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板蓝根有效部位 Ｆ０２２对脂多糖

刺激小鼠组织膜结构伸展刺突蛋白 ｍＲＮＡ表达的影响

刘云海，谢　委，方建国，李　敬
（华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部，武汉　４３００３０）

［摘　要］　目的　探讨板蓝根抗内毒素活性部位 Ｆ０２２对脂多糖（ＬＰＳ）刺激小鼠组织膜结构伸展刺突蛋白 ｍＲＮＡ

（ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ）表达的影响。方法　实验前１周用卡介苗腹腔注射小鼠０．２ｍＬ·（２０ｇ）１，３０只小鼠平分为５组，药物
实验组分别灌胃给予 １．００％，０．５０％和 ０．２５％Ｆ０２２液 ０．４ｍＬ·（２０ｇ）

１，阴性对照组灌胃给予 １．００％Ｆ０２２液 ０．４

ｍＬ·（２０ｇ）１，ＬＰＳ模型组灌胃给予同等量０．９％氯化钠溶液。１．５ｈ后重复给药１次。第２次给药后３０ｍｉｎ，药物实验
组、ＬＰＳ模型组小鼠尾静脉注射ＬＰＳ０．２ｍＬ·（２０ｇ）１，９ｈ后小鼠乙醚麻醉，取肝、脾、肾组织作ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ原位杂交
处理，显微镜下观察胞浆被染色情况。结果　组织胞浆着色呈棕黄色者为阳性。ＬＰＳ可致小鼠肝、肾、脾组织 ｍｏｅｓｉｎ
ｍＲＮＡ表达增加，而预先给予板蓝根Ｆ０２２部位者ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ表达被抑制，且有剂量依赖特征。结论　板蓝根 Ｆ０２２部位
对脂多糖致小鼠肝、肾、脾组织ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ表达有抑制作用。
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　　细菌内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ）是革兰阴性菌细胞外膜中
的脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）成分，可刺激机体防
御系统过度释放炎性细胞因子———肿瘤坏死因子
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（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）及一氧化氮（ＮＯ）等，引
起发热、脓毒性休克、弥散性血管内凝血（ＤＩＣ）、多器
官功能衰竭综合征（ＭＯＤＳ），以致死亡。现有抗菌药
物对革兰阴性菌感染的防治仍未取得突破性进

展［１，２］。笔者曾研究报道了板蓝根的抗内毒素作

用［３～５］，亦有实验证实板蓝根的抗内毒素作用［６～８］。

为了筛选板蓝根抗内毒素的活性成分，笔者将板蓝根

乙醇提取物用不同极性溶剂萃取，从中筛选出抗内毒

素活性最强的 Ｆ０２２部位
［９～１２］，但其抗内毒素机制尚未

阐明。笔者在本实验探讨板蓝根抗内毒素活性部位
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Ｆ０２２对 ＬＰＳ致小鼠组织膜结构伸展刺突蛋白 ｍＲＮＡ
（ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ）表达的影响。
１　材料 　
１．１　板蓝根来源及其抗内毒素活性部位 Ｆ０２２制备　
板蓝根（ＲａｄｉｘＩｓａｔｉｄｉｓ）产于河北省邢台市，经邢台市
药材公司张有生鉴定为十字花科菘蓝（ＩｓａｔｉｓＩｎｄｉｇｏｔｉｃａ
Ｆｏｒｔ）的干燥根。将其粉碎成细粉，用 ９５％乙醇浸泡
７２ｈ，继用乙醇渗漉，回收乙醇至无醇味并浓缩，用石
油醚反复萃取，除尽石油醚部位，继用氯仿反复萃取得

氯仿部位Ｆ０２（提取率０．８％）；按硅胶柱层析法，用不
同比例氯仿甲醇液作梯度洗脱，得到抗内毒素活性强
的部位（Ｆ０２２，提取率０．３１％）。
１．２　试剂　脂多糖（ＬＰＳ，Ｅ．ｃｏｌｉＯ２６Ｂ６，每支 ５ｍｇ，
Ｓｉｇｍａ公司）；卡介苗（ＢＣＧ，每支５０ｍｇ，上海生物制品
研究所）；ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ原位杂交试剂盒（武汉博士德
生物公司）。鲎试剂溶解水（每支１０ｍＬ，中国湛江海
洋生物制品厂），其他试剂均为分析纯。

