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!基础研究!

益气养阴祛瘀方含药血清对干燥综合征人颌下腺

细胞
EFG9

和
+%H

表达的影响

刘$丹#

$秦$源#

$谢志敏#

$刘东洋#

$王$静#

$朱秋爽#

$王新昌!

摘要$目的$观察益气养阴祛瘀方含药血清对干燥综合征"

ID

%

J-:?

&

> >K?L-1<:

#

II

$人颌下腺细胞

"

/M<,? >MN<,?L=NM2,- J2,?L .:22>

#

OIP .:22>

$中水通道蛋白
9

"

,QM,R1-=? R-1S:=?

#

9

#

EFG9

$和毒蕈

碱样胆碱能受体
%

"

SKR: % <M>.,-=?=. ,.:SK2./12=?: -:.:RS1->

#

+%H

$表达的影响% 方法$制备益气养

阴祛瘀方含药血清#将对数生长期的
OIP

细胞随机分为空白组"

HG+( #86"

培养液$&空白血清组"

#"T

的

空白血清
UHG+( #86"

培养液$&含药血清组"

#"T

的益气养阴祛瘀方含药血清
U HG+( #86"

培养液$&

(V4

#

!

组"

(V4

#

!UHG+( #86"

培养液$&

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组"

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂
U HG+( #86"

培养

液$&

(V4

#

!U

含药血清组"

(V4

#

!U#"T

益气养阴祛瘀方含药血清
U HG+( #86"

培养液$#共
8

组% 培养
!6 /

后#

*:>S:-? N21S

法检测
OIP

细胞中
EFG9

和
+%H

蛋白表达'

H)

#

G&H

法检测
OIP

细胞
EFG9 <H4E

和

+%H <H4E

表达'免疫荧光法观察
OIP

细胞
EFG9

蛋白通道表达变化% 结果$与空白血清组比较#含药血

清组
EFG9

&

+%H

蛋白及
EFG9 <H4E

和
+%H <H4E

表达升高"

G W"

!

"9

$% 与
(V4

#

!

组比较#空白组&空白

血清组&含药血清组&

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组
EFG9

&

+%H

蛋白及
<H4E

表达均升高"

G W"

!

"9

$% 结论$益

气养阴祛瘀方具有与
(V4

#

!

拮抗剂类似功效#能上调主管水运的
EFG9

&

+%H

表达#增加唾液量的分泌%

关键词$益气养阴祛瘀方' 干燥综合征' 水通道蛋白
9

' 毒蕈碱样胆碱能受体
%
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#
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$$干燥综合征$

ID

%

J-:?

&

> >K?L-1<:

"

II

%是一种

典型的以淋巴细胞浸润唾液腺和泪腺"引发口干'干燥

性角结膜炎为特征的自身免疫性疾病(

#

"

!

)

*

II

近年

来发病率持续升高"发病机制复杂并难以治疗* 现代

医学治疗主要依靠激素"长期服用会出现疗效降低'不

良反应等问题* 益气养阴祛瘀方为+生地黄'玄参'麦

冬'石斛'白芍'黄芪'丹参'益母草,

5

味药组成的基础

方"共奏+养阴'益气'祛瘀,之功效* 本课题组前期研究

表明"益气养阴祛瘀方不仅能整体调节
II

患者和
4BA

模型鼠的免疫功能"还能明显改善
II

患者口干'眼干

症状(

%

"

6

)以及对
4BA

小鼠唾液分泌量'颌下腺损伤指

数以及局部免疫微环境也有明显改善(

9

)

* 本实验通过

观察
OIP

细胞水通道蛋白
9

$

,QM,R1-=? R-1S:=?

#

9

"

EFG9

%和毒蕈碱样胆碱能受体
%

$

SKR: % <M>.,-=?=.

,.:SK2./12=?: -:

#

.:RS1->

"

+%H

%相关表达"为益气养

阴祛瘀方对
II

的作用机制做进一步探究*

材料与方法

#

$动物及细胞株$

IGV

级雌性
IA

大鼠
#8

只"体

重
#5" e!"" J

"购买自上海西普尔"必凯实验动物有限

公司"生产许可证#

I&]d

$沪%

!"#%

"

""#8

* 浙江中医药

大学实验动物中心饲养"饲养环境#温度 $

!%

'

!

