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#摘要$

!

目的
!

观察扁平苔藓"

8T?

#患者赤芍总苷"

7?<

#治疗前后
7

细胞免疫表达水平的变化!探讨影响细胞凋亡的机

制%方法
!

应用
7?<

局部治疗
1%

例
8T?

患者!观察其治疗后的临床效果'且在治疗前后!较系统地对
7?<

诱导细胞凋亡情况

进行比较'探讨
8T?

中的细胞凋亡情况及
:N0

d

&

:N/

d

7

细胞和
:N0

d

$

:N/

d比例的变化!分析
7?<

诱导
8T?

患者中的
7

细胞

免疫与细胞凋亡的关系%结果
!

7?<

治疗扁平苔藓临床疗效明显!治疗后患者
8T?

病变组织处网纹面积减小!糜烂面大小减

少!患者疼痛指数明显降低%治疗后
:N0

d和
:N/

d表达较治疗前显著下降%结论
!

7?<

的治疗可能是通过固有层中诱导炎性

7

细胞的凋亡!

7

细胞免疫受到调节!从而减轻
8T?

炎症的发生和发展!起到治疗
8T?

的作用%

#关键词$
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赤芍总苷'扁平苔藓'细胞免疫'细胞凋亡

#中图分类号$

!

9-/%&1

#文献标识码$

!

>

#文章编号$

!

$)-$./'0/

"

1%$2

#

1).')11.%'

N**"+',)'9"%"0"%,*2+"%%1(..$)('

;

&)<."+9&)(1.,*&

8

,

8

',1(1()'9"3-&%%(+9")

8

%&)$1

8

&'(")'1()<$+"</

;

'9"','&%

8

&",)

;#

%

;

+,1(<"

"

D-%

&

'(-

$

#

>E-%

&

C(

7

-%

1

#

,-%

&

8(%

&

$

#

'(-%

&

'E+1$%

&

$

#

I(C(+

7

(

$

#

"+%

&

'(%

&@

(

$

#

I(?$%

&

#E-

$

#

$

$G;2$3-2$=$

&7

#$6

0

(2-=

#

?#$%

&@

(%

&

8+9(:-=A%(B+16(2

7

#

?#$%

&@

(%

&

S+

7

I-L$1-2$1

74

$1Q1-=.(6+-6+6-%9T($3+9(:-=

;:(+%:+6

(

1G;2$3-2$=$

&7

9+

0

-123+%2

#

;#E

&

E-%

&

#$6

0

(2-=

#

;#-%

&

#-(A%(B+16(2

7

$

4

H1-9(2($%-=?#(%+6+8+9(:(%+

%

!!

&

=/1'-&+'

'

!

3/

>

"+'(0"

!

8B+A3IA5DAALLA45"L7"5GC

K

GA",

MJ

C

M

4"+#!A

$

7?<

%

DG+",5DA7.4ACC#66H,AG45#",G,!G

K

"

K

5"+#+

K

3"4A++"L83GCC#4DA,

K

CG,H+

K

G5#A,5+G,!G,GC

M

XA5DA6A4DG,#+6&?"'9,<1

!

1%8T?

K

G5#A,5+G3A3A43H#5A!#,5"5D#+AP

K

A3#6A,5

#

AG4D#+53AG5A!@#5D7?<

#

G,!5DA#34C#,#4GCALLA45#+5GOA,,"5A+"L&8B+A3IA5DAG

K

"

K

5"+#+"L8T?CA+#",+L3"6AG4D"L5DA

K

G5#A,5+

BAL"3AG,!GL5A35DA53AG56A,5

#

4"6

K

G3A5DAG

K

"

K

5"+#+4",!#5#",G,!5DAAP

K

3A++#","L:N0

d

#

:N/

d

#

G,!5DA:N0

d

"

:N/

d

3G5#"

#

5"

G,GC

M

XA5DA3"CA7?<

K

CG

M

+",5DA#66H,AAP

K

3A++#","L7.4ACCG,!5DAALLA45",G

K

"

K

5"+#+

K

3"4A++&!"1$%'1

!

