
基金项目：江苏省科技厅自然科学基金（!"#$%&&’((）；江苏省中医

药管理局自然科学基金（!"#)’’’*+’,)）

作者单位：-.浙江大学邵逸夫临床医学研究所博士后流动站（杭州

,-’’-/）；).南京中医药大学；,.复旦大学医学院

通讯作者：朱方石，012：’3(-+43/’)/’/，567892：:;<=>!:?<#1@<#AB

·博士之窗·

狼疮静颗粒对自发性狼疮小鼠肾狼疮样改变

抑制作用的实验研究

朱方石- 金 实) 汪 悦) 丁 炜) 周 决, 许兰文,

摘要 目的 探讨中药狼疮静颗粒对自发性狼疮（!C$／!CDE-）小鼠狼疮样改变的抑制作用及其机

制。方法 应用狼疮静颗粒、泼尼松及狼疮静合泼尼松,组药物，对,月龄雌性$D狼疮模型小鼠进行干预

治疗/"-)周，观察对各组小鼠病情发展动态变化、FGHI、FG4I细胞和FG3H表达改变及对肾小球病理变化

的影响。结果 中西药物均能改善系统性红斑狼疮（%J5）模型小鼠狼疮样改变的部分症状和血浆FGHI、

FG4I细胞分布，抑制血清细胞黏附分子6-（KFLM6-）含量升高和外周血淋巴细胞表面FG3H的高表达，抑制肾

小球萎缩和系膜细胞的增殖，以狼疮静结合泼尼松组效果明显为优。结论 狼疮静颗粒能有效控制并改善

模型小鼠狼疮样发病及进程，并能调节模型小鼠细胞免疫功能，抑制过亢的免疫反应，对狼疮样肾炎的病理

变化有改善作用，结合西药后可协同发挥疗效并显示出疗效优势。

关键词 狼疮静颗粒；自发性狼疮小鼠；系统性红斑狼疮；淋巴细胞；细胞黏附分子；狼疮样肾炎
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为探讨狼疮静颗粒是由补肾化毒中药组成，前期

临床实验研究已获肯定和证实〔-，)〕，为进一步探讨该药

对系 统 性 红 斑 狼 疮（>T>S179A2<W<>1UTS;78S"><>，

%J5）模型小鼠狼疮样发病的抑制作用及发挥疗效的

部分作用机制，以期为进一步研制和开发新药提供实

验依据，我们运用狼疮静颗粒剂型，对,月龄雌性近交

系新西兰黑鼠和新西兰白鼠杂交第一代小鼠（!C$／

!CDE-，$D）进行了不同方法的干预治疗，观察各组

小鼠显性发病的部分症状及病情变化情况，并进行了

外周血FGHI、FG4I细胞表达、血清中细胞黏附分子6-
（KFLM6-）含量和外周血总淋巴细胞表面黏附分子6-
（FG3H）表达的检测分析，且对各组小鼠肾脏病理组织

