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清络通痹颗粒含药血清对破骨细胞骨吸收的影响

周玲玲，梁晓雯，柳璋璞，方泰惠，周学平 *

( 南京中医药大学，江苏省中药药效与安全性评价重点实验室，南京 210029)

［摘要］ 目的: 确定清络通痹颗粒( QLT) 含药血清的制备方法并观察其对体外培养破骨细胞的活性和骨吸收的影响。方

法 : 选用高效液相色谱外标一点法测定，QLT 含药血清中青藤碱的含量以确定含药血清的制备条件; 乳鼠破骨细胞 1 × 108 /mL

加入 96 孔板，将 QLT 3. 6，7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药的大鼠含药血清 1∶ 10 稀释，分别加入各孔培养 48 h，观察其对破骨细胞增殖、

抗酒石酸酸性磷酸酶( TRAP) 活性及破骨细胞形成的骨吸收陷窝的影响。结果: QLT 7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药的含药血清可明显

抑制破骨细胞的增殖能力和吸收陷窝面积( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，QLT 3. 6，7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药的含药血清可明显抑制破骨细

胞的 TRAP 活性( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。结论: QLT 含药血清可抑制破骨细胞增殖、TRAP 活性和骨吸收能力，对破骨细胞引起的

骨质破坏产生抑制作用。
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Effects of Qingluo Tongbi Granule-containing Serum
on Bone Resorption by Osteoclasts

ZHOU Ling-ling，LIANG Xiao-wen，LIU Zhang-pu，FANG Tai-hui，ZHOU Xue-ping*

( Nanjing University of Chinese Medicine，Jiangsu Provincial Key Laboratory of Phamacology
and Safety Evaluation of Material Medica，Nanjing 210029，China)

［Abstract］ Objective: To observe effects of Qingluo Tongbi granule-containing serum on bone resorption of
osteoclasts in vitro． Method: The content of sinomenine in Qingluo Tongbi granule-containing serum was detected
by HPLC in different time point to decide the method for obtaining the drug-containing serum． The osteoclasts from
newborn rats were cultured and the proliferation，TRAP activity and bone resorption were detected． Result: The
rats were given the drugs for 7 days and the drug-containing serum was obtained one hour after the last
administration． The serum could inhibit the proliferation，TRAP activity and bone resorption area of osteoclasts．
Conclusion: Qingluo Tongbi granule-containing serum could restore the bone erosion by inhibiting proliferation，

TRAP activity and bone resorption ability．
［Key words］ Qingluo Tongbi granule; drug-containing sera; osteoclast; bone resorption

类风湿关节炎 ( rheumatoid arthritis，RA ) 关节的

局部骨质侵蚀是其重要的特点之 一，也 是 导 致 关 节

功能障碍的重要因素。在 RA 早期即可发生骨质破

坏，而关节骨质破坏是关节畸变的重要因素，阻止其

发生和 进 展 可 直 接 改 善 患 者 的 预 后。破 骨 细 胞

( osteoclast，OC) 作为骨吸收的主要功能细胞，在 RA
的发生与发展中起重要作用，在 RA 的骨损伤处，特

别是增殖的滑膜向骨内侵入的 最 前 线，可 见 大 量 破
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骨细胞［1］。破骨细胞的数量与功能状态可影响骨质

