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0XDC->DW; J>=;JJ

(

MJ>=-F-1LJ <01.J-HHK-=DC;J

(

V;-<#

$

3=A!UMBP JDF@-1D@F <->K`-.

##干燥综合征$

OQ

%

F=;@

&

J J.@C=0?;

"

OO

'是一种

以外分泌腺的慢性炎症病变为主要特点的自身免疫性

疾病"临床有多系统的受累"属弥漫性结缔组织病"患

者常以明显的口干)眼干)肤干)反复发作的腮腺肿大

及关节疼痛为主要临床表现%

#

&

"也可侵犯心)肺)肝)

脾)肾)血液)关节等其他器官"表现为多系统)多脏器

受累* 尹芳蕊等%

!

&发现
7%

例原发性
OO

患者中
!8

例

$

&72 &c

'心脏彩超检查异常* 然而
OO

导致心脏病

变的机制目前尚不清楚* 本研究通过观察
OO

大鼠的

心功能)氧化应激指标)血清细胞因子及心肌结构的变

化"初步探讨了黄芪多糖$

MJ>=-F-1LJ <01.J-HHK-

$

=DC;

"

M6O

'对其作用机制"现将研究结果报告如下*

材料与方法

#

#动物#清洁级雄性
+DJ>-=

大鼠
$8

只"鼠龄

& d$

个月"体质量$

#%"

'

!"

'("由安徽省实验动物中

心提供"合格证号#

O'[V

$皖'

!"##

"

""!

* 在室温

!!

)

!8

* 下饲养"相对湿度
%"c

)

:"c

"自然光照

周期"实验操作过程均饲养于标准动物房"适应性饲养

!

周*

!

#药物#

M6O

#

#"" ?FU

瓶$纯度
e4"c

'"上海

源叶生物科技有限公司"批号#

!"#!"8"!

"将
M6O

研

成细末"加生理盐水"配制成混悬液$浓度
# ?FU?5

'(

硫酸羟氯喹片#

"

!

# FU

片"上海中西制药有限公司"批

号#

#!"7"%

"将硫酸羟氯喹片研成细末"加生理盐水"

配制成混悬液$浓度#

% ?FU?5

'*

&

#试剂及仪器#弗氏完全佐剂"美国
ODF?-

公

司 $批号#

"48I87&"

'(超氧化物歧化酶$

JL<;=0X

$

DC; CDJ?L>-J;

"

OT9

'批号#

#&"$8%B

"丙二醛$

?-

$

10@CD-1C;K.C;

"

,9M

' 批号#

#&"887B

"总抗氧化能

力 $

>0>-1 -@>D0XDC-@> H-<-HD>.

"

*M'

' 批 号#

#&"$%!B

"活性氧$

=;-H>DW; 0X.F;@ J<;HD;J

"

BTO

'

批号#

#&"84%B

"肿瘤坏死因子$

!

$

>L?0= @;H=0JDJ

A-H>0=

$

!

"

*3Y

$

!

' 批号#

#&"4#%B

"

)5

$

&%

试剂盒"批

号#

#&"7%#B

"以上试剂均购自上海源叶生物技术有

限公司(

*B)R01

试剂$批号#

#%%4:

"

"!:

'"美国
)@

$

WD>=0F;@

公司(逆转录试剂盒 $

B;W;=>MDC

*,

YD=J>

O>=-@C H93M O.@>K;JDJ VD>

"批号#

""":$%!%

'"加

拿大
Y;=?;@>-J

公司(

6'B

扩增试剂盒 $批号#

""#%!&87

'"加拿大
Y;=?;@>-J

公司(氯仿 $批号#

!"#&"$#4

'"上海建信化工有限公司试剂厂(无水乙

醇$批号#

!"#&"%!:

'"上海苏燃化学试剂有限公司(

异丙醇$批号#

!"#&"%#!

'"南京化学试剂厂(

9P6'

"

德国
BLD^D0

公司*

O6

相关试剂#活性氧自由基$

=;

$

-H>DW; 0X.F;@ J<;HD;J

"

BTO

"批号#

Gb:&78!

