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樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠免疫功能和炎症因子的影响
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摘 要：目的 观察樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠T淋巴细胞亚群、脾细胞增殖及血清IL一6和足爪PGE：水

平的影响。方法将60只SD雄性大鼠随机分为6组，即正常组、模型组、樱桃花青素苷高、中、低剂量(300、150、

75 mg／kg)组及雷公藤多苷(8．75 mg／kg)治疗组(简称雷公藤组)，除正常组外，用弗氏完全佐剂制备模型。流式

细胞术检测大鼠外周全血中CD3、CD4、CD8 T细胞亚群和cD4／CD8值；光镜下观察踝关节组织形态学改变；

MTT法检测脾细胞增殖能力；放免法检测血清IL一6水平与足爪匀浆中PGE：水平。结果与正常组相比，模型组

外周全血中CD3、CD4 T细胞下降(P<0．01)，樱桃花青素苷和雷公藤组外周全血中CD3、CD4 T细胞升高。光镜

下组织形态观察表明花青素苷高剂量组和雷公藤组能减轻滑膜增生，减少炎性细胞浸润，减轻组织损伤。在ConA

刺激下模型组大鼠脾细胞增殖反应与正常组相比降低，樱桃花青素苷高剂量能使模型大鼠低下的脾细胞增殖反应

恢复至接近正常。模型组血清IL一6水平高于正常组，樱桃花青素苷各剂量组血清IL一6明显降低(P<o．01)；模型

组足爪PGE：水平高于正常组(P<0．01)，樱桃花青素苷高剂量组和雷公藤组PGE：水平比模型组降低(P<

0．01)。结论樱桃花青素苷高剂量对佐剂性关节炎大鼠模型的T淋巴细胞亚群和免疫功能有调节作用，并能显著

降低炎症细胞因子II。一6和足爪PGE：水平，从而减轻模型大鼠的关节炎损伤。
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Effect of anthocyanins from cherries on immunologic function

and cytokines in adj uvant arthritis rats
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Abstract：Objective To assess the potential immunological activity of anthocyanins from cherries on

adjuvant arthritis(AA)rats and observe the effect on the ratio of T 1ymphocyte subpopulation and splenic

1ymphocyte and the levels of IL一6 in serum and PGE2 in paws．Methods Sixty male Spraque Dauley rats

were randomly allocated tO six groups，they were normal group，model group，anthocyanins(300，150，75

mg／kg)一treated groups，and polyglycosides of Tripterygium wilfordii(TW)一treated group．Arthritis was

induced by the complete Freund 7
S adjuvant．The T lymphocyte subpopulation of CD3，CD4，and CD8 and

CD4／CD8 value in peripheral blood were assayed by FACA Calibur flow cytometer．The splenocyte prolif—

eration was assessed by means of MTT Assays．IL一6 levels in serum and PGE2 in paws were determined by

radioimmunoassay．Resu|ts The morphological changes in the hind limbs were conducted under a light

microscope．CD3 and CD4 T cells were found decreased(P<0．01)in model group，while increased in an—

thocyanin and TW—treated groups in AA rats VS normal group．Histological examination of sections

through the hind limbs revealed the alleviation of synovial hyperplasia，inflammatory reaction，and tissue

damage in the joint after the treatment with anthocyanins at high dosage group and in TW—treated group．

The anthocyanins at high dosage could improve the splenoeyte proliferation induced by Con—A stimulation

to normal．Both of the IL一6 and PGE2 levels in model group were higher than that in normal group．IL一6

levels in serum were decreased in anthocyanin groups(P<O．01)and PGEP in paws were decreased(P<
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0．01)at anthocyanins high dosage and p01yglycosides of TW—treated group． Conclusion The antho—

cyanins could alleviate the inflammatory reaction in the joint，the mechanism might be via the increase of

the CD3 and CD4 of T cell subpopulation in peripheral blood，the improvement of the splenocyte prolifera—

tion and the decrease of the IL一6 1evel in serum and PGE2 in paw．The results suggest that the antho—

cyanins could be one of the potential candidates for the alleviation of arthritis of model rats．

