
表6　PUW 对大鼠尾尖出血时间的影响 ( x±s, n= 8)

Table 6　Effects of PUW on BT in rat tail tip ( x±s, n= 8)

组　别 剂　量 出血时间/ min

生理盐水 　　- 　　16. 4±3. 1

PUW 　　2. 5 m g/ kg 17. 2±3. 3

5 m g/ kg 19. 2±4. 8* #

10 m g/ kg 19. 8±3. 6* #

尿激酶 20 000 U/ kg 30. 2±4. 2* *

阿司匹林 5 m g/ kg 26. 1±3. 8* *

　　与生理盐水组比较: * P< 0. 05　* * P < 0. 01

　　与尿激酶或阿司匹林组比较: # P < 0. 05

　　* P < 0. 05　* * P< 0. 01 v s NS group

　　# P < 0. 05 v s urokinase or aspirin group

　　PT 主要用于检测机体的外源性凝血系统, 它

的延长或缩短分别反映凝血因子Ⅶ、Ⅹ、Ⅴ、Ⅱ(凝血

酶原)和Ⅰ(纤维蛋白原)的血浆水平减低或增高
[ 7]

;

另一方面, KPT T 则检测机体的内源性凝血系统状

态,它的延长或缩短分别反映凝血因子ⅩⅡ、Ⅺ、前激

肽释放酶( PK )、Ⅴ、Ⅱ和Ⅰ的血浆水平减低或增高。

PU W 对 PT 无明显影响,但明显延长 KPTT , 提示

PU W 增强了机体的纤溶活性。

上述实验结果提示缩短 ELT 和延长 KPTT 可

能是 PUW 具有较强溶栓作用的机制之一。KPT T

延长又提示机体具有出血倾向。临床上,应用溶栓药

或抗凝药物时, 一般使 KPT T 较正常对照延长

1. 5～2. 5 倍,这既可取得最佳疗效,又无严重出血

问题。PUW iv 后 30～ 90 min 内均明显延长

KPTT , 但仍只为给药前的 2 倍左右, PU W 对家兔

全血凝血时间无明显影响, 在体内外对血小板聚集

功能无明显抑制作用
[ 2]

, 虽延长大鼠尾尖出血时间,

但与阿司匹林或尿激酶比较, 出血时间显著缩短。因

此, 纤溶酶原激活物抑制剂-1 ( PAI-1) PUW 有引

起出血的倾向, 但不会像抗凝药或阿司匹林、尿激

酶等抗栓药造成严重的出血反应, 这对其今后的临

床应用是十分有利的。
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抗 EB病毒口服液对 EB 病毒抗原表达的抑制作用及其细胞毒作用

刘宗潮1 ,简少文1 ,李华忠2 ,欧景才2� ,谢冰芬1,李　端1,冯公侃1

( 1. 中山大学 肿瘤防治中心, 广东 广州　510060; 2. 广东省 177 医院, 广东 广州　510317)

摘　要: 目的　观察抗 EB ( Epstein-Bar r) 病毒口服液对 EB 病毒抗原表达的影响及对鼻咽癌 CNE2细胞的细胞毒

作用。方法　用间接荧光法测定抗 EB 病毒口服液对 Raji细胞早期抗原 ( ear ly antigen, EA ) 表达及 B95-8细胞病毒

壳抗原 ( vir us capsid antigen, VCA ) 表达的影响;用 MT T 法测定其对鼻咽癌 CNE2细胞的细胞毒作用。结果　抗

EB 病毒口服液在无毒的浓度下, 对 Raji细胞 EB 病毒 EA 抗原表达有较强的抑制作用, 其 IC50值为 0. 667 mg /

mL ;对 B95-8细胞 EB 病毒 VCA 抗原表达有较强的抑制作用, 其 IC50值为 0. 89 mg/ mL ;对正丁酸钠激发的 B95-8细

胞 EB 病毒 VCA 抗原表达亦有较强的抑制作用, 其 IC50为 1. 4 mg/ mL。抗 EB 病毒口服液对人鼻咽癌细胞 CNE2

的 IC50为 7. 57 mg / mL。结论　抗 EB 病毒口服液能抑制 EB 病毒抗原的表达, 在较高的浓度下对鼻咽癌细胞

CNE2具细胞毒作用。

关键词: 抗 EB 病毒口服液; EB 病毒; 抗原表达; 鼻咽癌
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Inhibition of Anti-EB Virus Liquor on EB virus antigen expression and its cytotoxicity
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2,

