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!基础研究!

密蒙花颗粒剂对去势雄兔泪腺细胞凋亡因子

J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

和
7?LM

的影响

欧阳云!

#彭#俊#彭清华#谭涵宇#李文娟#吴权龙

摘要#目的#观察密蒙花颗粒剂对去势雄兔泪腺细胞凋亡因子
J?K

"

JE-

"

!

"

7?L

和
7?LM

的影响#探讨

密蒙花颗粒剂对去势雄兔干眼症模型的疗效$ 方法#将密蒙花原药材制备成颗粒剂$ 将
%"

只健康成年新

西兰长耳白兔%雄性&#随机分为空白组%

N

组&#模型组%

J

组&#密蒙花颗粒剂组%

&

组&#安慰剂组%

F

组&#

睾酮组%

=

组&

5

组#每组
8

只$ 除
N

组外其余
4

组实验用兔行双侧睾丸及附睾切除术$ 除
N

"

J

组外#从术

后第
%

日开始
&

组予密蒙花颗粒剂#按
#"" >OHPO

灌胃#

%

次
H

日'

F

组予生理盐水
!" >M

灌胃#

%

次
H

日'

=

组按
! >OHPO

在大腿肌肉处注射丙酸睾酮注射液#每
%

日注射
#

次$ 各组实验用兔#分别于术前和术后第
4

周各进行
#

次
6EC@Q>;Q !

试验%

6EC@Q>;Q ! R;LR

#

6!)

&和泪膜破裂时间%

R;?Q SQ;?P

"

,A R@>;

#

JT)

&

测定$ 用药观察
4

周后采用空气栓塞法处死各组兔子#摘取双眼泪腺组织#采用免疫组化法对泪腺细胞凋亡

因子
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的表达进行检测#并观察泪腺组织结构形态图$ 结果#%

#

&

6!)

及
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结

果(与本组术前及术后
N

组比较#

J

"

F

组
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均明显下降%
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组
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U V"

!

"#

&$ %

!

&

J?K

"

JE-

"

!

"

7?L

"

7?LM

表达(与
N

组比较#

J
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表达均明显增多#
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组(泪腺结构清晰#未见
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表达'
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组(泪腺结构模糊#
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&

组(泪腺结构清晰#散见
J?K

"

7?L

"

7?LM

表

达#

JE-

"

!
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J?K

"

7?L

"

7?LM

均大量表

达于细胞膜和细胞浆中#呈棕黄色颗粒#

JE-

"

!

仅少量表达'

=

组(泪腺结构清晰#散见
J?K

"

7?L

"

7?LM

表

达#

JE-

"

!

未见表达$ 结论#密蒙花颗粒剂具有与雄激素相似的抑制泪腺细胞凋亡因子
J?K

"

7?L

和

7?LM

表达#同时上调
JE-
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的作用#能抑制雄激素缺乏所致兔泪腺细胞的凋亡#维持泪腺基础分泌量#但

其作用弱于雄激素$
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##干眼又称角结膜干燥症"是指任何原因引起的泪

液质或量异常"或动力学异常导致的泪膜稳定性下降"

并伴有眼部不适和$或%眼表组织病变特征的多种疾

病的总称)

#

*

, 干眼为常见眼表病"多为双眼发病"流

行病学及临床研究发现"其发病率远较人们想象的

要高)

!

*

,

本研究前期的临床及动物实验中均证实密蒙花对

干眼症具有良好的治疗效果"本实验通过将密蒙花+枸

杞+菊花制备成密蒙花颗粒剂"用于治疗去势雄兔所致

雄激素减少性干眼症动物模型"探讨密蒙花颗粒剂对

雄激素减少所致干眼症泪腺细胞凋亡因子
J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

+

7?LM

的影响,

材料与方法

#

#动物#选用
%"

只健康成年新西兰长耳白兔"

雄性"体重
#

!

5

$

!

!

" PO

"湖南中医药大学动物实验中

心提供" 实验动物质量合格证号#

6&b:

$湘 %

!""<

%

""#!

,

!

#药物#密蒙花颗粒剂由湖南中医药大学药物

制剂教研室按密蒙花&枸杞&菊花
c#

&

#

&

#

药物质量比

组成"将原药材粉碎"第一次加
#5

倍量水"浸泡
#

!

5 C

回流提取
#

!

5 C

"第二次加
#"

倍量水回流提取
#

!

" C

,

将水提取液减压浓缩"喷雾干燥$温度
#3"

'%制备而

成"

# O

颗粒剂相当于生药量
%

!

