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4讨论

HSV—I的基因为双链DNA，易与宿主DNA

发生整合。病毒严格寄生在细胞内，使得药物杀伤病

毒的同时对机体细胞也有损害。现有的抗疱疹病毒

化学药物因为毒性太大或耐药性的产生，其临床难

以取得令人满意的效果。传统中药的多靶点作用机

制、较少不良反应、无耐药性等优点表现出诱人的应

用前景，筛选高效低毒的抗病毒中药是当前抗病毒

研究热点之一。对清热解毒类中药的现代研究发现

其中不少中药具有抗病毒作用，除杀灭病原微生物

外，还具有多种免疫学活性，能非特异性增强免疫系

统功能，改善机体状况，增强对各种感染的抵抗力。

如果能够明确这类药物的抗疯毒作用，其意义是不

言而喻的。

板蓝根是清热解毒类中药的典型代表，应用于

临床多年，其传统清热解毒功效已得到认同，尤其是

对于病毒感染性疾病的治疗。国内外学者对板蓝根

进行了大量的研究，但是板蓝根中究竟何种成分起

主导作用，是作用于单一靶点还是作用于不同部位

协同表现其抗病毒作用尚无定论。本实验初步研究

了板蓝根的抗病毒的活性成分及作用机制，结果显

示，板蓝根不同化学部位的抗病毒作用强度有较大

差异，但其相关活性物质并未集于某一个单一的化

学部位，表明板蓝根是通过多种有效成分，多环节、

多途径地发挥协同作用而表现出抗病毒功效。抑制

HSV—I的生物合成是板蓝根抗病毒的主要作用途

径，其中Ⅱ部位尚能直接杀灭病毒。HSV—I是有包

膜的病毒，最外层的包膜由脂质和糖蛋白组成，其中

任何一种成分改变，即可使包膜变性，从而灭活病

毒，故推测Ⅱ部位中的某些化学成分能使病毒包膜

变性以灭活病毒。本研究结论将指导笔者进一步提

取分离板蓝根中与抗病毒功效相符的活性物质，并

为深入探讨其作用机制提供科学依据。
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蟾蜍灵对白血病U937细胞生长抑制和凋亡诱导作用
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蟾蜍灵是蟾蜍毒素的主要成分之一，蟾蜍毒素

具有强心、麻醉、解毒、止痛、开窍、醒神等药理作用，

已被广泛应用于临床。近年来发现，含有蟾蜍毒素的

中药制剂在体外能抑制多种肿瘤细胞生长，诱导白

血病细胞的分化。临床观察提示，含有蟾蜍毒素的中

药制剂对肝癌、肺癌、胃癌、食管癌、白血病等具有明

显的抑制作用。Numazawa[1]研究表明，蟾蜍毒素的

各种成分以剂量依赖的方式抑制K562细胞生长。

在所有的蟾蜍毒素中，蟾蜍灵是诱导白血病细胞分

化最有效的成分，蟾蜍灵在较低浓度(1×10_8～

1×10_9 tool／L)能够在较宽的范围内(有较宽的白

血病细胞谱)引起人白血病细胞分化[2’3]。在较高的

浓度(≥1×10-7 mol／L)诱导人白血病细胞凋

亡[4]。本实验以蟾蜍灵单体作用U937细胞株，研究

其抑制自血病细胞生长和诱导凋亡作用。

1材料与方法

1．1药品、试剂和仪器：蟾蜍灵由天津药物研究院

制备，纯度大于99．5％，用无水乙醇配制成母液，用

D—Hanks液稀释，乙醇控制在体积分数小于0．1％

(预试验表明该体积分数的乙醇对细胞没有影响)。
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Hoechst 33342、碘化丙啶(PI)、噻唑蓝(MTT)、二

