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基金项目#广东省中医药管理局科研课题资助项目$

413 !"#!#"!5

%

作者单位#

#3

广东省广州市中西医结合医院检验科 $广州

6#"7""

%&

!3

解放军第四五八医院检验科$广州
6#"%""

%

!现在广东省广州市花都区人民医院$广州
6#"7""

%

通讯作者#裴德翠"

*/2

#

#&6"#6!56%7

"

8

"

9:;2

#

</;=/>-;555 ?

#%&3>19

@A)

#

#"

!

B%%#C'(),

!

!"#$

!

"%

!

"B#"

小檗碱抑制金黄色葡萄球菌诱导的人静脉

内皮细胞凋亡作用研究

熊传银#!

#傅泳航!

#胡汉斌#

#毕爱芬#

#裴德翠#

摘要#目的#探讨小檗碱!

D/EF/E;./

"

DDG

#对金黄色葡萄球菌!

H3 :-E/-I

#诱导人脐静脉内皮细胞株

8'0

"

&"$

凋亡的抑制作用$ 方法#

DDG

预处理
8'0

"

&"$

细胞
! J

后"按细胞与细菌比例为
#

$

#""

感染复

数的
H3 :-E/-I

感染细胞"

,**

法检测细胞活性"采用
K1/>JIL &&!67

染色观察细胞形态学变化"

@4M

N:==/E

检测
DDG

对感染细胞的保护作用$ 结果#

8'0

"

&"$

细胞活性受
DDG

影响不明显"

H3 :-E/-I

感

染可显著降低
8'0

"

&"$

细胞活性!

O P"

!

"6

#"

#!7 !QC9N

浓度的
DDG

可更好的保护细胞免受
H3 :-E/-I

的影响$ 用
DDG

预处理
8'0

"

&"$

后再感染
H3 :-E/-I

可抑制
H3 :-E/-I

诱导的细胞活性的降低!

O P

"

!

"6

#"并减少细菌诱导的细胞凋亡"凋亡小体明显减少"并且
@4M

降解不明显$ 结论#

DDG

可以抑制

H3 :-E/-I

诱导的人脐静脉内皮细胞凋亡$

关键词#小檗碱%金黄色葡萄球菌%人脐静脉内皮细胞%凋亡
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#

:. 8U</E;9/.L:2 G/I/:E>J

#

V)A4W 'J-:.

"

T;.

#

"

XS Y1.Q
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"
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"
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6#"7""
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'J;.:

&
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"

W-:.QZJ1-

$

6#"%""
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'J;.:

MDH*GM'*

$

AF[/>L;\/

$

*1 IL-=T LJ/ ;.J;F;L;1. 1R F/EF/E;./

$

DDG

%

:Q:;.IL 8'0

"

&"$ :<1<L1I;I ;.

"

=->/= FT HL:<JT21>1>>-I :-E/-I

$

H3 :-E/-I

%

3 ,/LJ1=I

$

8'0

"

&"$ >/22I ]/E/ <E/

"

LE/:L/= ];LJ #!7 !QC9N

DDG R1E ! J :.= LJ/. H3 :-E/-I ]:I :==/=

$

#

%

#""

%
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$

&

"

$

"

6

"
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"

!

"

T2
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!

"

6

"
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%

:II:T3 *J/ 91E<J121Q;>:2 >J:.Q/I ]/E/ 1FI/E\/=

FT K1/>JIL &&!67 IL:;.;.Q3 *J/ <E1L/>L;1. 1R DDG R1E ;.R/>L/= >/22I ]:I =/L/>L/= FT @4M N:==/E3 G/I-2LI

8'0

"

&"$ >/22I

%
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"
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$
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&

"6

%

3 D/I;=/I H3 :-E/-I

"

;.=->/=

8'0

"

&"$ :<1<L1I;I >1-2= F/ E/=->/=

"

];LJ I;Q.;R;>:.L2T 2/II/./= :<1<L1L;> F1=T :.= -.1F\;1-I @4M =/Q

"

E:=:L;1.3 '1.>2-I;1.

$

DDG >1-2= I;Q.;R;>:.L2T ;.J;F;L H3 :-E/-I ;.=->/= 8'0

"

&"$ :<1<L1I;I 3

^8Y+AG@H

$

F/EF/E;./

&

HL:<JT21>1>>-I :-E/-I

&

J-9:. -9F;2;>:2 \/;. /.=1LJ/2;:2 >/22

&
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##金黄色葡萄球菌$

H3 :-E/-I

%是一类能引起人与

动物皮肤黏膜及多组织化脓性炎症及中毒性疾病的主

要病原菌"它可能黏附并进入多种细胞诱导细胞发生

凋亡"从而引起组织损伤及感染的扩散而致病'

#

(

)

H3 :-E/-I

是宫内感染常见的病原菌"研究表明"它可

以通过引起内皮细胞微管和微丝两种细胞骨架形态的

动态变化而侵袭内皮细胞"导致内皮细胞凋亡及宫内

感染的发生"从而影响胎儿的生长发育'

#

"

!

