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基于 NF-κB P65/IκBα 信号通路探讨养阴益气
活血方治疗干燥综合征作用机制

傅天啸1 李天一2 吴方平2 卢雯雯1 熊福林1 吴国琳1

摘要  目的 研究养阴益气活血方对干燥综合征非肥胖糖尿病（NOD）小鼠颌下腺组织核因子 -κB P65
蛋白（NF-κB P65）/ 核因子 κB 抑制蛋白 α（IκBα）信号通路的影响。方法 取 NOD 小鼠 24 只随机分

为 4 组，每组 6 只。模型组灌服去离子水 0.4 mL（3 mg/mL），西药组灌服羟氯喹 0.4 mL（2.5 mg/mL），中

药组灌服中药养阴益气活血方 0.4 mL，中西药组灌服中药养阴益气活血方及羟氯喹各 0.4 mL，选取 6 只

同龄 Balb/c 小鼠作为正常组灌服去离子水 0.4 mL。给药 8 周后摘取双侧颌下腺组织进行 PCR 检测，镜

下观察各组小鼠颌下腺组织免疫组化后蛋白变化。结果 与正常组比较，模型组小鼠颌下腺组织 P65 
mRNA 表达著增高，IκBα mRNA 表达降低（P<0.05）。与模型组比较，西药组、中药组、中西药组

P65 mRNA 表达降低，IκBα mRNA 表达升高（P<0.05）。与西药组比较，中西药组 P65 mRNA 表达降

低（P<0.05），中药组 IκBα  mRNA 相对表达量降低（P<0.05）。镜下，模型组小鼠颌下腺组织 P65 蛋

白呈高表达，IκBα 蛋白呈低表达，中药组、西药组和中西药组 P65 蛋白散在表达，正常组表达最弱；

IκBα 蛋白在其余三组高表达，正常组表达最强。与正常组比较，模型组 P65 平均吸光度增高，IκBα

平均吸光度减少（P<0.05）；与模型组比较，中药组、西药组和中西药组 P65 平均吸光度降低，IκBα

平均吸光度增加（P<0.05）。从药效比较，中西药组抑制 NF-κB /IκBα 通路中 P65 表达的疗效最好，

西药组和中药组次之，且疗效相近；中西药组抑制 IκBα 磷酸化的效果最佳，其次是西药组，中药组最次。

结论 联合使用养阴益气活血方和羟氯喹能通过减少 P65 mRNA 及蛋白表达，维持 IκBα mRNA 及蛋

白高表达，抑制 NF-κB P65/IκBα 信号通路，减少颌下腺炎症反应，从而发挥治疗干燥综合征的作用。
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Study on the Mechanism of Yangyin Yiqi Huoxue Recipe in Treating Sjögren's Syndrome Based 
on NF-κB P65/IκBα Signal Pathway FU Tian-xiao1， LI Tian-yi2，WU Fang-ping2，LU Wen-wen1，

XIONG Fu-lin1，and WU Guo-lin1 1 Department of Chinese Medicine，First Affiliated Hospital，College of  
Medicine，Zhejiang University，Hangzhou（310003）；2 Functional Laboratory of Basic Medical College，

Zhejiang University of Chinese Medicine，Hangzhou（310053）

ABSTRACT Objective To investigate the effect of Yangyin Yiqi Huoxue Recipe on NF-κB P65 nuclear 
factor kappa-B（NF-κB P65）inhibitor alpha of NF-κB（IκBα） signal pathway in submandibular gland tissue 
of no obesity diabetes（NOD） mice with Sjögren 's syndrome. Methods Twenty-four NOD mice were selected 
as the control group，and the NOD mice were randomly divided into four groups，with six mice in each group. 
The model group was administered intragastrically with 0.4 mL deionized water，the Western medicine（WM） 
group was administered intragastrically with 0.4 mL hydroxychloroquine，the Chinese medicine（CM） group 
was administered intragastrically with 0.4 mL Yangyin Yiqi Huoxue Recipe，and the Chinese and Western 
medicine（CWM） group was administered intragastrically with 0.4 mL Yangyin Yiqi Huoxue Recipe and 0.4 mL 
hydroxychloroquine respectively. Selected six balb/c mice of the same age as the normal group，and 0.4 mL  
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外，还会进一步诱导核因子 -κB P65 蛋白（nuclear 
factor kappa-B，NF-κB）异常活化，而 NF-κB 反

