
其 � ⁄� 基因过度表达产生的 °2ª³是最主要的原因 ∀ °2ª³

是一种能量依赖性药物转出泵 o可使化疗药物从癌细胞内泵

出细胞外 o从而使药物在细胞内积蓄浓度下降 o药物对细胞

毒性降低 o导致化疗失败≈x  ∀目前 o在临床上使用的异博定

能增加细胞内药物的积累而逆转细胞 � ⁄� ≈y  o但严重的心

血管毒副作用使其在病人身上很难达到有效的血药浓度 o因

此寻找低毒 !有效 � ⁄� 逆转剂是肝癌化疗中急需解决的问

题 ∀

本研究表明 �∞�2zwswr�⁄� 细胞均过度表达 � � ° 和

°2ª³o除了对 �⁄� 产生耐药外 o对 � � ≤ !�≤°× !x2ƒ � 产生

交叉耐药 o�∞�2zwswr�⁄� 细胞具有典型 � ⁄� 细胞特征 ∀

采用无细胞毒性浓度的板蓝根高级不饱和脂肪酸能使 �∞�2

zwswr�⁄� 细胞内 �⁄� 的积累增加 v倍 o与异博定的效果

相当 o提示板蓝根高级不饱和脂肪酸能特异性阻断 °2ª³的

药物外排机制 o使 � ⁄� 细胞内药物积累增加 o药物浓度增加

而逆转 � ⁄� ∀

已有实验证明 o逆转 � ⁄� 的化合物必须具有亲脂性或

既有具有亲脂性又具有水溶性结构≈z  ∀ � ⁄� 泵能从细胞内

泵出多种脂溶性物质 ∀同时 � ⁄� 泵也能被多种亲脂性物质

所竞争性抑制 ∀而本实验所采用的板蓝根高级不饱和脂肪

酸完全符合逆转 °2ª³介导的多药耐药性化合物的理化特

征 ∀其逆转机制可能是与化疗药物竞争 °2ª³上的结合位

点 o从而降低化疗药物的外流 o增加细胞内化疗药物的积累 ∀

使耐药细胞恢复对化疗药物的敏感性 ∀板蓝根高级不饱和

脂肪酸与化疗药物联合应用为提高肝癌的化疗效果展示了

广阔的应用前景 ∀
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糖萜素对小鼠腹腔巨噬细胞产生一氧化氮的影响

基金资助 }浙江省科委资助项目 ∀
作者简介 }沈建根kt|xu p l o男 o副研究员 o硕士生导师 o主要从事抗感染免疫和肿瘤免疫研究

沈建根  鲍建芳  邵传森  詹  勇t
k杭州 vtssvt浙江大学医学院 ~t杭州 vtssty浙江大学动物科学院l

摘要  目的 }探讨糖萜素对小鼠腹腔巨噬细胞产生 �� 的影响 ∀方法 }在饲料中添加不同剂量糖萜素喂养 ��� 小鼠 o以基础

饲料为对照 o检测环磷酰胺免疫抑制组与非抑制组不同时间段小鼠腹腔巨噬细胞产生 �� 的含量 ∀结果 }含糖萜素饲料组于

不同时间测得 �� 含量均较基础饲料组显著增高k Π� s qsxl ∀免疫抑制状态下 o含糖萜素饲料组 �� 含量也较基础饲料组高

k Π� s qsxl ∀体外糖萜素不能直接影响 �� 的生成 ∀结论 }糖萜素能显著提高小鼠体内巨噬细胞产生 �� ∀体外则不能直接

影响 �� 的生成 ∀

关键词  糖萜素 ~巨噬细胞 ~一氧化氮
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kªµ²∏³ �l ¤·§¬©©̈ µ̈±··¬°¨q�©·̈µ¬°°∏±²¶∏³³µ̈¶¶¬²±·«̈ ¯̈ √¨̄¶²© �� ¬± °¬¦̈ ©̈ §²±¶¤¦¦«¤µ¬¦·̈µ³̈ ±¬± º µ̈̈ «¬ª«̈µ·«¤±·«¤·©̈ §²±

¦²°°²± ©²²§ k Π � s qsxl q ≥¤¦¦«¤µ¬¦·̈µ³̈ ±¬± §¬§ ±²·¬±©̄∏̈ ±¦̈ ·«̈ ³µ²§∏¦·¬²± ²© �� §¬µ̈¦·̄¼ ¬± √¬·µ²q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ : ≥¤¦¦«¤µ2

