
根注射液、清开灵注射液、穿琥宁注射液、抗腮腺炎

注射液和双黄连贮液等按 1∶ 5, 1∶ 25, 1∶ 125,

1∶ 625, 1∶ 2500, 0稀释 ,各浓度药品 0. 2 mL与

1 EU /mL的内毒素 0. 2 mL 37℃ 温浴 60 min,各

种药品均设药物对照 ,为弥补药品本身的颜色对结

果的影响 ,有颜色的药品每个浓度设一个药物对照。

1. 2. 2　内毒素测定:分别取各管反应液 0. 1 mL,与

鲎试剂 0. 05 mL混匀 ,置于 37℃ 水浴 25 min,再

加入鲎三肽 0. 05 mL,置于 37℃ 水浴 3 min,取出

后加入亚硝酸钠溶液 0. 5 mL,混匀后加入氨基磺酸

胺 0. 5 mL混匀 ,加入萘乙二胺 0. 5 mL混匀 ,于波

长 545 nm测定 A值 (分光光度计 ,北京瑞利分析仪

器公司 , UV 9100)。 用标准曲线的回归方程计算反

应液中的内毒素含量。 以药物清除的内毒素占总内

毒素的百分比表示清除率: 清除率= (总内毒素量-

剩余内毒素量 ) /总内毒素量× 100% 。

2　结果

8种药物中 ,双黄连、板蓝根和清开灵注射液抗

内毒素效果最好 ,在稀释 2 500倍后仍然能够中和

70%～ 90% 的内毒素 ;穿琥宁、鱼金和鱼腥草注射

液也有一定的抗内毒素作用 ;大青叶和抗腮腺炎注

射液的抗内毒素效果较差 (表 1)。

3　讨论

　　中草药用来治疗各种感染性疾病的研究由来已

表 1　 8种中药注射剂的体外抗内毒素作用

药物 稀释度 清除率 (% ) 药物 稀释度 清除率 (% )

双黄连 2 500 72. 7 清开灵 2 500 87. 3

鱼金 125 57. 1 板兰根 2 500 94. 5

穿琥宁 625 85. 3 大青叶 25 31. 3

抗腮腺炎 5 21. 0 鱼腥草 125 69. 1

　　注:稀释度为该作用的最大稀释倍数。

久 ,以往多是从抑菌、杀菌等方面进行研究 ,其效果

往往不及抗菌素。研究表明多种清热解毒药物如黄

连、黄芩、白头翁、板蓝根等都具有抗内毒素功

效
[1, 2 ]
。此次实验所选用的药物 ,多属于清热解毒中

药注射剂 ,结果表明 ,这些药物在体外均有抗内毒素

的作用。 对 8种中药注射剂的抗内毒素作用进行比

较 ,双黄连、板蓝根和清开灵注射液抗内毒素效果最

好 ,稀释 2 500倍仍能中和大部分内毒素。穿琥宁、

鱼金和鱼腥草注射液也有较好的抗内毒素作用 ,稀

释 125倍能中和 50%以上内毒素。大青叶和抗腮腺

炎注射液抗内毒素效果较差 ,稀释 25倍的大青叶

注射液仅能中和 31. 3% 的内毒素。结果提示 ,在中

药中筛选抗内毒素药物有着广阔的前景。
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摘　要:目的　研究 5种小檗胺类化合物对恶性黑色瘤细胞内钙调蛋白 Calmodulin ( CaM )水平的影响。方法　收

集不同浓度不同药物作用后的细胞 ,通过反复冻融法破碎细胞 ,并用磷酸二酯酶 ( PDE)法测 CaM含量。结果　 5种

化合物均能不同程度地降低细胞内 CaM的水平 , IC50 (μmol / L) 值分别为: B0= 10. 73, B2= 9. 1, B4= 7. 4, BB=