破坏的程度，因此抑制破骨细胞活 性 及 减 少 破 骨 细

胞生成是 RA 防治研究的一个重要方面。
清络通痹颗粒( Qingluo Tongbi granule，QLT ) 是

周仲瑛教授经过多年的临床实践 选 药 组 方，并 运 用

无机陶瓷膜微滤技术精制而成的中药新制剂。该药

临床疗效确切，前期实验证实对大 鼠 实 验 性 关 节 炎

有较好 的 治 疗 作 用，可 减 轻 关 节 炎 大 鼠 的 骨 质 破

坏［2］。为了进 一 步 研 究 其 阻 止 RA 骨 质 破 坏 的 机

制，课题组选用高效液相色谱( HPLC) 外标一点法确

定含药血清的制备条件，制备清络 通 痹 颗 粒 的 含 药

血清; 采用体外培养的破骨细胞，观察其对破骨细胞

增殖、抗酒石酸酸性磷酸酶( TRAP) 活性及破骨细胞

骨吸 收 的 影 响，以 了 解 QLT 对 破 骨 细 胞 的 调 控 作

用。
1 材料

1. 1 动物 SD 大鼠，新生 2 ～ 3 d SD 乳鼠，由南京

中医 药 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供，合 格 证 号 SYXK
( 苏) 2005-0009。
1. 2 药品与试剂 清络通痹颗粒( QLT) : 由南京中

医药大学植物药深加工工程中心提供，含 3 g 生药 /
mL，批号 20070714。雷公藤多苷片( TⅡ ) : 浙江得思

德制药有限公司，批号 0701115。噻唑蓝 ( MTT ) : 美

国 Invitrogen 公 司。acid phosphatase leukocyte: 美 国

Sigma 公 司。牙 质 片 层: 英 国 Immunodiagnostic
Systems Linited( IDS Ltd) 。
1. 3 仪器 Water515 高效液相色谱仪: 715 型双元

泵，2487 双波长紫外检测器，HW-2000 色谱工作站，

上海惠 普 公 司。680 型 全 自 动 酶 标 仪: 美 国 BIO-
RAD 伯 乐 公 司。 3111 型 CO2 培 养 箱: FORMA
SCIENTIFIC 产品。 IX71 相差显微镜: Olympus 公 司

产品。
2 方法

2. 1 清络通痹颗粒含药血 清 的 制 备 及 血 药 浓 度 的

测定［3］

2. 1. 1 青 藤 碱 标 准 溶 液 的 配 制 精 密 称 取 106 ℃

干燥至恒重的青藤碱 一 定 量，用 盐 酸 溶 液 0. 1 mol·
L － 1 溶解。蒸馏水 稀 释，配 制 成 50 μg·mL － 1 的 贮 备

液，精密吸取贮备液一定量，分别配制成每 1 mL 含

青藤碱 0. 25，0. 5，1. 0，5. 0，10. 0，15. 0，20. 0 μg 的浓

度系列标准液。

色 谱 条 件: 色 谱 柱: Hedera C18 ( 4. 6 mm × 250

mm，5 μm ) ，淮 阴 汉 邦 科 技 公 司; 流 动 相: 乙 腈 －
0. 06% 二乙胺( 30∶ 70 ) ; 柱温: 30 ℃ ; 流速: 1. 00 mL·
min － 1 ; 进样量: 5 μL; 检测波长: 262 nm。
2. 1. 2 大鼠标 准 血 清 的 处 理 精 取 大 鼠 血 清 0. 5
mL，加入 10. 0 μg·mL － 1 青 藤 碱 标 准 液 0. 5 mL，加

NaOH 溶 液 ( 0. 1mol． L － 1 ) 0. 5 mL，摇 匀，再 加 入

CHCl3 1. 0 mL，旋 涡 振 荡 10 min，离 心 5 min

( 3 000 r·min － 1 ) ，吸取 CHCl3 提取液 0. 5 mL，70 ℃
水浴下氮 气 流 吹 干，残 渣 用 50 μL 甲 醇 溶 解，取 20
μL 进样，以不加青藤碱标准液的血清同法操作作空

白对照，分别进行色谱分析。
2. 1. 3 青藤碱血 药 标 准 曲 线 的 制 备 精 取 大 鼠 血

清 0. 5 mL，精密加入不同浓 度 的 青 藤 碱 标 准 液 0. 5
mL，使 青 藤 碱 的 血 浆 浓 度 分 别 为 0. 25，0. 5，1. 0，

