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中国中医科学院广安门医院风湿科$北京
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中国中医科学院广安门医院肿瘤科实验室$北京
#"""7&
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科学院中医药发展研究中心$北京
#""5""

%&

83

中国中医科学院广安门医院免疫研究室$北京
#"""7&

%

通讯作者# 曹"炜!

*/2

#

#&%"#&&#"%&

!

9

#

:;<2

#

#7!5$"7"75=>>3?1:
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!基础研究!

清热活血方对胶原诱导性关节炎大鼠肠道微生态及

*D#5B*E/F

平衡的影响

武子英#

"曹"炜#

"祁"鑫!

"王海霞#

"智"恺&

"吴广均8

刘立玲#

"果"彤#

"燕美彤#

"唐孟杰#

摘要"目的"通过观察清热活血方对胶原诱导性关节炎"

?122;F/. <.G-?/G ;EHDE<H<I

#

')J

$大鼠的肠

道微生态和
*D#5B*E/F

平衡的影响#探讨其治疗类风湿关节炎"

ED-:;H1<G ;EHDE<H<I

#

KJ

$的机制% 方法

L@

大鼠
&"

只#采用随机数字表法分为与正常组&模型组&甲氨蝶呤"

,*M

$组&清热活血方组&益生菌组#每

组
%

只% 除正常组外#其余组大鼠均以
!

型胶原和完全弗式佐剂的混合乳化剂为抗原#尾根部注射制作
')J

模型%

,*M

组每周给予
,*M #

!

" :FBNF

'清热活血方组和益生菌组每晨分别给予
!" FBNF

清热活血方和

&7" :FBNF

益生菌% 连续灌胃
8

周后#采用
#%LE@4J

技术对大鼠肠道粪便菌群测序并分析'采用流式细胞

术检测各组大鼠脾脏辅助性细胞亚群
*D#5

"

'@8

O

)P

#

#5

O

$细胞和调节性
*

细胞
*E/F

"

'@8

O

'@!7

O

Q1RS&

O

$的比例% 结果"与正常组比较#模型组菌群丰度降低"

T U"

!

"7

#

T U"

!

"#

$#

*D#5

水平升高#

*E/F

水平降低"

T U"

!

"7

#

T U"

!

"#

$'与模型组比较#清热活血方组菌群丰度升高"

T U"

!

"7

#

T U"

!

"#

$#

*D#5

水

平降低#

*E/F

水平升高"

T U"

!

"7

$'

,*M

组和益生菌组
*E/F

水平均上调"

T U"

!

"7

$#但下调
*D#5

水平不

明显"

T V"

!

"7

$% 结论"清热活血方缓解
KJ

的关节症状可能与其改善肠道菌群失调#调节机体
*D#5B

*E/F

免疫失衡有关%

关键词"类风湿关节炎' 清热活血方' 微生态' 辅助性
*

细胞
B

调节性
*

细胞
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$
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!
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$

XYK

%
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#

?E1/?121FZ ;.G *D#5B*E/F a;2;.?/ 1W ?122;F/. <.G-?/G ;EHDE<H<I

$

')J

%

E;HI

!

;.G H1 IH-GZ <HI :/?D;.<I:

W1E HE/;H<.F ED/-:;H1<G ;EHDE<H<I

$

KJ

%

3 ,/HD1GI

$

*D<EHZ L@ E;HI c/E/ G<b<G/G <.H1 HD/ .1E:;2 FE1-S

!

HD/

:1G/2 FE1-S

!

HD/ ,/HD1HE/R;H/

$

,*M

%

FE1-S

!

HD/ XYK FE1-S

!

HD/ SE1a<1H<?I FE1-S -I<.F E;.G1: G<F<H H;

#

a2/

!

% E;HI <. /;?D FE1-S3 9R?/SH E;HI <. HD/ .1E:;2 ?1.HE12 FE1-S

!

HD/ ')J :1G/2 c;I <.G-?/G aZ <.C/?H<.F

:<R/G /:-2I<W</E 1W HZS/ !

!

?122;F/. ;.G ?1:S2/H/ QE/-.G

"

I ;GC-b;.H WE1: HD/ H;<2 E11H <. HD/ E/IH E;HI 1W

HD/ 1HD/E FE1-SI3 ,*M

$

#

!

" :FBNF

%

c;I ;G:<.<IH/E/G H1 E;HI <. HD/ ,*M FE1-S /b/EZ c//N3 XYK

$

!" :FBNF

%

c;I ;G:<.<IH/E/G H1 E;HI <. HD/ XYK FE1-S /b/EZ :1E.<.F3 TE1a<1H<?I

$

&7" :FBNF
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:<.<IH/E/G H1 E;HI <. HD/ SE1a<1H<?I FE1-S /b/EZ :1E.<.F3 JWH/E 8 c//NI 1W ?1.H<.-1-I F;IHE1F;b;F/ HD/ <.