% ("

相对湿度$

99

'

#"

%

T

* 动物伦理通过浙江中医药大学

附属第二医院医学伦理委员会批准$

413 !"#%

科研审
68

号%*

OIP

$人下颌下腺细胞%细胞株由中国科学院生物

技术部$转化医学科学中心%提供*

!

$药物$益气养阴祛瘀方$药物组成#黄芪
!6 J

生地黄
!6 J

$玄参
#9 J

$麦冬
#9 J

$石斛
#! J

$白

芍
#! J

$益母草
#9 J

$丹参
%" J

%由浙江中医药大

学附属第二医院药剂科制备成含生药
#

!

67 JC<[

的

浓缩煎剂*

%

$试剂及仪器$

HG+( #86"

培养液$美国
P=N

#

.1

公司"批号#

##579"$%

%"

VaI

胎牛血清$美国
P=N

#

.1

公司"批号#

#!656"!5

%"

"

!

!9T

胰酶$含
"

!

"!T

的
;A)E

"杭州吉诺医药生物技术有限公司" 批号#

P4+

#

!9!""

%"一抗兔抗人
EFG9

单克隆抗体$英国

EN.,<

公司" 批号#

,N$!%!"

%"一抗兔抗人
+%H

多

克隆抗体$英国
EN.,<

公司" 批号#

,N#!8#85

%"二

抗羊抗兔
(HAK5""

抗体$美国
[(

#

&BH

公司" 批号#

$!8

#

%!!##

%"

H(GE

快速裂解液$上海碧云天生物技

术有限公司"批号#

G""#%a

%"干扰素#

!

$

=?S:-X:-1?

#

!

"

杭州联科生物技术股份有限公司" 批号#

$8

#

%""

#

"!

#

#""

%"

(V4

#

!

拮抗剂$杭州联科生物技术股份有限公

司"批号#

$8

#

9""

#

G%!

#

#""

%* 二氧化碳培养箱$美国

)/:-<1 V=>/:-

"型号#

%###

%"激光共聚焦显微镜$日

本
B2K<RM>

"型号#

V0#"""

%"

=F 9

多重实时荧光定量

G&H

仪$美国
a=1

#

H,L

公司%"

BAYII;Y

双色红外

激光成像系统$美国
[(

#

&BH

公司"型号#

$#!"

%*

6

$益气养阴祛瘀方含药血清制备$

IA

大鼠适

应性喂养一周后"根据体重区组划分为益气养阴祛瘀

方组和空白血清组"每组
5

只* 益气养阴祛瘀方组给

予含生理盐水的益气养阴祛瘀方
$

!

! JCbJ

灌胃$相当

于成人剂量的
6

倍%"空白血清组以等量生理盐水灌

胃"两组均每次
! <[

"一天
!

次"连续
7

天* 最后一次

给药
! /

后"以
#"T

戊巴比妥腹腔注射麻醉"腹主动

脉取血
5 <[

$取血前禁食不禁水
#! /

%"室温下静置

! /

后
6 """ - C<=?

离心
#" <=?

"分离血清至
;G

管

中"

98

(水浴
%" <=?

灭活补体"

"

!

!! "<

滤膜过滤

除菌后" "

!"

(保存备用*

9

$细胞培养和处理$

OIP

细胞常规培养在含

#"TVaI

和
#T

青霉素 "链霉素溶液的
HG+( #86"

培养液中*

# e!

天更换培养液"在
%7

('

9T&B

!

培

养箱培养* 用倒置相差显微镜观察"细胞覆盖面积达

7"T e 5"T

时"传代分瓶继续培养"一周传代
# e

!

次*选择对数生长期的
OIP

细胞"用计数板计数"调

整细胞悬液浓度为
!

)

#"

8

C<[

"种植于
8

孔板中* 分

别给予以下处理#空白组$

HG+( #86"

培养液%'空白

血清组$

#"T

的空白血清
UHG+( #86"

培养液%'中药

含药血清组$

#"T

的益气养阴祛瘀方含药血清(

8

)

U

HG+( #86"

培养液%'

(V4

#

!