5. 0，10. 0，15. 0，20. 0 μg·mL － 1 ，分别进行色谱分析。
2. 1. 4 大鼠药后血清中青藤碱的测定 SD 大鼠 40
只，分 5 组，每组 8 只，雌雄各半。即①正常对照组;

②阳性对照组: TⅡ7. 5 mg·kg － 1 ; ③QLT 低剂量组生药

3. 6 g·kg － 1 ;④QLT 中剂量组生药 7. 2 g·kg － 1 ; ⑤QLT

高剂量组 14. 4 g·kg － 1。各组按 10 mL·kg － 1 连续 ig 给

药，正常对照组给予等体积生理盐水。分别于给药第

1，3，7，14 天后 1 h，每组取雌雄大鼠两只颈总动脉放

血，离心取血清，分别进行色谱分析，外标法计算血清

中青藤碱的含量和绝对回收率。
2. 2 大鼠 破 骨 细 胞 的 分 离、培 养 和 鉴 定［4］ 出 生

2 ～ 3 d的 SD 乳鼠 5 只，无菌取四肢长骨，参照文献，

暴露骨干内侧，用吸管反复吹打 5 ～ 10 min，细 胞 计

数后用含 15% 胎 牛 血 清 的 MEM 培 养 液 配 制，移 入

培养瓶，每瓶接种细胞约 1 × 108 个 /mL，5% CO2 37
℃ 培养 12 h 后 换 液，以 去 除 红 细 胞 和 未 贴 壁 细 胞，

以后每 2 d 换 1 次液，观察并照相。
以 上 法 获 取 的 破 骨 细 胞 直 接 加 入 预 置 了 10

mm × 10 mm 盖 玻 片 的 24 孔 板 中，每 孔 1 mL，5%
CO2 37 ℃ 培养 7 d。取出细胞爬片用固 定 液 固 定 5
～ 10 min。参照 说 明 书 进 行 染 色，倒 置 显 微 镜 下 观

察，TRAP + 部位呈棕红色颗粒。
2. 3 破骨细胞增殖反应 的 测 定 破 骨 细 胞 配 制 成

1 × 108 /mL 加入 96 孔板中，每孔 0. 1 mL，12 h 后换

液，将各含药血清用 MEM 以 1∶ 10 稀释，分别加入各

孔，每孔 0. 1 mL，5% CO2 37 ℃ 培养 48 h，以 MTT 法

检测各孔 A 值，并计算抑制率。
抑制率 = ［( A正常对照孔 － A样品孔 ) / ( A正常对照孔 － A空白对照孔) ］×100%
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2. 4 抗酒石酸酸性磷酸酶( TRAP) 活性检测［5］ 破

骨细胞 制 成 1 × 108 /mL 加 入 96 孔 板 中，每 孔 0. 1
mL，12 h 后换液，将 各 含 药 血 清 用 MEM 以 1 ∶ 10 稀

释，分别加入各 孔，每 孔 0. 1 mL，5% CO2 37 ℃ 培 养

48 h，收获各孔培养上清，TRAP 活性测定操作按试

剂盒说明书进行。
2. 5 破骨细胞所致骨吸收陷窝面 积 的 影 响［6］ 准

备已消毒的牙质片层并置于 96 孔板的微孔中，每孔

一个牙质片层，使用消毒磷酸盐缓 冲 液 预 加 湿 至 少

1 h。去除预加湿液后，加入 0. 1 mL 含 10% 胎牛血

清的 MEM 到每个预湿的牙质片层孔中，再加入破骨

细胞悬液 1 × 108 /mL。培养 7 d 后换液，将各含药血

清用 MEM 以 1 ∶ 10 稀 释，分 别 加 入 各 孔，每 孔 0. 1
mL，5% CO2 37 ℃ 培养 48 h，取出骨片，2. 5% 戊二醛

固定液固定，扫描电镜下观察整张骨片，用 Leica 图

像分析系统计算骨吸收陷窝的面积。
2. 6 数据处理 实验数据用 珋x ± s 表示，采用 SPSS
11. 5 软 件 包 完 成。计 量 资 料 进 行 单 因 素 方 差

