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单保恩1，赵连梅1，艾军2，何兰欣2，陈书红3，丁春艳1

(1．河北医科大学第四医院科研中心，河北石家庄050011}2．河北省肿瘤研究所，河北石家庄050011；

3．华北制药集团新药研究开发有限责任公司，河北石家庄050015)

摘要：目的研究香加皮中提取的羽扇豆烷乙酸酯(CPLA)对正常人外周血淋巴细胞和吞噬细胞免疫调节功能

的影响。方法 无菌分离人外周血淋巴细胞和巨噬细胞，加入PHA和不同质量浓度的CPLA，MTT法检测其对淋

巴细胞增殖及巨噬细．胞对食管癌细胞株ECA一109生长的影响；RT—PCR法检测CPI。A对7一干扰素(INF一7)

mRNA表达的影响；El。ISA法检测CPLA作用后淋巴细胞和巨噬细胞培养上清液中肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白

细胞介素一2(IL一2)等细胞因子分泌的变化。结果 5～40 btg／mL CPLA能明显增强PHA活化的人外周血淋巴细

胞的增殖(P<0．01)；20、40／19／ml。的CPLA能使淋巴细胞IFN一7 mRNA的表达水平明显升高(P<0．01)；用

CPLA处理后的巨噬细胞对肿瘤细胞的杀伤功能明显增强(P<0．01)，并证实了该作用可能与CPLA促进巨噬细

胞分泌TNF—a增多有关；CPLA能促进淋巴细胞产生IL一2和TNF—a，并呈现浓度依赖性(P<0．01)。结论

CPLA能增强人外周血淋巴细胞和巨噬细胞的免疫功能，发挥抗肿瘤作用。
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Abstract：Objective Effect of Corlex Periplocae 1upane acetate(CPI。A)on immunoregulation of

human peripheral blood lymphocytes was studied．Methods Lymphocytes from human peripheral blood

were isolated and co—incubated with phytohemagglutin(PHA)and different concentration of CPLA．The

effect of CPLA on the proliferation of lymphocytes and phagocytosis of macrophage to the growth of

human esophageal carcinoma cells ECA一1 09 were measured bv MTT method．Efleet of CPI。A on IFN一7

mRNA expression was determined by using RT—PCR．TNF—a and IL一2 secretion in supernatant of

lymphocytes and macrophage culture after CPI。A treatment were determined with E1。ISA assay．Results

The proliferation of lymphocytes was enhanced by 5—40／19／mL CPI。A after activation of the proliferation

of lymphocytes from human peripheral blood with PHA in a dose dependent manner(尸<O．O 1)．The

expression of lFN一7 mRNA in lymphocytes was enhanced by 20 and 40 ug／mL CPLA(P<0．01)．CPLA

could strengthen the macrophage to inhibit the proliferation of esophageal carcinoma cells significantly

(P<0．01)，which may be related with TNF—a production．The production of IL一2 and TNF—a by

lymphocytes could be augmented by CPLA treatment in a dose dependent manner(P<O．01)．Conclusion

CPLA could regulate the immune response of lymphocytes and macrophage from human peripheral blood，

which may be related with killing carcinoma cells．
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香加皮是植物杠柳Periploca sepium Bunge的

干燥根皮。《中国药典》记载，香加皮主要功能为祛风

湿、强筋骨，常用于风寒湿痹、腰膝酸软、心悸气短、

下肢浮肿的治疗。本课题组在分离纯化香加皮有效

成分的过程中，获得了数个单体成分，通过活性筛选

实验发现，香加皮水提物及醇提物中的杠柳苷对人

胃癌细胞BCG一823、乳腺癌细胞MCF一7、食管癌细

胞TE一13等均具有良好的抑制效应[1’2]。进一步研

究发现，其中的羽扇豆烷乙酸酯(1upane acetate)

