nthy-ori 3-1细胞，批

号：CL-0817），购于武汉普诺赛生命科技有限公司。

1.1.3　药物与试剂　SNXY 由柴胡 9 g、黄芪 30 g、白芍

15 g、当归 12 g、枳实 9 g、白术 15 g、夏枯草 15 g、白花蛇

舌草 30 g、金银花 30 g、防风 9 g、甘草 3 g组成。以上药

物均山东中医药大学附属医院中药房。全方药物浸泡

1 h，加 10倍量水，煎煮 1 h，过滤，药渣再加入 8倍量水，

煎煮 1 h，过滤。混合 2次药液，浓缩为生药质量浓度为

1 g·mL-1的SNXY药液，置于 4 ℃冰箱保存备用。

胎牛血清（批号：FSD500），苏州依科赛生物科技股

份有限公司；增强型化学发光液（ECL，批号：P2100），苏

州新赛美生物科技有限公司；STAT3 抗体、磷酸化

STAT3（p-STAT3）（Y705）抗体、锌指 DHHC型棕榈酰转

移 酶 7（ZDHHC7）抗 体 、甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）抗 体（批 号 分 别 为 ab109085、ab267373、
ab138210、ab8245），英 国 Abcam 公 司 ；帕 金 蛋 白 2
（PALM2）抗体（批号：18889-1-AP），武汉三鹰生物技术

有限公司；游离三碘甲状腺原氨酸（FT3）酶联免疫吸附

测定（ELISA）试剂盒（批号：SPS-15996），上海赛培森生

物科技有限公司；游离甲状腺素（FT4）ELISA 试剂盒

（批号：WLS10742），北京沃莱士生物科技有限公司；促

甲状腺激素（TSH）、甲状腺球蛋白抗体（Tg）、白细胞介

素（IL）-12、IL-17A 的 ELISA 试剂盒（批号分别为 E-EL-

H3636、E-EL-H6077、E-EL-H0150、E-EL-H5812），武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司；TPO-Ab、IL-10、IL-

17F、IL-21、IL-23 的 ELISA 试 剂 盒（批 号 分 别 为

ml025777、ml064299、ml027423、ml027406、ml058067），

上海酶联生物科技有限公司；肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）、IL-6的 ELISA 试剂盒以及膜联蛋白 V-异硫氰酸荧

