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淋巴细胞介导的"以多个关节慢性炎症和关节软

骨损伤为主要特征的系统性自身免疫性疾病'
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"其病

理特征为关节滑膜的淋巴细胞浸润及活化"最终导致

滑膜异常增殖)血管翳形成)软骨和骨的破坏*
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的

发病机制非常复杂"至今尚未完全阐明"目前最受重视

的是
(

淋巴细胞活化与滑膜细胞凋亡受阻学说* 近年

来研究发现"活性氧 $
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关系密切'
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* 在许多组织中"
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引发

的氧化应激破坏线粒体呼吸链"损伤线粒体并导致细

胞衰老和死亡'

$
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* 而对于
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类肿瘤样增生的滑膜组

织而言"诱导
OGP

表达或生物活性的发挥"能够上调

促凋亡蛋白的表达"促进线粒体通透性转运孔的开放"

激活
%=DN=D.

"诱导过度增殖的滑膜细胞走向凋亡"

这无疑将成为遏制
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病情发展的一个重要环节"有

利于
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的防治'

8

"

:

(

* 风湿宁胶囊$
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%为使用已有

十余年的临床经验方"临床观察显示"其能显著减轻
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的主要症状和体征积分"降低红细胞沉降率$
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具有良好的抗炎与镇痛

作用"可通过抑制滑膜细胞
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蛋白表达"促进
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%大鼠滑膜细胞凋

亡* 本研究将进一步从
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淋巴细胞亚群)

(@#

)

(@!

及

滑膜细胞凋亡过程中细胞内
OGP

水平的变化角度入

手"探讨风湿宁胶囊治疗
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的作用机制*

材料与方法
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只"雄性"体质量$
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"许可证号#

P%6a

$$军%

!"";

"

""8

"购自中国

人民解放军军事医学科学院实验动物中心*
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"规
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粒%&雷公藤多苷片$上海复旦复华药业有限
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#" /LH

片%* 试

剂#
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公司&牛
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司&

S'(%

$

=MI>

$

%F$ /R0

$批号#

;!"!9

%)

W<O%W

$

=MI>

$

%FB=/R0

$批号#

"$9;9

%)

W<

$

=MI>

$

%F8 /R0

$批号#

B"!9B

%"美国
^F
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$
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% "均
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SR%P%=3>

$
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型流 式 细 胞 仪" 美 国
^F

公 司&

PW<%(OR

/=J#7"

型全波长酶标仪"美国
*,3.EA3=1 F.->E.D

公司&

%=1K :"

型紫外可见分光光度计"美国
2=1>=M

公司&

&Z$""%

型电泳仪"北京君意东方电泳设备有限

公司&

FZZ

$
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型电泳槽"北京六一仪器厂&

[FP

$
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型凝胶成像分析仪"美国
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公司*
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只
PF

大鼠随机分为
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模型组$模型组%"雷公藤多苷片

组'
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$
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%(* 将
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型胶原醋

酸溶液
8

'过夜后"按
#

(

#

的比例加至
S1.AMQ

&

D

完

全佐剂中"充分乳化* 于模型组)雷公藤多苷片组)

SP+

各剂量组大鼠右后足跖)背部)尾根
$

点各注射

乳化剂
"

!

# /U

"正常对照组大鼠于相同部位
$

点各

注射
"

!
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氯化钠溶液
"

!
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*
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天后所有造模大

鼠以
"
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# /U

乳化剂加强免疫
#

次'

7

(

"造模成功率为
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"并开始灌胃给药"正常对照组和模型组给予蒸

馏水"其余各组给予相应的药物"连续
8

周*

8

#观察指标及方法
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#流式细胞术检测
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大鼠外周血
(

淋巴细

胞亚群#大鼠末次给药
!8 @

后"水合氯醛麻醉"真空

采血管腹主动脉取抗凝血
B" $U

"加入测定管后"依次

加入
! $U S'(%

$

%F$

)

: $U W<

$

%F8

)

: $U W.1%W

$

%FB

抗体"漩涡混匀"室温孵育
!" />M

"加入红细胞

裂解液
$ /U

"振荡混匀"室温孵育
#" />M

"再加入

W^P

反复洗涤
$

次"

#

)
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$

1 H/>M

离心
8 />M

"倒去上

清液"将细胞悬浮于
#:" $U W^P

液中"振荡混匀后进

行
SR%P

检测*
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法检测血清
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表达#大鼠

灌胃给药
8

周后取血"离心"按照
<U'PR

试剂盒检测

说明书测定血清中
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$

!

