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摘要： 目的　 探讨生腺布液汤对干燥综合征 （ＳＳ） 小鼠颌下腺细胞凋亡的影响。 方法　 ４０ 只非肥胖糖尿病 （ＮＯＤ）
小鼠随机分为模型组 （蒸馏水灌胃）、 羟氯喹组 （０􀆰 ０５２ ｇ ／ ｋｇ） 及生腺布液汤低、 中、 高剂量组 （４􀆰 ９８、 ９􀆰 ８８、 １９􀆰 ７６
ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 另取 ８ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠为正常组 （蒸馏水灌胃）， 连续给药 ８ 周。 记录小鼠一般状态及饮水量； ＨＥ
染色观察颌下腺组织损伤情况； ＴＵＮＥＬ 染色检测颌下腺细胞凋亡情况； 免疫组化法检测颌下腺组织细胞色素 Ｃ （Ｃｙｔ⁃
Ｃ）、 凋亡蛋白酶激活因子 １ （Ａｐａｆ⁃１）、 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 ３ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测颌下腺组织 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （ Ｂａｘ）、 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２ 蛋白 （ Ｂｃｌ⁃２）、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。
结果　 与正常组比较， 模型组小鼠饮水量增多 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 颌下腺淋巴细胞浸润加重， 凋亡率及 Ｂａｘ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 除生腺布液汤低剂量组颌下腺

细胞凋亡率无明显变化外 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 羟氯喹组及生腺布液汤各剂量组小鼠饮水量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 颌下腺病理损伤

减轻， 凋亡率及 Ｂａｘ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 生

腺布液汤可有效减轻 ＳＳ 小鼠颌下腺组织病理损伤， 改善腺体分泌功能， 其机制可能与调控 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路，
抑制细胞凋亡有关。
关键词： 生腺布液汤； 干燥综合征； 细胞凋亡； Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｈｅｎｇｘｉａｎ Ｂｕｙｅ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； Ｓｊöｇｒｅｎ’ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 干燥综合征 （ Ｓｊöｇｒｅｎ’ ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＳ） 是一

种以慢性炎症及自身免疫紊乱为特征的系统性自身

免疫病， 其病理特点为淋巴细胞浸润外分泌腺致其

结构和功能损伤， 临床以口眼干燥为主症， 严重时

累及多器官、 多系统［１］。 流行病学显示， ＳＳ 好发

于 ４０ 岁至 ６０ 岁女性， 我国患病率约 ０􀆰 ３％ ～
０􀆰 ７％ ， 女性发病率约为男性的 ９ ～ ２０ 倍［２］。 目前

该病因机制尚未完全阐明， 治疗以局部及系统治疗

为主， 系统治疗含糖皮质激素、 免疫抑制剂及生物

制剂， 但存在局限与不良反应， 探寻有效治疗 ＳＳ
的药物是临床亟待解决的问题［３］。 唾液腺细胞凋

亡是 ＳＳ 发展的重要机制［４］， 其信号通路调控涉及

Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ 家族等蛋白， 相关蛋白表达及活性

变化会影响凋亡状态［５］。 细胞凋亡是由 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ （Ｃｙｔ⁃Ｃ） 等诱导因子释放、 激活 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应引发［６］， 且凋亡调控紊乱可激活自身反应性淋

巴细胞， 进而诱导 ＳＳ 发展［７］。
中医药治疗 ＳＳ 具有多层次、 多靶点的优

势［８］， 本课题组在临床实践中总结出 ＳＳ 的病机为

热毒内结， 拟定以解毒散结为治法的生腺布液汤，
临床研究证实， 该方治疗热毒内结型 ＳＳ 疗效明

确［９⁃１０］。 前期研究发现， 生腺布液汤可减轻 ＳＳ 模

型小鼠颌下腺淋巴细胞损伤， 其可能是通过降低颌

下腺及血清 ＢＡＦＦ、 ＢＡＦＦＲ 水平发挥作用［１１］， 但

对颌下腺细胞凋亡的调控机制尚不明确。 因此， 本

研究拟以 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路为切入点， 探

究生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠颌下腺细胞凋亡的影响，
并剖析其潜在机制。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ４０ 只雌性 ＳＰＦ 级非肥胖糖尿病

（ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ， ＮＯＤ） 小鼠、 ８ 只雌性 ＳＰＦ 级

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ８ 周龄， 体质量 １８ ～ ２２ ｇ， 均购自

北京华阜康生物科技有限公司 ［实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃０００８］， 饲养于河北中医

药大学第一附属医院动物实验中心 ［实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （冀） ２０２３⁃０１２］， 温度 ２０ ～
２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗循环，
自由饮水。 实验方案经河北中医药大学伦理委员会

审批通过 （伦理号 ＤＷＬＬ２０２４０１０２３）。
１􀆰 ２　 药物 　 生腺布液汤由金银花、 连翘各 １５ ｇ，
黄芪、 石斛各 ３０ ｇ， 夏枯草 ２０ ｇ， 浙贝母、 炙鳖甲

各 １０ ｇ， 土鳖虫 ８ ｇ， 鸡内金、 淫羊藿、 穿山龙、
山药、 密蒙花、 葛根各 １５ ｇ， 炙甘草、 赤芍、 牡丹

皮、 秦艽各 １０ ｇ 组成， 以上药物采用由神威药业

集团有限公司生产的颗粒剂， 均购自河北省中医院

中药房。 阳性对照药硫酸羟氯喹片 （国药准字

Ｈ１９９９０２６３） 购自上海上药中西制药有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 抗体 （上海泊湾生物科技有限公司， 批号分别为

ＣＹ５０５９、 ＣＹ６７１７、 ＣＹ５２６３、 ＣＹ５６２８、 ＣＹ５０４８ ）；
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ＤＡＰＩ 染色试剂、 抗荧光淬灭封片剂、 蛋白酶 Ｋ、
ＴＵＮＥＬ 试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有限公司，
批号分别为 Ｇ１０１２、 Ｇ１４０１、 Ｇ１２０５、 Ｇ１５０２）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＬＴ６０２ 型精密电子天平 （上海舜宇恒

平科学仪器有限公司）； Ｄ３０２４Ｒ 型台式高速冷冻

离心机 （上海力申科学仪器有限公司）； ＲＭ２０１６
型病理切片机 （上海徕卡仪器有限公司）； Ｅ１００
型生物显微镜 ［尼康仪器 （上海） 有限公司］；
ＲＭ２０１６ 型 石 蜡 切 片 机 （ 德 国 徕 卡 公 司 ）；
Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ 型生物组织包埋机 （浙江省金华市科迪

仪器设备有限公司）； ＳＶＥ⁃２ 型垂直电泳仪、 ＳＶＴ⁃２
型转印电泳仪 （美国伯乐公司）； Ｇ９０５５⁃４ 型抗体

孵育盒、 ＳＣＧ⁃Ｗ２０００ 型化学发光成像系统 （武汉

赛维尔生物科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药 　 ４０ 只 ＮＯＤ 小鼠采用随机数字

表法分为模型组、 羟氯喹组及生腺布液汤低、 中、
高剂量组， 每组 ８ 只， 另取 ８ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠作为

