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摘　 要　 目的　 观察黄芩苷体外抗人巨细胞病毒(ＨＣＭＶ)的活性ꎻ探讨黄芩苷对 ＨＣＭＶ 感染人胚肺成纤维细胞

(ＨＥＬ)凋亡的影响ꎮ 方法　 采用 ＣＣＫ￣８ 法测定 ＨＥＬ 细胞对黄芩苷药物的最大耐受剂量(ＭＴＣ)ꎻ标准空斑抑制法测定黄

芩苷抗 ＨＣＭＶ 的半数有效浓度(ＥＣ５０)ꎻ分别用流式细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测不同浓度黄芩苷对高、低感染复数组

不同时间点(感染后 ２４ꎬ４８ꎬ７２ꎬ９６ ｈ)凋亡率及凋亡关键蛋白 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达的影响ꎮ 结果 　 ＨＥＬ 细胞对黄芩苷的

ＭＴＣ 为 ２０.６ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ黄芩苷抗 ＨＣＭＶ 的 ＥＣ５０为 １６.１３ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ大小剂量黄芩苷处理高低感染复数 ＨＣＭＶ 感染的细

胞后ꎬ均表现出较强的凋亡抑制效应ꎮ 大剂量黄芩苷处理高感染复数 ＨＣＭＶ 感染细胞后 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达量较未处理

前增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 黄芩苷体外具有直接抗 ＨＣＭＶ 效应ꎬ其抑制感染细胞凋亡和拮抗 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活化可能是其

机制之一ꎮ
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　 　 人巨细胞病毒(ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓꎬＨＣＭＶ)是
一种世界范围内普遍感染的双链 ＤＮＡ 病毒ꎬ一旦感染
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将终身携带ꎮ 我国是 ＨＣＭＶ 感染的高发地区ꎬ人群抗

ＨＣＭＶ￣ＩｇＧ 阳性率高ꎬ为 ８６％ ~ ９６％[１]ꎮ ＨＣＭＶ 感染

对胎儿、婴幼儿、器官移植患者、艾滋病患者等免疫低

下人群可造成严重损害ꎬ甚至危及生命ꎮ 但是ꎬ一直以

来ꎬ抗 ＨＣＭＶ 感染药物的研究进展缓慢ꎬ能用于临床

的抗 ＨＣＭＶ 药物寥寥无几ꎬ故寻找和开发安全、副作

用小而且疗效佳的抗 ＨＣＭＶ 药物一直是医药学界的

努力方向和研究任务ꎮ 黄芩具有泻火解毒、清热燥湿

等功效ꎮ 国内外学者已经发现ꎬ黄芩提取物黄芩苷可

以抑制流感病毒、登革热病毒、单纯疱疹病毒￣Ⅰ型

(ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ꎬＨＳＶ￣Ⅰ)、ＨＳＶ￣Ⅱ等多种
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病毒的复制[２￣５]ꎮ 本课题组前期在黄芩苷抗小鼠巨细

胞病毒(ｍｕｒｉｎｅ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓꎬＭＣＭＶ)的整体研究中

发现ꎬ黄芩苷对 ＭＣＭＶ 具有直接抑制作用ꎬ可显著下

调 ＭＣＭＶ 感染小鼠唾液腺病毒滴度ꎬ减轻 ＭＣＭＶ 感染

小鼠的肝脏病变[６]ꎮ 因巨细胞病毒具有严格的宿主

种属特异性ꎬ故考虑黄芩苷是否对 ＨＣＭＶ 也具有同样

的抗病毒活性ꎬ抗病毒作用机制如何ꎬ笔者尚未见研究

报道ꎮ 调控细胞凋亡是 ＨＣＭＶ 致病的重要机制之一ꎮ
本课题组前期研究发现ꎬＨＣＭＶ 肝炎患儿ꎬ肝组织细胞

凋亡率为 ５３.７２％ꎬ显著高于正常儿童的肝细胞凋亡率

７.１９％[７]ꎮ ＤＯＵ 等[８]发现ꎬＨＣＭＶ 感染造成的血小板

减少症也是通过诱导产板巨核细胞祖细胞的过度凋亡

造成ꎮ 本课题以 ＨＣＭＶ 感染的人胚肺成纤维细胞

(ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔꎬＨＥＬ)为体外模型ꎬ检测

黄芩苷体外抗 ＨＣＭＶ 的活性ꎬ并从细胞凋亡的角度探

讨黄芩苷抗 ＨＣＭＶ 可能作用机制ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 材料　
１.１.１　 细胞　 本课题组自制 ＨＥＬ 细胞ꎬ第 １０ ~ ２０ 代