光素（AnnexinV-FITC）细胞凋亡检测试剂盒（批号分别

为：PT518、PI325、062L），上海碧云天生物技术有限公

司；细胞计数试剂盒（CCK-8）、免疫沉淀试剂盒（批号分

别为 BA00208、P2179M），北京博奥森生物技术有限公

司；CD4+T 细胞分离试剂盒（批号：130-096-533），德国

Miltenyi Biotec公司。

1.1.4　主要仪器　超低温冰箱（型号：DW-86L828），青

岛海尔生物医疗股份有限公司；光学显微镜（型号：

XSP-8CA），上海光学仪器一厂有限公司；二氧化碳

（CO2）细胞培养箱（型号：BPN-80CRH），上海博迅实业

有限公司医疗设备厂；Western blot 系统（型号：Mini 
Trans-Blot® Cell），伯乐生命医学产品（上海）有限公司；

化学发光成像系统（型号：JP-K6000），上海嘉鹏科技有

限公司；酶标分析仪（型号：RT-6000），深圳雷杜生命科

学股份有限公司；流式细胞仪（型号：Attune NxT），赛默

飞世尔科技（中国）有限公司。

1.2　前期方法　

1.2.1　含药血清制备　24 只 SD 大鼠适应性饲养 1 周

后，随机分为空白组与 SNXY 低、中、高剂量组，每组 6
只。根据人与大鼠体表面积换算法［22］及文献研究［23-24］，

将 SNXY临床剂量换算成大鼠等效剂量，SNXY中剂量

组为等效剂量，SNXY高、低剂量组分别为等效剂量的 2
倍、0.5倍。即 SNXY 低、中、高剂量组灌胃剂量分别为

7.97、15.93、31.86 g·kg-1·d-1，按 10 mL·kg-1的灌胃体积

配制成相应浓度药液，每日 1次灌胃，空白组予等体积

0.9%氯化钠溶液每日 1次灌胃，连续灌服 7 d。采血前

禁食 12 h，于末次灌胃 1 h后，以体积分数为 3%的异氟

烷持续吸入麻醉，无菌条件下腹主动脉取血，4 ℃静置

4 h，3 000 r·min-1离心 15 min，分离血清，56 ℃恒温水浴

灭活 30 min，0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，-80 ℃保存

备用。

1.2.2　外周血单个核细胞分离与 CD4+T细胞分选　采

用抗凝管收集血样，并利用等体积 0.9%氯化钠溶液对

血液进行稀释。将 8 mL人淋巴细胞分离液加入 15 mL
离心管中，随后添加6 mL已稀释的血液，以2 000 r·min-1

离心 25 min。离心后，吸取白膜层并转移至含有 15 mL 
0.9% 氯化钠溶液的离心管内，再以 1 500 r·min-1离心

10 min，去除上清液。此过程重复 3次，以便有效分离

单个核细胞。

针对CD4+T细胞的分选，依据说明书，使用阴性细

胞分选试剂盒执行磁珠分选技术，从单个核细胞中分

离出 CD4+T细胞。分离出的 CD4+T细胞用藻红蛋白标

记抗人 CD4抗体、FITC 标记抗人 CD3抗体进行染色。

最后，通过流式细胞术检测CD4+T细胞的纯度。

1.2.3　细胞培养及 HT 细胞模型制备　Nthy-ori 3-1细

胞饲养于体积分数为 10%的胎牛血清、1%青链霉素的

RPMI-1640 培养基中，培养箱条件为 37 ℃、体积分数

5% 的CO2。CD4+T细胞饲养体积分数为 10%的胎牛血

清、1%青链霉素、400 U·mL-1重组 IL-2的RPMI-1640培

养基中，培养箱条件为 37 ℃、体积分数为 5% 的 CO2。

Nthy-ori 3-1细胞中加入 500 U·mL-1的 γ干扰素（IFN-γ）
处理 48 h，制备HT细胞模型［25］。

1.3　SNXY含药血清干预HT细胞模型　

1.3.1　细胞分组与给药　将Nthy-ori 3-1细胞设为对照
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组（Control），HT细胞模型分为模型组（Model）和SNXY含

药血清低、中、高剂量组（SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G）。

SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G 给予对应分组体积分数为

10% 的含药血清，Control、Model 给予体积分数为 10%
的空白血清，干预 48 h。
1.3.2　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　取对数期

