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清开灵注射液及其有效成分诱导人急性早幼粒

白血病细胞凋亡的研究!
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内容提要 目的：研究清开灵注射液及其有效成分治疗急性白血病的作用机理。方法：采用体外培养技

术、,--法、细胞形态学、.!/凝胶电泳及流式细胞检测技术，对清开灵及其有效成分诱导的人急性早幼粒

白血病（0123’）细胞凋亡进行分析。结果：清开灵及其有效成分黄芩甙、猪去氧胆酸对0123’细胞均有很强

的细胞毒作用，牛黄胆酸的作用次之；前三者在体外作用34即可诱导细胞凋亡，流式细胞仪检测出现典型凋

亡峰；牛黄胆酸无诱导0123’细胞凋亡作用。结论：清开灵注射液及其有效成分可在体外诱导白血病细胞

凋亡，可能是其治疗急性白血病的作用机理之一。
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近年来，清开灵注射液广泛用于临床多种疾病的

治疗（(）。已有研究表明，清开灵注射液有抗小鼠脑膜

白血病的作用（+）。我们经过临床观察发现，清开灵注

射液对化疗药物有增效减毒作用。为进一步探讨清开

灵抗白血病的作用机理，我们又开展了清开灵注射液

及其主要成分诱导白血病细胞凋亡的体外研究。

材料与方法

( 细胞 0123’细胞系（人急性早幼粒白血病细

胞，由山东省医学科学院免疫室提供），V)W，%X&:+
孵育箱中，用含(’X小牛血清的YZ,H2(3[’（\=?C9
公司产品）培养液每+!V天传代培养。

+ 药物制备 清开灵注射液主要由牛黄、水牛

角、珍珠母、黄芩、栀子、金银花、板蓝根等药物组成，其

主要成分有牛黄胆酸、猪去氧胆酸、黄芩甙等，北京中

医药大学实验药厂生产，+C@／支，批号：$)’(’+(+。其

中每(’’’C@清开灵注射液中含胆酸)?（猪去氧胆酸

V*)%?、牛黄胆酸V*+%?），黄芩%?。实验所用黄芩甙纯

度为$%*[X，牛黄胆酸纯度为$$X，猪去氧胆酸纯度

为$%X，V种主要成分由北京中医药大学实验药厂惠

赠，均以(CC"@／1!9:0溶液助溶，以培养液调至所

需浓度。

V 0123’细胞敏感性的检测 采用 ,--法。

取指数生长期0123’细胞，用含(’X小牛血清的YZ2
,H2(3[’培 养 液 调 至 终 浓 度 为(](’%／C@，按 每 孔

’*+C@接种于$3孔培养板中，设空白对照组和不同浓

度药物的实验组，每组各设V个平行孔，置V)W，%X
&:+孵育箱中培养[[4，每孔加入%C?／C@四甲基偶氮

唑蓝（,--，\=?C9公司产品）(’"@，继续孵育[4，离心
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去上清液，每孔加入二甲基亚砜!"#!$，混匀后于自动

酶标仪上测定"%#&’及()#&’波长的吸收光度（*
值），由抑制率说明药物对+,-(#细胞的敏感性，抑制

率按下式计算：

抑制率（.）/
对照组*值0实验组*值

对照组*值 1!##.

