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摘  要:目的  在体内外水平研究大蒜新素对小鼠巨细胞病毒 ( mur ine cytomegalo virus, MCMV) 感染导致调节

性 T 细胞 ( r egulat ory T cells, T reg) 异常扩增的抑制作用。方法  72 只 MCMV 感染小鼠随机分为安慰剂组和

大蒜新素治疗组;并设 72 只同期模拟感染小鼠为对照, 随机分为模拟感染对照组和大蒜新素对照组。分别于大蒜

新素处理后 1、7、14、28、60、120 d 处死小鼠,获得脾细胞待测。采用 Western blo tting 法检测脾细胞中 Foxp3 的蛋

白表达强度;流式细胞术分析 CD4+ CD25+ Foxp3+ T reg 细胞在脾细胞中所占比率的变化。采用小鼠胚胎成纤维

细胞对大蒜新素的最大耐受浓度处理 MCMV 感染的胚胎成纤维细胞 3 d 后, 采用 Rea-l time PCR 法和 Western

blotting 法分别检测 T 细胞中 Foxp3 mRNA 和蛋白的表达水平。结果  整体研究发现,大蒜新素对正常小鼠脾细

胞中 Foxp3 蛋白表达和 T reg 细胞比率均无显著影响;但是在 MCMV 感染小鼠,大蒜新素可在感染慢性期显著减

少 Foxp3 蛋白表达强度、降低调节性 T 细胞比率。体外细胞模型发现, 最大耐受浓度的大蒜新素加入共培养体系

后可部分拮抗 MCMV 诱导的 Foxp3 基因和蛋白表达上调。结论  大蒜新素在体内外均可显著纠正 MCMV 感染

导致的 T reg 异常扩增。大蒜新素通过影响 T reg 增殖进而增强抗病毒免疫而有利于机体清除 CM V 病毒, 可能是

大蒜新素诱导抗 CM V 免疫的另一重要机制。
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In vivo and in vit ro inhibition of allitridin on regulatory T cells amplification

induced by murine cytomegalovirus
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Abstract: Objective  T o invest ig ate the ef fect o f allit ridin on regulatory T cells ( Tr eg ) amplificat ion

induced by murine cytomegalo virus ( M CMV) in vivo and in vi tr o . Methods  Seventy tw o MCMV infected

mice w ere randomly divided into tw o g roups, allitridin- tr eated group and placebo- treated g roup. A nother

72 simulated- infect ion m ice served as contro ls and w ere r andomly divided into al lit ridin- treated contro l and

simulated- infect ion contr ol. The m ice w ere sacrificed fo r co llect ion splenocytes at day 1, 7, 14, 28, 60,

and 120 after t reatment. The protein expression o f Foxp3 and the pr opo rt ion of CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
T regs

in splenocytes w ere measured by Western blot t ing and f low cytometry ( FCM ) , respect ively. Max imum

to ler ance concentr at ion ( M T C) allit ridin w as added to the mouse embryo f ibroblasts ( M EF) and MCMV

co-culture sy stem. After 3 d, changes of Foxp3 mRNA and pr otein expression w ere measured by rea-l t ime

PCR and Western blo tt ing, r espect ively. Results  I n viv o, allit ridin had no inf luence to the Foxp3 expres-

sion and T reg proport ion of uninfected mice, but could notably dow n-r egulate those o f infected m ice during

chronic infect ion period. I n v it ro , the t reatment o f MT C allit ridin could part ly blo ck MCMV induct ion of

Foxp3 mRNA and protein expression. Conclusion  Allit ridin could part ly ret rieve MCMV induced Tr eg

expansion and Tr eg-mediated ant-i M CMV immunosuppression no mat ter in vivo or in v it ro . By using this

st rateg y, allitr idin could enhance the specif ic cellular immune r esponses against cytomegalovirus ( CMV)

and be favourable for clearance o f CMV viruses from host, suggest ing another key mechanism of

allit ridincs against CMV.
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  巨细胞病毒 ( cytomegalovirus, CMV) 感染在

