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壮药龙钻通痹方对胶原诱导型关节炎大鼠血清

及滑膜
=B0L=B0M

系统的影响

庞宇舟$黄$安$张青槐$陈筱悦$方$刚

摘要$目的$观察壮药龙钻通痹方对胶原诱导型关节炎!

I344B/?E

#

CEN.I?N BO1POC1C0

"

')-

#大鼠血清

及滑膜
=B0L=B0M

系统的影响$ 方法$

$"

只雄性
+C01BO

大鼠随机选取
#"

只作为正常对照组"其余
9"

只

采用牛
!

胶原蛋白与弗氏不完全佐剂混合液诱导制作
')-

模型"造模后分为模型组"甲氨蝶呤组!

,*;

组#"壮药龙钻通痹方高%中%低剂量组!简称壮药高%中%低剂量组#"每组
#"

只$ 模型组灌服生理盐水"

,*;

组按
"

!

!8 A/L#"" /

大鼠体重灌胃
,*;

溶液"每周
#

次"灌胃
7

周&壮药高%中%低剂量组分别予以壮药龙

钻通痹方汤剂!

7

!

&!

%

!

!

#$

%

#

!

"% /LAM

#灌胃"每日
!

次"灌胃
&"

日$

Q@

染色观察滑膜形态变化&

@M)<-

法定量检测干预后大鼠血清%滑膜组织匀浆液
=B0L=B0M

的表达$ 结果$正常组中为正常滑膜细胞"模型组

中滑膜细胞增殖明显"下层脂肪细胞减少或变形"成纤维细胞增多"伴有淋巴细胞及单核细胞浸润&

,*;

组

及壮药低%中%高剂量组较模型组明显改善$ 与正常组比较"模型组血清及滑膜组织
=B0

表达升高"血清

=B0M

表达降低!

D R"

!

"9

"

D R"

!

"#

#&与模型组比较"

,*;

组%壮药中%高剂量组血清及滑膜组织
=B0

表达

降低"

,*;

组%壮药低%中%高剂量组血清及
,*;

组%壮药中%高剂量组滑膜组织
=B0M

表达升高!

D R"

!

"9

"

D R"

!

"#

#&与
,*;

组比较"壮药低剂量组血清及壮药低%中剂量组滑膜组织
=B0

表达升高"壮药高剂量组血

清及滑膜组织
=B0

表达降低"壮药低%中剂量组血清及滑膜组织
=B0M

表达降低"壮药高剂量组血清及滑膜

组织
=B0M

表达升高!

D R"

!

"9

"

D R"

!
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#$ 结论$调节
=B0L=B0M

系统介导的细胞凋亡机制"减缓类风湿

关节炎的病理反应可能是壮药龙钻通痹方控制与治疗类风湿关节炎的作用机制之一$

关键词$壮药& 龙钻通痹方&胶原诱导型关节炎&
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&凋亡
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BEN C10 A?IPBEC0A AC/P1 4C? CE O?/.4B1CE/ =B0L=B0M 0F01?A0 A?NCB

"
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!

BEN O?4C?WCE/ VB1P343/CIB4 O?BI1C3E 3S OP?.AB13CN BO1POC1C0 5
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$
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&
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I344B/?E

#
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&
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&
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$$类风湿关节炎$

OP?.AB13CN BO1POC1C0

!

U-

%是一

种自身免疫障碍疾病!其病理改变主要表现为持续进

展性的手'足关节滑膜增生'血管翳形成及骨关节的浸

润和破坏(

#

)

!目前认为炎症细胞的异常凋亡是造成该

病理表现的原因之一(

!

!

&

)

* 因此!对炎症细胞的异常

凋亡进行干预!成为治疗
U-

的研究热点(

7

"

#&

)

* 近年

来!笔者在临床中运用壮药龙钻通痹方治疗
U-

取得

了一定临床效果(

#7

)

* 现通过观察壮药龙钻通痹方干

预胶原诱导型关节炎 $

I344B/?E

#

CEN.I?N BO1POC1C0

!

')-

%大鼠的血清及滑膜
=B0

'

=B0M

表达的差异!探讨

壮药龙钻通痹方对
')-

大鼠炎症细胞凋亡的影响*

材料与方法

#

$动物$雄性
+C01BO

大鼠
$"

只!

<D=

级!体重

$

!""

%

&"

%

/

! 由广西医科大学动物实验中心提供!

实验动物生产许可证号#

<';b

$桂%

!"">

"

"""!

!实

验动物使用许可证号#

<';b

$桂%

!"">

"

"""7

*

!

