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及中药有效成分对
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金英黄归汤对
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的影响

参照文献方法*
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3
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m%的细胞悬液加入
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孔板中!在
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!
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0

培养箱中培养!及时换液!当
W9F,

生长融

合成单层细胞时!随机分为
2

组$空白对照组'

Ŷ1

刺激组'金英黄归汤低剂量组'金英黄归汤中剂量

组'金英黄归汤高剂量组&各组分别以下列方法干
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Ŷ1
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^
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归汤中剂量组$加入含有
%&

+

N

3

:̂

m%
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英黄归汤的
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培养液
2&&
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^

&在
*4 p

!

2S
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0

培养箱中培养
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后收集细胞&取每孔上清

液!按照
9̂ A13

试剂盒说明书方法分别测定其
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和
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转录的影响

按上述方法制备细胞及给药!在
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!
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期 李
!

欣等$金英黄归汤对
Ŷ1

介导乳腺上皮细胞
Ô V)

信号通路中相关因子的影响

培养箱中培养
0)=

后收集细胞&使用动物组织%细

胞
VD3

提取试剂盒提取各组细胞的
VD3

!并检测

其纯度与浓度!检测合格后!尽快用
OA3D1?K$

M

J

?QD3

第一链合成试剂盒将提取的
VD3

逆转录!

并于
m(& p

保存备用&
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K=/

'
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基因序列从
U>-@;-H

获得!使用
YK$:!

>K2'&

设计引物"表
%

#!由上海生工合成&以
7!DO

HE

为内参基因!采用梯度
YFV

技术检测各基因的

最佳退火温度"表
%

#&
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+
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反应体系中!加入
2

+

^1E@VUK>>-
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+

^

模板
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!
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^
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VD;,>

的水补充

体积至
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+

^

&然后进行
YFV

反应和荧光测定&

荧光定量
VO!YFV

反应程序$

/2 p

预热
2:$-

(

/2

p

变性
*&,

!退火温度"表
%

#

*&,

!

40p

延伸
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!自

变性开始三步为一个循环!共设
)&

个循环(

40p

延

伸
0:$-

!使产物延伸完全&反应结束后自
2&p

至

/2p

绘制熔解曲线&测定结果用
0

m

--

A#的方法计算

得到各组
:VD3

的转录量&

表
#

!

V

0K+

的引物序列及退火温度
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!

0.87*.,*
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'
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:>-J<>-

N

J=

退火温度%
p

3-->;<$-

N

J>:

M

>K;JLK>

基因序列号

U>->,>

]

L>-?>-L:8>K

=8!/!%

F3OOFFOUUF3FOOU3FOFF

FFOUUUFO3FOFFOF3F3FO

%%& .% DW
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=

&

B

F33F3U3U3OU3UUUFU3OU

3OF3UU33U3UUOOOUU3OUF

%&& 2/'% DW

2

&%&/&4

7!DHE

UF33FOFFF3FOFOOFF3

UOFF3UUUOOOFOO3FOFF

%2( ! DW

2

&&(&()

#@&

!

统计学处理

数据以均数
k

标准差"

R

m

k9

#表示!采用
1Y11

%4'&

统计分析软件进行处理!组间数据比较采用单

因素方差分析"

3D\X3

#!以
D

$

&'&2

表示差异显

著!

D

$

&'&%

表示差异极显著!具有统计学意义&

!

!

结
!

果

!@#

!

金英黄归汤对
S0U

介导小鼠
YPK,

分泌
MSEI

和
(ZAE

$

的影响

试验结果显示!与空白组相比!

Ŷ1

刺激组的

Â!(

分泌量极显著升高"

D

$

&'&%

#!金英黄归汤低'

中'高剂量组
Â!(

的分泌量差异不显著 "

D

&

&j&2

#(与
Ŷ1

刺激组比较!金英黄归汤低'中'高剂

量组
Â!(

的分泌量分别显著"

D

$

&'&2

#或极显著

"

D

$

&'&%

#降低!且细胞分泌
Â!(

的分泌量与中药

浓度呈一定的量效关系!随着中药浓度的增加而减

少!并回到空白组水平!结果见图
%

&

""

'

与空白组相比!

D

$

&'&%

(

$

!

$$

'

与
Ŷ1

组相比!

D

$

&'&2

!

D

$

&'&%

&下同

""

'F#:

M

;K>"6$J=?#-JK#<

!

D

$

&'&%

(

$

!

$$

'F#:!

M

;K>"6$J= Ŷ1

!

D

$

&'&2

!

D

$

&'&%'O=>,;:>;,8><#6

图
#

!

金英黄归汤对
YPK,

分泌
MSEI

的影响

A8

2

@#

!

MC3BG*C/*13dF(1CMSEI13YPK,/GB9G.*,G

N

*.C-9-C9,

试验结果显示!与空白组相比!

Ŷ1

刺激组

ODT!

#

的分泌量显著升高"

D

$

&'&2

#!金英黄归汤

低'中'高剂量组
ODT!

#

的分泌量差异不显著"

D

&

%%.
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&'&2

#(与
Ŷ1

刺激组比较!金英黄归汤低'中'高剂

量组
ODT!