甲基亚砜(DMSO)为Sigma公司产品；TUNEL

试剂盒(In Situ Cell Detection Kit，AP)德国

Roche公司产品；Model550酶标免疫测定仪，美国

BioRAD；尼康E800荧光显微镜，日本。

1．2细胞培养：人髓性白血病细胞株U937细胞购

自中国医学科学院基础医学研究所。培养基为内含

20％灭活胎牛血清、80 U／mL庆大霉素、0．01％

L一谷氨酰胺和0．304％NaHCO。的IMDM培养基。

于细胞处于对数生长期时加药。

1．3倒置光学显微镜观察原位培养细胞的形态学

改变：设空白对照组和蟾蜍灵(O．10、1．00、10．oo

pmol／L)组，每组设3个复孔。培养24 h后加药，48

h后，在倒置光学相差显微镜下观察并拍摄记录。

1．4 MTT试验：将U937细胞调整至1×105／

mL，按每孑L 1×104于100肚L接种96孔板，37℃、

5％CO。过夜，加入不同浓度的蟾蜍灵，分别以未经

药物作用的U937细胞和单纯的培养液作为阴性对

照和空白对照，每组设8个复孔。继续培养24 h。每

孔加MTT(5 g／L)20肚L，继续培养4～5 h，离心，

弃上清液，每孔加DMSO 200肛L，避光震荡约10

min。酶标仪检测570 nm波长处的吸光度(A。，。)

值。按文献方法计算平均抑制率口]。

抑制率一(以阴性对照一A实验)／(A阴性对照一A空白对照)×100％

1．5 Hoechst 33342一PI荧光染色：分别收集对照组

和蟾蜍灵(0．10、1．oo、10．00#mol／L)组处理24 h

细胞各2×105个，PBS重悬，加入Hoechst 33342一

PI(1：1)染液40肚L，使得Hoeehst 33342终质量

浓度为10 pg／pL，PI终质量浓度为50 ug／uL，于

37℃孵育箱中染色8 min，离心，弃上清液。加入

PBS 50 ttL，吹打，混匀，吸一点混和液滴于洁净玻

片上，盖片封片。于暗室中荧光显微镜下观察并记

录。质量控制：正常细胞、凋亡细胞着色(蓝色)，死亡

细胞着色(红色)。细胞记数依据上述特点，取连续4

个视野，每个视野细胞记数不少于80个计算细胞

的凋亡率。

1．6 DNA琼脂糖凝胶电泳：分别收集对照组和蟾

蜍灵(0．10、1．oo、10．00#mol／L)处理24 h的细

胞，用PBS洗1遍，于1．5 mL离心管中，离心沉淀

至2×106个细胞，去除上清液，加入50肛L细胞裂

解液E10 mmol／L Tris，C1(pH8．0)、10 mmol／L

NaCl、10 mmol／L EDTA、100 mg／L蛋白酶K、1％

sDs]。吹打混匀，于37℃水浴保温使混合物变得

清亮，离心，去细胞碎片，以等体积的苯酚一氯仿

(1：1)抽提2次，以等体积氯仿抽提1次，吸上清

液于另一1．5 mL离心管中。加入1／10体积的醋酸

钠和2倍体积的冷无水乙醇，过夜，离心10 min，加

入TE(O．1 mol／L Tris C1，pH8．0；10．00 mmol／L

EDTA)和RNAase(10 mg／mL)1肛L，37。C孵育

1 h，溶解DNA，加上样缓冲液，在0．1％琼脂糖凝

胶上电泳，室温恒流75 mA，3～4 h，结果在紫外投

射仪上观察。

1．7 原位缺口标记(TUNEL)检测方法：分别于

6、12和24 h收集1．00#mol／L蟾蜍灵处理组细胞

和对照组细胞各1×106个，PBS洗3次，进行细胞

涂片，用新鲜配制的多聚甲醛(4％于0．10 mol／L

的PBS配制，pH 7．4)于15～25℃固定1 h，PBS

洗3次，置2～8℃预冷穿透液0．1％的TritonX一

100(0．1％TritonX一100、0．1％枸橼酸钠)2 min。

PBS洗2次，以后操作按试剂盒说明书进行。加显

色缓冲液(100 mol／L Tris C1 pH 9．5、100 mol／L

NaCl、50 mol／L MgCl2、1％体积的BCIP／NBT)