$药物$壮药龙钻通痹方由飞龙掌血'大钻'八

角枫'两面针'青风藤等壮药组成!壮药龙钻通痹方饮

片由广西中医药大学附属瑞康医院药剂科提供&甲氨

蝶呤片$

,*;

!

!

!

9 A/L

片!上海信宜药厂有限公司生

产!产品批号#

"&$#&"9"!

%*

&

$试剂$牛
!

胶原蛋白 $批号#

'8%"$

!

<C/

#

AB

%!弗氏不完全佐剂$

)=-

!批号#

=99"$

!

<C/AB

%&

大鼠凋亡相关因子检测试剂盒 $

=B0L'J>9 @M)<-

bC1

!批号#

'<]

#

@"8&!7O

!

'.0BTC3

%'大鼠凋亡相关

因子配体检测试剂盒$

=B0M @M)<- bC1

!批号#

'<]

#

@"8&!9O

!

'.0BTC3

%*

7

$仪器$酶标仪 $

@V3IP

!

]C3*?`

%!离心机

$

*P?OA3 <IC?E1CSCI <3OWB44 <* #$

! 批 号#

89""7&%"

%!恒温孵育箱$型号#

J6D

#

>#$!

!上海精宏

实验设备有限公司%*

9

$分组及造模$

$"

只雄性
+CB1BO

大鼠自购买后

适应性饲养
8

天!随机选取
#"

只作为正常对照组外!其

余
9"

只参照造模方法造成
')-

大鼠模型* 按照参考

文献(

#9

)方法进行造模与模型评价#无菌条件下!将牛

!

型胶原溶于
"

!

# A34LM

的冰醋酸中!终浓度为
! /LM

!

置于
7

&摇床过夜&将牛
!

胶原溶液与
)=-

按
#

'

#

的体

积比混合!充分乳化后于每只大鼠尾根'背部
7 c9

点进

行皮内注射$每只
"

!

!9 AM

%致炎!

#7

天按照上述方法

与剂量再次免疫* 大鼠四肢关节出现红肿!伴活动障

碍!膝关节病理切片显示滑膜增厚!伴炎症细胞浸润!则

表示造模成功* 本次
9"

只大鼠均成功制造成
')-

大

鼠模型* 造模成功后随机分为
9

组#模型组!

,*;

组!

壮药龙钻通痹方高'中'低剂量组$简称壮药高'中'低剂

量组%!每组
#"

只*

$

$给药方法$正常对照组自由饮水&模型组予以

生理盐水
# AML#"" /

灌胃!每日
!

次!共灌胃
&"

日&

,*;

组以
,*;

片剂研磨成粉末后兑入适量生理盐

水!配制成浓度为
"

!

!8 A/LAM

的药物溶液!按

"

!

!8 A/L#"" /

$为
8" `/

体重成人临床用药量的
&

倍%进行灌胃!每周
#

次!灌胃
&"

日&壮药高'中'低剂

量组分别予以壮药龙钻通痹方汤剂 $

7

!

&!

'

!

!

#$

'

#

!

"% /LAM

%灌胃!壮药高'中'低剂量组生药给药量分

别为#

#

!

% /L#"" /

$为
8" `/

体重成人临床用药量的

#!

!

9

倍%!

"

!

> /L#"" /

$为
8" `/

体重成人临床用药量

的
$

!

!9

倍%!

"

!

79 /L#"" /

大鼠体重$为
8" `/

体重

成人临床用药量的
&

!

#!9

倍%!每日
!

次!灌胃
&"

日*

8

$观察指标及方法

8

!

#

$血清制备$各组大鼠给药后!每只予
#"d
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水合氯醛
"

!

& AML#"" /

腹腔注射麻醉! 常规取腹主

动脉血
9 AM

!静置
! P

后进行离心$

# """

(

/

%!将分

离出的血清置"

!"

&条件保存备检*

8

!

!

$滑膜组织取材及匀浆液制备$按照参照文

献(

#$

)进行大鼠膝关节滑膜取材#大鼠经腹腔注射

#"d

水合氯醛麻醉后! 仰位固定! 沿后腿膝关节正中纵

行切开皮肤! 直至暴露出以膝关节为中心约
# IA

(

# IA

的区域! 沿膑骨上缘约
"

!

&

)

"

!

