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白头翁汤及其主要成分对犔犘犛诱导内皮细胞
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摘　要：拟探讨白头翁汤及其主要成分对细菌内毒素（ＬＰＳ）导致的机体炎症等病理损伤的治疗作用。培养内皮细

胞至单层融合状态，加入内毒素刺激，３ｈ后加入高、中、低３种浓度的８种药物，继续培养２１ｈ后收集细胞上清液，

用ＥＬＩＳＡ方法测定ＮＯ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ和ＩＬ８的含量。结果显示，白头翁汤高剂量组、白头翁素高剂量组和小檗碱高

剂量组的ＮＯ含量极显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１），白头翁汤中剂量组、白头翁素中剂量组、小檗碱中剂量组和

秦皮乙素高剂量组显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０５）；白头翁汤高剂量组和药根碱高剂量组的Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ含量极显

著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１），白头翁皂苷Ｂ４ 高剂量组、小檗碱高剂量组和药根碱中剂量组显著低于ＬＰＳ对照组

（犘＜０．０５）；秦皮乙素高剂量组的ＩＬ８含量极显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１），白头翁汤高剂量组、秦皮甲素高剂

量组和中剂量组、秦皮乙素中剂量组显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０５）。结果提示白头翁汤及其主要成分具有明显

的抗细菌内毒素作用，可在由ＮＯ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ和ＩＬ８介导的机体炎症等病理损伤过程中发挥治疗作用。
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犖犪狀犼犻狀犵犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犖犪狀犼犻狀犵２１００９５，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅａｉｍｏｆｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｗａｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅａｎｔｉｅｎｄｏｔｏｘｉｎｏｆＰｕｌｓａｔｉｌｌａｅＤｅｃｏｃｔｉｏｎ

（ＰＤ），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮＯ，ＥｓｅｌｅｃｔｉｎａｎｄＩＬ８ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｉｔｓａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ，ｎａｍｅｌｙａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４，

ａｎｅｍｏｎｉｎ，ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ，ｐａｌｍａｔｉｎｅ，ａｅｓｃｕｌｉｎ，ａｎｄｅｓｃｕｌｅｔｉｎ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｗａｓｃｈａｌ

ｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ１μｇ·ｍＬ
－１ＬＰＳｆｏｒ３ｈ，ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈＰＤａｔｔｈｒｅｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，

５ａｎｄ１０ｍｇ·ｍＬ
－１）ａｎｄｉｔｓｓｅｖｅｎｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓａｔｔｈｒｅｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，５ａｎｄ１０μｇ·ｍＬ

－１）．Ｔｈｅ

ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ｉｎａｃｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｏｒｆｏｒ２１ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＯ，ＥｓｅｌｅｃｔｉｎａｎｄＩＬ８ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＥＬＩＳＡｋｉｔｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＬＰＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＮＯｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅ

ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＰＤ，ｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＡｎｅｍｏｎｉｎ，ｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄ

ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＢｅｒｂｅｒｉｎｅａｎｄｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｏｆＥｓｃｕｌｅｔｉｎ（犘＜０．０１ｏｒ犘＜０．０５）；Ｔｈｅ
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ＥｓｅｌｅｃｔｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｏｆＰＤ，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐｏｆＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４，ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｏｆＢｅｒｂｅｒｉｎｅａｎｄｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆ

Ｊａｔｅｏｒｈｉｚｉｎｅ（犘＜０．０１ｏｒ犘＜０．０５）；ＴｈｅＩＬ８ｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐｏｆＰＤ，ｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＡｅｓｃｕｌｉｎａｎｄｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ

ｏｆＥｓｃｕｌｅｔｉｎ（犘＜０．０１ｏｒ犘＜０．０５）．ＩｔｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＰＤｍａｙｅｘｅｒｔｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｃｔｉｏｎｓ

ｏｎｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｄｉｍｍｕｎｅ

ｄｉｓｅａｓｅｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＮＯ，ＥｓｅｌｅｃｔｉｎａｎｄＩＬ８．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＰｕｌｓａｔｉｌｌａｅＤｅｃｏｃｔｉｏｎ；ＬＰＳ；ＮＯ；Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ；ＩＬ８

　　内毒素（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴

性杆菌生长或死亡时裂解出来的细胞壁脂多糖成

分，经肠道吸收进入血液循环后，导致炎性级联瀑布

反应，引发多器官功能衰竭甚至机体死亡［１３］。清热

解毒类中药用于防治感染性疾病在人医和兽医临床

都有广泛实践，并以确切的疗效和较低的毒副残留

及抗药性而广受欢迎［４］。白头翁汤（ＰｕｌｓａｔｉｌｌａｅＤｅ

ｃｏｃｔｉｏｎ，ＰＤ）出自张仲景的《伤寒论》，组方严谨，仅

白头翁、黄连、黄柏、秦皮四味药，功擅清阳明之湿

热，泄厥阴之郁火，解血分之热毒，治湿热之痢疾［５］，

为清热解毒的代表方剂［６７］。中药白头翁的根部可

以提取到白头翁皂苷Ｂ４ 和白头翁素
［８］，黄连含小檗

碱、药根碱、巴马汀等多种成分［９］，黄柏主要含有小

檗碱和总生物碱［１０］，而秦皮甲素和秦皮乙素则是秦

皮中最主要的活性物质［１１］。现代药理学研究证明

白头翁汤中的小檗碱、药根碱、巴马汀、白头翁皂苷

Ｂ４、白头翁素、秦皮甲素和秦皮乙素等这些主要的化

学成分，均有显著的杀菌、抗炎、降压、解热、镇痛、抗

癌的药理功效。本试验测定了白头翁汤及其成分对

ＬＰＳ刺激后内皮细胞分泌ＮＯ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ和ＩＬ８水

平的影响，旨在探讨白头翁汤抗内毒素的药理机制，

为兽医临床应用其相关成分防治细菌性疾病提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　药品、试剂及主要仪器