)
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$
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含量*
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#紫外分光光度法检测
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大鼠滑膜羟自由

基表达#

\
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的量和
S.MI,M

反应产生的
G\

"量成

正比"当给予电子受体后"通过
L1.DD

试剂显色"生成

红色物质"其呈色程度与
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"的多少成正比*
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反应体系包括
"

!
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的底物工作液"

"

!
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的样

本"

"
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的试剂
%

工作液"混匀"
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'反应
# />M

后"立即加入
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试剂终止反应* 其余各管不加样

本"标准管另加
"
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的
"

!
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标准工作液"

标准空白管不加标准工作液* 测定
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度值*

8

!

8

#

).DI.1M 03,I

检测
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蛋白表达#在
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!

)
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"收
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7

一抗$

#

(

# """

%"以
%

$

=EI>M

$

#

(

# """

%作为内参"

8

'过夜"洗膜"再以
#

(

# """

稀释的二抗室温孵育
! @

"

<%U

底物化学发光显色"

6

胶片曝光)显影)定影"凝胶

图像分析系统观察"扫描胶片"分析目标条带的分子量

和精光密度值*

:

#统计学方法#用
PWPP #$

!

"

统计软件进行

统计学处理* 计量资料以
J

%

D

表示"组间比较采用

GM.

$

`=K R+G2R

检验"组间两两比较用
UPF

$

I

检

验*

W X"

!

":

为差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠外周血
(

淋巴细胞亚群表达比较$表

#

%#与正常对照组比较"模型组大鼠的
%F8

Y

)

%F8

Y

H

%FB

Y显著升高"

%FB

Y

(

淋巴细胞数量明显下降$

W X

"

!

":

"

W X "

!

"#

%"

%F$

Y

(

淋巴细胞数量无明显变化

$

W d"

!

":

%*与模型组比较"

SP+

中剂量组及雷公藤多

苷组能显著降低
%F8

Y

(

淋巴细胞水平和
%F8

Y

H%FB

Y

$

W X"

!

"#

%"上调
%FB

Y

(

淋巴细胞水平$

W X"

!

"#

%*

!

#各组大鼠血清
'S+

$

!

)

'U

$

8

水平比较$表
!

%

模型组大鼠
'S+

$

!

水平较正常对照组显著上升$

W X

"

!

"#

%"

'U

$

8

水平无明显变化$

W d"

!

":

%* 与模型组

比较"雷公藤多苷片组及
SP+

各剂量组的
'S+

$

!

水平

均明显降低 $

W X "

!

"#

%"

'U

$

8

水平显著升高 $

W X

"

!

":

"

W X "

!

"#

%"其中以雷公藤多苷组)

SP+

高剂量

组升高最为明显$

W X"

!

"#

%*

表
!

$各组大鼠血浆
'S+

$

!

)

'U

$

8

水平及

羟自由基表达比较#$

J

%

D

%

组别
M

'S+

$

!

$

MLHU

%

'U

$

8

$

MLHU

%

羟自由基

$

]H/LN1,I

%

正常对照
#" 8!B

*

9#

%

!!

*

#8 !:

*

"$

%

#

*

;! #B

*

9$

%

8

*

!#

模型
#"

87!

*

8$

%

$:

*

8#

!

!8

*

$8

%

"

*

7$

9

*

:9

%

!

*

$#

!

雷公藤多苷
#"

88:

*

$:

%

!;

*

#9

""

!9

*

7$

%

#

*

#7

""

$"

*

$:

%

#

*

7

""

SP+

低剂量
#"

887

*

!$

%

#7

*

#!

""

!:

*

;"

%

#

*

$9

"

!$

*

#:

%

8

*

$7

""#

SP+

中剂量
#"

88:

*

9;

%

#7

*

;#

""

!9

*

""

%

#

*

$7

"

!7

*

B9

%

8

*

8#

""

SP+

高剂量
#"

88B

*

:9

%

!9

*

B9

""

!9

*

$9

%

#

*

"#

""

!B

*

B;

%

8

*

##

""

##注#与正常对照组比较"

!

W

+

"

*

"#

&与模型组比较"

"

W

+

"

*

":

"

""

W

+

"

*

"#

&与雷公藤多

苷组比较"

#

W

+

"

*

":

$

#各组大鼠羟自由基表达比较$表
!

%#模型组

大鼠羟自由基的表达较正常对照组显著降低 $

W X

"

!

"#

%"而在给予
SP+

治疗后"

SP+

低)中)高剂量组

羟自由基表达均呈现不同程度的上升"差异有统计学

意义$

W X "

!

"#

%*

SP+

低剂量组低于雷公藤多苷片

组$

W X"

!