细胞用于本实验ꎮ
１.１.２　 药物 　 黄芩苷粉末ꎬ四川百利药业公司提供ꎬ
高效液相色谱法鉴定含量为 ９０％ꎬ以二甲亚砜配制成

１０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１浓缩液ꎬ－２０ ℃分装包存ꎬ用时稀释成相

应浓度ꎮ 根据检测 ＨＥＬ 细胞对黄芩苷最大耐受浓度ꎬ
将黄芩苷给药浓度设置为:大剂量(２０ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ小
剂量(１０ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎮ
１.１.３　 病毒　 ＨＣＭＶ 标准实验毒株 ＡＤ１６９ꎬ由湖北省

预防医学科学院病毒所提供ꎮ 空斑法测定 ＨＣＭＶ
ＡＤ１６９ 株的感染性毒力为 ５.４×１０６ ＰＦＵ 􀅰ｍＬ－１ꎮ
１.１.４　 试剂　 达尔伯克改良伊格尔培养基(ｄｕｌｂｅｃｃｏ'ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ' ｓ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ) (Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ批号:
１２８００￣０１７)按说明书方法配制ꎮ 生长液:在配制好

ＤＭＥＭ 液中加入小牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司)至终浓度为

２０％(原代培养)、１０％(传代培养)ꎮ 维持液:在配制

好 ＤＭＥＭ 液中加入小牛血清至终浓度为 ４％ꎮ 兔抗人

ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 多 克 隆 抗 体 ( 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬ批号:Ｌ０１０４)ꎮ 小鼠抗人肌动蛋白

(β￣ａｃｔｉｎ)多克隆抗体 (美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ批号:
２６６１８)ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒(上
海贝博生物有限公司ꎬ批号:４０１００２)ꎮ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ￣８(ＣＣＫ￣８)试剂盒(日本同仁试剂有限公司ꎬ批号:
Ｃ００３７)ꎮ
１.１.５　 仪器　 ＤＹＹ￣７Ｃ 型电泳仪(北京六一仪器厂)ꎻ
Ｍｉｎｉ Ｐ￣４ 垂直电泳槽(北京六一仪器厂)ꎻＤＹＣＰ￣４０Ｅ

型湿转仪槽(北京六一仪器厂)ꎻＰＨＯｍｏ 型全自动酶

标仪(河南安图有限公司)ꎻ超净工作台(Ｈｆｓａｆｅ￣７６０Ｓ
ＣｌａｓｓⅡＴＹＰＥ Ａ / Ｂ３)ꎻ二氧化碳 ( ＣＯ２ ) 培养箱 ( ｈｅａｌ
ｆｏｒｃｅ ＨＦ９０ / ＨＦ２４０)ꎻ倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ５０ 型)ꎮ
１.２　 ＨＣＭＶ 细胞感染模型的建立　 ＨＣＭＶ ＡＤ１６９ 感

染 ＨＥＬ 细胞ꎮ 病毒感染复数 ( ｍｕｌｔｉｐｌｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ
ＭＯＩ)ꎬＭＯＩ ＝ 感染性病毒量 /细胞数ꎬ 现国际公认

ＭＯＩ<１为低感染复数ꎬ本实验设低 ＭＯＩ 组和高 ＭＯＩ
组ꎬＭＯＩ 分别为 ０.２５ 和 ２.５ꎮ
１.３　 药物细胞毒性实验　 将指数生长期的细胞接种

入 ９６ 孔板ꎬ待细胞长成单层后ꎬ加入倍比稀释的黄芩

苷ꎬ同时设正常细胞作为阴性对照ꎬ入细胞培养箱培养

７２ ｈꎬ用 ＣＣＫ￣８ 法ꎬ测定药物的半数致死浓度(ｍｅｄｉａｎ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＩＣ５０)ꎻ同步观察细胞形态学变