是一种三萜类化合物，可刺激DC细胞(树突状细

胞)分化成熟，增加DC细胞产生白细胞介素一12

(IL一12)和肿瘤坏死因子一oc(TNF—a)等细胞因

子‘3。。结果提示香加皮具有巨大的开发潜力和实用

价值，但其免疫调节作用和作用机制尚不十分清楚。

本实验旨在进一步研究香加皮羽扇豆烷乙酸酯

(Cortex PHplocae lupane acetate，CPLA)对人外

周血淋巴细胞的免疫功能的调节作用，为其开发利

用提供实验依据。

1材料

健康人外周血采自20～30岁健康志愿者。人

食管癌细胞株ECA一109由本课题组提供。香加皮

羽扇豆烷乙酸酯(CPLA)由华北制药集团新药研

究开发中心分离纯化，质量分数为95％以上。

RPMI一1640为Gibeo公司产品。植物凝集素

(PHA)、MTT试剂均为Sigma公司产品。人重组白

介素一2(rIL一2)购自美国Peprotech公司。人IL一2

和TNF—a ELISA试剂盒购自晶美生物工程有限公

司。淋巴细胞分离液为上海生化试剂二厂产品。胎

牛血清(FBS)为杭州四季青公司产品。7一干扰素

(IFN一7)基因扩增引物由上海生物工程公司合成。

RT—PCR试剂盒购自华美生物工程公司。

2方法

2．1 人外周血淋巴细胞的分离和增殖反应：无菌采

取健康人外周血约5 mL，肝素抗凝，加入等体积

PBS混匀，用淋巴细胞分离液经密度梯度离心法分

离外周血单核细胞(PBMC)[4]，取白细胞层用PBS

洗涤两次，加入含10％FBS的RPMI一1640培养

基，置于饱和湿度、37℃、5％CO：培养箱中培养2

h，贴壁细胞作为巨噬细胞，收集备用。未贴壁细胞

重悬于培养液中，2％台盼蓝试验证实细胞存活

率>95％，调整浓度为2×i06／mL。加入96孔板

中，每孔100,uL，实验孔加入不同质量浓度的

CPLA，加入或不加PHA，CPLA终质量浓度分别

为40、20、10、5 pg／mL，每组均设4个复孑L。常规培

养72 h，各孔加入MTT(5 mg／mL)20弘L，培养过

夜，离心弃去培养上清，每孔加入DMSO 150弘L，混

匀后以测定波长570 nm，参考波长620 am检测各

孔吸光度(A)值，并计算增殖指数。

增殖指数一实验组A值／对照组A值×100％

2．2 RT—PCR检测淋巴细胞IFN一7 mRNA的表

达：实验分组及培养方法同2．1项，收集各组细胞，

Triz01分离总细胞RNA，经RT—PCR扩增。IFN一7

扩增引物序列参考文献方法[5]，上游：5，-AT—

GAAATATACAAGTTATATCTTGGCTT一3’；下

游：5’一GATGCTCTTCGACCTCGAAACAGCAT一

3’，扩增片段为494 bp。以p-actin为内参照(正：

TGAGACCTTCAACACCCCAG；反：GCCATCT—

CTTGCTCGAAGTC，扩增片段309 bp)。PCR反

应条件：95℃预变性30 S，94℃变性1 min，63℃

退火1 min，72℃延伸30 S，40个循环，扩增产物均

用1％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统观察电泳

结果，并用分析系统测出各泳带的吸光度值，根据

IFN一7 mRNA与p—actin mRNA吸光度的比值，对

其进行半定量分析，实验重复3次。

2．3 巨噬细胞吞噬作用分析：将2．1项分离贴壁细

胞作为巨噬细胞，用RPMI一1640培养基调整细胞

浓度为2．5×106／mL，接种于96孔培养板中，每孔

80牡L，实验孔分别加入20弘L对照剂(培养基及

20弘g／mL rlL一2)和不同质量浓度(40、20、10、5

弘g／mL)的CPLA，培养24 h后，分别加入ECA一

109细胞悬液(1 x 10s／mL)100肛L，使效、靶比为

20：1。每孔液体终体积为200弘L，不足者用培养基

补齐，每组均设4个复孔。置于饱和湿度、37℃、5％

CO：培养箱中培养48 h后，进行如下处理：(1)取各

组培养上清100肛L，ELISA法测定TNF-a水平；

(2)各孔加MTT(5 mg／mL)20肛L，培养过夜，离