中药饮片购自北京同仁堂药店。取白头翁１５０

ｇ、黄连６０ｇ、黄柏１２０ｇ、秦皮１２０ｇ加１０倍蒸馏水于

圆底烧瓶中，浸泡１ｈ后加热回流１ｈ，趁热用纱布过

滤。药渣再分别加８倍水和６倍水加热回流１ｈ。合

并３次滤液，减压浓缩成生药浓度为１ｇ·ｍＬ
－１的药

液，４℃冰箱保存。

ＬＰＳ（Ｏ５５：Ｂ５），购自Ｓｉｇｍａ公司，批号：Ｌ２８８０。

小檗碱、药根碱、巴马汀、白头翁皂苷Ｂ４、白头翁素、

秦皮甲素和秦皮乙素，购自中国药品生物制品鉴定

所，批号：１１０７１３、１１０７３２、１１０７３３、１１１７６６、１１１７６８、

１１０７４０、１１０７４１。临用前用维持培养基作倍比稀释。

ＮＯ检测试剂盒，购自深圳晶美生物工程公司。

大鼠 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ 和ＩＬ８ 检测试剂盒，购自美国

ＲａｐｉｄＢｉｏ公司。

酶标检测仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司，型号５５０）等。

１．２　细胞的分组处理

原代培养１日龄ＳＤ大鼠肠黏膜微血管内皮细

胞，经纯化与鉴定后，传代培养用于试验。当内皮细

胞长成融合状态的单层时，进行分组处理。空白对

照组，不加ＬＰＳ和药物；ＬＰＳ对照组，ＬＰＳ溶解于维

持培养基中，终浓度１μｇ·ｍＬ
－１；药物对照组，７种

白头翁汤单体成分溶解于维持培养基中，终浓度１０

μｇ·ｍＬ
－１；药物的高、中、低剂量组，维持培养基中

先加入ＬＰＳ，使ＬＰＳ浓度为１μｇ·ｍＬ
－１，３ｈ后添

加药物，使药物终浓度分别为１、５、１０μｇ·ｍＬ
－１，每

浓度重复５孔。白头翁汤各剂量组的浓度相应扩大

１０００ 倍，即 １、５、１０ ｍｇ·ｍＬ
－１。各组细胞在

３７℃、５％ＣＯ２ 的条件下培养２４ｈ后，收集各孔细

胞液，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清于－２０℃

冰箱保存待测。

１．３　细胞增殖率的检测

各组 细 胞 吸 净 上 清 液 后，在 各 孔 中 加 入

５ｍｇ·ｍＬ
－１的甲基噻唑基四唑（ＭＴＴ）３０μＬ及维

持培养基１５０μＬ，继续避光培养４ｈ后，轻轻吸弃孔

内液体，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），

３７℃孵育３０ｍｉｎ，使细胞内结晶充分溶解，于酶标

仪４９０ｎｍ波长处测定各孔的ＯＤ值。通过以下公

式计算出各组的增殖率：增殖率（％）＝测定组 ＯＤ

值／空白对照组ＯＤ值×１００％。

１．４　犖犗、犈狊犲犾犲犮狋犻狀和犐犔８的检测

严格按照试剂盒说明书要求，ＥＬＩＳＡ 法检测

ＮＯ，Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ和ＩＬ８的含量。
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１．５　数据处理

各项检测指标结果采用“平均数±标准差（狓±

狊）”的形式表示，应用统计软件 ＳＰＳＳ１７．０中的

ＡＮＯＶＡ（Ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ）法进行方

差分析，比较ＬＰＳ对照组与空白对照组、药物治疗

组之间的差异显著性，比较空白对照组与药物对照

组之间的差异显著性。

２　结　果

２．１　增殖率的变化

空白对照组的ＯＤ值为０．５２０±０．０２１，ＬＰＳ对

照组的ＯＤ值为０．４７８±０．０３７，两者差异显著（犘＜

０．０５）。其余各组的ＯＤ值，与空白对照组相比，都

没有显著性差异（表１）。显微观察结果显示，空白

对照组细胞，形态呈现典型的铺路石样，结构清晰，

形态均一（图１）。而ＬＰＳ对照组的细胞，数目减少，

长宽比值增大，间隙变宽，排列混乱（图２）。其余各

组细胞的形态未见明显异常。

２．２　犖犗含量的变化

ＮＯ的含量（表２），空白对照组极显著低于ＬＰＳ

对照组（犘＜０．０１）；白头翁汤高剂量组、白头翁素高

剂量组和小檗碱高剂量组极显著低于ＬＰＳ对照组

（犘＜０．０１）；白头翁汤中剂量组、白头翁素中剂量

组、小檗碱中剂量组和秦皮乙素高剂量组显著低于

ＬＰＳ对照组（犘＜０．０５）。药物对照各组与空白对照

组相比无显著差异性。

表１　各组细胞的增殖率

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犵狉狅狑狋犺狉犪狋犲狅犳犲狏犲狉狔犵狉狅狌狆 ％

组别 Ｇｒｏｕｐ
低剂量（１μｇ·ｍＬ

－１）

Ｌｏｗｄｏｓｅ

中剂量（５μｇ·ｍＬ
－１）

Ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ

高剂量（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ

药物对照（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｄｒｕｇｃｏｎｔｒｏｌ

白头翁汤ＰＤ －２．６５ －１．３１ －０．５８ １．８１

白头翁皂苷Ｂ４

ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４
－４．００ －３．４６ －１．８１ －３．１９

白头翁素 Ａｎｅｍｏｎｉｎ －３．８５ －４．０４ －５．１５ －２．７７

小檗碱Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ －３．６９ －４．９２ －４．６４ －３．２７

药根碱Ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ －５．６２ －２．４６ －３．３１ －１．７７

巴马汀Ｐａｌｍａｔｉｎｅ －４．２７ －２．２７ －３．８１ －０．５８

秦皮甲素 Ａｅｓｃｕｌｉｎ －４．８８ －３．２３ －２．５４ ０．６５

秦皮乙素 Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ －４．６２ －２．３５ －１．３８ ０．４２