!

H/IH<.;2 W/?;2 W21E; 1W E;HI c;I I/>-/.?/G ;.G ;.;2Zd/G aZ #%LE@4J H/?D.<>-/3 J.G *D#5 D/2S/E ?/22

$

'@8

O

)P

!

#5

O

%

I-aI/HI ;.G E/F-2;H1EZ * ?/22I E;H<1 1W *E/F

$

'@8

O

'@!7

O

Q1RS&

O

%

<. HD/ IS2//. c/E/ G/

!

H/?H/G -I<.F W21c ?ZH1:/HEZ 3 K/I-2HI

"

'1:S;E/G c<HD HD/ .1E:;2 FE1-S

!

HD/ ;a-.G;.?/ 1W W21E; G/

!

?E/;I/G

$

T U"

!

"7

!

T U"

!

"#

%!

HD/ 2/b/2 1W *D#5 <.?E/;I/G

!

;.G HD/ 2/b/2 1W *E/F G/?E/;I/G

$

T U"

!

"7

!

T U

"

!

"#

%

<. HD/ :1G/2 FE1-S3 '1:S;E/G c<HD HD/ :1G/2 FE1-S

!

HD/ W21E; ;a-.G;.?/ <.?E/;I/G

$

T U"

!

"7

!

T U

"

!

"#

%!

*D#5 2/b/2 G/?E/;I/G

!

;.G HD/ 2/b/2 1W *E/F <.?E/;I/G <. HD/ XYK FE1-S

$

T U "

!

"7

%

3 *E/F 2/b/2

c;I -S

!

E/F-2;H/G

$

T U"

!

"7

%

<. HD/ ,*M FE1-S ;.G HD/ SE1a<1H<?I FE1-S

!

a-H HD/ 2/b/2 1W *D#5 c;I .1H 1a

!

b<1-I2Z G1c.

!

E/F-2;H/G

$

T V"

!

"7

%

3 '1.?2-I<1.

"

XYK ?1-2G E/2</b/ HD/ IZ:SH1:I 1W KJ S1II<a2Z aZ <:

!

SE1b<.F HD/ <:a;2;.?/ 1W <.H/IH<.;2 :<?E1/?121FZ ;.G E/F-2;H<.F HD/ <::-./ <:a;2;.?/ 1W *D#5B*E/F3

_9`+AK@L

$

ED/-:;H1<G ;EHDE<H<I

&

X<.FE/ Y-1R-/ K/?<S/

&

:<?E1/?121FZ

&

*D#5B*E/F

""类风湿关节炎$

ED-:;H1<G ;EHDE<H<I

!

KJ

%属中医

学'痹病(范畴) 临床观察发现!湿*热*瘀是
KJ

活动

期的主要病机之一+

#

,

!清热活血方是广安门医院风湿

科国医大师路志正治疗活动期
KJ

的临床经验方) 前

期临床研究表明!清热活血方联合
,*M

可有效延缓

KJ

骨破坏的进程!明显改善患者关节肿痛症状!并缩

短晨僵时间+

!

,

& 在基础研究中!清热活血方亦可抑制

滑膜血管新生!延缓关节骨质破坏!抑制炎性因子的活

性和表达! 尤其是能调节炎症轴
*D#B*D!

细胞的平

衡+

&

!

8

,

) 近年来!随着对
KJ

认识的深入!发现肠道菌

群的失衡是
KJ

发生和发展的重要因素之一+

7

,

) 另

外!

*D#5B*E/F

细胞平衡调节肠道免疫微环境!与肠道

微生态关系密切+

%

,

)

本实验拟通过对胶原诱导性关节炎$

?122;F/. <.

#

G-?<.F ;EHDE<H<I

!

')J

%大鼠肠道菌群和
*D#5B*E/F

细胞平衡的检测!分析肠道微生态与
*D#5B*E/F

细胞

平衡的关系!为清热活血方在治疗
KJ

提供实验依据)

材料与方法

#

"动物"

LTQ

级雌性
L@

大鼠
&"

只!体重$

!""

%

#"

%

F

!购自北京维通利华实验动物技术有限公司!动物

合格证号#

L'M_

$京%

!""6

-

""&8

) 实验期间喂养于

中国中医科学院广安门医院实验动物中心!保持环境

恒温恒湿!自由饮水!饲料固定) 实验过程中善待动

物!符合动物伦理要求)

!