XIE Bing-fen
1
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( 1. Cancer Center , Sun Yat-sen Univer sity , Guang zhou, 510060, China;

2. Guangdong Prov ince No . 177 Hospital, Guang zhou 510317, China)

Abstract: Object　To study the inhibito ry ef fect of Ant i-EB Virus Liquor ( AEVL ) on EB ( Epstein-

Barr ) v ir us antig en expression and its cytotox icity. Methods　T he ef fect of AEVL on Raji cell early ant i-

gen ( EA) expression and B95-8 cell v ir us capsid antig en ( V CA ) expression w as assayed by indirect f luores-

cent technique; the cy totoxicity on nasopharyngeal carcinoma CNE2 cells w as determined by M TT method.

Results　At the non-to xic concentrat ion, AEVL had markedly inhibitor y effect on Raji cel l EB-virus, IC50

was 0. 667 mg/ mL and show ed pow erfully inhibitory ef fect on B95-8 cell EB-virus VCA expression, IC50 was

0. 89 mg / mL; and it had st rong ly inhibitory effect on B95-8 cell EB virus VCA expression st imulated by

sodium n-butyr ic acid, IC50 was 1. 4 mg/ mL. The IC50 o f AEVL on human nasopharyngeal car cinoma CNE2

cell w as 7. 57 mg/ mL. Conclusion　A EVL could inhibit EB virus antig en expression and have cytotox icity

on nasopharyngel carcinoma cells at high concentrat ion.

Key words: Ant i-EB Virus Liquo r ( AEVL) ; EB virus; ant ig en expression; nasopharyngeal car cinoma

