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［摘要］目的 探讨狼疮定治疗系统性红斑狼疮 ( SLE) 活动期肝肾阴虚证的可能作用机制。 方法 收取
SLE活动期肝肾阴虚证患者及正常人全血分离外周血单个核细胞 ( PBMC) ，并将 SLE 活动期肝肾阴虚证患
者 PBMC分为模型组、狼疮定组 ( 狼疮定冻干粉 2μg /μl) 、狼疮定 +地塞米松组 ( 狼疮定冻干粉 2μg /μl +
地塞米松注射液 10μg /ml) 、地塞米松组 ( 地塞米松注射液 10μg /ml) 。用药 24 h 后收集细胞，采用流式细
胞术检测正常人与活动期 SLE 患者及各组 PBMC 中浆细胞样树突状细胞 ( pDC) 含量。采用 Ｒealtime-PCＲ
法检测各组 PBMC细胞 Toll样受体 7 ( TLＲ7) 、Toll样受体 9 ( TLＲ9) 、髓样分化因子 88 ( MyD88) mＲNA表
达水平，Western blotting检测 TLＲ7、TLＲ9、MyD88、核因子-κB p65 ( NF-κB p65) 蛋白表达，ELISA 法检
测其上清中干扰素 α ( IFN-α) 含量。 结果 与正常人比较，SLE活动期患者外周血 PBMC中 pDC含量减少
( P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，狼疮定组 pDC 含量、NF-κB p65 蛋白表达增多，MyD88 mＲNA 及 TLＲ7、TLＲ9
蛋白表达、培养上清中 IFN-α含量减少 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 狼疮定 +地塞米松组 TLＲ9、MyD88 mＲNA
及 TLＲ9、MyD88、NF-κB p65 蛋白表达，培养上清中 IFN-α含量减少 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与地塞米松
组比较，狼疮定组 pDC含量增多，TLＲ7、MyD88 mＲNA表达降低，培养上清中 IFN-α 含量降低; 狼疮定 +
地塞米松组 TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA表达及 MyD88、NF-κB p65 蛋白表达，培养上清中 IFN-α 含量均降
低 ( P ＜ 0. 01) 。与狼疮定组比较，狼疮定 +地塞米松组 NF-κB p65 蛋白表达减少 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 狼疮
定及狼疮定联合地塞米松可能通过增多活动期 SLE 患者 PBMC 中 pDC 含量，抑制其 PBMC 的 TLＲ7 /TLＲ9 /
MyD88 信号通路，进而抑制 SLE病情进展，且狼疮定联合地塞米松效果更好。
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系统性红斑狼疮 ( systemic lupus erythemato-
sus，SLE) 是一种典型的多发于育龄期女性的自身
免疫性疾病，临床表现为面部蝶形红斑、多脏器受
累，疾病反复发作，严重损害患者的健康和生活质

量。目前西医治疗 SLE 仍以糖皮质激素为主，虽
有一定的疗效，但往往不能完全缓解病情，而且长

期或者大剂量使用糖皮质激素常引起骨质疏松、股
骨头坏死、病毒细菌感染等一系列副作用［1］。有
研究显示，糖皮质激素治疗对 SLE 患者浆细胞样
树突状细胞 ( pDC ) 的 Toll 样受体 /干扰素 α

( TLＲ /IFN-α) 信号通路没有影响［2］。SLE 患者由
于免疫细胞活化异常，产生大量病理性自身抗体，

抗原抗体结合形成免疫复合物，通过激活机体树突

状细胞 ( DCs) ，刺激 Toll 样受体 7 /Toll 样受体 9
( TLＲ7 /TLＲ9) 信号通路，产生大量炎症因子，导
致 SLE的发生发展［3］。SLE 患者外周血 pDC 含量
与病情活动度有关［4］，患者 TLＲ7 /TLＲ9 /髓样分化
因子 88 ( MyD88 ) 信号通路的激活以及产生的
IFN-α会促进 SLE 疾病进展［5］。中医药治疗 SLE
有一定优势，狼疮定为我们治疗 SLE 的经验方。
经随机双盲对照临床研究发现，狼疮定不但能够提