人群中普遍存在, 在绝大多数免疫正常个体, CMV

通常呈隐性或无症状感染, 但是在免疫功能不全人

群 (如婴幼儿和免疫缺陷患者) , 原发或继发的

CMV 感染常可导致严重疾病。因而引起人们对

CMV 防治研究的日益重视。然而, 目前已通过

FDA 认证可供临床选用的抗 CMV 药物仅有更昔

洛韦、膦甲酸、西多福韦和福米韦生 4 种[ 1] , 这些药

物均可抑制病毒 DNA 聚合酶, 具有明确抗病毒作

用,但是对骨髓和肾脏均有较大毒副作用,且停药后

容易反弹,并会诱导耐药性毒株的产生。因此,研制

新型抗 CMV 药物,尤其是通过调节机体特异性免

疫功能而发挥抗病毒效应的中药制剂具有重要的理

论和实用价值。大蒜新素是从大蒜中提取的有效成

分,具有卓越的解毒、抗病毒、提高机体免疫功能等

功效,并且不良反应轻微[ 2-3] 。作为免疫调节剂, 大

蒜新素具有促进淋巴细胞增殖、加强巨噬细胞吞噬

功能、增强特异性细胞免疫应答等功效
[ 4-5]
。在抗

CMV 感染方面,国内早在20世纪90年代就有大蒜

新素具有抗 CMV 功效的报道。并有研究证实, 运

用大蒜新素治疗骨髓移植后 CMV 肺炎能显著降低

患者病死率[ 6]。前期研究也发现, 大蒜新素具有直

接杀 CMV 病毒和增强抗病毒免疫的双重功效, 其

中 CMV 诱导调节性 T 细胞 ( regulatory T cel ls,

Treg) 扩增是其逃避特异性抗病毒免疫的一个重要

机制[ 7] 。为探讨大蒜新素是否可通过影响 T reg 的

增殖和功能效应而在诱导机体抗 CMV 免疫机制中

发挥作用,本研究在体内外水平研究大蒜新素对小

鼠巨细胞病毒 ( MCMV) 诱导的 Tr eg 功能效应的

影响。

1  材料

11 1  动物:健康纯系 BALB/ c 小鼠 144 只,雌性, 4

周龄,体质量 10~ 12 g, 购自湖北省医学科学院纯

种动物室,饲养于同济医院动物室洁净层柜内,实验

前适应饲养 3 d, 每天 12 h 光照时间, 自由取食

饮水。

11 2  病毒: M CMV Smith 株由美国德克萨斯大学

健康卫生中心惠赠。在 BALB/ c 小鼠唾液腺中传

毒增殖,收获病毒用于本实验,经蚀斑形成实验测定

收获病毒株的平均感染性滴度为 11 0 @ 106

PFU / mL。

11 3  药物:大蒜素注射液 (即大蒜新素) 为上海禾

丰制药有限公司生产, 剂型 2 mL/支, 15 mg / mL,

批号: 010501。

2  方法

21 1  体内实验

21 11 1  大蒜新素应用剂量的确定:大蒜新素在成人

的应用剂量为 90~ 150 mg/ d, 依中剂量 ( 120 mg/

d) 计算出小鼠用药的一般剂量为 25 mg / ( kg # d)。

21 11 2  MCMV 感染小鼠模型的建立和实验分组:

参照文献方法
[ 8]
建立全身 MCMV 感染小鼠模型。

72 只 MCMV 感染小鼠随机分为 2组, 36 只在接种

MCMV Smith 株后 24 h 开始 ip 一般剂量 ( 0. 2

mL) 大蒜新素,每天 1次,作为大蒜新素治疗组; 36

只 MCMV 感染小鼠 ip 生理盐水 ( 0. 2 mL ) 作为

安慰剂组;另设正常 BALB/ c 小鼠 72 只,接种与病

毒等量的正常唾液腺匀浆,不接种病毒, 36 只在 24

h 后开始 ip 生理盐水 ( 0. 2 mL) ,每天 1次, 作为模

拟感染对照组;另外 36只在 24 h 后开始 ip一般剂

量 ( 0. 2 mL) 大蒜新素, 每天 1次, 作为大蒜新素对

照组;各组分别于治疗后 1、7、14、28、60、120 d 随机

处死 6只小鼠,无菌分离小鼠脾脏,常规制备混合脾

细胞悬液。

21 11 3  Wester n blo tt ing 法检测 Foxp3 蛋白水平:

悬浮缓冲液提取细胞总蛋白, Bradford 法测蛋白浓

度。蛋白质上样后经 10% 十二烷基磺酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE) , 半干电转印于硝酸纤

维素膜上;室温封闭 1 h; 用 1 B 100 羊抗鼠 Foxp3

多克隆一抗 (美国 Santa Cruz 公司) 和 1 B 300 B-

act in 多克隆一抗 (美国 Santa Cruz 公司) 4 e 孵

育 24 h;洗膜;加入 1B800 标记有辣根过氧化物酶

的兔抗羊二抗 (美国 Santa Cruz 公司) 室温孵育 2

h; 洗膜; ECL 发光法显影。采用 HM IAS ) 2000

型全自动医学彩色图像分析系统分析测定各目的条

带的积分吸光度值。被检测蛋白 Foxp3 相对分子

质量为 49~ 55, B-act in 为 42。结果处理:以 B-actin

条带为内参照进行蛋白上样量的校正, 以目的条带

的积分吸光度/ B- act in 条带的积分吸光度进行半定

量分析。

21 11 4  流式细胞术检测 CD4
+
CD25

+
Foxp3P

+
细

胞比率: 每个样本取 2 @ 106个 T 细胞进行荧光标

记;加入 PE-CD4 抗体和 FIT C-CD25 抗体 (美国

Ebiosience 公司) 各 1 LL, 4 e 避光孵育 20 min,

设同型无关抗体作为阴性对照; 预冷 Staining buf f-

er (美国 Ebiosience 公司 ) 洗涤细胞 2 次, 1 mL

Fixat ion buf fer (美国 Ebiosience 公司) 重悬细胞,

4 e 避光孵育 30 m in; 离心倒上清, Permeabilizing

buf fer (美国 Ebiosience 公司 ) 洗涤细胞; 加入
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PE-cy5 标记的抗 Foxp3 抗体 (美国 Ebiosience 公

