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目的
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分析重组
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联合威灵仙总皂苷对佐剂性关节炎大鼠"

<<

大鼠$关节影像学表现的影

像及其影响的机制%方法
!

将
$?%

只大鼠分为空白组&对照组&观察组
$

&观察组
1

&观察组
'

%空白组不接受任

何干预%对照组仅接受关节炎模型建立干预%

'

个观察组大鼠除接受佐剂型关节炎模型建立干预外!分别接受

威灵仙总皂苷治疗!重组
>C8.$%

治疗和重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷治疗%于实验第
%

&

$?

&

'?

天分别行
H

线

检查关节间隙和关节评分#

'?!

后处死大鼠!取动脉血检测其淋巴细胞和血清炎症因子%结果
!

实验
$?!

后对

照组和
'

个观察组骨侵蚀关节侵蚀评分显著高于空白组!关节间隙显著减小"

!

$

%&%?

$#实验
'?!

后观察组小

鼠骨侵蚀关节侵蚀评分显著低于对照组!关节间隙显著大于对照组"
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显著低于对照组和观察组
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联合威灵仙总皂

苷可以通过调节免疫有效保护
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类风湿性关节炎是一种以骨关节损伤为主要表 现的疾病)佐剂性关节炎大鼠$
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公认的一种该病模型'

$

(

)类风湿性关节炎存在难以

治愈#疾病进展无法逆转的特点#因此找到一种能有

效延缓疾病进展甚至治疗该病的治疗方法十分重

要'

1

(

)威灵仙总皂苷是一种从传统抗风湿药物威灵

仙中提取出来的有效成分#有研究显示其对于
<<

大

鼠的关节存在保护作用'

'

(

)

>C8.$%

也常常被应用于

<<

大鼠的研究中#很多研究提示其也对于
<<

大鼠

骨关节保护和免疫调节存在比较好的效果'

0.?

(

#但是

少见将上述两种药物联合用于干预
<<

大鼠的报道#

因此本研究正是基于此而进行的#现报道如下)

@

!

材料与方法

@&@

!

实验对象处理方法
!

$?%

只
;2=

级雄性大鼠分

为空白组*对照组*观察组
$

*观察组
1

*观察组
'

#每个

小组
'%

只)所有大鼠在入组前首先适应性饲养
?!

#

不计入实验时间)适应性饲养完成后开始计算实验

时间)空白组大鼠不接受任何处理)对照组和
'

个

观察组先接受造模干预)具体方法为!$

$

&

/%\

灭活

卡介苗#然后加入弗氏完全佐剂
$%4

@

"

48

#作为造模

药品)$

1

&将上述药品
$48

用皮下注射的方式注入

大鼠左前足底#加强免疫后
$?!

造模成功)造模结束

后对照组大鼠不接受其他干预)观察组
$

!从第
$?

天

开始接受
1%%4

@

威灵仙总皂苷灌胃治疗#每天
$

次'

)

(

)观察组
1

!从第
$?

天开始接受腹腔注射
>C8.$%

剂量为
?

!

@

"

6

@

'

-

(

)观察组
'

!从第
$?

天开始接受腹

腔注射剂量为
?

!

@

"

6

@

>C8.$%

联合
1%%4

@

威灵仙总

皂苷灌胃治疗)

@&A

!

各项指标检测方法

@&A&@

!

大鼠关节影像学评分方法
!

各组大鼠在实验

开始当天#第
$?

天和第
'?

天分别接受左前足
H

线摄

片检查#具体方法为!乳腺钼靶机$意大利吉特乳腺高

频
H

线摄像仪&

1?6d

#

$&%+

#

04<

)骨侵蚀评分如

下#

%

分!正常骨质%

$

分!仅有
$

处微小病灶#或疑似

存在病灶%

1

分!存在两个病灶或病灶总和大于
?%̀

%

'

分!存在
'

个或以上病灶#或病灶面积总和大于等于

?%̀

%

0

分!整个关节面完全破坏或出现骨萎缩)骨关

节间隙评分方法如下#

%

分!关节间隙正常%

$

分!关节

间隙出现异常狭窄#比正常关节间隙变窄
1?̀

&

?%̀

%

1

分!关节间隙出现异常狭窄#比正常关节间隙

变窄超过
?%̀

%

'

分!关节间隙消失或关节强直'

(

(

)

@&A&A

!