化ꎬ得 出 ＨＥＬ 细 胞 对 黄 芩 苷 的 最 大 耐 受 浓 度

(ｍａｘｉｍｕｍ ｔｏｌｅｒａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＭＴＣ)ꎮ 每组均设复

孔 ５ 个ꎮ
１.４　 黄芩苷体外抗 ＨＣＭＶ 活性　 采用空斑抑制法检

测黄 芩 苷 对 ＨＣＭＶ 的 半 数 有 效 浓 度 ( ｍｅｄｉａｎ
ｅｆｆｉｃａｃｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＥＣ５０)ꎬ得到系列浓度的空斑

抑制率ꎬ进一步采用对数单位法(Ｌｏｇｉｔ 法)求出黄芩苷

抗 ＨＣＭＶ 的 ＥＣ５０值ꎮ 黄芩苷抗 ＨＣＭＶ 病毒的药物选

择指数(ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘꎬＳＩ)按如下公式计算:ＳＩ ＝ ＩＣ５０ /
ＥＣ５０ꎮ
１.５　 分组　 根据病毒感染量和药物剂量设置 ９ 个组ꎬ
分别为:①模拟感染组ꎻ②低感染复数组ꎻ③高感染复

数组ꎻ④大剂量黄芩苷组ꎻ⑤小剂量黄芩苷组ꎻ⑥低感

染＋小剂量黄芩苷组ꎻ⑦低感染＋大剂量黄芩苷组ꎻ⑧
高感染＋小剂量黄芩苷组ꎻ⑨高感染＋大剂量黄芩苷

组ꎮ 于感染后 ２４ꎬ４８ꎬ７２ꎬ９６ ｈ 收集细胞ꎮ
１.６　 流式细胞术检测凋亡细胞比例 　 按 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ￣
ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒说明书方法处理各组细

胞ꎬ采用流式细胞术检测ꎮ 在双变量流式细胞仪的散

点图上ꎬ左下象限为活细胞ꎻ左上象限为坏死细胞ꎻ右
下象限为凋亡早期细胞ꎻ右上象限为凋亡晚期细胞ꎮ
凋亡细胞比例＝右下象限 ＋右上象限之和ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达　
根据流式细胞术检测结果ꎬ选择细胞凋亡率最高的时

间点ꎬ即感染后 ７２ ｈ 收获细胞ꎮ 设模拟感染组、高感

染复数组、高感染＋小剂量黄芩苷组、高感染＋大剂量

黄芩苷组ꎬ共 ４ 组ꎮ 常规提取各组细胞总蛋白ꎬ测定蛋

白浓度ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表

达ꎬ其中兔抗人 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 工作浓度 １􀏑１ ０００ꎬ鼠抗

人 β￣ａｃｔｉｎ 工作浓度 １􀏑２００ꎬＥＣＬ 发光试剂进行荧光
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显色ꎮ
１.８　 图像分析及结果处理　 图片用 Ｇｅｌ￣ＰＲＯ Ａｎａｌｙｚｅｒ
软件测定各个条带积分吸光度值ꎮ 校正值 κ ＝目的蛋

白条带积分吸光度值 / β￣ａｃｔｉｎ 条带的积分吸光度值ꎬ
以校正值 κ 对目的蛋白 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达水平进行半

定量分析ꎮ
１.９　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ１８.０ ｆｏｒ ｗｉｎｄｏｗｓ 软件进

行统计学分析ꎬ计数资料以均数±标准差( ｘ±ｓ)表示ꎮ
多组间均数比较采用方差分析法ꎬ方差齐性时两组间

均数比较采用 ｔ 检验ꎬ而方差不齐时采用秩和检验ꎬ以
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 黄芩苷抗 ＨＣＭＶ 的选择指数　 黄芩苷对 ＨＥＬ 细

胞的 ＩＣ５０为 ２２５.２３ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻＨＥＬ 对黄芩苷 ＭＴＣ 为

２０.６ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 加入黄芩苷后ꎬ病毒空斑形成数较病

毒对照组减少ꎬ且随黄芩苷浓度的增大逐渐减少ꎬ表现

为剂量依赖性ꎮ 通过 Ｌｏｇｉｔ 法分析黄芩苷对 ＨＣＭＶ
ＡＤ１６９ 的 ＥＣ５０为 １６.１３ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ故黄芩苷抗 ＨＣＭＶ
的选择指数(ＳＩ)为 １３.９６ꎮ
２.２　 ＨＣＭＶ 对 ＨＥＬ 细胞凋亡率的影响　 结果见表 １ꎮ
模拟感染组细胞凋亡率保持相对稳定的低水平ꎬ各时