Key words：cherry；anthocyanins；adjuvant arthritis(AA)；cytokines

樱桃在我国具有悠久的药用历史，《滇南本革》

载：“治一切虚证，能大补元气，滋润皮肤。浸酒服之，

治左瘫右痪，四肢不仁，风湿腰腿疼痛。”现代药学著

作《中华本草》载：樱桃具有补脾益肾的功效，主治脾

虚泄泻、肾虚遗精、腰腿疼痛、四肢不仁、瘫痪。近年

来，对樱桃提取物以花青素类成分为主的有效部位

的药用价值研究也开始增多。花青素(anthocyani—

din)是一类广泛存在于植物中的水溶性天然色素，

属黄酮类化合物。花青素在自然状态下常与各种单

糖形成糖苷，称为花青素色苷(anthocyanin)，花青

素色苷一词是Marguart 1835年首先提出来命名矢

车菊花朵中的蓝色提取物时提出来的，现作为同类

物质的总称。且研究已经发现，樱桃色素提取物具有

强烈的抗氧化活性和抗炎作用。从樱桃中提取的色

素物质具有比维生素E更强的抗氧化活性，与阿司

匹林相比具有更有效的抗炎活性[1]。目前对樱桃花

青素用于类风湿关节炎的研究较少，本实验研究了

樱桃提取物花青素苷对佐剂性关节炎大鼠免疫功能

和炎症相关细胞因子的影响。

1材料

1．1动物：清洁级SD雄性大鼠，体重(200±20)g。

购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

1．2主要试剂：弗氏完全佐剂(Sigma公司)；

CD3、CD4、CD8单克隆抗体：其中CD3由FITC标

记，CD4、CD8由PE标记(Caltag公司产品)；1640

培养液(Gibco公司)；MTT(Fluca公司)；ConA、

LPS(Sigma公司)；白细胞介素一6(IL一6)、前列腺

素E。(PGE。)放免试剂盒(北京北方生物技术研究

所)；雷公藤多苷片(批号2000303)：湖南株洲制药

三厂。

1．3樱桃花青素苷提取液：樱桃洗净，捣烂，用1 L

含有0．1％HCl和0．5 mol／L枸橼酸的甲醇萃取5

次，滤过，减压浓缩，浓缩液上XAD一7离子交换树

脂柱，先用纯水洗脱，再用含0．1％HCl甲醇洗脱，

留取甲醇洗脱液，真空干燥得花青素粗提物，HPLC

法(520、280 nm处检测)分析结果表明花青素色苷

质量分数达到87％。

1．4主要仪器：酶标仪(Multiskan Ascent

Finland)、FACSort型流式细胞仪(美国Becton—

Dickson公司)iWIZARDl470型全自动了计数仪

(芬兰)、CD。培养箱(Co一1，Tokiwa公司)、轮式石

蜡切片机(AO公司)、光学显微镜(Olympus)。

2方法

2．1 动物分组：SD大鼠60只，随机分为正常组、

模型组、樱桃花青素苷高、中、低剂量(300、150、75

mg／kg)组和雷公藤多苷组(8．75 mg／kg)。

2．2佐剂性关节炎大鼠模型制备及给药：除正常组

外，其余各组大鼠右后足跖皮内注射弗氏完全佐剂

(含7．5 mg／mL灭活结核杆菌)0．1 mL致炎，用足

爪容量仪在注射前和注射12 h后测量足爪的肿胀

值(mL)，以后每天观察，隔2天测量足爪肿胀1

次，动物处死前1天再测1次。各组均于造模后ig

给予相应药物，每天1次，给药28 d。

2．3 大鼠外周全血T细胞亚群测定：大鼠乙醚麻

醉后眼球后取血，肝素抗凝，每个样本分2份，分别

加入5．5肛L CD3／CD4、CD3／CD8单克隆抗体，放

人4。C冰箱30 min，加入红细胞分离液，每管3 mL

混匀，1 000 r／min离心5 min，以上操作重复2～3

遍，弃上清液，加入PBS缓冲液4～5 mL混匀，

1 000 r／min，离心5 min，以上操作重复2～3遍，弃

上清液，加入PBS恢复体积至1 mL，用流式细胞仪