正常组。 给药剂量根据 《药理实验方法学》 ［１２］ 记

载的人与小鼠体表面积折算方法计算， 生腺布液汤

低、 中、 高剂量组给药剂量分别为 ４􀆰 ９８、 ９􀆰 ８８、
１９􀆰 ７６ ｇ ／ ｋｇ （相当于 ７０ ｋｇ 成人每日临床剂量的

０􀆰 ５、 １ 和 ２ 倍）； 羟氯喹组给药剂量为 ０􀆰 ０５２ ｇ ／ ｋｇ
（相当于成人每日剂量 ０􀆰 ４ ｇ）； 正常组和模型组灌

胃给予等量蒸馏水， 每天 １ 次， 每次 ０􀆰 ２ ｍＬ， 连

续干预 ８ 周。
２􀆰 ２　 样本采集　 给药 ８ 周后， 各组小鼠禁食不禁

水 ２４ ｈ， 脱颈法处死小鼠， 分离颌下腺组织。 取一

侧腺体置于 ４％ 多聚甲醛中固定， 用于 ＨＥ 染色、
ＴＵＮＥＬ 荧光染色及免疫组化检测； 另一侧颌下腺

置于－８０ ℃冰箱中保存， 用于蛋白定量分析。
２􀆰 ３　 小鼠一般状态及饮水量观察 　 每日给药前，
观察并记录各组小鼠精神状态、 肢体活动及皮毛色

泽等一般情况。 采用标准化饮水量监测， 每日上午

１０ 时， 将水瓶注水至 １５０ ｍＬ， 次日同一时间记录

剩余水量后补充至 １５０ ｍＬ。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察颌下腺组织病理形态变化 　 取

出于 ４％ 多聚甲醛中固定的颌下腺组织， 依次进行

脱水、 浸蜡和包埋处理， 制备成 ５ μｍ 切片， 进行

常规 ＨＥ 染色， 于光学显微镜下观察组织病理形态

变化。
２􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 法观察颌下腺组织细胞凋亡情况　 取

颌下腺组织切片， 用组化笔圈组织， 滴加蛋白酶 Ｋ
于 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次； 滴加 Ｂｕｆｆｅｒ

室温孵育 １０ ｍｉｎ， 加入 ＴＵＮＥＬ 反应液于 ３７ ℃湿盒

内孵育 １ ｈ， 加入 ＤＡＰＩ 避光孵育 １０ ｍｉｎ， 封片，
于荧光显微镜下观察。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对凋亡细

胞数与总细胞数进行定量统计， 并计算细胞凋亡

率， 公式为细胞凋亡率 ＝ 凋亡细胞数 ／总细胞

数×１００％ 。
２􀆰 ６　 免疫组化法检测颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达　 取颌下腺组织切片， 置于 １ ∶
５０ 稀释的 ＥＤＴＡ 修复液， 煮沸修复 ２０ ｍｉｎ 后自然

冷却 １０～ ２０ ｍｉｎ， 组化笔圈组织， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次；
使用 ３％ ＢＳＡ ３７ ℃封闭 ３０ ｍｉｎ， 滴加稀释后的一

抗 ４ ℃孵育过夜， 再滴加相对应的二抗室温孵育

５０ ｍｉｎ， ＤＡＢ 显色、 冲洗， 苏木素复染 ３ ｍｉｎ， 脱

水后中性树胶封片， 于显微镜下观察。 采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件对切片进行半定量分析， 计算各组小鼠颌下

腺阳性细胞百分比。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测颌下腺组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 表 达 　 取 出 于

－８０ ℃冰箱中保存的颌下腺组织， 剪碎后置于 ＥＰ
管中， 加入 ２００ μＬ 裂解液， 匀浆， 离心后得到上

清液， 采用 ＢＣＡ 蛋白定量法测定蛋白浓度， 随后

进行电泳、 转膜和封闭， 并分别加入一抗 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （１ ∶ １ ０００） ４ ℃
孵育过夜， 再加入相对应的二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温

孵育 ２ ｈ， 加入 ＥＣＬ 进行显色， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ ６􀆰 ０ 软

件对蛋白条带进行灰度值分析， 根据目的蛋白与内

参灰度值比值计算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
符合正态分布的计量资料以均数±标准差 （ ｘ± ｓ）
表示， 组间比较采用单因素方差分析， 事后检验

采用 ＬＳＤ 法； 若数据不满足正态分布或方差齐性

要求， 则采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验， 显著性水平设

定为 α ＝ ０􀆰 ０５。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠一般状态及饮水量的影

响　 实验过程中， 正常组小鼠状态良好， 被毛光

洁， 摄食饮水正常； 模型组小鼠则出现精神萎靡、
被毛粗糙及脱毛等病理表现； 羟氯喹组及生腺布液

汤各剂量组小鼠精神状况较好， 偶见毛发脱落、 分

布不均现象。
与正常组比较， 第 ０、 ４、 ８ 周时模型组小鼠饮

水量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 第 ４、 ８ 周时， 与模型组比

较， 羟氯喹组及生腺布液汤各剂量组小鼠饮水量均
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减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且各给药组饮水量随时间延长呈 持续下降趋势 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组小鼠饮水量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ａｍｏｎｇ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ０ 周 ４ 周 ８ 周

