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表1红景天苷对全脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织

TNF—q水平的影响(；土s，H一6)

Table 1 Effect of salidroside on TNF d level in brain

tissue of global ischemia—reperfuslon

injuried rats(J土j，月一6)

与假手术组比较：60P<O．01； 对模型组比较：一P<0·01

△△P<0．01圳Sham groupI +。P<0 01讲model group

在夜班时间中的疲劳状态，结果证明玫瑰红景天能

够缓解处在压力状态下的大脑中枢疲劳。脑组织容

易遭受缺血再灌注损伤，其中炎症反应起重要的介

导作用“]。脑缺血再灌注可激活TNF n的合成机

制，使其过度表达。TNF—a足细胞问黏附分子一1

(ICAM一1)的调控因子，其过度表达可进一步促进

血管内皮细胞合成ICAM l，增强中性粒细胞一血管

内皮细胞的相互作用，加重脑缺血再灌注和炎症反

应的损伤。“。在脑组织中，TNF a主要由胶质细胞

与神经细胞产生。史朗峰等Cto]研究证实，脑缺血再

灌注大鼠脑组织TNF—a mRNA和IL～1p mRNA

表达水平明显升高。Lavine等“”发现前脑室注射

TNF a单克隆抗体，可阻断内源性TNF—n活性，显

著降低脑缺血再灌注引起的脑水肿及损伤‘“】。本研

究中红景天苷可减少全脑缺血再灌注后脑组织中

TNF a的蛋白表达，可能是其发挥脑保护作用的机

制之一。红景天苷通过何种途径抑制TNF一“的产

生。尚待进一步的研究。

致谢：张文成教授和陈燕副主任技师的指导与

帮助。

References f

[1]Li J X，Liu J T，Jin Y R，et a1．Studies oft chemical cons—

tituents from slel】]and leaf of Rhodiola sachlinensis[J]．Chin

Tradit Herb Drugs(巾草药)．1998．29(10)：659-661．

[幻Song Y Y，Qt(：，Han j r Prolective effect of hongjlngtian

oD hippocampal area and denate gyrus of eampiete cerebral is

chemia reperluslon in ra协EJ]．Chilt J Clin Rehabil(中国临

床康复)，2005，9(32)：232 233．

r3]Ll L，Kong L K，Chen R，et a1．Effect of Ratola on

Nometabilism in brain ischemia—reperfusion mode【of rats

[J]．Shandong&fed J(山东医药／，2001，4 L(L91：17—19．

E4]Yamasaki Y．Itoyama Y，Kogure K．Involvement of cy—

tokine produetion ln pathogenesis of transient cerebral is

chemic damage[J]．Kelo．，Med，1 996，45(3)：225 229．

r5]uno H．Matsuyama T，Akita H，et al Induction of t⋯f
necrosis faetor⋯n the mouse hippocampus following tran

8lent forebrain jsehemia rJ]．J Cereb BIood Flow Metab，

l 997，l 7(5)：49】-499．

[6]Buttini M，Appe[K，Sauter A，et a1．Expression of tu nlor

necrosis factor alpha after focal cerebral isehemia ln the rals

J』．NeurosciencF，1996，71(j)：I 16

Meistrell M E．Botehkirla G I．Wang H，eg a1．Tulnor necro

sis factor is a brain damaging cytokine in cerebral isehemia

—r．Shock，1997。8(5)：34l_348．

Pulsinelli W A，Brierley J B，Plum F．Temporal profile of

HeHrOllal damage in a modeI of transient forebrain is chemia

[J]．Ann N．Jurol-1982，1l(5)：49l一498．

Darbinyan V，Kteyan A．Panossian A，et al Rhodiola rf#sea

in stress indueed fatigue～a double blind cross—oveT study of a

standardized exlmct SHR一5 with a repeated low—dose regimen

on the mental performance of healthy physicians during night

duty口]．Phyt,,mediclne，2000，7(5)：365—371
Shl L M，Ren H M．＆1 R．Effects of the domestic fibrino

【ase on expressions of TNF d and IL 18 mRNAs ln isehemia／

reperfused rats[J]．Apoplexy Ne,w m(中风与神经疾病杂
志)，2004，21(6)：544—546

Lavine S D，Hofman F M，Zlokovic B V．Circulating anti

body against tumor aecrosis factor—alpha protects rat brain

from reperfusion injury[J]．．，Cereb Blood Flow Metab，

1998，18(1／：52—58-

蓝萼甲素对小鼠脾细胞内游离钙离子浓度的影响

陈子嚣1，李云森2，周吉燕1，曹露哗3，胡月娟1，李仪奎3

(1上海中医药大学中药研究所药理二室，上海201203；2．中国科学院上海药物研究所，上海201203

3．上海中医药大学科技宴验中心，上海201203)

