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白鹤冲剂对肿瘤坏死因子
一�
刺激的血管内皮

细胞核因子
一 。 �激活的影响

于健宁
‘
奚九一

“

摘要 目的
�

研究白鹤冲剂对人脐静脉内皮细胞�������中核因子
一 ‘ ����

一 ‘
��活化

、

细胞间戮附分子
一
������

一

��表达的影

响
，

以探讨白鹤冲剂治疗血管炎的机制
。

方法
�

以细胞 ����� 法
、

间接免疫荧光法分别观察白鹤冲剂对 ����� 中 ��
一 ‘ � 活

化以及 ����
一

�表达的影响
。

结果
�

白鹤冲剂能抑制肿瘤坏死因子
一

�����
一

��刺激的 ����� 的 ��
一‘ � 的活化及 ����

一
�表

达
。

结论
�

白鹤冲剂可能通过抑制 ��
一 ‘ �活化从而有效地调控与炎症过程密切相关的猫附分子的基因表达

，

发挥治疗血管炎

的重要作用
。
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白鹤冲剂是奚九一教授治疗多种血管炎的基础

方
，

临床观察具有很好的疗效
，

我们试图从核因子
一 ‘ �

���
一 ‘ ��的角度初步揭示其作用机制

。

��
一 ‘ �作为重

要的核转录因子
，

是一序列特异性的 ��� 结合蛋白
，

在体内各种组织细胞内广泛存在
。

它可与多种基因的

启动子或增强子特定区域结合
，

进而广泛参与多种炎

症相关基 因表达 的调控
，

从而对炎症过程产生重要

影响
。

� 实验材料

人脐静脉内皮细胞株 ������
，

购 自中国医学科

学 院上海 细胞生物学研究所细胞库 �����������

����
，
�������� 公 司 产 品 �小 鼠 抗 人 ��

一 ‘ � ���

�����
� ���

，
�单克隆抗体

，
�� 公 司产 品

�
兔抗小 鼠

���一����
，
�����

公 司 产 品 �������� ��
�

�����

��������������
，
�����

公 司 产 品 ������� �一���

�������
公 司 产 品 �肿 瘤 坏 死 因 子

一� ����
一� �

，

� 浙江省 中西 医结合医 院肾内科
，

杭州市环城东路 ��� 号

��������

� 上海市中西医结合医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

�叩������公 司产 品 �小 鼠抗 人 ����

单克 隆 抗 体

������ ���
，
�

，
�� 公司产品 �绵羊抗小 鼠 ���

一
���

，

华美生物工程公司产 品 �����
，
���������� 公 司产

品 �白鹤冲剂�白英 �鲍
，

白花蛇舌草 ���
，

仙鹤草 ���
，

党参 ���
，

获荃 ����乙醇提取液即挥发酒精成分的上

述生药浓缩液
，

浓度为 ��生药���
，

调节 ���
�

��
，

由上

海市中西医结合脉管病研究所制备 �雷公藤内酷醇
，

由

中国医学科学院皮肤病研究所 �南京�提供 �多功能酶

标仪为芬兰 ��������� 公司产品
。

� 方法

�
�

� 药物配制方法
�
���

一� �

以含 ���小牛血清的

����
一

����培养液稀释成 ���������
‘ 〕 。

白鹤冲剂乙醇

提取液
�

用培养液稀释成 �������和 �。 。�����两个

浓度备用
。

雷公藤内醋醇
�

于实验前用 ����溶解后
，

以培养液配成 ��拼����� 浓度
，
�

�

��胖� 微孔滤膜除菌

待用�，〕 。

�
�

� 人脐静脉内皮细胞 �������的培养
�

人脐静脉

内皮细胞 株 ������ 以含 ���小牛 血 清的 ����
�

����培养液用常规方法进行培养
，

实验用 �一 �代
。

�
�

� 间接免疫荧光法观察 ����� 中 ��
一 ‘ � 活化移