'(活

性氮自由基 $

=;-H>DW; @D>=0F;@ J<;HD;J

"

B3O

"批

号#

Gb$84$&

'(谷胱甘肽$

F1L>->KD0@;

"

ZOG

"批号#

Gb8:%7!

'(硫氧还蛋白 $

>KD0=;C0XD@

"

*B[

"批号#

Gb:7!%8

'兔
)FZ

单克隆抗体"美国
O-@>- '=LR

公

司(

O6

试剂盒及
9ME

试剂免疫组化染色试剂盒"北

京康为世纪生物有限公司* 大鼠心肌组织血红素氧合

酶
#

$

K;?; 0X.F;@-J;

$

#

"

GT

$

#

')

"

$谷氨酸半胱氨

酸合成酶$

"

$

F1L>-?DH -HDC -@C - K-1A 10@F F1.HD@;

J.@>K;>-J;

"

"

$

Z'O

'蛋白试剂"德国
M^H-?

公司*

B)6M

细胞裂解液及
E'M

蛋白质定量试剂盒"江苏碧

云天生物技术研究所(十二烷基磺酸钠$

J0CDL? C0

$

C;H.1 JL1A->;

"

O9O

'#德国
O;=W-

公司(甘氨酸#美国

M,BPO'T

公司(

3

"

3

"

3

&"

3

&"四甲基二乙胺$

3

"

3

"

3

&"

3

&$

>;>=-?;>K.1;>K.1;@;CD-?D@;

"

*P,P9

')

*=DJ

碱#美国
ODF?-

公司(

6/9Y

膜#美国
,D11D<0=;

公司* 荧光定量试剂及实验耗材"

*-V-B-

公司酶标

仪$雷杜"型号#

B*

$

:"""

'(

ED0<-H

多道生理记录仪

$美国
E)T6M'

公司'(离心机$安徽嘉文仪器装备有

限公司"型号#

(+&"!#GB

'(漩涡混合器$江苏其林贝

尔仪器制造公司"型号#

Z5

$

88E

'(排枪$德国
P<<;@

$

C0=A

公司"

%"

"

&"" #5

'(电热恒温箱$上海三发科学

仪器有限公司"型号#

936

$

4"%!EO

$

$

'* 普通
6'B

仪$型号#

ME)!7!"

'"美国
ME)

公司(稳压稳流电泳仪

$型号#

9aa

$

:E

'"北京六一仪器厂(冷冻离心机$型

号#

*Z5

$

#8B

'"珠海黑马医学仪器有限公司(荧光定

量
6'B

仪$型号#

ME)7%""

'"美国
ME)

公司(凝胶图

像分析仪"美国
ED0

$

B-C

公司产品$型号#

Z;1 90H

[B

'(

[

胶片"日本
V0C-I

公司(水平摇床$型号#

b9

$

4%%:

'"太仓市科教器材厂*

$

#抗原制备方法#参照文献%

&

"

$

&"超净工作台

上按解剖部位取出
O9

大鼠的颌下腺"仔细剔除腺体包

膜及结缔组织"用氯化钠注射液冲洗净* 置无菌滤纸上

吸干"称重后剪碎"加入
"

!

# ?01U5 <G 7

!

!

的磷酸缓冲



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!!"(##!

液$

# ?01U5

对腺体'"在匀浆器内将其制成匀浆$以上

操作均在冰浴中进行'"采用差速离心法进行抗原的纯

化"将此匀浆反复离心后的上清液置于高速低温离心机

中离心
! K

"取上清液"用分光光度计测定蛋白抗原含

量* 用
"

!

# ?01U5 <G 7

!

!