正常组 １９􀆰 ７６±０􀆰 ８８ １９􀆰 ７５±０􀆰 ９５ １９􀆰 ６９±１􀆰 ００
模型组 ３４􀆰 ８１±０􀆰 ３０∗ ３５􀆰 ４２±０􀆰 １７∗ ３５􀆰 ９８±０􀆰 ２３∗

羟氯喹组 ３４􀆰 ７８±０􀆰 ２８ ３３􀆰 ０５±０􀆰 ３８＃△ ３１􀆰 ０６±０􀆰 ５５＃▲

生腺布液汤低剂量组 ３４􀆰 ５９±０􀆰 ２４ ３４􀆰 ０３±０􀆰 ２０＃△ ３３􀆰 ０８±０􀆰 ２３＃▲

生腺布液汤中剂量组 ３４􀆰 ６６±０􀆰 ２７ ３３􀆰 １０±０􀆰 ３９＃△ ３１􀆰 ３８±０􀆰 ２５＃▲

生腺布液汤高剂量组 ３３􀆰 ９８±０􀆰 ３７ ３２􀆰 ０１±０􀆰 １９＃△ ２９􀆰 ７５±０􀆰 ２３＃▲

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与同组 ０ 周比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５； 与同组 ４ 周比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠颌下腺组织病理形态的

影响　 正常组小鼠颌下腺组织结构完整， 腺泡排列

规则， 仅见少量散在淋巴细胞； 与正常组比较， 模

型组小鼠颌下腺呈现明显的淋巴细胞浸润性病变，
可见多处浸润灶， 腺体结构受损， 腺体及腺管均呈

萎缩状态， 腺泡形态各异、 大小不均； 与模型组比

较， 羟氯喹组及生腺布液汤中、 高剂量组小鼠颌下

腺细胞及腺体实质受损程度较轻， 各给药组小鼠淋

巴细胞浸润程度显著降低， 腺体实质损伤显著减

轻， 而生腺布液汤低剂量组小鼠淋巴细胞浸润程度

和实质损伤程度改善幅度相对较小， 见图 １。

注： 红色箭头表示淋巴细胞浸润。

图 １　 各组小鼠颌下腺组织形态学 （ＨＥ 染色， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×２００）

３􀆰 ３　 生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠颌下腺组织细胞凋亡的

影响　 与正常组比较， 模型组小鼠颌下腺组织细胞

凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 羟氯喹组

及生腺布液汤中、 高剂量组细胞凋亡率均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２、 表 ２。
表 ２　 各组小鼠颌下腺细胞凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ

ｇｌａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 细胞凋亡率 ／ ％
正常组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０３
模型组 ６􀆰 ８３±０􀆰 ４４∗

羟氯喹组 ２􀆰 ５８±０􀆰 ３３＃

生腺布液汤低剂量组 ６􀆰 ７１±０􀆰 ４５
生腺布液汤中剂量组 ３􀆰 １７±０􀆰 １５＃

生腺布液汤高剂量组 ３􀆰 １３±０􀆰 １４＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路相关蛋白表达的影响 　 与正常

组比较， 模型组小鼠颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１ 及

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 羟氯喹组及生腺布液汤各剂量组小鼠颌下腺组

织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与羟氯喹组比较， 生腺布液汤高剂量

组 Ｃｙｔ⁃Ｃ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ａｐａｆ⁃１ 及

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低、 中剂量

组 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３～４、 表 ３。
３􀆰 ５　 生腺布液汤对 ＳＳ 小鼠颌下腺组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠颌下

腺组织促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑凋

亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比
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图 ２　 各组小鼠颌下腺组织细胞凋亡情况 （ＴＵＮＥＬ 染色， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×２００）

图 ３　 各组小鼠颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白免疫组化染色图 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｃｙｔ⁃Ｃ， Ａｐａｆ⁃１ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （×２００）