高激素治疗 SLE的疗效，而且能够减少激素用量，
减轻毒副作用和并发症，显著提高患者的生活质
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量［6 － 7］。我们拟通过观察狼疮定及狼疮定联合地塞
米松对 SLE 患者外周血单个核细胞 ( PBMC ) 中
pDC含量，TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA 及相关蛋
白表达水平，培养上清中 IFN-α含量的影响，进而
探讨狼疮定治疗 SLE增效减毒的可能内在机制。

1 资料

1. 1 细胞
纳入邵逸夫医院、浙江大学医学院附属第二医

院 2018 年 1—10 月门诊及住院 SLE患者 20 例，其
中男 2 例，女 18 例; 年龄 21 ～ 60 岁，平均
( 40. 71 ± 10. 82) 岁; 病程 0. 5 ～ 19. 5 年，中位病
程 3. 14 年。所收录病例均符合美国风湿病协会
( ACＲ) 1997 年修订的诊断标准［8］; 中医辨证属于
肝肾阴虚证，中医证候诊断标准参考 《中药新药
临床研究指导原则 ( 试行) 》［9］。所选病例均处于
疾病活动期，SLE 疾病活动性评估 ( SLE-DAI 评
分) ［10］≥5 分，平均 ( 7. 05 ± 2. 68 ) 分; 补体 C3
( 0. 58 ± 0. 23) g /L，补体 C4 ( 0. 14 ± 0. 05 ) g /L。
正常对照人群来自浙江中医药大学第一附属医院体

检中心，共 20 例，其中男 3 例，女 17 例; 年龄
20 ～ 60 岁，平均 ( 41. 95 ± 11. 40 ) 岁，均排除自
身免疫性疾病及慢性炎症性疾病。SLE 患者与正常
人年龄、性别比例比较差异均无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。研究开始前均获得研究对象的知情同意。

PBMC 分离: 用 Ficoll 密度梯度离心法。抽取
正常人外周血 5 ml置于 EDTA抗凝管中混匀，室温
离心机，离心半径 8cm，2000 r /min 离心 10 min，
吸取血浆后加入等体积的 PBS 稀释下层血细胞，
缓慢加到等体积的淋巴细胞分离液上，室温离心，

离心半径 8cm，2000 r /min 离心 15 min，收集中间
白膜层于 15 ml离心管中，用 PBS 洗涤两次，得到
PBMC。抽取活动期 SLE患者外周血 10 ml，同上步
骤分离 PBMC。
1. 2 主要药物
狼疮定组成: 青蒿 12 g，醋鳖甲 12 g，升麻

9 g，积雪草 15 g，白花蛇舌草 15 g，赤芍 12 g，麸
炒薏苡仁 15 g，生地黄 15 g，佛手 9 g，甘草 6 g，
均由浙江中医药大学饮片厂提供。药物浸泡 1 h，
鳖甲先煎 1 h，入余药，武火煎开后换文火煎 1 h，
用旋转蒸发仪，水浴温度 60℃，转速 150 r /min，
浓缩为生药浓度 0. 5g /ml。用冷冻干燥机制成冻干
粉，用 ＲPMI-1640 培养基溶解，0. 22μm 滤膜过
滤，配成浓度 100μg /μl工作液， －20℃保存备用。

1. 3 主要试剂及仪器
TBD人外周血淋巴细胞分离液 ( 天津市灏洋

生物制品科技有限责任公司，货号: HY2015) ; 地
塞米松注射液 ( 中国药品生物制品检验所，货号:

