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基质金属蛋白酶(MMPs)，可有效地降解胶原和纤

维帽内其他细胞外基质，使得纤维帽变薄，纤维帽的

不断变薄将最终导致粥样斑块的破裂。另外，TNF—a

还能诱导斑块内平滑肌细胞的凋亡，从而使得平滑

肌细胞产生的问质胶原减少，斑块的稳定性降低。炎

症细胞因子还能促使斑块中VEGF表达增加口]，

VEGF能促进斑块新生血管生成，新生血管形成是

斑块不稳定的又一因素口]。

目前，临床上发现的AS病人大部分属于中、晚

期病变，这一时期最大的威胁是不稳定斑块破裂后

产生的并发症。目前对斑块稳定性的研究也越来越

受到重视。本室既往研究发现PNS对AS的早期病

变有防治作用，在此基础上进一步研究发现PNS对

AS成熟斑块也有改善稳定性作用。本实验发现

PNS能降低兔AS中、晚期病变血清中TNF—a和

IL一6的水平及斑块内TNF—a和IL一6表达；中、高

剂量组效果更为显著，二者无明显差异。PNS能有

效改善斑块稳定性，其抗炎作用能延伸至AS斑块

内部，提示PNS改善斑块稳定性的机制可能与其抗

炎作用有关。斑块稳定性的影响因素是非常复杂的，

本课题组将继续就PNS改善斑块稳定性的机制做

进一步探讨。
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4种中药提取液对不同来源成纤维细胞作用的实验研究
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胸部恶性肿瘤患者常需要接受胸部放射治疗，

其中胸部的两个重要脏器心脏和肺脏是最易受到放

射损伤的部位，这不仅限制了肿瘤的照射剂量，从而

也限制了疗效，也影响患者的生存质量，有时甚至成

为导致肿瘤患者死亡的直接原因。在放射性损伤过

程中比较重要的一个机制就是成纤维细胞的过度增

殖[1]，因此本实验体外培养了这两种不同来源的成

纤维细胞，并观察当归、川芎、黄芪及丹参各中药提

取液对其的作用。

1材料

川I芎(Rhizoma Chuanxiong，四川)购于四川

绿色药业科技发展股份有限公司；当归(Radix An—

gelicae Sinensis，甘肃)、丹参(Radix Salviae Milti—

orrhizae，甘肃)，黄芪(Radix Astragali，甘肃)均购

于甘肃陇南礼县药材公司，药材均由第四军医大学

西京医院药剂科杨喜忠主任药师鉴定；1个月SD

雄性大鼠由第四军医大学动物中心提供。DMEM

(Sigma)，胶原酶(Gibco)，胰酶(Gibco)。

2方法

2．1 中药制备：当归、川芎、黄芪、丹参粉碎，各称取

100 g，其中当归置圆底烧瓶内，加50％乙醇浸泡

30 min，在水浴锅上加热回流提取60 min，搅拌、滤

过；药渣同法提取60 min，滤过。川芎、黄芪、丹参置

烧杯内，加蒸馏水600～800 mL浸泡30 min，在水

浴锅上加热60 min，搅拌、滤过；药渣再加蒸馏水同

法煎煮60 min，滤过。合并两次煎液，浓缩至含生药
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1 g／mL，一20℃冰箱保存(上述药物均由第四军

