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表1 大补阴丸对CJ—S。致敏小鼠T、B淋巴细胞活性及血清中抗ds—DNA、ss—DNA抗体水平的影响(；±s，一一10)

Table 1 Effect of Dabuyin Pill on T，B iymphocytes activities and ds—DNA，ss—DNA antibody levels

in serum of CJ—S13l sensitized mice(；士s，n=10)

与正常组比较：+P<0．05 一P<0．01； 与模型组比较：△△P<0．01

。P<0．05 。’P<0．01 vs normal group： △△P<O．01 vs model group

自身免疫性疾病严重危害人类健康，如糖尿病、

甲亢、类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮、肝炎等，目

前尚无满意的治疗药物，因此研究和开发低毒高效

控制自身免疫性疾病的新药是国际发展趋势。大补

阴丸是中医滋补肾阴的经典名方，临床上发现用其

治疗某些自身免疫疾病疗效肯定，但目前相关实验

研究较少，在肝炎的治疗研究中也未见相关报道。

本实验结果表明，大补阴丸可明显减轻CJ—SⅢ

致敏小鼠肝脏自身免疫性炎症反应，而且可降低血

清中抗ds—DNA、SS—DNA抗体水平。表明大补阴丸

对CJ—SⅢ所致自身免疫反应有改善作用。此外，大

补阴丸对CJ—Sm致敏小鼠异常亢进的脾细胞增殖

反应具有明显的调节作用，提示大补阴丸对CJ—Sm

致敏小鼠自身免疫性病理变化的改善作用与其纠正

整体免疫功能失调有关。而且和地塞米松组相比也

有其特点，其T、B淋巴细胞活性接近正常水平

(P>0．05)，而地塞米松组T、B淋巴细胞活性降至

正常以下(P<0．05)。提示中药大补阴丸的免疫抑

制作用较缓和。

本实验初步揭示了大补阴丸对自身免疫疾病的

免疫调节作用，由于只设了一个成人常用剂量组，所

以可在此基础上加设大、小两个剂量，以便摸索出一

个最佳剂量。并且可以继续追踪分离具有改善CJ—

Sm致敏小鼠免疫功能状态的大补阴丸中的活性组

分，并以肝炎小鼠为模型进行进一步研究，从而为大

补阴丸治疗肝炎等自身免疫性疾病打下基础。

References：

[1]su X．The experience of theraping SLE by Shen Peian pro

lessor[J]．J New Chin Med(新中医)，1998，30(8)：10—
11．

[2]Liu X L，Chen K，Shi H，et a1．Effects of Dabuyin Pill on

blood glucose level and immune function in experimental

diabetic mice[J]．Chin J Mod Appl Pharm(中国现代应用

药学)，2000，17(3)：185—187．
[3]Sun B，Ma B L，Xie Y L．An animal model of autoimmunity

induced by formaldehyde treated CJ——Slsa and freunds corn—-

plete adjuvant[J]．Shanghai J Immunol(上海免疫学杂志)，

1991，11(5)：257-260．

I-4]Tan Y Y，You L F，Xu Y J．Effect of Dabuyin Pill on

immune function in normal mice[J]．Chin J Exp Clin Im—

munol(中国实验临床免疫学杂志)，1999，11(2)：21-24．

山楂叶抽提物对人脐静脉内皮细胞中过氧化氢的清除作用

兰文军，郑筱祥+

(浙江大学生物医学工程与仪器科学学院，浙江杭州 310027)

H。O：可引发细胞膜中的不饱和脂肪酸脂质发

生过氧化反应、破坏细胞膜；还能诱发细胞凋亡

(apoptosis)，促使DNA链断裂，从而损伤细胞，参

与多种病理机制。Chatterjee等[13报道，山楂的叶和

花的总抽提物WSl442有抗氧化作用。本实验研究

了富含黄酮的山楂叶抽提物对人脐静脉内皮细胞

(human umbilicus vein endothelial cell，HUVEC)

中H：O：的清除作用，以探讨此抽提物抗氧化作用。

1材料

流式细胞仪(FACSort，BD，美国)；微板读取

仪(Microplate reader 550，Bio—Rad，美国)；紫外

分光光度计(GeneQuantPro，Amersham Pharma—

cia，英国)；PI染料(Caltag，美国)；H：O：试剂盒和

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)试剂盒购自南京
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建成生物工程公司；山楂叶抽提物(含80％总黄