位
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�
�

�
�

� ����� 的药物处理
�

将圆形玻璃细胞爬片置

于 ��孔板中
，

总计 ��孔
。

将 ��
�

���
�

��又 ��
‘
的浓度

接种于 ��孔板 中
，

置于 ��
‘

�
、

����
�

培养箱中培养
。

待接种的 ����� 在玻璃细胞爬片上形成单层后分

为 �组
，

每组 �复孔
。

� 组为正常对照组�不含任何药

物���组为 ���
一�
刺激组 �不含任何治疗药物���组

为 ���
一�十 白鹤冲剂大剂量组 ������������ 组为

���
一�十 白鹤冲剂小剂量组��������� �� 组为 ���

�

。
�雷公藤内醋醇组

。

每种药物加样量为每孔 ���川�各

组药物浓度见药物配制�
，

药物作用 �� 小时后进行实

验观察
。

�
�

�
�

� 实验方法比们 �

���细胞爬片以冷 �����℃ �浸

洗 �次
。

��� 一��℃ 甲醇固定 �分钟
，

自然晾干
。

���温

���浸洗 �次
。

����
�

����
����� �一���透膜 ��分

钟
。

���温 ���浸洗 �次
。

���滴加小鼠抗人 ��
一 ‘� ���

单克隆抗体 ��
� ���

，
���染色湿盒 内孵育 �小 时

。

������浸洗 �次
。

���滴加荧光染液�����标记的兔

抗小 鼠 ��� 抗体 �
�

�“���
�

������的 ������� �����

�
�

�川�抗体稀释液 ��川�每片约 �。川
，

�� �染色湿盒内

孵育 �小时
。

������浸洗 �次
。

�������缓冲甘油封

片
。

����荧光显微镜观察����� 吸收峰值 �����
，

发

射峰值 ����� �������� �����吸收峰值 �����
，

发射

峰值 ������
。

阳性细胞计数
�

每个样本随机选取 �个

视野
，

倒置荧光显微镜下计数 ���个细胞
，

计算阳性细

胞百分率
。

�
�

� �����表面 ����
一

����
��
�表达的检测

�
�

�
�

� ����� 的药物处理
�

细胞接种于 �� 孔板形

成单层后 �培养条件 同前 �
，

实验分组 和用药方法 同

��
一 ‘ �活化移位实验中对 ����� 的处理

。

每组 �复

孔
，

每种药物加样量为每孔 ���沁
。

药物处理 �� 小时后

进行实验
。

�
�

�
�

� 细胞 ����� 法检测 ����
一

护 〕 �将药物处理的

����� 以 ���浸洗 �次后进行细胞 ����� 实验
�

�����多聚甲醛 ��固定细胞 ��分钟
，
���� 洗 �次

。

��������一��� ���拌��孔封闭 ��分钟
，
���� 洗 �

次
。

���加人小 鼠抗人 ����

单克隆抗体 ��拌��孔 ��
�

����
，
���孵育 �小时后

，
���� 洗 �次

。

���加人 ���

标记绵羊抗小鼠二抗 ���拜��孔 �� � �����
，
���孵育 �

小时
，
���� 洗 �次

。

���加人邻苯二胺底物液 ���拜��

孔
，

室温避光 ��分钟
，

加人 ������ �
���

�
��拜��孔终

止反应
。

���酶标仪 ����� 测 � 值
。

�
�

� 统计学方法
�

所有数据以 历士
�
表示

，

用计算机统

计软件 ����� �
�

�中的 ����� 程序进行单因素方差

分析
，

并用 ��� 程序进行两两 比较
，

用 ���������� 程

序进行相关性检验
。

� 结果

�
�

� 白鹤冲剂对 ����� 中 ��
一 ‘ � 活化的影响

�

在

倒置荧光显微镜下可见单纯培养基培养 的 �����

胞浆内均匀的黄绿色荧光
，

细胞中央部分无荧光着色
，

同一视野下 ������� �����染色 �淡蓝 色荧光 �显示