¬¦·̈µ³̈ ±¬± ¦¤± ¤¦·¬√¤·̈ ·«̈ °¬¦̈ °¤¦µ²³«¤ª̈¶·² ³µ²§∏¦̈ �� ¬± √¬√²o¥∏·±²·¬±©̄∏̈ ±¦̈ ·«̈ ³µ²§∏¦·¬²± ²© �� §¬µ̈¦·̄¼¬± √¬·µ²q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ  ≥¤¦¦«¤µ¬¦·̈µ³̈ ±¬± o �¤¦µ²³«¤ª̈¶o �¬·µ²ª̈ ± �¬¬§̈¶k��l

  糖萜素k≥¤¦¦«¤µ¬¦·̈µ³̈ ±¬±l是从我国丰富植物资源茶饼

中提取的纯天然活性物质 o其主要有效成分为茶科三萜类化

合物和多糖 ∀詹勇等曾报道≈t p w  }糖萜素具有抗氧化 o清除

自由基 o促进动物生长 o提高畜禽成活率和增加蛋禽产蛋性

能的作用 ∀展示了良好的应用前景 ∀然而迄今尚未见有关

糖萜素对哺乳类动物免疫功能的研究报道 ∀本研究旨在通

过观察小鼠腹腔巨噬细胞 �� 的生成来探讨糖萜素对机体

免疫调节的作用机理 o为研制以糖萜素为主体的新型免疫增

强剂提供理论依据 ∀

1  材料和方法

1 q1  材料

1 q1 q1  试剂

糖萜素k浙江大学动物科学院生物活性物质研究开发中

心提供 o专利国际 }°≤ ×r≤ �|y p ssszs ~国内 }|ytsttxt#vl o

棕黄色粉末状 o有效成分 ∴ys h ∀ �p萘基乙二胺 o对氨基苯

磺酰胺 o噻唑蓝k � × ×l o内毒素脂多糖k�°≥ ∞¦²̄¬�u¥¬�yl均

购自 ≥¬ª°¤公司 ∀ ⁄� ∞� k���≤ �l o超级小牛血清k杭州四

季青生物材料研究所l o环磷酰胺k上海华联制药有限公司 o

批号 ||ttswl ∀

1 q1 q2  实验动物

���小鼠 }{周龄 o体重 t{ p usªo浙江大学医学院实验

动物中心提供 ∀

1 q1 q3  主要仪器

vtts型二氧化碳培养箱kƒ � � � � 公司l ovt{ � ≤ 型全

自动酶联免疫检测仪k上海三科仪器有限公司l o移液器

k���≥��l o|y孔细胞培养板k⁄̈ ±°¤µ®l ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  实验分组

ktl体内试验

动物分组 }将 vtx只 {周龄 ��� 小鼠随机分成免疫抑制

k环磷酰胺抑制l和非免疫抑制两大组 o前者 tvx只 o后者 t{s

只 ∀

将非免疫抑制小鼠随机分成 � !�两组 o每组 |s只 o雌雄

各半k分开饲养l ∀ � 组以普通饲料喂养 o�组以每公斤含

xss°ª糖萜素的普通饲料喂养 ∀饲养至 us !ws !ys 和 {s§

时 o每组随机取 us只k雌雄各半l进行小鼠腹腔巨噬细胞 ��

含量测定 ∀

将免疫抑制组小鼠随机分成 ≤ !⁄!∞三组 o每组 wx 只 o

雌雄各半k分开饲养l o每只小鼠皮下注射环磷酰胺 tss°ªr

�ª∀ ≤ 组以普通饲料喂养 ~⁄组以每公斤含 xss°ª糖萜素的

普通饲料喂养 ~∞组以每公斤含 tsss°ª糖萜素的普通饲料

喂养 ∀饲养至 z和 tw§时 o每组随机取 us只k雌雄各半l收

集腹腔巨噬细胞测定 �� 含量 ∀

kul体外试验

tl不同浓度糖萜素体外对小鼠腹腔巨噬细胞生长代谢

的影响

收集未经糖萜素饲料喂养的 ��� 小鼠腹腔巨噬细胞 ∀

并用 ts h ⁄� ∞� 制成 u ≅ tsyr °̄ 的细胞悬液 otssΛ̄r孔 o然

后加入 tssΛ̄r孔不同浓度糖萜素 o使其最终浓度成为 vus !