6. 15, EBB= 1. 55。 结论　小檗胺衍生物降低细胞内 CaM 的能力大于小檗胺 ,其中 EBB的效果最为突出。
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　　 CaM作为细胞内诸多酶系统的激活因子 ,其浓

度水平的改变往往影响细胞增殖的过程。 某些肿瘤

的发生、发展与 CaM密切相关 ;许多实验结果证

明
[1 ]
,细胞内 CaM的水平升高常常与细胞的无序增

殖 ,特别是恶性肿瘤细胞增殖呈正相关 ,如 CaM水

平与肝癌生长速度呈正相关 ,齿类及鸟类肿瘤中含

量为正常的 2～ 4倍 ,牛皮癣患者病变区域浓度比

正常的区域高 30倍 [2 ]。CaM拮抗剂在拮抗 CaM活

性的同时 ,对细胞的增殖也有一定的抑制作用。人们

预言 CaM拮抗剂对于抗肿瘤具有很大的潜力
[2 ]。

小檗胺是一种新型的天然钙调蛋白拮抗剂 ,对

其结构进行化学修饰 ,合成了一系列小檗胺衍生物 ,

酶学实验证明改性后的小檗胺衍生物拮抗的能力超

过其母体小檗胺几倍到几十倍之多 ,且专一性系数

高 [3 ]。先期的细胞学实验结果表明小檗胺衍生物对

脑恶性胶质瘤细胞 [4 ] ,人宫颈癌细胞 [5 ] ,腹水癌细胞

以及黑色素瘤细胞等都有明显的抑制作用 [ 6] ,且抑

制肿瘤细胞增殖的作用比小檗胺强
[7 ]
。 此结果与酶

学基本一致 ,说明这些化合物抑制细胞增殖与拮抗

CaM的活性有关。

为了研究小檗胺类化合物对细胞内 CaM水平

的影响 ,本研究以恶性黑色素瘤 ( bow es)细胞为实

验材料 ,观察了 5种小檗胺类化合物对细胞生长增

殖的影响及其 CaM含量的变化 ,其目的在于进一

步探讨 CaM与肿瘤的生长关系以及 CaM拮抗剂

作为抗肿瘤药物的可行性提供科学依据。

1　材料

1. 1　 bow es细胞:天津市肿瘤研究所生化室提供。

1. 2　药物与试剂:小檗胺 ( B0 ):北京东升制药厂 (分

析纯 )。 小檗胺衍生物 ( B2、 B4、 BB、 EBB): 南开大学

分子生物学研究所生化室合成 (分析纯 )。 磷酸二酯

酶 ( PDE):南开大学分子生物学研究所生化室制备。

钙调蛋白 ( CaM ): 南开大学分子生物学研究所制

备 ,电泳均一纯。 其他试剂为国产或进口分析纯。

2　方法

2. 1　细胞培养: 细胞在含有 10% 新生牛血清的

DEME培养液中 ,置 5% CO2、 37℃ 的培养箱中培

养 , 3～ 4 d后传代。

2. 2　细胞样品处理: 将接种量一定细胞 ( 10
4
cfu /

mL)于 24孔细胞培养板培养 ,分为实验组和对照

组。 培养 24 h后对实验组加入不同浓度的不同药

物 ,继续培养 ,每 24 h进行活细胞计数 ,并收集细

胞 ,连续 4 d,将收集的细胞用 1 mL匀浆液垂悬 ,反

复冻融 ,使其细胞破碎 ,取出 100 m L样品用于总蛋

白测定 ,其余部分 100℃ , 4 min灭活杂蛋白及酶 ,

15 000 r /min, 4℃ 离心 40 min,取上清 ,调 Ca2+ 浓

度为 2 mmol /L,用于 CaM含量测定。

2. 3　样品中 CaM含量测定 [8 ]: 根据 PDE可特异

地把环核苷酸水解为 5-核苷酸 ,并在蛇毒中的核苷

酸水解酶作用下 ,进一步水解成腺苷和磷酸 ,用孔雀

石绿法测定水解的最终产物无机磷 ,计算出酶活力。

以已知牛脑 CaM作标准曲线 ,同时用 PDE法测细

胞样品中的 CaM ,以 PDE达最大激活的一半时所

需 CaM量为一个 CaM活性单位 ,计算细胞样品中

CaM的含量。

CaM含量 =
2× (样品 A660-基础酶活 A660 )