大鼠关节间隙宽度检测方法
!

各组大鼠在实

验开始当天#第
$?

天和第
'?

天按
$&1&$

条件分别接

受左前足
H

线检查后直接测量大鼠关节间隙)在摄

片后#取得大鼠关节片#然后使用分规测量大鼠右后

膝关节中心处关节间隙)每次关节间隙测量必须由
'

位不同实验者重复进行)

@&A&B

!

大鼠外周血淋巴细胞检测方法
!

各组大鼠被

处死后#立即取大鼠外周血
1%%

!

8

#分为两管#每管

$%%

!

8

)第一管加入
WZ7<

抗凝#然后加入抗大鼠

=C75.5Z0

抗体
$%

!

8

#

2W.5Z/

抗体
$%

!

8

#震荡避

光静置
'%4#,

#加入溶血素
148

#

$%4#,

后离心#弃

上清液#加入
2D;

洗涤
$

次#最后加入多聚甲醛
$%

滴

重悬#流式细胞分析仪检测
5Z0

i

7

细胞#

5Z/

i

7

细

胞#最后比较
5Z0

i

"

5Z/

i水平)

@&A&C

!

大鼠外周炎症因子检测方法
!

各组大鼠被处

死后#立即取大鼠外周血
$%%

!

8

#

'%%%M

"

4#,

下离心

$%4#,

#小心分离血清#按
W8C;<

试剂盒$新博生物科

技公司&使用说明分别检测
C8.$-<

*

C8.)

*

7B=.

"

)反

应终止后用酶标仪检测吸光度#根据标准曲线计算外

周血中
C8.$-<

*

C8.)

和
7B=.

"

浓度)

@&B

!

统计学处理
!

采用
;2;;1%&%

软件进行分析#计

量资料用
AbF

表示#采用
>

检验#计数资料用率表示#

组间采用
!

1 检验#以
!

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组大鼠关节影像学评分
!

实验进行
'?!

以

后#

'

个观察组骨侵蚀*关节侵蚀评分均低于对照组

$

!

$

%&%?

&)观察组
'

骨侵蚀*关节侵蚀评分低于观

察组
1

和观察组
$

$

!

$

%&%?

&#见表
$

)

A&A

!

各组大鼠关节间隙宽度情况
!

实验进行第
'?

天#

'

组观察组大鼠关节间隙均宽于对照组)观察组

'

大鼠关节间隙大于观察组
$

和观察组
1

$

!

$

%&%?

&)

观察组
$

大鼠关节间隙大于观察组
1

$

!

$

%&%?

&#见

表
1

)

表
$

!!

各组大鼠关节影像学评分$

AbF

(

.g'%

(分%

组别
%!

骨侵蚀评分 关节侵蚀评分

$?!

骨侵蚀评分 关节侵蚀评分

'?!

骨侵蚀评分 关节侵蚀评分

对照组
% % '&//b%&$%

3

1&/?b%&$?

3

'&/(b%&$%

3

1&(1b%&%)

3

空白组
% % % % % %

观察组
$ % % '&/1b%&$'

3

1&/'b%&$1

3

1&?'b%&1?

3!R

$&')b%&1)

3!R

观察组
1 % % '&/0b%&$0

3

1&/-b%&$%

3

'&$)b%&'?

3RG

1&%(b%&'1

3RG

观察组
' % % '&/-b%&$$

3

1&/$b%&$1

3

$&'?b%&1%

3RG!

%&/%b%&$1

3RG!

!!

3

!

!

$

%&%?

#与空白组比较%

R

!

!

$

%&%?

#与对照组比较%

G

!

!

$

%&%?

#与观察组
$

比较%

!

!

!

$

%&%?

#与观察组
1

比较
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表
1

!!

各组大鼠关节间隙宽度变化$

44

(

AbF

(

.g'%

%

组别
%! $?! '?!

对照组
%&?/b%&%( %&'/b%&%?

3

%&0%b%&%)

3

空白组
%&?-b%&%( %&)%b%&$% %&)?b%&%'

观察组
$ %&)%b%&$% %&'-b%&%-

3

%&?)b%&%?

3!R

观察组
1 %&?(b%&$% %&'/b%&%(

3

%&?%b%&%(

3RG

观察组
' %&)%b%&$% %&'/b%&%)

3

%&)1b%&%-

3RG!

