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摘要　目的：研究大鼠哮喘模型激素局部及全身给药治疗的同时合用淫羊藿女贞子对淋巴细胞凋亡的影响。方法：建立
大鼠哮喘模型，分别以布地奈德雾化４周（局部给药）及地塞米松腹腔注射治疗２周（全身给药）治疗，同时配合灌胃淫羊
藿女贞子煎液，流式细胞术检测支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）与血淋巴细胞凋亡的表达。结果：与正常组相比，哮喘大鼠
ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡显著降低（Ｐ＜００５）；激素局部干预及合用中药淫羊藿女贞子均可上调ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡水平
（Ｐ＜００１），且合用组上调作用较单用组显著升高（Ｐ＜００１）；而激素全身干预大鼠血及ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡表达均显
著上调（Ｐ＜００５），但合用淫羊藿女贞子后则下调血淋巴细胞凋亡水平接近于正常（Ｐ＜００５）。结论：激素局部给药的同
时合用平补阴阳药对淫羊藿女贞子，产生协同上调血及 ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡的作用；而激素全身给药的同时合用平补阴
阳药对淫羊藿女贞子，则抑制激素全身应用后过度促进血淋巴细胞凋亡的影响。
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　　支气管哮喘是由多种细胞（如嗜酸粒细胞、肥大
细胞、淋巴细胞、中性粒细胞、平滑肌细胞、气道上皮

细胞等）和细胞组分参与的气道慢性炎性疾病，糖皮

质激素（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣ）以其强大的抗炎作用而
被认为是目前防治哮喘的首选药物，但临床上使用

ＧＣ也存在着许多问题：如免疫抑制、激素抵抗、激素

依赖以及局部和全身性副作用［１２］。结合传统中医

药理论用中医药预防及治疗哮喘是我国的独特优

势，尤其是通过中医药有别于西医的对全身整体的

调节作用，即神经内分泌免疫功能的调节，能够协
同ＧＣ治疗哮喘并可有效改善 ＧＣ治疗过程中所产
生的不良反应。课题组前期研究发现［３４］，大鼠激素
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全身干预哮喘模型在地塞米松应用的不同阶段（激

素撤停前、中、后）的同时，分别合用淫羊藿女贞子，

可产生协同激素抗炎并有效减轻激素的不良反应的

作用。淋巴细胞是ＧＣ发挥抗炎作用及导致免疫抑
制反应的主要效应细胞之一，文献报道大剂量 ＧＣ
可通过糖皮质激素受体（ＧｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄＲｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＲ）诱导淋巴细胞的大量凋亡［５］。本研究采用激素

全身给药与局部两种给药模式，观察药物对血与

ＢＡＬＦ不同水平的淋巴细胞凋亡的影响，探讨中药淫
羊藿女贞子协同激素治疗哮喘及改善激素不良反应

的可能作用机制。

１　材料与方法
１１　实验动物　健康 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，体重（１２０±
１０）ｇ，雄性，提供公司：北京维通利华实验动物技术
有限公司，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２
０００１。
１２　实验仪器　雾化箱（自制，材料：有机玻璃，规
格：４０ｃｍ×３０ｃｍ×２０ｃｍ），４０２Ａ超声雾化器（江苏
鱼跃医疗设备有限公司），流式细胞仪 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
（美国ＢＤ公司）。
１３　试剂与药品　卵清白蛋白（ＯＶＡ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司，Ａ５２５３２５０ｇ）、氢氧化铝（北京化工厂，批号：
２０１２００２８）；淫羊藿水提物（批号：２０１３０１１５）、女贞子
水提物（批号：２０１３０１０４）均由西安康威生物有限公
司提供；地塞米松磷酸钠注射液（５ｍｇ／支，国药集团
容生制药有限公司，批号：Ｈ４１０２００３６）；吸入用布地
奈德混悬液（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａＰｔｙＬｔｄ，批号：３１７３１１）；大
鼠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，批号：ＬＴＳ１０８３２００）；一步法
ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技术
有限公司，批号：Ｃ１０８８）；ＭｅｂｓｔａｉｎＡｐｏｐｔｏｓｉｓＴｕｎｅｌ
Ｋｉｔ（ＭＢＬ，ＣｏｄｅＮｏ：８４４５）。
１４　分组　１）激素局部给药实验：按照随机数字表
法将ＳＤ大鼠分为５组，每组７只，即正常对照１组
（Ｎ１组）、哮喘模型 １组（Ａ１组）、激素干预 １组
（ＧＣ１组），淫羊藿女贞子１组（ＹＮ１组），淫羊藿女
贞子合激素干预１组（ＹＮ＋ＧＣ１组）。２）激素全身
给药实验：按照随机数字表法将 ＳＤ大鼠分为５组，
每组６只，即正常对照２组（Ｎ２组）、哮喘模型２组
（Ａ２组）、激素干预２组（ＧＣ２组），淫羊藿女贞子２
组（ＹＮ２组），淫羊藿女贞子合激素干预２组（ＹＮ＋
ＧＣ２组）。
１５　造模及给药方法　参考文献方法［６］于实验１
～３５ｄ，除正常对照 １、２组外，剩余组动物全部造