检测T细胞亚群数。

2．4 大鼠踝关节光镜观察：取大鼠的踝关节用

10％福尔马林固定，10％EDTA脱钙，酒精逐级脱

水，二甲苯透明，石蜡包埋，HE常规染色。光镜下观

察滑膜、软骨、骨的病理改变。

2．5 MTT法检测大鼠脾细胞增殖：无菌取脾，在3

mL PBS缓冲液中用眼科剪剪碎，混匀，用200目尼

龙网滤过，滤液加入淋巴细胞分离液，2 000 r／min

离心20 min，取出淋巴细胞层，用1640培养液调整

细胞数为4×106／mL，加入96孔板，每孔200 ffL，

然后每孔加入ConA(50 ffg／mL)或LPS(25肛g／

mL)20,uL，空白孑L加培养液，于C0。培养箱内培养

72 h后，贴壁吸取上清液100弘L弃之，然后加10
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牡L MTT(5 mg／mL)，振荡器上振荡1 min，继续培

养4 h后每孔加入120弘L DMSO终止反应，振荡

器上振荡1 min，酶标仪570 nm处读板。

2．6放免法检测血清IL一6：取大鼠血清，按照试剂

盒测定说明书操作。

2．7足爪匀浆中PGE。的放免检测：动物处死后取

下足爪，迅速放入液氮保存。用无水乙醇和生理盐水

(1：4)配成匀浆介质，将足爪从液氮中取出，称质

量，研碎，按300 mg：1 mL加入匀浆介质，4℃放置

2 h，3 500 r／min离心15 rain，取上清液，置一20℃

保存，按照PGE。试剂盒说明书测定。

2．8统计学方法：数据均用z±S表示，采用单因素

方差分析(One—WAY ANOVA)。

3 结果

3．1关节肿胀：见表1。模型组和用药组在造模后

24 h内注射足爪均肿胀，到第5天时肿胀有所下

降，但用药组和模型组无统计学差异。第14天用药

组和模型组肿胀均有所下降，樱桃花青素苷高剂量

组和雷公藤组肿胀下降较模型组更为明显，有统计

学差异，樱桃花青素苷中、低剂量组与模型组比较差

异不显著。第20天时各组肿胀与前次肿胀无明显改

变，但发现模型组有4只对侧后爪踝关节有继发红

肿，2只仅有前爪指关节红肿；雷公藤组有2只前爪

有红肿，樱桃花青素苷高剂量组有3只前爪有红肿；

中剂量组有3只对侧踝关节有继发红肿，低剂量组

有2只对侧有继发红肿，并有3只前爪红肿。第28

天时，模型组平均关节肿胀加重，共有8只出现继发

关节肿胀；雷公藤和樱桃花青素苷高剂量组无新增

继发关节肿胀的大鼠，关节肿胀与20天时比较无明

显改变；中剂量组共有6只继发踝关节肿胀和(或)

前爪指关节肿胀；低剂量组共有5只继发踝关节肿

胀和(或)前爪指关节肿胀。

3．2 光镜下组织观察：正常组大鼠踝关节关节腔内

干净，滑膜组织无增生，关节软骨表面光滑，软骨基

质及软骨细胞无退行性变；模型大鼠踝关节中出现

滑膜呈乳头状突起增生，细胞排列不规则，滑膜细胞

可见有淋巴细胞、单核细胞及少数散在分布的中性

粒细胞浸润，滑膜组织中血管扩张充血，毛细血管增

生，可见血管翳形成；雷公藤治疗组大鼠滑膜轻度增

生，滑膜组织有少量剥脱，并有纤维化，有部分炎性

细胞浸润，有部分软骨轻微破坏；樱桃花青素苷高剂

量组大鼠滑膜增生不明显，滑膜组织中淋巴细胞浸

润明显减少，胶原纤维沉着局限于滑膜细胞下，成束

排列，结缔组织可见少量淋巴细胞和巨噬细胞分布，

毛细血管基本正常。中、低剂量组可见滑膜细胞增生

明显，呈柱状疏散排列，滑膜下结缔组织中可见淋巴

细胞、单核细胞浸润，并可见纤维母细胞和纤维细胞

增生以及胶原沉着。

3．3大鼠外周全血T细胞亚群测定：见表2。模型

组CD3、CD4T细胞比例降低，与正常组相比差异

表1樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠足爪肿胀的影响(；±s，月一10)