50～100肛L，于15～25 oC孵育10 min，PBS洗涤，

水封片，镜下观察并记录。质量控制：选取连续的6

个视野，每个视野细胞记数不少于80个，细胞核或

细胞浆(DNA逸出)蓝紫色为阳性细胞，细胞核及

细胞浆不着色细胞为阴性细胞，计算细胞的凋亡率。

1．8 统计分析：数据输入Excel进行管理，采用

SPSSl 0．0软件进行统计学分析。MTT试验各组问

的差异采用方差分析(Post—Hoc LSD法)，组间凋

亡率的差异采用X2检验。

2结果

2．1倒置光学显微镜下细胞的形态学变化：倒置显

微镜下，对照组U937细胞呈悬浮性生长，圆形，透

明，折光性好，大小均一，形态一致。蟾蜍灵组U937

细胞皱缩变小，细胞膜完整，出现发泡现象，并有膜

包裹的凋亡小体出现。

2．2蟾蜍灵抑制白血病细胞的生长：结果见表I。

蟾蜍灵可抑制白血病U937细胞的生长，与对照组

相比，各浓度组均能显著抑制白血病U937细胞的

生长(P<o．01)，蟾蜍灵对U937细胞的半数抑制

浓度(IC。。)约为0．025#mol／L。并且蟾蜍灵的生

长抑制作用呈时间和剂量依赖性[除0．050 0、

0．100 0#mol／L组外，其余各组间两两比较差异非

常显著(P<0．01)]。本实验结果显示，在

0．001 0～1．000 0／lmol／L蟾蜍灵均能抑制U937

细胞生长。

2．3 Heochst33342一PI染色结果：对照组U937细
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表1蟾蜍灵对U937细胞的生长抑制作用(；±s，弹一6)

Table 1 Inhibition of bufalin on growth

of U937 cells(；±F，露一6)