"药物"清热活血方配方颗粒由新绿色药业科

技发展有限公司生产!组成#土茯苓
&" F

"金银花

&" F

"炒苍术
#7 F

"黄柏
6 F

"赤芍
#7 F

"萆

#7 F

"丹参
#7 F

"莪术
6 F

"青风藤
#7 F

"蜈蚣
8 F

蜂房
7 F

)颗粒剂每袋
#" F

!每克含生药
6% F

!制成含

生药量为
! FB:P

的水煎剂&甲氨蝶呤片$

,*M

%!每片

!

!

7 :F

!上海信谊公司生产!生产批号#

#%"!"8

&双歧

杆菌三联活菌胶囊!每粒
&%" :F

!上海信谊公司生

产!生产批号#

"85!"#5"8"5

) 均由中国中医科学院

广安门医院科研药房提供)

&

"试剂及仪器"免疫源性牛
!

型胶原*完全弗氏

佐剂!美国
'D1

#

.GE/R

产品&细胞表面染色荧光抗体

Q)*'

#

;.H<

#

'@8

*

JT'

#

;.H<

#

'@!7

*

T9

#

;.H<

#

Q1RS&

*

T9

#

;.H<

#

)P

#

#5

以及荧光素标记同型对照抗体!美国

/[<1I?</.?/

公司产品&

T[L

*

KT,)#%8"

*胎牛血清!

美国
'9PP^KA

公司产品&双链
@4J

荧光定量检测

试剂盒!美国
P<W/ */?D.121F</I

公司产品)

手提式均质仪$

)_J

#

*#" [;I<? \2HE;H-EE;R

型!

德国
)_J

公司%&流式细胞仪$

QJ'L ';2<a-E

型!美国

[@

公司%&

'A

!

培养箱$

,'A

#

!"J)''"!

型!日本三

洋公司%&倒置荧光显微镜$

"

#

5"

型!日本
A2Z:S-I

公司%!白洋离心机$

[` %""J

型!北京白洋医疗器械

有限公司%&

T'K

仪$

7$"[K#"6"7

型!美国
[<1

#

K;G

公司%!凝胶成像仪$

!7""

型!上海天能科技有限公

司%)

8

"方法

8

!

#

"分组及造模方法"雌性
L@

大鼠
&"

只!参

照参考文献+

5

,!采用随机数表法分为正常组*模型

组*

,*M

组*清热活血方组*益生菌组) 每组
%

只) 除

正常组
%

只!另
!8

只造模) 实验将
!7 :F!

型胶原!

溶于
7 :P "

!

"# :12BP

乙酸中!过滤除菌!与
7 :P

完

全弗氏佐剂混合!置于冰中匀浆器充分乳化
7

&

#" :<.

!乳化物滴入水中不松散为度!制成抗原!其中

!

型胶原浓度为
!

!

7 :FB:P

) 造模大鼠尾根部注射

抗原
"

!

# :P

&正常组大鼠尾根部注射
"

!

6e

氯化钠溶

液
"

!

# :P

)

#

周后!加强免疫!尾根部再次注射抗

原
"

!

# :P

+

&

,

)

8

!

!

"给药方法"造模当天即开始给药) 持续给

药
8

周!给药剂量参考动物与人体的每公斤体重剂量
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折算系数表+

$

,

!

%" NF

成人与大鼠的折算系数为

%

!

#5

!即大鼠给药剂量 $

:FBNF

%

f

成人剂量
B %"

'

%

!

#5

!清热活血方每天按
!" F

生药
BNF

给药&

,*M

组

每周
#

!

" :FBNF

&益生菌组每天
&7" :FBNF

) 正常组

和模型组给予等体积量的水)

8

!

&

"观察指标及检测方法

8

!

&

!

#

"滑膜病理观察"

#"e

水合氯醛以体重

"

!

#7 :PB#"" F

腹腔注射!麻醉大鼠!取大鼠双膝关节

下滑膜组织!置于
#"e

甲醛溶液固定
8$ D

!清水冲洗

!8 D

!重新置于甲醛中固定*石蜡包埋!

Y9

染色!光镜

下观察滑膜病理形态并拍照)

8

!

&

!

!