100129) ; ＲPMI 1640 培养基 ( 货号: GNM31800-
S) 、PBS ( 货号: GNM20012) ，吉诺生物医药技术
有限公司; 胎牛血清 ( 美国 GEMINI 公司，货号:
900-108) ; Trizol试剂 ( 货号: 9109) 、逆转录试剂
盒 ( 货号: ＲＲ036A ) ，TAKAＲA 公司; Ｒeal-time
PCＲ 试剂盒 ( 美国 Bio-Ｒad 公司，货号: 172-
5124 ) ; TLＲ7 抗 体 ( Sigma 公 司， 货 号:
WH0051284M4-100UG ) ; TLＲ9 抗 体 ( 货 号:
ab12121 ) 、MyD88 抗体 ( 货号: ab2064 ) ，Abcam
公司; 核因子 κB ( NF-κB) p65 抗体 ( CST 公司，
货号: 8242S) ; 人 IFN-α ELISA 试剂盒 ( 武汉华
美生物工程有限公司，货号: CSB-E08636h) ; PE /
Cy5 标记抗人 CD11c 抗体 ( 货号: 301610 ) 、FITC
标记抗人 CD123 抗体 ( 货号: 306014 ) 、PE 标记
抗人 CD303 抗体 ( 货号: 354204 ) 、同型对照
FITC 鼠 IgG1， κ Isotype Ctrl ( FC ) ( 货 号:
400109) 、同型对照 PE 鼠 IgG1a Isotype Ctrl ( 货
号: 400211) ，流式抗体均购于德国 Biolegend公司。

Centrifuge 5702 型离心机，Eppendorf 公司;
ＲV10 型旋转蒸发仪，德国 IKA 公司; ALPHA 1-2
LD plus 型冷冻干燥机，德国 Christ 公司; FC500
型流式细胞仪，美国 Beckman公司; LightCycler 96
型 PCＲ 仪，Ｒoche 公司; Scientific Varioskan flash
多功能酶标仪，美国 Thermo 公司; 311 型细胞培
养箱，Thermo Scientific 公司; SW-CJ2F 型双人双
面净化工作台，苏州安泰空气技术有限公司;

Odyssey9120 型双色红外激光成像系统，Licon公司。

2 方法

2. 1 细胞分组及给药
将 1. 1 中分离的活动期 SLE 肝肾阴虚证患者

中 PBMC 细胞量较多的 10 例患者的 PBMC 细胞分
为模型组、狼疮定组、狼疮定 +地塞米松组、地塞
米松组。各组细胞培养条件: 含 10%胎牛血清的
ＲPMI-1640 培养基 ( 含青霉素 1 × 105U /L、链霉素
100mg /L) ，饱和湿度、37℃、5% CO2，6 孔板中培
养 24 h。模型组只加完全培养基，狼疮定组加入狼
疮定冻干粉溶液 ( 终浓度 2μg /μl) ，狼疮定 +地塞
米松组加入狼疮定冻干粉溶液( 终浓度 2μg /μl)
和地塞米松注射液 ( 终浓度 10μg /ml) ，地塞米松
组加入地塞米松注射液 ( 终浓度 10μg /ml) 。每组
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10 个样本，3 个重复。
2. 2 PBMC细胞中 pDC含量测定
分离正常人和活动期 SLE 患者的 PBMC 计数

后，吸取 1 × 106 个 PBMC 细胞用流式抗体检测
pDC含量。人类 pDC 缺乏 CD11c 表达，特征性表
达 CD123、CD303 ( 也称为 BDCA-2 ) ，因此人类
PBMC中 pDC 可以定义为 CD11c － CD123 + CD303 +

细胞群［11 － 12］。收集 2. 1 中各组 PBMC 细胞，PBS
清洗，加 PBS 重悬细胞，检测 pDC 含量。取
100μl细胞悬液，加入 PE /Cy5 标记抗人 CD11c 抗
体、FITC 标记抗人 CD123 抗体、PE 标记抗人
CD303 抗体、同型对照 FITC鼠 IgG1，κ Isotype Ctrl
( FC) 、PE 鼠 IgG1a Isotype Ctrl，混匀后 4℃避光
反应 30 min，4℃离心 ( 半径 7. 5 cm，1000 r /min)
5 min，弃上清，加入 500μl PBS 重悬细胞，使用
流式细胞仪检测。
2. 3 Ｒealtime-PCＲ 检测 PBMC 细胞中 TLＲ7、
TLＲ9、MyD88 mＲNA表达
将 2. 1中各组 PBMC细胞培养 24h后，1500 r /min