　　华南地区是全世界鼻咽癌 ( Nasopharyngeal

Carcinoma, NPC) 最高发的地区。病因及发病学研

究显示, NPC 与遗传因素有关。此外, EB 病毒在

NPC 的发生中也起着关键的作用, 因此,控制 EB

病毒在人群中的感染和激活, 降低人群 EB 病毒各

种抗体水平, 有可能预防 NPC 或降低 NPC 的发病

率。抗 EB 病毒口服液 ( AEVL) 是民间验方, 经临

床小范围验证, 106例 EB 病毒 VCA/ IgA 阳性患者

经服用抗 EB 病毒口服液一个疗程 ( 30 d) 后, 抗体

水平降低和阴转的有效率为 96. 0% ( 102/ 106) ,转

阴率为 70. 75% ( 75/ 106) , 对照组抗体水平降低或

转阴率仅为 17. 19% ( 6/ 35) , 两组差异非常显著。

本实验进一步探讨 AEVL 对 Raji细胞 EB 病毒早

期抗原 ( early ant igen, EA) 及 B95-8细胞 EB 病毒

壳抗原 ( virus capsid antig en, VCA) 表达的影响,

为 AEVL 的抗 EB 病毒作用提供新的依据,同时观

察 AEVL 对鼻咽癌 CNE2的细胞毒作用。

1　材料

1. 1　药物:抗 EB 病毒口服液 ( AEVL) 由广东省

177医院提供,处方由黄芪、败酱草、女贞子、夏枯草、

山豆根等组成, 含生药 1. 63 g/ mL,批号 990716,用

时以 RPM I-1640培养基稀释成不同浓度。阳性药顺

氯氨铂 ( DDP) 为齐鲁制药厂产品,批号 0109036。

1. 2　细胞株: Raji 细胞是携带 EB 病毒基因组的人

Burkit t' s 淋巴瘤细胞株, 只表达 EB 病毒核抗原

( EBNA)。在正丁酸钠 4 mmol / L 和巴豆油 200 ng/

mL 的联合激发下可产生 EB 病毒 EA,由本中心保

株; B95-8细胞为 EB 病毒转化的绒猴淋巴母细胞,恒

定表达 5% 左右的 VCA 在正丁酸钠 4 mmol / L 激

发下,可增加 VCA 的表达, 由本中心保株。人鼻咽

癌细胞 CNE2由广东医学院建株, 在体外能长期稳

定生长,本实验室保株。

1. 3　试剂: FIT C-抗人 IgG 购于中国科学院上海生

物化学研究所, RPMI-1640培养基、M TT 购自 Sig-

ma 公司,小牛血清购自广州畜牧场兽医站。

2　方法

2. 1　台盼蓝拒染法 [ 1] : 在显微镜下观察, 死细胞染

成蓝色, 活细胞不着色。测定 AEVL 对 Raji细胞和

B95-8细胞的最大无毒浓度。

2. 2　Raji 细胞 EA 检测: 将待测的 Raji 细胞悬液

( 5×105/ mL) 分装入试管,对照组加等体积的生理

盐水 ( NS) ,实验组加入不同浓度的药液, 使药物的

终浓度分别为 0. 156, 0. 313, 0. 625 和 1. 250 mg /

mL。每个药物浓度设 3 个平行管,同时加入正丁酸

钠和巴豆油联合激发 EA 表达。培养 48 h 后收获细

胞,制成细胞涂片, 丙酮固定。加入适当浓度 EA 阳

性人血清为一抗, 用二抗 FITC-抗人 IgG 染色, 再

用伊文思蓝复染, 在荧光显微镜下每管细胞涂片计

数 500 个细胞中 EA 阳性的细胞数。实验重复 1

次,按下列公式计算抑制率 ( IR)。

IR= (对照组阳性细胞百分率- 药物处理组阳性细胞百

分率) /对照组阳性细胞百分率×100%

2. 3　B95-8细胞 VCA 检测:将待测的 B95-8细胞悬液

( 5×10
5
/ mL) 分装入试管,对照组加等体积的 NS,

实验组加入不同浓度的药液, 使药物的终浓度分别

为 0. 313, 0. 625, 1. 250 和 2. 500 mg / mL。每个药

物浓度设 3 个平行管, 有两批实验不加正丁酸钠,

另两批实验加入正丁酸钠激发 VCA 表达。培养 48
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h 后收获细胞,制成细胞涂片, 丙酮固定。加入适当

