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桂枝芍药知母汤对转基因小鼠胶原诱导性
、
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�的影响
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摘要 目的
�

观察经方桂枝芍药知母汤对 ���
一

��
。
转基因小 鼠胶原诱导性关节炎 ���八�� 反应蛋白�����

、

白细胞介素 �

���厂��表达水平的影响
，

以探讨桂枝芍药知母汤治疗类风湿性关节炎 ����的作用机理
。

方法
�

采用 ��
�

�
一
�� 转基因小鼠���

动物模型
，

评价造模后桂枝芍药知母汤早期给药对 ���
、

��
一

�的影响
。

结果
�

与模型组 比较
，

该方能明显降低 �� 转基因小鼠

的 ���
、

�
� 一

��尸� 。
�

����同时
�

�� 转基因阴性 鼠中药组与转基因阳性 鼠中药组 比较
，
���明显降低 ��� 。

�

呱 �
。

结论
�

桂枝芍

药知母汤有改善 �八 的病情 和症状
，

抑制 ��厂�和 ���分泌的作用
，

这 叮能是本方治疗 �� 取得 良好疗雄的机理之
�
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类风湿性关节炎 ����是一种 以关节滑膜炎症为

特征的慢性全身性 自身免疫性疾病
。

滑膜炎反复发作
，

导致关节内软竹和软骨下骨组织的破坏
，

关节功能障

碍
，

最终造成关节畸形和强直
。

桂枝芍药知母汤 �桂枝 ���
，

白芍 ��
，

甘草 ��
，

麻

黄 ��
，

生姜 ���
，

白术 ���
，

知母 ���
，

防风 ���
，

制附子

���出自《金匾要略
·

中风历节病脉证治 》篇
，

具有祛风

除湿
、

温经散寒
、

滋阴清热之功效
，

主治风湿历节
，

是临

床治疗 �� 的常用方
。

本研究采用 ���
一

��
�

转基因

小鼠胶原性关节炎�����动物模型
，

观察桂枝芍药知

母汤治疗 �� 的作用机理
。

� 材料

�
�

� 动物
�

实验所用 �
��

��
矛

��及 ����� 小 鼠购 自中

国科学院 �海分院实验动物中心 �昆明种小 鼠由中南

大学湘雅医学院实验动物部提供
。

实验用转基因小鼠

雌雄各半
，
�一 �周龄

，

体重 ���士 ���
。

全部小鼠均在中

基金项 目
�
国家自然科学基 金资助项 �������飞�����

成都咋
，
医药大学

，

四川省���都市 �二桥路 �� 号����������

中南大学湘雅医学院

收稿 日期
�����一 �� 一��

�
修 回 日期

�����一��一邓

南大学生殖与干细胞工程研究所分子遗传学实验室动

物饲养室无菌环境下饲养
。

中南大学生殖与干细胞工

程研究所分 子遗传学实验室 ������ 层 流动物饲养

室
，

恒温 ���士���
，

恒湿 ���写一����
，

人工昼夜周期

�昼
�
���一���

，

夜
����一����

。

�
�

� 药物及试剂
�

桂枝芍药知母汤按照 《中华人 民共

和国药典 》����年版一部附录制剂通则合剂的要求制

成药液 �含原生药 ������
。

甲氨喋吟为上海联华制药

有限公司生产
。

牛 �型胶原蛋白
、

完全弗氏佐剂
、

不完

全弗氏佐剂均为 �����
公司产品

。

乙酸由湖南师范大

学试剂厂生产
。 ’�阮�标记 � 反应蛋 白�����免疫放射

分析试剂盒为北京市佳科生物技术公司产品
。 ����标记

白细胞介素 ����
一

��放射免疫试剂盒为北京市福瑞生

物工程公司产品
。

�
·

� 主要仪器
�
���

一

�型离心机
，

上海安亭科学仪器

厂 ��������� �
才

�����型液体闪烁计数仪
，

美国产
。

� 方法

�
�

� ��
一

�
一

��
、
转基 因小 鼠模 型 复制 〔 ’二����

��
�

�� 只

����� 的 ���
一

��、
转基因鼠系参照如下方法复制

�

将人 ��
。 、

���。��
��
����� 片段插入 ������� 质粒

中
，

其酶切位点为 ����
、

���� �美 国康奈尔大学 ����
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�����
�
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。