离心 5 min，收集上层培养上清用于检测IFN-α，下
层细胞用于提取总 ＲNA 和蛋白。使用 Trizol 裂解
细胞，加入氯仿混匀后，离心半径 7. 5 cm，4℃、
12000 r /min离心 15 min，分 3 层，小心吸取上层
水相用于提取总 ＲNA，使用逆转录试剂盒合成
cDNA，检测 TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA 表达水
平，引物由生工生物工程 ( 上海) 股份有限公司

设计与合成，引物序列见表 1。Ｒealtime-PCＲ 反应
条件: 94℃ 5 min，1 个循环; 94℃ 30 s，54℃
15 s，35 个循环; 72℃ 5 min，1 个循环。结果用
2 －△△Ct表示，实验重复 3 次，每次 3 个复孔。

表 1 TLＲ7、TLＲ9、MyD88、GAPDH引物序列表

基因 引物 序列
长度
( bp)

TLＲ7 上游 TTCAACCAGACCTCTACATTCCATT 270
下游 GCAGTCCACGATCACATGGTT

TLＲ9 上游 CAGGGCCTTCAGCTGGTTTC 570
下游 CCGTGACAATTACCTGGCCTTC

MyD88 上游 ATTTGCACTCAGCCTCTCTCCA 149
下游 CGAGTCCAGAACCAAGATTTGG

GAPDH 上游 CCACTCCTCCACCTTTGAC 101
下游 ACCCTGTTGCTGTAGCCA

注: TLＲ7，Toll 样受体 7; TLＲ9，Toll 样受体 9; MyD88，髓

样分化因子 88

2. 4 Western blotting 法检测 TLＲ7、TLＲ9、MyD88、
NF-κB p65蛋白表达
使用 2. 3 中加入氯仿离心后的下层有机相提取

蛋白，用 12% SDS-PAGE 蛋白电泳 ( 条件 60 V
30 min，80 V 90 min) ，转于 NC 膜上 ( 湿转法 80 V
2 h) ，3% BSA 封闭 1. 5 h，分别孵育一抗 ( TLＲ7
1 ∶ 500; TLＲ9 1 ∶ 500; MyD88 1 ∶ 1000; NF-κB
1 ∶ 1000) 4℃过夜，1 × TBST 漂洗，荧光二抗室
温避光孵育 2 h，1 × TBST 漂洗。实验重复 3 次，
每次 3 个复孔。使用双色红外激光成像系统扫描。
得到的图片使用 Quantity one 4. 6 软件进行灰度值
分析，计算各目的蛋白与内参蛋白 β-actin ( 1 ∶
2000) 的比值。
2. 5 ELISA法测定上清中 IFN-α含量
使用 2. 3 中收集的各组 PBMC 细胞培养上清，

使用 ELISA 试剂盒检测 IFN-α 含量，具体实验操
作按照试剂盒说明书进行。
2. 6 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析，定量指标

采用 ( 珋x ± s) 表示，两组间比较使用 t检验; 多组
间比较使用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t检验，或 Games-Howell 检验。检验水准 α =
0. 05。图像采用 GraphPad Prism 5. 0 绘制。

3 结果

3. 1 各组 PBMC细胞中 pDC含量比较
图 1 示，与正常人比较，活动期 SLE 患者外

周血 PBMC细胞 pDC含量减少 ( P ＜ 0. 01) 。

注: SLE，系统性红斑狼疮; PBMC，外周血单个核细胞;
pDC，浆细胞样树突状细胞; 与正常人比较，* P ＜ 0. 01
图 1 活动期 SLE患者与正常人 PBMC细胞 pDC含量比较

图 2 示，与模型组比较，狼疮定组 pDC 含量
增多 ( P ＜ 0. 05 ) ，狼疮定 +地塞米松组和地塞米
松组 pDC含量差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 与
地塞米松组比较，狼疮定组 pDC 含量增加 ( P ＜
0. 01) ，狼疮定 +地塞米松组 pDC 含量差异无统计
学意义 ( P ＞0. 05) ; 狼疮定组与狼疮定 +地塞米松
组比较，pDC含量差异无统计学意义 ( P ＞0. 05) 。
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注: PBMC，外周血单个核细胞; pDC，浆细胞样树突状细
胞; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05; 与地塞米松组比较，▲
P ＜ 0. 01
图 2 各组 PBMC细胞中 pDC含量比较