蓝萼甲素是由唇形科香茶菜属植物香茶莱

lfabdosia amethystoieds(Benth．，Hara中分离提取

出的二萜化合物。前期的实验研究表明，香茶菜能显

著抑制细胞免疫反应而增加体液免疫反应。应用药

理与化学密切合作的研究方法，以活性评价为导向，

对香茶菜影响免疫功能的活性物质进行追踪分离，
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获得了具有免疫活性的化学单体蓝萼甲素。在对小

鼠脾细胞增殖影响的实验中，观察到蓝萼甲素对伴

刀豆蛋白A(ConA)和脂多糖(LPS)诱导的小鼠

脾脏淋巴细胞增殖以及混合淋巴细胞培养反应具有

抑制作用一“。为进一步探讨蓝萼甲素对免疫功能的

影响，本实验应用钙荧光指标剂Fura 2／AM测定

小鼠脾脏淋巴细胞内游离钙离子浓度，以观察蓝萼

甲素对其的影响。

1材料

1．1 药品与试剂：蓝萼甲素(质量分数98％)，由

中国科学院上海药物研究所制备；Fura一2／AM

(Caibiochem)；Triton—X一100(Sigma公司)；二醇

二乙醚二胺四乙醇(EGTA，上海实生细胞生物技

术有限公司，SERVA分装)；牛血清白蛋白(BsA，

上海实生细胞生物技术有限公司)；ConA(Sigma

公司)。

1．2 仪器：DSHZ 300多用途水浴恒温振荡器

(江苏太仓市实验设备厂)；荧光分光光度计(F^一

4500，日本日立)，附岛津TB 85恒温水浴。

1．3 动物：健康昆明种小鼠，体重(20土2)g，雄

性，由上海中医药大学实验动物中心提供。

2方法

2．1小鼠脾细胞悬液的制备o]：将小鼠摘眼球放血

后脱颈处死，取出脾脏，按常规制成单细胞悬液，用

无Ca”、M92+的Hank’S液洗2次后，用禽0．2％

BSA与Ca”、Mg”的Hank‘S液重悬细胞，调细胞

浓度至l×10r／mI，，备用。

2．2 Fura一2／AM负载7“：取l×107／mL的小鼠脾

细胞悬液2 mL，37℃预温10 min，加500 ffmol／L

的Fura一2／AM 20 J-L(Fura一2／AM终浓度为5

umol／L)，于37 C恒温振荡30 min。负载后的脾细

胞用含0．2％BSA和Ca”、M92+的Hank’s液洗2

次，调细胞浓度至3×100／mL。测定前细胞预先在

37 c复温2～3 min。

2．3荧光测定：将负载Fura一2／AM的脾细胞加

100、10、l mg／L蓝萼甲素和ConA(终质量浓度为

5／tg／mL)后，采用F 4500荧光分光光度计及

F 4500 Intracellular Cation Mesurement System

生化离子计算系统软件进行数据的采集和处理。测

定条件：激发波长和发射波长的狭缝宽度分别为5、

10 nlTl，激发波长分别为340和380 nnl，发射波长

为510 nm，激发波长变换时间为1．9 S，测定时仪器

呵同时收集静息时、’l'xiton—X—100加入及EGTA加

入后及校正中的340、380 nm的荧光强度和二者的

比值(R)，测定完毕后仪器软件可根据公式：

[Ca2+]，一Kd(Fmm／F一)(R—R一)／(R⋯一R)，直
接给出胞浆内游离Ca抖的浓度(nmol／L)⋯R。和
R。。分别为最大和最小荧光强度比值，即在细胞外