7?<#6

K

3"IA5DA4C#,#.

4GC6G,#LA+5G5#","L8T?

K

G5#A,5++#

J

,#L#4G,5C

M

#

3A+HC5#,

J

#,5DA!A43AG+A"L3A5#4HCH6G,!A3"+#IAG3AG+

#

G,!5DA

K

G#,#,!AP#+!A.

43AG+A!"BI#"H+C

M

&7DAAP

K

3A++#","L:N0

d

G,!:N/

d

G3A!A43AG+A!#,8T?CA+#",+GL5A35DA53AG56A,5"L7?<&4,)+%$1(,)

!

7?<

6G

M

#,!H4A5DAG

K

"

K

5"+#+"L5DA7.4ACC#,CG6#,G

K

3"

K

3#G"L5DA8T?CA+#",+5"3A

J

HCG5A5DA7.4ACC#66H,AG45#","L8T?

K

G5#A,5+

#

G,!+C"@5DA!AIAC"

K

6A,5"L#,LCG66G5"3

MK

3"4A++"L8T?

#

G,!#,5DG5@G

M

#

7?<+D"@+#5+

K

"5A,5#GC#,53AG5#,

J

8T?

#

G,!5D#+AP.

K

A3#6A,54G,

K

3"I#!A5DA

K

3#6G3

M

AI#!A,4A&

&

7"

;

:,-<1

'

!

5"5GC

K

GA",

MJ

C

M

4"+#!A

(

"3GCC#4DA,

K

CG,H+

(

4ACC+#66H,#5

M

(

4ACC+G

K

"

K

5"+#+

!!

口腔扁平苔藓$
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8T?

%是一种病因不明

确的炎症性口腔黏膜常见疾病#不具有传染性)主要病理特征

是上皮角化过度*基底层细胞液化变性与上皮下淋巴细胞浸

润*固有层炎性细胞浸润#同时兼具有上皮细胞凋亡的增加和

固有层炎性细胞凋亡的减少&

$.1
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7?<

%是提取于川芍药或毛茛科植物芍药的干燥根的一

种糖苷类物质#具有抗凝*抗血栓*抗动脉粥样硬化*抗心肌或

脑组织损伤等药理作用&

'

'

)本研究拟采用
7?<

溶液局部治疗

8T?

#观察临床疗效#并对
8T?

患者治疗前后的黏膜中

:N0

d

*

:N/

d

7

细胞的表达进行检测#用原位末端转移酶标记

法$

7cEFT

法%标记凋亡细胞#以进一步了解
8T?

的发病机

制与细胞凋亡的机制#探讨
7?<

治疗
8T?

的作用机制)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

本实验标本来源于重庆医科大学附属口腔医

院大学城门诊和牙周黏膜科门诊就诊的患者中#确诊为
8T?

$诊断标准参考文献&

$

'%#随机抽取男女患者各
$%

例#年龄
'0

'

-)

岁)其中非糜烂型
$%

例#糜烂型
$%

例)苔藓范围!颊侧

黏膜的病损#其中伴唇黏膜损伤
2

例#伴舌部黏膜损伤
-

例#伴

牙龈黏膜损伤
)

例)另取
$%

例健康成人的口腔黏膜作为对照

组(在性别和年龄构成上进行的统计分析表明!健康对照组与

患者组差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#具有可比性(研究对象

均预先经过医患沟通#患者本人或委托家属签署知情同意书)

8T?

患者组采用
7?<

溶液局部涂擦#每日饭后#张口
'6#,

以

减少唾液冲洗#增加局部作用#观察随访
'

个月#期间拒绝服用

其他药物)排除标准!排除不能遵从医嘱用药*影响疗效判断

者(排除实验室检查肝*肾功能异常者(排除免疫功能低下者(

排除妊娠*哺乳期妇女(排除兼患有盘状红斑狼疮或白斑者#或

有严重系统性疾病无法耐受长期全身用药者(排除近
$

个月内

服用糖皮质激素*免疫抑制剂者)

@&A

!

