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益气养阴祛瘀中药对干燥综合征
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摘要$目的$通过观察益气养阴祛瘀中药对
6B,

小鼠颌下腺组织中
)344

样受体"

9

"

)EF9

#$

!

干扰素

"

(G6

#

!

#$

H

淋巴细胞刺激因子"

HIGG

#蛋白表达的影响%以此来探究益气养阴祛瘀中药对干燥综合征"

JD

%

K1-?

&

>

JL?M13/-

%

JJ

#的治疗机制& 方法$将
%"

只
7

周龄
6B,

小鼠随机分为模型组$羟氯喹组和中药组%每组各
#"

只& 另将
#"

只
7

周龄
(&F

小鼠作为正常对照组"正常组#& 正常组和模型组正常饲养%羟氯喹组每日给予羟氯喹

$9 /KCNK

灌胃治疗'中药组每日给予益气养阴祛瘀中药煎剂"

!$

!

8 KCNK

#灌胃治疗& 饲养用药
#!

周后%各组小鼠

股动脉取血%断颈处死%摘取颌下腺组织'通过
*->O-1? 043O

法检测各组小鼠颌下腺组织中
)EF9

$

(G6

#

!

和
HIGG

蛋白表达水平& 结果$模型组
6B,

小鼠颌下腺组织中的
)EF9

$

(G6

#

!

和
HIGG

蛋白相对表达量较正常组
(&F

小鼠均升高"

P Q"

!

"9

#'与模型组比较%中药组小鼠颌下腺组织中的
)EF9

$

(G6

#
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$

HIGG

蛋白相对表达量降低

"

P Q"

!

"9

#&与羟氯喹组比较%中药组
6B,

小鼠的
(G6

#

!

蛋白相对表达量降低"

P Q"

!

"9

#& 结论$益气养阴祛瘀

中药对
JJ

样
6B,

小鼠的治疗机制可能与调控
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#
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HIGG

信号通路有关&
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$$干燥综合征$

JD

%

K1-? >L?M13/-

!

JJ

%是一种常

见于中老年女性的自身免疫性疾病!临床主要表现为

口眼干燥和高球蛋白血症!甚者还可累及其他脏器系

统而出现复杂多变的症状' 益气养阴祛瘀法是根据

JJ

气虚阴亏血瘀的主要病机特点而确立的治疗法

则!经多年的临床应用!证实对
JJ

具有很好的治疗效

果(

#

)

' 本实验拟通过观察益气养阴祛瘀中药对自发

性
JJ

模型
6B,

小鼠颌下腺各细胞因子的干预作用!

以探明益气养阴祛瘀中药治疗
JJ

的作用机制'

材料与方法

#

$动物$

6B,

小鼠
%"

只!

JPG

级!

7

周龄!雌

性!体重$

!"

!

$

'

!

!

8

%

K

!由上海斯莱克动物实验中心

提供!动物合格证号#

J&_b

$沪%

!""$

"

"""9

&

(&F

小鼠
#"

只!

JPG

级!

7

周龄!雌性!体重$

!!

!

:

'

#

!

8

%

K

!

由上海斯莱克动物实验中心提供!动物合格证号#

J&_b

$沪%

!""7

"

""#A

' 所有实验动物均饲养于浙

江中医药大学实验动物中心清洁级动物房!室温
!! c

!9

(!湿度
9"d c$"d

!自由摄食!饮水瓶给水' 实

验过程中对动物的处置符合
!""A

年科技部发布的

*关于善待实验动物的指导性意见+'

!

$药物$益气养阴祛瘀中药组成#生地
!8 K

玄参
#9 K

$麦冬
#9 K

$石斛
#! K

$白芍
#! K

$黄芪

!8 K

$丹参
%" K

$益母草
#9 K

!上述生药由浙江中医药

大学中药饮片厂提供!由浙江中医药大学中药实验室煎

制浓缩成含生药
#

!

%$ KC/E

的溶液&硫酸羟氯喹片#每片

"

!

# K

!上海中西制药有限公司!生产批号#

#"##"A

'

%

$试剂及仪器$小鼠
)EF9

,

HIGG

一抗检测液

$均为美国
J<?O< &1W\

生物技术公司%,小鼠
(G6

#

!

一抗检测液$美国
H=32=>=3?