8$8 O

, 丙酸睾酮注射

液$

# >M

#

!5 >O

%# 天津金耀药业有限公司&注射用

青霉素钠$每支
4"

万
T

%# 广州白云山天心制药股份

有限公司&氯化钠注射液$

5"" >M

#

4

!

5 O

%# 江苏亚邦

生缘药业有限公司&水合氯醛分析纯$

!5" O

%# 天津市

科密欧化学试剂有限公司&灭菌注射用水$

5"" >M

%#

上海长征富民金山制药有限公司,

%

#试剂及仪器#

^?QQ@L

苏木素+伊红+

%d

过氧

乙酸均为北京中杉金桥生物技术公司产品&兔抗兔
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单克隆抗体$各
!"" "OH>M

%+

过氧化物酶标记链酶白卵素 $

LRQ;AR ?_@X@Z

"

S@0R@Z

E0>A-;K

"

6NJ&

%免疫组织化学试剂盒及
FNJ

显色剂

均为武汉博士德生物工程有限公司产品&

6EC@Q>;Q

试

验滤纸+荧光素钠眼科检测试纸均为天津晶明新技术开

发有限公司产品,

\a5^

型裂隙灯显微镜+

\a##F

型直

接检眼镜均为苏州六六视觉科技股份有限公司产品&

YJ##!4#

%

3<

恒温水浴箱$北京医疗设备厂%+

M;@E?

[+!#!5[)6

型石蜡切片机 $德国
M;@E?

公司%+

J#F@O@R?-

数码显微镜$德国
+0R@E

公司%+

(>?O; UQ0

U-,L 8

!

"

计算机图像分析系统$美国
+;X@? &.S;Q

"

Z;R@EL

公司%等"以上实验所用相关器材均由湖南中医

药大学组织形态学实验室和眼科实验室提供,

4

#方法

4

!

#

#实验动物分组#按照随机数字表法分成

5

组"每组
8

只, 分别为空白组$简称
N

组%"模型组

$简称
J

组%"密蒙花颗粒剂组$简称
&

组%"安慰剂组

$简称
F

组%"睾酮组$简称
=

组%

5

组,

4

!

!

#干眼症动物模型的建立#除
N

组外"余

4

组兔子均参照参考文献)

%

"

4

*方法行双侧睾丸及附

睾切除术, 术后测量模型兔
6EC@Q>;Q !

试验

$

6EC@Q>;Q ! R;LR

"

6!)

%和泪膜破裂时间$

R;?Q

SQ;?P

"

,A R@>;

"

JT)

%"当
6!) V #" >>

"

JT) V

#! L

则造模成功,

4

!

%

#给药方法#除
N

+

J

组外"从术后第
%

天开

始
&

组予密蒙花颗粒剂"按
#"" >OHPO

剂量溶于

!" >M

温开水中灌胃$按人与兔体表面积换算)

5

*

%"每

天
%

次&

F

组予生理盐水
!" >M

灌胃"每天
%

次&

=

组

按
! >OHPO

在大腿肌肉处注射丙酸睾酮注射液$按人

与兔体表面积换算)

5

*

%"每
%

天注射
#

次,

4

!

4

#

6!)

及
JT)

测定#参照参考文献)

8

*方

法"各组兔子均于造模前
#

天和术后第
%

天及第
4

周

最后
#

天行
6!)

和
JT)

测定,

6EC@Q>;Q !

试验#

按照说明书用法"将滤条按标记线折叠后一端置于下

睑内眦
#H%

处结膜囊内"另一端垂挂在下睑外部"轻闭

双眼"

5 >@Z

后取出滤纸"

! >@Z

后观察并记录滤纸湿

长,

JT)

测定#将荧光素钠试纸轻置于下睑结膜囊内

% L

后取出"将裂隙灯显微镜调至钴蓝光观察泪膜破

裂时间并记录,

4

!

5

#去势雄兔泪腺细胞凋亡因子
J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

+

7?LM

表达#采用免疫组织化学检测法, 所有兔

子在术后常规饲养
4

周后"采用空气栓塞法处死"冰台

上迅速摘取双眼泪腺"置于
4d

多聚甲醛中固定
!4 C

后"室温下经脱水+二甲苯透明+浸蜡+石蜡包埋及切

片"切片厚度
5 ">

, 按免照疫组化试剂盒说明书进

行操作"光学显微镜下"每组任意选取
#!

张切片"每张

切片随机观察
5

个
!""

