
主堕±亘医笙盒盘查!!!!笙!』j垫i!鲞亟!塑!!!!!坚!也!!!!!!：!!!：i!：些!：!

毒热平注射液体外对小鼠T细胞功能及杀伤FMl

感染靶细胞功能的影响
景 姗1 顾立刚2 周 芸2 李澎涛

·729·

摘要 目的 观察毒热平注射液体外对小鼠T细胞功能及杀伤流感病毒亚甲型鼠肺适应株(FMl)感

染靶细胞的影响。方法 用MTT法及双抗体夹心ELISA法检测毒热平注射液低、中、高(2．1、8．5、17．O

pg／mL)剂量对正常小鼠、感染流感病毒亚甲型鼠肺适应株(FMl)的脾细胞数目、产生干扰素一^y(IFN一1)、白

介素．10(IL．10)、及T细胞杀伤FMl感染巨噬细胞Ana．1功能的影响。结果 毒热平注射液体外能抑制刀

豆蛋白A(Con A)诱导的正常小鼠脾细胞的增殖，抑制Th2型细胞因子IL．10的产生，促进Thl型细胞因子

IFN-1的产生；能保护FMl感染的小鼠脾细胞，并抑制其产生Th2型细胞因子IL．10，而使Thl型细胞因子1FN一

1水平保持在一定的范围内；还能直接增强T细胞对FMI感染的靶细胞(Ana-1)的杀伤能力(P<0．05，P<

0．01)。结论毒热平注射液体外作用于小鼠T细胞，可增强有利于抗FMl感染的免疫应答。

关键词 毒热平注射液；流感病毒亚甲型鼠肺适应株(FMI)；T细胞；体外实验

Effect of Dumping Injection on T-cells Function and Their Function In Killing FMl Infected Me In Vltro

JING Shan，GU Li-gang，ZHOU Yun，et al Key Laboratory ofAntivirus ofthe肘i凡诂￡，)，of Education，Beijing University of

Chinese Medicine，Be彬ng(100029)

ABSTRACT Objective To investigate the effect of Dureping Injection(DRP)on the T—cells function of

mice and the function of T-cells in killing M中infected by influenza virus subtype A mice-lung adaptive strain FMl

in vitro．Methods Number of splenic normal and FMl infected T-cells in mice were measured by MTT and doub·

le-antibody sandwich ELISA，after being treated with DRP at different concentrations(2．1。8．5 and 1 7．0 pg／mL)，

and the effect of DRP on interferon-y(IFN·y)and interleukin一1 0(IL-1 0)production as well as on splenic T-cell

killing FMl infected M击／Ana·1 function were detected．Results DRP inhibited the multiplication of normal spleen

T cells inducead by concanavalin A in vitro，suppressed Th2 cell factor IL-1 0 production，and maintained Thl cell

factor IFN-y at a definite level，moreover，it directly enhanced the power of T-cells in killing FMl infected M中

(P<0．05，P<0．01)．Conclusion DRP could act on mice T-cells to enhance the immune response for antiinflu·

enza viral FM 1 in v／tro．

KEYWORDS Dureping injection；influenza virus subtype A mice-lung adaptive strain FMl；T—cell；extracor—

poreal experiment

流行性感冒是由流感病毒引起的一种呼吸道传染

性疾病，给人们健康生活和社会经济带来严重危害。

中医药在治疗流感方面具有独特的优势，临床疗效肯

定，近年来的实验研究表明，中药不仅能抗病毒，还能

发挥整体调节作用，通过调节免疫系统来发挥治疗病

毒感染性疾病的作用。因此，对中药治疗流感的免疫

调节作用有进一步研究的必要。毒热平注射液是由黄

芩、栀子、猪胆粉、灯盏花4味药组成的中药复方制剂，
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共奏清热解毒、凉血通络之功。本实验主要研究毒热

