
!国家自然科学基金重点项目（!"#$%&$’$(’）之部分内容

)*华中科技大学同济医学院附属同济医院中西医结合研究所（武

汉+$’’$’）；(*华中科技大学同济医学院实验医学中心分子生物室

热毒清对,-.&’细胞产生分泌型肿瘤坏死因子!及

肿瘤坏死因子!转换酶/0!1表达的影响!
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内容提要 目的：探讨纯中药制剂热毒清抑制肿瘤坏死因子!（2!3!）失控释放的分子机制。方法：采

用细胞和分子生物学技术观察热毒清对,-.&’细胞分泌炎性细胞因子———分泌型肿瘤坏死因子!（42!3!）

及肿瘤坏死因子!转换酶（2156）/0!1表达的影响。结果：（)）)7$’稀释的热毒清能有效地控制内毒素脂

多糖（-89）刺激所引起的42!3!的高分泌。（(）热毒清单独作用,-.&’细胞时，对2156/0!1的表达虽

无明显的抑制作用，但对-89刺激增加表达的2156/0!1具有明显的抑制效果。结论：热毒清对-89引

起的炎性细胞因子42!3!的分泌及对42!3!激活的关键酶———2156的基因表达具有双重抑制作用，提示

热毒清可能是一种2156良好的天然抑制剂。
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热毒清为纯中药注射液，内含金银花、大青叶、蒲

公英和鱼腥草。我们长期的临床观察和实验研究证

实，热毒清具有抗炎症、抗感染、抗病毒及抗内毒素等

多种功效（)），能有效地改善WA5家兔炎症反应症状（(）。

以往的研究表明热毒清的上述作用是通过抑制细胞因

子的激活，降低如2!3!、A-.&、A-.X等炎性细胞因子

的毒性作用而为，但无足够的实验依据证明其降低这

些细胞因子的机理所在。本实验进一步研究了热毒清

对,-.&’细胞产生42!3!以及肿瘤坏死因子!转换

酶（2156）基因表达的影响，探讨其抑制炎性细胞因

子的作用机理。

材料和方法

) 细胞株 ,-.&’细胞、-%(%细胞为本校实验

医学中心分子生物室保存。

( 试剂 大肠杆菌内毒素（-89，9>D/=公司产

品）；B22（华美公司产品）；2M>E"J0!1一次性提取试

剂盒（;A8N"／Y0-）、1BR逆 转 录 酶、P!28、BD5J(、

2=QW!1聚合物、0B8A.)&+’培养基等为8M"/GD=产

品；ZJ>D"（P2）)X（中国科学院上海生物工程研究中心

合成）；850引物（于德国合成）；佛波脂（8B1，9>D/=
公司产品）。

$ 实验用药 )’’[热毒清注射液（由金银花、大

青叶、鱼腥草、蒲公英等组成，每毫升含生药)D）由同

济医学院中西医结合研究所研制。
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! 检测项 目 及 方 法 （"）细 胞 培 养 上 清 液 中

#$%&!活 性 检 测：用 浓 度 为’(()*／+,的-./刺 激

0-12(细胞（细胞密度为"3"(4／+,）于2、"’、’!5（同

时设立相应的对照组）收集不同时间的上清液，6’(7
保存待测其中#$%&!的活性。将 生 长 状 态 良 好 的

-8’8细胞消化后调节密度为"3"(4／+,，加入82孔培

养板，每孔"((",，作为检测#$%&!活性的靶细胞。贴

壁培养925后弃上清，加入待测样品，每孔’((",继续

培养’!5，最终以:$$（4+*／+,）显色，酶标仪上测定

;<4=(值，详见文献（9），#$%&!的活性（细胞杀伤率）计

算公式如下：细胞杀伤率（>）?（对照组;<值6实验

组;<值）／（对照组;<值6空白组;<值）3"((>。

（’）热毒清对0-12(细胞分泌#$%&!的影响：将-./
溶解于@:.A1"2!(培养基中（浓度为""*／",）6’(7
储存备用。于密度为（"B(#’B(）3"(2／+,的0-12(
细胞中加入终浓度为’(()*／+,的-./共孵育"’5后

