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中药金叶败毒颗粒抑制人巨细胞病毒感染丝裂素

活化蛋白激酶p38信号通路的研究“
汪辉1 闻良珍2凌霞珍2

内容提要目的：研究垒叶败毒颗粒(简称中药)对人巨细胞病毒(HcMV)感染丝裂素活化蛋白激酶

(MAPK)p38信号通路的抑制作用，并探讨其治疗HcMv感染的分子机制。方法：应用原位杂交和免疫组

化方法分别检测中药和更昔洛韦(ccv)干预HcMv感染的细胞p38mRNA及pRb蛋白表达水平，观察两

种药物对HcMv感染人胚胎成纤维细胞(HEL)的影响。结果：两种药物均可抑制HcMv在HEL中的增

殖，但中药能明显抑制p38mRNA的水平，并使其磷酸化底物pRb蛋白表达降低，而Gcv无此作用。结论：

中药可能通过调节MAPK通路而抑制HcMv基因的表达和复制。

关键词金叶败毒颗粒 巨细胞病毒 丝裂素活化蛋白激酶

Study on Effect of Jingye Bajdu Granule on Inhjbition of Mitosin Activating Protein Kinase(p38)Signaling

Pathway with Human cytomegalovirus In“ction WANG Hui，WEN Liang zhen，LING Xia—zhen(妇H“of(懈_

＆nd obste￡r谊H0呻imi，schonl 0f M缸ictne，zhejtang Uniwrsny，}kng≈hou t 310006)

objective：To explore the mechanism of Jinye Baidu Granule(JYBDG)in 1reating human cyIonlegalovirus

(HCMV)infection by studying its inhibit。ry efrect on miLo甜n aclivaling protein kinase(MAPK)patllway with

HCMV infection．Methods：Expressions of p38 and pRb were investigated by means of in sltu hybridization and

immunohistochemistry before and after treated by JYBDG or Gancicluvlr，and Ihc devel。pment of cytopathic ef—

fect(CPE)was als0 observed Resu】ts：BOIh JYBDG and Ganci clovir could inhi blt HCMV pmliferation in

HEL，but JYBDG showed obvious mhibifi。n。n p38mRNA level and 10wer the pRb pmteln expression，while

Ganciclovir didn’t show C仰clusi仰：JYBr)G could inhibit th。gene e。pression and duplicati。n of HCMV

thmugh regulating MAPK pathway

Key words Jmye Baidu Granule，cytomegalovirus，mit。sin activating pmteiIl kinase

妊娠期人巨细胞病毒(HcMv)活动性感染可“通

过胎盘垂直传播，导致流产、畸形、死胎、新牛儿神经系

统及其他脏器的损害。有研究发现HcMv感染时能

激活丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)细胞外信号调节激

酶(ERKl／2)及p38，MAPK作为转录因子的上游信

号在转录因子活化的磷酸化过程中起重要作用”’。另

有研究表明“14’，HcMv感染后病毒和细胞基罔的表

达需核因子Kappa B(NK—KB)、环磷腺苷反应结台元

件(cREB)及活化蛋白一1(AP一1)等转录因子的活化，因

此通过抑制上游信号MAPK的表达而抑制HcMv的

感染可能是治疗HcMv感染的新途径。本研究室在

对金叶败毒颗粒(简称中药)长期研究中发现，它不仅

能抑制HcMv晚期mRNA的表达，在体内外对

HcMv均有明显的抑制作用，且是目前治疗育龄妇女
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和孕妇HcMv活动性感染的一种安全有效的药物⋯，

但其作用的分子机理尚不清楚，是否抑制了丝裂素滔

化蛋白激酶p38活化，本研究首次对此进行了探讨。

材料和方法

l材料

1．1 药物 金叶败毒颗粒主要成分为金银花、鱼

腥草、大青叶、蒲公萸等，20m1／支，每毫升含生药量

19，批号：950430，由本院中西医结合研究所提供；更昔

洛韦(简称Gcv)粉针剂(为对照药物)，25mg／支，批

号9501 0l，购自湖北省医学]二业研究所。

1．2细胞和病毒HcMv ADl69标准毒株由湖

北省病毒研究所提供，按常规方法传代、滴定；人胚肺

成纤维细胞(脏L)由本院儿科病毒室提供，按常规方
法培养、传代，制成单层细胞，第lO～20代用于本实

验。

2方法
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2．1取20代HEL细胞，按1×105／m1分种于内

含飞片的小瓶或25mJ的培养瓶中，待细胞长成单层

后，将loOTcII)j。的ADl69毒株接种丁培养瓶中，

37℃吸附1．5h后分组换液，病毒组(简称HcMv组)