的
6EO

将其稀释"将羊毛脂

和液体石蜡按
#

+

&

的比例混合"并加人卡介苗"配制成

完全弗氏佐剂$

'YM

'* 将稀释后的蛋白抗原与等体积

的
'YM

混合"冰浴中充分乳化成
'YM

$

<

*

%

#动物模型的制备)分组及干预方法#参照文献

%

%

&"将
$8

只大鼠随机分为
$

组#空白组)模型组)中药

组)西药组"每组
#!

只* 分别向$空白除外'每只鼠两后

足跖部皮下注射抗原
"

!

# ?5

造模"

"

!

! ?5U

鼠"

&:

只

制成
OO

模型"

&&

只出现干燥症状"饮水量增加"颌下腺

肿大"毛发枯燥"造模成功率为
4#

!

:7c

"失败模型予以

替补* 致炎后第
#4

天开始干预"中药组灌胃
M6O

$

# ?5U#"" F

"相当于临床用人用药剂量
#"

倍'"每天

#

次(西药组灌胃硫酸羟氯喹$

"

!

"&#!% FUIF

"相当于临

床用人用药剂量
#"

倍'"每天
#

次"空白组及模型组灌

胃等体积生理盐水"各组均连续干预
&"

天*

:

#检测指标及方法

:

!

#

#一般状态观察#记录各组大鼠造模后
#$

天

$干预前'及干预后体质量)饮水量)毛色)活动度*

:

!

!

#脾指数)颌下腺指数计算#处死动物后摘除

脾脏)颌下腺称重"计算脾指数及颌下腺指数"脾指数

$

c

'

f

脾重量$

F

'

U

大鼠体质量$

F

' ,

#""c

(颌下腺指

数$

c

'

f

颌下腺重量$

F

'

U

大鼠体质量$

F

' ,

#""c

*

:

!

&

#有创血流动力学检查心功能#参照文献

%

:

&* 各组随机取
%

只大鼠称体质量"

&

!

%c

水合氯

醛
# ?5U#"" F

腹腔麻醉* 仰卧位固定"胸部
!"c

硫

化钠脱毛备皮"右颈总动脉插管逆行进入左心室后"连

接多导生理记录仪"记录心率$

GB

')心室收缩末压

$

5/O6

')心室舒张末期压$

5/696

')左室内压上升

下降最大速率$

C<UC>?-X

'* 所有导管以
"

!

#& c

肝

素生理盐水冲洗* 监测完毕后开胸迅速取出心脏并称

质量"计算心脏质量指数$

G)

'"

G) f

心脏质量
U

体质量*

:

!

$

#

OT9

)

,9M

)

*M'

)

,9M

)

*3Y

$

!

)

)5

$

&%

检

测#干预结束后乌拉坦$

"2 #7 FUIF

'腹腔注射麻醉"

腹主动脉采血"

& """ = U?D@

离心
% ?D@

"取血清"置

"

8"

* 冰箱保存待测* 血清
OT9

)

,9M

)

*M'

)

BTO

)

*3Y

$

!

)

)5

$

&%

测定采用
P5)OM

双抗体夹心法"

具体操作步骤按试剂盒说明书进行* 结果判定#在波

长
$%" @?

的酶标仪上读取各孔的
T9

值(以
T9

值为

纵坐标"以标准品的浓度为横坐标"绘制曲线图(根据

样品的
T9

值查找对应的浓度范围*

:

!

%

#心肌组织病理观察#每组大鼠脱颈处死"

打开胸腔取出心脏"去除周围结缔组织"经生理盐水洗

涤后用滤纸吸干"取心尖部置于
#"c

中性福尔马林固

定"常规石蜡包埋)切片$

$ #?

')

GP

染色)免疫组化

染色"光镜观察*

:

!

:

#心肌组织胞质接头蛋白$

V;1HK

$

1DI;P'G

$

-JJ0HD->;C<=0>;D@#

"

V;-<#

')巨噬细胞活化因子

$

?-H=0<K-F; -H>DW->D@F A-H>0=

"

,-A

')核因子
P!

相关因子
!

$

@LH1;-= A-H>0= ;=.>K=0DC !

$

=;1->;C A-H

$

>0= !