":

%*

8

#各组大鼠
%=DN=D.

$

$

及
%=DN=D.

$

7

表达比

较$图
#

)

!

%#

).DI.1M 03,I

结果显示"与正常对照组

比较"

%'R

模型组的
%=DN=D.

$

$

)

%=DN=D.

$

7

蛋白平

均光密度值明显降低$

W X"

!

":

%&雷公藤多苷片组及

SP+

各剂量组
%=DN=D.

$

$

)

%=DN=D.

$

7

蛋白平均灰

度值均较模型组显著上调"差异有统计学意义$

W X

"

!

":

"

W X "

!

"#

%&且
SP+

低)中剂量组
%=DN=D.

$

7

蛋白平均灰度值显著高于雷公藤多苷组 $

W X

"

!

":

"

W X"

!

"#

%*

表
#

$各组大鼠外周血
(

淋巴细胞亚群表达比较#$

J

%

D

%

组别
M

%F$

Y

$

c

%

%F8

Y

$

c

%

%FB

Y

$

c

%

%F8

Y

H%FB

Y

正常对照
#" 8!

*

!B

%

$

*

#: 8;

*
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%

!

*

9" #;

*

!8

%

!

*

#$ !

*

B8

%

"

*

9"

模型
#" 8"

*

8B

%

$

*

$!

:#

*

"$

%

!

*

#!

!

##

*
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%

"

*
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!!

8

*

$7

%

"

*
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!!

雷公藤多苷
#" 8!

*

"9

%

!

*

!:

8:

*

$7

%

!

*

""

"

#9

*

8$

%

#

*
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""

!

*

;B

%

"

*

!!

""

SP+

低剂量
#" 8#

*

#9

%

$

*

## :"

*

8#

%

$

*

;9

#8

*

89

%

#

*

!B

"

$

*

9;

%

"

*

B7

SP+

中剂量
#" 8"

*

"7

%

$

*
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89

*
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%

!

*
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"

#8

*

;#

%

!

*
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$

*

!9

%

"

*

9!
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SP+

高剂量
#" 8$

*

:;

%

!

*
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*
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%

!

*
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"

#$

*

!;
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*
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*
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"

*
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##注#与正常对照组比较"
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W X"
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"
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*
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&与模型组比较"

"

W X"

*
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"
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W X"
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##注#

R

为正常对照组&

^

为模型组&

%

为雷公藤多苷组&

F

为
SP+

低剂量组&

<

为
SP+

中剂量组&

S

为
SP+

高剂量组

图
#

$各组大鼠滑膜组织
%=DN=D.

$

$

及
%=DN=D.

$

7

蛋白

表达的
).DI.1M

印迹条带

##注#

R

为正常对照组&

^

为模型组&

%

为雷公藤多苷组&

F

为
SP+

低剂量组&

<

为
SP+

中剂量组&

S

为
SP+

高剂量

组&与正常对照组比较"

!

W X "

!

":

&与模型组比较"

"

W X

"

!

":

"

""

W X "

!

"#

& 与雷公藤多苷片 组 比 较"

#

W X

"

!

":

"

##

W X"

!

"#

图
!

$大鼠滑膜组织
%=DN=D.

$

$

)

%=DN=D.

$

7

蛋白

表达比较

讨##论

OR

是一种由于滑膜组织炎症和增殖造成的慢性

关节功能障碍"并引起骨骼和软骨破坏的自身免疫性

疾病'

#"

(

"其中"

(

细胞过度活化和滑膜细胞异常增殖

在
OR

中起关键性作用'

##

"

#!

(

* 本实验发现"

SP+

能够

纠正
%'R

大鼠
%F8

Y

H%FB

Y及
(@#H(@!

细胞失衡所

致的机体免疫功能亢进状态"同时能够激活凋亡相关

蛋白
%=DN=D.

$

7

)

%=DN=D.

$

$

"诱导线粒体依赖性的

滑膜细胞凋亡"而
SP+

促进
OGP

合成可能为其发挥

治疗作用的机制之一*

OGP

是生物体内一类活性含氧化合物的总称"

主要来源于线粒体"是有氧细胞的毒性副产物* 在稳

态平衡失调的情况下"体内自由基和
OGP

的产生与

许多疾病的发生)发展密切相关"其中羟自由基的活性

最高且影响最大'

#$

(

* 本实验观察到
SP+

各用药浓度

均可升高
%'R

大鼠滑膜细胞的羟自由基水平"特别是

SP+

中)高剂量组滑膜细胞羟自由基的表达明显高于

%'R

模型组"大鼠体内羟自由基蓄积浓度升高"机体处

于氧化应激状态* 研究表明"机体的氧化还原状态可

以影响机体免疫应答类型'

#8

(

#氧化应激能够促进
(@!