3. 2 各组 PBMC 细胞中 TLＲ7、TLＲ9、MyD88
mＲNA表达比较
图 3 示，与模型组比较，狼疮定组 PBMC细胞

MyD88 mＲNA，狼 疮 定 + 地 塞 米 松 组 TLＲ9、
MyD88 mＲNA 表达降低，地塞米松组 TLＲ7、
MyD88 mＲNA表达均升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与地塞米
松组比较，狼疮定组 TLＲ7、MyD88 mＲNA，狼疮
定 +地塞米松组 TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA表达

降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 狼疮定组与狼疮定 +地塞米松
组 TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA表达比较，差异均
无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
3. 3 各组 PBMC 细胞中 TLＲ7、TLＲ9、MyD88、
NF-κB p65 蛋白表达比较
表 2 示，与模型组比较，狼疮定组 PBMC细胞

的 TLＲ7、TLＲ9 蛋白表达均降低，NF-κBp65 蛋白
表达增多; 狼疮定 + 地塞米松组 TLＲ9、MyD88、
NF-κB p65 蛋白表达均降低; 地塞米松组 TLＲ7、
TLＲ9 蛋白表达均降低，NF-κB p65 蛋白表达增多
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与地塞米松组比较，狼疮
定 +地塞米松组 MyD88、NF-κB p65 蛋白表达减少
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 狼疮定组 TLＲ7、TLＲ9、
MyD88、NF-κB p65蛋白表达差异均无统计学意义
( P ＞0. 05) 。与狼疮定组比较，狼疮定 +地塞米松
组 NF-κB p65 蛋白表达减少 ( P ＜ 0. 01) 。
3. 4 各组 PBMC细胞培养上清中 IFN-α含量比较
图 4 示，与模型组比较，狼疮定组、狼疮定 +

地塞米松组 IFN-α 含量均降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，地塞
米松组 IFN-α含量差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ;
与地塞米松组比较，狼疮定组和狼疮定 +地塞米松
组 IFN-α含量均降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 狼疮定组与狼
疮定 +地塞米松组 IFN-α 含量差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) 。

注: PBMC，外周血单个核细胞; pDC，浆细胞样树突状细胞; TLＲ7，Toll 样受体 7; TLＲ9，Toll 样受体 9; MyD88，
髓样分化因子 88; 与模型组比较，* P ＜ 0. 01; 与地塞米松组比较，△P ＜ 0. 01

图 3 各组 PBMC细胞中 TLＲ7、TLＲ9、MyD88 mＲNA表达比较

表 2 各组 PBMC细胞中 TLＲ7、TLＲ9、MyD88、NF-κB蛋白表达比较 ( /β-actin，珋x ± s)

组别 样本数 TLＲ7 TLＲ9 MyD88 NF-κB p65

模型组 10 0. 58 ± 0. 10 1. 00 ± 0. 16 0. 47 ± 0. 06 0. 70 ± 0. 06
狼疮定组 10 0. 28 ± 0. 02＊＊ 0. 37 ± 0. 12＊＊ 0. 31 ± 0. 09 1. 18 ± 0. 21*

狼疮定 +地塞米松组 10 0. 44 ± 0. 05 0. 36 ± 0. 03＊＊ 0. 22 ± 0. 06＊＊△ 0. 34 ± 0. 10＊△△▲

地塞米松组 10 0. 31 ± 0. 05＊＊ 0. 43 ± 0. 05＊＊ 0. 42 ± 0. 03 1. 12 ± 0. 04*

注: PBMC，外周血单个核细胞; pDC，浆细胞样树突状细胞; TLＲ7，Toll样受体 7; TLＲ9，Toll样受体 9; MyD88，髓样分化因子 88; NF-κB p65，核
因子-κB p65; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与地塞米松组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与狼疮定组比较，▲P ＜ 0. 01
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注: PBMC，外周血单个核细胞; IFN-α，干扰素 α; 与模型
组比较，* P ＜ 0. 01; 与地塞米松组比较，△P ＜ 0. 01
图 4 各组 PBMC细胞上清中 IFN-α含量比较

