
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

"

+,- !"#$

"

./01 %$

"

2/

!

$

基金项目#教育部高等学校博士学科专项科研基金$

2/1 !"#!""#%##"""3

%

作者单位#

#1

北京中医药大学东方医院风湿科$北京
#"""45

%&

!1

北京中医药大学第三附属医院老年病科$北京
#"""!6

%&

%1

北京中医药大

学东方医院按摩科$北京
#"""45

%

通讯作者#孟凤仙"

)70

#

"#"

"

343564!"

"

8

#

9,:0

#

9;<"5!%=#3%1>/9

?@(

#

#"

!

433#A&'(+

!

!"#$

!

"$

!

"3#!

半夏芩连汤对干燥综合征模型
2@?

小鼠

)B#4A(C

#

#4

免疫炎性途径的影响

陆$妍#

$陈$!

$王亚南#

$刘$慧#

$张继胜#

$马卫国#

沈志明#

$王$洁#

$王$康%

$孟凤仙#

摘要$目的$探讨干燥综合征!

DE

%

FG7H

&

I I-HJG/97

"

DD

#外分泌腺免疫炎性损伤的分子机制及半夏芩

连汤的干预作用$ 方法$将
#5

只雌性
2@?

小鼠随机分为模型组%阳性药组%中药组"每组
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甙片
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灌胃"中药组每天予半夏芩连汤按生药
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灌胃$ 连续给药
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%病因尚不明确"一般认为与遗传'免疫'

病毒感染'内分泌及环境因素有关( 现代医学认为"

QDD

外分泌腺病理损伤机制是一种多因素综合作用

的结果( 治疗方面"

!""5

年美国风湿病年会仍然认

为目前无
QDD

免疫抑制治疗的循证医学方案"传统的

糖皮质激素'免疫抑制剂及现代生物制剂
)2]

#

!

拮抗

剂均无肯定作用)

#

*

( 中医治疗本病虽然历史悠久"经

验丰富"但基本停留在临床阶段的个体化诊疗水平"特

异性治疗手段少"并且缺乏作用机制'药效靶点'临床

药理学等环节的系统研究)

!

"
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" 极大地影响了药物的

使用范围( 本研究采用
2@?

小鼠体内实验方法"评

价有良好临床疗效的半夏芩连汤对模型动物腮腺'颌

下腺组织及血清
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#

#4

途径的影响"以期探讨中药治

疗
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的生物学机制和作用靶点(

材料和方法
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周龄"体重$
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"购于北京华阜康生物科技

股份有限公司( 许可证号#

D&b\

$京%

!""6

"

"""c

(

清洁级雌性
KTCKA>

小鼠
3

只"

5 a 6

周龄"体重

$

#5

!

%!

'
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!
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%
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"购于北京华阜康生物科技股份有

限公司( 许可证号#

D&b\

$京%

!""6

"

"""4

&饲养于

北京中医药大学科研实验中心屏障环境动物实验室(

单笼饲养"自由进食饮水(
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$药物$半夏芩连汤煎剂$组成#半夏
6 F

黄芩

6 F

$黄连
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$北沙参
#$ F

$生石膏
%" F

$白芍
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山萸肉
%" F

等%"由北京中医药大学东方医院药剂科

提供( 雷公藤多甙片#

#" 9FA

片"湖南协力药物有限

公司"生产批号#
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$试剂与仪器

%
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TQQ0:7J K:/I-IP79I 4$""

型定量
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仪)美国应用生物系统$

TK(

%公司*&
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#

63AZAY

$

L

% 梯度
O&N

仪$博日科技有限公司%&

Y&

#

%"#5N

高

速冷冻离心机$中科中佳公司%&紫外分光光度计
W.

#

!"""

$尤尼柯"上海仪器有限公司%&

N)

#

3"""

型酶标仪

$深圳雷杜公司产品%&

?XX

#

#"&

电泳仪$北京六一仪

器厂%&

'X

#

!X#

转膜仪$北京君意东方电泳设备有限公

司%&
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$造模方法$采用自发性
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鼠进行实验研究)
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$分组及给药方法$
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性饲养
c

周后"根据体重进行随机分组( 分为模型组'

阳性药组'中药组"每组各
3

只(
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只设

为空白对照组( 空白对照组与模型组每日予去离子水
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灌胃( 阳性药组每日予雷公藤多甙片
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胃
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体重用量的
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倍%( 中
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转录水平$取各组小鼠腺体组织"使用

)G:`/0

试剂提取
N2T

后"进行一步法
N)

#

O&N

反应"

检测
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%值(

4

!

!