"

#%LE@4J

测序"麻醉大鼠后!取结肠组

织(

$"

)保存!按照
@4J

抽提试剂盒说明书对大鼠

结肠内粪便进行
@4J

抽提!利用琼脂糖凝胶电泳检

测
@4J

的纯度和浓度!取适量的样品于离心管中!以

稀释后的基因组
@4J

为模板!使用特异性引物

$

&8#Q

#

7

$#

''*J`^^^K[^'JL'J^

#

&

$和
$"%K

#

7

$#

^^J'*J'44^^^*J*'*JJ*

#

&

$% 对
#%LEK4J

0&

#

08

区基因片段运用
J[) ^/./J:S 65"" T'K

仪进行扩增) 将获得的扩增产物再次进行
#e

琼脂糖

凝胶电泳检测!并混样*纯化!构建
@4J

文库!最后运

用
)22-:<.; Y<I/> !7""

测序平台检测)

#%LEK4J

测序数据分析#根据
[;E?1G/

序列和

T'K

扩增引物序列从平台检测数据中拆分出各样品

数据!截去
[;E?1G/

序列和引物序列!对样品的

E/;GI

进行拼接!得到的拼接序列为原始
*;FI

数据!

K;c *;FI

经过过滤处低质量!和不符合长度的

*;FI

!以及过滤嵌合体和宿主序列!得到高质量的

*;FI

数据$

'2/;. *;FI

%) 基于
'2/;. *;FI

进行

A*\I

聚类分析) 对
A*\I

进行
J2SD;

分析!对
Aa

#

I/Eb/G LS/?</I

指数*

'D;1

指数*

LD;..1. +</./E

香农指数*

L<:SI1.

指数进行分析!绘制稀释指数曲

线$

AaI/Eb/G LS/?</I

% 及
^11G

$

I '1b/E;F/

指数

曲线*

K;.N Ja-.G;.?/

曲线!以得到样品内物种丰

富度和均匀度信息)

K;.N Ja-.G;.?/

用于同时解

释样品多样性的两个方面!即样品所含物种的丰富程

度$指一个群落或生境中物种数目的多寡%和均匀程

度$指一个群落或生境中全部物种个体数目的分配的

均匀程度%) 物种的丰富程度由曲线在横轴上的长度

来反映!曲线越宽!表示物种的组成越丰富&物种组成

的均匀程度由曲线的形状来反映!曲线越平坦!表示物

种组成的均匀程度越高) 根据各样品的
A*\L

丰度

大小排序作丰度分布曲线图&对
A*\L

进行
[/H;

分

析!绘制树状图和
T'1J

图!了解各组菌群的差异

状况)

8

!

&

!

&

"脾脏采集及处理"麻醉大鼠后!分离脾

脏!

T[L

冲洗干净&将脾组织置于
&""

目的自制滤袋

中!加入
!e

的
Q[L

#

T[L

用
#" :P

的注射器针芯轻

轻碾压几次&将研磨好的细胞悬液移至
#7 :P

离心管

内!置于冰上!再取
& g7 :P !eQ[L

#

T[L

冲洗滤袋

和培养皿!移至离心管后!

# !"" E B:<.

离心
7 :<.

&倒

掉上清!震荡成混悬液!加入
# :P

的溶血素!室温静

置
7 :<.

!

# !"" E B:<.

离心
7 :<.

&加入
! :P !e

Q[L

#

T[L

洗涤离心
#

次&倒上清!加入
7 :P !e

Q[L

#

T[L

重悬!吹打混匀&再次
&""

目滤过&离心倒

上清!

7 :P

重悬) 吹打混匀&胎盘蓝染色计数!调整

细胞浓度为
#

'

#"

5个
B:P

&混匀待测)

8

!

&

!

8

"

*D#5

的检测"将混匀的细胞悬液加入

!8

孔板!

'A

!

培养箱内孵育
% D

&取出吹打混匀后!收

集细胞!将细胞分装于不同管中!每管
#"" #P

!各测定

管分别加入
Q)*'

#

;.H<

#

'@8

!同型对照管加入等量的

同型对照抗体!用于调节荧光补偿和确认抗体的特异

性) 避光!

8

)!孵育
&" :<.

进行细胞膜染色&

T[L

洗涤
#

次!

#"" #P T[L

重悬细胞!每管加入新鲜配制

的
Q<R;H<1. BT/E:/;a<2<d;H<1.

工作液
# :P

!避光!

8

)!孵育
%" :<.

!

! :P #

'

T/E:/;a<2<d;H<1. [-WW

#

/E

洗涤
!

次!测定管加入
T9

#

;.H<

#

)P

#

#5

!同型对照管

加入等量的同型对照抗体!避光!

8

)!孵育
&" :<.

!

! :P #

'

T/E:/;a<2<d;H<1. [-WW/E

洗 涤
!

次!

"

!

7 :P T[L

重悬细胞!流式细胞仪检测!以
'@8

O细

胞设门分析
'@8

O细胞中
)P

#

#5

O细胞比率) 本研究

中!每一个样本收集分析
#

'

#"

%个细胞!所有检测细

胞中淋巴细胞设门为
K#

!以
K#

门内细胞为分析对

象!得出
'@8

O细胞为
K!

!

*D#5

的结果均在各自的

K!