过来又能刺激 TNF-a、IL-6 等炎症因子表达，进一

步激活 NF-κB，引起炎症瀑布反应，形成复杂的炎

症 - 细胞因子网络，使组织细胞与内皮细胞之间存在

一个恶性循环的持续损伤，由此可见 NF-κB 信号通

路参与 SS 发生发展，促进炎症反应及各类炎症因

子释放，损伤颌下腺组织 [6，7]。因此，本研究以目前

公认的 SS 动物模型 NOD 小鼠为研究对象 [8]，通过

研究 NOD 小鼠及其颌下腺的核因子 -κB P65 蛋白

（nuclear factor kappa-B，NF-κB 65 protein，NF-
κB P65）/ 核因子 κB 抑制蛋白 α（inhibitor alpha 
of NF-κB，IκBα）信号通路变化，进一步探讨养

阴益气活血方治疗 SS 的可能作用机制。

材料与方法

1 动物 24 只 SPF 级 NOD 小鼠及 6 只同龄

Balb/c 小鼠，8 周龄，雌性，体重（20±2）g，饲

养于浙江中医药大学动物实验中心，于无特殊病菌

的 SPF 级动物室恒温条件下喂养。所有动物均购

于上海西普尔必凯实验动物有限公司（合格证号：

干燥综合征（Sjögren's syndrome，SS）是一

种高度异质性的系统性自身免疫病，临床上多侵犯唾

液腺和泪腺等外分泌腺为主，严重者可累及多系统损

伤。目前 SS 尚无特效治疗方法，现代医学常使用激

素或免疫抑制剂改善症状及延缓组织器官损害，但会

产生一定的不良反应，而中医药治疗 SS 具有一定优

势，并取得了较好的临床疗效 [1]。笔者课题组前期研

究表明养阴益气活血方对 SS 患者临床疗效确切，不

仅改善口干、眼干等症状，还明显提高患者生活质

量；动物实验研究发现该方可调节非肥胖糖尿病（no 
obesity diabetes，NOD）小鼠颌下腺辅助性 T 细胞

（Th）1/Th2 免疫平衡、减少核因子 -κB P65 蛋白

（nuclear factor kappa-B，NF-κB 65 protein，NF-
κB P65）/ 核因子 κB 抑制蛋白 α（inhibitor alpha 
of NF-κB，IκBα）主导的细胞凋亡、降低 Tfh 细

胞相关分子 B 细胞淋巴瘤因子 -6（B-cell lymphoma 
6 protein，BCL-6）、C-X-C 趋化因子受体 5（C-X-C 
chemokine receptor type 5，CXCR5）表达，减少

炎症因子 TNF-α、IL-1 产生，从而减轻颌下腺组织

病理损害，减少饮水量 [2-5]。近年研究发现 SS 打破

T 细胞免疫平衡后，炎症因子除直接损伤内皮细胞

deionized water was perfused. After 8 weeks of administration，bilateral submandibular gland tissues were 
extracted for PCR detection，and the protein changes of submandibular gland tissues of mice in each group 
after immunohistochemistry were observed under microscope. Results Compared with the normal group，the 
mRNA expression of P65 increased，and the mRNA expression of IκBα decreased in the submandibular gland 
tissue of the mice in the model group （P<0.05）. Compared with the model group，the mRNA expression of P65 
WM decreased，and the mRNA expression of IκBα increased in the WM group，the CM group and the CWM 
group （P<0.05）. Compared with the WM group，the mRNA expression of P65 was significantly decreased in 
the CWM group（P<0.05），and the mRNA expression of IκBα was decreased in the CM group （P<0.05）. 
Microscopically，P65 protein was highly expressed and IκBα protein was lowly expressed in the submandibular 
gland tissue of mice in the model group，and P65 protein was scattered in CM，WM and the CWM groups，