$

*7IP7GH L0/P

方法测定
TUO$

'

+%N

蛋白

表达水平$取腺体组织
%" 9F

"加入
!"" "C

蛋白裂解

液"彻底混匀( 冰上组织裂解
#$ 9:H

( 匀浆后"

c

("

#! """ GA9:H

"离心
#" 9:H

( 取上清"用
K&T

蛋白定

量试剂盒测定蛋白浓度后"将各样本蛋白调整至相同"

将定量好的各样本按
#

)

#

比例加入
!

*

0/,J:HF LR;;

#

7G

混匀"煮沸变性
$ 9:H

后"保存于"

!"

(备用( 采

用
D?D

聚丙烯凝胶电泳"电泳时依次配制
#!d

分离

胶"

$d

浓缩胶"加定量后蛋白样本"电泳"浓缩胶

5" .

"分离胶
#!" .

"待溴酚蓝电泳至胶底部时终止电

泳( 湿法电转移至
O.?]

膜"约
#!" 9:H

"放入
)KD)

中洗
#

次"

$ 9:H

( 将
O.?]

膜放入封闭袋中"根据膜

面积以
"

!

# 9CA>9

! 量加入封闭液
)KD)

$含
$d

脱脂

奶粉%"将膜浸入后"在水平摇床上缓缓摇动"室温
! B

(

用封闭液将一抗按照
#

)

# """

比例稀释"与膜共同孵

育"

c

(过夜( 孵育结束"

)KD)

洗
%

次"每次
#" 9:H

(

用封闭液稀释辣根过氧化物酶$

Y/GI7 N7JJ:IB O7G

#

/<:J,I7

"

YNO

%标记的二抗"稀释比例
#

)

$ """

"将稀释

后的二抗与膜共同孵育
! B

( 孵育结束"

)KD)

洗
c

次"

每次
#" 9:H

(

8&C

化学发光显色液曝光"采用凝胶图

像分析系统对
*7IP7GH L0/P

蛋白杂交条带进行扫描"

并用
F70

#

QG/

软件对图像进行灰度分析(

TUO$

相对

含量的变化+目的蛋白灰度
AT>P:H

灰度(

+%N

相对含

量的变化+目的蛋白灰度
AT>P:H

灰度(

4

!

%

$

8C(DT

方法检测血清
(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白含量

取出"

5"

(冰箱保存的血清置于 "

!"

(冰箱过夜

后"于
c

(环境解冻( 严格按照
8C(DT

试剂盒说明书

检测
(C

#

#4

'

(C

#

3

在小鼠血清中的表达(

5

$统计学方法$采用
DODD !"

!

"

进行数据统

计"计量资料以
<

'

I

表示"采用单因素方差分析比较"

方差齐时两两比较应用
CD?

法"方差不齐时用

Z,97I Y/_700

法(

O V"

!

"$

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组小鼠一般情况变化$正常组
KTCKA>

小

鼠生长状态良好"毛色光泽柔顺"饮食及活动正常"反

应灵敏( 实验过程中模型组部分小鼠出现消瘦'饮水

量增多'躁动不安'毛发干枯脱毛症状"或出现腮腺肿

大( 实验
c

周后"中药组小鼠焦躁状态逐渐减轻"较模

型组安静"反应无迟缓(

3 a4

周后阳性药组小鼠焦躁

状态开始减轻( 至实验结束前"模型组小鼠消瘦'毛发

干枯等症状未改善(

!

$各组
(C

#

3

'

(C

#

#4 9N2T

水平比较$图
#

'

!

%$

与正常组比较"模型组
(C

#

3

'

(C

#

#4

'

TUO$

'

+%N 9N2T

表达显著上调"差异有统计学意义$

O V"

!

"#

%( 与模型

组比较"阳性药组'中药组
(C

#

3

'

(C

#

#4 9N2T

表达显著

下调"差异有统计学意义$

O V"

!

"#

%&阳性药组
TUO$

'

+%N 9N2T

表达显著下降"差异有统计学意义$

O V

"

!

"$

"

O V"

!

"#

%( 与中药组比较"阳性药组
(C

#

3

'

(C

#

#4

'

+%N 9N2T

转录水平显著下调"差异有统计学意

义$

O V"

!

"#

%"

TUO$ 9N2T

表达则差异无统计学意

义$

O e"

!

"$

%( 扩增曲线及熔解曲线$图
!

%(

$$注#与模型组比较"

!

O V "

!

"$

"

!!

O V "

!

"#

&与阳性

药组比较"

"

O V"

!

"#

图
#

$各组小鼠腺体
(C

#

3

'

(C

#

#4

'

TUO$

'

+%N 9N2T

表达水平比较
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$

!!"($$!

$$注#

T aY

分别为
(C

#

3

'

(C

#

#4

'

+%N

'

TUO$ 9N2T

扩增曲线及溶解曲线

图
!