细胞的分化而抑制
(@#

细胞的分化* 本实验结果也

表明"

SP+

各剂量组均可降低
%'R

大鼠升高的
(@#

型

细胞因子
'+S

$

!

水平"其中以
SP+

中剂量组减少最为

明显&与
%'R

模型组比较"

SP+

各剂量组的
(@!

型细

胞因子
'U

$

8

含量均有不同程度地升高"提示
SP+

在

OR

的治疗过程中发挥着类似
'+S

$

!

拮抗剂和
'U

$

8

激

动剂的作用* 除参与免疫应答中
(@

细胞的极化外"

OGP

还直接或间接参与
(

淋巴细胞的活化* 我们用

流式细胞术检测到
%'R

大鼠外周血中有大量浸润的

%F8

Y

(

淋巴细胞"其
%F8

Y

H%FB

Y较正常对照组显著

升高"同时抑制性
(

淋巴细胞数量明显下降"提示机体

免疫应答亢进"处于炎症状态* 而给予
SP+

治疗后"

能显著下调
%'R

大鼠辅助
(

淋巴细胞和
%F8

Y

H

%FB

Y比值"升高抑制性
(

淋巴细胞水平"使
%'R

大鼠

免疫系统恢复平衡"从而达到治疗目的* 综合以上结

果"说明
SP+

可以通过调节
(

淋巴细胞免疫功能"恢

复细胞因子网络平衡来发挥对
OR

的治疗作用"而这

与以往研究发现一致'

#:

(

*

除了对免疫功能产生影响外"

SP+

还可通过增加

OGP

的释放来触发滑膜细胞凋亡的级联反应'

:

"

#9

(

*

曾慧兰等'

#;

(证实"

OGP

中度升高则诱导细胞凋亡"而

更高水平则直接导致细胞坏死*

OGP

促进凋亡的机

制可能是通过直接损伤线粒体膜导致线粒体膜通透性

改变)释放细胞色素
%

)激活
%=DN=D.

$

7

)

%=DN=D.

$

$

"从而对整个凋亡过程起到正反馈的放大作用"使线

粒体膜电位的下降进入不可逆过程"最终发生凋亡*

本实验表明"

SP+

低)中)高剂量组均能显著上调凋亡

执行蛋白
%=DN=D.

$

7

)

%=DN=D.

$

$

的表达"诱导滑膜

细胞凋亡"但从蛋白平均灰度值反应的情况来看"起始

蛋白
%=DN=D.

$

7

与效应蛋白
%=DN=D.

$

$

的表达量

之间并无显著性关系*

SP+

主要由羌活)独活)青风藤)防风)麻黄)生

姜)川芎)血竭)元胡等组成"方中羌活与独活相伍"能

祛一身之风寒湿邪"故用为君药* 由于痹证日久入络"

故又用通经入络)善治风疾的青风藤为臣药"祛风除

湿"温通经络"助羌活搜风散寒祛湿)通络止痛* 防风)

麻黄)生姜发汗散湿使邪从汗解"川芎)血竭)元胡等活

血行气)通络止痛"诸药合用"共奏祛风散寒"除湿通
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##

络"活血止痛之功* 本次实验结果表明"风湿宁胶囊具

有抑制关节炎症及诱导过度增殖的滑膜细胞凋亡的作

用"这可能与
SP+

复方中祛风湿药的非特异性抗炎)

镇痛)调节免疫和活血化瘀药的改善微循环)抑制滑膜

细胞增殖的药理基础有关*

OR

的发病机制可谓是一个千丝万缕的网络"其

中免疫功能紊乱和滑膜细胞凋亡受阻之间很可能存在

某种联系"而
OGP

可能是两者联系的一个节点* 从

本实验的结果来看"

SP+

通过升高细胞内
OGP

水平"

主要产生两方面的影响#一方面
OGP

产生过多时可

促进
(

淋巴细胞亚群恢复平衡和调节免疫应答中
(@

细胞的极化&另一方面"高表达的
OGP

氧化攻击线粒

体"引起线粒体肿胀"线粒体膜电位下降"最终导致

%=DN=D.

$

7

)

%=DN=D.

$

$

的激活"诱导滑膜细胞的凋

亡"从而从平衡机体免疫功能及抑制滑膜过度增生两

方面"防止
OR

的发生发展"有望为
OR

治疗提供新

思路*
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