仪器与试剂
!

赤芍片$生产批号!

$0%1%$

%#芍药苷中药化

11)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期

"

基金项目!重庆市卫生局中医药科研计划项目$

1%$%.1.)-

%(重庆市卫生局医学科研项目$

1%$1.$.%2)

%)

!

作者简介%杨霞$

$(-)V

%#博士#

副主任医师#主要从事口腔疾病的防治工作)

!

#

!

通讯作者#

F.6G#C

!

C#4",

J

DHG$

%

$)'&4"6

)



学对照品$纯度!

Z?T:

)

(/Y

#

1%6

J

#

:>;

号!

1'$/%.2-.)

%#

N$%$.

大孔吸附树脂$批号!

1%$'$%'$%$

%#半自动免疫组化染色

仪$

\?''%(%1$%

%#计算机病理图像分析系统#免疫组化软件

$

:ACC1%%%

版%#

ZF

染色试剂#

:N0

d

#

:N/

d 鼠抗人单克隆抗

体#

7cEFT

法原位凋亡检测试剂盒#旋转蒸发仪$

9F.21$%

%)

@&B

!

药物的提取

@&B&@

!

7?<

的提纯制备
!

)%%

J

赤芍片打成粉末#加
)%Y

乙

醇
)%%%6T

#混合装入烧瓶#置于电炉上提取
1D

后取出醇提

物(然后按上述步骤再提取
$&2

*

$D

(所得醇提物#每次取
)%%%

6T

#置于旋转蒸发仪#回收乙醇#回收体积
')%%6T

(取出浓

缩液#使用稀
EG8Z

溶液调节
K

Z

至
/

)将
N$%$.

大孔吸附树

脂用
$%%Y

乙醇浸泡
10D

#取出浸泡出来的油脂#装柱#超纯水

清洗至无醇味(将浓缩液上样#

$O

J

药材对应
'T

树脂)洗脱#

水洗
1

'

'

倍柱树脂体积#

-%Y

乙醇洗#

'

'

0

倍柱体积收集#洗

脱速度为每小时
1

倍柱体积(收集乙醇洗脱液#旋转蒸发仪回

收乙醇(所得赤芍苷药溶液浓缩干燥#加入双蒸水
2%%6T

#过

滤除菌#得到无菌赤芍药液#置无菌试管中#冰箱保存)

@&B&A

!

7?<

的含量测定
!

取
%&%%$2

J

芍药苷用甲醇定容至

$%6T

的容量瓶#得
%&$26

J

"

6T

的标准品液(分别精密吸取

芍药苷对照品溶液
%

*

%&$

*

%&1

*

%&0

*

%&)

*

%&/6T

至巨塞试管

中#水浴挥干溶剂#以空白试剂为对照#加入新配制的
2Y

香草

醛
.

冰醋酸
%&16T

#高氯酸
%&/6T

#密塞摇匀#

)%[

水浴加热

1%6#,

取出#冰水浴冷却#加冰醋酸
26T

摇匀#

2)%,6

处测定

吸光度值)取供试品
%&$26T

按上述方法测定吸光度值)

@&B&B

!

药物疗效的判定标准&

1

'

!

痊愈即患者疼痛症状消失#

黏膜色泽正常#皮损完全消退(显效即无明显自觉症状#糜烂的

黏膜愈合#充血范围或
Q#4ODG6

纹缩小
1

"

'

以上#或皮损消退

-%Y

以上(有效即自觉症状减轻#黏膜局部有充血#

Q#4ODG6

纹减少#糜烂面积减少小于
1

"

'

#或皮损消退
'%Y

'

-%Y

(无效

即病情变化不明显或皮损消退不足
'%Y

)以痊愈和显效者相

加来计算有效率)

@&C

!

检测方法
!

