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补肾与健脾复方调节皮质酮鼠

*细胞凋亡的对比研究!
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内容提要 目的：补肾复方与健脾复方调节皮质酮鼠*细胞凋亡的对比研究。方法：采用透射电镜、

*+!,-标记的流式细胞仪分析技术对激活诱导的*淋巴细胞凋亡进行定性及定量分析。结果：模型组*
细胞凋亡（.）为)/01&2&0((，正常对照组$)0(/230)&，两组比较差异有显著性（!#%0%4）；右归饮组*细

胞凋亡（.）为$/0’%2&0$’，与模型组比较，差异有显著性（!#%0%4），补肾益寿胶囊组为$30(%2’04)，与

模型组比较差异有显著性（!#%0%/）；四君子汤组*细胞凋亡（.）为$30’(24401(，与皮质酮模型组比较

差异无显著性（!$%0%/）。结论：皮质酮鼠激活诱导的*细胞凋亡敏感性显著增高，两个补肾复方均可显著

降低皮质酮鼠激活诱导的*细胞凋亡，而四君子汤对皮质酮鼠激活诱导的*细胞凋亡无显著的下调作用，

提示下调激活诱导的*细胞凋亡可能是补肾法改善皮质酮鼠*淋巴细胞功能的重要机制之一。
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细胞凋亡在*细胞克隆性增殖、活化及清除过程

中起着重要的作用，*细胞过早、过度凋亡是*细胞

数量减少及功能低下的重要机制。在肾本质研究中，

我们已证明皮质酮鼠（下丘脑W垂体W肾上腺W胸腺

轴，6XQ*轴受抑模型）存在*淋巴细胞数量减少及

功能低下，补肾复方右归饮可提高皮质酮鼠*淋巴细

胞功能（4），因此本研究对皮质酮鼠*细胞凋亡情况进

行了观察，旨在进一步探讨皮质酮鼠*淋巴细胞数量

减少及功能低下的分子机理，并阐明补肾复方改善皮

质酮鼠*淋巴细胞功能的分子作用机制。

材料与方法

4 药物制备 补肾复方选用右归饮〔附子、肉桂、

熟地、山茱萸、山药、枸杞子、仙灵脾（代杜仲）、炙甘草，

用量比例为(Y4Y$Y(Y$Y$Y$Y4，水煎醇提，调药物浓度
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为!""#〕及补肾益寿胶囊（制首乌、黄精、人参、枸杞