!!

3

!

!

$

%&%?

#与空白组比较%

R

!

!

$

%&%?

#与对照组比较%

G

!

!

$

%&%?

#与观察组
$

比较%

!

!

!

$

%&%?

#与观察组
1

比较

A&B

!

各组大鼠外周血淋巴细胞情况
!

观察组
'

5Z0

i

7

细胞和
5Z0

i

"

5Z/

i显著低于对照组*观察组

$

*观察组
1

)

'

个观察组
5Z/

i

7

细胞显著高于对照

组和空白组#见表
'

)

表
'

!!

各组大鼠外周血淋巴细胞变化情况$

`

(

AbF

(

.g'%

%

组别
5Z0

i

5Z/

i

5Z0

i

"

5Z/

i

对照组
0/&'1b?&'1

3

$(&1%b$&?) 1&0?b%&'?

3

空白组
1-&%1b1&)' $(&1)b$&%$ $&'$b%&%0

观察组
$ '(&1?b$&1?

3R!

11&1'b%&??

3R

$&-)b%&11

3R!

观察组
1 0'&1'b?&1'

3R

11&1?b$&%$

3R

$&(0b%&$?

3RG

观察组
' '%&?(b1&')

3RG!

1'&1?b$&1'

3R

$&'$b%&$)

RG!

!!

3

!

!

$
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各组大鼠干预后外周血炎症因子水平情况
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类风湿性关节炎主要病理学特点为滑膜的慢性

炎症和血管增生'

$%

(

)在疾病发生*发展的过程中#除

了骨关节损伤外#伴随着较为严重的免疫失调'

$$.$1

(

)

<<

大鼠是一种常见的用以模拟人类风湿性关节

炎的动物模型#本研究以
<<

大鼠为研究对象#探讨

重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷对患者骨关节的保护

作用#和免疫细胞比例及炎症因子紊乱的改善作用)

本研究发现#重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷可

以有效降低
<<

大鼠骨侵蚀评分和关节侵蚀评分)

并且这种作用明显优于单用重组
>C8.$%

和威灵仙总

皂苷)这说明这两种药物在治疗类风湿性关节炎的

时候存在着协同效应)为了进一步观察治疗方案对

关节的保护作用本研究还测量了大鼠关节间隙#发现

重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷也可以有效保护大鼠

关节#防止大鼠关节强直维持正常的关节间隙)

本研究还检测了各组大鼠的外周血炎症因子和

外周血淋巴细胞比例#随着疾病进展#

<<

大鼠外周血

C8.$-<

*

C8.)

*

7B=.

"

会显著升高#但是在使用了不同

治疗方案后上述
'

种炎症因子均得到了不同程度的

回落#尤其是使用重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷治

疗的大鼠上述炎症因子回落尤其明显)这说明重组

>C8.$%

联合威灵仙总皂苷可以有效地降低上述
'

种

炎症因子)有研究提示
7B=.

"

抑制剂的使用可以有

效地降低类风湿性关节炎患者的关节炎症情况#降低

外周血类风湿因子的功能#延缓关节影像学进展'

$'

(

)

也有文献支持
C8.$%

可以有效降低可溶性
7B=

受体

和
7B=.

"

'

$0

(

)

C8.)

是与
9<

存在很多关联的多效细

胞因子#可以介导
c<T

"

;7<7'

通路导致类风湿性关

节炎的发生'

$?

(

)

C8.$-<

是由
7>$-

细胞分泌的一种

促炎细胞因子可以促进滑膜炎症'

$)

(

)重组
>C8.$%

联

合威灵仙总皂苷可以降低上述
'

种炎症因子#其改善

<<

大鼠关节影像学表现的重要机制之一)

本研究也发现
<<

大鼠相对于正常大鼠
5Z0

i

7

细胞显著升高而
5Z/

i

7

细胞数量未发生明显改变#

因此
5Z0

i

"

5Z/

i也显著升高)而经过治疗的
<<

大

鼠
5Z0

i

7

细胞显著下降#

5Z/

i

7

细胞显著升高#因

此
5Z0

i

"

5Z/

i也显著降低)接受重组
>C8.$%

联合

威灵仙总皂苷治疗的
<<

大鼠
5Z0

i

7

细胞和

5Z0

i

"