组$

(V4

#

!U HG+( #86"

培养液%'

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组$

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗

剂
#"" ?JC<[ UHG+( #86"

培养液%'

(V4

#

!U

中药含

药血清组$

(V4

#

!#"" ?JC<[ U#"T

益气养阴祛瘀方

含药血清
U HG+( #86"

培养液%*

8

$观察指标及检测方法

8

!

#

$

OIP

细胞
EFG9

和
+%H

蛋白表达水
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%

平$采用
*:>S:-? N21S

法检测* 将处理后的六孔板

弃上清液"经
GaI

洗涤"直接刮取细胞"加入
#T

G+IV

的
H(GE

细胞裂解液提取总蛋白*

a&E

法检

测蛋白浓度后变性* 经电泳"转膜"室温封闭
$" <=?

"

一抗孵育过夜"二抗孵育
! /

"洗膜后获取图像并做

分析*

8

!

!

$

OIP

细胞
EFG9

'

+%H <H4E

表达$采

用
H)

#

G&H

法检测*

H4E

采用
)-=`12

法提取细胞总

H4E

"紫外分光光度计测定浓度* 逆转录及
G&H

操

作步骤参照说明书*

G&H

引物序列#

EFG9

引物#上

游#

9

&#

&&&)E&&&EPEEEE&&&EP)

#

%

&"下游#

9

&#

P&&E&&))P)&PPEE)&)E&

#

%

&" 引 物 长 度#

##% NR

&

+%H

引物#上游#

9

&#

&E&EP&&EP)EP&

#

&&EPE))

#

%

&"下游#

9

&#

))P&))P&&))&E)&E)

#

&E&

#

%

&"引物长度#

##" NR

&

#

#

,.S=?

引物#上游&

9

&#

&&)PP&E&&&EP&E&EE)

#

%

&" 下 游#

9

&#

PPP&

#

&PPE&)&P)&E)E&

#

%

&"引物长度#

#66 NR

* 引物

委托上海生物工程有限公司进行合成* 引物使用前用

A;G&

水溶解* 反应体系低速离心机离心并震荡均

匀* 荧光定量
G&H

仪设定如下#

$9

(

#9 >

变性"

8"

(

8" >

退火'延伸"循环
6"

次"得到扩增曲线*

$9

(

#9 >

"

8"

(

8" >

"

$9

(

#9 >

"得到溶解曲线*

以
#

#

,.S=?

为内参"应用
!

"

!!&S计算目标基因相对表

达量*

8

!

%

$

OIP

细胞
EFG9

蛋白通道表达变化$采

用激光共聚焦显微镜观察* 将处理后的六孔板弃上清

液"经
GaI

洗涤"加入聚甲醛固定液"室温下固定

#9 <=?

"

GaI

洗涤"用含
#T aIE

的
GaI

溶液处理

细胞"常温封闭
%" <=?

* 一抗孵育过夜"二抗孵育

# /

"

GaI

洗涤细胞"置于激光共聚焦下观察"用

V0#"

#

EI* !

!

#

软件记录并分析荧光强度*

7

$统计学方法$采用
IGII #7

!

"

软件进行统

计分析"实验数据以
c

'

>

表示"各组间采用单因素方

差分析"组间两两比较采用
[IA

检验*

G W"

!

"9

为差

异有统计学意义*

结$$果

#

$各组
OIP

细胞
EFG9

'

+%H

蛋白表达比较

$表
#

%$空白组与空白血清组比较"差异无统计学意

义$

G f"

!

"9

%* 与空白血清组比较"中药含药血清组

EFG9

和
+%H

蛋白表达增加"

(V4

#

!

组
EFG9

和

+%H

蛋白表达降低$

G W"

!

"9

%* 与
(V4

#

!

组比较"中

药含药血清组'

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组'

(V4

#

!U

含药

血清组
EFG9

和
+%H

蛋白表达增加$

G W"

!

"9

%*

表
#

#各组
OIP

细胞
EFG9

'

+%H

蛋白表达比较$$

c

'

>

%

组别
? EFG9 +%H

空白
% "

*

5##

'

"

*

"7# #

*

6"!

'

"

*

"9$

空白血清
% "

*

5"#

'

"

*

"75 #

*

%$$

'

"

*

"98

中药含药血清
%

#

*

#"5

'

"

*

"7$

"!

#

*

855

'

"

*

##!

"!