tys !{s !ws !us !ts !x !u qx !t qux !s qyuxΛªo同时设阴性对照

k无糖萜素l o置 vz ε ox h ≤ �u 培养 us«o加入 � × ×tsΛ̄r孔

kx°ªr °̄ l o继续培养 w«o轻轻吸弃上清 o加入 txsΛ̄ 二甲亚

砜 o充分混匀 o在 xzs±°测吸光度 ∀

ul体外 �� 含量测定

选取合适的糖萜素浓度 {s !ws !us !ts !x !u qx !t qux !s q

yuxΛªo按上述方法培养后测 �� 含量 ∀

1 q2 q2  小鼠腹腔巨噬细胞的制备

将小鼠拉颈处死 ozx h酒精浸泡 x°¬± o用 �¤±®. ¶腹腔灌

洗法收集腹腔巨噬细胞 otsssµr°¬±离心 z°¬±弃上清 o加入

ts h小牛血清 ⁄� ∞� 培养液调整细胞浓度至 u ≅ tsyr °̄ o每

孔 tssΛ̄ 接种到 |y孔培养板 o置 vz ε !x h ≤ �u孵箱内 w«后 o

加含 tΛªr °̄ �°≥ ts h小牛血清 ⁄� ∞� tssΛ̄r孔 o在同样条

件下孵育 us«o测定 �� 含量 ∀

1 q2 q3  巨噬细胞 �� 生成量的测定

�� 释放到上清液中迅速转变成 ��u
p o��u

p 性质稳

定 o可通过测定 ��u
p间接反映 �� 的生成量 ∀在酸性环境

下 o��u
p与对氨基苯磺酰胺起加成反应 o其加合产物与 �p

萘基乙二胺发生 �µ¬̈¶¶重氮化反应 o反应产物呈红色 ∀

�µ¬̈¶¶试剂 � }s qt h �p 萘基乙二胺 ~�µ¬̈¶¶试剂 �}x h

�v°�w ot h对氨基苯磺酰胺 ∀使用前等体积混合试剂 � 和

试剂 �o冰箱保存 ∀吸取待测培养液 txsΛ̄ o加入等体积的

�µ¬̈¶¶试剂 o室温反应 ts°¬± o在酶联检测仪上测定 xxs±°的

吸光度 ∀

1 q2 q4  统计学分析

实验数据经 ≥°≥≥ z qs ©²µº¬±§²º¶|x软件处理 o统计数

据以 h¬ ? σ表示 ∀并用 ��� ∂ �和·检验分析 ∀

2  结果

2 q1  糖萜素对小鼠腹腔巨噬细胞产生 �� 的影响

将测得标本 �⁄值代入回归方程中 o即得到相关的 ��

浓度 ∀所得结果见图 t ∀结果表明 o�组不同时间段测得的

��含量均较 �组显著增高k Π� s qsxl o同组小鼠不同时间

之间 o巨噬细胞产生 �� 水平无统计学差异k Π� s qsxl ∀

2 q2  糖萜素对免疫抑制小鼠巨噬细胞产生 �� 的影响

经环磷酰胺注射后第 z天 !tw天测得巨噬细胞 �� 结果

见表 t o以 xss°ªr®ª!tsss°ªr®ª糖萜素饲养的 ⁄组和 ∞组 o

测得 �� 含量均高于 ≤ 组k Π� s qsxl o∞组较 ⁄组有显著性

#wxv# ≤«¬± �� �° oussu �¦·²¥̈µo∂ ²̄ qt| �²qx                中国现代应用药学杂志 ussu年 ts月第 t|卷第 x期