( ANOVA) 分析比较各组间的差异，P ＜ 0. 05 为显著

性差异。
3 结果

3. 1 清络通痹颗粒含药血清的制备及检测

3. 1. 1 青藤碱血 药 标 准 曲 线 的 制 备 青 藤 碱 的 峰

面积与浓度在 0. 25 ～ 10 mg·L － 1 线性关系良好，回归

方程: Y = － 0. 094 58 + 1. 506 4 X ( r = 0. 999 8，P ＜
0. 001 ) 。
3. 1. 2 大鼠 ig 给药后血清中青藤碱浓度的测定

绝对回收率 = 44. 15%。
3. 1. 3 清络通痹 颗 粒 含 药 血 清 不 同 时 间 点 有 效 成

分的含量测定 QLT 含药血清中有效成分青藤碱的

含量在给药 1 ～ 7 d 随着给药时间的增加而增加，第

7 天后，血药浓度开始趋于恒定; QLT 含药血清中青

藤碱的含量与给药浓度成正比; 雌 性 大 鼠 高 于 同 时

期同组别 雄 性 大 鼠。见 表 1。根 据 上 述 结 果，后 续

实验选择给药 7 d 同一性别的大鼠血清进行实验。
3. 2 原代大 鼠 破 骨 细 胞 形 态 学 观 察 及 TRAP 染 色

鉴定 刚刚分离的大鼠原代破骨 细 胞 数 量 较 多，绝

大多数是单核细胞，1 ～ 2 h 开始贴壁。第 2 天开始

逐渐出现多核细胞，有片状或丝状伪足。至第 5 ～ 7
天，此种细胞 约 占 50% ，14 d 后 出 现 大 部 分 细 胞 死

亡。改良偶氮偶联染色法( Sigma 公司) TRAP 染色，

胞浆 呈 棕 红 色 颗 粒 状，核 为 阴 性，核 仁 清 晰。见

图 1。
表 1 QLT 给药的大鼠血清中有效成分青藤碱的含量

mg·L － 1

组别
剂量

/ g·kg － 1
第 1 天 第 3 天 第 7 天 第 14 天

QLT 雄性 3. 6 0. 15 0. 13 0. 12 0. 14

QLT 雌性 3. 6 0. 35 0. 21 0. 19 0. 18

QLT 雄性 7. 2 0. 17 0. 22 0. 32 0. 38

QLT 雌性 7. 2 0. 19 0. 28 0. 45 0. 47

QLT 雄性 14. 4 0. 25 0. 12 0. 50 0. 56

QLT 雌性 14. 4 0. 56 0. 24 0. 74 0. 75

A. 培养 7 d; B. TRAP 染色

图 1 大鼠破骨细胞培养光镜观察及 TRAP 染色鉴定( HE，× 100 )

3. 3 清络通痹颗粒含药 血 清 对 破 骨 细 胞 增 殖 反 应

的影响 表 2 显示，QLT 7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药的大

鼠含药血清均可明显抑制破骨 细 胞 的 增 殖，与 正 常

对照组比较差异显著( P ＜ 0. 01 ) 。
表 2 清络通痹颗粒对大鼠破骨细胞增殖反应的影响 ( 珋x ± s，n = 8 )

组别 剂量 / g·kg － 1 增殖反应 /A 抑制率 /%

正常对照 － 0. 46 ± 0. 060 －

TⅡ 7. 5 × 10 － 3 0. 28 ± 0. 0352 ) 43. 71

QLT 3. 6 0. 34 ± 0. 045 29. 62

QLT 7. 2 0. 28 ± 0. 0462 ) 43. 36

QLT 14. 4 0. 19 ± 0. 0682 ) 66. 24

注: 与正常对照组比较1 ) P ＜ 0. 05，2 ) P ＜ 0. 01 ( 表 3 ～ 4 同) 。

3. 4 清络通 痹 颗 粒 对 大 鼠 破 骨 细 胞 TRAP 活 性 的

影响 表 3 显示，QLT 3. 6，7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药

的大鼠含药血 清 可 抑 制 破 骨 细 胞 的 TRAP 活 性，与

对照组比较差异显著( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。
3. 5 清络通痹颗粒含药 血 清 对 破 骨 细 胞 骨 吸 收 的