2 细胞形态学变化 将+,-(#细胞及药物加入

铺有玻片的32孔板中，每孔3’$，细胞和药物各!’$。

细 胞 终 浓 度!1!#"／’$，药 物 作 用 终 浓 度 为 清 开

灵!／!3##原液（以培养液稀释!3##倍），黄芩甙终浓

度4!5／’$，猪去氧胆酸终浓度3##!5／’$，牛黄胆酸终

浓度3##!5／’$，分别作用(6、326、246，玻片干燥，甲

醇固定后，采用789’:;染色，油镜下观察细胞形态变

化。

" <=*凝胶电泳观察 提取各药物作用(6后

细胞的<=*，按文献（)）略加改进进行电泳，以>?@
)33／+8&AB（华美生物工程公司产品）作为 C;DE9D，紫

外线灯下观察拍照。

( 细胞凋亡数及细胞周期变化检测 分别收集

各药物作用(6、326细胞!1!#(个，%#.乙醇固定，

@=*酶消化处理，以碘化丙锭（>B）染色，用流式细胞

仪（美国?<公司产品）检测，每份样本测!1!#2个细

胞，进行细胞周期分析，低于7!期<=*含量的细胞

为凋亡细胞。

% 统计学方法 采用!检验。

结 果

! 各药物对+,-(#细胞敏感性的作用 当清开

灵注 射 液 被 稀 释24##倍 时，+,-(#细 胞 抑 制 率 为

!3FG!.；稀释倍数为4##倍时抑制率为G#F(%.；当

稀释3##倍时细胞全部死亡（BH"#为稀释!(##倍）。

说明清开灵注射液在体外具有很强的细胞毒作用，呈

剂量依赖性，随着清开灵注射液剂量的增加，对+,-(#
细胞的增殖抑制增强。在清开灵注射液的)种有效成

分中，黄芩甙对+,-(#细胞的抑制率最强，呈剂量依

赖性，4!5／’$的药物浓度可抑制4(F!(.的细胞增

殖，3"!5／’$时抑制率为!##.（BH"#为(!5／’$）；猪去

氧胆 酸 作 用 次 之，抑 制 作 用 呈 剂 量 依 赖 性（BH"#为

!##!5／’$）；牛黄胆酸在"#"!##!5／’$范围内无明显

抑制作用，在!##"4##!5／’$范围内表现为呈剂量依

赖性的抑制作用（BH"#为)##!5／’$）。

3 药物诱导+,-(#细胞凋亡结果

3F! 细胞的形态学变化 清开灵注射液、黄芩

甙、猪去氧胆酸均可在早期（(6）即可诱导+,-(#细胞

凋亡，并出现典型的细胞凋亡特征，随着时间的延长，

凋亡小体释放，坏死细胞及继发于凋亡的坏死细胞增

多，胞膜不完整，出现大量细胞碎片。牛黄胆酸未见凋

亡细胞出现，部分细胞体积增大、膨胀，晚期可见破裂、

死亡。

3F3 <=*凝胶电泳 清开灵注射液、黄芩甙、猪

去氧胆酸作用(6后，+,-(#细胞<=*开始降解，电泳

出现 梯 状 条 带，即!4#IJ"3##IJ及 其 整 数 倍 数 的

<=*片断呈梯状排列。以清开灵、黄芩甙组<=*片

断形成的条带最清晰，猪去氧胆酸组次之。牛黄胆酸

组<=*电泳未见梯状条带（见图!）。

图! 各药物作用(6后<=*凝胶电泳

注：;为标记物>?@)33／+8&AB；I为细胞对照；K为牛黄胆

酸3##!5／’$；L为猪去氧胆酸3##!5／’$；9为黄芩甙4!5／’$；A
为清开灵注射液（!／!3##原液浓度）

3F) 细胞凋亡检测 各药物作用(6、326后，直

方图中（图略）均可见7#／7! 期峰前的亚二倍体峰。

随时间的延长，清开灵、黄芩甙组出现较多的细胞碎

片，黄芩甙组凋亡细胞比率下降，其余各组凋亡细胞比

率增加。细胞周期分析显示清开灵、黄芩甙作用早期

（(6）主要表现为将细胞阻滞于M期，减少进入73／C
期细胞的比率；随时间延长，M期细胞比率降低，细胞

阻滞于7#／7!（"!#F#!）。猪去氧胆酸作用主要表现

为将细胞阻滞于M期，同时增加7#／7!细胞比率（"!
#F#!）。牛黄胆酸作用功能早期表现为减少MN73／C
期细胞比率（"!#F#!），326后细胞周期分布显示与

对照组比较差异无显著性（见表!）。

表! 各组不同时间+,-(#细胞凋亡变化及

细胞周期分布情况 （.）

组别 凋亡细胞比率 7#／7! M 73／C
对照 (6 !F2G )(F(" 24F#) !"F)3

326 !F(! )(F!( "3F34 !!F!!
牛黄胆酸 (6 !F%( "#F!G )3F#)" !%F%4"

326 "F44" )%F!" "#F#( !3F%G
猪去氧胆酸 (6 (F)#" 2"F""" 23F#4 !3F)%

326 GFG4" "3F)"" 2%F3( #F2#
黄芩甙 (6 )3F2)" 2)F%% (F3)" #

326 3(F()" "4F4!" !!F4(" 3GF)2
清开灵 (6 !4FGG" )GF4( 24F4) !!F)!