ＬＰＳ对照组ＬＰＳ －８．０４ｂ

空白对照组Ｂｌａｎｋ １００

与空白对照组相比，ａ犘＜０．０５，ｂ犘 ＜０．０１

ａ犘 ＜０．０５，ｂ犘 ＜０．０１，ｖｓ．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图１　正常对照组的细胞 （１０×１０）

犉犻犵．１　犈狀犱狅狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊狅犳犫犾犪狀犽犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

图２　犔犘犛对照组的细胞 （１０×２０）

犉犻犵．２　犈狀犱狅狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊狅犳犔犘犛犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆
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表２　各组犖犗的含量

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳犖犗犻狀犲狏犲狉狔犵狉狅狌狆 μｍｏｌ·Ｌ
－１

组别

Ｇｒｏｕｐ

低剂量（１μｇ·ｍＬ
－１）

Ｌｏｗｄｏｓｅ

中剂量（５μｇ·ｍＬ
－１）

Ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ

高剂量（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ

药物对照（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｄｒｕｇｃｏｎｔｒｏｌ

白头翁汤ＰＤ ５４．８０±５．０１ ４９．８０±３．４１ａ ４６．０８±３．５０ｂ ２４．７１±１．９８

白头翁皂苷Ｂ４

ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４
５５．９８±１．５３ ５４．８０±５．２１ ５３．２４±４．４０ ２４．２２±３．９０

白头翁素 Ａｎｅｍｏｎｉｎ ５２．７５±３．４１ ４９．５１±４．０１ａ ４６．０８±４．１１ｂ ２１．４７±３．３３

小檗碱Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ５１．４７±４．４０ ５０．２９±３．０９ａ ４４．７１±３．２０ｂ ２３．２４±２．３１

药根碱Ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ ５４．６１±４．６３ ５１．４７±４．０６ ５１．９６±３．４１ ２５．５９±２．０６

巴马汀Ｐａｌｍａｔｉｎｅ ５３．９２±４．８４ ５５．００±３．８２ ５０．５９±２．９１ ２５．５９±３．２０

秦皮甲素 Ａｅｓｃｕｌｉｎ ５６．０８±６．１８ ５４．５１±４．８１ ５２．３５±３．９３ １９．４１±３．３９

秦皮乙素 Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ ５３．９２±４．０８ ５１．７６±３．５６ ５０．１０±５．３４ａ １８．１４±４．６２

ＬＰＳ对照组ＬＰＳ ５５．３９±４．７９

空白对照组Ｂｌａｎｋ ２２．２５±２．０４ｂ

与ＬＰＳ对照组相比，ａ犘＜０．０５；ｂ犘＜０．０１。表３同

ａ犘＜０．０５，ｂ犘＜０．０１，ｖｓ．ＬＰＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｓａｍｅａｓｔｈｅＴａｂｌｅ３

２．３　犈狊犲犾犲犮狋犻狀含量的变化

Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的含量（表３），空白对照组极显著低

于ＬＰＳ对照组犘＜０．０１）；白头翁汤高剂量组和药

根碱高剂量组极显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１）；

白头翁皂苷Ｂ４ 高剂量组、小檗碱高剂量组和药根碱

中剂量组显著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０５）。药物对

照各组与空白对照组相比无显著性差异。

表３　各组犈狊犲犾犲犮狋犻狀的含量

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳犈狊犲犾犲犮狋犻狀犻狀犲狏犲狉狔犵狉狅狌狆 ｎｇ·ｍＬ
－１