差异k Π� s qsxl o⁄组和 ∞组 tw天较同组第 z天有显著性差

异k Π� s qsxl ∀

图 1  糖萜素对正常小鼠腹腔巨噬细胞产生 �� 的影响

表 1  糖萜素对免疫抑制组小鼠巨噬细胞 �� 分泌的影响k

h¬ ? σoν � usl

组  别
�� 含量kΛ°²̄r�l

z§ tw§

≤ 组 x quu ? t qvx x qwy ? t qvt

⁄组 z qyt ? t quy 3 | qxy ? s q{z 3 f

∞组 ts qzx ? u qwx 3 3 tu qyu ? u qw{ 3 3 f

3较 ≤ 组有显著性差异k Π� s qsxl ∀
3 3较 ≤ !⁄组有显著性差异k Π� s qsxl ∀

f较同组第 z天有显著性差异k Π� s qsxl ∀

2 q3  糖萜素对体外小鼠腹腔巨噬细胞生长代谢的影响

在培养液中加入不同浓度糖萜素 o培养 uw«后用 � × ×

法测得结果见图 u ∀从图中生长曲线可以看出糖萜素在 s q

yux ∗ {sΛªr°̄ 剂量段对小鼠腹腔巨噬细胞生长无明显影响 ∀

当糖萜素浓度 � {sΛªr °̄ 时 ~巨噬细胞生长即出现不同程度

抑制作用 o∴vusΛªr °̄ 时 o抑制率为 tss h ∀

图 2  巨噬细胞生长曲线

2 q4  糖萜素对体外受 �°≥刺激的巨噬细胞产生 �� 的影响

用 tΛªr °̄ 的 �°≥刺激巨噬细胞 o同时在培养液中添加

s qyux p {sΛªr °̄ 糖萜素 ouw«后检测培养液中 �� 含量 ∀结

果如图 v 所示 o糖萜素在 tsΛª∗ {sΛªr °̄ 对巨噬细胞产生

��表现了明显抑制 o糖萜素的浓度越大则 �� 的下降程度

越大 ~而小于 tsΛªr°̄ 时则不影响巨噬细胞产生 �� ∀无

�°≥刺激的情况下 o糖萜素不能直接影响巨噬细胞产生 �� ∀

图 3  糖萜素体外对巨噬细胞产生 �� 的影响

3  讨论

巨噬细胞产生的 �� 与其抗微生物活性和肿瘤杀伤活

性密切相关 o即 �� 的细胞毒作用在宿主防御中起着重要作

用 ∀并认为它是一种免疫调节因子 o从而更广泛地影响着机

体的免疫功能≈x p {  ∀本研究结果表明 o口服糖萜素能显著提

高正常小鼠腹腔巨噬细胞产生 �� o并能持续在较高水平 o有

助于机体更有效地发挥免疫防御功能 ∀对免疫抑制状态下

的小鼠 o糖萜素也有明显提高巨噬细胞产生 �� 作用 ∀实验

发现 o以含 xss°ªr®ª糖萜素的饲料喂养免疫抑制小鼠 tw§

时 o能使 �� 的含量达到 �组水平 o而用 tsss°ªr®ª糖萜素

的饲料喂养只需 z§o就能调节到 �组水平 o证明 �� 的生成

与糖萜素剂量有关 ∀体外试验结果显示 ok一l 糖萜素在 s q

yux ∗ {sΛªr °̄ 剂量段对小鼠腹腔巨噬细胞的生长无明显影

响 o当糖萜素浓度 � {sΛªr °̄ 时 o细胞生长即出现不同程度抑

制作用 o说明高浓度糖萜素对细胞有毒性作用 ∀ k二l对受

�°≥刺激的巨噬细胞 o糖萜素 � tsΛªr °̄ 对 �� 的产生无影

响 o但 � tsΛªr°̄ 时 o巨噬细胞分泌的 �� 呈现梯度下降 o推

测该剂量段虽然对细胞生长无明显影响 o但对 �� 合成功能

已产生不同程度损伤 o即与糖萜素毒性有关 ∀k三l在无 �°≥

刺激的情况下 o糖萜素不能在体外直接影响巨噬细胞 �� 的

生成 ∀

上述研究结果从一个方面反映了糖萜素的作用 o同时我

们还发现糖萜素能显著提高 ��活性和 �ƒ�p Χ的产生≈|  ∀

其免疫调节的分子基础有待进一步深入研究 ∀
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黄芪多种成分抗人疱疹病毒的初步实验研究

本研究由湖北省自然科学基金资助 ∀

王志洁  黄铁牛t  刘焱文u  鲁遂荣  杨占秋  方学韫k武汉 wvsszt武汉大学医学院病毒研究所 ~t中南财经政法大学 ~u湖

北中医学院中药系l

摘要  目的 }为了开发利用黄芪的抗病毒性质 o我们进行了此项研究 ∀方法 }我们以阿昔洛韦k�≤ ∂ l为阳性对照 o采用对病毒

所致细胞病变的抑制及空斑减数实验 o观察了黄芪总皂苷 !总多糖 !总黄酮抗 �≥∂ 药效 ∀结果 }在 � ³̈p u细胞系统中 o�≤ ∂

对 �≥∂ p t �≥ p t株直接杀灭 !感染阻断 !增殖抑制的 ∞⁄xs为 vs q{v∏ªr °̄ oty qsw∏ªr °̄ ous qsw∏ªr°̄ ~对 �≥∂ p u vvv株的相