医大学药物研究所协助制备)。临用时取出于37℃

水浴中溶解，加蒸馏水稀释，0．45 btm滤膜滤过。经

西北大学分析测试研究中心鉴定，薄层色谱和质谱

分析，均符合《中国药典》2005年版一部标准。

2．2肺成纤维细胞培养：将1月龄SD大鼠脱颈处

死，将整个大鼠浸泡于75％乙醇中消毒约5 min。

在无菌状态下，开胸尽快取出肺脏，用PBS反复冲

洗，除去胸膜，将肺组织剪碎，放入离心管中，用

0．3％胶原酶在37℃孵箱消化90 min，期间每隔

10～15 min吹打或振摇；用100目筛网滤过，悬液

加入含10％新生牛血清的DMEM培养液中，800

r／min离心6 rain，弃上清液，再加入PBS液，800 r／

min离心6 min，弃上清液。加入含10％血清的

DMEM培养基轻轻吹打混匀，放人孵箱继续培养。

原代培养的细胞汇成单层后用0．25％胰蛋白酶消

化液消化，每2～3天换液1次。经形态、免疫组化鉴

定。取2～5代细胞用于实验。

2．3心肌成纤维细胞培养：按2．2项方法处死大鼠

后，在无菌状态下，开胸尽快取出心脏，用PBS反复

冲洗，除去大血管，再用PBS冲洗后剪碎，放入离心

管中，用0．3％胶原酶在37℃水浴振摇消化60

min，加入0．02％胰蛋白酶在37℃水浴振摇消化

45 min；用200目筛网滤过，悬液加入含10％新生

牛血清的DMEM培养液中，800 r／min离心6 min，

弃上清液，再加入PBS液，800 r／min离心6 min，弃

上清液。加入含10％血清的DMEM培养基轻轻吹

打混匀，放人孵箱继续培养。原代培养的细胞汇成单

层后用0．25％胰蛋白酶消化液消化，每2～3天换

液1次。经免疫组化鉴定。取1～3代细胞用于实验。

2．4形态学观察：倒置显微镜下观察并记录用药后

每天细胞生长情况及形态学改变，并于用药后24 h

拍照记录。

2．5 MTT比色法试验：取对数生长期细胞，将消

化后的单细胞悬液接种于96孔板中，每孑L接种100

肛L，次日换无血清的DMEM培养液培养24 h，分

别加入不同质量浓度的川I芎、当归、黄芪、丹参提取

液，培养72 h，加入MTT溶液(5 mg／mL)20 gL，

在37℃孵箱中培养4 h，然后弃除孔内上清液，每

孔加入150肛L二甲基亚砜(DMSO)振荡10 rain，

在Wallac 1420酶标仪(美国Victor公司产品)上

以590 am波长测定各孔吸光度(A)值。

2．6统计学分析：各项参数均以z±S表示，对实验

数据采用t检验。

3结果

3．1 形态学观察：倒置显微镜观察发现，川芎、当

归、黄芪提取液作用24 h后细胞数目明显减少，细

胞形态不规则，排列混乱；丹参提取液作用24 h后

细胞数目明显增多，而且由于增殖旺盛，有些细胞死

亡漂浮于液面。

3．2 MTT试验：结果显示，川芎、当归、黄芪提取

液对肺和心肌成纤维细胞增殖有抑制作用。其中对

肺成纤维细胞，JIl芎、当归的高剂量无抑制作用，却

有明显促增殖作用，只有中、小剂量有抑制作用，黄

芪的3个剂量均有抑制作用；对心肌成纤维细胞，

当归、黄芪的高剂量无抑制细胞增殖作用，其中、小

剂量有抑制作用，而川芎的3个剂量均有抑制作用

(P<0。05、0．01)，见表1。

表1川芎、当归、黄芪和丹参提取液对肺和心肌成纤维

细胞增殖的影响(j士s，露一5)

Table 1 Effect of Radix Chuanxiong，Radix Angd缸ae

Sinensis，Radix Astragali，and Radix Salviae

Miltiorrhizae extracts on rat lung and myocar—

dium fibroblast proliferation(；土s，席一5)

与对照组比较：+P<O．05 一P<O．01

+P<0．05’+P<O．01 Fs control group

4讨论’

放射损伤的最终结果导致纤维化，这在放射治

疗中很常见，它是一种复杂的组织反应，其主要特征

是大量细胞外基质(ECM)的沉积和成纤维细胞的

过度增殖。在慢性纤维化过程中，成纤维细胞是如何

被激活，是这个研究领域的关键问题。多数纤维化病

灶，不管起因如何，都表现出一些共同的特点。在纤

维化形成期，伴有浸润性炎细胞、成纤维细胞、巨噬

细胞和大量内皮细胞聚集在新生毛细血管内，被激

活的成纤维细胞成为细胞骨架蛋白参与伤口的收

缩，因此在纤维化过程中起了关键作用[1~5]。近年的
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研究证实，肺成纤维细胞是肺纤维化发生发展的重