组别

Ｇｒｏｕｐ

低剂量（１μｇ·ｍＬ
－１）

Ｌｏｗｄｏｓｅ

中剂量（５μｇ·ｍＬ
－１）

Ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ

高剂量（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ

药物对照（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｄｒｕｇｃｏｎｔｒｏｌ

白头翁汤ＰＤ ２１．６２±１．２９ ２０．６９±２．２０ １９．６７±１．７１ｂ １７．４９±１．９９

白头翁皂苷Ｂ４

ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４
２１．４０±２．２４ ２０．９６±１．０６ ２０．２４±２．３３ａ １６．６９±１．９８

白头翁素 Ａｎｅｍｏｎｉｎ ２２．３３±１．４９ ２１．９３±１．２２ ２１．３６±１．７６ １８．２９±１．６２

小檗碱Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ２１．３６±１．２３ ２０．８７±１．９４ ２０．０７±２．５４ａ １６．８２±１．８１

药根碱Ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ ２０．７３±１．５７ ２０．４２±１．５６ａ １９．４４±１．８９ｂ １６．１６±１．９１

巴马汀Ｐａｌｍａｔｉｎｅ ２２．０７±１．９０ ２１．３６±２．８０ ２０．８２±１．８７ １７．５８±２．０８

秦皮甲素 Ａｅｓｃｕｌｉｎ ２３．４９±１．７５ ２１．７６±１．７８ ２１．４０±１．５９ １６．９１±２．１６

秦皮乙素 Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ ２１．６７±１．７８ ２１．２７±１．０９ ２１．８４±３．１５ １７．８４±１．９５

ＬＰＳ对照组ＬＰＳ ２２．９１±１．９７

空白对照组Ｂｌａｎｋ １６．５６±１．７０ｂ

２．４　犐犔８含量的变化

ＩＬ８的含量（表４），空白对照组极显著低于

ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１）；秦皮乙素高剂量组极显著

低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０１）；白头翁汤高剂量组、秦

皮甲素高剂量组和中剂量组、秦皮乙素中剂量组显

著低于ＬＰＳ对照组（犘＜０．０５）。巴马汀药物对照组

显著高于空白对照组（犘＜０．０５）。
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表４　各组犐犔８的含量

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳犐犔８犻狀犲狏犲狉狔犵狉狅狌狆 ｐｇ·ｍＬ
－１

组别

Ｇｒｏｕｐ

低剂量（１μｇ·ｍＬ
－１）

Ｌｏｗｄｏｓｅ

中剂量（５μｇ·ｍＬ
－１）

Ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ

高剂量（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ

药物对照（１０μｇ·ｍＬ
－１）

Ｄｒｕｇｃｏｎｔｒｏｌ

白头翁汤ＰＤ １１６．０８±６．９９ １１２．３８±８．２０ １１０．０８±８．０３ａ ８４．３８±６．２４

白头翁皂苷Ｂ４

ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４
１１８．８５±１１．３５ １１５．６２±１２．４７ １１６．５４±８．４７ ８５．９２±５．６１

白头翁素 Ａｎｅｍｏｎｉｎ １１４．５４±７．２２ １１６．２３±８．０１ １１２．６９±８．２７ ８１．１５±４．３７

小檗碱Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ １２２．２３±７．５０ １１８．３８±９．７４ １１３．６２±７．４３ ８６．３８±６．６７

药根碱Ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ １１７．６２±８．７９ １１３．６２±６．００ １１２．３８±７．６９ ８８．６９±８．２４

巴马汀Ｐａｌｍａｔｉｎｅ １２２．８５±７．７０ １１９．６２±１０．６２ １１４．６９±８．３６ ９３．９２±８．６５ｃ

秦皮甲素 Ａｅｓｃｕｌｉｎ １１５．６２±９．２５ １１１．４６±６．２１ａ １１０．８５±８．８９ａ ８２．６９±９．７４

秦皮乙素 Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ １１２．５４±７．８３ １０９．９２±９．９９ａ １０６．５４±７．７４ｂ ８４．０８±６．４０