模。１）激素局部给药实验：３６ｄ开始给药共计４周，
各造模组均每周２次给予１％ ＯＶＡ雾化吸入，ＧＣ１
组、ＹＮ＋ＧＣ１组雾化吸入００１％布地奈德２０ｍｉｎ，
ＹＮ１组、ＹＮ＋ＧＣ１组灌胃淫羊藿女贞子水提物（４∶３
配比，３５ｇ／ｋｇ体质量）。２）激素全身给药实验：２２
ｄ开始给药共计２周，ＧＣ２组及 ＹＮ＋ＧＣ２组腹腔注
射地塞米松注射液（０５ｇ／ｋｇ体质量），ＹＮ２组及
ＹＮ＋ＧＣ２组灌胃给予淫羊藿女贞子水提物（４∶３配
比，３５ｇ／ｋｇ体质量）。
１６　取材及指标检测　分别于实验６４ｄ、３６ｄ后处
死动物，腹主动脉取血抗凝，参考试剂盒说明书分离

血淋巴细胞；迅速开胸，取出肺组织连同气管，结扎

左主支气管，右肺行支气管肺泡灌洗术［７］，收集支气

管肺泡灌洗液（ＢｒａｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒＬａｖａｇｅＦｌｕｉｄｓ，ＢＡＬＦ）
混合均匀，离心，分离 ＢＡＬＦ中单个核细胞。按照试
剂盒说明书操作，以流式细胞术检测血淋巴细胞及

ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡的表达（ＴＵＮＥＬ法）。
１７　统计学方法　所有统计均采用 ＳＰＳＳ１６０ｆｏｒ
Ｗｉｎｄｏｗｓ软件包完成。数据采用（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用方差齐性检验以及单因素方差分析，根据

方差齐性检验结果选择 ＬＳＤ（方差齐）或 Ｔａｍｈａｎｅｓ
Ｔ２（方差不齐），相关分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关法。
２　实验结果
２１　激素局部干预大鼠血及 ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡
的比较　与正常对照组相比，哮喘模型组大鼠ＢＡＬＦ
中淋巴细胞凋亡显著降低（Ｐ＜００５），血淋巴细胞
凋亡水平无明显改变；与模型组相比，各给药组均可

上调ＢＡＬＦ细胞凋亡（Ｐ＜００１）；与激素组相比，淫
羊藿女贞子合用激素组血及 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡
水平均明显上调（Ｐ＜００５或００１），提示激素局部
给药的同时合用淫羊藿女贞子，产生协同上调血及

ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡的影响作用。见表１。
表１　激素局部干预大鼠血及ＢＡＬＦ淋巴细胞
　　凋亡的比较（平均荧光强度，珋ｘ±ｓ）

组别 只数血淋巴细胞凋亡 ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡

Ｎ１组 ７２０８５７±１８７９ ２５４４４３±５３３１２
Ａ１组 ７２４４７１±２９３６ １６４４８６±３９９１９

ＧＣ１组 ７２１５１４±４７１９ ２７４２５７±５９００５△△

ＹＮ１组 ７２７１１４±４０３５▲▲ ４２５２８６±８３７６２△△▲▲

ＹＮ＋ＧＣ１组 ７３００２９±３７８４△△▲▲ ３３２４４３±９１９３６△△▲

　　注：与Ｎ１组比较，Ｐ＜００５；与Ａ１组比较，△△Ｐ＜００１；与ＧＣ１

组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１。

２２　激素全身干预大鼠血及 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋
亡的比较　与正常对照组相比，哮喘模型组大鼠
ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡显著降低（Ｐ＜００５）；与模型
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组比较，激素干预组大鼠血及 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋
亡表达均显著上调（Ｐ＜００５或００１）；与激素组比
较，淫羊藿女贞子合激素干预组血淋巴细胞凋亡显

著降低（Ｐ＜００５），并接近正常水平。见表２。
表２　激素全身干预大鼠血及ＢＡＬＦ中淋巴细胞

　　凋亡的比较（平均荧光强度，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 血淋巴细胞凋亡 ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡

Ｎ２组 ６ ９９１００±４１４４０ ２９５１１７±４２７９９
Ａ２组 ６ ９３４６７±３５９７８ ２３１５５０±３３８８６

ＧＣ２组 ６ １４４１００±４９０１２△ ３５６９６７±４６１０８６△△

ＹＮ２组 ６ ８１４６７±２０９１５▲ ２３７４００±４９１８４▲▲

ＹＮ＋ＧＣ２组 ６ １００５６７±４２７８１▲ ３１５８１７±６１２１４△△

　　注：与Ｎ２组比较，Ｐ＜００５；与 Ａ２组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜

００１；与ＧＣ２组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１。

２３　血与ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡的相关分析　激
素局部给药实验中，血及 ＢＡＬＦ淋巴细胞凋亡无相
关；激素全身给药实验中，血及 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋
亡水平呈显著正相关（ｒ＝０５８７，Ｐ＜００１）。见表
３。

表３　血与ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡的相关分析（ｒ值，ｎ＝３０）

淋巴细胞凋亡
激素局部给药

血 ＢＡＬＦ
激素全身给药

血 ＢＡＬＦ

激素局部给药 血 － ０２３７ ００４２ －０２４５
ＢＡＬＦ ０２３７ － ０１２１ －０１０８

激素全身给药 血 ００４２ ０１２１ － ０５５６

ＢＡＬＦ －０２４５ －０１０８ ０５５６

　　注：Ｐ＜００１。

３　讨论
哮喘是由多种细胞特别是肥大细胞、嗜酸性粒

细胞、中性粒细胞和 Ｔ淋巴细胞等炎性反应细胞参
与的慢性气道炎性反应。慢性气道炎性反应、气道

高反应性及气道重塑是该病的三大重要特征［８９］。

其发病率、致残率高并呈逐年上升的趋势，已成为危

害人类健康的全球性公共卫生问题［１０］。细胞凋亡

失衡与自身免疫性疾病等发病密切相关，尤其是在

哮喘发病过程中，炎性反应细胞的凋亡机制日益受

到重视［１１］。在支气管哮喘慢性炎性反应的发生发

展过程中，多种的炎性细胞以及炎性细胞因子在气

道局部形成复杂的调控网络，而淋巴细胞在哮喘炎

性反应过程中发挥着极为重要的免疫调节作用，直

接影响着气道炎性反应及气道高反应性的发

生［１２１５］。

大量研究表明，淋巴细胞凋亡减少是哮喘发病

发展过程中的一个重要环节，是机体免疫系统紊乱、

哮喘发生和加重的一个极其重要的原因［１６１７］。ＧＣ
治疗哮喘的药理作用与其促进淋巴细胞凋亡相

关［１８１９］，但若过度促进淋巴细胞凋亡则导致抑制免

疫的不良反应［２０］。本研究结果表明：与正常对照组

比较，哮喘模型大鼠 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡显著降
低（Ｐ＜００５），提示气道局部的淋巴细胞凋亡抑制
在哮喘气道炎性反应的发生以及发展过程中具有着

重要意义。激素全身及局部２种给药途径均能显著
上调ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋亡细胞水平（Ｐ＜００１），而
激素全身用药同时上调血淋巴细胞凋亡水平（Ｐ＜
００５），这与糖皮质激素抑制淋巴细胞免疫功能的药
理作用一致，说明 ＧＣ能够促进哮喘大鼠气道局部
淋巴细胞的凋亡，由此减轻哮喘的气道炎性反应的

发生发展，提示促进淋巴细胞凋亡是 ＧＣ治疗哮喘
的一个重要作用机制。但全身用药对血淋巴细胞凋

亡的过度促进也可能与 ＧＣ免疫功能抑制的不良反
应有关。激素局部用药的同时合用平补阴阳药对中

药淫羊藿女贞子，可上调血及 ＢＡＬＦ中淋巴细胞凋
亡水平（Ｐ＜００５或００１），对淋巴细胞凋亡产生协
同增效作用；但激素全身用药的同时合用中药淫羊

藿女贞子，则显著抑制血淋巴细胞凋亡（Ｐ＜００５），
使其接近于正常水平，提示平补阴阳药对淫羊藿女

贞子可能抑制激素全身应用后过度促进血淋巴细胞

凋亡的影响，从而减轻激素的不良反应。
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糖消渴颗粒联合二甲双胍可显著降低２型糖尿病小
鼠体重及空腹血糖，并改善其糖耐量，对于肥胖型２
型糖尿病患者，可能是一种有效的联合用药方案。

本实验以降糖消渴颗粒中剂量联合二甲双胍降糖效

果最优，并未表现出明显量效关系。这可能与中西

药联用的药效机制复杂有关，亦可能与实验动物的

个体差异有关。

高胰岛素血症是２型糖尿病的重要表现之一，
与胰岛功能失调和胰岛素敏感性下降密切相关。降

糖消渴颗粒联合二甲双胍可降低２型糖尿病小鼠的
血清胰岛素和胰高血糖素水平，改善胰岛素敏感性，

提示该联合用药对２型糖尿病引起的胰岛素敏感性
下降和胰岛功能紊乱具有一定调节作用。另外，本

实验亦显示中西药联用对２型糖尿病小鼠的脂质代
谢紊乱有一定调节作用，但并未明显优于二甲双胍。

综上所述，降糖消渴颗粒联合二甲双胍表现出

良好的协同降糖效果，在延缓糖尿病病程方面具有

潜在的应用前景。
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［１１］ＵＫＰｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅＤｉａｂｅｔｅｓＳｔｕｄｙ（ＵＫＰＤＳ）Ｇｒｏｕｐ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｅｎｓｉｖｅ

ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｍｅｔｆｏｒｍｉｎｏｎｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｏｖｅｒｗｅｉｇｈｔ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ（ＵＫＰＤＳ３４）［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９９８，３５２

（９１３１）：８５４８６５．

［１２］ＧａｒｂｅｒＡＪ，ＤｕｎｃａｎＴＧ，ＧｏｏｄｍａｎＡＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎｉｎ

ｔｙｐｅＩＩｄｉａｂｅｔｅｓ：ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｐｌａｃｅｂｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ，ｄｏｓｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄ，１９９７，１０３（６）：４９１４９７．

［１３］ＲａｃｈｍａｎｉＲ，ＳｌａｖａｃｈｅｖｓｋｉＩ，ＬｅｖｉＺ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ：ｒｅｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｃｏｎｔｒａｉｎｄｉｃａ

ｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２００２，１３（７）：４２８．

［１４］ＬｕｏＪ，ＱｕａｎＪ，ＴｓａｉＪ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｇｅｎｅｔｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓｏｆｎｏｎｉｎｓｕ

ｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，１９９８，４７（６）：６６３

６６８．

［１５］ＷａｎｇＣ，ＬｉＪ，ＸｕｅＨ，ｅｔａｌ．Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｉｎｃｉｄｅｎｃｅｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ：Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｏｖｅｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＲｅｓ

ＣｌｉｎＰｒａｃｔ，２０１５，１０７（３）：４２４４３２．

（２０１５－０５－１６收稿　责任编辑：张文婷）

（上接第４８５页）
［１１］彭文科，史菲，邓春艳，等．布地奈德对哮喘小鼠淋巴细胞凋亡

和ｓｔａｔ５ｂ／ＢｃｌｘＬ信号通路的影响［Ｊ］．广东医学，２０１１，３２（１２）：

１５３０１５３２．

［１２］王静．铝致大鼠淋巴细胞凋亡的 ｃＡＭＰ／ＰＫＡ信号传导机制

［Ｄ］．哈尔滨：东北农业大学，２０１４．

［１３］ＨａｃｚｋｕＡ．Ｔｃｅｌｌｓａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓｉｎａｓｔｈｍａ［Ｊ］．ＡｃｔａＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

ＩｍｍｕｎｏｌＨｕｎｇ，１９９８，４５（１）：１９．

［１４］蔡靓．组蛋白在脓毒症过程中对淋巴细胞的凋亡作用及机制

［Ｄ］．广州：南方医科大学，２０１４．

［１５］ＰｏｔａｐｉｎｓｋａＯ，ＤｅｍｋｏｗＵ．Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｓｔｈｍａ［Ｊ］．

ＥｕｒＪＭｅｄＲｅｓ，２００９，１４（４）：１９２１９５．

［１６］胡艳妮．靶向抑制ＧＳＫ３β介导的Ｗｎｔ与 ＮＦκＢ信号通路在急

性淋巴细胞白血病细胞凋亡中的机制研究［Ｄ］．重庆：重庆医科

大学，２０１１．

［１７］吴力专．金属硫蛋白对热应激奶牛淋巴细胞凋亡的影响及信号

转导机理［Ｄ］．长沙：湖南农业大学，２０１３．

［１８］卓宋明，徐文莉，梁珊瑚，等．慢性阻塞性肺疾病患者 Ｔ淋巴细

胞亚群凋亡与Ｆａｓ、ＦａｓＬ、Ｂｃｌ２表达的关系［Ｊ］．中华临床医师杂

志：电子版，２０１１（６）：１５５４１５６０．

［１９］Ｓｐｉｎｏｚｚｉ，ＤｅＢｅｎｅｄｉｃｔｉｓＤ，ＤｅＢｅｎｅｄｉｃｔｉｓＦＭ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｉｒｗａｙｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉａｓｔｈｍａｔｈｅｒａｐｙ：ｆｒｏｍｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙｔｏｃｌｉｎｉｃａｌ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＡｌｌｅｒｇｙＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，１９（４）：２８７２９５．

［２０］ＨｅｒｏｌｄＭＪ，ＭｃｐｈｅｒｓｏｎＫＧ，ＲｅｉｃｈａｒｄｔＨＭ．ＧｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓｉｎＴ

ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２００６，６３（１）：６０

７２．

（２０１５－０７－２０收稿　责任编辑：张文婷）
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