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行 GP73 mRNA 进行检测。结果显示 PHC 患者

GP73 mRNA 在全血中的表达量很微弱，其含量与

肝硬化、健康对照组比较无统计学差异。所以全

血 GP73 mRNA 检测对 PHC 不具有诊断价值。这

主要可能是因为 GP73 mRNA 主要存在于肝癌细

胞中，而血液中几乎很难检测到有关。这与 Tian

等[15]的报道一致。本实验通过对肝癌组织及正常

肝组织 GP73 mRNA 水平对比发现，肝癌组织

GP73 mRNA 表达量显著高于正常肝组织，其表达

量约是正常肝组织的 13 倍，意味着肝癌组织 GP73 

mRNA 表达量明显升高，因此笔者认为肝组织

GP73 mRNA 检测是一个较好的 PHC 诊断指标。

但是考虑到肝组织取材难、创伤大、患者痛苦等

弊端，使其应用受限。 

综上所述，GP73 可作为诊断 PHC 的一种新

标志，具有良好的敏感度。而全血中的 GP73 

mRNA 指标则不能作为 PHC 诊断的标志。检测肝

组织中的 GP73 mRNA 可作为 PHC 诊断的肿瘤标

志，但存在取材难等缺点，应权衡利弊。血清 GP73

联合 AFP 检测，能有效提高早期 PHC 患者的诊断

敏感度，可为早期 PHC 诊断提供有效途径，可应

用于 PHC 高危人群的普查及筛查。 
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肿节风注射液对 U937 细胞共刺激分子表达的影响及其机制 
 

陈小红，高瑞兰，沈一平，沃立科，王潇(浙江中医药大学附属第一医院血液病研究所，杭州 310006) 

 

摘要：目的  探讨肿节风注射液(Sarcandra Glabra injection，SGI)对白血病 U937 细胞共刺激分子表达的影响及其作用机

制。方法  用不同浓度(1.83，2.75，3.66，5.49，7.32 g·L1)的 SGI 处理白血病 U937 细胞 48 h 后，提取 RNA，RT-PCR

检测细胞的 CD86 和 B7-H1 mRNA 表达；免疫印迹法观察经 SGI 处理前后 CD86、胞浆和核内 NF-κB 蛋白表达。结果  SGI

处理后，B7-H1 mRNA 表达降低；在 SGI 浓度为 3.66~7.32 g·L1，CD86 mRNA 表达升高；CD86 蛋白含量随 SGI 处理浓

度增加而升高；胞浆中的 NF-κB 蛋白含量下降，胞核中含量增加。结论  SGI 在一定浓度下能诱导 U937 白血病细胞 CD86

表达，下调 B7-H1 的表达，其机制可能与核内 NF-κB 含量增加有关。 
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Effect of Sarcandra Glabra Injection on the Expression of Costimulatory Molecules of U937 Cells and 
Its Mechanism  
 
CHEN Xiaohong, GAO Ruilan, SHEN Yiping, WO Like, WANG Xiao(Research Institute of Hematology, the First 

Affiliated Hospital of Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310006 , China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect of Sarcandra Glabra injection(SGI) on the expression of costimulatory 
molecules of U937 cells and its potential mechanism. METHODS  The total RNA was extracted when monocytic leukemia 

U937 cells were treated with different concentration(1.83, 2.75, 3.66, 5.49, 7.32 g·L1) of SGI for 48 h. The expressions of 
costimulatory molecules CD86 and B7-H1 mRNA were detected by RT-PCR. The level of CD86 and NF-κB protein in cytoplasm 
or intranuclear was measured by Western blotting. RESULTS  When treated with SGI for 48 h, the expression of B7-H1 mRNA 
decreased, the concentration of CD86 protein increased as the concentration of SGI increased, the expression of CD86 mRNA 

increased when the concentration of SGI were 3.667.32 g·L1, the concentration of intracytoplasmic NF-κB protein decreased, 
the intranuclear NF-κB protein increased. CONCLUSION  SGI could enhance the expression of CD86 of U937 cells, and 
reduce the expression of B7-H1. Its mechanisms might be related to the increase of content of intranuclear NF-κB protein. 
KEY WORDS: Sarcandra Glabra injection; U937cells; CD86; B7-H1; NF-κB 