内得出!

*D#5

细胞比例以
'@8

O

)P

#

#5

O在
'@8

O

*

细胞中的百分比表示)

8

!

&

!

7

"

*E/F

的检测"收集细胞吹打混匀后!将

细胞分装于不同管中!每管
#"" #P

!各测定管分别加

入
Q)*'

#

;.H<

#

'@8

!

JT'

#

;.H<

#

'@!7

同型对照管加入

等量的同型对照抗体!用于调节荧光补偿和确认抗体

的特异性) 避光!

8

)!孵育
&" :<.

进行细胞膜染色&

T[L

洗涤
#

次!

#"" #P T[L

重悬细胞!每管加入新

鲜配制的
Q<R;H<1. BT/E:/;a<2<d;H<1.

工作液
# :P

!

避光!

8

)!孵育
%" :<.

!

! :P #

'

T/E:/;a<2<d;H<1.

[-WW/E

洗涤
!

次!测定管加入
T9

#

;.H<

#

Q1RS&

!同型对

照管加入等量的同型对照抗体!避光!

8

)!孵育

&" :<.

!

! :P #

'

T/E:/;a<2<d;H<1. [-WW/E

洗涤
!

次!

"

!

7 :P T[L

重悬细胞!流式细胞仪检测!以
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'@8

O细胞设门分析
'@8

O细胞中
Q1RS&

O细胞比率)

本研究中!每一个样本收集分析
#

'

#"

%个细胞!所有

检测细胞中淋巴细胞设门为
K#

!以
K#

门内细胞为分

析对象!得出
'@8

O细胞为
K!

!

*E/F

的结果均在各自

的
K!

内得出!

*E/F

细胞比例以
'@8

O

'@!7

O

Q1RS&

O在
'@8

O

*

细胞中的百分比表示)

8

!

8

"统计学方法"实验数据采用
LTLL !#

!

"

软件分析) 计量资料采用
R

%

I

表示!如满足方差齐

性!多组比较采用单因素方差分析!如不满足方差齐

性!采用秩和检验)

T U"

!

"7

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组大鼠滑膜炎性细胞浸润及血管新生的病

理形态观察$图
#

%"正常组大鼠滑膜细胞排列整齐!

无增生!滑膜细胞形态正常!周围脂肪细胞排列规整)

与正常组比较!模型组大鼠滑膜细胞增生明显!大量炎

性细胞浸润!血管翳数量增多!脂肪细胞结构异常) 与

模型组比较!

,*M

组*清热活血方组炎性细胞浸润明

显减轻!血管新生和血管翳明显减少!大部分滑膜细胞

紊乱!结构异常!但外周脂肪细胞还有部分正常未被浸

润变形!但益生菌组呈中度炎性浸润!新生血管较多)

!

"各组大鼠肠道菌群变化

!

!

#

"

J2SD;

多样性分析$表
#

%"与正常组比较!

模型组在物种丰度低!均匀度差&

'D;1

指数!

Aa

#

I/Eb/G LS/?</I

指数*

LD;..1. +</./E

指数下降

$

T U"

!

"7

!

T U"

!

"#

%&与模型组比较!清热活血方组

的物种丰度和均匀度较高)

'D;1

指数!

AaI/Eb/G

LS/?</I

指数!

LD;..1. +</./E

指数显著升高$

T U

"

!

"7

!

T U"

!

"#

%!

,*M

组和益生菌组均有不同程度

的升高!其中
,*M

组
LD;..1. +</./E

指数升高明显

$

T U"

!

"7

%!益生菌组
AaI/Eb/G LS/?</I

指数升高

明显$

T U"

!

"#

%)

!

!

!

"

[/H;

多样性分析$图
!

%"图
!J

可见正常

组*模型组*清热活血方组*

,*M

组样本组内相似性均

""注#

J

为正常组&

[

为模型组&

'

为
,*M

组&

@

为清热活血方组&

9

为益生菌组&箭头表示阳性结果

图
#

$各组大鼠滑膜炎性细胞浸润及血管新生的病理形态观察$$

Y9

! '

!"

%

表
#

$各组大鼠肠道菌群丰度指数比较 $$

R

%

I

%

组别
. 'D;1 AaI/Eb/G LS/?</I LD;..1. +</./E L<:SI1.

正常
% 7"8

*

#%

%

8#

*

65 8$7

*

%5

%

8&

*

%6 %

*

76

%

"

*

%# "

*

65

%

"

*

"!

模型
%

!!5

*

%!

%

#!7

*

#7

!

#%&

*

%5

%

##5

*

!5

!!

&

*

"&

%

#

*

$$

!!