子、仙灵脾、灵芝等组成，制成浓度为$%!&／$""’(），右

归饮药物组成、剂量比例及制备根据参考文献（!），补肾

益寿胶囊组成及制备见参考文献（)）。四君子汤由党

参、白术、茯苓、炙甘草按$*$*$*"%)比例组成，水煎醇

提，药物浓度为!""#。

! 动物分组、造模及+细胞制备激活 雄性,-
大鼠."只，月龄/个月，体重!)"!!."&，由复旦大学

动物实验部提供。造模药物为皮质酮（01234516372187，

09:+，,4&’;，<,=），使用时溶于灭菌橄榄油中，浓

度为!"’&／’(。大鼠随机分为.组，每组各$"只，分

别为正常对照组、模型组、四君子汤治疗组、右归饮治

疗组、补肾益寿胶囊治疗组（补肾益寿组），模型组及各

治疗组均根据$"’&／>&皮下注射09:+，正常对照组

以等体积灭菌橄榄油代替09:+，每天$次，连续$/
天；四君子汤、右归饮组按$"&／>&体重剂量灌胃；补肾

益寿组按"%)?&／>&体重灌胃；正常对照组及模型组用

蒸馏水代替药物灌胃，每天$次，连续$/天。实验第

$.天，所有动物乙醚麻醉，无菌取脾，参照文献（/）分离

纯化+细胞，在预先包被了抗0-)单抗的?孔培养板

中，)@A、.#09!条件下常规培养$/B。

) 细胞形态检测 常规离心收集细胞，!%.#戊

二醛固定后，常规制备电镜标本，于透射电镜（-CDE
$""F，G;H;8）下观察细胞形态并拍照。

/ +<ICJ标记的流式细胞术检测 常规离心

收集细胞，/#多聚甲醛固定后，参照细胞凋亡检测试

剂 盒（K17B248&72L;88B74’，M72’;8N）说 明 书，用

+<ICJ反应混合液标记样品，另设阴性对照，用不含

末端转移酶的单纯标记液进行标记，每只动物的细胞

样品标记.O$".细胞，采用流式细胞仪（P=0,0;(E
4FQ2，K75318-45>48618，<,=）检测+<ICJ标记的阳

性细胞，参考对照采用面积积分法计算出凋亡细胞百

分率。分析采样软件为07((RQ763。

. 统计学处理 组间比较采用!检验。

结 果

$ 细胞形态学改变 各组大鼠+细胞激活培养

$/B，透射电镜下可见正常形态的+细胞（图$）及典型

的凋亡细胞（图!、)）。图$显示，正常的细胞染色质

分布均匀；图!、)显示，凋亡细胞呈现出典型的细胞核

变化，核染色质向核膜下或中央部异染色质区聚集形

成浓缩的染色质块，电镜下呈高电子密度。边聚的染

色质块使细胞核呈环状，中聚的染色质块使细胞核呈

眼球状。提示抗0-)单抗对各组+细胞均具有诱导

凋亡的作用。

! +细胞凋亡 经抗0-)单抗诱导$/B，各组+
细胞均可经流式细胞仪检出+<ICJ标记的绿色荧

光，与电镜结果相符；模型组地形图与正常对照组及各

治疗组相比可见明显增强的绿色荧光；面积积分结果

经统计学处理表明（见表$）：模型组鼠+细胞凋亡与

正常对照组比较，差异有显著性（"!"%"$），提示模型

组+细胞对抗0-)单抗激活诱导凋亡的敏感性显著

增高；右归饮及补肾益寿组+细胞凋亡均低于模型组

（"!"%".，"!"%"$）；四君子汤治疗组+细胞凋亡低

于模型组，但差异无显著性（"""%".），提示两个补肾

复方均具有下调激活诱导+细胞凋亡的作用。

图$ 电镜下正常细胞核形态 （O$""""）

图! 电镜下凋亡细胞核（核边聚）形态 （O$""""）
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图! 电镜下凋亡细胞核（核中聚）形态 （"#$$$$）

表! 各组大鼠%细胞凋亡比较 （&，!!’"）

组别 鼠数 %细胞凋亡

正常对照 #$ !()*+’,)(-
模型 #$ (+).-’-)**"

四君子汤 #$ !,)/*’##).*
右归饮 #$ !+)/$’-)!/##

补肾益寿 #$ !,)*$’/)#(#

注：与正常组比较，"#$$)$#；与模型组比较，##$$)$+，###$
$)$#

讨 论

细胞凋亡（012132454）是多细胞有机体为调控机体

发育，维护内环境稳定，由基因控制的细胞主动死亡过

程。细胞凋亡与免疫系统存在着极为密切的关系，参

与了免疫系统中免疫细胞的发育、免疫调节、免疫效应

等许多生理病理过程，在维持免疫功能方面起着重要

的调节作用（+）。我们以往的肾本质研究工作表明衰老

即“生理性肾虚”，临床以阳虚、气虚为主，实验显示

678%轴功能低下。我们对老年大鼠激活诱导的%
细胞凋亡的研究结果表明衰老过程中存在%淋巴细

胞的过度凋亡，两个补肾复方都可改善%细胞的过度

凋亡（*，!）。肾阳虚证患者亦伴有678%轴功能低下，

因此这是衰老和肾阳虚证共同的生物学标志（,）。基于

上述研究背景，我们对678%轴受抑模型—皮质酮鼠

的%淋巴细胞凋亡情况进行了研究，并对比观察了补

肾、健脾复方对%细胞凋亡的干预作用。

我们采用敏感性高的%9:;<标记的流式细胞术

及透射电镜观察细胞的凋亡情况。研究结果表明，皮

质酮鼠模型组激活诱导%细胞凋亡高于正常对照组，

这一结果提示，皮质酮鼠和老年大鼠一样，%淋巴细胞

亦存在过度凋亡的情况。同时我们的实验结果也表明

两个补肾复方都可以显著下调皮质酮鼠%淋巴细胞

的过度凋亡，而对照的健脾组则不能。因此，进一步阐

明了补肾药物改善皮质酮鼠%淋巴细胞功能的作用

机制，亦说明老年大鼠模型与皮质酮鼠模型在%细胞

凋亡方面具有一定的共性。
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