学的变化情况进行了观察，现将研究结果总结报告
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如下。

资料与方法

! 动物 "#只$月龄雌性和%只雄性&’小鼠

由复 旦 大 学 实 验 动 物 科 学 部 提 供，雌 性 体 重 平 均

（(()*+,+)%-）.；雄性平均体重（(-)$",+)/$）.，动

物证号：(++!0!。该品系小鼠是一种与遗传有关、纯

系鼠世代相传的自发性123小鼠〔$〕。

( 药物 狼疮静颗粒，!+.／袋，南京中医药大学

附属医院药剂科制备，批号：+!+#!/，由生地黄、熟地

黄、白花蛇舌草、青蒿、益母草、山茱萸等组成，每!)+.
颗粒剂量相当于/)+/.生药；醋酸泼尼松，"4.／片，南

京第二制药厂，批号：(!+!+#+!。实验浓度根据人的等

效量进行换算，狼疮静颗粒为")*+.／5.，醋酸泼尼松

为!+4.／5.。

$ 试剂与仪器 小鼠67-、67/、67"-单克隆抗

体（89:6标记或;3标记）均为美国3<=>?@=AB@A公司

产品，批号分别为：!!0++-!、!(0++/!和!!0+"-!；

小鼠96CDE!3291C试剂盒为美国3F7GH3F公司

产品，批号：+!/+!0!%(!。D>IAJE""#型&=>EKC7酶

标仪，日本富生公司；8C616LJ=<MN型流式细胞仪，美

国&O7公司；PEF7("E(型GJQ4RM?荧光多功能显微

镜，日本GJQ4RM?公司；6D9C1*/C型图像分析仪，北

京航天航空大学。

- 方法

-)! 造模方法 雌、雄FS&和FS’种鼠，由复

旦大学医学院从美国TL@5?>B实验室引种，在复旦大

学实验动物科学部无特殊病原体的1;8级环境下杂

交、繁殖8!代，并在无菌、单元屏障系统下饲养至$月

龄，雌性则成为先天性发病的自发性狼疮小鼠雏形。

近/个月内先后繁殖第一代雌、雄小鼠!++余只。

-)( 分组及给药方法 将%只雄性&’（无显性

发病）设为阴性对照组（简称C组），不加任何干预；将

"#只雌性&’ 小鼠随机分为-组，每组!-只，分别

为：模型对照组（简称&组），西药泼尼松组（简称6
组），狼疮静加泼尼松组（简称7组），狼疮静组（简称3
组），除&组每日!次+)(4J生理盐水灌胃外，6、7、3
组分别给予泼尼松（!+4.／5.）、狼疮静加泼尼松（泼尼