质粒经扩增
、

分离
、

纯化

后
，

用显微注射法混合注人至 �
����

�

�� 又 ������
，
鼠

受精卵原核
，

移卵至假孕母鼠
。

产出幼仔
，

通过对鼠尾

��� 进行 ���
、

������� 杂交检测出首建鼠
，

随后用

兄妹交配法建立 ���
一

��
、
转基因鼠系

。

运用 �������

杂交
、

� �
一

��� 检测 ��
、
基因在组织内的表达情况

。

�
�

� ��� 模型复制川
�

取牛 皿型胶原蛋 白 ����� 溶

解于 ���乙 酸 ��
�

������� �
，
��过夜 �与等容积 的完

全弗氏佐剂在冰浴中充分乳化 �以 �
�

����只在小 鼠腹

部
、

背部和尾根部多点分散皮下注射基础免疫
。

第 ��

天
，

再将牛 �型胶原蛋 白溶解于 �
�

������� 乙酸 中
，

并与等容积的不完全弗氏佐剂在冰浴中充分乳化后
，

以 。
�

����只加强免疫
。

�� � 实验分组及给药方法

�
�

�
�

� 分组
�

将 �� 转基因阳性小鼠 ��只随机均分

为模型组�� 组�
、

桂枝芍药知母汤治疗组 ��组 �
、

西药

治疗组 �� 组 �
，
�� 转基 因阴性 鼠 �� 只相 应分为 ��

组
、

�弓
‘
组

、

�
‘

组 �组
，

每组各 ��只
。

�
�

�
�

� 给药方法
�
����组

�

在 ��� 模型复制同时
，
以

桂枝芍药知母汤药液灌 胃
，

依据人与小 鼠体表面积关

系换算所得 的剂量扩大 �倍
，

每 日 �次
，

连续 �周
。

���� 组
�

灌服与中药组等容积的蒸馏水
，

每 日 �次
，

连

续 �周
。

����组
�

在 ��� 模型复制同时
，

用甲氨喋吟
，

以人 �� ���
·

��
一 ‘ ·

�
一 ‘
浓度依据小鼠的体重表面积

的关系换算所得的剂量扩大 �� 倍后溶于生理盐水
，

行

腹腔注射
，

每周 �次
，

连续 �周
。

实验过程中有小鼠死

亡
，

具体鼠数见表 �
、

表 �
。

�� � ���含量测定
�

按试剂盒说明书进行
。

取小鼠血

清样本 �川
，

加人 ���川测定液混匀待用 �在洁净微量

离心管中加人稀释好的被测样品 �讨
，

依次加人 ��。川

测定液及 �粒抗体包被珠后再加人 ���川
����标记的

抗体
，

混匀后室温下振荡 �� 分钟 �用移液器吸去反应

液
，

双蒸水洗珠 �次
，

吸干液体后置于伽玛计数器中测

定各珠放射性
。

以 ��� 值为纵坐标
，

与其相应的 ���

标准为横坐标
，

做出标准曲线
，

未知样品可从标准曲线

中读出 ���值
。

最终值乘以 ���
，

以 ����
�

表示
。

�
�

� �
� 一

�活性测定
�

按试剂盒加液程序操作
，

充分混

匀各管
，

室温下放置 ��分钟
，

于 �� ����转�分钟离

心 �� 分钟
，

吸弃上清液
，

在伽玛计数器上测定 ���

值
。

由伽玛计数器预置程序读出有关参数
、

标准曲线及

样品浓度
。

�
�

� 统计学方法
�

结果 以平均数 士标准差 �至士 、 �表

示
，

采用统计软件 ���� ��
�

�进行统计学处理
，

组间差

异用 �检验
。

� 结果

�
�

� 桂枝芍药知母汤对转基因小 鼠 ��� 的影 响
�

表

�示
，