(V4

#

! %

"

*

9!#

'

"

*

"59

"

"

*

5%#

'

"

*

"99

"

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂
%

"

*

579

'

"

*

"85

!

#

*

!6"

'

"

*

"$!

!

(V4

#

!U

中药含药血清
%

"

*

576

'

"

*

"7#

!

#

*

6"%

'

"

*

#97

!

$$注#与空白血清组比较"

"

G W"

!

"9

&与
(V4

#

!

组比较"

!

G W"

!

"9

!

$各组
OIP

细胞
EFG9

'

+%H <H4E

表达比

较$表
!

%$与空白组比较"中药含药血清组和空白血

清组
EFG9

'

+%H <H4E

升高$

G W "

!

"9

%* 与空白

血清组比较"中药含药血清组
EFG9

'

+%H <H4E

升

高$

G W "

!

"9

%* 与
(V4

#

!

组比较"中药含药血清组'

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组'

(V4

#

!U

中药含药血清组

EFG9

和
+%H <H4E

表达增加$

G W"

!

"9

%*

表
!

#各组
OIP

细胞
EFG9

'

+%H <H4E

表达比较$$

c

'

>

%

组别
? EFG9 <H4E +%H <H4E

空白
% "

*

587

'

"

*

"7$ #

*

!6!

'

"

*

#$7

空白血清
%

#

*

"##

'

"

*

"$8

"

#

*

%%!

'

"

*

!#"

"

中药含药血清
%

#

*

%"!

'

"

*

"5#

"!#

#

*

97$

'

"

*

!#$

"!#

(V4

#

! % "

*

9!!

'

"

*

!"9 "

*

5%9

'

"

*

!"%

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂
%

"

*

559

'

"

*

"$"

#

#

*

"!#

'

"

*

!6#

#

(V4

#

!U

中药含药血清
%

"

*

5!5

'

"

*

"87

#

#

*

#65

'

"

*

#!!

#

$$注#与空白组比较"

"

G W"

!

"9

&与空白血清组比较"

!

G W"

!

"9

&与
(V4

#

!

组

比较"

#

G W"

!

"9

%

$各组
OIP

细胞
EFG9

通道蛋白表达比较$图

#

%$空白组
OIP

细胞经
EFG9

抗体染色后"表达量

较少&比较空白组'空白血清组'含药血清组"含药血清

组细胞中
EFG9

表达最高&

(V4

#

!

干预颌下腺细胞后"

可见细胞中
EFG9

蛋白的表达量减少&而再经过

(V4

#

!

拮抗剂处理后"

EFG9

荧光的表达又增强&比较

(V4

#

!

组'

(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组'

(V4

#

!U

含药血清

组可知"含药血清组与
(V4

#

!

拮抗剂组相类似"能增加

OIP

细胞中
EFG9

的表达*

讨$$论

II

在中医学中无相似的病名记载"全国中医痹病

专业委员会认为应归属+燥痹,* 本课题组认为其病

因病机为#先天禀赋不足"继而导致脏腑气虚"气虚则

津液生成不足'阴津亏少"气虚则血行不畅"发为血瘀"

血瘀又影响气和阴津的生成和输布"循环往复则气虚'

阴亏和血瘀更甚"故在外气虚表现低热'乏力'多尿等"

阴亏则表现为口干'眼干等"血瘀则表现为腮腺肿大'

关节疼痛等* 总之"

II

总属气虚'阴亏和血瘀为本"燥
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!!!!##!

$$注#

E

为空白组&

a

为空白血清组&

&

为含药血清组&

A

为

(V4

#

!

组&

;

为
(V4

#

!U (V4

#

!

拮抗剂组&

V

为
(V4

#

!U

含药血清组&

#

为
EFG9

&

!