相之间差异无统计学意义ꎮ 低感染复数组与高感染复

数组分别于感染 ＨＣＭＶ ４８ 及 ２４ ｈ 后凋亡率明显增

高ꎬ于感染后 ９６ 及 ７２ ｈ 达峰值ꎬ高感染复数组增幅较

大ꎮ 高感染复数组在感染 ＨＣＭＶ ９６ ｈ 后凋亡率降低ꎬ
但仍远高于模拟感染组ꎮ

表 １　 ＨＣＭＶ 对 ＨＥＬ 细胞凋亡率的影响　
Ｔａｂ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＣＭＶ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＨＥＬ　

％ꎬｘ±ｓꎬｎ＝ ５

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ
模拟感染组 ７.４２±０.５２ ７.８８±０.２９
低感染复数组 １１.４６±５.７０ １４.６３±４.２６∗１

高感染复数组 １５.１５±１.２７∗１ ２１.４４±５.５４∗２∗３

组别 ７２ ｈ ９６ ｈ
模拟感染组 ７.３１±０.７３ ７.８７±０.８４
低感染复数组 ２１.１３±４.６８∗２ ２８.７５±５.４２∗２

高感染复数组 ３６.３６±３.４４∗２∗３ ３１.１７±６.９９∗２

　 　 与模拟感染组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎻ与低感染复数组

比较ꎬ∗３Ｐ<０.０１
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｅｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ < ０. ０５ꎬ∗２ Ｐ <

０.０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗３Ｐ<０.０１

２.３　 黄芩苷对 ＨＣＭＶ 感染细胞凋亡的影响　
２.３.１　 黄芩苷对正常 ＨＥＬ 细胞凋亡比率的影响　 两

种剂量黄芩苷处理的 ＨＥＬ 凋亡细胞比率尽管都增高

(表 ２)ꎬ但与模拟感染组比较均差异无统计学意义(均
Ｐ>０.０５)ꎮ

表 ２　 黄芩苷处理对正常 ＨＥＬ 细胞凋亡率的影响　
Ｔａｂ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＨＥＬ　

％ꎬｘ±ｓꎬｎ＝ ５

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ
模拟感染组 ７.４２±０.５２ ７.８８±０.２９
黄芩苷

　 小剂量组 ７.７５±０.４８ ７.９５±０.１５
　 大剂量组 ７.９６±０.６２ ７.９９±０.２１
组别 ７２ ｈ ９６ ｈ
模拟感染组 ７.３１±０.７３ ７.８７±０.８４
黄芩苷

　 小剂量组 ７.１１±０.３４ ８.２４±０.８７
　 大剂量组 ７.４２±０.５７ ８.４５±０.６８

２.３.２　 黄芩苷对 ＨＣＭＶ 感染 ＨＥＬ 细胞凋亡比率的影

响　 低感染＋小剂量黄芩苷组和低感染＋大剂量黄芩

苷组:感染细胞凋亡比率均出现降低ꎮ 低感染＋大剂

量黄芩苷组在给药后 ２４ ｈ 即出现有意义的凋亡率降

低ꎬ在 ７２ ｈ 时达到抑制细胞凋亡的最高峰ꎬ使细胞凋

亡率降低 ６３.９８％ꎻ而低感染＋小剂量黄芩苷组凋亡抑

制效应相对延后ꎬ在给药后 ４８ ｈ 出现有意义的凋亡细

胞比率降低ꎮ 见图 １ꎮ
高感染＋大剂量黄芩苷组在给药后 ２４ ｈ 凋亡细胞

比率出现有意义降低ꎬ此效应一直持续至给药后 ７２ ｈꎻ
高感染＋小剂量黄芩苷组凋亡抑制效应发挥较晚ꎬ于
处理后 ７２ ｈ 才出现有意义的凋亡比率下调ꎮ 与高感

染复数组比较ꎬ两组在 ９６ ｈ 均出现凋亡细胞比率增

高ꎮ 见图 ２ꎮ
２.３.３　 黄芩苷对 ＨＣＭＶ 感染 ＨＥＬ 细胞 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３
表达的影响 　 如图 ３ 所示ꎮ 实验组和模拟感染组在