生长的细胞以 1×106个/孔接种于 6孔板，分组干预后用

适量的培养基将细胞制成悬液转移到离心管中，

1 000 r·min-1离心 5 min，弃上清。加入 1 mL 磷酸盐缓

冲液（PBS）重悬细胞后再以 1 000 r·min-1离心 5 min，弃
上清。重复本步骤 1 次，加入 1×Annexin V 结合缓冲

液，制成终浓度为 1×106个/mL的细胞悬液。取 100 μL
细胞悬液，依次加入 5 μL Annexin V/FITC 结合物和碘

化丙啶（PI）溶液。在室温下避光孵育 15 min，加入 
400 μL 1× Annexin V 结合缓冲液，1 h 内上机检测。

1.3.3　ELISA 检测相关指标含量　取对数期生长的细

胞，按照 1×106个/孔接种于 6孔板内，分组干预后收集

细胞培养液，离心，收集上清。按照ELISA试剂盒说明

书进行操作，检测甲状腺功能相关指标FT3、FT4、TSH、

TPO-Ab、Tg-Ab 的含量以及炎症相关指标 TNF- α、

IL⁃10、IL-6、IL-12的含量。

1.3.4　Western blot 检测 STAT3、p-STAT3 蛋白表达量　

收集各组处理后的细胞，经预冷 PBS 洗涤后加入含苯

甲基磺酰氟（PMSF）的放射免疫沉淀测定缓冲液

（RIPA）裂解液提取总蛋白，4 ℃离心取上清；二辛可酸

（BCA）法测定蛋白浓度并调整至相同浓度，沸水浴制

备样品；经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）（80 V/120 V 分阶段）后转膜至甲醇活化的聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜，脱脂牛奶（50 g/L）封闭 30 min，依
次孵育一抗（4 ℃，12 h），二抗（山羊抗兔，室温 2 h），含

吐温 20的 Tris 缓冲液（TBST）洗膜后 ECL 显影，ImageJ
软件分析目的蛋白与内参灰度比值。

1.3.5　酰基-生物素交换法、免疫共沉淀（Co-IP）结合

Western blot检测 STAT3的棕榈酰化水平　细胞裂解后

经含N-乙基马来酰亚胺（NEM）的RIPA处理，通过多次

丙酮沉淀及 4-磺基苯甲酰基（4SB）溶解去除游离巯基，

羟胺（HAM）裂解酰基键后以生物素-二硫吡啶（Biotin-

HPDP）标记暴露巯基，再经丙酮沉淀纯化标记蛋白；使

用 STAT3抗体与 Protein A/G 磁珠进行 Co-IP 富集目的

蛋白，经洗涤和 SDS-PAGE 上样缓冲液煮沸洗脱；

Western blot 采用 12% SDS-PAGE 分离，转膜至 PVDF
后 ，以 链 霉 亲 和 素 - 辣 根 过 氧 化 物 酶 偶 联 物

（Streptavidin-HRP）检测生物素标记信号，ECL 显影并

通过 ImageJ 软件分析目的蛋白与内参灰度比值，定量

棕榈酰化水平。

1.4　SNXY 含药血清干预转染加 CD4+T细胞共培养 HT

细胞模型　

1.4.1　细胞分组与给药　构建过表达 DHHC 型棕榈

酰转移酶 7（DHHC7）慢病毒载体，选择慢病毒嘌呤霉

素载体（pLV-Puro）。由 NCBI 获取 DHHC7 基因序列

NM_001145548.2。将 Nthy-ori 3-1细胞与 CD4+T细胞共

培养设为对照组（Control）；将 HT细胞模型与 CD4+T细

胞 共 培 养 后 分 为 模 型 组（Model）和 含 药 血 清 组

（SNXY），Model转染空白质粒后设为空转组（OE-CN），

Model 转染 DHHC7 过表达质粒后设为转染组（OE-

DHHC7）。SNXY、OE-CN、OE-DHHC7各组给予“1.3”项
实验中效果最佳剂量组体积分数为 10%的含药血清干

预，Control、Model给予体积分数为 10%的空白血清，干

预 48 h。
1.4.2　Western blot 检测 DHHC7 转染水平　干预结束

后搜集细胞，参照“1.3.4”项下检测DHHC7蛋白表达量

（稀释比为 1∶1 000），确定 DHHC7 过表达质粒转染

效果。

1.4.3　流式细胞术检测各组Th17细胞和调节性T细胞

（Treg）细胞分化数量　取对数期生长的细胞，按照

1×106个/孔接种于 6孔板内，分组干预后收集细胞，制

成细胞悬液，取 50 μL 细胞悬液，加入 10 μL 带有不同

荧光标记物的 IL-17A、叉头框蛋白 p3（Foxp3）、CD25抗

体，常温避光孵育 60 min。PBS洗涤，上机检测。

1.4.4　ELISA检测相关指标含量　方法参照“1.3.3”，检
测转染后各组炎症相关指标 IL-17A、IL-17F、IL-6、
IL⁃21 和 IL-23的含量。

1.5　统计学方法　实验数据均采用 SPSS 22.0软件进

行统计分析，使用 ImageJ软件等处理实验图片，计量资

料采用 x̄±s表示，多组间比较满足正态性检验、方差齐

性，采用单因素方差分析，组间两两比较运用 Tukey检
验，方差不齐时采用 Welch's ANOVA 方法。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　SNXY含药血清对HT细胞模型的影响　