 

肿节风为金粟兰科肿节风的全草，又名草珊

瑚、九节茶、接骨木等；味辛、苦，性平；有抗

菌消炎、清热解毒、祛风除湿、活血止痛、通经

接骨等功效，用于治疗各种炎症性疾病、风湿关

节痛、疮疡肿毒、跌打损伤和骨折等[1]。  

近年来研究表明肿节风用于治疗胃癌、直肠

癌、肝癌、鼻咽癌等有较显著效果[2-5]，并有肿瘤

免疫调节作用[6]，但其对白血病方面的研究较少，

尤其对共刺激分子作用方面尚未见报道。故本实

验在前期流式检测结果中已观察到 CD86 表达增

高的基础上[7]，体外观察肿节风注射液(Sarcandra 

Glabra injection，SGI)刺激后 B7-2 mRNA 的表达，

以及 CD86 的上调与核转录因子的关系，为研究

肿节风对白血病的作用机制及临床应用提供实验

基础。 

1  材料和方法 

1.1  试剂与药物 

1640 培养基 (美国 Gibco 公司，批号：

1241108)；新生牛血清(杭州四季青公司，批号：

131001)； CD86(C-19，批号： D0709)、 NF-κB 

p50(N-19，批号：H8769)和 β-Actin(C4，批号：E6697)

多克隆抗体均购自 Santa Cruz 公司；二抗均购自北

京中杉(山羊抗小鼠，批号：83350，兔抗山羊，批

号：81975)；Trizol(Invitrogen 公司，批号：1251693)；

Oligo dT(批号：27017109)、M-MLV 逆转录酶(批

号：090601)、dNTP(批号：090603)、Taqase(批号：

RP040205)均购自 Promega 公司；ECL 发光剂

(Bio-Rad 公司，批号：SC2048)；SGI(福建古田药

业有限公司，批号：070513，规格：每支 2 mL)。 

1.2  细胞来源及培养 

U937 白血病细胞株本研究所保存。将 U937

细胞从液氮内复苏，调整细胞浓度(8×104·mL1)，

加入含 10%新生牛血清的 1640 培养基，置于 37 ℃

的 5% CO2 培养箱中常规培养，2~3 d 换液传代，

取对数生长期的细胞进行后续实验。 

1.3  方法 

1.3.1  RNA 的提取与定量分析  ①总 RNA 提取： 

取“1.2”项下对数生长期细胞，调整细胞浓度

(1×106·mL1)，加不同浓度的药物(1.83，2.75，3.66，

5.49，7.32 g·L1)，培养 48 h 后，收集细胞，按照

稍加改进的Trizol提取方法(原先用Trizol只提取 1

次，现改为用 Trizol 提取 2 次)，进行总 RNA 提取，

测定吸光度并计算 RNA 浓度，分装，80 ℃保存，

备用。②cDNA 合成：取上述提取好的 RNA(预溶)、

Oligo dT、DEPC 水混匀，置于 70 ℃水浴 10 min，

每管中加入 5×逆转录反应缓冲液、10 mmol·L1 

dNTP、Rnasin和 M-MLV逆转录酶，混匀置于 37 ℃

水浴 70 min，收集备用。③PCR 扩增：CD86、B7-H1

和 β-actin 引物均由上海生工生物工程有限公司合

成，引物序列如下：CD86 上游引物：5’GGGGGA 

TCCATGGGCTTGGCAATCCT TAT3’，下游引物：

5’TCGGGTGACCTTGCTTAGACGTGCAGG3’，产
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物为 458 bp；B7-H1 上游引物：5’CGCATTTACTGT 

