
均匀贴壁生长时,用对照兔血清和含不同剂量中药

兔血清的培养液代替原培养液: 各组培养液所含血

清量均为 10% ,培养 3 d 后,除空白对照组外, 其他

各组加入 MPP
+
( Sigma 公司) , 使其终浓度为 200

�mol/ L。置 37 ℃, 5% CO 2培养箱培养 24 h 后进行

指标测定,每组平行重复 3次。

1. 4　透射电镜观察: 药物处理 24 h 后,收集细胞加

入离心管中, 1 500 r/ m in, 4 ℃ 离心 5 min, 再加入

0. 01 mol/ L PBS 洗涤 2次。1 500 r/ min, 4℃ 离心

5 min,弃上清液, 沿管壁缓缓加入 2. 5% 戊二醛 4

℃ 固定 2 h,用直头滴管剥离细胞团块, PBS 洗涤 3

次,每次 5 m in, 锇酸 4 ℃ 固定 1 h 后, 梯度丙酮脱

水,环氧树脂浸透和包埋,用 LKB—2188 型超薄切

片机切片, 醋酸铀-枸橼酸铅染色, JEM—2000EX

型透射电镜观察并拍照。

1. 5　流式细胞仪检测:各组经药物处理 24 h 后,以

0. 125% 胰蛋白酶消化贴壁的 PC12 细胞, 取细胞

约 1×10
6
, PBS 洗 2 次,加入 490 �L 结合缓冲液,

充分混匀, 加入 5 �L annexin V FIT C 和 10 �L 溶
解的 PI,轻轻混匀, 将试管置于 4 ℃, 避光孵育 10

min, 上 Coulter Epics 流式细胞仪 (美国 Beckman

Coulter 公司) 检测。每组平行重复 3次。数据统计

用 t 检验。

2　结果

2. 1　透视电镜观察结果: 电镜下可见正常培养的

PC12 细胞, 细胞核染色均匀, 核膜清楚完整, 胞浆

线粒体丰富、胞浆细胞器完整。PC12 细胞经 MPP
+

作用后,透射电镜下细胞的超微结构变化明显, 细胞

膜完整,细胞表面微绒毛消失, 胞质浓缩, 染色质固

缩、断裂、高度凝聚,并边集于核膜内面,表现出凋亡

细胞特征,此时电镜下以早、中期的凋亡细胞为主。

2. 2　流式细胞仪检测结果: 当 MPP
+
浓度为 200

�mol/ L 时, A～E 5 组的凋亡细胞比率分别为:

( 11. 3±1. 18) %, ( 7. 2±0. 65) % , ( 4. 7±0. 78) %,

( 1. 9±0. 26) % , ( 13. 6±1. 51) % , E 组与 D 组比较

差异显著 ( P< 0. 01) ; A 组与 E 组比较差异显著

( P< 0. 05) , A, B 组间比较差异显著 ( P< 0. 01) ,

B, C 组间比较差异显著 ( P< 0. 01)。

3　讨论

　　PD 是中老年神经系统常见病, 随着人口老龄

化, 该病发病率有逐年增高趋势。本病病因不甚明

确,可能与年龄、环境、遗传等因素有关。近年研究表

明, PD 发生与细胞凋亡关系密切
[ 4]。近年临床实践

证明,培补肝肾中药治疗 PD 有确切疗效,配合左旋

多巴制剂起“增效减毒”效果。PC12 细胞来源于大

鼠嗜铬细胞瘤, 能合成、储存并释放适量儿茶酚

胺[ 5] ,目前已广泛用于神经细胞死亡方式和毒性机

制研究。本实验采用神经毒素 MPP
+建立 PC12 细

胞凋亡模型, 并采用血清药理学方法,流式细胞仪

( FACS) 检测,透射电镜观察等手段, 探讨含培补肝

肾中药兔血清对 PC12 细胞凋亡模型的保护作用。

结果表明, 培补肝肾中药对 MPP +诱导的 PC12 细胞

凋亡有一定抑制作用, 2 倍等效剂量中药的抑制作用

明显优于 1/ 2等效剂量及等效剂量中药的抑制作用。

本实验为培补肝肾中药治疗 PD 提供理论依据, 培补

肝肾中药抗凋亡具体机制有待进一步研究。
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9 种中药提取物对乙型溶血性链球菌的抑菌作用比较
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　　乙型溶血性链球菌是人体易感染的菌体,能引 起变态反应性肾炎、风湿病、心肌炎等疾病。本实验
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着重比较 9 种中药提取物抑菌程度, 为明确抑菌效