4 讨论

SLE根据其病因和临床表现，多属于中医学
“阴阳毒” “红蝴蝶疮” “温毒发斑” “日晒疮”
“痹证”等范畴。SLE 的根本病因为先天不足、肝
肾精血亏虚; 内在诱因为七情内伤、肝失疏泄，外
在诱因为外邪侵袭。热毒伤阴、灼伤营血而产生皮
疹红斑、口腔溃疡; 热伤血脉、瘀血阻络而致关节
肿痛、活动不利; 内热郁久伤阴、肝肾精血更亏而
出现五心烦热、腰膝酸软、脱发、月经量少甚或闭
经、舌质红、脉细数等症。本课题组认为，SLE 在
活动期、慢性缓解期的大部分病程阶段均表现为以
肝肾阴虚为本，毒、热、瘀为标的虚实兼杂之证，
据此确立了以清热解毒、活血化瘀、滋阴益肾为主
的治疗原则，拟定解毒祛瘀滋阴法基础方狼疮定。
该方以青蒿清热凉血透邪外出，鳖甲补肾益阴入络

搜邪为君; 白花蛇舌草、升麻清热解毒消斑，赤
芍、积雪草清热凉血、活血化瘀，生地黄滋阴清
热、凉血补血，俱为臣; 薏苡仁、佛手健脾理气化
湿为佐，甘草解毒并调和诸药为使。诸药合用，共
奏清热解毒、活血化瘀、补肾养阴之功，发挥标本
兼治的作用。

TLＲ是一组保守的模式识别受体，可识别病原
体相关的分子模式，因此是先天免疫应答和针对感

染的保护性免疫的主要参与者［13］。pDC 是针对感
染的保护性先天免疫反应的关键参与者，是响应内

体 TLＲ ( 例如 TLＲ7 /TLＲ9 ) 活化的 I 型 IFN 的主
要生产者［14 － 16］。pDC数量极微，仅占健康人PBMC
的 0. 2% ～0. 8%［17］，其在不同分化阶段和不同刺
激诱导下可以表现出不同的免疫调节功能，而 pDC

功能异常可引起自身免疫性疾病，在 SLE 发病中
发挥至关重要的作用［18 － 19］。有研究发现 SLE 患者
外周血 pDC 数量减少，并累积在炎症组织和靶器
官 ( 如病变皮肤或肾脏) ［20 － 22］，并且外周血 pDC
含量与病情活动度有关，活动期 SLE 外周血 pDC
含量降低更明显［4］。IFN-α是一种抗病毒和免疫调
节作用的细胞因子，可通过其下游一系列基因的功

能引发自身免疫反应，还可以活化巨噬细胞、自然
杀伤细胞和细胞毒性 T 细胞，增加炎症因子的产
生，最终导致全身器官受损［23 － 24］。
本研究结果显示，活动期 SLE 患者 PBMC 中

pDC含量较正常人减少，狼疮定及狼疮定联合地塞
米松用药后患者 PBMC 中 pDC 含量增多，同时狼
疮定联合地塞米松能使 PBMC 的 TLＲ9、MyD88
mＲNA和蛋白表达及培养上清中 IFN-α 含量降低。
SLE患者特别是活动期患者外周血 pDC 含量减少，
而在炎症组织和靶器官中累积［20］，狼疮定联合地

塞米松体外实验可能通过增多活动期 SLE 患者
PBMC中 pDC含量，从而减少炎症组织及靶器官中
pDC积累而有利于病情好转，但具体作用机制有待
进一步研究。SLE患者自身免疫复合物与 PBMC 的
TLＲ7 /TLＲ9 结合，诱导释放 IFN-α，参与 SLE 复
杂病理生理过程［25］。狼疮定联合地塞米松体外能
抑制活动期 SLE 患者 PBMC 的 TLＲ7 /TLＲ9 /MyD88
信号通路的激活，减少 IFN-α产生，可能由此减少
下游一系列基因和其他免疫细胞的活化引发的自身