CACGGTTC3’，下游引物：5’CTTGTCCAGATG 

ACTTCGGC3’，产物为 456 bp；β-actin 上游引物：

5’GGCACCACACCTTCTACAAT3’，下游引物：

5’-CATAGTCCGCCTAGAAGCAT-3’ ， 产 物 为

882 bp。每管取上述逆转录产物 5 μL，各加入 10

×PCR 反应缓冲液、10 mmol·L1 dNTP、MgCl2、

CD86 或 B7-H1 引物、β-actin 引物、Taqase 和 DEPC

水等共 20 μL，矿物油封口。反复混匀，离心，置

于 DNA 扩增仪上扩增。扩增条件为 94 ℃变性

60 s，55 ℃退火 1.5 min，72 ℃延伸 1.5 min，30

个循环；72 ℃延伸 10 min。④产物凝胶电泳：取

扩增产物 10 μL，在 1.2%琼脂糖凝胶(含 EB)、1×

TAE 电泳缓冲液上，80 V 电泳 2 h，紫外观察，凝

胶图像分析系统分析并拍照保存。 

1.3.2  细胞总蛋白、胞浆和核蛋白的提取   取

“1.2”项下处理好的细胞(5×106·mL1)离心弃上

清，用冷 PBS 洗涤 2 次后，去 PBS，加入 1 mL

改良 RIPA 裂解液(Tris-HCl pH 8.0 50 mmol·L1、

NaCl 150 mmol·L1 、脱氧胆酸钠 1%、EDTA 

1.5 mmol·L1、NP-40 1%、PMSF 1 mmol·L1 和各

种蛋白酶抑制剂 2 g·mL1)，冰浴条件下匀浆，4 ℃ 

10 000 r·min1 离心，取上清即为细胞总蛋白。“1.2”

项下养好的细胞(5×106·mL1)用冷 PBS 洗涤 2 次

后，重悬在含蛋白酶抑制剂的缓冲液 A(含 Hepes 

10 mmol·L1、KCl 10 mmol·L1、MgCl2 1.5 mmol·L1、

DTT 0.5 mmol·L1、PMSF 0.5 mmol·L1)，振荡后破

碎细胞膜，离心，收集胞浆蛋白。取沉淀，加入缓

冲液 C(含 Hepes 20 mmol·L1、NaCl 400 mmol·L1、

25% Glycerol、EDTA 1 mmol·L1、DTT 0.5 mmol·L1、

PMSF 0.5 mmol·L1和蛋白酶抑制剂均为1 mmol·L1)，

超声波粉碎，离心，收集核蛋白。加入蛋白质显色

剂(Bio-Rad)测定总蛋白、胞浆蛋白和核蛋白浓度，

分装，70 ℃保存，备用。 

1.3.3  CD86、胞浆和胞核内的 NF-κB 蛋白表达  

按本实验室已建立的方法，将提取的细胞总蛋白

30 μg(CD86)、胞浆或核蛋白 20 μg(NF-κB p50)分

别加入到蛋白上样缓冲液中，煮沸 5 min 后，上样，

凝胶电泳(100 V，2.5 h)，将已分离的蛋白条带转

移到 NC 膜上(80 V，90 min)，用含 1.1%牛血清白

蛋白的 TBST 缓冲液封闭 60 min，分别加入 CD86、

NF-κB p50 和 β-actin 的特异性抗体，4 ℃孵育过

夜，次日恢复至室温，经 TBST 缓冲液洗涤 3 次，

分别加辣根过氧化物酶标记的山羊或小鼠二抗(1：

3 000 稀释)作用 45 min，充分洗涤，加 ECL 发光

剂，置于凝胶图像分析系统中拍照、分析保存，

实验重复 3 次。 

1.4  数据处理 

各实验中所得到的条带均由 Alphaview 图像

处理软件进行光密度扫描分析，计算出目标基因

或蛋白的相对表达量，再用 SPSS 17.0 软件包统计

分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  半定量 RT-PCR 检测 CD86 和 B7-H1 基因的