司) 5 LL, 4 e 避光孵育 20 m in,设同型无关抗体作

为阴性对照; Permeabilizing buffer 洗涤细胞, 重悬

于 450 LL Staining buf fer,上流式细胞仪检测;依照

公式 T reg= CD4+ CD25+ @ Foxp3+ , 计算 CD4+

CD25+ Foxp3+ Treg 在 T 细胞中的比率。

21 2  体外实验
21 21 1  细胞纯化与培养:胚胎成纤维细胞的原代和

传代培养: 乙醚麻醉 BALB/ c 新生小鼠, 75% 乙醇

消毒,无菌分离肺组织并剪切成 1 mm
3
大小, 01 2%

胰蛋白酶消化, 调节细胞密度至 5 @ 10
5
/ mL, 5%

CO 2、37 e 培养箱生长。细胞经传代培养后,第 4、

5代用于实验。T reg 纯化和分离: 眼球摘除法处死

4周龄 BA LB/ c 小鼠, 无菌分离脾脏, 参照文献方

法[ 9]用尼龙毛柱法分离纯化得到 T 淋巴细胞,经流

式细胞仪 (美国 BD 公司) 检测, CD3 阳性细胞

率> 90%。采用 MACS Tr eg Iso lation Kit (德国

Milteny i Biotec 公司) 获得 CD4
+
CD25

+
T reg 和不

含 Treg 的 T 淋巴细胞 ( T cell deplet ion of T reg,

T depT reg ) ,操作按照说明书进行。经流式细胞术检

证, CD4+ CD25+ Treg> 95%。

21 21 2  大蒜新素在细胞水平应用剂量的确定:采用

MT T 比色法找出胚胎成纤维细胞对大蒜新素的最

大耐受浓度。

21 21 3  细胞模型建立与分组: 首先用 MCMV 感染

胚胎成纤维细胞 (感染复数为 11 0) 与 T 淋巴细胞

共培养 ( 1 B 10) ; 大蒜新素处理组此时加入 MTC

浓度的大蒜新素, 安慰剂组加入等体积 PBS 溶液。

共培养 3 d 后, 分别收获 T 细胞、培养上清和胚胎

成纤维细胞待测。T depT reg与正常胚胎成纤维细胞共

培养, 记作 T depT reg-MEFs, 作为正常对照; 含 20%

Treg 的 T 淋巴细胞 ( T cells containing T reg,

T conT reg ) 和 MEF 共培养, 记作 T conTreg-MEFs, 加入

大蒜新素处理, 另设安慰剂组和大蒜新素处理亚组;

共 培 养 T conT reg 和 MCMV 感 染 的 MEF

( MEFMCMV ) ,记作 T conT reg-MEFMCMV ,另设安慰剂组

和大蒜新素处理亚组。

21 21 4  Western blot t ing 检测 Foxp3 蛋白水平: 方

法同 21 11 3项。
21 21 5  RT-PCR方法检测 T 细胞中 Foxp3 mRNA

表达: 采用 SYBRgreen RT-PCR 法。用 T rizo l (美

国 Invitr ogen 公司) 提取脾细胞总 RNA, 检测

RNA 纯度在 11 76 ~ 11 82; 按 M-MLV 酶 (美国

Promega 公司) 说明书操作。每份样本同时定量检

测目的基因和内参 GAPDH 基因,各设 3复管。引

物序列如下, Foxp3: S 5c-CT TAT CCGAT GGGC-

CATCCTGGAAG-3c, A 5c-T TCCAGGT GGCGG-

GGTGGT T TCT G-3c (产物 112 bp) ; GAPDH : S

5c-GCACAGT CAAGGCCGAGAA-3c, A 5c-CCT-

CACCCCAT TT GAT GTT AGTG-3c (产物 96 bp)。

反应体系: 样本 cDNA 2 LL, 上、下游引物 ( 10

pmol ) 各 01 4 LL, rea-l time master m ix (日本

T oyobo 公司) 10 LL, 总体积 20 LL。反应条件:

95 e 预变性 5 min; 95 e , 30 s; 58 e ( 57 e ) , 30

s; 72 e , 30 s,共 40个循环。

21 3  统计学处理: 所有实验重复 3 次。数据用

SPSS 111 0 统计软件处理, 计量资料结果用 x ? s 表

示,组间各对应指标差异用方差分析。

3  结果

31 1  整体实验研究大蒜新素对 MCMV 感染小鼠

Foxp3 表达的影响

31 11 1  大蒜新素对 Foxp3 蛋白表达的影响: 大蒜

新素对正常小鼠脾细胞中的 Foxp3 蛋白表达强度

无明显影响; 但可在感染慢性期显著减少 MCMV

感染小鼠脾细胞中的 Foxp3 蛋白表达, 在治疗后

60~ 120 d 将 Foxp3蛋白表达强度低于安慰剂组水

平 ( P< 01 05) ,并在 120 d 左右基本恢复至正常对

照组水平 ( P> 01 05,图 1)。

图 1 Foxp3 的蛋白表达

Fig. 1  Protein expression of Foxp3

31 11 2  大蒜新素对 Treg 细胞比率的影响: 如表 1

所示,大蒜新素对正常小鼠的 CD4+ CD25+ Foxp3+

细胞比率无明显影响, 却可在感染慢性期显著下调

由 MCMV 感染所致的 T reg 扩增, 使 CD4
+
CD25

+

Foxp3+ 细胞比率在大蒜新素治疗 60~ 120 d 以后

显著低于安慰剂组水平,表现出与 Foxp3 相似的变

化趋势。

31 2  大蒜新素体外干预实验

31 21 1  最大耐受质量浓度测定结果:高浓度的大蒜

新素对胚胎成纤维细胞表现出一定的直接细胞毒作

用,使用 MTT 法,测得胚胎成纤维细胞对大蒜新素

的最大耐受质量浓度为 91 83 Lg/ mL。

31 21 2  大蒜新素对 Foxp3 表达的影响: 大蒜新素
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对 T conT reg-MEFs 体系中 Foxp3 的 mRNA 表达无