对未接受过治疗的健康对照组*

8T?

患者治

疗前后取标本检测#观察染色结果)$

$

%石蜡切片
ZF

染色)

$

1

%应用免疫组化
;?

法检测
1%

例
8T?

组织中赤芍总苷治疗

前后的
:N0

d

*

:N/

d

7

细胞的表达水平)淋巴细胞计数即对

固有层
:N0

d

*

:N/

d

7

免疫组化染色后细胞胞质呈黄褐色的

细胞进行计数)病变典型区的固有层各随意计数
)

个$

0%^

$%

%的高倍视野#取平均值)$

'

%

7cEFT

法定位检查!上皮细

胞层是计算单位上皮细胞层长度里查见的凋亡细胞数目#而固

有层是计算凋亡细胞的百分比)本研究检测
1%

例
8T?

患者

7?<

治疗前后的细胞凋亡情况#并检查上皮细胞和固有层炎

性细胞的凋亡变化情况)

@&D

!

统计学处理
!

采用
;?;;$0&%

统计软件进行数据处理#

计量资料以
/b6

表示#组间比较采用
2

检验#以
!

$

%&%2

为差

异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

7?<

的含量测定
!

以
7?<

吸光度值为横坐标#

7?<

含

量为纵坐标#绘制
7?<

含量线性图鉴定得出芍药苷含量为

2&2$Y

#

7?<

纯度大于
(%Y

#符合实验要求(在临床使用前#总

提取物采用适量生理盐水$

E;

%稀释成各所需浓度)

A&A

!

疗效判断结果
!

患者局部治疗期间未出现不适或药物不

良反应#血常规*尿常规*肝*肾功能等各项指标未见异常)临

床疗效表明#经局部治疗后#痊愈
(

例$

02Y

%#显效
0

例

$

1%Y

%#有效
'

例$

$2Y

%#无效
0

例$

1%Y

#其中
1

例因疗效不

明显#拒绝活检%#有效率达
)2Y

)治疗组疗效明显优于对照

组$

!

$

%&%2

%)治疗后检查可见扁平苔藓病变组织处网纹面

积减小#红肿糜烂面范围变小#患者疼痛指数降低)

8T?

患者

应用
7?<

溶液局部治疗后与治疗前比较差异有统计学意义

$

!

$

%&%2

%#与健康对照组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)

治疗后治疗组各指标改善程度明显优于对照组$

!

$

%&%2

%)

A&B

!

:N0

d

*

:N/

d细胞染色结果及
:N0

"

:N/

d比例变化
!

免

疫组化分析比较正常组织及
8T?

组织中
:N0

d

#

:N/

d

7

细胞

表达情况!结果表明
:N0

d和
:N/

d表达在
8T?

固有层组织中

明显升高#

7

细胞数与正常对照组织相比显著增加$

!

$

%&%2

%#验证了
7

淋巴细胞介导的免疫反应在
8T?

的发生*发

展中起着重要作用$表
$

%)而
8T?

患者使用
7?<

后#固有层

:N0

d

*

:N/

d

7

细胞数明显减少#其中
:N/

d

7

细胞主要表达

于接近基底膜破坏处的固有层浅层#

:N0

d

7

细胞主要表达于

固有层深层)通过免疫组化分析发现!治疗后
:N0

d

*

:N/

d均

有表达降低#向正常值靠近趋势#

7?<

的治疗调节了
7

细胞的

相关免疫$图
$

%)

表
$

!!

对照组)

8T?

患者治疗前后
:N0

d

)

:N/

d

7

!!!

细胞数及
:N0

d

"

:N/

d

&

/b6

'

组别
% :N0

d

7

细胞数
:N/

d

7

细胞数
:N0

d

"

:N/

d

对照组
$% $%&02b1&%2 -&2-b$&/% $&20b$&$1

7?<

治疗前
$/ $-&'%b-&)0 '2&%2b2&1% %&2/b%&0'

7?<

治疗后
$/ $$&$%b0&)$ $%&$1b1&$0 $&0-b%&1$

2 1&-1 /&'' '&))

!