公司%!二抗使用羊抗鼠

二抗$美国
J<?O< &1W\

生物技术公司%&垂直电泳仪,

转印系统$美国
H=3

#

F<M

公司%&红外激光双色成像系

统$基因有限公司%'

8

$动物分组及给药方法$

%"

只
6B,

小鼠随机分

为模型组,羟氯喹组和中药组!每组
#"

只&

#"

只
(&F

小

鼠作为正常对照组$简称正常组%' 模型组和正常组每天

正常饲养' 给药组在正常饲养的基础上!于实验开始后

每天
#

次定时给药!给药剂量按照小鼠与人的等效剂量

换算公式计算' 羟氯喹组每天定时给予羟氯喹

$9 /KCNK

灌胃
#

次&中药组每天定时给予益气养阴祛瘀

中药煎剂
!$

!

8 KCNK

灌胃
#

次' 连续灌胃饲养
#!

周后!

各组小鼠股动脉取血!断颈处死!分离颌下腺进行检测'

9

$观察指标及方法

9

!

#

$颌下腺组织总蛋白的提取$将颌下腺置于

已灭菌的玻璃匀浆器中!加入
7"" "E

的细胞裂解液

进行充分研磨后!吸净液体于
#

!

9 /E

的
;P

管中!将

;P

管置于旋转培养器中
%" /=?

!使其充分裂解' 然

后离心$

#! """ 1 C/=?

!

8

(%

#" /=?

!吸取上清液!将

样品分装后置于"

$"

(环境下保存'

9

!

!

$

*->O-1? 043O

法检测
)EF9

,

(6G

#

!

,

HIGG

蛋白表达$小鼠颌下腺中各蛋白的表达提取颌下腺组织

总蛋白后!每孔加样
#" c!9 "E

进行
J,J

#

PI[;

电泳

$

A" 2

!当溴酚蓝距分离胶底部约
# ./

处时!停止电泳%!

#!" /I

$

! c% S

%湿转至
P2,G

膜上!

9d

脱脂奶粉室温

封闭
# S

!

)HJ)

漂洗
%

次!一抗
8

(震荡孵育过夜!

)HJ)

漂洗
%

次!二抗避光室温孵育
! S

!

)HJ)

避光漂洗

%

次!使用红外激光双色成像系统中进行红外激光扫膜!

扫膜后使用
BM->>-L 2 %

!

"

软件对图像进行光密度分

析' 以目的蛋白的灰度值与对应的内参蛋白
#

#

<.O=?

的

灰度值比值作为该样品中目的蛋白的相对表达量' 最后

以目的蛋白的相对表达量为参数进行半定量统计分析'

A

$统计学方法$采用
JPJJ #$

!

"

统计软件进

行分析处理' 数据以
Z

'

>

表示!

%

组间比较采用单因

素方差分析!组间两两比较采用
EJ,

检验'

P Q"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠颌下腺
)EF9

蛋白表达比较$表
#

!

图
#

%$与正常组
(&F

小鼠比较!模型组
6B,

小鼠颌

下腺中
)EF9

蛋白的相对表达量显著升高 $

P Q

"

!

"9

%&与模型组比较!中药组
)EF9

蛋白的相对表达

量降低$

P Q"

!

"9

%&中药组与羟氯喹组表达量比较!差

异无统计学意义$

P e"

!

"9

%'

!

$各组小鼠颌下腺
(G6

#

!

蛋白表达比较$表
!

!

图
!

%$与正常组
(&F

小鼠比较!模型组
6B,

小鼠颌

表
#

%各组小鼠颌下腺
)EF9

蛋白表达比较$$

Z

'

>

%

组别
? )EF9C#

#

<.O=?

正常
#" "

)

8#8

'

"

)

"!!

模型
#"

"

)

:"!

'

"

)

"%%

!

羟氯喹
#" "

)

797

'

"

)

"!!

中药
#"

"

)

7#9

'

"

)

"#A

"

$$注#与正常组比较!

!

P Q"

!

"9

&与模型组比较!

"

P Q"

!

"9
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"!"#'%"

$$注#

#5

正常组&

!5

羟氯喹组&

%5

模型组&

85

中药组&图
!

,

%

同

图
#

%各组小鼠颌下腺
)EF9

蛋白电泳图

下腺中的
(G6

#

!

蛋白相对表达量显著增高 $

P Q

"

!

"9

%&与模型组比较!中药组和羟氯喹组的
(G6

#

!

蛋

白相对表达量显著降低$

P Q"

!

"9

%!且中药组的
(G6

#

!

蛋白相对表达量低于羟氯喹组$

P Q"

!

"9

%'

表
!

%各组小鼠颌下腺
(G6

#

!

蛋白表达比较$$

Z

'

>

%

组别
? (G6

#

!C#

#

<.O=?