松!+4.／5.加狼疮静")*+.／5.）、狼疮静（")*+.／5.）

混悬液+)(4J每日!次灌胃，干预治疗#周，至-)"月

龄，将阴性对照组%只和其余-组中各取%只小鼠断

头处死，采取外周血及肾脏标本。各组另外%只用于

观察小鼠显性发病、病情变化及死亡率等情况。

-)$ 观察项目及检测方法

-)$)! 血清96CDE!含 量 检 测 采 用3291C
法，即将干预治疗#周，至-)"月龄各组小鼠眼球摘

除，各取外周血+)"4J（分为(管，各+)("4J，另一管肝

素抗凝用作流式细胞检测），将一管离心"4=B，!"++N／

4=B，取"+!J血清，分别加入包被好抗原的*#孔酶标

板的孔板中，(+"("U孵育(V，用;&1液洗涤"次，分

别加入67"-单抗!++!J，(+"("U孵育(V，同上洗涤

"次，空 干 后 加 入 酶 底 物 显 色，(+"("U避 光 放 置

$+4=B，加入终止液W(1G-后在酶标仪-"+B4波长下，

测G7值，计算血清中96CDE!含量。

-)$)( 外 周 血67-、67/、67"-流 式 细 胞 分 析

将另一管+)("4J加肝素抗凝，分别在标有67-、67/、

67"-、对照管字样的管中加入抗凝全血"+!J，实验管中

分别加入!+!J67-、67/、67"-的双荧光标记的单抗，

对照管加入等量对照试剂正常小鼠9.H，室温避光

!"4=B，破红细胞，上流式细胞仪，激光波长-//B4，功

率!"4X，6AJJYMA?Z软件分析67-[、67/[及总淋巴细

胞表面67"-分布情况。

-)$)$ 病理学检测 剖腹取出两侧肾脏，常规

!+\中性福尔马林中固定、酒精脱水、二甲苯将组织透

明，后进行浸蜡、包埋，制成("$!4的石蜡切片，进行

W3染色，在PEF7("E(型GJQ4RM?荧光多功能显微

镜下读片（W3]-++）。从每只小鼠的肾脏病理切片

中，任选(+个肾小球，每组%只计!-+个肾小球，在

6D9C1*/C型图像分析仪下测量肾小球的大小、直径

计算其面积，读取每个肾小球中系膜细胞数，运用医学

图像系统软件（北京航天航空大学，版本!)++）处理分

析，计算出各组肾小球面积平均值和肾小球中系膜细

胞平均数。

-)- 统计学方法 采用!检验和"检验比较分

析各组实验结果。

结 果

! 各组血浆67-[、67/[:淋巴细胞分布比较

见表!。&组67-[ :细胞值明显低于C组（#!
+)+!），67/[ 值 虽 略 高 于 C组，但 差 异 无 显 著 性

（#"+)+"）。各组治疗后67-[:细胞分布均高于&
组，但仍低于C组，各组间仅&、3组与C组和6、

7组与&组比较，差异有显著性（#!+)+"，#!
+)+!）。各组67/[值比较，6、7、3组均高于C组，

6、7两组与&组比较，差异亦有显著性（#!+)+"，

#!+)+!），3组虽高于&组，但差异无显著性（#"
+)+"），而与6组比较，差异有显著性（#!+)+"）。
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表! 各组血浆!"#$、!"%$&淋巴细胞分布比较 （!!’"）

组别 # !"#$（(） !"%$（(）

) * #+,-*’%,.. .+,%#’#,/#
0 * +.,1/’#,+2"" .#,*-’*,31
! * +*,/3’#,/.# +*,%3’.,#1""#

" * #-,*+’%,/*## +#,3/’+,3+""##

4 * ++,1%’*,-#" +1,#2’3,%1"$

注：与 )组 比 较，"$%1,13，""$%1,1-；与0组 比 较，#$%

1,13，##$%1,1-；与!组比较，$$%1,1-

. 各组血清5!)67-含量及淋巴细胞表面!"3#
表达比较 见表.。0组血清5!)67-含量和外周血

淋巴细胞表面!"3#值均高于)组（$%1,1-）。各组

经干预治疗后，5!)67-含量及!"3#表达值均较0组

明显下降（$%1,1-）。!、"两组5!)67-含量均明显

低于4组（$%1,1-）；而!组与"组!"3#表达值比较

差异 有 显 著 性（$%1,1-）。各 组 干 预 治 疗 后 血 清

5!)67-含量和外周血淋巴细胞表面!"3#高表达的下

降趋势一致。

表" 各组血清5!)67-含量及淋巴细胞表面

!"3#表达比较 （!!’"）

组别 # 5!)67-含量（89／:;） !"3#（(）

) * %,2*’.,#. 3,%#’-,%/
0 * -.,+/’.,./"" -.,-2’+,32""

! * #,+*’-,#-""#& 3,+1’1,%3#

" * #,1-’-,*-""#& +,%1’-,.2$#

4 * *,+-’1,21# 3,#3’-,2.#

注：与)组比较，"$%1,13，""$%1,1-；与0组比 较，#$ %

1,1-；与!组比较，$$%1,1-；与4组比较，&$%1,1-

+ 各组肾小球面积及系膜细胞数比较 见表+。

0组肾小球面积和系膜细胞数分别明显低于和高于)
组（$%1,13，$%1,1-）；各组经干预治疗后，平均肾

小球面积均有不同程度的增加，系膜细胞数不同程度

的减少，!、"组肾小球面积和!、"、4组系膜细胞数

与0组比较差异均有显著性（$%1,13，$%1,1-）。

表# 各组肾小球面积及系膜细胞数比较 （!!’"）

组别 # 肾小球面积（!:.） 系膜细胞数（个）／肾小球

) * +3-.,#*’-1%#,/3 +-,1/’2,22
0 * .+3.,/%’3.+,.#" #%,#1’--,++""