１．３　动物　昆明种小鼠，体重１８～２２ｇ，雌雄各半，华
中科技大学同济医学院医学实验动物中心提供。

１．４　仪器　ＸＷ８０Ａ型旋涡混合器（上海医科大学仪
器厂）；ＣＨＡ型光学显微镜，恒温培养箱。
２　方法与结果　
２．１　溶液制备　样品溶液：分别取板蓝根 Ｆ０２２部位适
量，加适当助溶剂，加纯化水配制成溶液，调 ｐＨ值
７．０～７．５，密封，消毒，即得浓度分别为 １．００％，
０．５０％和０．２５％样品液。ＬＰＳ液：取ＬＰＳ１支（５ｍｇ），
用鲎试剂溶解水溶解成１０ｍＬ（５００μｇ·ｍＬ１），旋涡
振荡３０ｓ；再取０．８ｍＬ稀释到１００ｍＬ（４μｇ·ｍＬ１）。
ＢＣＧ液：取ＢＣＧ１支（５０ｍｇ）加鲎试剂溶解水５ｍＬ溶
解（１０ｍｇ·ｍＬ１）。
２．２　组织标本制备　实验前１周腹腔注射小鼠 ＢＣＧ
液０．２ｍＬ·（２０ｇ）１；实验前１４ｈ小鼠禁食不禁水，实
验当天，将３０只小鼠随机分为５组，每组６只。药物
实验组分别灌胃给予１．００％，０．５０％和０．２５％Ｆ０２２液
０．４ｍＬ·（２０ｇ）１，阴性对照组灌胃给予１．００％Ｆ０２２液

０．４ｍＬ·（２０ｇ）１，ＬＰＳ模型组灌胃给予同等量０．９％
氯化钠溶液。１．５ｈ后重复给药１次。第２次给药后
３０ｍｉｎ，药物实验组、ＬＰＳ模型组小鼠尾静脉注射 ＬＰＳ
０．２ｍＬ·（２０ｇ）１，９ｈ后小鼠乙醚麻醉，处死小鼠，取
肝、肾、脾组织，立即用４％多聚甲醛固定。
２．３　ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ原位杂交　按常规操作，将各组织
切片，脱蜡入水，３％过氧化氢溶液室温处理１０ｍｉｎ以
灭活内源性过氧化物酶，暴露 ｍＲＮＡ核酸片段，切片
上滴加３％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶，３７℃消化２５
ｍｉｎ。充分洗涤后，按每张切片加含寡核苷酸探针的原
位杂交液２０μＬ，在湿盒中，３７～４０℃杂交过夜。每张
切片取２μＬ杂交探针稳定液Ａ和１８μＬ杂交探针稳
定液Ｂ混匀，加在切片上，于湿盒中３７～４０℃反应６ｈ
后洗涤（５ｍｉｎ×３次）。滴加封闭液，３７℃孵育 ２０
ｍｉｎ。滴加兔抗地高辛，３７℃６０ｍｉｎ。充分洗涤后，滴
加生物素化羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵育２０ｍｉｎ。充分洗涤
后，滴加 ＳＡＢＣ，３７℃孵育２０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色２０～３０
ｍｉｎ，用苏木精复染，充分水洗，乙醇脱水，二甲苯透明，
封片。显微镜下观察胞浆着色呈棕黄色者为阳性。

２．４　板蓝根 Ｆ０２２部位对 ＬＰＳ刺激鼠组织 ｍｏｅｓｉｎ
ｍＲＮＡ表达的抑制作用　图像分析采用北京航空航天
大学医学图像处理系统给予原位杂交显色强度计分。

抑制率ｒ（％）＝［１－（药物实验组 －阴性对照组）／
（ＬＰＳ模型组－阴性对照组）］×１００％［１３］。结果见表

１。表１显示，ＬＰＳ可刺激小鼠肝、肾、脾组织 ｍｏｅｓｉｎ
ｍＲＮＡ的表达，而预先给予板蓝根 Ｆ０２２部位可抑制其
表达，且有剂量依赖特征。经用 ＡＮＯＶＡ方差分析，
高、中剂量药物实验组与 ＬＰＳ模型组比较差异有显著
性（Ｐ＜０．０５）。
３　讨论　