"

3=A!

'

?B3M

检测#采用
B*Y]

$

6'B

法* 根

据美国加利福尼亚州
)@WD>=0F;@

公司提供的序列号"

使用
6=D?;= 6=;?D;= %

软件设计并分析引物"引物序

列见表
#

*

?B3M

检测步骤#在液氮罐里取出大鼠心

组织$

#""

'

!"

'

?F

"将心组织用匀浆器匀浆"用
*B

$

)R0)

试剂盒提取心组织总
B3M

* 总
B3M

按照
,

$

,L1W

反转录试剂盒说明书提供的方法进行反转录*

6'B

反应体系为
!" #5

"包括反转录产物
! #5

"正)反

向引物各
# #5

及
OaEB Z=;;@

染料
#" #5

"水补足

至
!" #5

* 反应条件为
4%

* 预变性
& ?D@

"变性

$

4%

*'

&" ?D@

"退火
#% J

"延伸$

:"

*'

:" J

"

$"

个

循环"

$

* 终止* 本次实验所使用的分析方法为相对

量化分析$

=;1->DW; \L-@>DADH->D0@ J>LC.

'"分析所采

用的指标为#

!

"

!!'>

*

表
#

#

B*Y]

$

6'B

引物序列及扩增长度#

基因 引物序列
扩增长度

$

^<

'

%

$

-H>D@

上游
%

&$

'Z'ZMZ*M'MM''**'**Z'

$

&

&

下游
%

&$

'Z*'M*''M*ZZ'ZMM'*ZZ

$

&

&

7"

V;-<#

上游
%

&$

*ZZZ*'MMM*M'ZM'*Z'''

$

&

&

下游
%

&$

*ZZ'*'M*M*'*'*''M'Z'

$

&

&

%8!

,-A

上游
%

&$

Z'*M'M'M'M'Z'M**'

$

&

&

下游
%

&$

Z'*'**M''''M'*'MM

$

&

&

:87

3=A!

上游
%

&$

'''MZ'MZZM'M*ZZM***Z

$

&

&

下游
%

&$

***ZZZMM*Z*ZZZ'MM''*

$

&

&

!4&

:

!

7

#心肌组织
BTO

)

B3O

)

ZOG

)

*=[

蛋白检测

采用
O6

法"参照试剂盒说明操作*

BTO

)

B3O

)

ZOG

)

*=[

单克隆抗体
#

+

!""

稀释"每组切片中任选
#

张用
"

!

"# ?01U5 6EO

液代替一抗进行染色"为阴性

对照* 每张切片任选
%

个视野"以细胞胞浆)胞质)胞

核中出现黄色或棕褐色颗粒为阳性反应* 免疫组化染

色的半定量判定#蛋白表达染色指数染色强度
M

#无

色)淡黄)棕黄)棕褐分别计为
"

)

#

)

!

)

&

分(染色广度

E

#阳性细胞数占总细胞数的百分比(

M

)

E

两项所得相

乘所得数值为免疫组化染色指数"染色指数越高"蛋白

表达越强* 积分光密度$

)T9

'采用图象分析软件$

)?

$



!!$)##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

-F;

$

<=0<1LJ

专业图像分析软件系统"美国
,;CD-

'.^;=@;>DHJ

公司'进行图像分析"用
)T9

表示
BTO

)

B3O

)

ZOG

)

*=[

蛋白的表达(计算公式#

)T9 f

面积

密度,平均光密度* 阳性反应
)T9

越大"表示蛋白表

达越强*

:

!

8

#

GT

$

#

及
"

$

Z'O

蛋白表达水平检测#

B)

$

6M

液提取心脏组织蛋白"用考马斯亮蓝蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度"用
+;J>;=@ ^10>

法检测
GT

$

#

)

"

$

Z'O

蛋白表达"用
E-@COH-@

软件测定凝胶各条带

的积分吸光度 $

D@>;F=->;C -^J0=^-@H;

"

)M

'值"以

%

$

-H>D@

为内参照"以
GT

$

# U%

"

-H>D@

)

"

$

Z'O U%

"

-H

$

>D@

比值表示
GT

$

#

)

"

$

Z'O

蛋白表达水平*

7

#统计学方法#采用
O6OO #7

!