! * .%1-,-2’*/#,2## +.,3+’3,%/##

" * +*/2,13’-131,22## +1,32’3,23##

4 * ./1.,22’///,%+ +2,#2’2,%-#

注：与 )组 比 较，"$%1,13，""$%1,1-；与0组 比 较，#$%

1,13，##$%1,1-

# 各组小鼠肾脏组织形态学变化情况 )组小

鼠，肾小球图形基本正常（见图-）。0组小鼠，未经治

疗至#,3月龄，肾小球萎缩，肾小球面积减少，出现了

系膜基质增生和系膜细胞不同程度的增殖，部分肾小

球囊壁不清，似有球囊黏连和苏木素小体形成（见图

.）。!组小鼠经泼尼松治疗后，肾小球内红细胞较0
组增多，系膜增生和系膜细胞核明显减少，细胞内基质

减少（见图+）。"组小鼠经狼疮静结合泼尼松治疗

后，肾小球萎缩改善、面积增大，肾小球内红细胞增多，

系膜细胞核明显减少，系膜增生明显改善，囊壁基本完

整，无球囊黏连，形态接近正常肾小球（见图#）。4组

小鼠经单纯狼疮静颗粒治疗后，同样能改善肾小球病

理变化，肾小球萎缩较模型对照组有所改善，面积有所

增大，但仍有轻度系膜增生，细胞核仍有增多，似有囊

壁不清，改善情况较!、"组为低（见图3）。

3 各组小鼠病情发展变化情况比较 +月龄小

鼠时，各组在精神萎靡、毛色枯萎、进食减少、刺激敏

感、蛋白尿等症状学比较差异无显著性（$’1,13），而

经干预治疗后至2月龄时，0组各种症状呈加重趋势，

死亡.例，!、"、4各组症状虽有不同程度的加重，且4
组死亡-例，但较模型对照组为轻，与模型对照组比

较，差 异 有 显 著 性（$%1,1-），% 值 分 别 为3,1-1、

3,.*%、+,12/；从+个治疗组间各控制症状的数值比较

来看，以"组效果为最优，!组次之，两组间比较差异

无显著性（$’1,13）；但"、!组与4组比较差异均有

显著性（%值分别为.,32#、.,..+，$%1,13）。

讨 论

0<是与人类=>4最相似的狼疮性肾炎模型，由

?@;A@B最早发现，这是一种与遗传有关、纯系鼠世代相

传的自发性=>4小鼠，该模型鼠的0细胞和&细胞系

统都有异常，可产生高滴度的59C型抗DE7"F)抗体，

最终导致肾小球肾炎；性激素对0<有明显影响，雄激

素有保护作用，可抑制自身抗体的产生和疾病的表达，

从而延缓发病，而雌激素则使病情恶化〔+〕。自发性品

系=>4.月龄小鼠，血中抗DE7"F)无明显升高，在

#"3月龄时可见明显升高，该品系小鼠一般发病在

+"#月龄左右，随着月龄的增加，症状加重〔#〕。本研

究发现，+月龄时0<小鼠，发病症状尚不明显，但从+
"#,3月龄的病情发展和症状学变化来看，呈逐渐加

重趋势，#,3月龄的免疫异常和肾小球病理变化已显

示出显性发病，至2月龄时，模型对照组的症状出现率

高于其他各治疗组，尽管样本较少，有其误差性，且死

亡原因并非一定为=>4致病所致，但大致可以发现，

模型对照组小鼠的疾病进程和发展较其他药物治疗组

快而严重，而中药狼疮静及西药泼尼松对0<小鼠的

症状和病情变化和发展有抑制作用，以中西医结合用

药效果为优。
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一般认为，!"#患者或模型动物$细胞处于高度