心弃去培养上清，每孔加入DMSO 150 pL，混匀后

以测定波长492 nm，参比波长620 nm检测各孔A

值，并计算对肿瘤细胞抑制率。

抑制率=E1一(肿瘤细胞与巨噬细胞混合孔A值一巨

噬细胞孔A值)／肿瘤细胞孔4值]×100％

2．4细胞因子的分泌和测定：按2．1项方法培养淋
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巴细胞，所得到的培养上清用ELISA法测定1L一2、

TNF—d水平，在酶标测试仪上测定570 nm处A值。

根据标准曲线计算出培养上清液中细胞因子的量。

2．5统计学处理：采用SPSS 11．5统计软件进行

单因素方差分析和LSD，实验结果用z士s表示。

3结果

3．1 CPLA对人外周血淋巴细胞增殖的影响：在

5～40 pg／mL质量浓度下，CPLA可显著促进PHA

活化的淋巴细胞增殖(尸<O．01)，见表1。

裹1 CPLA对人外周血淋巴细胞增殖的影响(j±s，H一4)

Table 1 Effect of CPLA on proliferation of human

peripheral blood lyrephocytes(j士I。辟一4)

与对照组比较：一尸<O．01；与PHA组比较}△△P<0．01

。。P<0．01_5 control group；△△P<0．01 w PHA group

3．2 CPI。A对人外周血淋巴细胞IFN一7 mRNA表

达的影响：如图1所示，人外周血淋巴细胞有较低

IFN一7 mRNA的表达，经PHA活化后，IFN一7

mRNA表达水平有增高趋势，但没有统计学意义

(尸>0．05)。20、40 gg／mL CPLA能增强PHA的活

化作用，使淋巴细胞IFN—y mRNA的表达明显增

强(P<O．01)，半定量结果见表2。

3．3 CPLA增强人外周血巨噬细胞的吞噬作用：经

不同质量浓度CPLA作用72h后，巨噬细胞对肿

M—DNA Marker l一40 pg·mL一1 CPLA+PHA

2-20 gg·mL“CPLA+PHA 3-PHA 4-对照

M·DNA Marker 1-40／zg·mL一1 CPLA+PHA

2—20 pg·mL一1CPLA+PHA 3-PHA 4-control

图l 不同刺激物对人外周血淋巴细胞1FN·y mRNA

表达的影响

Fig．1 Effects of different stimulators on expression

of IFN—y mRNA in human peripheral blood

lymphocytes

瘤细胞的吞噬作用明显增强(P<o．01)，20、40弘g／

mL CPLA刺激后，巨噬细胞的吞噬作用明显大于

阳性对照组(rlI。一2)(P<o．01)，见表3。20、40 pg／

mL CPLA组肿瘤细胞与巨噬细胞培养上清液中

TNF—n的量与对照组相比明显增高(尸<o．01)，但

20、40 pg／mL CPLA组与rlL一2组相比没有显著差

异(尸>0．05)，见图2。

表2 CPLA对人外周血淋巴细胞IFN—y mRNA表达的

影晌(i士s，^=6)

Table 2 Effect of CPLA on expression of IFN—y

mRNA in human peripheral blood

lymphocytes(i士，，弹=6)

与对照组比较：一P<0．01

’’P<O．01"US control group

寰3 CPLA对人外周血巨噬细胞吞噬作用的影响

(r±s．n=4)

Table 3 Effect of CPLA on phagocytosls of macrophages

from human peripheral blood(；±s，库=4)

与对照组比较：一P<O．Ol

。‘P<O．01 wcontrol group

300

200

对照 rlL．2 5 10 20 40

与对照组比较：一P<0．01
。。P<O．Ol gt$control group

圈2 CPLA对人外周血巨噬细胞TNF—a产生的影响

(j±S，月==6)