2.1.1　SNXY 含药血清对细胞凋亡的影响　流式细胞

术结果显示：与 Control比较，Model细胞凋亡率明显升

高，差异有统计学意义（P<0.01），提示 HT 细胞模型造

模成功，并诱导了凋亡过程；与 Model 比较，SNXY-D、

SNXY-Z、SNXY-G细胞凋亡率均降低，差异有统计学意

义（P<0.01），且随着血清含药浓度的升高，细胞凋亡率

逐渐降低，说明 SNXY的抗细胞凋亡作用呈现出剂量依

赖性关系。见图 1，表 1。
2.1.2　SNXY 含药血清对甲状腺功能相关指标的影

响　ELISA 结果显示：与 Control 比较，Model 中的 FT3、
FT4、TSH、TPO-Ab和Tg-Ab的含量均明显升高，差异有
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统计学意义（P<0.01），提示Model存在甲状腺自身免疫

性损伤；与Model比较，SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G中的

FT3、FT4、TSH、TPO-Ab和Tg-Ab的含量均降低，差异有

统计学意义（P<0.05，P<0.01），且随着血清含药浓度的

升高，上述结果逐渐降低，呈浓度依赖性下降，提示

SNXY可能通过抑制甲状腺自身免疫反应，减轻甲状腺

组织破坏。见表 2。
2.1.3　SNXY含药血清对炎症相关指标的影响　ELISA

结果显示：与Control比较，Model 中的TNF-α、IL-6的含

量明显升高，IL-10和 IL-12的含量明显降低，差异均有

统计学意义（P<0.01），表明 Model 呈现典型的促炎/抗
炎失衡状态；与Model比较，SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G
中的 TNF-α、IL-6的含量均明显降低，差异均有统计学

意义（P<0.01），且随着血清含药浓度的升高，上述结果

逐渐降低，IL-10、IL-12的含量均明显升高，差异均有统

计学意义（P<0.01），且随着血清含药浓度的升高，上述

结果逐渐升高，表明 SNXY不仅能有效抑制促炎因子释

放，还可通过上调抗炎因子和免疫调节因子调节炎症

微环境，且该作用具有明确的剂量效应关系。见表 3。
2.1.4　SNXY 含药血清对 STAT3、p-STAT3蛋白表达量

的影响　Western blot 结果显示，与 Control 比较，Model
中的 p-STAT3表达水平明显升高，差异有统计学意义

（P<0.01），提示Model可能通过激活 STAT3信号通路参

与病理过程；与Model比较，SNXY-D、SNXY-Z、SNXY-G
中 p-STAT3 表达水平明显降低，差异有统计学意义

（P<0.05，P<0.01），且随着血清含药浓度的升高，上述

　注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY-D为四逆消瘿方含药血清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆消瘿方

含药血清高剂量组，PI-BL3为流式细胞仪的BL3通道，Annexin V-FITC为异硫氰酸荧光素（FITC）标记的膜联蛋白V。

图 1　各组流式细胞术结果

表 1　各组细胞凋亡率比较（n=3，x̄±s，%）

组别

Control  
Model    
SNXY-D
SNXY-Z
SNXY-G

凋亡率

7.85±0.36
35.91±0.34**

25.29±1.83#

17.35±0.49##

10.92±0.59##

注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY-D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组。与 Control 比较，**P<0.01；与 Model 比较，