活跃状态，是由于%细胞调节障碍所致。由于&’(
（%)）细 胞 数 的 减 少，主 要 是&’(*细 胞 亚 类&’(*

&’(+,-*的明显减少，使$细胞高度活跃得不到抑

制，从而导致大量免疫复合物的产生〔+〕。!"#小鼠与

人类!"#同样存在着%淋巴细胞总数的减少和%细

胞功 能 的 紊 乱。本 研 究 结 果 表 明，雌 性$. 小 鼠

&’(*细胞数较雄性小鼠明显降低，&’/*细胞数较雄

性略高，与人类!"#结果大致相似〔0〕。而治疗结果显

示，中药狼疮静和西药泼尼松均能增加&’(*、&’/*细

胞数而改善%细胞分布，从而抑制$细胞的活化，改

善小鼠的免疫紊乱；但中西药结合后效果更为显著。

%细胞内信号传递异常在!"#发病机理中具有

重要意义，而黏附分子在%细胞的信号传递、%淋巴

细胞移行和组织定位中起重要作用；1&2345（&’+(）属

免 疫 球 蛋 白 家 族 成 员，作 为 淋 巴 细 胞 相 关 抗 原

（"6245）的配体而发挥作用，在免疫反应中，%细胞的

识别和活化、细胞毒%细胞对靶细胞的杀伤及%、$淋

巴细胞间的相互作用等均需要黏附分子的参与〔7〕；黏

附分子的表达是%8细胞、%)细胞活化增殖及完成各

种功能一个不可缺少的因素〔9〕，由于1&2345在细胞

间相互识别、黏附及传递的作用，从而参与了!"#的

发病、病情活动和病理变化。在人类!"#，1&2345在

患者的血清、血管内皮细胞、淋巴细胞、肾组织及皮损

表皮等存在不同类型的黏附分子高表达已得到证实，

国外也有研究报道，$.狼疮模型小鼠1&2345高表

达于肾小球系膜、大血管内皮细胞和近曲小管刷状缘

部位，高表达的1&2345与肾脏疾病的严重程度和蛋

白尿相关〔/〕，而本研究发现，自发性!"#模型动物不

仅血清中表达增高，外周血总淋巴细胞表面亦存在着

1&2345高表达，且与显性发病和病程有关，这一结果

与人类!"#血清中和淋巴细胞1&2345表达成正相

关的研究报道一致〔9〕。而本研究结果提示，中药狼疮

静是通过对!"#模型小鼠黏附分子高表达抑制这一

免疫机制中发挥着重要作用，且狼疮静结合西药后抑

制作用增强。

此外，本研究结果显示，7!(:+月龄$.雌性小

鼠已有不同程度的狼疮性膜性肾炎改变，通过7种不

同方法治疗显示，中西药物均能不同程度改善模型小

鼠的肾小球病理改变，控制肾小球的萎缩，减少基质、

系膜增生和系膜细胞的增殖，从而改善肾小球功能，但

仍以狼疮静和泼尼松合用的中西医结合组疗效明显为

优，尤其在减少系膜细胞增殖方面显示了优势。

众所周知，糖皮质激素类及免疫抑制剂能改善

!"#患者和动物模型的肾小球水肿、炎症、蛋白尿等

病理变化及狼疮样改变的症状学指标，而本研究结果

表明，单纯中药狼疮静同样存在着类似和相近的作用，

尽管单纯中药狼疮静的效果与西药泼尼松略有偏差，

但结合泼尼松后显示了协同发挥疗效的优势，因此我

们认为，中西药合用在治疗!"#方面有着良好的前

景。狼疮静是根据!"#肾虚阴亏，瘀毒内蕴的基本病

机而组方，具有补肾化毒的治疗作用〔;〕，我们认为，该

药发挥疗效的机制可能与补肾化毒、扶正祛邪的免疫

双向调节作用机制有关。有研究报道，皮质类固醇激

素对1&2345有抑制作用〔5<〕，亦有学者报道运用抗黏

附分子抗体（抗&’55-、抗&’+(）对实验性狼疮小鼠有

效〔55〕，因此，我们推测，狼疮静颗粒是否具有类激素样

作用或抗黏 附 分 子 抗 体 样 作 用 尚 有 待 进 一 步 研 究

证实。
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中医药、中西医结合科研成果荣获:;;<年国家科技大奖

:;;<年度国家科技奖现已揭晓，:;;T年:月:;日在北京人民大会堂举行了颁奖大会，中医药、中西医

结合行业共有?项成果荣获国家科技奖。其中本刊主编，中国科学院院士陈可冀教授主持研究的“血瘀证与

活血化瘀研究”项目荣获国家科技进步一等奖，这是自该奖项设立以来，中医药科研成果首次获此殊荣。获

国家科技进步二等奖的分别是上海中医药大学刘平教授主持研究的“扶正化瘀法在抗肝纤维化治疗中的应

用及相关基础研究”；天津市中西医结合急腹症研究所吴咸中院士主持研究的“通里攻下法在腹部外科疾病

中的应用与基础研究”；及中国中医研究院中药研究所黄璐琦研究员主持研究的“栝蒌属植物的系统演化及

其药材的分子鉴定研究”。另外，由大连轻工业学院金凤燮教授主持研究的“酶转化法生产9,:等人参稀有

皂苷“项目获国家技术发明二等奖”。
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