更换维持液，HcMv加中药组更换用维持液稀释的金

叶败毒颗粒(终浓度为4mg／m1)；HcMv加Gcv组更

换用维持液稀释的Gcv(终浓度为25，唱／m1)，每组均

设5个实验管，于感染后8、12、24、72h后终止培养，取

出小飞片，磷酸盐缓冲盐水(PBs)洗1次，风干，一部

分用冷丙酮固定10mm风干后．一20℃保存；一部分置

4％多聚甲醛内，室温下固定30min后，梯度酒精脱水

风干，一20℃保存。

2，2 p38 mRNA的原位杂交检测 f)38探针及

所用原位杂交试剂盒由武汉博士德公司提供。细胞飞

片在湿盒中42℃预杂交2h后，覆于硅化盖玻片，42℃

杂交16h，再滴加兔抗地高辛37℃60min，按试剂盒说

明进行显色，结果满意后，经PBs焦磷酸二己酯(DE—

Pc)水洗终止，苏木素复染，酒精脱水，二甲苯透明，封

片。设不加探针的阴性对照和RNase处理后的阴性

对照。杂交结果进行计算机图像分析处理。

2，3 pRb蛋白检测 采用免疫组织化学sABc

方法，鼠抗pRb单抗为美围Santa cruz公司产品，稀释

度l：200。ABc试剂盒为美国zymed公司产品。检

测HcMV感染的人胚肺细胞E片时，阴性对照用PBs

代替特异性第一抗体，细胞核用苏木素复染，结果进行

计算机图像分析处理。

2．4 中药对HcMv在HEL中增殖的影响(分别

记录感染后1～7天细胞病变情况)细胞病变分为：

一为细胞无病变，+为1％～25％细胞病变，++为

26％～50％细胞病变，+++为51％～75％细胞病

变，十+十为76％～100％细胞病变。

3统计学方法采用f检验。

结 果

1中药对丝裂素活化蛋白激酶p38信号通路的

调节作用 见图1。HcMv感染后p38信号通路活

化，中药对丝裂索活化蛋白激酶p38 mRNA的抑制作

用在感染后8h就已出现，12～24h达到高峰，此后随

感染时间的延长，p38 mRNA的水平又趋上升，与

HcMv组比较差异有显著性(tP<0．01)。而Gcv对

p38无明显的抑制作用。

2 中药对pRb蛋白表达的影响 为探讨MAPK

通路活化后的生理功能，我们检测了p38的底物pRb

的表达水平，发现其随HcMv感染时间的延长而逐

图1 中药和Gcv下预HcMv感染细胞p38mRNA的表

与HcMv加(，(’v组比较．6P

渐升高，中药作用后pRb水平在24h和72h显著降

低，与HcMV组和HcMV加Gcv组比较差异均有显

著性(P<o．01)，其变化与p38活性改变一致。而

HcMv加GcV组无明显改变(见I墨I 2)、

图2中药及(≮v作用H(：Mv感染细胞pRb蚩白的表达

沣：与HcMV组此较，‘P<O 01；与HcMV加GcV组比较，6P

<0 01

3中药对HcMv在HEL中增殖的影响见表

1。HcMV组在感染后48h就已出现细胞病变，并随

感染时间的延长而不断加重；感染后168h细胞全部发

生病变，而HcMV加中药组和HcMv加Gcv组在感

染后72h才出现细胞病变。并且进展缓慢，感染168h

后细胞病变轻于HcMv组。

表1中药对HcMv在HEL中增殖的影响

00<尸较比组VⅢH与
注叭0

达

<
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讨 论

丝裂素活化蛋白激酶MAPK级联途径是将细胞

外信号传导至细胞核，介导细胞产生反应的细胞信息

传递的共同通路，以之为核心的信号传递，是一个底物

磷酸化级联反应，受到蛋口激酶MKK的磷酸化及蛋

白磷酸酶MKPs的去磷酸化调节”。”。MAPK激活后

通过磷酸化转录因子而调控基因的表达与细胞周期，

细胞增殖和分化。Johnson等“’研究发现HcMv感染

通过MAPK信号途径激活NF—KB、cREB及AP一1等

转录时子，这些因子在调控病毒基因的表达及病毒

DNA的复制过程和病毒生命J割期中起重要作用。

Rodenls等⋯证实应用MAPK磷酸酶抑制剂PD98059

可显著降低HcMv ul。112—113启动了及病毒基闻的

表达。因此肯望通过调节．上游信号MAPK通路来控

制卜-游靶分子转录因子的磷酸化进行HcMV感染的

治疗。

中药金叶败毒颗粒主要成分为金银花、鱼腥草、大

青叶、蒲公英等，经30余年的基础研究和临床应用，证

实该药具有抗HcMv及提高机体免疫功能作用，临床

使用前的毒性实验及安全性实验均为阴性”’，其疗效

满意，但其作用的分子机理尚未阐明。本研究发现金

叶败毒颗粒能明显抑制丝裂素活化蛋白激酶p38的活

性，并使其磷酸化活化底物pRb表达电相应的降低。

pRb在G】期处于低磷酸化状态，结台并抑制转录闲子

E2Fs，进而阻止s期相关基因的转录。HcMV感染后

通过激活MAPK使pRb磷酸化活化，释放卅E2Fs，启

动s期相关基因的转录，促进与病毒DNA复制的相

关蛋白合成”’。因此，金叶败毒颗粒可能通过调节

MAPK信号通路而抑制HcMv基因的表达和复制，

为该药的进一步深入研究提供了新的思路。两种药物

均能抑制HcMv在HEL中的增殖，但(￡v对
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MAPK通路无明显的作用，提示两种药物抗HcMv

感染的机制可能不同。
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