酮)，由浙江省药品鉴定所提供；胰酶购自Difco公

司(美国)；RPMI 1640培养基购自Gibco公司(美

国)；24孔培养板为Nunc公司产品(丹麦)。

2 方法

2．1 HUVEC的收集[2]：健康产妇的脐带来自浙江

大学医学院附属妇幼医院。清洗脐带，0．25％胰酶

消化内皮细胞，温育15 min后，PBS液清洗；将胰酶

消化液和PBS清洗液1 300 r／min离心10 min，收

集细胞；细胞在24孔培养板(含10％小牛血清的

RPMI 1640培养基)中培养至融合状态备用。

2．2 HUVEC的处理：细胞培养在24孔培养板中，

除正常组细胞外，其余各实验组加H。O：于细胞培养

上清液中(终浓度为20 mmol／L)并孵育细胞0．5

h；移去上清液，清洗细胞，重新加入含10％小牛血

清的RPMI 1640培养基(完全培养基)；山楂叶抽

提物大、中、小剂量组分别加入终质量浓度为20、

10、1 ffg／mL山楂叶抽提物。培育8 h，进行流式细

胞术检测(每组3复管)、GSH—Px和H。O：检测(每

组6复管)。

2．3 H。O。定量检测：收集1×106 HUVEC，加入

200 ffL 0．5％Triton X一100，摇匀，作用2 min；

2 500 r／min离心10 min后，取上清液200肛L；按

试剂盒说明书，制备空白管、标准管和测定管，微板

读取仪于405 nm处测定吸光度(A)值。样本中

H。O。含量按下式计算。

H202一(A测定 A空自)／(A标准一A空自)×标准品浓度×测

试样本体积

2．4 GSH—Px活性检测

2．4．1酶促反应A值测定：收集1×106 HUVEC，

加入200 ffL 0．5％Triton X一100，摇匀，作用2

min；2 500 r／min离心10 min后，取上清200肛L；

按试剂盒说明书，制备非酶管、样本管、标准管和空

白管，用微板读取仪于415 nm处测定A值。

2．4．2细胞总蛋白定量[3]：收集1×106 HUVEC，

加入200肛L 0．5％Triton X—100，摇匀，作用2

min；加入Laemmli样品缓冲液(20％SDS、10％

甘油、60 mmol／L Tris，pH 6．8)1 mL；样品置

70℃加热10 min，2 500 r／min离心10 min后，取

上清液；紫外分光光度法测定蛋白含量。

总蛋白一1．55 A280一0．76A260

2．4．3样本中GSH—Px活力：计算公式如下。

GSH—Px活力单位一(A非酶管--Am管)／(A标准管一A空自管)×

标准管浓度／(反应时间×蛋白含量)

2．5 细胞毒(细胞死亡率)检测：收集1×106 HU—

VEC；用PBS配50 ffg／mL PI染料浓缩液，取PI

浓缩液100弘L，加入到1 mL的细胞液中，放置5

min。采用流式细胞仪携带的Cell QuestTM软件进行

FL2红色荧光通道检测和数据分析。为了设定分析

用Marker，同时准备未染色的细胞。

2．6统计分析：结果以z±S表示，两样本均数比较

采用Student—t检验。

3 结果

山楂叶抽提物对H。O。预处理的HUVEC中

H。O。含量、GSH—Px活性及细胞毒作用的影响，结

果见表1。10、20 ffg／mL山楂叶抽提物剂量依赖性

地降低H。O：预处理的HUVEC中的H。O：含量，与

模型组比较差异显著(P<o．01)；且能以非剂量依

赖方式激活HUVEC的GSH—Px活性，与模型组比

较差异显著(P<o．01)。同时，本实验结果显示10、

20 ffg／mL山楂叶抽提物能保护H。O。预处理的

HUVEC，细胞死亡率与模型组比较差异显著(P<

0．01)。1 ffg／mL山楂叶抽提物组各项指标与模型

组比较差异均无显著性。

表1 山楂叶抽提物对H：O：诱导的HUVEC中H：o：含量、

GSH—Px活性和细胞毒的影响(x±s)

Table 1 Effect of hawthorn leaf extract on H202 level，

GSH—Px activity。and cytotoxicity of HUVEC

induced by H202(z±s)

组别 剂量， H202“m。l 死亡率／％组别
／(根．Ⅲ--。I一1)