无论转基因阴性 鼠还是转基因阳性 鼠
，

其桂枝芍

药知母汤治疗组和西药治疗组间差异无显著性
�
但与

模型组 比较
，

二者均有差异
，

而 且在转基钩阴性 鼠中
，

其差异较为显著����
�

�� �
。

同时
，

两类动物对应组相

比较
，

转基因阴性 鼠桂枝芍药知 母汤治疗组和西药治

疗组均低于转基因阳性 鼠����
�

�� �
，

但模型组 间差

异无显著性
。

表 � 桂枝芍药知母汤对转基因鼠 ���的影响��
����

一 ， �

牙士，�

类别 组别 鼠数 ���

转基因阴性鼠 �
，
组 � �

�

����士 。
�

�� �犷 立△
�

，
组 � �

�

����士 �
�

�����
， △ 乙

�
，
组 � �

�

���弓士 �
�

����

�组 � �
�

二二���士 ��
�

弓���

转基因阳性鼠 �组 � �
�

��。 。 上。
�

��阴 产

� 组 � �
�

����士 ��
�

����

转基 因阴性 鼠与转基 因阳性 鼠对应组 比较
， � 尸� 。

�

���
�

与 同类模

型组 比较
，△����

�

��
，△△���

�

��

�
�

� 桂枝芍药知母汤对转基因小鼠 ������的影响
�

表 �

示
，

无论转基因阴性鼠还是转基因阳性 鼠
，

其桂枝芍药

知母汤治疗组和西药治疗组间无差异 �但与同类模型

组 比较
，

二者的外周血 ��
一

�均有所降低
，

其中转基因

阴性鼠桂枝芍药知母汤治疗组和西药治疗组与模型组

差异无显著性 ��� �
�

���
，

而转基因阳性 鼠桂枝芍药

知母汤治疗组和西药治疗组与模型组差异有 显著性

����
�

���
。

表 � 桂枝芍药知母汤对转基因 鼠 ���
一

�的影响�����
一 ，

牙士
、 �

类别 组别 鼠数 工�
一

�

转基因阴性鼠 �
，

组 �� �
�

����� 。
�

�����

�二
‘
组 ��� �

�

����士 ��
�

����

�
，
组 � 之

�

�一���土 �
�

�少���
·

转基因阳性鼠 �组 �� �
，

����士 �
�

�����
‘

�组 �� �
�

����士 �
�

����
份

� 组 � �
�

气���士 �
�

����

与同类模型组 比较
， ， �

，

��
�

。 �

� 讨论

�� 是一种全身性疾病
，

其发病
、

病程及预后差异

较大
。

严重者可有多种并发症
，

且病变可持续恶化
，

造

成重度关节功能障碍
。

一旦关 节结构破坏形成
，

则成为

永久性损害
。

因此
，

如何合理用药
，

在疾病早期控制病

情 的发展和转归
，
已成为研究热点

。

目前
，

西 药治疗

�� 尚无特效疗法
，

且药物副作用较大
。

故临床医生一

直在探索运用中西医结合治疗该病
。

实践证明 ��一 司
，

桂

枝芍药知母汤作为治疗历节病的经方
，

辨证用于本病
，

有较好的疗效
。

为了研究该方治疗 �� 的机理和疗效
，



��
、

��
�

���
�

�����
，

����
�

生�
，

���
�

��

本实验 以 ���
一

��
�

转基因小 鼠 ��� 作为模型
，

观察

桂枝芍药知毋汤对 ���
、

�一�表达水平的影响
。

现代研究 表明
，

时传因素在 �� 的发病 中起一定

的作用
，