#

的分泌量则分别极显著"

D

$

&'&%

#或

显著"

D

$

&'&2

#降低!且也回到空白组水平!结果见

图
0

&

图
!

!

金英黄归汤对
YPK,

分泌
(ZAE

$

的影响

A8

2

@!

!

MC3BG*C/*13dF(1C(ZAE

$

13YPK,/GB9G.*,G

N

*.E

C-9-C9,

!@!

!

金英黄归汤对
S0U

导致小鼠
YPK,

中
C7#(E#

7+Z;

转录的影响

与空白组相比!

Ŷ1

刺激组
=8!/!%:VD3

转

录量极显著上升"

D

$

&'&%

#!金英黄归汤低剂量组

的转录量也显著上升"

D

$

&'&2

#!但金英黄归汤中'

高剂量组的转录量下降!且差异不显著"

D

&

&'&2

#(

与
Ŷ1

刺激组相比!金英黄归汤各剂量组均极显著

下调
=8!/!%

的转录"

D

$

&'&%

#!

=8!/!%:VD3

的转录量与中药浓度呈一定的量效关系!随着中药

浓度的增加而减少!且回到空白组水平!结果见图

*

&

图
'

!

金英黄归汤对
YPK,C7#(E#7+Z;

转录的影响

A8

2

@'

!

MC3BG*C/*13dF(1CC7#(E#7+Z;*W

N

.*,,81C8C

YPK,

!@'

!

金英黄归汤对
S0U

导致小鼠
YPK,

中
%7#DE$

7+Z;

转录的影响

与空白组相比!

Ŷ1

刺激组
.8!4!.:VD3

转录量极显著上升"

D

$

&'&%

#!金英黄归汤低浓度

组的转录量也极显著上升"

D

$

&'&%

#!但金英黄归

汤中'高浓度组的转录量差异不显著"

D

&

&'&2

#(与

Ŷ1

刺激组相比!金英黄归汤各剂量组均极显著下

调
.8!4O.

的转录"

D

$

&'&%

#!

.8!4!.:VD3

的转

录量与中药浓度呈一定的量效关系!随着中药浓度的

增加而减少!且回到空白组水平!结果见图
)

&

图
%

!

金英黄归汤对
YPK,%7#DE$7+Z;

转录的影响

A8

2

@%

!

MC3BG*C/*13dF(1C%7#DE$7+Z;*W

N

.*,,81C8C

YPK,

!@%

!

金英黄归汤对
S0U

导致小鼠
YPK,

中
%#(E#

7+Z;

转录的影响

与空白组相比!

Ŷ1

刺激组
.!/!%:VD3

转

录量极显著上升"

D

$

&'&%

#!金英黄归汤低剂量组

的转录量差异不显著"

D

&

&'&2

#!但金英黄归汤中'

高浓度组的转录量极显著下调"

D

$

&'&%

#(与
Ŷ1

刺激组相比!金英黄归汤各剂量组均极显著的下调

.!/!%

的转录"

D

$

&'&%

#!

.!/!%:VD3

的转录

量与中药浓度呈一定的量效关系!结果见图
2

&

图
H

!

金英黄归汤对
YPK,%#(E#7+Z;

转录的影响

A8

2

@H

!

MC3BG*C/*13dF(1C%#(E#7+Z;*W

N

.*,,81C8C

YPK,

!@H

!

金英黄归汤对
S0U

导致小鼠
YPK,

中
8C(

7+Z;

转录的影响

与空白组相比!

Ŷ1

刺激组
K=/ :VD3

转录

量极显著上升"

D

$

&'&%

#!金英黄归汤低剂量组的

转录量也极显著上升"

D

$

&'&%

#!但金英黄归汤中'

高浓度组的转录量显著"

D

$

&'&2

#或极显著"

D

$

0%.
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*

期 李
!

欣等$金英黄归汤对
Ŷ1

介导乳腺上皮细胞
Ô V)

信号通路中相关因子的影响

&j&%

#下调(与
Ŷ1

刺激组相比!金英黄归汤低浓度

组则极显著上调
K=/

的转录"

D

$

&'&%

#!而中'高

浓度组均极显著下调
K=/

的转录"

D

$

&'&%

#&

K=/ :VD3

的转录量与中药浓度呈一定的量效关

系!结果见图
.

&

图
$

!

金英黄归汤对
YPK,8C(7+Z;

转录的影响

A8

2

@$

!

MC3BG*C/*13dF(1C8C( 7+Z;*W

N

.*,,81C8C

YPK,

!@$

!

金英黄归汤对
S0U

导致小鼠
YPK,

中
C

$

9

7+Z;

转录的影响

与空白组相比!

Ŷ1

刺激组'金英黄归汤各浓

度组
=

&

B:VD3

转录呈极显著下调"

D

$

&'&%

#!与

Ŷ1

刺激组相比!金英黄归汤各浓度组均显著或极

显著的下调
=

&

B

的转录"

D

$

&'&2

!

D

$

&'&%

#&结果

详见图
4

&

图
&

!

金英黄归汤对
YPK,C

$

97+Z;

转录的影响

A8

2

@&

!