平注射液体外对小鼠T细胞功能及其杀伤流感病毒

亚甲型鼠肺适应株(FMl)感染靶细胞功能的影响，以

明确中医药抗病毒作用机制，为中医药的临床应用和

进一步实验研究提供理论依据。

材料与方法

1动物、病毒及细胞 BABL／C小鼠(SPF级)，

雄性，体重13—15 g；由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供，动物合格证号：SLXKC京2005～2006。

FMl，中国中医科学院中药所提供，一76℃保存备用。

与9日龄鸡胚尿囊腔连续传代2次后，测血凝滴度为
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2～12，病毒对细胞TCID50为：10．0—3．5／100¨L。

巨噬细胞株Aria．1：南京凯基生物科技发展有限公司，

编号KG旬97，由本室传代后使用。

2药物与试剂 毒热平注射液，棕色液体，由黄

芩、栀子、灯盏花、猪胆粉组成，含提取物17．4 mg／mL，

10 mL／瓶，由广东省康美药业有限公司开发提供，尚

未上市。RPMI．1640培养基，刀豆蛋白A(ConA)，四

甲基偶氮唑蓝(M1vr)，均为美国Sigma公司生产；小牛

血清，民海生物公司生产；磷酸盐缓冲液(PBS)，DMSO

(二甲基亚砜)，Amresco公司生产；ELISA试剂盒由达

科为生物技术有限公司提供，批号：干扰素一^y(IFN．1)：

070627，白介素．10(IL一10)：070517。

3 方法

3．1 药物细胞毒性试验 常规无菌取材得到小

鼠脾细胞，计数细胞并调整浓度到5 X 106个／mL，毒

热平注射液用完全RPMI 1640培养基从原液对倍稀释

16个浓度，加入铺好的96孔脾细胞板中，100斗L／孔；

设正常细胞对照组，每组设3个复孑L。置37℃，5％

CO：培养箱中孵育44 h，用MTT法检测0D570吸光度

A值。根据公式：细胞中毒率=(正常对照组OD值一

实验组OD值)／正常对照组OD值×100％。以中毒

率<20％筛选出药物对脾细胞的最大无毒浓度。

3．2观察毒热平注射液对正常小鼠脾脏T细胞

增殖功能和产生IFN一^y、IL一10的影响 计数小鼠脾

细胞并调整浓度到1×10 7个／mL，加入ConA，使

ConA终浓度为10斗g／mL，加脾细胞于96孔细胞培

养板中，每孔100斗L；再加入不同浓度的毒热平注

射液(终浓度分别为17．0、8．5、2．1斗g／mL)