"

*

5#

%

"

*

!#

,*M % &86

*

!%

%

#!$

*

&% !6"

*

7"

%

###

*

6&

8

*

%6

%

#

*

"!

"

"

*

$6

%

"

*

"7

清热活血方
%

866

*

5$

%

#""

*

"!

"

88$

*

#5

%

6#

*

&7

""

%

*

"&

%

#

*

#&

""

"

*

67

%

"

*

85

益生菌
% 87!

*

6"

%

#$5

*

!$

&5!

*

%5

%

#%6

*

&7

""

8

*

7$

%

#

*

%" "

*

$5

%

"

*

6$

""注#与正常组比较!

!

T U"

!

"7

!

!!

T U"

!

"#

&与模型组比较!

"

T U"

!

"7

!

""

T U"

!

"#

""注#

J

为树状图&

[

*

'

为
T'1J

分析图&横纵轴代表两个能最大程度反映方差的两个特征值) 图中每个点代

表了一个样本!颜色则代表不同的样本分组) 越相似的样本在图中距离越近!反之距离越远的样本差异越大

图
!

$

[/H;

多样性分析图
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较高!组间比较!正常组和模型组组间差异较大!清热

活血方组与正常组和
,*M

组相似度较高!益生菌组组

内相似度低) 由图
![

*

'

可见正常组和模型组在
M

轴

上分离!

T'#

是主要的分开因素!

T'#

贡献率为

&&

!

%&e

!表示
M

轴差异可以解释全部分析结果的

&&

!

%&e

!

T'!

是模型组与
,*M

组*清热活血方组的主

要因素!贡献率为
!7

!

%!e

) 以上两种分析方法均表现

了模型组和正常组的肠道菌群结构的分布不同!与模型

组比较!各治疗组组间差异明显 $

J4AL), K f

"

!

8"#!

!

T f"

!

""#

!

S/E:-H;H<1.I

数
f666

%)

&

"各组大鼠脾脏
*E/F

细胞*

*D#5

细胞*

*D#5B

*E/F

比值水平比较$表
!

!图
&

*

8

%"与正常组比较!模

型组大鼠脾脏
*E/F

细胞比值明显降低!

*D#5

细胞水

平*

*D#5B*E/F

比值显著上调$

T U "

!

"7

!

T U "

!

"#

%)

与模型组比较!

,*M

组*清热活血方组*益生菌组
*E/F

细胞水平均显著升高$

T U"

!

"7

!

T U"

!

"#

%&清热活血

方组
*D#5

细胞水平降低$

T U"

!

"7

%!

,*M

组和益生菌

表
!

$各组大鼠脾脏
*D#5B*E/F

细胞水平比较"$

R

%

I

%

组别
. *E/F

细胞$

e

%

*D#5

细胞$

e

%

*D#5B*E/F

正常
% ##

*

#6

%

#

*

67 #

*

&"

%

"

*

8# "

*

#!

%

"

*

"8

模型
%

$

*

&&

%

!

*

"$

!

!

*

!6

%

"

*

75

!!

"

*

!6

%

"

*

"6

!!

,*M %

#!

*

"#

%

"

*

$!

""

!

*

!5

%

"

*

&7

"

*

#6

%

"

*

"&

""

清热活血方
%

#"

*

!"

%

!

*

8"

"

#

*

56

%

"

*

!%

"

"

*

#$

%

"

*

"%

""

益生菌
%

#"

*

#8

%

#

*

6%

"

!

*

7#

%

"

*

&6

#

"

*

!%

%

"

*

"%

""注#与正常组比较!

!

T U"

!

"7

!

!!

T U"

!

"#

&与模型组比较!

"

T U"

!

"7

!

""

T U

"

!

"#

&与清热活血方比较!

#

T U"

!

"7

组均对
')J

大鼠脾脏内
*D#5

细胞水平无明显影响

$

T V"

!

"7

%&

,*M

组和清热活血方组
*D#5B*E/F

均明

显下降$

T U"

!

"#

%!益生菌组
*D#5B*E/F

比值略有下

降!但差异无统计学意义$

T V"

!

"7

%) 清热活血方组

的
*D#5

细胞水平低于益生菌组$

T U"

!

"7

%)

讨""论

KJ

是以关节滑膜炎症和关节结构破坏为主要特

征的常见的自身免疫性疾病!发病机制尚未完全明确!