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

A&C

!

7cEFT

法检测细胞凋亡结果
!

7cEEFT

法定位检测

治疗前后
8T?

组织上皮细胞层及固有层细胞凋亡变化情况!

在口腔扁平苔藓上皮及固有层均可见凋亡细胞)正常组织的

上皮细胞层凋亡细胞数为
%&$

'

%&0

"

%&1266

#平均为
%&1

(固

有层细胞凋亡细胞比例为
%&1$Y

'

$&0Y

#平均
%&('Y

)而治

疗后
8T?

患者的上皮细胞层凋亡细胞数为
%&%

'

/&'

"

%&12

66

#平均为
$&0

(固有层细胞凋亡细胞比例为
%&%'Y

'

$%&2$Y

#平均
$&$$Y

)

8T?

的上皮细胞的凋亡指数明显高于

对照组$

!

$

%&%2

%#凋亡细胞多位于基底层或基底上层#且多

发生于基底细胞液化变性处上皮(

8T?

固有层的细胞凋亡指

数明显高于对照组$

!

$

%&%2

%)随着上皮细胞凋亡数目增加#

在固有层细胞的凋亡比例也显著升高$表
1

#图
1

%)

表
1

!!

8T?

患者使用药物前后与对照组细胞

!!!

凋亡情况&

/b6

'

组别
%

基底层 固有层

对照组
$% %&'-('b%&%$%' %&1()-b%&%$%/

药物使用前
$/ %&'($'b%&%$0' %&'112b%&%$0(

药物使用后
$/ %&-$-%b%&%$/' %&2/)%b%&%11(

!!

综合以上结果#得出结论!

7?<

的治疗可能是通过固有层

中诱导炎性
7

细胞的凋亡#

7

细胞免疫受到调节#减轻了
8T?

炎症的发生和发展#最终起到治疗
8T?

的作用)

'1)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期



!!

>

*

N

!正常黏膜(

\

*

F

!

8T?

患者黏膜(

:

*

U

!

7?<

治疗后黏膜)

图
$

!!

免疫组化染色

!!

>

!正常上皮细胞(

\

!

8T?

患者上皮细胞(

:

!

8T?

患者
7?<

治疗后的上皮细胞)

图
1

!!

细胞凋亡结果

B

!

讨
!!

论

8T?

是比较顽固的口腔黏膜疾病#病程长#病因和确切的

发病机制仍然不明确&

$.1

'

)

8T?

的发病可能以细胞介导的免

疫反应为主#皮损内主要是亲表皮性的
7

细胞浸润)发病过

程中#先激活
:N0

d

7

细胞#分泌干扰素
.

#

$

SUE.

#

%*白细胞介

素$

ST.1

%*粒细胞巨噬细胞刺激因子$

<R.:;U

%*肿瘤坏死因

子
.

"

$

7EU.

"

%等多种细胞因子#启动局部细胞的免疫反应体

系)后期占主导的
:N/

d

7

细胞与基底层角质形成细胞损伤

有关#进一步发展成
8T?

皮损)所以学者们倾向认为
8T?

是

一种
:N0

d

7

淋巴细胞与其分泌的细胞因子起关键作用的自

身免疫性疾病#也是和细胞凋亡有关的细胞免疫功能紊乱的自

身免疫性疾病#以皮下结缔组织内淋巴细胞浸润为特征的慢性

非感染性炎症&

0.2

'

)

=DG,

等&

)

'发现上皮内*上皮下浅表固有层大多数淋巴细

胞为
:N/

d细胞#且
:N/

d细胞与凋亡的角质细胞相邻)本实

验结果也发现
8T?

上皮内凋亡的细胞相邻有浸润的
7

细胞#

对固有层内浸润的
:N/

d

7

细胞的表达与淋巴细胞凋亡的相

关性进行分析#发现
:N/

d

7

细胞的表达与
8T?