再分别加入"C’!(、"C"’(、"C2(、"C9(稀释的热毒清继

续孵育，并于’、2、D5各收集细胞上清进行#$%&!活

性检测。（9）热毒清对0-12(细胞$EFG+@%E表达

的影响：将"C9(稀释的热毒清与"3"(2／+,的0-12(
细胞共孵育25后收集细胞总@%E进行逆转录.F@，

检测$EFGH<%E扩增产物，其间以@:.A1"2!(液为

空白对照、以-./刺激为阳性对照；与-./联合作用：

用预先将终浓度为’(()*／+,的-./与0-12(细胞保

温25后再加入"C9(稀释热毒清继续培养，分别于!、

25两次收集细胞，检测$EFGH<%E扩增产物。（!）

细胞中$EFGH<%E扩增产物的检测：采用逆转录聚

合酶链反应（@$6.F@）扩增技术用$IJKL,试剂提取

0-12(细胞总@%E，具体操作详见说明书，所得@%E
用紫外分光光度计检测并调整为""*／+,；H<%E第 一

链合成步骤按常规进行（!），最后将’(",反应液于8!7
变性4+J)，加入D(",消毒水置6=(7保存；.F@反应

的 引 物 .M4 和 .M2 的 序 列 为 .M4 4N1EO1
FEE$EEEO$$$O$OOOEE19N；.M24N1F$$OFFEE1
OE$FFEEOFE19N，该引物扩增的<%E片段对应于

$EFG所特有的解整合素（PJ#J)QR*IJ)）结构域。.F@
操作按《分子克隆实验指南》（!）方法进行，循环’4次：

8!74’#、4474(#、=’7!4#，反应产物为’8=ST的<%E
条带。$1微球蛋白（$1:）基因扩增条带为"’(ST，引物

序 列 为：4N1EFFFFFEF$OEEEEEOE19N 和 4N1
E$F$$FEEEFF$FFE$OE$O19N。

4 统计学方法 采用!检验进行差异显著性分

析。

结 果

" -./刺激增加0-12(细胞膜表面+$%&!向

#$%&!转换 -./刺激25与同样处理的不加-./的

对照细胞比较，#$%&!分泌增加不明显；刺激"’5则

增加明显（"!(B(4）；-./加入’!5后，虽然差别更大

（"!(B("），但需要排除细胞增殖的因素；故-./刺激

"(#"’5为检测$%&!分泌及蛋白水解酶活性的最佳

时间。

’ 热毒清抑制-./刺激引起的#$%&!的分泌和

$EFG+@%E的表达 见表"。在-./刺激"’5后再

加入热毒清共孵育’、!、2、D5，并以.:E为阳性对照，

不同时间#$%&!分泌量将随着保温时间的延长而增

加；同一时间的分泌量与加入热毒清的浓度有关，其中

以"C9(稀释的浓度抑制效果最佳。@$6.F@检测结

果见图"。由图"S可见在-./刺激25后加入"C9(
稀释的热毒清继续温育!、25，与单一-./刺激组比较

热毒清明显抑制-./刺激增强的$EFG+@%E表达；

图"U所示不经-./刺激热毒清直接加入0-12(细胞

培养液中共孵育25的@$6.F@产物电泳图，可见热

毒清的抑制作用不十分明显，但-./的加强作用却非

常明显。

表! 热毒清抑制0-12(细胞的+$%&!
向#$%&!转换的影响 （"#V$）

组别 % 稀释度
#$%&!活性（>）

’5 !5 25 D5
-./ 2 "9B’V!BD "DB!V"B4 9(BDV9B9 ’2B"V9B4

-./加.:E2 （4()*／+,）""B4V9B4 ’2B9V’BD 94B=V"B= 92B!V9B(
-./加热毒清2 "C’!( DBDV’B(#"8B’V"!B(’9B(V’B’ ’(B"V"B4

2 "C"’( =B4V!B9#’(B"V"B4 "DB2V9B9 ’’B(V"B4
2 "C2( =B2V9B!#"9BDV"B4 "’B2V9B9 "!B4V’B2
2 "C9( !B!V"B4# 9B4V(B!# 9B4V(B4# DB’V9B4#