近年来研究发现肠道菌群的失衡是
KJ

的发生和发展

的重要因素之一+

7

,

!肠道菌群可诱导
*D#5

*

*E/F

细胞

的成熟!引起自身免疫应答+

6

,

&

*D#5

*

*E/F

细胞介导

的免疫反应!可维持
KJ

患者肠道黏膜免疫稳定+

%

,

)

肠道微生态与
*D#5

*

*E/F

细胞介导的免疫反应密切

相关) 清热活血方以金银花*土茯苓为君药!金银花

甘*寒!归肺*心*胃经!有清热解毒*散风清热的作用&

土茯苓甘*淡*平!归肝*胃经!有解毒除湿*消肿止痛*

通利关节的作用) 两药合用!既能解毒清热!又能利湿

通利关节) 苍术*黄柏*丹参*赤芍为本方之臣药!脾为

生痰之源!故以苍术燥湿健脾!使湿邪去而不再生&黄

柏苦寒!取其苦能燥湿!寒以胜热) 苍术*黄柏合为

'二妙丸(!清热除湿*通利关节!适用于湿热痹阻证)

丹参*赤芍苦微寒!分别入心*肝经!具有清热活血*散

瘀止痛之功效) 湿热痹阻日久!易邪气阻滞!气血不

畅!则血行瘀滞!故本方丹参*赤芍合用以化瘀通络)

佐以莪术*青风藤!破气行血*消肿止痛&萆祛风湿*

""注#

J

为正常组&

[

为模型组&

'

为
,*M

组&

@

为清热活血方组&

9

为益生菌组&图
8

同

图
&

$

*E/F

细胞流式
QJ'L'

的检测分析

图
8

$

*D#5

细胞流式
QJ'L'

的检测分析



"!"!$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

0123 &$

!

41

!

%

通经络&蜈蚣!蜂房等虫类药!其药性走窜!内达脏腑!

外连经络!凡气血凝聚之处!皆可开之) 方中金银花*

土茯苓*黄柏*苍术诸药合用可增强清热除湿*消肿通

络的功效&丹参*赤芍*莪术*青风藤*蜈蚣诸药合用可

增强活血祛瘀*通络止痛的功效) 诸药合用!共奏清热

祛湿*活血止痛的功效)

本研究主要以大鼠粪便和脾脏为研究对象) 滑

膜病理结果表明!清热活血方通过减少炎性浸润!减

轻血管新生!缓解
KJ

滑膜症状)

J2SD;

多样性分析

表明!与正常组比较!模型组的丰富度明显降低!并

且物种分布均匀度较差&从菌群种类差异看!模型组

和与正常组的菌群差异明显!清热活血方在丰富度*

均匀度相较模型组增加!并且物种差异明显) 说明

')J

大鼠的肠道菌群丰富度下降!存在菌群失衡状

况) 清热活血方对肠道菌群丰富度呈正向调节!可

以改善菌群的丰富程度和菌群物种的均匀度!恢复

肠道微生态的平衡)

*E/F

是一群具有免疫负性调节

功能的
*

细胞亚群!控制体内自身免疫反应) 其中

以
'@8

O

'@!7

O

*E/F

维持免疫内环境的稳态+

#"

,

)

Q1RS&

是
*E/F

细胞表面重要的转录因子!也是其特

异性标志!在绝大多数
'@8

O

'@!7

O

*E/F

细胞中均

有表达+

##

,

)

*D#5

细胞是一群能够分泌
)P

#

#5

的

'@8

O

*

细胞亚群!在
KJ

病程中发挥致炎性作用+

#!

,

)

在
KJ

患者体内!

*D#5B*E/F

细胞平衡失调会导致

KJ

的滑膜炎症!骨质破坏和骨侵蚀+

#&

,

) 调节
*D#5B

*E/F

细胞失衡成为治疗
KJ

的新途径) 清热活血方

治疗活动期
KJ

可能是通过调节
*D#5B*E/F

细胞失衡

状态!抑制病理性
*

细胞的增值!活化抑制自身免疫的

细胞!从而缓解
KJ

局部关节炎性破坏和滑膜血管新

生) 益生菌对
KJ

的影响作用成为目前研究的热

点+

#8

,

) 本实验益生菌组可有效上调
*E/F

细胞!却对

*D#5

细胞无明显效果!说明本实验所用的益生菌的治

疗可以有效调节免疫!但对
KJ

的炎症因子的活化作

用尚不明显)

参 考 文 献

+

#

,"巩勋! 姜泉! 曹炜! 等
3

湿热瘀阻与活动期类风湿关节炎

骨侵蚀+

(

,

3

中医杂志!

!"#8

!

77

$

#8

%#

##$6

(

##6!3

+

!

,"姜泉! 殷海波! 罗成贵! 等
3

清热活血方药治疗类风湿

关节炎骨破坏
!

年期放射学研究+

(

,

3

世界中西医结合

杂志!

!"#!

!

5

$

8

%#

&8&

(

&853

+

&

,"刘鹏霄! 曹炜! 姜泉! 等
3

清热活血方抑制
!