液钙离子浓度大于1 mmol／L情况下分别加入终浓

度为0．1％Txiton—x一100和高于2倍细胞外液钙

离子浓度的EGTA(pH>8．5)后所测得的340和

380 nm的荧光强度比值；F。。和F⋯分别为Fura一2

在游离状态下和饱和状态下380 nm测得的荧光强

度。测定时或加药后均用吸管吹吸细胞悬液数次，以

使细胞分布均匀。加药各组均于37℃水浴中平衡

10 rain后上机检测n“]。

2．4数据处理及统计：数据均以a2±S表示．采用

SPSSl 0．0统计软件进行方差分析。

3结果

3．1静息状态(对照)下小鼠脾细胞[Ca2+]。测定结

果：在细胞外Ca2+浓度为1．3 mmol／1．情况下，应

用Fura一2／AM双波长荧光法测得的静息状态下小

鼠脾细胞[-Ca2‘]．为(100．5土25．1)nmol／I。。此结

果与文献报道基本一致o]。

3．2 ConA活化状态下小鼠脾细胞[Ca“]，：应用

Fura 2／AM双波长荧光法测得ConA状态下小鼠

脾细胞[Ca”]．为(211．3土35．o)nmol／L，较静息

状态下明显升高。

3．3蓝萼甲素对ConA活化的小鼠脾细胞ECa2+]，

的影响：加入不同质量浓度的蓝萼甲索，与ConA组

相比可见有[Ca2+]．降低，其中以终质量浓度为100

mg／L时下降最为明显(尸<o．01)，结果见表1。

表1蓝萼甲索对小鼠脾脏淋巴细胞[ca2+]-的影响

(；土s，H一6)

Table 1 Effect of glaucocalyxin A Oll[ca2+1

in splenocytes of mice(；土j，n一6)

与对朋组比较：’P<0．05 一j’<0 01

与ConA组比较：6P<0．05

’P<0 05。。P<0．01 WS control group

6P<0 05 YB ConA group

4讨论

Ca2+作为第二信使，在细胞活动中占有重要的

地位。细胞内Ca’浓度的升高，是淋巴细胞激活和

增殖早期呈现的一个重要现象，这个过程主要发生
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在细胞受到刺激剂激活的最初几十秒到几分钟内。

细胞[Ca”]，迅速升高，可激活钙调蛋白激酶；使一

系列特异蛋白底物的磷酸化水平增加，其中包括细

胞因子的转录因子，如核因子*B(NF”B)，使细胞

因子的mRNA水平升高，大量细胞因子生成。本研

究发现，小鼠脾脏淋巴细胞被ConA激活后，细胞

[Ca”]．增高。蓝萼甲素可降低[Ca2+]。，使之接近正

常水平，进而可能抑制与细胞因子有关的基因的表

达，从而抑制T细胞增殖。以往研究表明蓝萼甲素

具有免疫抑制作用，蓝萼甲素抑制小鼠脾脏淋巴细

胞内钙释放可能是其产生免疫抑制作用的机制

之一。
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苦味叶下珠不同制剂对鸭体内乙肝病毒的抑制作用

韩林，梁睿敏，刘斌

(北京汉典中西药研究开发中心，北京100071)

苦味叶下珠Phyllanthus a?llaru5 Schum．et

Thonn，为大戟科叶下珠属植物，昧苦、性凉，具有

清肝明日、收敛利水和解毒的功效o]。1982年印度

学者Thyagajan等首次报道苦味叶下珠体外对

HBsAg(乙型肝炎病毒表面抗原)有灭活作用o]，

引起国内外研究的热潮，被认为是一种极具潜力的

抗乙肝药物。苦味叶下珠含有大量化合物，主要包括

酚类、三萜类及生物碱类物质o]，初步研究表明鞣质

为主要活性成分，但是目前尚无统一的质量标准。有

关苦昧叶下珠的基础及临床研究日渐增多，但是结

论不一，药材的产地和制剂都对活性产生很大的影

响。目前国内还没有对此进行系统的比较研究。为

了研究制剂对药物活性的影响，为苫味叶下珠药物

生产提供依据，本实验选用云南景洪产苦味叶下珠

作为药物原料．分别采用提取和粉碎的方法获得受

试药物，比较两种制剂体内抗鸭乙型肝炎病毒

(DHBV)活性的差异。

1材料

1．1动物：1日龄北京鸭，购自北京前进种鸭饲

养场。

1．2药物：苦味叶下珠采自云南西双版纳景洪，经

中国中医研究院胡世林老师鉴定为大戟科植物苦味

叶下珠。苦味叶下珠粉剂(P1，苦味叶下珠全草粉

碎，过80目筛，经分光光度法及滴定法测定，含鞣

质2．48％)、苦味叶下珠提取剂(P2，苦味叶下珠粉

末先用80％乙醇回流提取1．5 h，提取3次，合并

提取液，浓缩；提取残渣继续用水煮3次，每次1．5

h，合并水液，浓缩。两次浓缩液合并得到苦味叶下

珠提取液，质量浓度为0．5 mg／mL，含鞣质

2．87％)均为自制；阳性药物拉米夫定(葛兰素威

康制药公司，批号00211004)。

1．3主要试剂：鸭乙型肝炎病毒DNA(DHBV

DNA)强阳性鸭血清(采自上海麻鸭，一70 c保

存)；n 32p dcTP(北京福瑞生物技术工程公司)；
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