$

(C

#

3

'

(C

#

#4

'

+%N

'

TUO$ 9N2T

扩增曲线及溶解曲线图像

$$

%

$各组
TUO$

'

+%N

蛋白表达水平比较$图
%

'

c

%$与正常组比较"模型组
TUO$

'

+%N

蛋白表达上

调"差异有统计学意义$

O V"

!

"#

%&与模型组比较"阳

性药组
TUO$

'

+%N

蛋白表达下调"差异有统计学意

义$

O V"

!

"$

"

O V"

!

"#

%( 阳性药组较中药组
TUO$

'

+%N

蛋白表达下调明显"差异有统计学意义 $

O V

"

!

"#

%(

$$注#与模型组比较"

!

O V"

!

"$

"

!!

O V"

!

"#

&与阳性药组比

较"

"

O V"

!

"#

图
%

$各组小鼠腺体组织
TUO$

'

+%N

蛋白表达水平比较

$$注#

T

为正常组&

K

为模型组&

&

为阳性药组&

?

为中药组

图
c

$各组
TUO$

'

+%N

蛋白印记图

$$

c

$各组
(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白表达水平比较$图
$

%$

与正常组比较"模型组
(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白表达上调"差异

有统计学意义$

O V"

!

"#

%( 与模型组比较"阳性药组'

中药组
(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白表达下调"差异亦有统计学意

义$

O V "

!

"$

"

O V "

!

"#

%( 与中药组比较"阳性药组

(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白表达差异无统计学意义$

O e"

!

"$

%(

$$注#与模型组比较"

!

O V"

!

"$

"

!!

O V"

!

"#

图
$

$各组小鼠血清
(C

#

3

'

(C

#

#4

蛋白水平比较

讨$$论

关于
QDD

发病机制"最新研究认为"支配外分泌

腺的神经毒性损伤"造成其调节腺体分泌功能的效应

蛋白
+%N

以及下游信号转导效应蛋白
TUO$

的表达

和分布异常"导致唾液'泪液分泌障碍( 而且认为"免

疫炎性因子不仅介导免疫炎性反应"破坏腺泡细胞组

织结构"更是介导神经毒性损伤的直接原因之一"诱发

乃至加重外分泌腺组织病理损伤"加速病情发展

恶化)

$

*

(

毒蕈碱样胆碱酯酶受体$

+N

%"属于
Z

蛋白耦联
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受体"广泛分布于中枢及周围神经组织'心肌'平滑肌

和各种腺体(

+%N

为该家族成员"主要分布于外分泌

腺(

+%N

受体可与神经系统释放的乙酰胆碱和神经

肽结合触发二级信号转导级联反应"使
&,

! f浓度增

加"激活
&0

"通道"引起水分'电解质的分泌( 各种原

因引起神经递质和
+%N

结合能力的下降均可使信号

转导异常"造成分泌功能障碍( 或
+%N

缺陷&或受体

后缺陷&及抗
+%N

抗体导致受体敏感性下降"使腺泡

细胞内分泌颗粒中的物质丢失"均可导致口干'眼干的

发 生( 临 床 应 用
+%N

激 动 剂 $

Q:0/>,GQ:H7

和

>7^:970:H7

%治疗干燥综合征有效)

3

"

5

*

"

+%N

抗原表

位多肽可成功诱导
DD

小鼠模型)

6

*

"有学者通过实验

证明
QDD

患者自身产生抗
+%N

抗体"诱导
+%N

异位

表达于导管)

#"

*

( 均证实
+%N

在
DD

发病过程中起重

要作用(

TUO

是一族以选择性转运水为主要功能的膜蛋

白"在上皮细胞及内皮细胞中含量较多"参与水的分

泌'吸收及细胞外水的平衡)

##

*

( 其中"

TUO$

作为自

主神经调控涎腺分泌的效应蛋白对水分子有高通道

性"是最早被报道发现于唾液腺内的水通道蛋白"对唾

液分泌的影响被肯定( 目前研究认为"当
TUO#

和

TUO$

蛋白表达量减低可导致唾液量减少)

#!

*

"或

TUO$

异常分布)

#%

*

"即
TUO$

的表达由腺泡上皮细胞

顶膜转移至基侧膜"造成水分子从腺泡细胞顶膜向基

侧膜的逆向转运"可加重唾液分泌的减少( 而且

TUO$

尚存在于肾脏'呼吸系统'消化系统'神经系

统)

#c

"

#$

*

"泪腺)

#3

*

"是否与
DD

多系统损伤有关联"有

待进一步研究(

而免疫炎性因子在
QDD

外分泌腺损伤中的重要

作用机制仍是目前国际风湿免疫学领域研究的热点(

)B#4

细胞是导致自身免疫疾病发生的关键性免疫应

答细胞(

)B#4A (C

#

#4

免疫途径是自身免疫性疾病发

生的重要机制)

#4

*

( 过量的
)B#4

细胞反应或
(C

#

#4

过

表达"启动下游
2]

#

#K

'

O%5 +TO\

'

O#%\

等一系列

信号转导通路"通过协同及负性调节信号转导机制"影

响
(C

#

3

'

)2]

#

!