型胶原诱

导型关节炎大鼠滑膜组织血管新生的研究+

(

,

3

北京中

医药大学学报!

!"#8

!

&5

$

#"

%#

%$%

(

%6"3

+

8

,"智恺! 刘春芳! 曹炜! 等
3

清热活血方对肿瘤坏死因子

$

诱导的类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞迁移和黏附

的影响+

(

,

3

中医杂志!

!"#%

!

75

$

!"

%#

#555

(

#5$#3

+

7

,"

P<- M

!

]/.F [

!

]D;.F (

!

/H ;23 K12/ 1W HD/ F-H :<

#

?E1a<1:/ <. :1G-2;H<.F ;EHDE<H<I SE1FE/II<1. <.

:<?/

+

(

,

3 L?< K/S

!

!"#%

!

$

#

&"7683 G1<

#

#"

!

#"&$B

IE/S&"7683

+

%

,"

L;E; A

!

T<d;EE1 **3 *D/ *E/FB*D#5;R<I

#

J

GZ.;:<? a;2;.?/ E/F-2;H/G aZ HD/ F-H :<?E1a<1:/

+

(

,

3 QE1.H )::-.12

!

!"#7

!

%

$

L-SS2 #

%#

%&63

+

5

,"周一平
3

用
9R?/2

软件进行药物毒理实验的随机分组

+

(

,

3

药学进展!

!""7

!

!6

$

6

%#

8!7

(

8!53

+

$

,"魏伟!吴锡美! 李元建主编
3

药理实验方法学+

,

,

3

第
8

版
3

北京# 人民卫生出版社!

!"#"

#

5#3

+

6

,"

^;a1E<;-

#

K1-HD<;- 0

!

K;N1H1a/ L

!

P

+

?-Z/E 9

!

/H

;23 *D/ N/Z E12/ 1W I/F:/.H/G W<2;:/.H1-I a;?H/E<;

<. HD/ ?11EG<.;H/G :;H-E;H<1. 1W F-H D/2S/E * ?/22

E/IS1.I/I

+

(

,

3 )::-.<HZ

!

!""6

!

&#

$

8

%#

%55

(

%$63

+

#"

,"

[-?N./E (Y3 ,/?D;.<I:I 1W <:S;<E/G E/F-2;H<1.

aZ '@8

O

'@!7

O

Q1RS&

O

E/F-2;H1EZ * ?/22I <. D-

#

:;. ;-H1<::-./ G<I/;I/I

+

(

,

3 4;H-E/ K/b ):

#

:-.12

!

!"#"

!

#"

$

#!

%#

$86

(

$763

+

##

,"

_/../GZ J

!

L?D:<GH 9,

!

'E<aaI JT

!

/H ;23 J .1

#

b/2 -SIHE/;: /.D;.?/E 1W QAMT&

!

I/.I<H<b/ H1

:/HDZ2;H<1.

#

<.G-?/G I<2/.?<.F

!

/RD<a<HI GZIE/F-

#

2;H/G :/HDZ2;H<1. <. ED/-:;H1<G ;EHDE<H<I *E/F ?/22I

+

(

,

3 9-E )::-.12

!

!"#8

!

88

$

#"

%#

!6%$

(

!65$3

+

#!

,"

[/./G/HH< ^

!

,<1II/? T3 ).H/E2/-N<. #5 ?1.HE<a

#

-H/I H1 HD/ ?DE1.<?<HZ 1W <.W2;::;H1EZ G<I/;I/I

I-?D ;I ED/-:;H1<G ;EHDE<H<I

+

(

,

3 9-E )::-.12

!

!"#8

!

88

$

!

%#

&&6

(

&853

+

#&

,"

P< ^

!

]D;1 `

!

+;.F T

!

/H ;23 @/H/?H<1. 1W *D#5B

*E/F ?/22I ;.G E/2;H/G W;?H1EI <. F<.F<b;2 H<II-/I

;.G S/E<SD/E;2 a211G 1W E;HI c<HD /RS/E<:/.H;2 S/

#

E<1G1.H<H<I

+

(

,

3 )E;.<;. [;I<? ,/G L?<

!

!"#5

!

!"

$

&

%#

!68

(

&""3

+

#8

,"潘胡丹! 李润泽! 李婷! 等
3

益生菌辅助治疗类风湿关

节炎的益处# 随机对照临床试验荟萃分析和系统综述

+

(

,

3 9.F<.//E<.F

!

!"#5

!

&

$

#

%#

!87

(

!763

$收稿#

!"#5

(

##

(

#7

"在线#

!"#$

(

"7

(

#"

%

责任编辑# 段碧芳

英文责编# 张晶晶