MC3BG*C/*13dF(1CC

$

9 7+Z;*W

N

.*,,81C8C

YPK,

'

!

讨
!

论

W9F,

在病原微生物侵入乳腺时!能分泌细胞

调节因子!如
Â!%

%

'

Â!.

'

Â!(

和
ODT!

#

*

/!%&

+

!这些

活性成分对乳腺炎的发生与病程发展起重要作用!

它们能趋化中性粒细胞进入乳腺感染区!抵抗病原

菌的感染*

%%

+

!这对疾病的控制是有利的!但细胞受

致炎因子刺激!机体过度活化后影响了其正常的功

能!从这角度来说对机体是不利的!所以减少致炎因

子所致细胞因子分泌更具有科学意义&本试验结果

进一步证实了
Ŷ1

可以导致小鼠
W9F,

分泌
Â!(

和
ODT!

#

*

*

+

!更重要的是发现适宜浓度的金英黄归

汤可抑制
Ŷ1

所致小鼠
W9F,

分泌
Â!(

和%或

ODT!

#

!这为金英黄归汤对抗
Ŷ1

的生物活性提供

了数据!为进一步研究金英黄归汤在
Ŷ1

导致信号

通路的研究打下基础&

Ŷ1

是
Ô V)

的天然配体!在免疫细胞上的

Ô V)

接受
Ŷ1

刺激后!将信号转到细胞内!可激

活
W

5

Q((

依赖和非依赖的
Ô V)

信号通路*

0

+

!

W

5

Q((

依赖途径是
W

5

Q((

和
W

5

Q((

样接头蛋白

"

W3̂

#聚集到
Ô V)

形成受体复合体&

AV3[!%

和
AV3[!)

与该受体复合物结合后!引起
AV3[!%

的磷酸化!使其从受体复合体上解离!并结合活化

O3[!%

结合蛋白
%

"

O3@%

#和
O3@0

以及
OV3T!.

并使其活化&活化的
OV3T!.

激活
DT!

/

@

转移至

核内启动相关基因的转录最终细胞分泌前炎症因子

ODT!

#

'

Â!%

'

Â!(

'

Â!.

等&前期研究发现金英黄

归汤能降低
Ŷ1

刺激小鼠
W9F,

后
.18)

'

?

0

H((

的
:VD3

的转录*

%0

+

&为了进一步研究金英黄归汤

对
Ô V)

信号通路中从
W

5

Q((

之后起至
DT!

/

@

段

相关因子的影响!设计了本试验&试验结果显示!

Ŷ1

刺激小鼠
W9F,

后!

=8!/!%

'

.8!4!.

'

.!/!

%

'

K=/

都极显著的升高!

=

&

B

极显著的降低!说明

小鼠
W9F,

的
Ô V)

信号传导与免疫细胞的信号

传导途径是一致的!这为
Ô V)

信号通路的研究增

加了
W9F,

的研究数据&结果还显示!金英黄归汤

能降低
Ŷ1

刺激小鼠
W9F,

后
=8!/!%

'

.8!4!.

'

.!/!%

'

K=/

的
:VD3

的转录!这说明金英黄归

汤抑制
Ŷ1

所致小鼠
W9F,

分泌
Â!(

和%或
ODT!

#

的机制之一可能是抑 制
Ô V)

信 号通路中

=8!/!%

'

.8!4!.

'

.!/!%

'

K=/

的转录&

DT!

/

@

激活的经典途径是抑制
A

/

@

而实现!

DT!

/

@

激活的非经典途径通过
DA[

实现的*

%*

+

&试

验结果证实了
Ŷ1

能导致小鼠
W9F,

的
=

&

B

的

:VD3

转录极显著下降!

K=/

的
:VD3

转录极显

著上升!这可推断
Ŷ1

是通过
A

/

@

途径和或
DA[

途

径活化
DT!

/

@

&试验结果发现金英黄归汤能显著

促进
Ŷ1

介导小鼠
W9F,

的
=

&

B

的
:VD3

转录下

降!极显著抑制的
K=/ :VD3

转录上升!我们推测

金英黄归汤可能是从
DA[

途径而不是从
A

/

@

途径

减少
DT!

/

@

活化!最终降低细胞分泌细胞因子&

DT!

/

@

是核转录因子!由于影响其活性及活化有多

*%.
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条途径!金英黄归汤对
DT!

/

@

活性及活化如何有待

进一步深入研究&

%

!

结
!

论

W9F,

在病原微生物侵入乳腺时!能分泌细胞

调节因子!如
Â!%

%

'

Â!.

'

Â!(

和
ODT!

#

!这对乳腺

炎的发生与病程发展起重要作用!中药复方金英黄

归汤可抑制
Ŷ1

所致小鼠
W9F,

分泌
Â!(

和%或

ODT!

#

!其机制是抑制
Ŷ1

介导的
Ô V)

信号通路

中
=8!/!%

'

.8!4!.

'

.!/!%

'

K=/

的
:VD3

转

录&并可能从
DA[

途径而不是从
A

/

@

途径减少

DT!

/

@

活化!最终降低细胞分泌细胞因子&
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