with the weakest expression in the normal group. IκBα protein was highly expressed in the other three groups，
and the normal group had the strongest expression. Compared with the normal group，the mean absorbance 
of P65 was significantly increased and the mean absorbance of IκBα was significantly decreased in the model 
group（P<0.05）. Compared with the model group，the mean absorbance of P65 was significantly decreased 
and the mean absorbance of IκBα was significantly increased in the CM，WM and the Chinese and Western 
medicine groups （P<0.05）. In terms of efficacy comparison，the CWM group had the best efficacy in inhibiting 
P65 expression in the NF-κB/IκBα pathway， followed by the WM group and the CM group with similar efficacy. 
The CWM group had the best efficacy in inhibiting IκBα phosphorylation，followed by the WM group and the 
CM group the least. Conclusion The combination of Yangyin Yiqi Huoxue Recipe and hydroxychloroquine can 
play a role in the treatment of Sjögren's syndrome by reducing P65 mRNA and protein expression，maintaining 
high IκBα mRNA and protein expression，inhibiting NF-κB P65/IκBα signaling pathway and reducing the 
inflammatory response of submandibular gland.

KEYWORDS Sjögren 's syndrome；Yangyin Yiqi Huoxue Recipe；NF-κB P65 / IκBα signaling pathway；
NOD mice；Chinese medicine
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20130016000707、20130016000706），通过浙江大

学医学院附属第一医院实验动物伦理委员会审查批准

（No.2018 实动快审第 048 号）。盲法实施情况：实验

操作人员对具体动物分组不知情。

2 药物 中药养阴益气活血方（组成太子参

24 g 五味子 10 g 女贞子 15 g 白芍 15 g 黄

精 15 g 山药 30 g 乌梅 12 g 红景天 15 g 肿

节风 12 g），中药饮片由浙江大学医学院附属第一

医院中药房提供，经过煎煮、过滤，浓缩成含生药 
2.25 g/mL（按成人和小鼠等效剂量换算，大约相当

于成人临床用量的 8 倍 [9]）。硫酸羟氯喹片：由上海

上药中西制药有限公司生产（规格 0.1g/ 片，批号：

H19990263），用蒸馏水稀释成含生药量 3 mg/mL
的混悬液。兔抗鼠 P65、IκBα、多克隆抗体（美

国 Santa Cruz 公司生产，批号：SC-3932）；P65、
IκBα、原位杂交检测试剂盒（武汉博士德公司，批

号：BS3719）；原位杂交专用 PBS（武汉博士德公

司，批号：BS4528）；Sp-9001（北京中杉金桥分装 
Zymed，18 mL，批号：861208）；Pv-9003（北京中

杉金桥分装 Zymed，3 mL，批号：861129）。
4 动物分组及给药方法 24 只 NOD 小鼠适应

性饲养 1 周后，按随机数字法分为 4 组，即模型组

6 只（灌服去离子水 0.4 mL），西药组 6 只（灌服羟

氯喹 0.4 mL），中药组 6 只（灌服中药养阴益气活血

方 0.4 mL，100 g /kg），中西药组 6 只（灌服中药

养阴益气活血方及羟氯喹各 0.4 mL），选取 6 只同龄

Balb/c 小鼠作为正常组（灌服去离子水 0.4 mL）。持

续灌胃 8 周，实验期间各组小鼠自由进食，饮水。末

次给药后各组小鼠禁食不禁水，于第 2 天将小鼠颈椎

脱臼处死，立即摘取双侧颌下腺组织进行指标检测。

5 PCR 检测颌下腺 P65、IκBα mRNA 表达

水平 以 GAPDH 为内参，实验过程按试剂盒说明

书进行，具体步骤如下：用 Trisol 试剂盒提取颌下腺

总 RNA， 取 1μL 进 行 RT-PCR 分 析。GAPDH 引

物序列：上游 5’-AAGGGTGGAGCCAAAAGGG-3’，
下 游 5’-TGGGGGTAGGAACACGGAA- 3’， 
大 小 均 为 19 bp。P65 引 物 序 列： 上 游 5’- 
GATGTGCATCGGCAAGTGG-3’，大小为 19 bp；下游