326 3(FG2" "4F(%" !)F32" 34F#G

注：与对照组同期比较，""!#F#!；每组细胞数为!1!#2
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讨 论

清开灵注射液是“安宫牛黄丸”的改型制剂，其主

要成分有牛黄胆酸、猪去氧胆酸、黄芩甙等。本研究结

果表明清开灵注射液及其!种有效成分均可剂量依赖

性抑制"#$%&细胞增殖，以黄芩甙、清开灵注射液作

用最强，猪去氧胆酸次之，牛黄胆酸作用最弱。在诱导

"#$%&细胞凋亡的研究中发现，清开灵注射液及黄芩

甙、猪去氧胆酸均有良好的诱导细胞凋亡作用，经形态

学观察，’()凝胶电泳及流式细胞仪检测证实!种药

物均可在作用早期（%*）诱导细胞凋亡出现，并对细胞

周期分布产生影响，在早期将细胞阻滞于+期，随时间

延长（,-*）阻滞于.&／./期细胞比率显著增高，+期细

胞比率下降。其中以黄芩甙作用最明显，推测黄芩甙

是清开灵诱导细胞凋亡的主要成分。

细胞凋亡是多基因调控、多机制作用的结果。本

研究观察了清开灵及其有效成分诱导细胞凋亡的现

象，如能进一步研究其作用机理，证实其体内作用，从

中进一步筛选有确切作用的药物（如黄芩甙、猪去氧胆

酸）用于白血病的治疗研究具有重要意义。
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蛋黄油外涂辅助治疗新生儿硬肿症!3例

张淑琴 白凤玲

宁夏回族自治区第二人民医院（宁夏固原43%&&&）

/111年,月!,&&/年/月，我们采用蛋黄油外涂辅助治

疗新生儿硬肿症!3例，并与用常规西医治疗的!6例作对照，

现报告如下。

临床资料 4!例为我院儿科住院患儿。诊断参照《实用儿

科学》（诸福棠，吴瑞萍，胡亚美主编0第%版0北京：人民卫生出

版社，/11323//）标准。按患儿入院顺序随机分为两组，治疗组

!3例，男,&例，女/3例；日龄-*!/-天，平均（!7/）天；出生

时体重（,4,&7-,&）8；胎龄（!47,）周；单纯新生儿硬肿症4
例；合并新生儿肺炎/&例，新生儿黄疸-例，新生儿脐炎3例，

新生儿败血症1例。对照组!6例，男,-例，女/-例；日龄%*!
/6天，平均（-7!）天；出生时体重（,6&&7!6&）8；胎龄（!47/）

周；单纯新生儿硬肿症/&例；合并新生儿肺炎/-例，新生儿败

血症/,例，新生儿脐炎/例，新生儿黄疸/例。两组患儿均母

乳喂养，均未放置暖箱。硬肿面积：治疗组,!9!!-9，对照组

,-9!!-9。体温：治疗组!!3:!&例，"!3:3例，对照组分

别为!!例、3例。两组临床资料比较差异无显著性，具有可比

性。

治疗方法 两组均采用常规治疗。（/）复温：采用电热毯

或暖水袋缓慢复温，同时监测体温（上升速度不宜太快）。（,）

营养和液体供给。（!）合并症治疗（退黄、脐部换药等）。（-）抗

感染治疗。治疗组同时每天在硬肿部位涂抹蛋黄油-!%次，

并加以局部按摩。蛋黄油制作：数个鸡蛋煮熟后去皮，除掉蛋

清，将蛋黄放入勺内捣碎，文火焙，待蛋黄全部焙尽，除去杂质，

将油倒入无菌干燥瓶内备用。

结 果

/ 疗效判定标准 治愈：硬肿完全消失；显效：硬肿面积

减少!/／,；无效：硬肿面积减少"/／,。

, 两组疗效 治疗组!3例治愈!&例，显效-例，无效/
例，总有效率14;/-9；对照组!6例，治愈,&例，显效/&例，无

效6例，总有效率46;1-9。两组无效者均无死亡，两组总有效

率比较差异有显著性（",<%;-1，!"&;&3）。两组随访,个月

均无复发及副反应。平均治愈时间（天）：治疗组为%7,，对照

组为//7!，两组比较差异有显著性（"<!;!，!"&;&3）。

体 会 新生儿硬肿症是由寒冷损伤、感染或早产引起。

中医辨证为脾肾阳虚、寒凝血瘀等。我们在西医治疗的基础上

采用蛋黄油涂抹硬肿部位，对硬肿面积小于!-9患儿取得满意

效果。我们体会：蛋黄油涂抹硬肿部位使散热减少，有助于复

温，并有温阳活血化瘀，促进血液循环作用。其优点为取材制

作方便，价廉，疗效肯定，宜于推广，无不良反应，适合于无特殊

装置（如婴儿暖箱）的基层医院及家庭应用，但对大面积硬肿疗

效需进一步观察。

（收稿：,&&/5&35&6 修回：,&&/5&45,3）
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