影响 图 2 显示，破骨细胞加 入 预 置 骨 片 的 培 养 板

培养 7 d 后可 见 破 骨 细 胞 在 骨 片 上 贴 附 生 长，伸 出

片状或丝状伪足，骨片上出现大 小 不 等 的 骨 吸 收 陷

窝。表 4 显示，QLT 7. 2，14. 4 g·kg － 1 给药的大鼠含

药血清可抑制破骨细胞所致骨 吸 收 陷 窝 面 积，与 对

照组比较差异显著( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。
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表 3 清络通痹颗粒对大鼠破骨细胞 TRAP

活性的影响 ( 珋x ± s，n = 8 )

组别
剂量

/ g·kg － 1

TRAP 活性

/U·L － 1

正常对照 － 6. 90 ± 0. 49

TⅡ 7. 5 × 10 － 3 2. 90 ± 0. 311 )

QLT 3. 6 5. 21 ± 0. 511 )

QLT 7. 2 2. 90 ± 0. 232 )

QLT 14. 4 2. 37 ± 0. 142 )

A. 骨片电镜( × 700 ) B. 骨片电镜( × 1 500 )

图 2 破骨细胞与骨片培养 7 d 骨片电镜检查

表 4 清络通痹颗粒对破骨细胞所致骨吸收

陷窝面积的影响 ( 珋x ± s，n = 4 )

组别
剂量

/ g·kg － 1

吸收陷窝面积

/ μm2

正常对照 － 23. 00 ± 5. 11

TⅡ 7. 5 × 10 － 3 9. 56 ± 2. 332 )

QLT 3. 6 17. 93 ± 3. 96

QLT 7. 2 11. 06 ± 5. 141 )

QLT 14. 4 5. 23 ± 2. 142 )