Fig．2 Effect of CPLA on production of TNF-a

by macrophages from human peripheral

blood(i±s．n=6)
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3．4 CPLA对人外周血淋巴细胞TNF—a和IL一2

产生的影响：PHA对淋巴细胞产生TNF—a和IL一2

没有明显影Ⅱ向(P>O．05)，经CPLA作用后，淋巴

细胞产生的TNF一0【和II。一2水平显著升高(P<

0．01)，且有明显的量效关系，见表4。

表4 CPLA对人外周血淋巴细胞产生TNF—a和IL一2

的影响(；士s，席一4)

Table 4 Effect of CPLA on production of TNF—a

and IL一2 by lymphocytes from human

peripheral blood(f±s，弹一4)

与对照组比较：一尸<O．0I

’。P<o·01'us control group

4讨论

肿瘤患者在接受放射线和化疗药物治疗时，射

线和药物对机体的免疫系统有抑制作用，致使机体

的免疫功能进一步下降，影响了治疗效果并可导致

一些不良反应。所以，解决肿瘤患者免疫功能低下问

题成为治疗肿瘤非常关键的环节。最近，国内外学者

提出生物反应调节剂(biological response

modifier，BRM)的概念，强调在肿瘤放化疗及手术

治疗的同时应用BRM，不但能提高患者的免疫功

能，还可减轻上述治疗对免疫系统及造血系统的损

害，从而提高治疗效果。在我国，中药取自天然，来源

广泛、容易获得、不良反应小。因此，从中药中提取有

效成分作为BRM显示其明显优势。为此，本实验室

对几十种中药的免疫调节作用进行了研究，其中香

加皮显示了很好的免疫促进作用，为进一步研究作

用机制，本实验研究了香加皮提取成分CPLA对人

外周血淋巴细胞增殖及功能的影响。

本实验结果显示，CPLA单独诱导淋巴细胞活

化和增殖不明显，而与PHA协同作用后可使淋巴

细胞明显增殖。PHA是T细胞非特异性有丝分裂

原，能与T细胞表面CD3／TCR复合体结合，导致包

括CD3、CD4、CD8以及LAF一1等细胞表面分子磷

酸化，通过激活PKC途径引起细胞活化。该结果提

示CPLA可能强化了这种活化作用，促进淋巴细胞

进入增殖周期而发生增殖。肿瘤患者免疫功能下降

常伴随一些细胞因子(cytokines，CKS)水平的变

化，如II，一2、IL一12、IFN、TNF等¨]，为此，本实验研

究了CPLA对人外周血淋巴细胞细胞因子产生的

影响。结果显示，在CPLA与PHA协同作用下，淋

巴细胞IFN一7 mRNA表达水平明显增高，IL一2和

TNF—a的产生也明显增加。IL一2和IFN一7是Thl

细胞分泌的主要淋巴因子，在抗肿瘤免疫中发挥着

重要作用口’8]。Nakayama等[9]研究表明，胃肠肿瘤

患者肿瘤引流淋巴结和外周血中IL一2和IFN-7的

产生均明显减少，这是由于该部位的CD4+Thl型

细胞减少，Th2细胞增多所导致。IFN一7可以促进

ThO细胞向Thl方向分化，抑制其向Th2方向分

化[1州。CPLA通过增强外周血中IFN一7的产生，可

保持Thl／Th2平衡，有助于免疫系统发挥抗肿瘤

作用。Nakayama等Cg,tt]概述，提高lI。一2等细胞因子

水平，能够增强T细胞的激活信号，解除肿瘤对T细

胞的抑制作用，并促进T细胞对肿瘤抗原的反应，是

提高机体抗肿瘤作用的有效方法。本实验结果提示，

CPLA可通过促进外周血中IL一2的产生，发挥抗肿

瘤效应。TNF—a能够直接杀死病毒和肿瘤，最近文

献指出，TNF—a在CD8+T的成熟阶段发挥着重要

的信号作用，TNF—a缺乏时会导致效应性CD8+T

细胞产生下降，影响其转化为记忆性T细胞[1引。可

见，TNF—a除了对肿瘤细胞具有直接毒性和生长抑

制作用外，还可以通过增强CD8+T细胞的细胞毒

作用抵抗肿瘤的生长。

本研究结果显示，在5～40／』g／mL质量浓度

下，CPLA可显著提高巨噬细胞对肿瘤细胞的杀伤

功能并增强巨噬细胞TNF—a的分泌。该结果提示

CPLA除可以直接增强巨噬细胞的吞噬功能以外，

还可能通过促进巨噬细胞分泌TNF—a来问接杀伤

肿瘤细胞。
。

本研究结果证实，CPI。A能促进活化的外周血

T淋巴细胞增殖，增强其IFN一7 mRNA的表达及

IL一2和TNF—a的产生，能够增强巨噬细胞对肿瘤

细胞的杀伤功能。该实验结果提示，CPLA可作为

BRM，发挥免疫调节功能而增强抗肿瘤作用。但其