#P<0.05，##P<0.01。

表 2　各组甲状腺功能相关指标水平比较（n=3， x̄±s）
组别

Control  
Model    
SNXY-D
SNXY-Z
SNXY-G

FT3/（ng·L-1）

400.91±10.04
705.74±15.38**

619.82±17.72##

575.04±11.36##

506.12±7.515##

FT4/（ng·L-1）

111.41±2.36
170.32±2.43**

160.54±1.75##

152.07±2.67##

143.13±1.81##

TSH/（mIU·L-1）

8.77±0.21
15.75±0.18**

15.24±0.15##

14.37±0.25##

13.78±0.23##

TPO-Ab/（IU·mL-1）

37.34±0.62
57.55±1.27**

53.53±1.51##

49.68±0.81##

46.87±1.34##

Tg-Ab/（IU·mL-1）

27.58±1.34
44.94±1.07**

42.75±0.62#

39.87±0.64##

37.23±1.31##

注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY-D为四逆消瘿方含药血清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆消瘿方

含药血清高剂量组，FT3为游离三碘甲状腺原氨酸，FT4为游离甲状腺素，TSH为促甲状腺激素，TPO-Ab为甲状腺过氧化物酶抗体，Tg-Ab为甲状腺球

蛋白抗体。与Control比较，**P<0.01；与Model比较，#P<0.05，##P<0.01。
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结果逐渐降低，提示SNXY能够有效抑制STAT3的磷酸

化，从而可能减弱其信号通路的活性，且抑制作用存在

剂量依赖性。见图 2，表 4。

2.1.5　SNXY 含药血清对 STAT3 棕榈酰化水平的影

响　与 Control比较，Model棕榈酰化水平明显升高，差

异有统计学意义（P<0.01），表明疾病模型诱导了蛋白

质棕榈酰化修饰的异常激活；与 Model比较，SNXY-D、

SNXY-Z、SNXY-G棕榈酰化水平明显降低，差异有统计

学意义（P<0.05，P<0.01），且随着血清含药浓度的升高，

上述结果逐渐降低，提示药物浓度与棕榈酰化水平之

间存在剂量依赖性关系，表明 SNXY可能通过抑制棕榈

酰化修饰来发挥其药理作用。见图 3，表 5。
2.2　SNXY含药血清对转染加 CD4+T细胞共培养 HT细

胞模型的影响　

2.2.1　SNXY含药血清对DHHC7转染水平的影响　根

据“2.1”实验结果，明确了 SNXY-G为最佳含药剂量组。

与Control比较，Model中的DHHC7表达水平明显升高，

差异有统计学意义（P<0.01），提示 HT 状态下 DHHC7
可能参与甲状腺自身免疫反应的激活；与 Model比较，

SNXY 中的 DHHC7表达水平明显降低，差异有统计学

意义（P<0.01），表明 SNXY 可能通过抑制 DHHC7表达

发 挥 治 疗 作 用 ；与 OE-CN 比 较 ，OE-DHHC7 中 的

DHHC7 表达水平明显升高，差异有统计学意义（P<
0.01），提示OE-DHHC7成功构建了DHHC7的过表达模

型。见图 4，表 6。

2.2.2　SNXY 含药血清对 Th17细胞和 Treg细胞分化的

影响　流式细胞术结果显示：与 Control比较，Model中
的Th17细胞数量明显升高，Treg细胞数量明显下降，差

异有统计学意义（P<0.01），表明 Model 中的 Th17 细胞

表 3　各组炎症相关指标水平比较（n=3，x̄±s， μg·L-1）

组别

Control
Model
SNXY-D
SNXY-Z
SNXY-G

TNF-α
492.43±15.16
836.45±17.26**

794.94±11.49##

763.85±19.38##

686.27±19.24##

IL-6

49.65±2.24
89.63±1.31**

79.65±1.67##

62.15±2.24##

49.82±2.18##

IL-10

33.29±0.57
24.43±0.58**

26.29±00.61##

29.35±0.68##

30.92±0.43##

IL-12

909.41±22.73
622.25±11.83**

682.48±12.90##

768.93±31.08##

855.52±31.12##

注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY-D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL为白细胞介素。

与Control比较，**P<0.01；与Model比较，##P<0.01。

　注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY-D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组，p-STAT3为磷酸化信号转导及转录激活因子