5’-AGAAGTTGAGTTTCGGGTAGGC-3’，大小为 2 2bp。 
IκBα 引物序列：5’- ATTCGGCTGTTGTCTTTGTGA -3’， 
下游 5’-CTTAGTTGG GGGCGACTTTTA-3’，大小为

21 bp。扩增条件如下：94 ℃初始变性 5 min，94 ℃ 
变性 15 s，40 个循环，60 ℃检测荧光值。P65、
IκBα mRNA 及内参 GAPDH 分别在两个管中同时

进行 PCR 反应，除探针与引物外，两管中加入 RNA
模板与其他反应试剂均一致。结果通过 ABI Stepone 
plus 荧光定量 PCR 仪测定并取其循环阈值均值（CT
值），以各组△ CT 值进行统计学分析，本实验以模

型组做为未处理组，与其他各组进行比较。

6 免 疫 组 化 SP 法 检 测 颌 下 腺 组 织 P65、
IκBα 蛋白含量 免疫组化 SP 检测小鼠颌下腺组织 
P65、IκBα 蛋白的含量，按照说明书操作后，利用

多功能真彩色细胞图象分析管理系统，选取 400 倍图

像，以最终细胞质或胞膜为棕黄色判定为阳性表达细

胞。随机选取 5 个视野进行平均光密度测定，取其平

均值作为该切片的代表值进行统计分析。

7 统计学方法 采用 SPSS 19.0 统计软件分

析，所有数据以 x–±s 表示。数据符合正态分布且方

差齐时采用单因素方差分析，否则采用秩和检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组小鼠一般情况 在饲养给药过程中，与

正常组相比，其余各组小鼠出现不同程度毛发干枯脱

落，躁动不安、易激惹、反应过度灵敏，体重减轻，

饮水增多，唾液分泌量减少等阴虚阳亢的症状，以模

型组小鼠表现最为显著。予药物治疗后各药物干预组

小鼠躁动及易激惹症状明显减轻，饮水量减少，体重

下降趋势减缓，其他症状也不同程度缓解。

2 各组小鼠颌下腺组织 P65、IκBα mRNA 表

达水平（表 1） 与正常组比较，模型组 P65 mRNA
表 达 增 高（P<0.05），IκBα mRNA 表 达 降 低

（P<0.05）；与模型组比较，西药组、中药组、中西

药组 P65 mRNA 表达降低，IκBα mRNA 表达增高

（P<0.05）；与西药组比较，中西药组 P65 mRNA 表

达降低（P<0.05），中药组 IκBα mRNA 表达降低

（P<0.05）。
表 1 各组小鼠颌下腺 P65、IκBα mRNA 

相对表达量比较 （x–±s）
组别 n P65 IκBα

正常 6 -3.45±0.37 4.47±0.34

模型 6 -0.88±0.11 1.39±0.12

西药 6 -2.64±0.22 △ 4.35±0.16 △

中药 6 -2.57±0.04 △ 2.73±0.37 △▲

中西药 6 -3.20±0.13 △▲ 4.42±0.22 △

  注：与正常组比较， P<0.05；与模型组比较，△P<0.05；与西药
组比较，▲P<0.05

3 各组小鼠 P65、IκBα mRNA 熔解及扩增

曲线结果（图 1） 荧光定量 P65 mRNA、IκBα 
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  注：A 为 P65 mRNA 产物熔解曲线；B 为 P65 mRNA 产物扩增曲线；