注：与-./组比较，#"!(B("

讨 论

炎症的始动因素可包括为感染性（内毒素血症）和

非感染性（炎症细胞因子的释放）。-./在对细胞或组

织损伤过程中仅是使效应细胞激活的“信号”，其诱导

效应细胞分泌过量的炎性细胞因子（$%&!、A-1"、A-1
2、A-1D），参 与 炎 症 过 程、介 导 病 理 损 害 是 关 键（4）。

$%&!是介导炎症反应的主要细胞因子，在体液中出

现高峰水平的时间较早（2，=），因此而倍受重视。.IRKR
等 发 现 $%&!存 在 跨 模 型（+$%&!）和 分 泌 型

（#$%&!）两类。#$%&!是由+$%&!的胞外部分经蛋

白酶水解而释放至体液中的，两者的关系实际为前体

向成熟体转换的过程（D）。"88=年:L##等（8）从猪脾细
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图! "#$%&细胞中’()*+,-(的,’./),扩增产

物电泳图

注：图0为#/1、/2(、热毒清直接刺激对’()*+,-(
的影响：!为!3-(／"456"分子量标记；7为不加刺激物的

对照组；8、9、:分别为热毒清、/2(和#/1的%;刺激组。

图<为#/1刺激%;后，再加入不同调节物作用不同时间的

扩增产物，!为!3-(／"456"分子量标记；7、8为加/2(再

作用%、9;；9、:为加入热毒清后再作用%、9;；%、=为#/1连

续刺激!7;和!&;；>为不加任何刺激物的对照组

胞中发现了’-?#转换酶即’()*，指出：该酶能特异

性水解+’-?#>%位丙氨酸与>>位缬氨酸之间的肽

键，从而释放含有>%个氨基酸残基的@’-?#。由此可

见，’()*在@’-?#激活、分泌过程中起着关键作用，

因此，对炎症机理的研究，’()*属重要环节之一。切

断@’-?#即降低或减少@’-?#是控制炎症反应的关

键，至关重要。归根到底，筛选’()*有效抑制剂是

控制炎症反应的途径之一。因此，有效地阻断上述因

素之一即可防止以后出现的系列连锁反应。

本实验在体外模拟炎症过程，将7&&5A／+B的#/1
与"#$%&细胞共孵育!7;后检测细胞培养上清中的

@’-?#的活性。由表!可知，与不加刺激物的对照组

比较，#/1能显著性地增加@’-?#的分泌，同时还增

强细胞对’()*+,-(的表达，与对照组比较，刺激

7、%;时7C><D的3-(扩增产物条带明显深染，!&;
达高峰，!7;后开始减弱（图!0、<）。实验结果表明

#/1对炎性细胞因子@’-?#分泌及对产生@’-?#的

关键酶———’()*的 +,-(表达均具有促进作用。

当将清热解毒之中药热毒清以!E8&稀释浓度加入

#/1刺激!7;后的"#$%&细胞培养液中时，培养上清

中@’-?#的活性显著性下降，且7C><D3-(扩增条

带明显浅染，表明热毒清对#/1刺激引起的@’-?#的

分泌及’()*+,-(的高表达具有强效的抑制作用。

以往的研究表明，热毒清对内毒素性3F)家兔细

胞或组织损伤具有保护作用，是通过抑制炎性细胞因

子的激活、降低如’-?#、F#$%、F#$=等细胞因子的过

度释放而实现的，本实验进一步从分子水平证明热毒

清抑制@’-?#的分泌的作用机理，在于其对抗了#/1
诱导的’()*+,-(的高表达。因此，热毒清作为

’()*有效的天然抑制物已被实验证实，作为新型的

抗炎药物值得迅速开发和应用。
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