3，STAT3为信号转导和转录激活因子3，GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。

图 2　各组细胞Western blot条带图

表 4　各组细胞p-STAT3水平比较（n=3，x̄±s，μg·L-1）

组别

Control  
Model    
SNXY-D
SNXY-Z
SNXY-G

p-STAT3/STAT3

0.12±0.02
1.14±0.31**

0.89±0.24#

0.46±0.08##

0.26±0.04##

注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY-D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组，p-STAT3为磷酸化信号转导及转录激活因子

3，STAT3为信号转导和转录激活因子 3。与 Control 比较，**P<0.01；与
Model比较，#P<0.05，##P<0.01。

　注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY-D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY-Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY-G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组，HAM为羟胺，STAT3为信号转导和转录激活

因子 3，IB：Palm为免疫印迹法检测棕榈酰化，IB：STAT3为免疫印迹法检

测STAT3。

图 3　各组细胞STAT3棕榈酰化水平Western blot条带图

表 5　各组细胞STAT3棕榈酰化水平比较

（n=3， x̄±s， μg·L-1）

组别

Control  
Model    
SNXY-D
SNXY-Z
SNXY-G

棕榈酰化水平

0.42±0.04
1.38±0.67**

1.03±0.55#

0.83±0.24##

0.67±0.12##

注：Control 为对照组，Model为模型组，SNXY⁃D 为四逆消瘿方含药血

清低剂量组，SNXY⁃Z为四逆消瘿方含药血清中剂量组，SNXY⁃G为四逆

消瘿方含药血清高剂量组，STAT3 为信号转导和转录激活因子 3。与

Control比较，**P<0.01；与Model比较，#P<0.05，##P<0.01。

　注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY为含药血清组，OE-CN为

空转组，OE-DHHC7 为转染组，DHHC7 为 DHHC 型棕榈酰转移酶 7，

β⁃Tubulin为β-微管蛋白。

图 4　各组细胞Western blot条带图
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的过度活化和 Treg 细胞的抑制，可能反映了疾病状态