４２ ０００ 处 β￣ａｃｔｉｎ 条带ꎬ各泳道的显色基本均一ꎬ说明

各泳道上样量基本一致ꎮ 在感染后 ７２ ｈꎬ小剂量黄芩

苷处理ꎬｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达与高感染复数组比较ꎬ上调

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ而大剂量黄芩苷处理后

ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达量较高感染复数组增多ꎬ两者比较

差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ但仍远低于模拟感染组

(Ｐ<０.０１)ꎮ 通过采用 Ｇｅｌ￣ＰＲＯ Ａｎａｌｙｚｅｒ 软件计算出

各组的校正值 κꎬ结果见图 ４ꎮ
３　 讨论　

细胞凋亡是由基因控制的自主有序的生理性死

亡ꎬ对维持机体发育和内环境稳定发挥重要作用ꎮ 尽

􀅰６２１１􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ.３６ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１７



管病毒感染细胞发生凋亡ꎬ实为机体以牺牲少许感染

细胞为代价换取整体生存和大环境稳态的重要机制ꎮ
但近来研究发现ꎬ人类许多疾病和病理现象都与细胞

凋亡机制的紊乱有关ꎬ其中 ＣＭＶ 的致病作用也与感染

细胞凋亡有着密切的关系 [７￣１１]ꎬ而若有药物可以调控

这一机制或许对于治疗 ＨＣＭＶ 感染性疾病产生重大

意义ꎮ

　 　 与低感染复数组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻ与低感染＋小剂量黄芩苷

组比较ꎬ∗２Ｐ<０.０５
图 １ 　 黄芩苷对低感染复数 ＨＥＬ 细胞凋亡率的影响

(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ< ０. ０５ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ∗２Ｐ<０.０５

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＨＥＬ ｗｉｔｈ
ｌｏｗ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　

　 　 与高感染复数组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５
图 ２　 黄芩苷对高感染复数 ＨＥＬ 细胞凋亡比率的影响

(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ<０.０５
Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＨＥＬ ｗｉｔｈ

ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　

笔者发现 ＨＥＬ 予低感染复数的 ＨＣＭＶ 感染时ꎬ凋

亡率随感染时间延长逐渐增大ꎬ９６ ｈ 达峰值ꎬ为正常

细胞的 ４ 倍ꎻ予高感染复数的 ＨＣＭＶ 感染时ꎬ凋亡细

胞比率增加更为明显ꎬ２４ ｈ 就出现有意义的增高ꎬ７２ ｈ
已经为模拟感染组 ５~６ 倍ꎬ达峰值ꎬ９６ ｈ 却出现降低ꎮ
检测结果与文献[１２]结果相似ꎮ

　 　 Ａ.模拟感染组ꎻＢ.高感染复数组ꎻＣ.高感染＋小剂量黄芩苷

组ꎻＤ.高感染＋大剂量黄芩苷组

图 ３　 ４ 组 ７２ ｈ ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３表达量　
Ａ. ｍｉｍｅｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｄ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ７２ ｈ　

　 　 Ａ.模拟感染组ꎻＢ.高感染复数组ꎻＣ.高感染＋小剂量黄芩苷

组ꎻＤ.高感染＋大剂量黄芩苷组ꎻ与模拟感染组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎻ
与高感染复数组比较ꎬ∗２Ｐ<０.０５

图 ４　 ４ 组 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３表达量的校正值 κ(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　
Ａ. ｍｉｍｅｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｄ. ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐ.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｅｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ<０.０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ∗２Ｐ<０.０５

Ｆｉｇ.４ 　 Ａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｌｕｅ κ ｏｆ ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　

综合分析发现ꎬ无论是低感染复数还是高感染复

数的 ＨＣＭＶ 感染ꎬ均可诱导受染细胞凋亡ꎬ随感染时

间延长凋亡逐渐增加ꎻ其机制可能为受染细胞通过启

动凋亡机制以实现清除病毒的一种本能防御反应[１３]ꎮ
实验中还观察到尽管高感染复数组病毒剂量是低

感染复数组的 １０ 倍ꎬ但处理后细胞并未出现凋亡细胞
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比率成倍增长ꎬ其原因可能与 ＨＣＭＶ 即刻早期基因