Table 1 Effect of anthocyanins from cherries on paw swelling of AA rats(工±s，n一10)

与正常组比较：△△P<O．01；与模型组比较：。P<O．05一P<O．01

△△P<O．01"US normal group：。P<O．05 +’P<O．01 w model group

表2外周血T细胞亚群检测结果(i±s，n一10)

Table 2 Determination of T cell subpopulation in peripheral blood(工±s，厅一10)

与正常组比较：AP<O．05△△P<o．01；与模型组比较：’P<O．05 一P<O．01

△P<0．05△△P<O．01 VS normal group：’P<O．05 ’。P<O．01 VS model group
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显著，用药组CD3、CD4 T细胞较模型组升高，差异

显著(尸<0．05、0．01)。但用药各组CD3、CD4 T细

胞与正常组相比，差异无显著性。结果表明，用药后

关节炎大鼠外周血中低下的CD3、cD4 T细胞被升

高。用药各组CD8 T细胞比例除雷公藤组外均高于

模型组，但差异不显著。从CD4／CD8值来看，各组

之间差异不显著，除樱桃花青素苷低剂量组外，各用

药组CD4／CD8值均有升高的趋势。

3．4脾细胞增殖结果：见表3。ConA刺激的模型组

大鼠脾细胞增殖反应较正常组低，且差异显著，樱桃

花青素苷高剂量组能恢复模型大鼠脾细胞增殖反应

并接近正常组，中、低剂量组和雷公藤组脾细胞增殖

表现出抑制状态。在LPS刺激下正常组、模型组和

樱桃花青素苷高剂量组之间脾细胞增殖反应没有出

现显著性差异。樱桃花青素苷中、低剂量组大鼠脾细

胞增殖率降低。

表3樱桃花青素苷对ConA和LPS诱导的佐剂性

关节炎大鼠脾细胞增殖的影响(；±s，n一5)

Table 3 Effects of anthocyanins from cherries on

splenocyte proliferation induced by ConA

and LPS in AA rats(；+S，辟：：5)

剂量／
组别

(“g．kg一1)

脾细胞增殖率／％

ConA LPS

与正常组比较：oP<O．05 △6P<O．01

与模型组比较：’P<O．05一P<O．01

△P<O．05△△P<O．01"US norma|group

+P<O．05 ’。P<0．O】"US model group

3．5 血清中IL一6和足爪匀浆中PGE。测定结果：

见表4。模型组血清IL一6高于正常组，用药组IL一6

水平显著下降(P<o．01)。樱桃花青素苷各组IL一6

较雷公藤组低，但差异不显著。模型组足爪匀浆中

PGE。水平高于正常组(P<o．01)，樱桃花青素苷高

剂量组和雷公藤组比模型组低，差异显著(P<

0．01)，但雷公藤和高剂量组之间差异不显著。其他

用药组PGE。水平与模型组比较差异不显著。结果

表明樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠的两种炎症

因子IL一6和PGE。均有不同程度的抑制作用，且樱

桃花青素苷高剂量组较雷公藤组作用明显。

4讨论

佐剂性关节炎是广泛应用于类风湿性关节性

表4樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠血清中IL一6

和足爪组织中PGE：水平的影响(；±s)

Table 4 Effects of anthocyanins from cherries

on levels of IL一6 in serum and PGE2

in paw tissue(x士s)