'

(C

#

5

'

&@b

!

等众多炎性因子转录表

达"诱导炎症反应"以及介导炎症细胞在组织中浸润"

协同
K

细胞产生抗体"放大靶器官的免疫反应及炎症

性破坏"从而参与自身免疫性疾病的发生(

(C

#

3

是第

一个被认识的
(C

#

#4

的靶基因"同时作为
)B#4

细胞分

化过程中的必须因子"正反馈调节
(C

#

#4

的产生及功

能)

#5

*

(

(C

#

3

亦能促进自身抗体产生
K

细胞分化因

子"是
QDD

体内
K

细胞高表达的原因之一( 有学者推

测"

K

细胞通过细胞表面免疫球蛋白与注入的抗原物

质如
+%N

受体蛋白多肽相结合"结合后的分子被抗

原递呈系统捕获并递呈"触发了自身免疫"造成组织损

伤" 从而暴露类似
QDD

的新的抗原表位"如
+%N

受

体蛋白多肽'

!

"胞衬蛋白'

T2T

"导致抗原表位扩展"

进一步加重腺体损伤)

#6

*

( 研究认为"

)2]

#

!

可引起

QDD

涎腺腺泡细胞表面
TUO$

异常表达或异常分布"

导致对水分泌的抑制( 另外"

)2]

#

!

对副交感神经造

成神经毒性"导致神经递质不能正常释放"无法使

+%N

激活"而致使对唾液分泌的抑制)

!"

*

( 大量关于

QDD

的研究报道
QDD

患者血清及唇腺组织中
(C

#

#4

表达增加( 一些学者认为
(C

#

#4

是
QDD

唾液腺损害的

重要炎性因子( 由此可见"

(C

#

#4

'

(C

#

3

'

)2]

#

!

的协同

作用"可能是影响
+%N

'

TUO$

的生物学功能"乃至影

响
QDD

的发展转归的重要或首要因素)

!#

"

!!

*

(

DD

在中医古代文献中无相似记载"归燥病门( 后

世医家称之为燥痹( 笔者认为本病病机特点为#或伤

于外感"失治误治"邪毒内侵"久留入血"化热化燥"热

燥瘀毒"互相为用"损伤气机"发为本病&或发于内伤"

气机阻滞"气化失调"升降失序"气滞血凝"津不上乘"

液不布散"败血浊津"留于血分"化火成毒"伤及脏腑"

发于本病( 故病位在脾胃"病性属气机失调"热毒瘀浊

内阻( 半夏芩连汤为治疗
DD

经验方"临床疗效显著(

该方诸药配伍"辛开温散"理气降浊"苦寒泻热"酸甘化

阴"补益肝肾"共达条畅气机"解毒升津之功"方可使气

行'血行'水行"气机升降有序"津液布散有常"从而改

善病情"改善本病漫长的病理损伤过程( 本实验结果

显示#阳性对照药与治疗药明显下调
2@?

小鼠颌下

腺'腮腺组织及血清
(C

#

#4

'

(C

#

3

'

+%N

'

TUO$ 9N2T

转录及蛋白表达水平( 提示该中药制剂抑制
2@?

模

型鼠外分泌腺免疫炎性损伤的分子机制可能与其调控

)B#4A(C

#

#4

免疫途径有关( 可见本方的分子药理机

制与中医学功效特点有殊途同归之意(

TUO$

实验结

果显示"阳性药组及治疗组
9N2T

转录及蛋白表达水

平低于模型组"高于正常对照组"与文献报道相符)

!"

*

(

该报道提示"

QDD

患者唇腺
TUO$ 9N2T

水平表达

与非结缔组织病组比较明显升高 $

O V"

!

"$

%"并与病

程呈正相关&而
QDD

患者唇腺腺泡细胞腔内
TUO$

蛋

白表达与非结缔组织病组相比较明显降低 $

O V

"

!

"$

%"并与唇腺淋巴细胞浸润灶评分呈负相关( 认

为
DD

患者唇腺
TUO$

的表达异常提示"在
DD

发病

机制中"

TUO$

的转录'转运过程中某些环节可能发生

了改变( 其他学者有报道#

DD

患者泪腺中
TUO$

含

量明显高于非
DD

的干眼症患者及正常人)

!%

*

( 进一

步深入研究正在进行中(
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