浓度 VCA 阳性人血清为一抗,用二抗 FITC-抗人

IgG 染色, 再用伊文思蓝复染,在荧光显微镜下每管

细胞涂片计数 500 个细胞中 VCA 阳性的细胞数。

按 2. 2项公式计算抑制率 ( IR)。

2. 4　M TT 法: 取对数生长期的人鼻咽癌细胞

CNE2,配成细胞浓度为 1×106/ mL,分装于 96孔板

中,每孔细胞悬液 0. 2 mL,每组设 3 个平行孔, 阴

性对照加入 NS,阳性对照加入顺氯氨铂 ( DDP) ,给

药组分别加入 AEVL (终浓度分别为 6. 3, 8. 4,

11. 3 和 15. 0 mg / mL)。置 37℃, 5% CO 2培养箱中

培养 48 h,实验终止前 4 h 加入 M TT 液, 继续培养

4 h。除去每孔液体,加入 DM SO 溶解,充分振荡,待

结晶溶解后, 置于 570 nm 波长于 DC3022 酶联检

测仪测定每孔的吸光度 ( A ) 值,按下列公式计算生

长抑制率 ( IR)。按计算机程序 ( 46) Litchf iled &

Wilcoxon 方法算出 IC50值。

IR= ( A 对照- A 药物 ) / A 对照×100%

3　结果

3. 1　台盼蓝拒染法结果: AEVL 对 Raji 细胞和

B95-8细胞最大无毒浓度分别为 1. 25, 2. 50 mg/ mL。

3. 2　AEVL 对 Raji 细胞 EB 病毒 EA 表达的抑制

作用:表 1可见,各浓度 AEVL 对 Raji细胞 EB 病

毒 EA 表达均有抑制作用, 且抑制作用随浓度的增

加而增强,其 IC50为 0. 667 mg / mL。表明 AEVL 对

Raji 细胞 EB 病毒 EA 表达有较强的抑制作用。

表 1　AEVL 对 Raj i 细胞 EB 病毒 EA 表达的抑制作用

Table 1　Inhibition of AEVL on EB virus EA

expression in Raji cells

组别 药物终浓度/ ( mg·mL - 1) 阳性百分率/ % IR/ %

NS - 11. 3±0. 1 -

AEVL 0. 156 10. 4±0. 5 8. 0

0. 313 8. 4±0. 5 25. 6

0. 625 6. 4±0. 7 43. 3

1. 250 2. 9±0. 8 75. 2

3. 3　AEVL 对 B95-8细胞 EB 病毒 VCA 表达的抑

制作用:表 2可见, A EVL 各浓度对 B95-8细胞 EB 病

毒 VCA 表达均有抑制作用,且抑制作用随浓度的

增加而增强, IC50为 0. 890 mg/ mL。表明 AEVL 对

B95-8细胞 EB 病毒 VCA 表达有较强抑制作用。

3. 4　A EVL 对正丁酸钠激发的 B95-8细胞 EB 病毒

VCA 表达的抑制作用: 表 3可见, AEVL 各浓度对

正丁酸钠激发 B95-8细胞 EB 病毒 VCA 表达均有抑

制作用, 且抑制作用随浓度的增加而增强, 其 IC50为

1. 40 mg/ mL,表明 AEVL 对正丁酸钠激发的 B95-8

表 2　AEVL 对 B95-8细胞 EB 病毒 VCA 表达的抑制作用

Table 2　Inhibition of AEVL on EB virus VCA

expression in B95-8 cells

组别 药物终浓度/ (m g·mL- 1) 阳性百分率/ % IR/ %

NS - 5. 4±0. 7 -

AEVL 0. 313 3. 5±0. 8 35. 2

0. 625 2. 7±0. 4 50. 0

1. 250 2. 6±0. 2 51. 9

2. 500 1. 7±0. 4 68. 5

表 3　AEVL 对正丁酸钠激发的 B95-8细胞 EB

病毒 VCA 表达的抑制作用

Table 3 Inhibition of AEVL on EB virus VCA expression

stimulated by sodium n-butyric acid in B95-8 cells

组别 药物终浓度/ (m g·mL- 1) 阳性百分率/ % IR/ %

NS - 7. 7±0. 9 -

AEVL 0. 313 6. 4±0. 6 16. 9

0. 625 5. 4±0. 3 29. 9

1. 250 4. 2±0. 5 45. 5

2. 500 2. 5±0. 2 67. 5

细胞 EB 病毒 VCA 表达同样有较强的抑制作用。

3. 5　AEVL 对人鼻咽癌 CNE2细胞的细胞毒作用:

DDP 作为阳性对照药, 在各浓度下对人鼻咽癌

CNE2细胞有显著的抑制作用。抑制率随浓度的升高

而增强, IC50为 1. 26 ( 1. 02～1. 56) �g / mL。表明人

鼻咽癌 CNE2细胞对常用抗癌药物 DDP 是敏感的,

结果见表 4。AEVL 各浓度对人鼻咽癌 CNE2细胞的

抑制作用随其浓度的升高而增强, IC50为 7. 57

( 6. 89～8. 30) mg / mL。表明 AEVL 对人鼻咽癌

CNE2细胞有细胞毒作用。

表 4　AEVL 对人鼻咽癌 CNE2细胞的细胞毒作用

Table 4　Cytotoxicity of AEVL on human NPC CNE2 cells

组别 终浓度/ ( �g·mL- 1) IR/ %

DDP 0. 63 31. 2± 5. 7

1. 25 51. 7± 4. 0

2. 50 70. 6±11. 0

5. 00 80. 4±11. 7

AEVL 6 300 40. 1±14. 7

8 400 58. 7±16. 0

11 300 79. 9± 7. 0

15 000 85. 3± 6. 0

4　讨论

　　实验证明 EB 病毒在 PNC 发生中起致病因素

的作用。曾毅 [ 2]报道完整的 EB 病毒能诱发上皮细

胞癌变, EB 病毒也诱发人鼻咽黏膜上皮细胞癌变。

他对 2万人 EB 病毒 VCA / IgA 抗体阳性和阴性人

群进行了 10年的追踪观察, 93% 的 PNC 来自 EB

病毒 V CA / IgA 抗体阳性人群, 抗体消失或下降后

不出现 PNC。闵华庆
[ 3]
等的研究表明 EB 病毒多种

抗体阳性人群 PNC 检出率为阳性人群的 40倍。上
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述的研究证明 EB 病毒在 PNC 发生中起着病因的