表达 

经不同浓度的 SGI 处理 U937 细胞 48 h 后，

提取总 RNA，进行 RT-PCR 检测，其结果显示，

较高浓度(3.66~7.32 g·L1)的 SGI 作用后，CD86 

mRNA 表达有不同程度的增加，且明显高于对照

组(P<0.05 或 P<0.01)，结果见图 1。对抑制性免疫

共刺激分子 B7-H1 表达检测结果显示，经不同浓

度的 SGI 处理细胞后，与对照组相比，B7-H1 表

达被抑制，且随药物浓度增加抑制作用更明显

(P<0.05 或 P<0.01)，结果见图 2。 

 
图 1  不同浓度 SGI 处理 48 h 后 U937 细胞中 CD86 mRNA

表达 
1对照；21.83 g·L1；32.75 g·L1；43.66 g·L1；55.49 g·L1；

67.32 g·L1；M参照物；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 1  The expression of CD86 mRNA in U937 cells after 
treated with different concentration of SGI for 48 hours 
1control; 21.83 g·L1; 32.75 g·L1; 43.66 g·L1; 55.49 g·L1; 

67.32 g·L1; Mmarker; compared with control group, 1)P<0.05, 
2)P<0.01. 

2.2  Western blot检测 SGI处理U937细胞后CD86

蛋白表达及 NF-κB 蛋白在胞浆和核内的表达 

靶细胞用不同浓度的 SGI 处理 48 h 后，做免

疫印迹检测。CD86、NF-κB 抗原分别与 CD86、

NF-κB 抗体产生结合反应，显示出特异性条带，
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相对分子量为 70 kDa、50 kDa，与目标蛋白相符。 

 
图 2  不同浓度SGI处理 48 h后U937细胞中B7-H1 mRNA

表达 
1对照；21.83 g·L1；32.75 g·L1；43.66 g·L1；55.49 g·L1；

67.32 g·L1；M参照物；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 2  The expression of B7-H1 mRNA in U937 cells after 
treated with different concentrations of SGI for 48 hours 
1control; 21.83 g·L1; 32.75 g·L1; 43.66 g·L1; 55.49 g·L1; 

67.32 g·L1; Mmarker; compared with control group, 1)P<0.05, 
2)P<0.01. 

图像分析系统分析显示：在低浓度时(1.83~ 

3.66 g·L1)，CD86 蛋白弱表达，但随处理药物浓

度增加而增加的，结果见图 3。胞浆中 NF-κB 蛋

白表达随药物作用浓度增加而下降，胞核中的

NF-κB 表达则逐渐升高，提示经 SGI 作用后，胞

浆中 NF-κB 复合物降解，释放出活性 NF-κB 可能

被移位至细胞核内，使核内 NF-κB 蛋白含量增加。

结果见图 4、5。 

 
图 3  不同浓度 SGI 处理 U937 细胞 48 h 后 CD86 蛋白表达 
1对照；21.83 g·L1；32.75 g·L1；43.66 g·L1；55.49 g·L1；

67.32 g·L1；MW分子量；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 3  The expression of CD86 protein in U937 cells after 
treated with different concentrations of SGI for 48 hours 
1control; 21.83 g·L1; 32.75 g·L1; 43.66 g·L1; 55.49 g·L1; 

67.32 g·L1; MWmolecular weight; compared with control group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 
图 4  不同浓度 SGI 处理 U937 细胞 48 h 胞浆中 NF-κB 蛋

白表达 
1对照；21.83 g·L1；32.75 g·L1；43.66 g·L1；55.49 g·L1；

67.32 g·L1；MW分子量；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  The expression of NF-κB protein in the cytoplasm of 
U937 cells after treated with different concentrations of SGI 
for 48 hours 
1control; 21.83 g·L1; 32.75 g·L1; 43.66 g·L1; 55.49 g·L1; 

67.32 g·L1; MWmolecular weight; compared with control group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 
图 5  不同浓度SGI处理U937细胞 48 h后细胞核内NF-κB

蛋白表达 
1对照；21.83 g·L1；32.75 g·L1；43.66 g·L1；55.49 g·L1；

67.32 g·L1；MW分子量；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 5  The expression of NF-κB protein in the nuclei of 
U937 cells after treated with different concentrations of SGI 
for 48 hours 
1control; 21.83 g·L1; 32.75 g·L1; 43.66 g·L1; 55.49 g·L1; 