ＬＰＳ对照组ＬＰＳ １２１．７７±７．８６

空白对照组Ｂｌａｎｋ ８３．４６±４．１６ｂ

与ＬＰＳ对照组相比，ａ犘＜０．０５，ｂ犘 ＜０．０１；与空白对照组相比，ｃ犘 ＜０．０５，ｄ犘 ＜０．０１

ａ犘 ＜０．０５，ｂ犘 ＜０．０１，ｖｓ．ＬＰＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｃ犘 ＜０．０５，ｄ犘 ＜０．０１，ｖｓ．ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

本试验采用 ＭＴＴ法测定内皮细胞的增殖率。

凡是活细胞，必然会有能量代谢。细胞在能量代谢

的过程中，线粒体可以产生琥珀酸脱氢酶。而琥珀

酸脱氢酶可以将 ＭＴＴ还原成蓝紫色不溶于水的

Ｆｏｒｍａｚａｎ结晶，形成的结晶量与活细胞数目成正

比。用ＤＭＳＯ溶解结晶，形成的溶液在最大吸收峰

４９０ｎｍ处的ＯＤ值与增殖的细胞数在一定范围内有

良好的线性关系。本试验通过吸光度值考察各组活

细胞的数量，间接反映ＬＰＳ的毒性作用以及白头翁

汤的保护作用。增殖率试验结果显示，１μｇ·ｍＬ
－１

的ＬＰＳ对细胞生长起到显著的抑制作用，而药物对

照组和治疗组细胞数量没有明显变化，提示白头翁汤

及其主要成分具有一定的抗内毒素作用。显微观察

结果显示，内皮细胞受ＬＰＳ刺激后，细胞长宽比值增

大，间隙变宽，排列混乱，这与程君涛等人的报道结

果相符［１２］。药物对照组结果显示，高浓度的ＰＤ及

成分不影响内皮细胞正常的结构和分泌功能，证明

药物安全可靠。

巨噬细胞激活后因分泌高水平的ＮＯ而产生细

胞毒作用，ＬＰＳ可以诱导体外培养的大鼠巨噬细胞

凋亡。ＮＯ还具有神经递质的作用，可以改变小肠

的蠕动性和肠液的电解质平衡［１３］，这也是临床上

ＬＰＳ血症常伴有动物机体腹泻脱水、形体消瘦的原

因。本试验证明，ＰＤ及成分白头翁素、小檗碱和秦

皮乙素都能显著降低ＬＰＳ诱导的ＮＯ高水平，以白

头翁素和小檗碱效果最为明显，并且呈现一定的量

效关系。研究表明，感染和败血症过程与诱导型

ＮＯ合酶关系密切
［１４］，此外还包括一些慢性炎症，例

如肠炎和风湿性关节炎［１５］。内皮细胞强势表达诱

导型ＮＯ合酶，将继发自由基 ＮＯ的大量生成与释

放，导致血管过度扩张充血而损伤［１６］。推测ＰＤ及

白头翁素等成分有效降低ＮＯ分泌量的原因在于抑

制了诱导型ＮＯ合酶的表达量，从而降低机体的水

肿反应与腹泻综合征。本研究中，ＬＰＳ刺激大鼠小

肠微血管内皮细胞后，ＮＯ的分泌量约为静息状态

下的２．５倍；而简华刚的试验结果显示，ＬＰＳ作用

于大鼠肺微血管内皮细胞后，ＮＯ的含量升高８倍，

这可能与不同组织器官的内皮细胞在分泌功能上的

异质性有关［１７］。

白细胞进入炎症部位由血管内皮细胞上的黏附

分子Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ和白细胞表面的Ｌｓｅｌｅｃｔｉｎ相互作

用来完成［１８］。黏附过程虽是机体防御反应的重要

特征，但会导致内皮细胞机能障碍、渗透性增强以及

组织损伤［１９］。本试验证明，ＰＤ及成分白头翁皂苷

Ｂ４、小檗碱和药根碱均能显著抑制内皮细胞分泌Ｅ

ｓｅｌｅｃｔｉｎ，以药根碱效果最为明显，并且呈现一定的
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量效关系。除急性炎症外，Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ在慢性炎症、