正常
#" "

)

"9%

'

"

)

""8

模型
#"

"

)

#$7

'

"

)

"!$

!

羟氯喹
#"

"

)

"7$

'

"

)

""8

"

中药
#"

"

)

"$$

'

"

)

""9

"#

$$注#与正常组比较!

!

P Q"

!

"9

&与模型组比较!

"

P Q"

!

"9

&与羟氯

喹组比较!

#

P Q"

!

"9

图
!

%各组小鼠颌下腺
(G6

#

!

蛋白电泳图

%

$各组小鼠颌下腺
HIGG

蛋白表达比较$表
%

!图

%

%$与正常组
(&F

小鼠比较!模型组
6B,

小鼠颌下腺

中的
HIGG

蛋白相对表达量明显增高$

P Q"

!

"9

%&与模

型组比较!中药组和羟氯喹组的颌下腺
HIGG

蛋白相对

表达量明显降低$

P Q"

!

"9

%&中药组与羟氯喹组比较!

差异无统计学意义$

P e"

!

"9

%'

表
%

%各组小鼠颌下腺
HIGG

蛋白表达比较$$

Z

'

>

%

组别
? HIGGC#

#

<.O=?

正常
#" "

)

!9$

'

"

)

"#A

模型
#"

"

)

8A:

'

"

)

"#A

!

羟氯喹
#"

"

)

%7:

'

"

)

"#9

"

中药
#"

"

)

%$"

'

"

)

"!!

"

$$注#与正常组比较!

!

P Q"

!

"9

&与模型组比较!

"

P Q"

!

"9

图
%

%各组小鼠颌下腺
HIGG

蛋白电泳图

讨$$论

)EF9

蛋白主要分布于单核巨噬细胞,树突状细胞

$

,&

%等免疫细胞的细胞膜表面!是
)344

样受体蛋白家

族$

)344

#

4=N- 1-.-`O31>

!

)EF

%中的一员!其功能与家族

内其他蛋白相类似(

!

)

'

)EF

是最初在果蝇体内被发现

的
#

种
$

型跨膜蛋白!自
#::$

年发现与果蝇同源的第

#

个人类
)EF>

以来!在人类基因组中已被发现的

)EF>

已有
##

个!

)EF # c##

'

)EF

主要通过结合病

原相关分子模式而识别病原体!经活化后的
)EF

蛋白

可以促进浆细胞样树突状细胞$

`,&>

%分泌大量的
$

型

干扰素$

(G6

#

!C#

%和白介素!同时还可促进
)

淋巴细胞

和
6b

细胞分泌大量的
%

型干扰素$

(G6

#

&

%

(

%

)

!最终激

活先天性免疫和获得性免疫应答!在先天性免疫和获得

性免疫两种机制中均发挥着重要的作用(

8

)

'

(G6

#

!

是最早被人们所熟知的细胞因子之一!是

机体炎症与免疫应答中的重要调节因子!在免疫调节

中发挥着重要的作用'

(G6

#

!

作为
$

型干扰素的一

种!主要由被称为-天然干扰素生产细胞.的
`,&>

分

泌!参与到人体的先天性免疫和获得性免疫应答(

%

)

'

$

型干扰素和
)EF

之间关系十分密切!在自身免疫疾

病的发生及复发中发挥者重要的作用(

9

)

' 在自身免

疫疾病中!表达于
`,&>

表面的
)EF

经活化后!会刺

激
`,&>

产生大量的
(G6

#

!

!进而激活自身反应型
)

,

H

淋巴细胞!诱导
H

细胞产生抗体!促进
,&

的成熟

及分化!增强
,&

对自身抗原的捕获和提呈能力!从而

打破免疫耐受!启动并维持了多种自身免疫疾病的发

生发展(

A

)

' 在
JJ

患者的唾液腺中!可以观察到大量

异常活化的
`,&>

(

$

)

!这可能是
JJ

患者颌下腺中的

(G6

#

!

处于高表达水平的原因之一(

7

)

'

HIGG

是肿瘤坏死因子超家族中的成员!具有促进

H

细胞增殖,存活以及分化的能力!是
H

细胞存活的关

键因子' 但过量表达的
HIGG

会导致
H

细胞过度活

化!使自身免疫性
H

细胞持续存活!同时刺激自身免疫

性
H

细胞产生更多的自身抗体!从而引起多种自身免疫

性疾病' 虽然具体机制尚不明确!但在
JJ

患者体内

HIGG

的高表达水平与
$

型干扰素有着直接的关系(

:

)

'

同时在
JJ

患者的唾液腺中!高表达的
(G6

#

!