免疫反应而达到治疗 SLE 的效果，其体内作用机
制还有待研究。狼疮定联合地塞米松体外可能通过
增多活动期 SLE 患者 PBMC 中 pDC 含量，抑制其
PBMC的 TLＲ7 /TLＲ9 /MyD88 信号通路，进而抑制
SLE病情进展，这与我们前期的研究结果［1，6，26 － 28］

一致。因此，在 SLE 治疗过程中，可以尝试中西
医结合治疗，以达到降低毒副作用、减少激素用
量、提高患者生存质量的目的。
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Effects of Langchuangding ( 狼疮定) on pDC Content and TLＲ7 /TLＲ9 /MyD88 Pathway in Peripheral Blood
Mononuclear Cells of Patients of Systemic Lupus Erythematosus in Active Stage with Syndrome of Liver and
Kidney Yin Deficiency
WANG Meijiao，XIE Zhijun，WANG Dawei，LI Haichang
School of Basic Medicine，Zhejiang University of Chinese Medicine，Hangzhou，310053，China

ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanisms of Langchuangding in the treatment of liver and
kidney yin deficiency syndrome in active stage of systemic lupus erythematosus ( SLE) ． Methods Patients with
liver and kidney yin deficiency syndrome and normal subject whole blood peripheral blood mononuclear cell ( PBMC)
of active SLE were collected and divided into a model group，a Langchuangding group ( Langchuangding freeze-dry
powder 2μg /μl) ，a Langchuangding + dexamethasone group ( Langchuangding freeze-dry powder 2μg /μl + dexam-
ethasone injection 10μg /ml) ，and a dexamethasone group ( dexamethasone injection 10μg /ml) ． Cells were collected
24 hours after drug administration and flow cytometry was used to detect plasmacytoid dendritic cells ( pDC) content
in normal and active SLE patients and PBMC in each group． Levels of toll-like receptor 7 ( TLＲ7) ，toll-like receptor
9 ( TLＲ9) and myeloid differentiation factor 88 ( MyD88) mＲNA expression in PBMC cells in each group were detec-
ted by Ｒealtime-PCＲ． Protein expression levels of TLＲ7，TLＲ9，MyD88 and nuclear factor-κB p65 ( NF-κB p65 )
were detected by Western blotting，and the content of IFN-α in the supernatant was detected by ELISA． Ｒesults
Compared with normal subjects，pDC content in peripheral blood PBMC of active SLE patients decreased ( P ＜
0. 01) ． Compared with the model group，pDC content，NF-κB p65 protein expression increased，MyD88 mＲNA and
TLＲ7 and TLＲ9 protein expression decreased，and IFN-α content in culture supernatant decreased in the Lang-
chuangding group ( P ＜0. 05 or P ＜0. 01) ． TLＲ9，MyD88 mＲNA and TLＲ9，MyD88，NF-κB p65 protein and IFN-α
content in culture supernatant was decreased Langchuangding + dexamethasone group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ．
Compared with dexamethasone group，the content of pDC in Langchuangding group increased，the expression of TLＲ7
and MyD88 mＲNA decreased，and the content of IFN-α in culture supernatant decreased． Expression of TLＲ7，
TLＲ9，MyD88 mＲNA and MyD88，NF-κB p65 protein and IFN-α content in culture supernatant in Langchuangding +
dexamethasone group decreased ( P ＜ 0. 01 ) ． Compared with Langchuangding group，the expression of NF-κB p65
protein in Langchuangding + dexamethasone group was decreased ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Langchuangding and
the combination of Langchuangding and dexamethasone may inhibit the TLＲ7 /TLＲ9 /MyD88 signaling pathway of
PBMC in active SLE patients by increasing pDC content in PBMC，thus inhibiting the progression of SLE，and the
effects of Langchuangding combined with dexamethasone is supperior．
Keywords systemic lupus erythematosus; Langchuangding; plasmacytoid dendritic cells; toll-like receptor 7; toll-
like receptor 9; medullary differentiation factor 88
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