在内毒素诱导的信号传递过程中，内毒素受体起

了关键性作用。目前已发现的内毒素受体主要有

ＣＤ１４、ｍｏｅｓｉｎ、钟声样（ｔｏｌｌｌｉｋｅ）蛋白及低密度脂蛋白
（ＬＤＬ）等，前三者与致病关系密切。已有文献报道，应
用ｍｏｅｓｉｎ单克隆抗体可阻止细菌内毒素毒性中心ＬＰＳ

表１　各组小鼠肝、肾、脾组织ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ表达计分　

组别
药物剂

量／％
ＬＰＳ浓度／

［ｍＬ·（２０ｇ）１］
肝

分值 抑制率／％
肾

分值 抑制率／％
脾

分值 抑制率／％
药物实验组 １．００ ０．２ １８．２±０．７１ ９３．５ ９．８±３．５１ ８８．６ ５．９±０．６１ ８７．８

０．５０ ０．２ ３７．４±２９．６１ ８２．７ ３０．１±２１．８１ ８２．２ ２０．０±１５．７１ ８３．０
０．２５ ０．２ ９９．１±２８．７ ２６．９ ８８．９±２６．２ ３０．５ ６９．６±２５．４ ２３．３

ＬＰＳ模型组 － ０．２ １２８．９±１０．３ － １２３．６±２５．５ － ８８．９±１２．７ －
阴性对照组 １．００ － ２５．４±２３．０１ － ２２．８±２０．０１ － １６．０±１３．０１ －

　　与ＬＰＳ模型组比较，１Ｐ＜０．０５
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的生物效应达＞９０％［１４］，而 ＣＤ１４的抗体只能拮抗 ＬＰＳ
生物效应的５０％。早期认为 ｍｏｅｓｉｎ对维持细胞形态
和运动有关。近年来，Ｔｏｈｍｅ用抗体抑制实验发现，抗
ｍｏｅｓｉｎ抗体在低浓度时就抑制ＬＰＳ刺激单核细胞分泌
ＴＮＦα，但对细胞其他功能影响不大，说明 ｍｏｅｓｉｎ单克
隆抗体能选择性终止 ＬＰＳ信号传导，而不是通过抑制
整个细胞非特异性地发挥作用［１５］。本实验结果显示，

小鼠给予 ＬＰＳ刺激 ９ｈ后，其肝、肾、脾组织 ｍｏｅｓｉｎ
ｍＲＮＡ表达较明显，与ＬＰＳ模型组比较，板蓝根抗内毒
素活性部位 Ｆ０２２可抑制 ＬＰＳ刺激的 ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ表
达，且有剂量依赖性。这从分子水平阐述了板蓝根抗

内毒素机制。

小鼠对内毒素为低敏动物，需较大剂量内毒素

（１６～２７ｍｇ·ｋｇ１）才能造成小鼠内毒素性休克。根据
文献，给小鼠用 ＢＣＧ增敏，可大大降低致小鼠休克／死
亡的内毒素用量［１６］。本实验研究中，考虑到实验动物种

族差异，内毒素及ＢＣＧ的来源、效价与文献所用试剂的
差异，笔者对增敏的天数及给药量进行预实验，发现腹

腔注射ＢＣＧ２ｍｇ·（２０ｇ）１的小鼠饲养７ｄ即可达到较
好的增敏效果。ＢＣＧ使小鼠对内毒素敏感是降低其免
疫功能，不损伤组织器官。阴性对照组给予１．００％Ｆ０２２
液且结果用于已知百分率的计算，可以更准确显示样品