ＵＬ３６ 及 ＵＬ３７ 编码的凋亡抑制物 ｖＩＣＡ 和 ｖＭＩＡ 有关ꎬ
因 ｖＭＩＡ 与 ｖＩＣＡ 表达量与病毒滴度呈正相关[１４￣１５]ꎮ

通过显微镜跟踪观察及 ＣＣＫ￣８ 法检测ꎬ显示黄芩

苷的细胞毒性较低ꎬ黄芩苷对 ＨＥＬ 细胞的半数致死浓

度为 ２２５.２３ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ适合用于抗病毒药物的体外实

验研究ꎮ 通过空斑抑制实验ꎬ发现随着药物浓度增大ꎬ
空斑抑制率逐渐增大ꎮ 至药物浓度为 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ
接近 ＭＴＣ ( ２０. ６ μｇ 􀅰 ｍＬ－１ ) 时ꎬ 空斑抑制率达到

５７.９５％ꎮ 通过计算得出黄芩苷体外抗 ＨＣＭＶ 的选择

指数为 １３.９６ꎬ其中选择指数大于 １ 为有效ꎬ指数越大

安全范围越大[１６]ꎮ 综上所述ꎬ黄芩苷体外环境下是一

种安全有效的抗 ＨＣＭＶ 药物ꎮ
既往研究还发现黄芩苷可以通过影响凋亡调节蛋

白 Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 的表达ꎬ降低肾脏细胞凋亡水平ꎬ延缓

糖尿病肾病的发生[１７￣１８]ꎻ在流感病毒感染过程中ꎬ可
通过调控细胞周期分布ꎬ抑制 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的激活ꎬ进
一步抑制 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 激活ꎬ降低流感病毒感染细胞

凋亡ꎬ进而抑制流感病毒复制[３]ꎮ
实验中发现黄芩苷处理可有效降低感染细胞凋亡

比率ꎬ其抑制功效不仅与处理剂量有关ꎬ还与病毒滴度

和作用时间密切相关ꎮ 大小剂量黄芩苷处理正常

ＨＥＬ 细胞后ꎬ凋亡率并未出现显著上调ꎬ可见在 ＭＴＣ
浓度范围内黄芩苷本身并不会诱导细胞凋亡ꎮ 黄芩苷

的抗凋亡作用在低感染复数组表现较为显著ꎬ表现出

明显剂量依赖性ꎬ即处理剂量越大ꎬ凋亡细胞比率下降

越明显ꎮ 而在高感染复数组ꎬ大、小剂量黄芩苷处理ꎬ
分别于治疗后 ４８ꎬ７２ ｈ 凋亡细胞比率显著下调ꎬ然而ꎬ
９６ ｈ 却均出现凋亡细胞比率较感染对照组骤然增加ꎬ
与低感染复数黄芩苷处理组表现不同ꎮ 但这并不能武

断得出黄芩苷在高感染组处理 ９６ ｈ 已经丧失抗凋亡

作用转为促凋亡的结论ꎬ因为存在这种可能性ꎬ即虽然

黄芩苷依然持续发挥抗凋亡作用ꎬ但由于其拮抗高感

染组子代病毒即刻早期基因 ＵＬ３６ 及 ＵＬ３７ 编码的凋

亡抑制物 ｖＩＣＡ 和 ｖＭＩＡ 的大量合成ꎬ使得处理组细胞

并没有出现感染对照组凋亡细胞比率的下调ꎬ造成促

凋亡的假象ꎮ 这是因为有研究发现ꎬ黄芩苷的同系物

黄芩素(在体内环境下二者可以相互转化[２ꎬ４] )具有显

著下调 ＨＣＭＶ 即刻早期基因表达水平的作用[１８]ꎮ
通过检测黄芩苷处理对 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达影