倍视野"拍照并精确选取视野

内所有阳性颗粒"采用
(>?O;

"

AQ0 U-,L 81 "

分析软件

求出平均光密度值"用于定量表达免疫组化阳性反应

程度,

4

!

8

#统计学方法#采用
6U66 #8

!

"

统计软件

进行处理, 计量资料以
K

(

L

表示"多组间比较采用单

因素方差分析"组间两两比较采用
M6F

检验"治疗前

后比较采用配对样本
R

检验, 计数资料采用
#

!检验"

方差不齐者进行秩和检验,

U V"

!

"5

为差异有统计学

意义,

结##果

#

#各组雄兔去势手术前后
6!)

值及
JT)

值比

较$表
#

%#与本组术前比较"

J

+

F

组
6!)

及
JT)

明显

下降$

U V"

!

"#

%&与
N

组比较"

J

+

F

组术后
6!)

及
JT)

亦明显下降$

U V"

!

"#

%&与
J

组比较"

&

+

=

组
6!)

及

JT)

升高"差异有统计学意义$

U V"

!

"#

%&与
F

组比较"

&

+

=

组
6!)

及
JT)

升高"差异有统计学意义$

U V

"

!

"#

%,

表
#

#各组雄兔去势前后
6!)

值及
JT)

值比较#$

K

(

L

%

组别
Z

时间
6!)

$

>>

%

JT)

$

L

%

N 8

)

!

术前
#4

*

$5

(

!

*

!8 #4

*

%%

(

!

*

4!

术后
#4

*

5"

(

#

*

45 #4

*

"3

(

#

*

33

J 8

)

!

术前
#4

*

3%

(

!

*

"4 #4

*

4!

(

#

*

%3

术后
$

*

$5

(

#

*

54

"!

8

*

$5

(

#

*

88

"!

& 8

)

!

术前
#4

*

$$

(

#

*

83 #4

*

8$

(

#

*

3<

术后
#4

*

!$

(

#

*

#4

#$

#4

*

%"

(

#

*

%3

#$

F 8

)

!

术前
#4

*

8$

(

#

*

<! #4

*

!5

(

!

*

4!

术后
$

*

5"

(

#

*

8!

"!

8

*

3%

(

#

*

$"

"!

= 8

)

!

术前
#4

*

3%

(

#

*

5< #4

*

$5

(

!

*

!!

术后
#4

*

%%

(

#

*

#5

#$

#4

*

5"

(

#

*

!4

#$

##注#与本组术前比较"

"

U V "

!

"#

&与
N

组治疗后比较"

!

U V "

!

"#

&

与
J

组治疗后比较"

#

U V"

!

"#

&与
F

组治疗后比较"

$

U V"

!

"#

!

#各组雄兔术后泪腺细胞中
J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

+

7?LM

表达比较$表
!

%#与
N

组比较"

J

+

F

组
J?K

+

7?L

+

7?LM

表达均明显增多"

JE-

"

!

表达明显减少"差

异有统计学意义$

U V "

!

"#

%&与
J

组比较"

&

+

=

组

J?K

+

7?L

+

7?LM

表达均明显减少"

JE-

"

!

表达明显增

多"差异有统计学意义$

U V"

!

"#

%&与
F

组比较"

&

+

=

组
J?K

+

7?L

+

7?LM

表达均明显减少"

JE-

"

!

表达明显

增多"差异均有统计学意义$

U V"

!

"#

%,

%

#各组术后
J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

+

7?LM

表达观察结

果$图
#

%

4

%#

N

组#泪腺结构清晰"未见
J?K

+

JE-

"

!

+
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!

$

!!%'##!

表
!

#术后各组雄兔泪腺细胞中
J?K

+

JE-

"

!

+

7?L

+

7?LM

平均光密度值比较#$

N

值"

K

(

L

%

组别
Z J?K JE-

"

! 7?L 7?LM

N 8

)

! "

*

#4

(

"

*

"3 "

*

%5

(

"

*

#! "

*

!$

(

"

*

"$ "

*

!%

(

"

*

"8

J 8

)

!

"

*

55

(

"

*

%#

"

"

*

#5

(

"

*

#8

"

"

*

8!

(

"

*

"3

"

"

*

5<

(

"

*

#3

"

& 8

)

!

"

*

!#

(

"

*

#8

!#

"

*

84

(

"

*

#$

!#

"

*

%!

(

"

*

#!

!#

"

*

!3

(

"

*

"<

!#

F 8

)

!