7 IA

处向下切

割直至膑骨! 再分别沿膑骨两侧向下分离至胫骨! 此时

即打开了膝关节腔! 可见由膑骨下极向下延续有一层

平滑光亮呈浅淡黄色的滑膜组织* 使用眼科直镊钝性

分离关节囊的滑膜层和纤维层! 完整剥离滑膜组织! 最

后以眼科镊轻轻夹住其中央! 用眼科剪完整剪下滑膜!

置
#"d

的中性甲醛中固定* 其中!左膝关节滑膜用于

制备病理切片$

9 "A

%!常规苏木精"伊红$

Q@

%染色观

察滑膜形态变化&右膝关节滑膜参照相关试剂盒说明书

进行制备组织匀浆液!用于组织匀浆测定*

8

!

&

$血清及滑膜组织
=B0

'

=B0M

检测$采用

@4C0B

方法进行定量检测!具体操作按照大鼠凋亡相关

因子$

=B0L'J>9

%

@M)<- bC1

'大鼠凋亡相关因子配体

$

=B0M

%

@M)<- bC1

说明书进行*

%

$统计学方法$采用
<D<< !"

!

"

软件进行统

计学处理!计量资料以
\

%

0

表示!采用方差分析!各

组两两间比较采用
a

检验进行统计学处理*

D R"

!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$滑膜组织病理结果比较$图
#

%$正常组中为

正常滑膜细胞!

# c!

层!其下为脂肪细胞!少量成纤维

细胞&模型组中滑膜细胞增殖明显!

% c#"

层!下层脂

肪细胞减少或变形!成纤维细胞增多!伴有淋巴细胞及

单核细胞浸润&

,*;
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层!淋巴细
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壮药龙钻通痹方是笔者在挖掘壮医治疗
U-

经验

用药的基础上进一步整理得出的经验方* 前期临床研

究表明!该方用于治疗
U-

能够有效改善患者关节肿

痛'晨僵等症状!且在降低患者血沉方面效果明显(

#7

)

*

该方由飞龙掌血'大钻'两面针'青风藤'九龙藤'鸡血

藤'五指毛桃根'八角枫等配伍而成!其主要通过作用

于龙路'火路在体表的网结!疏通龙路'火路之瘀滞!直

接祛邪外出!恢复天'人'地三气的同步运行!从而达到

治疗
U-

的目的(

#7

)

*

=B0

又称为
'J>9

!是肿瘤坏死因子受体大家族的一

员* 该蛋白体的
'

端在细胞膜内!负责传递细胞凋亡的

信号!

6

端在细胞膜外!负责与特异性
=B0

配体$

=B0M

%

结合并诱导细胞程序性死亡(

#8

)

*

=B0

以膜结合$

A=B0

%

和可溶性$

0=B0

%两种形式存在!二者竞争结合
A=B0M

!

由于
0=B0

缺乏跨膜蛋白!故
0=B0

与
A=B0M

结合后可

抑制细胞的凋亡(

#%

)

*

=B0

表达于机体的多种细胞!在免

疫细胞中表达最丰富*

=B0M

又称为
'J#8%

!属于肿瘤坏

死因子大家族的一员!是
=B0

的配体!能够与
=B0

特异性

结合!其
'

端位于膜外!负责与
=B0

结合!

6

端位于膜内!

该蛋白体以膜结合$

A=B0M

%和可溶性$

0=B0M

%两种形式

存在!

0=B0M

的生物学活性弱于
A=B0M

!

=B0M

主要分布

于活化后的
*

淋巴细胞和睾丸'眼'脑等组织中(

#8

)

* 研究

发现!

=B0L=B0M

系统在
U-

的病理过程中具有重要调控

作用(

#>

!

!"

)

*

U-

患者血液中高表达的
0=B0

竞争性与

A=B0M

结合!导致
A=B0

与
A=B0M

结合下降!细胞程序

性死亡减少!从而使滑膜细胞正常凋亡受到抑制!滑膜

增生*

本研究通过
')-

大鼠模型对
U-

进行模拟!并运

用壮药龙钻通痹方对
')-

大鼠进行干预!采用酶联免

疫法对干预后的大鼠血清'滑膜
=B0

'

=B0M

指标进行

定量检测!结果表明壮药龙钻通痹方具有提高
')-

大

鼠
A=B0M

的表达的作用*

A=B0M

表达水平的提高

增加了
A=B0

与
A=B0M

结合的几率!在一定程度上

诱导了滑膜细胞的凋亡!抑制滑膜的增生!这可能是壮

药龙钻通痹方控制与治疗
U-

的作用机制之一* 同

时!本研究存在以下不足#样本量过小!在一定程度上

会影响试验结果的稳定性*
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