应 ∞⁄xs为 ty qwx∏ªr °̄ ot{ qyu∏ªr °̄ ots q{x∏ªr °̄ q黄芪总皂苷对 �≥∂ p t �≥ p t株相应 ∞⁄xs为 t qy{∏ªr°̄ ot qzu∏ªr °̄ ot q

|x∏ªr °̄ ~对 �≥∂ p u vvv株相应 ∞⁄xs为 t qzv∏ªr °̄ ou qzs∏ªr °̄ ou qzw∏ªr°̄ q黄芪总多糖对 �≥∂ p t �≥ p t株的相应 ∞⁄xs为

w qsv∏ªr °̄ ox qvv∏ªr °̄ ow q|s∏ªr°̄ ~对 �≥∂ p u vvv株相应 ∞⁄xs为 y qsw∏ªr°̄ ox qwv∏ªr °̄ oz qxs∏ªr °̄ q黄芪总黄酮对 �≥∂ p t

�≥ p t株的相应 ∞⁄xs 为 w q|x∏ªr°̄ ou qzx∏ªr°̄ ov qw|∏ªr°̄ ~对 �≥∂ p u vvv 株的相应 ∞⁄xs 为 v qxy∏ªr °̄ ov q|v∏ªr °̄ oy q

uz∏ªr° ∀结论 }黄芪总皂苷对 �≥∂ p t的治疗指数k×�l为 �≤ ∂ 的 w qw ou qw ou qx倍 ~对 �≥∂ p u的治疗指数为 �≤ ∂ 的 u qv ot q

s ot qy倍 ∀总多糖对 �≥∂ p t的治疗指数为 �≤ ∂ 的 ts qv ow qt ox qx倍 ~对 �≥∂ p u的治疗指数为 �≤ ∂ 的 v qz ou qz ov qv倍 ∀总

黄酮的治疗指数与 �≤ ∂ 相近 ∀值得开发利用 ∀

关键词  黄芪总皂苷 ~黄芪总多糖 ~黄芪总黄酮 ~抗病毒 ~人疱疹病毒
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¶̈µ√ §̈q Ρ ΕΣΥΛΤΣ :�± � ³̈2u ¦̈¯̄ ¶¼¶·̈°¶o·«̈ ° §̈¬¤± ©̈©̈ ¦·§²¶̈¶k∞⁄xsl ²© �≤ ∂ ²©§¬µ̈¦·√¬µ∏¦¬§¤̄ ¤¦·¬√¬·¼ o·«̈ ¬±«¬¥¬·¬²± ©̈©̈ ¦·¶²±

·«̈ ¬±©̈ ¦·¬²± ¤±§ °∏̄·¬³̄¬¦¤·¬²± ²© �≥∂2t �≥2t ¶·µ¤¬± º µ̈̈ vs q{v∏ªr °̄ oty qsw∏ªr°̄ ¤±§us qsw∏ªr °̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ·«̈ ¦²µµ̈¶³²±§2

¬±ª©¬ª∏µ̈¶·² �≥∂2u vvv ¶·µ¤¬± º µ̈̈ ty qwx∏ªr°̄ ot{ qyu∏ªr °̄ ¤±§ts q{x∏ªr°̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ~·«̈ ¦²µµ̈¶³²±§¬±ª ∞⁄xs¶²©·²·¤̄

¶¤³²±¬±¶·² �≥∂2t �≥2t ¶·µ¤¬± º µ̈̈ t qy{∏ªr°̄ ot qzu∏ªr °̄ ¤±§t q|x∏ªr°̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ~·«²¶̈ ·² �≥∂2u vvv ¶·µ¤¬± º µ̈̈ t qzv∏ªr

°̄ ou qzs∏ªr °̄ ¤±§u qzw∏ªr °̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ~·«̈ ¦²µµ̈¶³²±§¬±ª ∞⁄xs¶²©·²·¤̄ ³²̄¼¶¤¦¦«¤µ¬§̈¶·² �≥∂2t �≥2t ¶·µ¤¬± º µ̈̈ w qsv∏ªr

°̄ ox qvv∏ªr °̄ ¤±§w q|s∏ªr °̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ~·«²¶̈ ·² �≥∂2u vvv ¶·µ¤¬± º µ̈̈ y qsw∏ªr °̄ ox qwv∏ªr °̄ ¤±§z qxs∏ªr°̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ q

× «̈ ¦²µµ̈¶³²±§¬±ª ∞⁄xs¶²©·²·¤̄ ©̄¤√²±²¬§¶·² �≥∂2t �≥2t ¶·µ¤¬± º µ̈̈ w q|x∏ªr°̄ ou qzx∏ªr°̄ ¤±§v qw|∏ªr°̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ~·²

�≥∂2u vvv ¶·µ¤¬± º µ̈̈ v qxy∏ªr °̄ ov q|v∏ªr °̄ ¤±§y quz∏ªr°̄ oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ : × «̈ ×µ̈¤·° ±̈·�±§¬¦̈¶k×�l ²©·²·¤̄
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