表 ３　 各组小鼠颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｙｔ⁃Ｃ， Ａｐａｆ⁃１ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
免疫组化 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｃｙｔ⁃Ｃ Ａｐａｆ⁃１ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｃｙｔ⁃Ｃ Ａｐａｆ⁃１ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
正常组 ２８􀆰 ５９±０􀆰 ５４ ２０􀆰 ４５±１􀆰 ０２ １８􀆰 ６５±１􀆰 ９１ ０􀆰 １５±０􀆰 ０５ ０􀆰 １９±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２１±０􀆰 １２

模型组 ４３􀆰 ４２±２􀆰 ７０∗ ３０􀆰 ９５±１􀆰 ７２∗ ３６􀆰 ４７±１􀆰 ６６∗ １􀆰 ３４±０􀆰 １３∗ １􀆰 １１±０􀆰 １０∗ １􀆰 ０６±０􀆰 １２∗

羟氯喹组 ３１􀆰 ４４±１􀆰 ３７＃ ２２􀆰 １０±０􀆰 ９６＃ ２２􀆰 ６６±１􀆰 ６４＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 １０＃ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０９＃

生腺布液汤低剂量组 ３８􀆰 ３６±２􀆰 ０１＃△ ２７􀆰 ８１±１􀆰 ５９＃△ ３３􀆰 ４７±１􀆰 ４６＃△ １􀆰 １６±０􀆰 １２＃△ ０􀆰 ９５±０􀆰 １２＃△ ０􀆰 ８８±０􀆰 １６＃△

生腺布液汤中剂量组 ３４􀆰 ０１±１􀆰 ４５＃△ ２６􀆰 １５±１􀆰 １９＃△ ３０􀆰 ９５±１􀆰 ９７＃△ ０􀆰 ８６±０􀆰 １６＃△ ０􀆰 ７９±０􀆰 １６＃△ ０􀆰 ７１±０􀆰 １０＃△

生腺布液汤高剂量组 ３１􀆰 ５６±１􀆰 １３＃ ２４􀆰 １３±０􀆰 ６７＃△ ２８􀆰 ５６±２􀆰 １６＃△ ０􀆰 ５２±０􀆰 １４＃△ ０􀆰 ６１±０􀆰 １４＃△ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０７＃△

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与羟氯喹组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

较， 羟氯喹组及生腺布液汤各剂量组小鼠颌下腺组

织 Ｂａｘ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与羟氯喹组比较， 生腺布液

汤高剂量组小鼠颌下腺组织 Ｂａｘ 蛋白表达无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
低、 中剂量组 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ４。

４　 讨论

中医学将 ＳＳ 归于燥证及燥痹范畴， ＳＳ 病性属

本虚标实， 阴虚津亏为本， 燥毒瘀结为标， 医家多

以养阴生津润燥治之［１３］。 本课题组在多年临床观

察与研究中发现， 内毒是 ＳＳ 发病的关键， 热毒分

为外感、 内生两类， 外感燥热毒邪易耗津致瘀伤气

血， 内生热毒多由阴虚、 肝郁等酿生， 久则毒瘀互
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为羟氯喹组， Ｄ ～ Ｆ 分别为生腺

布液汤低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组小鼠颌下腺组织 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋
白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｃｙｔ⁃Ｃ， Ａｐａｆ⁃１ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为羟氯喹组， Ｄ ～ Ｆ 分别为生腺

布液汤低、 中、 高剂量组。

图 ５　 各组小鼠颌下腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４ 　 各组小鼠颌下腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ
正常组 １􀆰 ２７±０􀆰 １３ ０􀆰 １４±０􀆰 ０５
模型组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ９６±０􀆰 １５∗