H202“m。l GSH-Px／(U‘g-1) 死亡率／％

与模型组比较：一P<O．Ol

。’P<O．Ol"US model group

4讨论

以往研究表明，山楂的叶和花的总抽提物

WSl442有抗氧化作用口]，且植物中所含的黄酮被

认为是天然的抗氧化剂n]。本实验以H。O。诱导的

HUVEC为模型，研究了山楂叶抽提物(含80％总

黄酮)对HUVEC中H。O：的清除作用，结果显示，

山楂叶抽提物降低了HUVEC中的H。O：含量，表

明山楂叶抽提物可清除HUVEC中的H：O。。

消除H。O。的抗氧化防御体系分为酶系和非酶

系，前者主要是GSH—Px、过氧化氢酶(CAT)；后者

主要是一些蛋白、还原型谷胱甘肽(GSH)和维生

素E[51等。GSH—Px可将三肽的谷胱甘肽转化为其
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氧化形式(2GSH+H。O：-+GSSG+2H：O)，由此能

清除H。O。。本实验观察了山楂叶抽提物对HUVEC

中GSH—Px活性的影响。结果显示，在H。O。处理

HUVEC后，加入富含黄酮的山楂叶抽提物可以促

进GSH—Px的活性，表明山楂叶抽提物可通过调控

GSH—Px活性，清除HUVEC中的H。O：。

在本实验结果中，富含黄酮的山楂叶总抽提物

可剂量依赖性地降低H。O。预处理的HUVEC中的

H。O。含量。然而，此抽提物激活HUVEC的GSH—

Px活性却是以非剂量依赖方式。这些结果提示：富

含黄酮的山楂叶总抽提物可能还通过其他途径降低

HUVEC中的H：O：含量。本实验还应用流式细胞

术，研究了山楂叶抽提物对H。O。所致细胞毒的抑制

作用。结果显示，富含黄酮的山楂叶抽提物可以抑制

H。O。所致HUVEC的损伤，提示此抽提物可通过清

除HUVEC中过量H。O：而起到细胞保护作用。
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八昧锡类散不同途径给药治疗大鼠溃疡性结肠炎的药效对比研究

刘端勇h2，赵海梅2，赵 宁3，赵林华3，贾红伟3，肖 诚3，吕 诚3，赵红艳3，何颖辉2，辛增平2，吕爱平1’铲

(1．中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330077；2．江西中医学院，江西南昌 330006；

3．中国中医研究院基础理论研究所，北京100700)

八味锡类散具有清热解毒、消肿止痛之功。常用

于内有蕴热、外感时邪引起的瘟疫白喉、咽喉肿痛及

溃疡性结肠炎(UC)等的治疗，用于治疗uc时常

用的方法是声。和灌肠，但究其两种不同途径给药

治疗uc的疗效和作用机制对比分析鲜见报道，本

实验即从此角度出发，对二者进行对比实验研究。

1材料与方法

1．1动物及分组：新西兰家兔8只(中国药品生物

制品检定所实验动物中心)。清洁级健康SD大鼠

72只(北京大学医学部实验动物科学部)，雌雄各

半，体重(160±i0)g，随机分成正常组、灌胃模型

组(模型I组)、灌肠模型组(模型Ⅱ组)、八味锡类

散灌胃治疗组(治疗I组)、八味锡类散灌肠治疗组

(治疗Ⅱ组)、柳氮磺吡啶组(阳性对照组)，每组12

只，常规饲养3 d后使用。

1．2 主要药物及试剂：八味锡类散每支1 g(北京

同仁堂股份有限公司，批号4100008)；柳氮磺吡啶，

每片0．25 g(上海三维制药有限公司，批号

200403C09)；盐酸氯胺酮注射液(Jz海第一生化药

业有限公司，批号951020)；CD4、CD8单克隆抗体

(BD Biosciences公司产品)；CD4、CD8免疫组化试

剂盒(SANTA公司产品)；完全弗氏佐剂(Sigma

公司产品)；肿瘤坏死因子一a(TNF—a)免疫组化试

剂盒(武汉博士德生物工程有限公司产品)。

1．3仪器：Leica图像分析仪和Qwinl00图像分析

处理系统(德国Leica公司)；EPICS(XL)流式细

胞仪(美国Coulter公司)；SABA全自动生化仪

(意大利SABA公司)。

1．4造模方法：按文献方法进行[1]。抗原乳化液的

制备：取家兔分离结肠黏膜，加适量生理盐水置组织

捣碎机中捣碎，于一20℃下保存24 h后，溶冻，再

以4 000 r／min离心30 min，取其上清液即抗原原

液并测得其蛋白质量浓度(14．5 g／L)。取抗原原液

与等量完全弗氏佐剂混匀为10 mg／mL溶液，然后

用注射器反复抽吸、充分乳化，制成抗原乳化液。大

鼠致敏与处理方法：除正常组外，其他各组大鼠均予
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