可以刺激

JJ

的唾液腺上皮细胞产生大量
HIGG

!使
HIGG

在
JJ

患者的唾液腺中处于高表达状态(

#"

)

'

综上所述!在受到感染或其他因素的刺激后!表达

于
`,&>

等免疫细胞表面的
)EF

蛋白被异常活化!激

活了
(G6

#

!

的过量表达和释放&过量表达和释放的

(G6

#

!

会刺激机体分泌大量的
HIGG

!同时活化细胞
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年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

!

,-.-/0-1 !"#$

!

2345 %$

!

63

!

#!

毒性
)

细胞对自身细胞进行杀伤而产生自身抗体&过

量表达的
HIGG

可以使自身免疫性
H

细胞免于凋亡!

同时还可刺激自身免疫性
H

细胞产生更多的自身抗

体&由自身免疫性
H

细胞产生的自身抗原和自身抗体

相结合!形成了大量的免疫复合物!这些免疫复合物作

为内源性的
$

型干扰素诱导剂又可被
)EF>

所识别!

诱导产生更多的
(G6

#

!

!最终导致
JJ

的发生与发展'

由
)EF

,

(G6

和
HIGG

组成的
)EF

#

(G6

#

HIGG

信号传

导通路贯穿了
JJ

发病过程的始终!是
JJ

疾病发病的

重要致病轴'

目前对
JJ

无根治的办法!临床治疗中重点在于

改善患者的临床症状' 西医对于
JJ

的治疗主要采用

免疫抑制剂和糖皮质激素治疗!长期使用其不良反应

较大' 益气养阴祛瘀法是我们课题组总结多年的临床

经验后确立的
JJ

中医治疗法则(

##

)

!基于这一法则!

我们选取黄芪,生地,玄参,麦冬,石斛,白芍,丹参,益

母草等益气养阴祛瘀中药运用于
JJ

的临床治疗中!

收到了较好的临床治疗效果!且长期服用未见明显不

良反应(

#!

)

'

本课题前期研究发现!益气养阴祛瘀中药煎剂可

以降低
6B,

小鼠的每日平均饮水量!增加唾液分泌

量!同时还可明显改善
6B,

小鼠的胸腺,脾脏和颌下

腺指数!这提示益气养阴祛瘀中药对
6B,

小鼠的
JJ

样症状具有很好的改善作用(

#%

)

' 从本次实验结果可

见!中药组
6B,

小鼠颌下腺中
)EF9

,

(G6

#

!

和
HIGG

蛋白相对表达量较模型组明显降低!这说明益气养阴

祛瘀中药可以明显抑制
6B,

小鼠颌下腺中的
)EF9

,

(G6

#

!

和
HIGG

蛋白表达!可能是通过抑制
6B,

小鼠

体内异常活化的
)EF

!从而减少
(G6

#

!

的产生!使过量

表达的
HIGG

得到改善!纠正了自身免疫性
)

,

H

细胞

的异常活化!减少自身免疫复合物的产生!最终使

6B,

小鼠的
JJ

样表现得到缓解' 这提示益气养阴

祛瘀中药很可能是通过调节
)EF

#

(G6

#

HIGG

信号转

导通路来发挥对
JJ

样
6B,

小鼠的治疗作用'

参 考 文 献

(

#

)$王新昌! 谢志军! 温成平! 等
5

益气养阴祛瘀法治疗原

发性干燥综综合征的疗效观察(

'

)

5

中国基层医学!

!"":

!

#A

$

#

%#

:!

"

:95

(

!

)$

F3\=> [

!

H-?4<S1-.S I

!

,W1<=>=?KS</ J

!

-O <45

TW/<? E<?K-1S<?>

&

.-44> <?M M-1/<4

#

OL`-

M-?M1=O=. .-44> K-?-1<O-M R13/ &,%8 >O-/ .-44> -Z

#

`1->> M=RR-1-?O )344

#

4=N- 1-.-`O31> <?M >-.1-O- M=R

#

R-1-?O .LO3N=?-> =? 1->`3?>- O3 )344

#

4=N- 1-.-`O31

4=K<?M>

(

'

)

5 (//W?343KL

!

!""7

!

#!8

$

%

%#

%!:

"

%%75

(

%

)$

E=W V'5 (P&

#

`13R->>=3?<4 OL`- # =?O-1R-13?