遗传学分析提乐
，
�� 的危险因素 ���归咎于

人类 白细胞抗原 ����户弓
。

李芬
、

吴轰
�

等洛
‘ 。口以转基因

小 鼠研究 �� 的易感基 因
�

证实 了 ��
�

�
一

���
�

基因与

�� 的病程进展密切相 关
。

��� 是肝细胞合成的一种

急性期蛋白
，

它能激活补体
，

增加吞噬细胞的活性
，

有

调理素样作用和其他免疫调控作用
。

所有能够激活单

核细胞释放 �广艺的因素均 可刺激肝细胞生成 ���
，

主

要包括 炎症水 平和损伤过程
一 ” �

。

在炎症 早期 ��� 可

以迅速升高
，

其浓度 变化 幅度 可高达 千倍仁，�」。

虽 然

��� 水平 上升的检测对疾病的诊断没有特异性
，

但它

却是炎症过程中一个 十分重要的灵敏指标
，

是判断健

康或是疾病的重要提小 由于 ���水平不受类固醇激

素
、

药物和血脂的影响
，

其升高总是与病理变化相随
，

因此具有极高的诊断价值
。

本实验结果显示
，

桂枝芍药

知母汤能明显降低转基因小鼠 ���含量 �尸��
�

��或

尸��
�

���
，

表明本方能够缓解 �� 的炎症反应程度
。

此作用在转基因阴性 鼠中尤为突出�尸��
�

�� �
，

这就

提示 ���
一

���

基因携带使 �� 病情有所加重
，

给治

疗 带 来 了 困难
，

此结 果 也 与李 芬
、

吴 轰等川 的报道

相符
。

��
一

�是近年来认识的一种最重要的细胞因子
，

主

要由 � 细胞产生
，

它最重要的作用是诱导 � 淋 巴细胞

增殖和分化
。

� 细胞进入关节 内分泌 ���
一

�
，
�卜�与其

受体结合后 又作用于 � 细胞 自身
，

诱导 自身增殖
、

分

化和发挥功能
�

从而加重关节滑膜的炎性浸润和损伤
。

不能合成足够量的 �一�
，

被认为是抗原特异性 � 细胞

无反应性的重要原因
。

本实验表明
，

桂枝芍药知母汤能

降低转基因阳性鼠 ��
一

�水平 �尸� �
�

�� �
，

提示本方具

有免疫调 节作用
。

转基因阳性 鼠与转基因阴性鼠各对

应组间差异无显著性
，

提示 ���
一

�可能与动物的遗传背

景无关
。

而本方和甲氨喋吟都对转基因阴性 鼠效果不

显
，

可能与其发病程度不及转基因阳性鼠严重有关
。

中医学认为
，

�� 属于历节范畴
，

为本 虚标实之

证
，

在 《金匿要略 》中就明确指 出历节之 本虚为肝肾气

血不足
，

筋骨不健 �其标实为风
、

寒
、

湿
、

热侵袭
，

以及后

世提 出的痰浊 血痪
。

现代研究发现
，
���

一

��
、
作为

�� 的易感基因
�

对启动该病的发生 与发展有重要作

用
一 ‘」。

那么 《金质要略 》所提出的肝肾不足
，

与现代医

学认为的 ���
一

��
�

基因之间是否有某种内在的联系

呢� 这还有待于进行深入地研究
。

�� 的治疗一直是 困扰 医学界的一个难题
，

甲氨

喋吟是 目前 比较公认的治疗 �� 的药物
。

本实验结果

显示
，

桂枝芍药知母汤治疗 �� 的功效和 甲氨喋吟相

仿
，

在一定程度上抑制 了��厂�和 ��� 的分泌
，

对改善

�� 的病情和症状有着积极作用
，

而且作为中药复方
，

本方副作用小
�

值得继续研究和开发
。
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