响ꎬ发现大剂量黄芩苷处理 ７２ ｈ 后 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

量较高感染复数组增多ꎬ可见黄芩苷不仅在流感病毒

感染中可以通过拮抗 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活化发挥抑凋亡

作用[３]ꎬ而且在 ＨＣＭＶ 感染中也可能通过抑制 ｐｒｏ￣

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活化来减少细胞凋亡ꎮ 高感染＋小剂量组

可能由于处理剂量较低ꎬ而仅出现 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

数值上的上调ꎬ但与高感染复数组比较差异无统计学

意义ꎮ 由于本课题并未测定 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活性片段ꎬ无
法确切判断黄芩苷是通过直接影响 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的剪

切活化ꎬ还是通过促进 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的合成来实现上

调 ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达水平ꎬ但结合流式细胞术凋亡细

胞比率的检测结果ꎬ即大剂量黄芩苷显著下调高感染

细胞凋亡比率ꎬ推测前一种机制的可能性更大ꎮ
综上所述ꎬ黄芩苷体外环境下通过拮抗 ＨＣＭＶ 诱

导的受染细胞凋亡上调ꎬ表现出较强的细胞保护作用ꎬ
该结果为临床使用黄芩苷治疗巨细胞感染性疾病提供

了实验依据ꎮ 但黄芩苷具体的抗凋亡作用机制ꎬ除与

ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达水平相关外ꎬ是否也可能与影响

其他在 ＨＣＭＶ 感染细胞凋亡过程中发挥重要作用的

调控因子ꎬ如 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 等表达相关ꎬ则需要更加深入

的研究探讨ꎮ
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茶多酚预防吗啡所致便秘的效果及机制

陈陶ꎬ刘异
(华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部ꎬ武汉　 ４３００３０)

摘　 要　 目的　 探讨茶多酚对吗啡所致便秘的预防作用及其作用机制ꎮ 方法　 雌性昆明种小鼠按随机数字表法分

为空白对照组、模型对照组、茶多酚组、茶多酚＋吗啡组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 茶多酚组和茶多酚＋吗啡组小鼠灌胃给予茶多酚

１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ空白对照组和模型对照组给予 ０.５％羧甲基纤维素钠溶液 ０.１ ｍＬ􀅰ｋｇ－１ꎬ连续 ４ ｄꎮ 给药第 ４ 天ꎬ模型对照

组和茶多酚＋吗啡组小鼠腹腔注射吗啡 ２０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ茶多酚组和空白对照组腹腔注射 ０.９％氯化钠溶液 ０.１ ｍＬ􀅰ｋｇ－１ꎬ
１５ ｍｉｎ后小鼠灌胃给予 ５％墨汁液 ０.２ ｍＬꎮ 热板法检测各组小鼠的第 １ 次舔足时间ꎬ观察茶多酚对吗啡镇痛效果的影

响ꎻ酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)法检测各组小鼠小肠内胃动素、Ｐ￣物质及生长抑素的含量ꎮ 结果　 与空白对照组比较ꎬ
模型对照组墨汁推进长度和墨汁推进率明显降低(Ｐ<０.０１)ꎻ茶多酚组墨汁液推进长度和墨汁推进率显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与模型对照组比较ꎬ茶多酚＋吗啡组墨汁推进长度和墨汁推进率显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 空白对照组和茶多酚组小

鼠第 １ 次舔足时间分别为(８.６４± ２.７２)ꎬ(９.１１± ２.１３) ｓꎬ模型对照组和茶多酚＋吗啡组小鼠第 １ 次舔足时间分别为

(１８.７９±３.５８)ꎬ(２０.１０±３.７２) ｓꎮ 与空白对照组比较ꎬ模型对照组胃动素、Ｐ 物质含量减少(Ｐ<０.０５)ꎬ茶多酚组胃动素、Ｐ
物质明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型对照组比较ꎬ茶多酚＋吗啡组胃动素、Ｐ 物质含量明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与空白对照组比

较ꎬ模型对照组生长抑素含量增加ꎬ而茶多酚组和茶多酚＋吗啡组生长抑素含量显著减少(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 茶多酚在不

降低疼痛治疗效果的前提下ꎬ能有效改善小鼠肠蠕动预防吗啡所致便秘ꎬ这一作用与茶多酚对肠道胃动素、Ｐ 物质和生

长抑素的含量调节有关ꎮ
关键词　 茶多酚ꎻ吗啡ꎻ便秘ꎻ镇痛
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