影响,但在 T conTreg-MEFM CM V共培养体系中添加大蒜

新素则可显著下调 Foxp3 基因和蛋白的表达。见

图 2和 3。

4  讨论

  尽管CMV是弱致病因子, 但其仍是宫内感染

表 1 大蒜新素对 MCMV 感染小鼠 Treg 细胞比率的影响 (x ? s, n= 6)

Table 1  Ef fect of allitridin on proportion of Treg in MCMV infected mice ( x? s, n= 6)

组  别
CD4+ CD25+ Fox p3+ / %

1 d 7 d 14 d 28 d 60 d 120 d

模拟感染对照组 21 48 ? 0131 21 63 ? 01 45 21 77 ? 01 39 21 78 ? 01 29 21 69 ? 01 12 21 55 ? 01 23

大蒜新素对照组 21 54 ? 0137 21 50 ? 01 41 21 38 ? 01 33 21 56 ? 01 45 21 41 ? 01 32 21 45 ? 01 43
安慰剂组 21 61 ? 0125 21 46 ? 01 19 11 75 ? 01 23* 11 46 ? 01 27* * 41 51 ? 01 24* * 51 52 ? 01 77* *

大蒜新素治疗组 21 69 ? 0145 31 16 ? 01 62 21 18 ? 01 44 11 92 ? 01 42 21 59 ? 01 53 v v 21 37 ? 01 49 v v

  与模拟感染对照组比较: * P< 01 05  * * P< 01 01;  与安慰剂组比较: v vP < 01 01

  * P< 01 05  * * P < 01 01 v s sim ulated-in fect ion cont rol group;  v vP< 01 01 v s placebo- t reated group

与安慰剂 1比较: * P< 01 05  * * P< 01 01

与安慰剂 2比较: v vP < 01 01

* P< 01 05  * * P < 01 01 v s placebo 1

v vP< 01 01 v s placebo 2

图 2 大蒜新素对 Foxp3 mRNA 表达的影响 ( x? s, n= 3)

Fig. 2  Effect of allitridin on mRNA expression of Foxp3

(x ? s, n= 3)

与安慰剂 1比较: * P< 01 05  * * P< 01 01

与安慰剂 2比较: vP< 01 05

* P< 01 05  * * P < 01 01 v s placebo 1

v P< 01 05 v s placebo 2

图 3 大蒜新素对 Foxp3 蛋白表达的影响 ( x? s, n= 3)

Fig. 3 Effect of allitridin on protein expression of Foxp3

( x? s, n= 3)

后、听力损伤等的重要原因。同时, CMV 又是引起

免疫抑制个体发生严重疾病和增加病死率的重要病

因之一。近年来, 随着器官移植数量和 A IDS 发病

率的增加, CMV 相关疾病的防治成为新的抗病毒

研究热点。中药单剂大蒜新素作为一种价格低廉、

安全用效的新型抗病毒药物,日益受到关注。

CD4
+
CD25

+
T reg 细胞是近年来才被生物医学

界逐渐接受和认可的独立 T 细胞功能亚群, 而

Foxp3 表达与否是 T reg 表型和功能的决定性因

素
[ 1 0-11]

。目前认为, 病毒感染中发生的 T reg 扩增

活化是机体为避免过度免疫反应而形成的一种免疫

保护机制,然而这一效应同时也会导致病毒的慢性持

续性感染。研究表明, MCMV 在体内外均可显著诱

导 Treg 扩增;扩增的 Treg 可抑制各效应性 T 细胞

亚群的分化和功能发挥;从而创造了一个使病毒能够

持续存在的有利免疫环境,这可能是 CMV 逃避宿主

免疫、实现持续或慢性感染的重要机制之一。

大蒜新素为大蒜提取物, 又名大蒜素。本研究

室从 1998年至今对大蒜新素抗 CMV 感染机制进

行的系列研究发现, 大蒜新素对 HCMV 表达有明

显抑制作用
[ 12]