最大激活 A660- 基础酶活 A660
1个 CaM活性单位

2. 4　蛋白含量测定:染料结合法测定总蛋白
[9 ]
,以

BSA为标准蛋白 ,绘制标准曲线。

3　结果与讨论

在本实验条件下 ( PDE法 ): 对照组的 CaM水

平 (以总蛋白中 CaM含量计算 )高于实验组 ,其抑

制的程度与加药的浓度成正相关 ,即随药物浓度的

增加 ,抑制能力增加 (图 1～ 4) ,就小檗胺衍生物而

言 ,由于取代基的不同表现出抑制作用的不同 ,药物

作用 bow es细胞 48 h使细胞内 CaM降低 50% 时

所需的药物浓度 (μmol /L ) 分别为: EBB= 1. 55,

B0= 10. 73, BB= 6. 15, B2= 9. 1, B4= 7. 6,结果说明

这几种化合物不仅具有抑制细胞增殖的作用 ,而且

对细胞内 CaM的水平也有明显的影响 ,随化合物

浓度的升高 ,细胞内可溶性 CaM降低程度增强 ,随

化合物作用 bow es细胞时间的延长 , CaM 水平回

升 ;化合物与细胞接触在 48 h内 ,对细胞内 CaM浓

度影响最大。

经改性后的小檗胺 ,无论是烷氧基化的小檗胺

( EBB、 B2、 B4 ) ,还是酰基化的小檗胺 ( BB) ,其降低细

胞内 CaM水平的能力均强于未修饰的母体小檗
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胺 ,其中烷氧基的小檗胺表现出随碳原子数目的增

多抑制作用增强 ( EBB> B4> B2> B0 ) ,这有可能是

疏水性的增强以及空间结构的复杂 ,使拮抗 CaM

的性能增强。在本实验测定条件下 ,同浓度的药物作

用 bow es细胞后 CaM 含量降低率分别为: B0=

17. 5% ; B2= 23. 5% ; B4= 37. 1% ; EBB= 43% ;这一

结果与抑制生长曲线及集落实验的结果相吻合
[7 ]
。

刘树人等在钙调蛋白拮抗剂对长春花碱抗癌作用的

影响的实验中 [10 ] ,采用胃癌细胞系 MGC803研究

钙调蛋白拮抗剂 W7和 CaM含量的影响 ,结果发现

培养 24 h 25μmol /L W7可使细胞 CaM含量降低

33. 2% ;我们的实验中 , 1μmol /L EBB培养 24 h的

bow es细胞可使 CaM降低 46. 3% ,相差 25倍 ,虽

细胞不同 ,但仍能间接地看出 EBB的效果之强。

在本实验中发现 CaM 拮抗剂的浓度与拮抗

CaM 的能力成正比关系 ,如加入药物 24 h 0. 2

μmol /L使 CaM含量降低 12% ; 1μmo l /L使 CaM

含量降低 46. 3% ; 2. 5μmol /L使 CaM 含量降低

51. 2% ,但随培养时间的延长 ,相对的 CaM降低率

有所升高 ,推测细胞在增殖过程中需要一定的药物

浓度 ,才能使增殖的细胞受到抑制 ,但随培养时间的

延长 ,随药物被代谢分解 ,药物浓度相对降低 ,从而

降低拮抗 CaM活性 ,使细胞增殖继续 ,因此表现出

拮抗 CaM的性能降低 ,使 CaM相对抑制率升高。
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