中固有层中

淋巴细胞的凋亡指数之间呈现出相应的负性关系#对照组

:N0

"

:N/

比值比明显降低$

!

$

%&%2

%#提示
8T?

中存在
7

细

胞亚群平衡失调和
7

淋巴细胞功能紊乱)实验结果与国内研

究结果一致&

)./

'

#所以作者认为!$

$

%在
7?<

药物诱导下#

8T?

中上皮细胞的抗原性可能发生部分改变#聚集了趋化的
7

淋

巴细胞($

1

%增加的
:N/

d

7

细胞可能引起上皮基底细胞发生

凋亡($

'

%

7

淋巴细胞凋亡数目的减少与
8T?

的发生*发展*

预后*慢性迁延可能有一定的内在联系($

0

%在
:N/

d

7

细胞的

攻击和诱导作用下#

8T?

的基底细胞产生液化变性和上皮细

胞凋亡的增加)因此
7

细胞的浸润和细胞凋亡异常可能与基

底细胞液化变性有关系#但是在细胞凋亡和液化变性之间#哪

个是初发损害和继发损害还有待进一步研究)

目前在
8T?

的治疗中#西医局部用药多采用药膜敷用*

糊剂涂用等#全身用药多采用免疫调节剂#甚至采取口服泼

尼松激素治疗或氯喹治疗#不仅药物的不良反应较大#毒副

作用明显#且疗效不确定#有较高的复发率)由于治疗方法

的局限性#寻求一种安全有效*能控制扁平苔藓的治疗方法

和治疗药物是国内学者们一致在追求和探索的课题&

(.$%

'

)

7?<

具有调节免疫和调控基因等作用#从而影响细胞的凋

亡*促进细胞分化等)

本实验对
7?<

治疗前后
8T?

组织#应用免疫组化法分析

:N0

d

#

:N/

d的表达情况#表明治疗后
:N0

d

*

:N/

d均有表达

降低#且趋向正常值(

7?<

的治疗诱导调节了
7

细胞的相关免

疫功能)

7cEEFT

法对凋亡细胞定位检测标记结果#也说明

了
7?<

能调节
8T?

发病中的细胞免疫功能和细胞凋亡#对

8T?

炎症发生*发展起到减轻作用#从而达到
8T?

的治疗目

的(也进一步为
7?<

的临床应用提供了科学的实验数据和合

理的理论依据) $下转第
')1-

页%

01)'
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年
(
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差别&

/

'

#也有研究报道多发结节的
U:

发病率较高&

(

'

#本研究

中
U>

以单发为主#可以与恶性肿瘤鉴别)

7G

M

等&

$%

'建议大结

节为恶性甲状腺肿瘤的一个风险因素#结节大于
046

与甲状

腺癌风险增加有关&

$%.$'

'

#亦有研究认为结节大小不能预测或

排除恶性肿瘤&

-

'

)本研究中
U>

的平均直径多数小于
046

#而

误诊病例体积较大#应引起注意)本研究的不足之处在于作为

回顾性研究#选择性偏倚不可避免#而且研究者不能实时观察

患者的超声表现#这可能会影响对征象的观察及评价)本组研

究发现
1

例微小钙化并伴外周钙化
U>

病例#是否提示结节虽

然有微小钙化#但合并外周钙化是良性结节的相关因素&

$$.$)

'

#

还需扩大样本例数进行观察)

综上所述#

U>

多数无自觉症状#表现为颈前区无痛单发

肿块#有明显包膜感#可随吞咽移动)肿瘤增长缓慢#一旦肿瘤

内出血或囊变#体积可突然增大#且伴有疼痛和压痛)

U>

肿

块主要为实性或囊实混合性回声*无晕环或薄壁晕环*高回声

或等回声*内部粗大钙化及外周钙化*回声结构均匀)超声检

查可较好地对
U>

进行诊断和鉴别诊断#为临床医师及时正确

诊断和选择合理治疗方案提供准确的参考依据)
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