#

`13MW.=?K

.-44> <?M `4<>/<.LO3=M M-?M1=O=. .-44 `1-.W1>31>

(

'

)

5

I??W F-X (//W?34

!

!""9

!

!%

#

!$9

"

%"A5

(

8

)$

IN=1< J

!

)<N-M< b5 )344

#

4=N- 1-.-`O31 >=K?<4=?K

(

'

)

5

6<O F-X (//W?34

!

!""8

!

8

$

$

%#

8::

"

9##5

(

9

)$

&S-? &'

!

E=? bT

!

E=? J&

!

-O <45 T=KS `1-X<4-?.-

3R =//W?3K430W4=? I <?O=03ML <K<=?>O ;`>O-=?

H<11 X=1W> .<`>=M <?O=K-? =? <MW4O `<O=-?O> Y=OS 4W

#

`W> Y=OS M=>-<>- R4<1-

#

.<>- .3?O134 >OWM=->

(

'

)

5

FS-W/<O343KL

!

!""9

!

%!

$

#

%#

88

"

8$5

(

A

)$

F

%

??043/ E

!

I4/ [25 I `=X3O<4 134- R31 OS- ?<OW1<4

=?O-1R-13?

#

!

#

`13MW.=?K .-44>

$

`4<>/<.LO3=M M-?

#

M1=O=. .-44>

%

=? OS- `<OS3K-?->=> 3R 4W`W>

(

'

)

5 '

;Z` +-M

!

!""#

!

#:8

$

#!

%#

9:

"

A%5

(

$

)$

I\=\ b;

!

+.&4W>N-L P'

!

*<N-R=-4M ,5 &S<1<.O-1=\<

#

O=3? 3R R344=.W4<1 M-?M1=O=. .-44> =? 4<0=<4 ><4=X<1L

K4<?M> 3R `<O=-?O> Y=OS `1=/<1L JD

%

K1-? >L?M13/-

#

.3/`<1=>3? Y=OS O3?>=44<1 4L/`S3=M R344=.4->

(

'

)

5 I??

FS-W/ ,=>

!

#::$

!

9A

$

!

%#

#8"

"

#8%5

(

7

)$

631M/<1N [(

!

;431<?O< +E

!

F3??043/ E5 P1=/<1L

JD

%

K1-?

&

> >L?M13/- <?M OS- OL`- $ =?O-1R-13?

>L>O-/

(

'

)

5 &W11 PS<1/ H=3O-.S?34

!

!"#!

!

#%

$

#"

%#

!"98

"

!"A!5

(

:

)$

T-M-K<<1M &'

!

J-44-0D-1K G

!

b1<N<W-1 +

!

-O <45 (?

#

O-1R-13?

#

0-O< =?.1-<>-> >L>O-/=. HIGG 4-X-4> =?

/W4O=`4- >.4-13>=> Y=OS3WO =?.1-<>=?K <WO3<?O=03ML

`13MW.O=3?

(

'

)

5 +W4O J.4-1

!

!"##

!

#$

$

9

%#

9A$

"

9$$5

(

#"

)$

E<X=- G

!

+=.-4=

#

F=.S<1M &

!

UW=44<1M '

!

-O <45 ;Z`1->

#

>=3? 3R HIGG

$

HELJ

%

=? ) .-44> =?R=4O1<O=?K 4<0=<4 ><4=

#

X<1L K4<?M> R13/ `<O=-?O> Y=OS JD

%

K1-?

&

> >L?M13/-

(

'

)

5 ' P<OS34

!

!""8

!

!"!

$

8

%#

8:A

"

9"!5

(

##

)$王新昌! 曹灵勇! 范永升
5

干燥综合征病因病机刍议

(

'

)

5

浙江中医药大学学报!

!"##

! $

9

%#

A8%

"

A885

(

#!

)$王新昌! 唐晓阳! 黄绥心! 等
5

益气养阴祛瘀法对干燥

综合征血清
(K[

及其
HIGG

作用的临床研究(

'

)

5

浙江

中医药大学学报!

!"#%

!

%$

$

%

%#

!!%

"

!!9

!

!%%5

(

#%

)$黄绥心! 王新昌! 肖丽群! 等
5

益气养阴祛瘀方与性激

素对
6B,

小鼠的整体疗效及免疫功能的干预作用

(

'

)

5

中国中医急症!

!"#8

!

!%

$

9

%#

$77

"

$:#5

$收稿#

!"#A

"

"9

"

##

$修回#

!"#$

"

"7

"

"8

%

责任编辑# 段碧芳

英文责编# 张晶晶