果提供理论基础。

1　材料

　　中药蜂胶、鹿花盘、板蓝根、蒲公英、金银花、千

里光、黄柏、黄芩、黄连均购于长春市吉深药店, 由吉

林农业大学中药材学院郑有兰副教授鉴定。将此 9

种药材分别置 60℃ 烘箱烘干, 粉碎,分别称取各中

药粉末 10 g ,以 95% 乙醇为溶媒, 索氏提取器回流

提取 2～3 次, 合并提取液, 挥干溶剂,得各中药提

取物, 蜂胶提取物含生药 0. 2 g/ mL,其余提取物均

含生药 1 g/ mL。置冰箱 4 ℃ 保存。

2　方法

2. 1　菌悬液的制备:挑选长势较好的优良乙型溶血

性链球菌(吉林农业大学食品工程学院提供)接入不

加琼脂的液体培养基中, 恒温摇床培养 16～24 h,

使菌活化繁殖,当菌液由透明变黄色混浊时停止培

养,置冰箱中备用。

2. 2　抑菌滤纸片的制备:将定量的普通滤纸用打孔

器打成直径为 6 mm 圆片, 置于洁净干燥试管内

120℃ 干热灭菌 2 h 后, 分别浸于 6 种不同浓度的

各药液 (两倍稀释法, 95% 乙醇稀释)中,即得。

2. 3　血板的制备:培养基: 葡萄糖粉 ( 18 g/ L )、蛋

白胨 ( 10 g/ L )、牛肉浸膏 ( 10 g / L )、琼脂粉 ( 14～

16 g / L ) , M gSO 4·7H 2O ( 1 g / L ) , KH 2PO 4 ( 2 g/

L ) ,蒸馏水溶解,用 1 mol / L NaOH 调 pH 7. 0, 121

℃, 1. 0×105 Pa 高压灭菌 30 m in, 冷却至 60～70

℃,无菌条件下加入无菌脱纤维羊血(采自吉林农业

大学动物科技学院实验用羊)适量,混匀后迅速倒入

灭菌培养皿中,每皿 15～20 mL,冷凝备用。

2. 4　抑菌实验 (琼脂平板扩散法) : 取琼脂血板, 均

匀涂布一层稀释的试验菌, 试验菌用量以对照血板

表面菌生长能呈半密集菌落为定。将均匀涂菌后的

琼脂血板置于 37℃ 恒温培养箱中 5 min, 使表面干

燥, 用无菌镊子将抑菌滤纸片按标号依次均匀贴在

培养基表面, 轻压纸片使接触良好。37 ℃ 倒置

培养 24 h, 取出平板, 观察抑菌圈大小并测定其

直径。

3　结果

3. 1　蜂胶提取物抑菌结果: 见表 1。蜂胶提取物对

溶血性链球菌的抑菌效果随浓度降低而降低。浓度

为 0. 2 g / mL 时抑菌效果最明显, 0. 025, 0. 0125,

0. 006 25 g / mL 的提取液不具有抑菌作用。

表 1　不同浓度蜂胶提取物的抑菌圈直径

Table 1　Bacteriostatical diameter of dif ferent

concentration propolis extract to germ

质量浓度

/ ( g·mL- 1)

抑菌圈直径

/ mm

质量浓度

/ ( g·mL - 1)

抑菌圈直径

/m m

0. 2 8. 2 0. 025 0

0. 1 7. 5 0. 012 5 0

0. 05 6. 5 0. 006 25 0

3. 2　鹿花盘提取物的抑菌结果: 见表 2。鹿花盘提

取物对溶血性链球菌的最佳抑菌浓度为 0. 25 g /

mL,且抑菌效果随浓度变化呈二次曲线。

表 2　不同浓度鹿花盘提取物的抑菌圈直径

Table 2　Bacteriostatic diameter of diff erent

concentration coronet extract to germ

质量浓度

/ ( g·mL- 1)

抑菌圈直径

/ mm

质量浓度

/ ( g·mL - 1)

抑菌圈直径

/m m

1 15 0. 125 13

0. 5 13 0. 062 5 12

0. 25 24 0. 031 25 0

3. 3　其他 7种中药提取物的抑菌结果: 7 种中药体

外抑菌试验结果表明,用乙醇回流法提取的成分抑

菌效果较明显, 其抑菌效果依次为黄连> 黄柏> 黄

芩> 金银花> 千里光> 蒲公英> 板蓝根。其中黄连、

黄柏、黄芩、金银花、千里光的抑菌效果明显。

4　讨论

　　用乙醇回流法提取 9 种中药所得乙醇提取物

均对乙型溶血性链球菌有不同程度抑制作用, 蜂胶

在 0. 2 g / mL 时抑菌直径达 8. 2 mm, 效果最明显;

鹿花盘在 0. 25 g / mL 时, 抑菌圈直径达 24 mm, 效

果最明显, 其他 7 种中药在 1 g / mL 相同浓度条件

下抑菌效果大小依次为黄连> 黄柏> 黄芩> 金银

花> 千里光> 蒲公英> 板蓝根。
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