100“L，每组设3个复孔；培养44 h，吸取上清，用

MTT法检测0D570吸光度A值。双抗体夹心ELISA

法检测细胞上清中IL—10水平。同样方法培养小鼠脾

细胞于96孔细胞培养板中，加入不同浓度的毒热平

注射液，分别培养44、68 h后，吸取预设孔中培养

上清，用双抗体夹心ELISA检测试剂盒测定所收细

胞培养上清中IFN．1水平。

3．3观察FMl对ConA活化T细胞数目和产生

IFN-1、IL一10的影响及毒热平注射液的干预作用 计

数小鼠脾细胞并调整浓度到5×106个／mL，加入co—

nA(终浓度为5斗g／mL)，加脾细胞于96孔细胞培养

板中，每孔100灿L；培养24 h后离心脾细胞板，弃上

清，并用PBS洗板。加入半数细胞培养感染剂量的

100倍(IOOTCID50)的FMl，每孑L 50仙L；置于培养箱

中吸附1．5 h。再次离心细胞板，吸弃上清，加入不同

浓度的毒热平注射液(17．0、8．5、2．1斗g／mL)100斗L；

细胞对照组与病毒对照组加不完全1640培养液100

“L，每组设3个复孑L。分别培养12、24、36 h，吸取各

时段孑L中的上清，并补加不完全RPMI 1640培养基继

续培养至36 h，用MTT法检测0D570吸光度A值。

用双抗体夹心ELISA法检测12、24、36 h细胞培养上

清中IFN．^y及IL—10水平。

3．4 M1Tr法检测毒热平注射液对小鼠T细胞杀伤

FMI感染巨噬细胞Ana—l的影响计数小鼠脾细胞并用

完全RPMI 1640培养基调整浓度为1×10 7个／mL，加入

ConA，使ConA终浓度为5斗g／mL，激活3—5天后使用。

复苏巨噬细胞Aria—l，传代细胞培养稳定后，用完全RPMI

1640培养基调节细胞浓度为l X 105个／mL，加入96孑L细

胞板预设定的孔中，100¨L／孔，隔夜培养后加入FMI半

数细胞培养感染剂量的100倍(IOOTCID50)50斗L攻击

1．5 h。用不完全RPMI 1640培养基调节ConA激活的T

细胞浓度为1 X 10 7个／mL，按照实验设计加入96孔Ana-

1细胞板，每孔100¨L，然后加入3个浓度的毒热平注射

液，细胞对照和病毒对照加不完全RPMI 1640培养基，各

100“L／孔，每组设3个复孔；分别培养12、24 h后用M1Tr

法检测0D570吸光度A值。根据公式：杀伤率=[靶细

胞对照组一(杀伤实验组一效应细胞对照组)]／靶细胞对

照组×100％，计算各组的杀伤率。

4统计学处理应用SPSS 13．0软件，对计算结

果进行方差分析和q检验。

结 果

l 毒热平注射液体外对正常小鼠脾细胞无毒性

作用浓度的筛选毒热平注射液高剂量时，对小鼠脾

细胞具有毒性作用。以中毒率<20％筛选出毒热平对

脾细胞的最大无毒性作用的浓度为34斗g／mL。

2毒热平注射液对正常小鼠脾脏T细胞增殖功

能和产生IFN一1、IL-10的影响(表l，2) 毒热平注射

液作用于经ConA诱导的正常小鼠脾脏T细胞44 h

后，毒热平注射液对T细胞的增殖具有抑制作用，与

正常组比较，毒热平高、中剂量组的抑制作用明显

(P<0．Ol，P<0．05)。毒热平注射液作用于加入c0-

nA的正常小鼠脾脏T细胞44 h后，可抑制T细胞产

生IL-lO，毒热平高、中剂量组对脾脏T细胞产生IL—10

的抑制作用明显(P<0．01)。

毒热平注射液作用于加入ConA的正常小鼠脾脏

T细胞44 h后，可促进T细胞产生IFN—Y，与正常组比

较，毒热平高剂量组IFN—Y显著升高(P<0．05)，毒热

平低剂量组IFN·1显著降低(P<0．05)；68 h后，毒热

平高剂量组IFN·1显著升高(P<0．01)。
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表1 毒热平注射液44 hX,-t正常小鼠脏T脾细胞增殖和

产生lL-10的影响(j±5)

注：与正常组比较，‘P<0．05，”P<0．Ol

表2 毒热平注射液对正常小鼠脾脏T细胞产生IFN一．y

水平的影响(．g／L，x±s)

注：与正常组同期比较，’P<0．05．一P<0．Ol

3 FMl对ConA活化T细胞的影响及毒热平注

射液的干预作用

3．1 FMl对ConA活化T细胞数目的影响及毒

热平注射液的干预作用(表3) 与正常组比较，模型

组3个时间点淋巴细胞数目显著减少(P<0．05，P<

0．01)。与模型组比较，毒热平各剂量组12 h脾细胞

数目增加(P<0．05，P<0．01)。毒热平高、中剂量组

24 h脾细胞数目增加(P<0．05)。

表3 FlVll对Con A活化T细胞数目的影响及毒热平

注射液的下预作用 (z±s)