67.32 g·L1; MWmolecular weight; compared with control group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3  讨论 

B7 家族分子(包括 B7-1 和 B7-2 等)是激发免

疫应答的重要共刺激分子，B7-2 也称 CD86，属免

疫球蛋白超家族成员之一，主要表达在抗原提呈

细胞(antigen presenting cell，APC)上[8-9]。在肿瘤

免疫反应中，肿瘤细胞即使表达高水平的 MHC-
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Ⅰ和Ⅱ类抗原并存在特异性的肿瘤肽，但其表面

由于缺乏共刺激分子的表达，不能有效地激活机

体的免疫应答，T 细胞失能，导致免疫无应答，则

肿瘤细胞逃避免疫监视而存活。因此避免肿瘤细胞

逃脱免疫细胞的免疫监视是肿瘤免疫研究中的一

大难点。本实验在前期流式结果显示 CD86 表达增

高的基础上，采用半定量 RT-PCR 观察不同浓度的

SGI 对 CD86 的表达，结果显示 SGI 能刺激靶细胞

CD86 mRNA 的表达，下调抑制性免疫共刺激分子

B7-H1 基因表达。 

NF-κB 是一类核转录因子，通常以 p50/p65 二

聚体形式存在。当细胞在非刺激状态下，NF-κB

复合物与它的抑制物 IkB 结合，以未被激活的前

体形式存在于胞浆中，当细胞受到损伤等刺激后，

抑制物 IkB 降解，活性 NF-κB 释放并移位于胞核

内，调节靶基因的转录活性，故胞核的 NF-κB 蛋

白质的表达可认为是 NF-κB 激活的标志[10]。Li 等[11]

报道Th细胞诱导APC中CD86基因转录是由NF-κB

与 CD86 基因启动子结合后激活引起的，说明正常

APC分子上调 CD86分子表达是由 NF-κB介导的。

因为 CD86 启动子上游-612 位点上有 NF-κB 结合

位点，CD86 基因区域为转录活性结构，有利于

NF-κB 转录因子的活化并与之结合而促进转录增

强。本实验的免疫印迹结果显示，U937 细胞经不

同浓度的 SGI 作用后，胞浆内的 NF-κB 蛋白含量

随药物浓度增加而下降，而胞核内的 NF-κB 蛋白

含量逐渐升高。此结果与前面文献报道相一致，

CD86 表达增加可能与核内 NF-κB 含量增加有关。 

SGI 处理白血病细胞后，能促使白血病细胞表

面参与免疫应答的共刺激分子 CD86 表达或表达

增高，可能会增加 T 细胞对白血病细胞的识别作

用，避免白血病细胞免疫逃逸，从而有效地激活

机体的免疫应答，增强机体免疫能力。当然细胞

内信号传导通路十分复杂，常为多种信号相互作

用、协调的，有关 SGI 上调白血病细胞 CD86 的

作用机制还需进一步阐明。 
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白花前胡丙素抗哮喘模型小鼠 Th17/Treg 失衡作用 
 

熊友谊，时维静，俞浩，张孝林，缪成贵，马世堂(安徽科技学院食品药品学院，安徽 凤阳 233100) 

  
摘要：目的  研究白花前胡丙素对哮喘模型小鼠体内 Th17/Treg 失衡的干预作用。方法  小鼠腹腔注射和雾化吸入卵清

蛋白以建立气道炎性反应模型，并灌胃不同剂量的白花前胡丙素干预。模型结束后，动物肺功能仪分析气道高反应性；

细胞计数器和 Diff-Quick 染色计数支气管灌洗液中白细胞总数及分类；酶联免疫吸附法检测血清或 BALF 中细胞因子和

炎性介质的水平；苏木精-伊红(HE)染色法观察气道病理改变；流式细胞检测脾脏 CD4+细胞数及分类；RT-PCR 分析脾脏
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