为
AEG(

图
#

#各组
OIP

细胞
EFG9

及
AEG(

染色

$免疫荧光" )

6""

%

热为标"故在治疗上以益气养阴祛瘀法为总则* 益气

养阴祛瘀方为本课题组自
#$$$

年以来拟定的经验

方* 方中玄参壮水制火"麦冬能补能润能通"生地补而

不腻'兼能走络"三者共为君药&黄芪益气固表'利水消

肿'脱毒生肌"丹参活血祛瘀'养血安神"益母草活血行

淤'清热解毒"三者共为为臣药* 全方养阴则阴复"可

使精血津液充足"干燥诸症可润泽&益气则能升清'化

生精微"使营血运达'津液输布"益气可以生水以制燥

火&祛瘀则使得气机通畅"致津液得以敷布"诸法合用

则燥证自愈*

EFG

是特异性跨膜转运水的一组蛋白"能显著增

加细胞膜水通透性"参与水的分泌'吸收及细胞内外水

平衡* 其中
EFG9

是最早被确定分布在唾液腺泡细

胞的一种蛋白"分布于腺泡腔的顶膜'侧膜及导管上皮

细胞中(

7

)

* 有人发现
EFG9

经过胞内
GdE

$蛋白激

酶
E

%的激活"进行磷酸化反应"可使得该通道形成快

速的+闸门,效应(

5

)

"而如果腺体上皮细胞中缺乏

EFG9

的分布"则水转运功能发生异常"唾液流率下

降"于是就会产生口干的症状* 同样有报道指出

EFG9

在有炎性细胞浸润的小鼠颌下腺腺体中顶质膜

的分布减少"而在基底膜有所增加(

$

)

* 本实验研究证

明益气养阴祛瘀方能够明显提高颌下腺细胞中
EFG9

的表达* 毒蕈碱样胆碱酯酶受体
+H

"是一种单链跨

膜糖蛋白"在体内主要参与肌肉收缩调节'呼吸'运动'

体温调节'学习'记忆等重要的生理功能"是体内重要

的受体之一*

+%H

为该家族成员之一"主要分布于外

分泌腺(

#"

)

*

+%H

影响着唾液腺的液体分泌"并且抗

+%H

的存在与
II

患者亚群中的分泌功能障碍有直

接的关联(

##

)

* 而各种原因引起的
+%H

与神经递质结

合能力下降都可能导致信号转导异常"最终造成唾液

分泌功能的障碍(

#!

)

* 敲除
+%H

基因后小鼠唾液分泌

量与正常小鼠相比明显减少"这表明
+%H

确确实实

参与了唾液分泌的整个过程(

#%

)

*

II

患者涎腺组织被破坏的免疫机制目前尚未明

确"但近年来国内外诸多研究提示其受到腺体组织免

疫微环境的调控"细胞因子是免疫微环境的主要成分*

(V4

是一种具有多种生物活性的糖蛋白"具有广谱抗

病毒活性"对肿瘤细胞具有免疫监控'抑制细胞增殖和

免疫调控等重要的作用(

#6

)

*

4BACI/=[S'

和其衍生

的同类
&97a[C84BA

#

E:.#E:.!

细胞系的小鼠早在

出生时都检测到了高水平量的
(V4

#

!

* 相反"

(V4

#

!

基

因未成功表达" 将来并不会发展为
II

样的疾

病(

#9

"

#8

)

* 另外有实验发现
II

患者的颌下腺及血清

中的
(V4

#

!

的水平都是升高的"而经过中药方剂处理

后降低(

#7

)

*

本实验结果显示#

OIP

细胞经益气养阴祛瘀方含

药血清干预后"

EFG9

'

+%H <H4E

和蛋白表达均增

加"且高于其余
9

组* 实验发现
EFG9

和
+%H

的表

达趋乎一致"有实验证明经
+%H

激动剂刺激后"可以

使
EFG9

从细胞质向细胞膜转运"并增加唾液的分泌

量(

#5

"

#$

)

* 因此"笔者认为益气养阴祛瘀方含药血清作

用于细胞"能起到与
+%H

激动剂相同作用"来调控

EFG9

的转运与唾液的分泌"或者益气养阴祛瘀方可

以直接增强
EFG9

蛋白通道的表达*

(V4

#

!

刺激

OIP

细胞后"

EFG9

'

+%H <H4E

和蛋白表达明显减

少"而经
(V4

#

!

拮抗剂和含药血清刺激后"

EFG9

'

+%H <H4E

和蛋白表达增加"这提示"益气养阴祛瘀

方含药血清与
(V4

#

!

拮抗剂功效类似"能上调因
(V4

#

!

导致的
EFG9

'

+%H

表达减少"为
II

的临床治疗提

供了依据*

利益冲突# 无任何利益冲突*
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