注：与正常组同期比较．’JP<0．05，一P<0．01；与模型组同期比

较，△P<O．05，△△p<0．Ol

3．2 FlVll对ConA活化T细胞产生IFN—Y的影

响及毒热平注射液的干预作用(表4) FMl感染脾细

胞12 h，模型组细胞上清中的IFN·^y显著高于正常组

(P<0．01)；毒热平中、低剂量组此时IFN一1值显著低

于模型组(P<0．05、P<0．01)。24 h后正常组产生的

IFN．1却在ConA刺激下增长到最高，模型组细胞上清

中产生的IFN一1减少，显著低于正常组(P<0．05)；毒

热平各剂量组此时仍然能维持IFN．1量在较高水平，

浓度显著大于模型组(P<0．01)。

3．3 FMl对ConA活化T细胞产生IL-10的影响

及毒热平注射液的干预作用(表5) 流感病毒FMl

攻击脾细胞12 h后，模型组细胞上清中的IL—10高于

正常组(P<0．0I)。毒热平各剂量组IL．10值显著低

表4 FlVll对Con A活化T细胞产生IFN一1的影响及毒热

平注射液的干预作用 (．g／L，_圣±s)

注：与正常组同期比较，1P<0．05，一P<0．Ol；与模型组J司期比

较，△P<0．05，△△P<O．0l

于模型组(P<0．05，P<0．01)。24 h后，正常组细胞上

清中产生的lL．10显著增长到最高，而模型组产生的

IL．10显著减少，与正常组比较差异有统计学意义(P<

0．01)。毒热平高、中剂量组均抑制IL—10的释放，与模

型组比较差异有统计学意义(P<0，Ol，P<0．05)。

表5 FMl对Con A活化T细胞产生lL-10的影响及毒热

平注射液的干预作用 (ng／L，i±s)

注：与正常组同期比较．’P<0．05，一P<0．01；与模型组同期比

较，△P<O．05，△△P<O．OI

3．4毒热平注射液对小鼠脾脏T细胞杀伤小鼠

FMl感染巨噬细胞Aria．1的影响(表6) T细胞作用

于FMl感染后的Ana．1细胞12 h后，模型组的杀伤率

明显低于正常组(P<0．05)，毒热平高剂量组杀伤效

率明显高于模型组(P<0．01)；24 h后，模型组与正

常组比较，杀伤率差异无统计学意义，毒热平高、中剂

量组杀伤率均明显高于模型组(P<0．05)。

表6 毒热平注射液x寸／1,鼠脾脏T细胞杀伤FIVlI感染Aria-1

功能的影响(％，i±s)

注：与正常组同期比较，。P<0．05；与模型组同期比较，△P<

0．05．△△P<O．Ol

讨 论

病毒侵袭机体能否致病，与机体自身的免疫力密

切相关，即中医所讲“邪之所凑，其气必虚”；病毒感染

后的机体病理反应与机体免疫系统的关系亦密切。流
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感病毒不仅会感染靶细胞，亦可感染T细胞，导致T