对脂多糖致鼠组织ｍｏｅｓｉｎｍＲＮＡ表达的抑制作用。
［参考文献］

［１］　梁存河．抗生素诱导内毒素释放研究进展［Ｊ］．国外医
学外科学分册，２０００，２７（５）：２５９－２６１．

［２］　杨　煊，盛　杰．血浆内毒素水平的意义［Ｊ］．中国医院
药学杂志，２００５，２５（２）：１６２－１６３．

［３］　刘云海，杜　光，韩洪刚．板蓝根抗内毒素研究［Ｊ］．医

药导报，２００１，２０（９）：５４７－５４８．
［４］　刘云海，黄　巍，汤　杰，等．板蓝根对脂多糖诱导 Ｐ３８

丝裂原活化蛋白激酶的影响［Ｊ］．医药导报，２００４，２３
（１１）：７９９－８０１．

［５］　舒　文，刘云海．抗内毒素药物进展［Ｊ］．医药导报，
１９９６，１５（增刊）：１７．

［６］　乔传卓，张汉明，刘　盛，等．抗内毒素实验评价四倍体
板蓝根［Ｊ］．第二军医大学学报，１９９５，１６（４０）：３９５－
３９６．

［７］　李耀维，张素梅．γ辐射对板蓝根抗内毒素作用的影响
［Ｊ］．中国药房，１９９５，６（２）：９－１０．

［８］　刘志峰，李桂生，傅风华，等．８种中药注射剂体外抗内
毒素作用的观察［Ｊ］．中草药，２００３，３３（１）：５８－５９．

［９］　刘云海，林爱华，丁水平，等．板蓝根氯仿提取物及其４
组份抗内毒素作用［Ｊ］．中国医院药学杂志，２００１，２１
（６）：３２６－３２８．

［１０］　刘云海，方建国，王文清．板蓝根抗内毒素活性物质筛
选［Ｊ］．中南药学，２００４，２（６）：３２６－３２９．

［１１］　刘云海，方建国，王文清，等．板蓝根抗内毒素活性物质
研究（Ｉ）［Ｊ］．中南药学，２００４，２（４）：１９５－１９８．

［１２］　刘云海，方建国，王文清．板蓝根抗内毒素活性物质研
究（ＩＩ）［Ｊ］．中南药学，２００４，２（５）：２６３－２６６．

［１３］　杜冠华，李学军，张永祥．药理学实验指南———新药发现
和药理学评价［Ｍ］．北京：科学出版社，２００１．５２８－５２９．

［１４］　张顺财．内毒素基础与临床［Ｍ］．北京：科学出版社，
２００３．４６－５１．

［１５］　林剑国，石淑仙，刘云海．Ｍｏｅｓｉｎ分子及其特征［Ｊ］．国
外医学分子生物学分册，２００１，２３（３）：１６８－１７０．

［１６］　ＶｏｇｅｌＳＮ，ＭｏｏｒｅＲＮ，ＳｉｐｅＪＤ，ｅｔａｌ．ＢＣＧｉｎｄｕｃｅｄｅｎｈａ
ｎｃｅｍｅｎｔｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎＣ３Ｈ／ＨｅＪｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，１９８０，１２４（１０）：２００４．

三氧化二砷和维生素 Ｃ
联合诱导肝癌细胞凋亡的作用研究

李　媛，李晶晶，胡本容，汤　强，付　琴，向继洲
（华中科技大学同济医学院药理学系，武汉　４３００３０）

［摘　要］　目的　探讨维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）与三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）促肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２）凋亡的协同效应。方法　体
外培养人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２，以Ａｓ２Ｏ３，ＶｉｔＣ，以及它们不同浓度组合孵育细胞，采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法，Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＰＩ双染色流式细胞术来观察各组的细胞凋亡情况，并通过流式软件分析细胞周期变化。结果　Ａｓ２Ｏ３与ＶｉｔＣ联用能
显著提高单用Ａｓ２Ｏ３的细胞抑制率和细胞凋亡率（Ｐ＜０．０５），ＶｉｔＣ能显著增强 Ａｓ２Ｏ３诱导细胞集中于 Ｓ期的作用，从而
增强其促细胞凋亡作用。结论　ＶｉｔＣ增强三氧化二砷诱导细胞凋亡的作用，该作用可能与影响细胞周期有关。

［关键词］　 三氧化二砷；维生素Ｃ；肝癌；细胞凋亡；细胞周期
［中图分类号］　９７７．５；Ｒ９６５　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　１００４０７８１（２００６）０１０００３０３

·３·医药导报２００６年１月第２５卷第１期