过敏反应以及冠心病中也都有异常的高水平表达，

并且表达量与病情严重程度存在明显正相关［２０］。

已有的研究显示，在体外培养的脑内皮细胞培养液

中加入ＬＰＳ，Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ分泌量逐渐增加并在４ｈ达

到峰值，在４８ｈ恢复正常
［２１］。Ｂｒｏｓｔｊａｎ等发现，培

养的猪主动脉内皮细胞在ＬＰＳ刺激后，Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ

表达的抑制程度随地塞米松浓度的增加而增大［２２］。

在人的活动性炎性肠病（溃疡性结肠炎和克隆氏病）

中，组织中Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ及血液中的可溶性Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ

水平都显著升高［２３］。ＰＤ 及成分药根碱等促使

Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ表达降低，则导致白细胞与内皮细胞间的

黏附减弱，从而减少白细胞贴壁及渗出，一定程度上

抑制了炎症的发生和发展。

ＩＬ８是１９８７年首先在受ＬＰＳ刺激的猪单核细

胞培养液上清中分离提纯的一种碱基肝素结合蛋

白［２４］。现已知ＩＬ８生物学功能无种属特异性，除

具有特异性使中性粒细胞渗出血管游走到炎症组织

表达黏附分子外，还显示出促进血管生成的活

性［２５］，对Ｔ淋巴细胞有趋化性并能刺激嗜碱性粒细

胞。本试验提示，ＰＤ及成分秦皮甲素和秦皮乙素

均能显著抑制内皮细胞分泌ＩＬ８，以秦皮乙素效果

最为明显，并且呈现一定的量效关系。ＩＬ８能与感

染过程中多形核中性粒细胞表面特异性受体结合，

导致细胞变形反应、脱颗粒反应、呼吸爆发，释放溶

酶体和超氧阴离子，从而促进炎症反应［２６］。某些与

中性粒细胞积聚有关的炎症和呼吸系统疾病中，ＩＬ８

水平往往升高，如炎症性结肠炎、慢性支气管炎、败血

症休克等［２７］。有研究证实，ＬＰＳ可刺激人的皮肤内

皮细胞释放ＩＬ６和ＩＬ８
［２８］。Ｗｏｌｆｆ等的试验表明，

炎症反应时内皮细胞可分泌ＩＬ８并使白细胞趋化

引起炎症症状［２９］。ＬＰＳ和炎症因子是通过直接促

进ＮＦκＢ的活化，启动ＩＬ８ｍＲＮＡ的高效表达和

蛋白分泌［３０］。

ＬＰＳ可以促进内皮细胞释放的介质包括多种

炎症因子、趋化因子、黏附因子、促凝因子和血小板

活化因子等，它们的相互作用是炎症反应、凝血转归

与免疫应答的关键步骤［３１］。至今，对ＬＰＳ诱发的

机体多项病理损伤和综合征仍无特效对因治疗手

段，抗生素虽然能够控制细菌感染，但有增加ＬＰＳ

血症的危险；ＬＰＳ抗体作用微弱，由于细菌的血清

型较多，抗原复杂，很难推广一种在不同地区都有效

的疫苗［３２］。本试验证明，白头翁汤具有一定的抗

ＬＰＳ药理作用，又以小檗碱和秦皮乙素效果最佳，

机理可能在于维护机体炎症反应平衡、开启内源性

细胞的保护功能和抑制炎症因子过度释放等。本研

究可为兽医临床使用白头翁汤及其主要成分防治细

菌性疾病，尤其是大肠杆菌病和肠炎提供理论依据。

同时对白头翁汤及其主要成分制剂的系列开发，以

及中药单体的筛选与成分方剂的构建也具有重要的

借鉴意义。
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