5Z/

i降低尤其明显)

5Z0

i

7

细胞可以有效

刺激
D

细胞#导致自身抗体产生增加#从而导致抗原

抗体复合物更多地沉积于滑膜#导致滑膜炎症#而

5Z0

i

"

5Z/

i也可以提示体内免疫状态#所以重组

>C8.$%

联合威灵仙总皂苷可以有效地调理患者免疫

状态'

$-.$/

(

)

综上所述#重组
>C8.$%

联合威灵仙总皂苷可以

通过降低
<<

大鼠外周血促炎的炎症因子#降低

5Z0

i

7

细胞调理
<<

大鼠免疫状态#从而改善
<<

大鼠关节影像学表现#可以进一步进行临床试验)
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8Ĉ cY

#

JK3O&<+KM3

@

3OQ+

L

"O

P

+3G.

G>3M#!J+Q

LL

MJ++J+JUGJ++#IJG"OO3

@

J,3GGQ4QO3K#",#,3

4QM#,J4"!JO"NROJ"4

P

G#,.#,!QGJ!+GOJM"!JM43

'

c

(

&C,Kc

5O#,WU

L

:J!

#

1%$?

#

/

$

'

&!

'/0/.'/?0&

'

?

(

DWYW95

#

ZC;78W9cE&:"M

L

>"

@

J,

L

3K>S3

P

+#,+

P

+.

KJ4#G+GOJM"+#+

'

c

(

&5QMM9>JQ43K"O9J

L

#

1%$'

#

$?

$

$

&!

1((.'%)&

'

)

(

=<BF=

#

[[T<T

#

;̂ BH

#

JK3O&<+

P

,K>JK#G789'O#

@

.

3,!4#K#

@

3KJ+

L

M"N#RM"K#GN#RM"RO3+KMJ+

L

",+J+R

P

#,!QG#,

@

3QK"GM#,JC=B+#

@

,3O#,

@

'

c

(

&cC44Q,"O

#

1%$'

#

$($

$

)

&!

1(?).1())&

'

-

( 李晶冰#张彩萍#季江#等
&

阿维
<

对系统性硬皮病成纤维

细胞胶原合成及
'

型前胶原
49B<

表达的影响'

c

(

&

中

国麻风皮肤病杂志#

1%$0

#

'%

$

-

&!

'(-.'((&

'

/

( 周茂松#严煜林#罗虹
&

硬皮病皮损
57F=

#

5[8.

' $

的

检测及意义'

c

(

&

中国皮肤性病学杂志#

1%%/

#

11

$

/

&!

0?).

0)(&

'

(

( 闰小宁#韩世荣#李文彬#等
&

+热敷药,对硬皮病小鼠模型

5[8.

'

*

5[8.

$

蛋白含量的影响'

c

(

&

中国中西医结合皮

肤性病学杂志#

1%$$

#

$%

$

)

&!

'?'.'??&

'

$%

(康小龙#何承辉#田红林#等
&

刺山柑总生物碱乳膏外用对

系统性硬皮病小鼠组织纤维化的改善作用'

c

(

&

中国现代

应用药学#

1%$)

#

''

$

$

&!

'1.'?&

'

$$

(康小龙#何承辉#刘晶#等
&

刺山柑总生物碱对系统性硬皮

病小鼠
$

型胶原表达的影响'

c

(

&

中国医科大学学报#

1%$)

#

0?

$

/

&!

)//.)($&

'

$1

(宋克敏#杨蓉娅
&

转化生长因子
.

(

*内皮素
.$

及血管紧张

素
+

与硬皮病纤维化关系研究进展'

c

(

&

临床皮肤科杂

志#

1%$$

#

0%

$

'

&!

$/0.$/)&

'

$'

(

DW5d<99

#

E 8̂Wc[d<E

#

D9<̂ B :

#

JK3O&5"OO3

@

J,

!J

@

M3!3K#",

L

M"!QGK+3,!

L

M"#,NO3443K"M

P

G

P

K"6#,J+#,

+

P

+KJ4#G3,!O"G3O#fJ!+GOJM"!JM43

'

c

(

&="O#3D#"O

$

2M3>3

&#

1%%-

#

?'

$

1

&!

)).)/&

$收稿日期!

1%$/.%1.%(

!

修回日期!

1%$/.%'.1)

&

/'%'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
1'

期