"

*

5$

(

"

*

!3

"

"

*

#%

(

"

*

#"

"

"

*

88

(

"

*

#3

"

"

*

5"

(

"

*

#8

"

= 8

)

!

"

*

#$

(

"

*

"!

!#

"

*

%3

(

"

*

#8

!#

"

*

%"

(

"

*

##

!#

"

*

!5

(

"

*

"<

!#

##注#与
N

组比较"

"

U V"

!

"#

&与
J

组比较"

!

U V"

!

"#

&与
F

组比较"

#

U V"

!

"#

图
#

#各组术后
J?K

表达观察#$免疫组化染色" )

!""

%

图
!

#各组术后
JE-

"

!

表达比较#$免疫组化染色" )

!""

%

图
%

#各组术后
7?L

表达观察#$免疫组化染色" )

!""

%

图
4

#各组术后
7?LM

表达观察#$免疫组化染色" )

!""

%

7?L

+

7?LM

表达&

J

组#泪腺结构模糊"

J?K

+

7?L

+

7?LM

均大量表达于细胞膜和细胞浆中"呈棕黄色颗

粒"

JE-

"

!

仅少量表达&

&

组#泪腺结构清晰"散见

J?K

+

7?L

+

7?LM

表达"

JE-

"

!

大量表达于细胞膜和细

胞浆中"呈棕黄色颗粒&

F

组#泪腺结构模糊"

J?K

+

7?L

+

7?LM

均大量表达于细胞膜和细胞浆中"呈棕黄

色颗粒"

JE-

"

!

仅少量表达&

=

组#泪腺结构清晰"散见

J?K

+

7?L

+

7?LM

表达"

JE-

"

!

未见表达,

讨##论

!""$

年国际干眼病专题研究会赋予干眼病的最

新定义是#泪液和眼球表面的多因素疾病"能引起患眼

不适+视觉障碍和泪膜不稳定"损害眼球表面, 该病伴

有泪膜渗透性增加和眼表炎症)

$

*

, 与传统的干眼病

定义相比"该定义强调了炎症在干眼病发病中的重要

作用, 尽管引起干眼症的起始病因不同"但一旦进入

进展阶段"炎症成为干眼症发病机制中最关键的因素"

而细胞凋亡+神经调节及性激素等也共同参与了干眼

症的发病过程, 干眼症时泪腺和眼表上皮细胞的凋亡

异常增加"干眼症患者眼表和泪液中的促凋亡因子

$

J?K

+

7?L

+

7?LM

等%和致炎因子$

(M

"

#

+

)27

"

$

%的表

达增加均可激活凋亡通路)

3

*

,
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$

干眼属中医学'白涩症(范畴"又名'干涩昏花

症(及'神水将枯症(+'神气枯瘁(, 一般认为干眼

因肝肾亏损"阴血不足"目失濡养所致, 密蒙花颗粒

由密蒙花+枸杞+菊花组方而成"其中密蒙花味甘"性

微寒"归肝经"具有清热泻火养肝"明目退翳之功效"

主治目赤翳障+目昏干涩+肝虚目暗+视物昏花等

症)

<

%

##

*

"为君药&枸杞滋补肝肾+养阴明目)

<

*

"为臣

药&菊花味甘苦"性微寒"归肺+肝经"长于平肝+清

热+明目)

<

*

"为佐药, 现代研究发现密蒙花+枸杞及

菊花中的主要活性成分为黄酮类物质"具有抗氧化+

抗炎等活性)

#!

%

#4

*

"某些黄酮类化合物具有拟雄激素

作用)

#5

*

"可以用于治疗因性激素水平下降所致的疾

病, 本实验前期研究证实"密蒙花总黄酮可起到拟

雄激素效应"可显著抑制雄激素水平降低后大鼠干

眼症的发生"抑制泪腺细胞凋亡"维持泪腺基础分泌

量和泪腺的稳定性)

#8

%

!%

*

,

目前干眼症的治疗以药物为主"临床常用的药

物为人工泪液"该类药物主要是缓解患者眼部的不

适"无法从根本上改变干眼症的病理状态, 本研究

证实密蒙花颗粒剂具有类激素效应"能抑制雄激素

缺乏所致兔泪腺细胞凋亡因子
J?K

+

7?L

+

7?LM

表

达"上调
JE-

"

!

的表达"从而抑制泪腺细胞凋亡"维持

泪腺基础分泌量"但其作用弱于雄激素, 本研究既

为干眼症的治疗提供一种新的天然药物"又可以避

免长期使用雄激素所带来的不良反应"具有广阔的

应用前景,
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