与对照组比较：一P<O．Ol

’‘P<O．01口s control group

胞大小一致，荧光均匀，炙．光相对较淡，蟾蜍灵各处

理组U937细胞出现典型的凋亡形态学改变，细胞

体积变小、胞浆浓缩、核固缩、核碎裂、凝集染色质荧

光强度增强，并有膜包裹的凋亡小体形成。计算各处

理的凋亡率，结果显示0．10、1．00和10．00／Mmol／L

蟾蜍灵作用U937细胞24 h，细胞凋亡率分别为

18．85％、80．87％和92．08％，随着浓度的升高，凋

亡率升高，统计分析结果显示各组间差异显著(P<

0．01)。可见0．10～10．00 Fmol／L蟾蜍灵可在较短

的时间内引起U937细胞明显凋亡。

2．4 DNA琼脂糖凝胶电泳结果：DNA在核小体

之间按180 bp及180 bp整数倍的片段断裂是细胞

凋亡的早期事件，DNA电泳时出现特征性DNA梯

状带。0．10、1．00和10．00 tlmol／L蟾蜍灵作用

U937细胞24 h，电泳结果显示，对照组没有出现梯

状带，0．10 tLmol／L组出现较淡梯状带，10．00

Fmol／L组出现的梯状带带形较多，带的亮度较强，

1．00 ttmol／L组相对于10．00,umol／L组带形相对

较少，显示蟾蜍灵对U937细胞凋亡的诱导作用呈

剂量依赖性。结果见图l。

2．5原位缺口标记(TUNEL)法检测结果：1．00

Fmol／L蟾蜍灵诱导U937细胞凋亡呈时间依赖性。

蟾蜍灵分别作用6、12、24 h，U937细胞凋亡率分别

为30．52％、51．32％、65．67％。统计学分析结果显

示：与对照组相比，随着作用时间延长，U937细胞

凋亡率呈现升高趋势(P<0．01)。

3讨论

本实验采用目前公认的药敏试验中最为推崇的

MTT法进行药敏试验[6]，来判定蟾蜍灵在体外对

髓性白血病U937细胞的抗增殖作用。结果表明蟾

蜍灵在0．001 Fmol／L即可明显地抑制髓性白血病

U937细胞的生长(P<0．01)，增加蟾蜍灵浓度抑

制作用更加明显(P<o．01)，由此可以得出髓性白

D C B A M

M一标记组A～对照组BuD-塘蜍灵

10．00、1．00、0．10 Fmol／L组

M—marker group A—control group B—D—bufalin 10．00．

1．00，0．10 tlmol／L groups

图1 DNA琼脂糖凝胶电泳结果

Fig·1 Agarose gel eIectrophoresis of D刊A

血病U937细胞对蟾蜍灵敏感性良好。

已有研究表明蟾蜍灵能够引起HL一60细胞凋

亡[4]。本研究说明蟾蜍灵诱导人U937细胞凋亡，并

且呈时间和剂量依赖关系。用0．10 tlmol／L蟾蜍灵

作用U937细胞24 h，在倒置光学相差显微镜下观

察到细胞中出现小泡，随后降解消失，荧光双染显示

染色质凝集、断裂，凋亡小体形成。这些结果说明蟾

蜍灵诱导U937细胞凋亡。原位缺口标记法显示

1．00 ttmol／L蟾蜍灵作用U937细胞6 h，即可出现

30．52％的阳性细胞，并且随着时间延长及浓度的

升高凋亡率明显升高(P<o．01)。由蟾蜍灵处理细

胞中提取的DNA琼脂糖凝胶电泳的结果，出现典

型的核酸断裂的梯状带，被认为是程序性细胞死亡

的早期事件，表明蟾蜍灵能够以剂量和时间依赖的

关系诱导人白血病U937细胞凋亡。此结论与以前

的报道相一致，即蟾蜍灵能够抑制各种肿瘤的生长

而不影响正常细胞口]。

蟾蜍灵最可能的膜受体为Na+，K+-ATPase，

因为在各种肿瘤细胞胞浆膜上该酶的活性可被蟾蜍

灵抑制。蟾蜍灵对人肿瘤细胞的特异性作用可能归

因于人细胞膜上Na+，K+-ATPase特异结构[8]。从

Na+，K+-ATPase到Ras的信号传导途径还不清

楚。蟾蜍灵诱导凋亡信号传导途径及分子机制还需

进一步研究。
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黑翅土白蚁不同提取物的抗炎镇痛作用

王秀丽，王焕秀，徐彭，薛德钧4

． (江西中医学院，江西南昌330006)

白蚁因腐蚀木材、毁坏河堤而被视为害虫，然而

近年来人们越来越重视白蚁的食用、药用及其他方

面的用途。非洲、东南亚还有我国部分地区的人民喜

以白蚁为食叫；我国武汉将白蚁的提取物用于临床

治疗癌症也取得了较好的效果[1]。白蚁有许多品种，

笔者对品种之一的新药源黑翅土白蚁进行了化学成

分及生物活性研究，发现黑翅土白蚁机体内不仅含

有丰富的蛋白质、氨基酸、多糖、微量元素、维生素等

营养物质，还含有各种烃类、甾体激素类、肟类、角鲨

烯及含氨、氯、氟有机物、杂环化合物等。这些众多的

化学物质应该是其诸多药理作用的物质基础。本实

验对其抗炎、镇痛作用进行观察。

1材料

1．1 样品：黑翅土白蚁Odontotermes formosanus

Shiraki鲜品产自江西鹰潭，由鹰潭市白蚁研究所熊

小生工程师鉴定。

1．2样品的处理

1．2．1 95％乙醇回流提取，经化学预实验可知，含

有甾体、萜类、皂苷等成分。回收乙醇后所得浸膏

(A)用蒸馏水溶解。

1．2．2利用超临界技术萃取脂溶性成分，所得残渣

按照常规方法用醋酸乙酯回流提取，经预实验可知，

亦含有甾体、萜类、皂苷等成分。所得浸膏(B)用蒸

馏水溶解。

1．2．3将新鲜白蚁用贝克曼高速冷冻离心机离心，
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离心条件为8 000 r／min，共20 min，得上清液(C，

为深棕色)。经化学预实验可知，pH为5～6，含有酚

类、鞣质、多糖和苷类等成分，茚三酮反应亦呈阳性。

1．3实验动物：昆明种小鼠，雌雄兼用，由江西医学

院动物室提供，编号为021--9602。

1．4主要试剂：乙酰水杨酸，每片25 mg，肠溶片，

由石家庄制药集团有限公司生产，批号为030102。

度冷丁，针剂，每支2 mL，青海制药厂，批号为

20000912。

2方法与结果

2．1对小鼠腹腔毛细血管通透性的影响[2]：取体重

为(20±2)g的小鼠80只，雌雄兼有，随机分为8

组：空白对照组、阳性药(乙酰水杨酸2×10_4

g／kg)对照组、A(6．51、3．25 g／kg)组、B(1．2、

0．6 g／kg)组、C(60、30 g／kg)组。分别ig给药，其

中空白对照组和阳性药对照组给予蒸馏水，正常培

10 d。末次给药阳性药对照组ig乙酰水杨酸，其余

各组正常ig给药。各组给药30 min后，尾iv 0．5％

伊文思蓝0．2 mL，同时ip 0．6％HAc 0．2 mL，30

min后，小鼠脱颈椎处死。用6 mL生理盐水分次冲

洗腹腔，收集洗液，加生理盐水至10 mL。放置20

min后，3 500 r／rain离心5 rain，吸取上清液，于

722分光光度计590 nlTl波长处测吸光度(A)值，

结果见表1。

2．2对二甲苯所致小鼠耳廓肿胀的影响：选用体重