要效应细胞，分泌炎症介质、释放大量ECM[6]，因此

研究药物对肺成纤维细胞的作用也尤其重要。

本实验应用消化法成功培养了来源于肺脏和心

脏的成纤维细胞，并用中药干预。倒置显微镜下观

察，肺成纤维细胞呈梭形或三角形，心肌成纤维细胞

多呈梭形，当归、川芎、黄芪作用24 h后成纤维细胞

数目明显减少，丹参作用24 h后成纤维细胞数目明

显增多，而且由于增殖旺盛，有些细胞死亡漂浮于液

面。通过MTT比色法对两种来源的成纤维细胞进

行测定，观察细胞的增殖，结果显示不同质量浓度的

川芎、当归、丹参、黄芪对成纤维细胞的作用有差异。

其中中、小剂量的当归、川芎及大、中、小剂量的黄芪

对肺成纤维细胞的增殖有抑制作用，而大剂量当归、

JII芎及各剂量丹参对肺成纤维细胞有促进增殖的作

用；而对心肌成纤维细胞而言：中、小剂量的当归、黄

芪及大、中、小剂量的川芎有抑制作用，大剂量当归、

黄芪及各剂量丹参有促进作用。中药川芎、黄芪对

肺、心肌成纤维细胞的不同特点，可能与药物对不同

靶器官的作用不同而异。总之，中、小剂量的当归、川I

芎、黄芪提取液对成纤维细胞均有抑制作用，而丹参

却无此作用。可以看出，不同药物对不同成纤维细胞

的作用有差异；同一种药物的不同剂量对成纤维细

胞具有不同的作用结果；这些药物是通过怎样的途

径发挥其作用的，其作用机制如何，有待进一步

研究。
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葡萄提取物消除0157大肠埃希氏菌耐药性的作用

王秀英，刘世贵，高 荣，蒋舜媛，朱冰，陈 恬

(四川I大学生命科学学院生物资源与生态环境教育部重点实验室，四川成都610064)

0157肠出血性大肠埃希氏菌(EHEC)，是出

血性肠炎的主要致病菌，不仅致病性、传染性强，还

可并发溶血性尿毒综合征(himolytic uremic syn—

drome，Hus)等严重疾病。自1982年以来，已在美

国、日本等地多次引起疾病的暴发流行。1990年5～

8月日本爆发了到目前为止世界上最大的一次

0157：H7大肠埃希氏菌(简称大肠杆菌)感染，

9 000多人患病，10余人死亡。欧洲一些国家也先后

发生了0157大肠杆菌感染，在我国0157大肠杆

菌感染也散在发生。因此，0157大肠杆菌已成为威

胁人类生命的重要病菌之一。随着0157大肠杆菌

疾病的暴发以及伴随着抗菌药物的广泛应用，0157

大肠杆菌对抗菌药物的耐药性也随之增加，给疾病

的控制带来了影响。为了克服日趋严重的细菌耐药

性，从天然产物中寻找能够致敏细菌的生物活性物

质，是增强抗菌药物疗效的有效途径。本实验室从中

国西部食源性植物中筛选具有消除细菌耐药性的植

物种类，自葡萄科(Vitaceae Lindley或Ampeli—

daceae Kunth)葡萄属(Vitis L．)植物提取物中，发

现具有消除0157大肠杆菌耐药性的作用。

1材料与方法

1．1 3株受试大肠埃希氏菌株来源：大肠埃希氏菌

标准菌株Escherichia coli ATCC一25922，由中国科

学院微生物研究所提供；E．coli 0157：H7出血性大

肠埃希氏菌，由中国疾病预防控制中心微生物流行

病研究所提供；E．coli 0157：88ac：19出血性大

收稿日期：2005—09—13
基金项目：科技部重大基础研究前期研究专项(2001CC02700)；四川省科技厅科技攻关项目(04SG022--015--01)
作者简介：王秀英(1956一)，女，博士研究生，主任医师，于成都军区疾病预防控制中心从事病原微生物预防研究工作。

Tel：(028)66179465 E—mail：wangxy48@163．com

  