具体的作用机制尚需进一步研究证实。
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荜茇宁对高脂血症大鼠血脂代谢及其相关基因表达的影响

麻春杰1，哈斯阿古拉2，张立全2，博日吉汗格日勒图”，苏日娜1

(1．内蒙古大学高分子化学及蒙药研究所，内蒙古呼和浩特010021I 2．内蒙古大学

生物工程中心，内蒙古呼和浩特010021)

搐要：目的 观察荜茇宁对实验性高脂血症大鼠血脂代谢及其相关基因表达的影响。方法 饲喂高脂饲料建立

高脂血症大鼠模型，荜茇宁分别按2．5、5、10 mg／kg给大鼠连续ig 4周。实验结束，取空腹血，检测血清总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDI。一C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL—C)、载脂蛋白A1(ApoAl)、

载脂蛋白B(ApoB)；利用反转录聚合酶链反应(RT—PCR)测定大鼠肝脏低密度脂蛋白受体(LI)I，R)、ApoB和3一

羟基一3一甲基一戊二酰辅酶A还原酶(HMG—CoAR)mRNA的表达。结果 与模型组相比，荜茇宁能降低血清TC、

TG、LDL—C、ApoB水平及ApoB／ApoAl的值(P<0．05)，升高HDL—C、ApoAl(尸<0．05)，能增强高脂血症大鼠

LDI，R mRNA表达(P<0．05)，降低ApoB mRNA表达(尸<0．05)．但对HMG—CoAR mRNA的影响不明显

(P>o．05)。结论荜茇宁具有调节高脂血症大鼠血脂代谢的作用，其机制可能与提高LDI。R基因转录水平，降低

ApoB mRNA表达有关。

关键词：荜茇宁；脂代谢；高脂血症
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Effect of piperlonguminine on blood lipid metabolism and its related

genes expression in hyperlipidemia rats

MA Chun—jiel，HASI Agula2，ZHANG Li—quan2，BORIJIHAN Gereltul，Surinal

(1．Institute of Macromolecular Chemistry and Mongolian Medicine，Inner Mongolia University，Huhhot 010021，China；

2．Bioteehnology Center，Inner Mongolia University，Huhhot 010021，China)

Abstract：Objective To observe the effects of piperlonguminine on the blood lipid metabolism and its

related genes expression in hyperlipidemia rats．Methods The hyperlipidemia models induced by high—fat

feeding were established．The piperlonguminine group was fed continuously with piperlonguminine(2．5，

5，and 10 mg／kg)for four weeks．At the 1ast day，all the rats fasted for at least 12 h and the blood was

drawn for the measurement of total cholesterol(TC)，triglyceride(TG)，high—density lipoprotein

cholesterol(HDL-C)，low density lipoprotein cholesterol(LDL—C)，apolipoproteinA1(ApoA 1)，and

apolipoprotein B(ApoB)：The mRNA expression of low density lipoprotein cholesterol receptor(LDLR)，

ApoB，and 3-hydroxy 3一methyIgIutaryl co—enayme A reductase(HMG-CoAR)were measured by RT一
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