��
一 ‘ � ��� 荧光缺如部分为细胞核

。

说明未受刺激的

�����其 ��
一 ‘ � ���分布于细胞浆 内

，

处于抑制状

态 �经 ���
一�
刺激后

，

细胞核 内出现较 强 的 ��
一 ‘ �

���荧光染色
，

且胞浆中 ��� 荧光染色也明显加深
，

表

明 ��
一 ‘ �被激活并进入细胞核内

�分别经 白鹤冲剂
、

雷公藤内醋醇处理后
，

细胞核内 ��
一 ‘ ����荧光染色

显著减少
，

胞浆中 ���荧光染色也趋于正常
。

表 �示
，

白鹤冲剂大
、

小剂量组和雷公藤内酷醇组

��
一 ‘ � 活化细胞数 比 ���

一�

刺激组 明显减少 �尸�

�
�

����白鹤冲剂大剂量组 比小剂量组对 ��
一 ‘ � 活化

抑制作用更强 �尸� �
�

�� ��白鹤冲剂大剂量组与雷公

藤内醋醇组 比较
，

差异无显著性 �尸��
�

����雷公藤内

醋醇组与 白鹤冲剂小剂量组 比较差异有显著性 �尸�

�
�

���
。

表 � 各组血管内皮细胞中 ��
一‘ �活化细胞数比较�肠

，

妥士
、 �

组 别 每组观察视野数 ��
一�� 阳性细胞数

� 组 � � ��土 �
�

��

�组 � ��
�

��士 �
�

��
“

�组 � ��
�

��士 �
�

��
“ △

� 组 � ��
�

��士�
�

��
‘ △

� 组 � ��
�

��土 �
�

��
芳 △

与 � 组 比较
， � 尸� 。

�

��
�
与 �组比较

，△����

��

�
�

� 白鹤 冲剂对 ����� 表 面 ����
一

�表达 的影

响
�

表 � 示
，
���

一�
与 ����� 共 同孵 育 后

，
� 组

����
一

�表达显著增强
，

同其他组 比较差异有显著性

����� �� 或 �� 。
�

�� ��白鹤冲剂大剂量组 比雷公藤

内醋 醇 组 对 ����
一

�表 达 的 抑 制 作 用 更 强 �尸�

�
�

���
，

但雷公藤内醋醇组与白鹤冲剂小剂量组比较差

异无显著性 �尸��
�

���
。

表 � 白鹤冲剂对 �����表面 ����
一
�表达的影响�牙士

��

组 别 每组观察视野数 ����
一
�表达

� 组 � �
�

��士 �
�

��

�组 � �
�

��士 �
�

��

�组 � �
�

��士 �
�

��
件 ‘

� 组 � �
�

��士 �
�

��
甘

� 组 � �
�

��士 �
�

��
‘ △

与 �组 比较
， ， ���

�

��， ‘ � ���
�

���与 �组 比较
，△���

�

��

�
�

� ����
一

�表达与 ��
一 ‘ �活化的关系

�
�����表

面 ����
一

�表达随 ��
一 ‘ � 的活化而增强 ��一 �

�

���
，
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���
�

���
。

� 讨论

��
一 ‘ �作为重要核转录因子

，

是一序列特异性的

��� 结合蛋白
，

在体内各种组织细胞内广泛存在
。

它

可与多种基因的启动子或增强子特定区域结合
，

进而

广泛参与多种基因表达的调控
。

通常所说的 ��
一 ‘ �主要指 ������� 形成的异源

二聚体
。

静息状态下
，
��

一 ‘ �二聚体���亚基与其抑制

蛋 白 玩�结合
，

覆盖 ��� 蛋 白的核定位信号
，

从而使

��
一 ‘ ��

�‘ �复合体稳定地存在于细胞质中
。

多种外部

信号激活 ��
一 ‘ � 往往需要先活化 ��

一 ‘ � 诱导激酶

�����
，

活化的 ��� 激活 �‘ �激酶�����信号复合体
，

��� 信号复合体能使 �‘ �家族成员特异的丝氨酸位点

磷酸化
，

磷酸化 的 �‘ �� 继而被聚泛 素化
，

最终导致

����� 降解
，
��

一 ‘ �成员脱离 ��
一 ‘ �

�
玩� 复合体

，

由胞

浆移位人核
，

最后与特定 目的基因的
‘ �位点结合

，

诱

导靶基因转录 〔” 一�〕 。

��
一 ‘ �可被多种刺激因子如细胞因子

、

免疫刺激

剂
、

脂多糖
、

紫外线等所激活
，
��

一

沼 活化人核后
，

与

其靶基因中启动子或增强子的
‘ �基序结合从而诱导

众多与炎症相关的生物活性蛋白基因的表达
。

砧附分

子如 ����
一

�
、

血管细胞戮附分子 �����
一

��
、

选择素

���
一����������细胞因子如 ���

一� 、

白介素
一

�日���
一

�月�
、

��
一

�
、
��

一

�
、

���
一

��趋化 因子 如单核 细 胞 趋 化 因子

����
一

��
、

��
一

�等闭
，

上述 因子 皆可直接或间接参与

炎症反应过程
。

由于 ��
一 ‘ �结合位点位于 ����

一

�的

�
‘

启动子区域
，

因此 ��
一��几乎是各种因素影响血管

内皮 细 胞 合成
、

表 达 ����
一

� 的 重 要 通 路
。

已 知

����
一

�基因启动子上有一个基本的 ��
一

叱 位点
，

在

���
、

��
一

�等作用下
，

能在 �� 分钟内使 ��
一 ‘ �活化

。

随后观察到
，

在上述因素单独或与其他因子协同作用

下
，

使 ����
一

�在 �一�小时内表达增加
，
�一 ��小时

内达到高峰
，

而且表达升高与刺激物作用时间及剂量

呈正相关
。

通过不同途径抑制 ��
一���的活化或清除刺

激物
，

均能相应抑制以上 因子的表达或 ��
一��� 的激

活�‘�〕 。

���
��� 等发 现

，

暴 露 于 生 理 水 平 ���
一�

的

�����
，

其细胞浆和细胞核内 ��
一 ‘ � 活性与 ���

一�

的作用呈剂量
、

时间依赖关系
，

并且伴随着 ����
一

�的

表达上调
，

而这一过程可以被 ��
一 ‘ �选择性抑制因子

曲霉菌素所抑制��� 〕 。

我们以间接免疫荧光法观察了

���
一�
刺 激 ����� 后其 ��

一 ‘ � 活化 的情 况及 与

����
一

�表达的关系
，

结果显示
，

经 ���
一� ��������

浓度处理的 �����
，

其 ��
一 ‘ �显著活化

，

细胞核 内

和 细 胞 质 中 都 出 现 被 激 活 的 ��
一 ‘ ��同 时 发 现

����� 表面 ����
一

�表达明显增多
，

与 ��
一��� 的活

化显著相关
。

有文献报道
，

雷公藤内醋醇能显著降低 �

淋巴细胞 ��
一 ‘ �活力川

。

因此
，

我们进而用雷公藤内

醋醇为对照
，

观察了白鹤冲剂对 ����� 中 ��
一 ‘ �活

化的影响
，

发现 白鹤冲剂无论高浓度还是低浓度都能

明显抑制 ��
一 ‘� 的激活

，

同时观察到 ����
一

�表达随

之下调
，

与 ��
一 ‘ � 的激活呈正相关

。

故我们认为
，

白鹤

冲剂抑制 ����
一

�表达是通过 ��
一 ‘ �途径起作用 的

。

值得注意的是
，

虽然 白鹤冲剂与雷公藤 内醋醇对 ��
�

‘ �的影响差异无显著性
，

但是两组间 ����
一

�表达却

有 显著性差异 ��� 。
�

���
，

表明 白鹤冲剂对 ����
一

�

的影响还存在其他机制
。

总之
，

白鹤冲剂呈剂量依赖性地抑 制 ���
一�
对

����� 中 ��
一 ‘ � 的激活

，

这可能是其对私附分子产

生影响的重要分子基础
。

通过抑制 ��
一 、 �活化从而有

效地调控与炎症过程密切相关的某些赫附分子的基因

表达
，

进而对白细胞赫附
、

穿越 ��� 向炎症部位移行

产生影响可能是白鹤冲剂治疗血管炎的重要机制
。
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