"

软件"数据采

用
X

'

J

表示"正态性分布数据"组间比较采用独立样

本
>

检验(非正态分布数据采用秩和检验(相关性分析

采用
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OO

大鼠心功能下降"表现在

GB

)

G)

)

5/O6

)

5/P96

显著升高$

6 _"

!

"%

'" '

C<UC>

$

?-X

显著下降"同时致炎细胞因子
*3Y

$

!

)

,9M

)

BTO

)

B3O

)

V;-<#

$

3=A!UMBP

信号传导通路)

GT

$

#

)

"

$

Z'O

显著升高$

6 _"

!

"%

"

6 _"

!

"#

'"抑炎细胞因子
)5

$

&%

)

*M'

)

OT9

)

ZOG

)

*B[

的 表 达 显 著 降 低

$

6 _"

!

"#

'"说明
OO

大鼠在发生炎性反应及氧化应激

的同时"其心功能也发生了改变* 与
OO

模型大鼠比

较"各治疗组大鼠体质量)

)5

$

&%

)

OT9

)

*M'

)

ZOG

)
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*B[

的表达显著升高"

GB

)

5/P96

) '

C<UC>?-X

)

,9M

)

BTO

)

*3Y

$

!

)

BTO

)

B3O

)

V;-<#

)

,-A

)

3A=!

?B3M

)

GT

$

#

)

"

$

Z'O

蛋白表达量显著降低$

6 _"

!

"%

"

6 _"

!

"#

'"说明药物干预后"

OO

大鼠心功能)炎症反

应)氧化应激状态明显改善"而中药组改善更为显著*

V;-<#

$

3=A!

$

MBP

是近年新发现的机体抵抗内外界氧

化损伤的防御性转导通路* 研究发现#

3=A!

是一种间

接发挥抗氧化作用)控制外周淋巴系统)维持内环境稳

定及对自身免疫监督的重要内源性保护因子%

8

&

*

3=A!

能调节促炎症反应的刺激因素并能保护炎症损伤的细

胞和组织"在病理性炎症反应中起到保护作用%

4

"

#"

&

*

3=A!

诱导的下游靶基因
GT

$

#

是重要的抗炎酶"其抗炎

机制被认为是增加一氧化碳水平和抑制巨噬细胞的活

性%

##

&

*

3=A!

本身能够负性调节炎症调节因子和酶类"

如炎性细胞因子)炎症趋化因子)细胞黏附分子)金属蛋

白酶)环氧合酶
!

$

'T[

$

!

'等*

VD? (

等%

#!

&已经详细

综述了
3=A!

与先天性和自身性免疫疾病的关系*

3=A!

$

MBP

的激活可介导了一系列酶类的产生"如

OT9

)过氧化氢酶$

H->-1-J;

')谷胱甘肽过氧化物酶

$

F1L>->KD0@; <;=0XDC-J;J

"

Z6XJ

')过氧化氧化还原

酶$

<;=0XD=;C0XD@J

"

6=XJ

')

GT

$

#

等* 这些自由基清

除酶类组成了一个强大的抗氧化防御体系%

#&

&

* 研究证

实#心脏保护作用的作用机制与通过
3=A!

$

MBP

信号通

路诱导
GT

$

#

表达相关"

GT

$

#

系统被认为具有抗氧化)

维持微循环)调节细胞周期及抗炎等功能%

#$

"

#:

&

* 本研

究结果提示经药物治疗后"

OO

大鼠心功能改善"可能与

3=A!