与正常组比较：oo尸<O．01；与模型组比较：’P<0．05 +。P<0．01

△△P<0．01 vs normal group：’P<0．05。。P<O．01 vs model group

(RA)致病机制及抗炎药物疗效研究的常用模型。

佐剂性关节炎大鼠原发病变主要表现为致炎局部炎

症反应，可观察到明显的关节软骨破坏、纤维化，滑

膜不同程度的充血、水肿及大量炎性细胞浸润和肉

芽组织增生，存在典型的免疫性炎症模型，具有一定

的RA病理特征。实验表明樱桃花青素苷提取物有

很强的抗炎、抗氧化活性[13，黑莓花青素提取物对角

叉菜胶诱导的肺炎大鼠模型有多种保护作用[2]。本

实验结果表明樱桃花青素苷300 mg／kg能减轻模

型大鼠滑膜组织的炎症反应及其引起的关节损伤。

模型大鼠外周血中CD4 T细胞降低，CD8 T

细胞和NK细胞升高[3“]，对ConA诱导的脾细胞

(主要是T细胞)增殖反应能力降低口]。本研究结果

与此相似。说明模型大鼠体内存在T细胞免疫功能

的异常。花青素苷和雷公藤多苷对模型大鼠外周血

T细胞的影响趋势相同。两者都能升高模型大鼠血

中降低的CD3和CD4 T细胞，与模型组相比差异

显著。在ConA刺激的脾细胞增殖实验中模型组增

殖率明显低于正常组，差异显著，而只有樱桃花青素

苷高剂量组增殖率接近正常组。花青素对老化小鼠

(SAM)免疫和造血功能不全有调节作用，经花青

素治疗后SAM的T、B淋巴细胞功能均明显提高，

其骨髓造血干细胞增殖活性亦增强[6]。花青素也能

调节喂食甲醇或感染鼠逆转录病毒引起的体液免疫

和细胞免疫的细胞功能和(或)结构紊乱，对小鼠免

疫功能具有动态调节作用[7]，本实验发现樱桃花青

素苷高剂量对模型大鼠也有免疫调节作用。

雷公藤组、花青素苷中、低剂量组与模型组相

似，脾细胞增殖呈现抑制状态。雷公藤组的抑制作用

与报道相似[8]。花青素苷中、低剂量组的免疫抑制状

态提示这两种剂量对模型大鼠脾细胞增殖功能的影
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响有限。尽管花青素苷中、低剂量与雷公藤多苷都对

ConA诱导的脾细胞增殖有抑制作用，但是从病理

和炎症因子来看，中、低剂量又未能缓解病理改变，

这似乎预示雷公藤多苷与樱桃花青素苷对模型大鼠

的免疫影响机制有所不同。樱桃花青素苷不同剂量

对ConA诱导的脾细胞增殖的影响以及这种影响

对病理改变的意义还需进一步研究。

IL一6和PGE。是诱导佐剂性关节炎模型病理改

变的主要细胞因子，与模型大鼠的足爪肿胀和病理

改变正相关口’1⋯。临床中使用抗PGE。疗法能够很好

地缓解RA症状，控制RA进展[11’”]。抗IL一6疗法

也被作为RA的有效治疗方法之一，尤其在RA急

性期，能降低c反应蛋白，缓解病情[13|。已经证明花

青素苷中的cyanidin 3一O一8一D—glucoside(C3G)能

抑制酵母聚糖诱导的大鼠炎症，降低IL一6和足爪中

PGE。水平，樱桃花青素苷和雷公藤都能降低血清

IL一6水平，花青素苷高剂量和雷公藤还能降低足爪

中PGE。水平，对这两种炎症因子的抑制作用或许

是它们改善模型大鼠炎症反应的途径之一。

本实验结果表明樱桃花青素苷与雷公藤都能对

大鼠的关节炎症起到保护作用，这一作用可能是通

过调节模型大鼠异常的免疫功能，降低大鼠体内炎

症细胞因子水平而产生的，但樱桃花青素苷对模型

大鼠的免疫调节与雷公藤又有所不同，这可能与花

青素所具有的多种生理作用如调节毛细血管渗透

性、保持细胞完整性，且具有较强的抗氧化等功能有

关[is,J61。因此樱桃花青素苷对佐剂性关节炎大鼠的

作用或许是多途径的，其机制还需进一步研究。
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槲皮素一7，47一二硫酸酯二钠对重组人肌醇磷脂

3一激酶p11013催化亚基活性的影响

刘 文，梁念慈

(广东医学院生物化学与分子生物学研究所，广东湛江524023)

摘 要：目的 观察槲皮素一7，4r_二硫酸酯二钠(SQDS)对重组人肌醇磷脂3一激酶(P13一K)pllOp催化亚基的直

接作用。方法通过基因工程技术的方法获得P13一K pllOp催化亚基，用Ptdlns(4，5)P：和7_32P]ATP与重组
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