C 为 IκBα mRNA 产物熔解曲线；D 为 IκBα mRNA 产物扩增曲线

图 1 P65 mRNA、IκBα mRNA 熔解及扩增曲线图

A

B

C

D

4 各组小鼠颌下腺组织 P65 及 IκBα 蛋白表

达水平（图 2、3） SP 免疫组化后阳性染色显示 
P65 及 IκBα 表达呈棕色颗粒。在模型组小鼠颌下

腺组织腺泡内顶膜、基侧膜、闰管处可见比较明显的

P65 棕色颗粒聚集性表达，中药组、西药组和中西

药组棕色颗粒明显少于模型组，但仍有散在表达，正

常组偶见淡黄色颗粒，表达最弱。在正常组小鼠下腺

5 各组小鼠P65及 IκBα平均吸光度比较（表3）  
与正常组比较，模型组 P65 平均吸光度增高，IκBα

平均吸光度减少（P<0.05）；与模型组比较，西药

组、中药组、中西药组 P65 平均吸光度显著降低，

IκBα 平均吸光度显著增加（P<0.05）。

表 3 NOD 小鼠颌下腺组织 P65 及 IκBα平均吸光度 （x–±s）
组别 n P65 IκBα

正常 6 0.09±0.05 0.59±0.05

模型 6 0.52±0.08 0.10±0.04

西药 6 0.21±0.09 △ 0.28±0.10 △

中药 6 0.23±0.06 △ 0.18±0.08 △

中西药 6 0.14±0.06 △ 0.31±0.07 △

  注：与正常组比较， P<0.05；与模型组比较，△P<0.05

图 2 各组小鼠颌下腺组织 P65 蛋白表达（SP，×100） 

A B

DC

E

  注：A 为正常组；B 为模型组；
C 为西药组；D 为中药组；E 为中 
西药组；箭头所指为典型变化处

图 3 各组颌下腺组织 IκBα 蛋白表达（SP，×100）

A B

DC

E

  注：A 为正常组；B 为模型组；
C 为西药组；D 为中药组；E 为中 
西药组；箭头所指为典型变化处

mRNA PCR 产物的熔解曲线峰值分别为 87.5 ℃、

80.8 ℃，二者熔解温度均一，为单一锐利主峰。扩

增曲线显示所有样本均呈指数增长，无引物二聚体及

非特异性扩增，效率较高，且达到平台期，扩增产物

单一，避免检测过程中存在假阳性。

组织腺泡内顶膜、基侧膜、导管上皮内可见许多分散

不均匀的 IκBα 棕色颗粒，其余四组表达相对集中，

差异不明显，但较正常组总体浅棕色颗粒偏少。



• •1099 中国中西医结合杂志 2022 年 9 月第 42 卷第 9 期 CJITWM，September 2022，Vol. 42，No. 9

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

讨  论

SS 在我国患病率为 0.30%~0.77%，存在女性倾

向，男女比例为 1：    9[10]。目前发病机制尚不明确，西

医大多采用局部缓解外分泌腺干燥症状作替代治疗，

当组织脏器受累时加用激素或免疫抑制剂如羟氯喹来

延缓自身免疫反应 [11]，但西药尤其激素等存在不良反

应多，病情迁延易复发等缺点。中医学中 SS 属于“燥

痹”范畴，课题组长期研究发现临床上 SS 患者辨证

多以气阴两虚为主，兼有血瘀。课题组 20 余年临床

经验总结的中药复方——养阴益气活血方，主要由太

子参、白芍、女贞子、五味子、黄精、乌梅、红景天、

肿节风等中药组成。中重用太子参以补气为君药，白

芍、女贞子养肝肾之阴为臣药，五味子、乌梅为佐药

酸敛生津，黄精益气养精，三药同用辅助君臣药增加

益气养阴之功，肿节风、红景天活血化瘀、通络止痛，

诸药合用，具有养阴滋肾、益气生津、活血化瘀功效，

诸药合用，可治疗阴虚气虚兼血瘀证型患者。

研究发现，SS 患者存在 Th 参与的免疫失衡，

在体内表现为促炎因子的升高和抑炎因子的降低 [12]，

而 NF-κB 是经典的促炎信号通路，p65 是 NF-κB
活化的最常见形式，在 SS 免疫固有反应中介导多种

细胞增殖分化和炎症因子释放等 [13]，NF-κB 活化后

能刺激众多炎症因子如 TNF-a、IL-1、IL-6 等表达增加，