下免疫失衡的特征；与 Model 比较，SNXY 中的 Th17细

胞数量明显下降，Treg细胞数量明显上升，差异有统计

学意义（P<0.01），提示 SNXY 可能通过调节 Th17 和

Treg的比例，恢复了免疫平衡，从而对疾病模型细胞引

起的免疫失衡具有一定的干预作用；与 OE-CN 比较，

OE-DHHC7中的 Th17细胞数量明显升高，Treg 细胞数

量明显下降，差异有统计学意义（P<0.01），进一步验证

了 DHHC7过表达导致了 Th17细胞的活化和 Treg细胞

的抑制，从而加重了免疫失衡。见图 5、图 6，表 7。

2.2.3　SNXY 含药血清对转染后炎症相关指标的影

响　 ELISA 结 果 显 示 ：与 Control 比 较 ，Model 中 的

IL⁃17A、IL-17F、IL-6、IL-21和 IL-23的含量均升高，差异

有统计学意义（P<0.01），提示疾病模型细胞可能通过

促进促炎性细胞因子的分泌，进而加剧炎症反应；与

Model 比较，SNXY 中的 IL-17A、IL-17F、IL-6、IL-21 和

IL-23的含量均降低，差异有统计学意义（P<0.01），表明

SNXY含药血清可以抑制促炎性细胞因子的分泌，从而

发 挥 抗 炎 作 用 ；与 OE-CN 比 较 ，OE-DHHC7 中 的

IL⁃17A、IL-17F、IL-6、IL-21和 IL-23的含量均升高，差异

有统计学意义（P<0.01），表明 DHHC7在炎症反应的调

控中发挥重要作用，其过表达促进促炎性细胞因子的

分泌，进一步加剧炎症反应。见表 8。

3　讨论

HT发病机制尚未完全阐明，可能与遗传、免疫、感

染及环境等因素相关［26-27］。既往研究［28］已证实 HT 的

发病与 Th17/Treg失衡密切相关，但调控机制多聚焦于

细胞因子信号通路，如 IL-6/STAT3、转化生长因子 -β
（TGF-β）、非编码 RNA（如 miR-326）或其他代谢途径

（如mTOR信号）［29-35］。武文平等［36］研究发现，参芪扶正

汤能显著下调HT患者miR-17表达水平，同时上调长链

非编码核糖核酸母系表达基因 3（IncRNA-MEG3）表达，

从而实现 Th17/Treg 细胞亚群的平衡。在动物实验层

面，刘守尧等［37］采用补中益气颗粒干预自身免疫性甲

状腺炎（EAT）大鼠，发现该方剂通过激活 TGF-β 信号

通路，有效抑制 Th17细胞异常分化并促进 Treg细胞生

成，从而改善甲状腺组织病理损伤。一项“夏枯草-猫

爪草”药对的生信分析［38］显示，“夏枯草-猫爪草”药对

的核心活性成分可通过调控核因子 -κB 抑制蛋白 α
（NFKBIA）等关键靶点，干预 Th17细胞分化过程，进而

表 6　各组细胞DHHC7水平比较（n=3，x̄±s）
组别

Control       
Model         
SNXY         
OE-CN        
OE-DHHC7

DHHC7/β-Tubulin
0.18±0.03
1.09±0.37**

0.43±0.08##

0.41±0.11
0.75±0.18△△

注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY为含药血清组，OE-CN为

空转组，OE-DHHC7为转染组，DHHC7/β-Tubulin 为 DHHC 型棕榈酰转

移酶 7/β-微管蛋白。与Control比较，**P<0.01；与Model比较，##P<0.01；
与OE-CN比较，△△P<0.01。

　注：Control 为对照组，Model 为模型组，SNXY 为含药血清组，OE-CN 为空转组，OE-DHHC7为转染组，Count 为辅助性 T 细胞 17（Th17）细胞数量，

IL17A-FITC为异硫氰酸荧光素标记的白细胞介素-17A抗体。

图 5　各组Th17细胞数量流式图
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恢复Th17/Treg免疫稳态。

近年来研究［39-40］表明，S-棕榈酰化在免疫调节中发

挥重要作用。S-棕榈酰化通过调控蛋白质定位、稳定

性及相互作用等机制影响细胞功能［41-42］。STAT3可通

过DHHC7介导的棕榈酰化定位于质膜并促进磷酸化，

随后酰基蛋白硫酯酶 2（APT2）介导去棕榈酰化使其入

核激活。这种动态修饰循环驱动 STAT3形成二聚体，

最终促进 Th17细胞分化［13］。Th17细胞参与多种自身

免疫性疾病，包括炎症性肠病（IBD）、HT［43-45］。研究［46］

表明，STAT3信号转导可直接影响Th17/Treg细胞平衡。

虽然类似机制在 IBD中已有报道［13］，但在HT领域尚未

见相关研究，受这一机制的启发，本研究探讨了 SNXY
对HT细胞模型中 STAT3 棕榈酰化水平的影响，填补了

HT发病机制中蛋白质翻译后修饰调控的空白。

本研究结果显示，SNXY含药血清能呈剂量依赖性

地降低 HT 细胞凋亡率、甲状腺功能异常、炎症因子、

STAT3磷酸化及棕榈酰化水平；过表达 DHHC7后，与

Model 比较，SNXY 中的 DHHC7 表达水平、炎症因子、

Th17细胞数量下降，Treg细胞数量上升；与OE-CN比较，

OE⁃DHHC7中的 DHHC7表达水平、炎症因子、Th17细

胞数量明显升高，Treg细胞数量下降。研究结果提示，

STAT3棕榈酰化修饰的异常激活可能是疾病模型中免

疫失衡的关键机制之一。在疾病状态下，STAT3棕榈

酰化水平的显著升高可能通过促进其磷酸化活化状

态，进而增强下游促炎信号通路，导致Th17细胞的分化

异常增加及 Treg细胞的免疫抑制功能受损［47-48］。棕榈

酰化修饰可能通过调控 STAT3的亚细胞定位或蛋白稳

定性，影响其与信号通路的相互作用，从而放大Th17驱

　注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY为含药血清组，OE-CN为空转组，OE-DHHC7为转染组；CD25-PE为藻红蛋白标记的CD25抗体，Foxp3-