; 体外实验证实, 大蒜新素可干预病

毒对感染细胞凋亡和细胞周期进程的影响 [ 13] ,最终

造成不利于 CMV 复制的细胞微环境;此外,大蒜新

素还具有免疫调节作用, 可诱导或增强缩主的抗病

毒细胞免疫功能 [ 14]。基于大蒜新素具有免疫调节

作用和直接抗 CMV 效应, 结合前期研究关于 Tr eg

在 CMV 感染机制中发挥免疫抑制作用的研究结

果,推测大蒜新素可能通过影响 T reg 途径来增强

机体抗 CMV 免疫应答。

本研究中在整体实验中发现, 大蒜新素对正常

小鼠脾细胞的 Foxp3 蛋白表达和调节性 T 细胞比

率无显著影响, 却可在感染慢性期显著纠正

MCMV 感染所致的调节性 T 细胞异常增殖活化,
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使 Foxp3 蛋白表达和调节性 T 细胞比率基本降至

正常水平。这充分提示大蒜新素可能通过作用于

Treg 环节逆转 CMV 感染所致的抗病毒免疫功能

低下,尤其可能在 CMV 慢性持续性感染中发挥促

进抗病毒免疫的效应。依据前期的研究结果 [ 15] , 选

取 Treg 抑制效应较强的细胞模型,即添加 T reg 比

率为 20% 的共培养体系进行体外大蒜新素干预实

验。结果显示, 大蒜新素可显著抑制 Treg 特异性

转录因子 Foxp3基因表达,正如前文分析的, Foxp3

是 Treg 增殖活化的关键因子, Foxp3 表达减少意

味着 MCMV 感染诱导的 Treg 扩增受到抑制。由

此, 在体内外水平证实大蒜新素可显著纠正

MCMV 感染导致的 Tr eg 异常扩增。这可能是大

蒜新素诱导抗 CMV 免疫的另一重要机制。
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大豆异黄酮对前列腺增生大鼠生长因子及受体的影响

任国峰, 汤  凌,杨爱青,姜伟伟, 黄忆明
*

(中南大学公共卫生学院 营养与食品卫生学系, 湖南 长沙  410078)

摘 要:目的  研究大豆异黄酮对前列腺增生大鼠模型的抑制作用及生长因子调控机制。方法  采用 sc 睾酮法

诱导大鼠前列腺增生。大鼠随机分为对照、模型组、大豆异黄酮 ( 60、120、240 mg/ kg ) 组; ig 给药 4 周后处死大鼠,

测定大鼠前列腺湿质量、前列腺指数, 酶联免疫法测定血清胰岛素样生长因子-1 ( IGF-1)、表皮生长因子 ( EGF )、

血管内皮生长因子 ( VEGF )、碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF)、转化生长因子-B( TGF-B) 水平, 免疫组化法检测

表皮生长因子受体 ( EGF-R) 表达的变化情况。结果  模型组大鼠前列腺湿质量明显增加,前列腺指数明显增加。

与模型组相比,大豆异黄酮各组前列腺湿质量和前列腺指数明显下降,血清 IGF-1、EGF、VEGF 和 bFGF 水平均显

著降低,血清 TGF-B水平显著提高,前列腺上皮组织 EGF-R 表达显著下降, 以 120 mg / kg 大豆异黄酮组效果最为

明显。结论  大豆异黄酮具有较好的抑制前列腺增生的作用, 可能与其降低 IGF-1、EGF、VEGF 和 bFGF 水平, 提

高 TGF-B水平,下调 EGF-R 表达有关。

关键词:大豆异黄酮; 前列腺增生; 胰岛素样生长因子-1 ( IGF-1) ; 表皮生长因子 ( EGF ) ; 血管内皮生长因子

( VEGF) ; 碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF) ; 转化生长因子 ( TGF-B) ; 表皮生长因子受体 ( EGF-R)
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