而这些炎症因子反过来能进一步活化 NF-κB，通过

炎症瀑布使得内皮细胞与组织细胞持续损伤，形成恶

性循环。此外，激活的 NF-κB 又能介导 SS 患者 B
淋巴细胞的过度表达，产生大量自身抗体，破坏外分

泌腺体 [14]。NF-κB 的抑制蛋白 IκB 是 NF-κB 信

号通路中的重要组成部分，其中 IκBα 是 IκB 家族

中的重要成员之一，因其能最快速的磷酸化成为抑制

NF-κB 活性中的关键成分 [15]，当 IκBα 缺乏或活

性改变可导致 NF-κB 失活，介导 SS 发生，在 SS
发病中扮演不可或缺的角色 [16-18]。有研究发现沉默的

B 细胞表达低水平的 p65 和高水平的 IκBα，过度

激活的 B 细胞表达高水平的 p65 和低水平的 IκBα，

表明 p65 与 IκBα 两者呈负相关比关系 [19]。因

此，若抑制 NF-κB 信号通路上游激酶的活化，分解

IκBα 从而阻止 NF-κB 核移位，下调其转录调控的

炎性因子 p65 表达，促使 IκBα 的磷酸化，从而抑

制 NF-κB 活性，减少炎症因子释放，可延缓 SS 的

发生发展。可见调控 NF-κB P65/IκBα 信号通路对

研究 SS 的发病机制以及药物治疗作用机制具有重要

意义。

本实验研究发现，与正常组比较，模型组颌下腺

P65 mRNA 表达量明显升高、IκBα mRNA 表达量

显著降低，两者表达呈负相关性，说明 NOD 小鼠模

型成功，同时也表明 IκBα 在 SS 发生中不断磷酸

化，NF-κB 信号通路活化，炎症介质释放增加，体

现 NF-κB P65/IκBα 在 SS 炎症形成过程中扮演重

要角色，提示炎症信号通路激活是 SS 发病的重要机

制之一。与模型组比较，西药组、中药组与中西药组

均能提高 IκBα mRNA 表达，抑制 P65 mRNA 表

达，且中西药组优于单用西药，表明养阴益气活血

方联用西药能通过上调 NF-κB 信号通路的上游激酶

IκBα 含量来阻止 NF-κB 核移位，下调转录调控

的炎症因子来削弱 SS 炎症反应，减少炎症介质 P65
释放。与西药组比较，中药组 P65 mRNA 表达量差

异无统计学意义，而 IκBα mRNA 表达量却显著降

低，虽然也明显高于模型组 IκBα mRNA，说明养

阴益气活血方抑制炎症反应的机制不仅仅通过减弱

IκBα 磷酸化，还能通过其他途径或通路。另外，因

为 IκB 有 α、β 等多种形式，本实验只检测 IκBα

抗体，并未对 IκBβ 等其他受体进行研究，从中西

药组显著高于西药组的 P65 mRNA 表达，但通路下

游两者的 IκBα mRNA 表达却相仿，进一步佐证单

用养阴益气活血方对下游通路中 IκBα 受体影响较

小，可能存在其他通路或受体参与，后续可进一步

寻找 NF-κB 上游的通路或不同抑制蛋白形式进行深

入探讨。同时模型组 P65 及 IκBα 的吸光度对比正

常组有显著改变，3 组药物干预后吸光度得到不同程

度改善，提示养阴益气活血方和羟氯喹都能通过上

述 NF-κB P65/IκBα 通路抑制炎症从而改善 NOD
小鼠的病理状态。另外，本次实验的扩增曲线看出

PCR 过程有明显的基线期、指数期和平台期，曲线

拐点清楚，特别是低浓度样本指数期明显，扩增曲

线整体平行性好，基线略微下降平而无上扬现象，

低浓度样本扩增曲线指数期明显，扩增整体效率较

高。溶解曲线的目的基因峰值在 80~90℃之间，图

象呈单峰说明产物只有一条，验证扩增产物的特异

性。以上曲线保证了本次实验 PCR 的稳定性、特异

性及扩增的高效率。

本研究结果从基因与蛋白及病理层面共同表明

NOD 小鼠存在炎症状态，提示 SS 发病与炎症相

关，养阴益气活血方干预后，确能通过 NF-κB P65/
IκBα 信号通路减少炎症反应，改善颌下腺病理产物

的堆积，发挥治疗 SS 的作用，为今后进一步深入研

究养阴益气活血方的调节机制提供新思路。
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