4 讨论

清络通痹颗粒是针对热痹型类风湿性关节炎阴

虚热郁、风湿痹阻、痰瘀互 结 的 病 机 研 制 而 成，由 青

风藤、生地黄、炙 僵 蚕、露 蜂 房、络 石 藤 等 组 成，临 床

疗效确实［7］。该药尚有延缓 RA 病人骨质破坏的作

用，前期研究也证实其可以减轻关 节 炎 大 鼠 的 关 节

病变。本课题 为 了 进 一 步 研 究 QLT 阻 止 骨 质 破 坏

的机制，制备其含药血清 进 行 了 体 外 研 究。课 题 选

择方中君药青风藤的主要成分青藤碱进行含药血清

的制备，采用 HPLC 外标一点法对 QLT 含药血清中

青藤碱的含量进行测定，并根据预试，在后续的实验

中选择了给药 7 d 的同一性别大鼠血清进行实验。

破骨细 胞 是 RA 骨 破 坏 的 重 要 因 素 之 一，在 病

灶部位有大量的成熟破骨细胞及破骨细胞前体。另

外，活性淋巴细胞、巨噬 细 胞、成 骨 细 胞 和 其 他 细 胞

表达的多种细胞因子，作 用 于 破 骨 细 胞 生 成、分 化、
活化、凋亡各个环节，使 其 过 度 增 殖 或 异 常 活 跃，使

骨破坏占据优势［8］。有实验证明，在 破 骨 细 胞 功 能

障碍或数量不足时，实验性关节 炎 动 物 关 节 破 坏 程

度显著 降 低［9］。因 此 课 题 体 外 培 养 了 原 代 破 骨 细

胞［10］，并进一步观察了 QLT 对破骨细胞增殖和活性

的影响，目前 认 为 TRAP 直 接 参 与 破 骨 细 胞 的 骨 吸

收过程，有研究表明 TRAP 活性的减弱，与吸附骨片

的破骨细 胞 数 量 显 著 减 少 有 关［11］。QLT 含 药 血 清

能明显抑制破骨细胞的 TRAP 活性。结果显示: QLT
含药血清可抑制破骨细胞增殖，说 明 其 对 破 骨 细 胞

生长有直接的抑制作用。
另外，破骨细胞 的 骨 吸 收 能 力 也 是 反 映 其 活 性

的主要指标，其主要检测方法是 骨 片 上 吸 收 陷 窝 形

态分析法［12］。本 课 题 研 究 明 显 抑 制 破 骨 细 胞 骨 吸

收功能，骨片上破骨细胞数量减少，骨吸收陷窝变少

变小，并且具有剂量依赖性。说明 QLT 对破骨细胞

生长、TRAP 活性和骨吸收功能的抑制具有一致性。
上述结果表明: QLT 含药 血 清 可 明 显 抑 制 破 骨 细 胞

生长、TRAP 活性和骨吸收功能，从而抑制破骨细胞

的骨侵蚀作用。前期研 究 已 表 明，其 对 关 节 炎 大 鼠

和 RA 病人的 滑 膜 炎 症 状 均 有 明 显 改 善 作 用，可 调

节多种炎症性细胞因子的表达［13-14］，因此 QLT 抑制

破骨细胞的作用除了对破骨细 胞 的 直 接 作 用 外，与

调控细胞因子间接抑制破骨细胞的增殖也有一定相

关性，其具体的调控因子有待进一步研究。
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雷至胶囊对嘌呤霉素氨基核苷肾病的减毒增效作用
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肾内科，南京 210029 ; 3. 南京市鼓楼医院中医科，南京 210000)

［摘要］ 目的: 探讨雷至胶囊( 雷公藤多苷 10 mg·kg － 1 + 女贞子、墨旱莲 4 g·kg － 1 ) 在治疗嘌呤霉素氨基核苷( PAN) 肾病的

减毒增效作用。方法: 80 只雄性大鼠随机分为 8 组: 空白组、模型组、雷至胶囊高、低剂量组、雷公藤多苷高、低剂量组、雷公藤甲

素组和缬沙坦组，每组 10 只。颈静脉注射 PAN 100 mg·kg － 1 建立 PAN 肾病模型。空白组颈静脉注射等量生理盐水。其余各治疗

组造模后第 2 天开始每日分别 ig 给药，持续 10 d。第 11 天，处死大鼠，摘取肝肾，用于光镜、免疫荧光及透射电镜检测。结果: 一

般情况: 模型鼠第 5 天尿量减少、腹水，而浮肿不明显，体重下降。第 7 ～ 10 天腹水明显，24 h 尿蛋白增加，死亡率 30% ( 3 /10) 。病

理改变: 模型鼠肾小管上皮细胞变性，电镜下，可见足细胞足突融合、消失，而空白组足细胞结构正常。各药物治疗组 24 h 尿蛋

白、血生化、血红蛋白均有不同程度改善，各治疗组血尿素氮轻度升高( P ＜ 0. 05) 。雷至胶囊及雷公藤多苷 10 mg·kg － 1 组降蛋白

尿、改善贫血、降低 AST 疗效优于其余各组，电镜下，雷至胶囊高剂量组足突融合减轻，足突明显恢复。结论: 雷至胶囊可能通过

降低 PAN 肾病大鼠蛋白尿、改善贫血、降低 AST、减轻足细胞足突融合及肾小管上皮细胞变性等发挥减毒增效作用。

［关键词］ 雷至胶囊; 雷公藤多苷; 嘌呤霉素氨基核苷肾病; 雷公藤减毒
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