细胞活性丧失，且对CD8+T细胞和CD4+T细胞的感

染率无显著差异，临床上引起的继发感染可能与免疫

细胞的受损直接相关¨1。Nichols等¨3用甲型流感病

毒感染外周血单核白细胞，发现淋巴细胞亚群CD3+、

CD4+、CD8+、和CDl9+细胞都会出现凋亡，只是在这

些被甲型流感病毒感染的细胞中，并不是全部都发生

了凋亡。然而T细胞是机体抗流感病毒主要的免疫

细胞，抗原刺激后可定向分化成不同的类型，其中Th2

型CD4+T细胞，可分泌IL一4，IL-10等细胞因子，可抑

制Thl型CD4+T细胞的产生，主要是辅助B细胞发

挥体液免疫的功能；Thl型CD4+T细胞是细胞免疫应

答的主要细胞，偏向分泌IL-2、IFN．1，IFN-1可激活

巨噬细胞并促进其功能，促进多种细胞表达MHC I类

和MHC II类分子，促进Th0分化为Thl细胞，并抑制

Th2细胞增殖；促进CTL成熟及活性；促进B细胞分

化，产生抗体及Ig抗体类型转换¨。。病毒感染时

IFN-1可直接抑制病毒复制，提高病毒特异性抗体IgG一

2ct水平，激活中性粒细胞功能和NK细胞杀伤活性。

Nicole B¨。推测IFN．叮可以通过促进效应细胞迁移，或

募集到感染组织来发挥抗病毒效应。

本实验结果显示，流感病毒感染ConA诱导过的

小鼠脾细胞，模型组的脾脏T细胞增值状况明显下

降，细胞数目明显减少，加入毒热平注射液可保护脾细

胞，使T细胞对流感病毒FMl的耐受性增强，抑制T

细胞的死亡或凋亡，但作用时间不同，对细胞的保护作

用不同，在早期吸掉含药和病毒的上清并换液，毒热平

能明显保护脾细胞，随着作用时间延长，其保护作用逐

渐较少至无显著作用。原因可能与病毒诱导细胞凋亡

和毒热平刺激细胞产生诱导凋亡的细胞因子IFN．．y等

有关。同时流感病毒感染后，可刺激脾脏T细胞过早

释放IFN-^y、IL．10，毒热平注射液能减弱这种刺激，但

毒热平注射液本身又能促进IFN．1的产生，而抑制

IL一10的产生，所以在病毒感染后12 h内使IFN．^，值维

持在正常组与模型组之间，高浓度IFN．^y值较高，低浓

度的IFN．^y值较低，而此时毒热平注射液组的IL．10

水平均低于模型组，其中浓度(8．5斗g／mL)组IL．10水

平最低，产生这种梯度的原因可能是不同浓度发挥最

高效应的时段不同，此种作用可抑制Th2细胞的免疫

反应，抑制早期过强的炎症反应；随着作用时间延长，

24 h时模型组的IFN·1值迅速下降，由于毒热平注射

液对细胞保护作用，本身又促进IFN一1产生，抑制IL一

10的产生，使IFN．1量维持在一定的水平，而使IL．10

维持在较低的水平，并成剂量依赖性，从而增强Thl型

细胞的抗病毒免疫应答，同时抑制Th2型细胞的免疫

反应，毒热平注射液的作用也发挥到最优；36 h时段

各组差异不甚明显，原因可能是随着时间延长，细胞本

身的状态变差，也与病毒诱导细胞凋亡和前期产生诱

导凋亡的细胞因子1FN一^y作用于细胞有关，而细胞已

释放出来的IFN一^y、IL-10已耗竭并降解。

毒热平注射液12、24 h可促进TCL杀伤流感病毒

FMl感染的靶细胞(Ana一1)，使病毒感染的靶细胞凋

亡，发挥有效的抗病毒免疫应答反应。当效靶比例为

100：l时，杀伤效果与浓度成明显的量效关系，毒热平

浓度越高，杀伤效果越明显。同时可以看出，杀伤靶细

胞的同时，T活化后又诱导自身凋亡。说明毒热平注

射液对杀伤细胞的产生以及功能的发挥具有一定的上

调作用，原因可能与其促进ConA激活的脾细胞产生

诱导凋亡的细胞因子IFN-^y、TNF等有关，也与其选择

性地促进Thl型细胞的分化，促进杀伤性T细胞的产

生有关，其作用具体靶点与通路需要进一步研究。

毒热平注射液是由黄芩、栀子、猪胆粉、灯盏花4

味药组成的中药复方制剂，具有清热凉血、解毒通络之

功。方中清热解毒与散寒通络并举，清热解毒以祛除

病邪；散寒通络，防止寒凝络脉，使络脉通，病邪易祛，

两者相辅相成，相得益彰，可对流感病毒引起的肺部感

染起到良好的治疗作用。本实验研究结果表明，毒热

平注射液可通过多种途径调节T细胞免疫功能，改善

病毒感染时的免疫系统紊乱，增强有利于抗病毒的免

疫应答，抑制病理性炎症反应，与毒热平注射液在中医

药学上的清热解毒作用相对应，也是中药复方平衡调

节之效的体现。
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