羟氯喹组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ２２＃ ０􀆰 ３５±０􀆰 １０＃

生腺布液汤低剂量组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０６＃△ ０􀆰 ７８±０􀆰 １９＃△

生腺布液汤中剂量组 ０􀆰 ６４±０􀆰 １４＃△ ０􀆰 ６２±０􀆰 １１＃△

生腺布液汤高剂量组 １􀆰 ０７±０􀆰 １０＃△ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与羟

氯喹组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

结， 诸热毒结于关节、 组织及脏腑， 可致关节肿

痛、 颌下腺淋巴细胞灶性浸润、 腮腺肿大及间质性

肺病等病变［１４］， 故提出热毒内结是 ＳＳ 的重要发病

机制， 自拟以解毒散结为治法的生腺布液汤， 前期

临床研究证实其能有效改善 ＳＳ 患者的干燥症状，
降低疾病活动度［９⁃１０］。

ＳＳ 主要累及唾液腺、 泪腺等外分泌腺体， 核

心病理改变是唾液腺上皮细胞 （ＳＧＥＣｓ） 的自身免

疫性损伤［１５］， ＳＧＥＣｓ 稳态失衡可导致外分泌功能

障碍、 自身免疫反应及炎症介导的腺体损伤［１６］。
研究表明， 外分泌腺上皮细胞凋亡是 ＳＳ 中自身抗

原暴露的关键病理环节［５］。 细胞凋亡作为程序性

细胞死亡的重要形式， 可由细胞损伤或外界应激触

发， 在维持机体正常生理过程发挥关键作用［１７］，
其调控异常与自身免疫性疾病发病机制密切相

关［１８］。 另有研究发现， 唾液腺上皮细胞中的自身

抗原在凋亡过程中呈动态转位： 早期至细胞膜、 晚

期至凋亡小体， 进一步提示凋亡参与 ＳＳ 发病［６］。
现有 研 究 表 明， 细 胞 凋 亡 与 Ｈｉｐｐｏ⁃ＹＡＰ ／ ＴＡＺ、
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等信号通路相关［２，１９］； 此外， 水通道蛋

白 ５ 也参与调控， 可通过调节细胞渗透压激活

ＴＮＦ⁃α ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 等炎症因子通路诱导凋

亡［１７］。 细胞凋亡经内、 外源性信号通路启动， 均

依赖 Ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋白的级联激活执行， 线粒体内

途径 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路在 ＳＳ 及细胞凋亡中

起到关键作用［４］。 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族是线粒体凋亡途

径的核心调控分子， 包含促凋亡蛋白 Ｂａｘ 与抗凋亡

蛋白 Ｂｃｌ⁃２， 两者动态平衡决定细胞凋亡进程［２０］。
Ｃｙｔ⁃Ｃ 是凋亡起始因子， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是凋亡的最终执

行者， Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 失衡使线粒体膜通透性增加，
Ｃｙｔ⁃Ｃ 释放入细胞质与 Ａｐａｆ⁃１ 结合， 再与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９
形成凋亡小体， 进而激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 通过级

联反应促使细胞凋亡［２１⁃２２］。 黄子玮等［２］ 研究发现，
下调 Ｂａｘ ／ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达、 上调 Ｂｃｌ⁃２ 表达可抑制颌

下腺细胞凋亡。 另有研究表明， ＳＳ 患者唇腺组织

中 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达均上调， 且 Ｃｙｔ⁃Ｃ 与凋亡

程度呈正相关［２２⁃２４］。 Ｃｙｔ⁃Ｃ 的释放受 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的

平衡调控， 基因敲除研究证实其是线粒体损伤的关

键标志物［２５］。 故干预线粒体依赖性凋亡通路

（Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 轴） 是减缓 ＳＳ 唾液腺损伤的重

要机制。 本研究结果显示， 生腺布液汤可减少 ＳＳ
小鼠的饮水量， 有效降低 Ｂａｘ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达及细胞凋亡率， 升高 Ｂｃｌ⁃２ 表

达， 减少淋巴细胞浸润， 提示生腺布液汤可能是通

过抑制 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路， 减轻腺体病理

损伤， 增加唾液分泌， 改善 ＳＳ 小鼠的干燥症状。
综上所述， 生腺布液汤可有效减轻 ＳＳ 小鼠颌

下腺组织病理损伤， 改善分泌功能， 其机制可能是

通过调节 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 凋亡相关蛋白， 影响 Ｃｙｔ⁃Ｃ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路以抑制细胞凋亡。 本研究从凋

亡角度初步验证其机制， 但动物实验有局限性， 后

续将开展细胞实验进行体外验证。
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