FITC为异硫氰酸荧光素标记的叉头框蛋白p3抗体。

图 6　各组调节性T细胞（Treg）数量流式图

表 7　各组Th17、Treg数量结果（n=3，x̄±s，%）

组别

Control        
Model         
SNXY         
OE-CN        
OE-DHHC7

Th17

8.21±0.25
56.23±0.51**

20.23±0.32##

20.27±0.37
31.17±1.04△△

Treg
33.06±0.27
8.54±0.51**

24.46±0.74##

26.24±0.99
15.79±0.22△△

注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY为含药血清组，OE⁃CN为

空转组，OE⁃DHHC7为转染组，Th17为辅助性T细胞 17，Treg为调节性T
细胞。与 Control 比较，**P<0.01；与 Model 比较，##P<0.01；与 OE⁃CN 比

较，△△P<0.01。

表 8　各组炎症相关指标水平比较（n=3，x̄±s）
组别

Control
Model
SNXY
OE-CN
OE-DHHC7

IL-17A/（ng·L-1）

235.41±13.51
395.82±5.22**

325.52±14.52##

316.34±10.02
371.13±11.14△△

IL-17F/（μg·L-1）

45.05±1.62
169.74±3.97**

108.87±3.32##

110.76±2.49
148.18±3.06△△

IL-6/（ng·L-1）

29.92±2.01
90.31±1.93**

65.23±1.79##

66.66±1.84
78.61±1.51△△

IL-21/（μg·L-1）

55.88±1.95
156.98±3.24**

108.64±2.21##

110.55±2.28
137.27±3.43△△

IL-23/（ng·L-1）

120.26±4.79
272.25±6.53**

226.27±5.34##

227.65±5.72
258.33±5.44△△

注：Control为对照组，Model为模型组，SNXY为含药血清组，OE⁃CN为空转组，OE⁃DHHC7为转染组，IL⁃17A为白细胞介素⁃17A，IL⁃17F白细胞介素⁃
17F，IL为白细胞介素。与Control比较，**P<0.01；与Model比较，##P<0.01；与OE⁃CN比较，△△P<0.01。
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动的炎症反应并抑制 Treg 介导的免疫耐受［13］。SNXY
干预后，随着棕榈酰化水平的剂量依赖性降低，STAT3
活性可能受到抑制，进而逆转 Th17/Treg 细胞比例失

衡，这一效应在 DHHC7 过表达导致的 Th17/Treg 失衡

加重现象中得到反向验证。

在中医学理论中，HT 归属“瘿病”范畴，中医治疗

强调以“扶正消瘿”为原则辨证施治［49-50］。SNXY 针对

“瘿病”的病机，以经方“四逆散”为基础，合方“玉屏风

散”，增加清热散结之品而成［19］。方中柴胡、枳实、白

芍、甘草疏肝解郁，调和肝脾；黄芪、白术、当归、防风补

益气血，扶正固表；夏枯草、金银花、白花蛇舌草清热解

毒、消肿散结，共同发挥扶正固本、消瘿散结的功效。

综上所述，SNXY可能通过抑制 STAT3棕榈酰化调

控 Th17/Treg 平衡，改善 HT 细胞生存率。本研究为

SNXY治疗HT提供了实验支持。未来可结合临床样本

验证 STAT3棕榈酰化水平与HT活动的相关性，并利用

分子对接筛选 SNXY方中直接干预棕榈酰化酶的关键

成分，进一步提升研究的转化价值。
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