$

MBP

信号通路参与了心脏的保护功能有关*

M6O

是黄芪的有效活性成分之一"可通过抑制人

心脏微血管内皮细胞$

KL?-@ H-=CD-H ?DH=0W-JHL

$

1-= ;@C0>K;1D-1 H;11J

"

G',P'

'的
3Y

$

&E

信号通路"

从而减少炎症相关基因表达%

#7

&

* 它能提高人体免疫

功能"增强细胞生理代谢"提高巨噬细胞活性"是理想

的免疫增强剂"它能促进
*

细胞)

E

细胞)

3V

细胞等

免疫细胞的功能%

#8

&

*

M6O

可通过提高细胞表面黏附

分子的表达而促进淋巴细胞及内皮细胞的黏附"促使

淋巴细胞再循环"增加淋巴细胞与抗原接触机会"发挥

免疫增强作用"调节
*

淋巴细胞活化的细胞免疫"逆转

细胞免疫功能低下%

#4

&

* 目前羟氯喹$

G']

'是公认的

治疗
OO

的药物%

!"

"

!#

&

"

G']

平均有效率
6

G']

f

:$

!

%!c

"本研究结果显示黄芪多糖在改善
OO

大鼠整

体功能方面优于羟氯喹*

研究表明"细胞因子可降低心肌收缩力及心输出

量"促发自发性功能障碍"胰岛素抵抗"内皮损伤及血

液高凝状态等%

!!

&

*

*3Y

$

!

浓度与原发病无关"但与心

功能级别呈正相关"与
5/PY

呈负相关%

!&

&

*

*3Y

$

!

主

要是通过下调肌浆网
'-

! g

$

M*6

酶的表达"从而推迟

舒张心肌细胞钙离子的再吸收和衰减"最终导致心脏

舒张功能不全%

!$

"

!%

&

*

综上所述"

OO

大鼠存在心功能的降低和心肌结构

破坏*

M6O

在改善
OO

大鼠免疫炎症反应的同时"改

善其心功能"其机制可能与
V;-<#

$

3=A!UMBP

信号传

导通路活化有关(下调氧化反应元件
,9M

)

BTO

)

BTO

)

GT

$

#

)

"

$

Z'O

蛋白表达量"上调抗氧化反应元

件
OT9

)

*M'

(同时下调血清致炎因子
*3Y

$

!

水平"

上调抑炎因子
)5

$

&%

的表达"降低免疫复合物的沉积"

减少炎症反应对心肌组织的损伤"从而改善心功能*

同时由于本实验周期不够长"且在心功能检测方面可

能存在少许误差"是今后实验需要注意的问题*
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第十八次全国儿科中西医结合学术会议征文通知

由中国中西医结合学会儿科专业委员会主办&贵州省人民医院承办的第十八次全国儿科中西医

结合学术会议拟于
!"#$

年
8

月
#%

(

#7

日在贵州省贵阳市召开!届时将邀请儿科全国知名专家进行

专题报告!并进行学术论文交流$ 现将征文要求通知如下$

征文内容#"

#

#中西医结合及中医&西医儿科的临床论著&实验研究和专题综述'"

!

#临床儿科疑

难&重症&少见病例报道'"

&

#中西医结合药理或诊断研究'"

$

#儿科中西医结合理论及方法研究等$

"

%

#对儿科中西医结合工作的建议等$

征文要求#"

#

#尚未公开发表的学术论文!具有科学性&先进性和实用性'"

!

#稿件应为全文并附

$""

)

8""

字摘要!摘要必须包括目的&方法&结果和结论四项要素'"

&

#稿件中请注明作者单位&通信

地址&邮政编码&电子邮箱及电话等联系信息'"

$

#一律采用
,DH=0J0A> +0=C

文档投稿'"

%

#稿件或意

向参会者的信息!请发至电子邮箱%

HLD.LXD-#4:4S#:&2H0?

$ "

:

#征文截止日期%

!"#$

年
:

月

&"

日$

联系方式#联系人%贵州省人民医院儿科 崔玉霞!电话%

"8%#

"

%4!&4"7

'手机%

#&48%#"%:!"

!

电子邮箱%

HLD.LXD-#4:4S#:&2H0?