作用。因此,降低 EB病毒在人群中的感染有可能预

防和降低 PNC 的发病率。刘宗潮等 [ 4]报道,鼻咽清

毒剂能抑制 EB 病毒 EA 的表达。刘宗潮等
[ 5]
又报

道,茶多酚与亚硒酸钠联合使用能强烈抑制 Raji细

胞 EB病毒 EA 和 B95-8细胞 EB 病毒 VCA 的表达。

寻找出无毒或低毒的抗 EB 病毒的药物是预防和降

低 PNC 发病率的有效途径。

AEVL 是一种纯中药制剂,成分复杂。按中药

分类属于扶正祛邪、清热解毒药物,且有抗菌及抗病

毒作用。本实验证明 AEVL 在无毒浓度下能抑制

Raji 细胞 EB 病毒 EA 的表达,亦能抑制 B95-8细胞

EB 病毒 VCA 的表达,表明 A EVL 对 EB 病毒有

杀伤作用,从作用强度来看,优于鼻咽清毒剂。
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复方鳖甲片预防肺纤维化大鼠细胞外基质过度形成的实验研究

张东伟, 王继峰
�

,牛建昭,李　健, 杨美娟,金　焕,高宝华

(北京中医药大学 细胞与生化实验室, 北京　100029)

摘　要:目的　研究复方鳖甲片预防盐酸博莱霉素致大鼠肺纤维化细胞外基质过度沉积的作用。方法　SD 雄性大

鼠气管滴注盐酸博莱霉素造模,第 2 天 ig 复方鳖甲片 1. 4, 0. 7, 0. 35 g / kg , 每周连续给药 6 d,给药4 周,观察第28

天时大鼠肺组织羟脯氨酸和血清中Ⅲ型胶原 (Ⅲ-C)、Ⅳ型胶原 (Ⅳ-C)及层黏连蛋白( LN )和透明质酸( HA )的含

量, 同时取肺组织行HE、Masson 染色。结果　复方鳖甲片可降低肺纤维化大鼠血清Ⅲ-C、Ⅳ-C, LN 及 HA 的含量,

降低肺组织纤维性增生。结论　复方鳖甲片可能是通过降低肺纤维化大鼠细胞外基质含量而发挥治疗作用。

关键词: 复方鳖甲片;肺纤维化; Ⅲ型胶原;Ⅳ型胶原; 层黏连蛋白;透明质酸

中图分类号: R285. 5　　　文献标识码: A　　　文章编号: 0253 2670( 2004) 04 0545 04

Experimental study on protection of Compound Biejia Tablet on exaggerated

extracellular matrix accumulation of pulmonary fibrosis rats

ZHANG Dong-wei, WANG Ji-feng , NIU Jian-zhao , LI Jian,

YANG M ei-juan, JIN Huan, GAO Bao-hua
( L abor ator y o f Cell and Bio chemist ry , Beijing Univ ersit y o f T r aditional Chinese Medicine, Beijing 100029, China)

Key words: Compound Biejia T ablet ; pulmonary fibrosis; Ⅲ-collagen (Ⅲ-C) ; Ⅳ-collagen (Ⅳ-C ) ;

laminin ( LN) ; hyaluronic acid ( HA )

　　肺组织的细胞外基质与肺纤维化关系最为密

切[ 1]。肺纤维化可由多种疾病引起,致病因素首先造

成肺组织损伤,在修复过程中,细胞外基质成分首先

填补损伤肺组织, 当其过度沉积时,可形成肺间质纤

维化。此病理过程导致肺组织重建, 肺结构破坏,肺

泡膜增厚,换气面积减少,最终发生呼吸衰竭。细胞

外基质与炎症也有密切关系 [ 2]。因此研究细胞外基

质形成对于认识上述疾病的发病机制及对该病诊

断、防治均具有重要意义。复方鳖甲片由鳖甲、当归、

三七、冬虫夏草、黄芪、板蓝根、连翘等中药组成, 本

实验室研究表明该方对肝纤维化有较好的疗效。为

探讨其对肺纤维化的作用,本实验以博莱霉素 A5
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