(

"抑制

H3 :-E/-I

对细胞的凋亡作用并对其引起的感染具有

一定的治疗价值) 小檗碱$

D/EF/E;./

"

DDG

%又名黄

连素"是一种异喹啉类生物碱"它具有抗分泌*抗炎*抗

微生物和抗肿瘤特性" 其抗菌作用显著"抗菌谱广"对

葡萄球菌属*链球菌属*炭疽芽孢杆菌*痢疾志贺菌均

有强的抑制作用'

&

(

) 研究表明"

DDG

能改善炎症细

胞因子诱导的肠上皮细胞内质网压力"下调细胞内

(4^

的磷酸化及
>:I<:I/

"

#!

和
>:I<I:/

"

&

水平"从

而抑制炎症细胞因子诱导的细胞凋亡'

$

(

) 本研究旨
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在观察
DDG

是否可以抑制
H3 :-E/-I

诱导的人脐静

脉内皮细胞凋亡"了解
DDG

抗
H3 :-E/-I

感染机制"

为治疗其感染提供理论依据)

材料与方法

#

# 菌株与细胞系#

H3 :-E/-I

标准菌株

M*''!65!&

购自卫生部临床检验中心"培养基为哥伦

比亚血琼脂平板$梅里埃%及
ND

培养基$

AU1;=

%)

8'0

"

&"$

由四川大学华西基础与法医学院微生物教研

室保存并提供"细胞培养基为
GO,)#%$"

$

KT>21./

%)

!

#试剂与仪器#盐酸小檗碱购自本院药房$康

和药业"产品批号#

#!"%"!

%"

GO,)#%$"

培养基和胎

牛血清$

KT>21./

"

HK&"7"5

!

"#D

%"

,**

试剂$

H;Q

"

9:

"

,!#!7

%"细胞凋亡"

K1/>JIL&&!67

染色试剂盒

$

D/T1L;9/

"

'"""&

%"

*G)Z12

试 剂 $

).\;LE1Q/.

"

#665%

&

"!%

%) 酶联免疫检测仪$

@4,

"

5%"!

"北京

普朗新公司%"全自动倒置荧光显微镜$

*;

"

8CSCH

"

4)

"

^A4

%"凝胶成像仪$

D;1

"

GM@

"美国%)

&

#药物#盐酸小檗碱"用无菌去离子水配制成

! "$7 !QC9N

的药液"

"

!

!! !9

滤膜过滤除菌后分装

于灭菌的
8O

管中"置&

!"

'冰箱保存备用)

$

#细菌和细胞培养#将甘油保存的标准菌株转

种血琼脂平板"

&B

'过夜培养"取单菌落接种于
& 9N

ND

液体培养基"置
&B

'恒温培养箱"

!"" E C9;.

振

荡过夜"至细菌生长平台期)

8'0

"

&"$

在含
#"_

胎

牛血清的
GO,) #%$"

培养液中"

&B

'"

6_'A

!

培养

!$ J

"取对数生长期的细胞进行实验)

6

#细胞分组及干预方法#细胞分组#对照组$不

加
H3 :-E/-I

及
DDG

处理%&

H3 :-E/-I

组 $不加

DDG

预处理"直接加入
H3 :-E/-I

诱导%&

DDG `

H3 :-E/-I

组)铺
5%

孔板"每孔加入
!"" !N

细胞稀释

液"使待测细胞调密度至
6 """ a #" """

个
C

孔"除对

照孔外"其他孔分别加入不同浓度$

"

*

&!

*

%$

*

#!7

*

!6%

*

6#! !QC9N

%的
DDG

作预处理)

%

#检测指标及方法

%

!

#

#细胞毒性的检测#采用
,**

法检测) 不同

浓度 $

"

*

&!

*

%$

*

#!7

*

!6%

*

6#! !QC9N

%

DDG

作用

8'0

"

&"$

细胞
$7 J

后每孔加入
6 9QC9N

的
,**

溶

液
!" !N

$终浓度为
"

!

6_,**

%"继续孵育
$ J

"小心

吸去孔内培养液"每孔加入
#6" !N @,HA

"置摇床上

低速振荡
#6 9;.

"使结晶物充分溶解"在酶联免疫检

测仪
A@ $5! .9

处测量各孔的吸光值$

A@

%

'

6

(

) 分

析
DDG

是否可以影响细胞活性并具有浓度依赖性)

%

!

!

#细胞最佳保护浓度的检测#采用
,**

法检

测) 用不同浓度
DDG

处理细胞
! J

后"按细胞#细菌

为
#

$

#""

的比例加入
H3 :-E/-I

"

&B

'"

6_'A

!

条件

下培养
!$ J

"然后按
%

!

#

方法检测细胞活性和
DDG

预处理实验细胞的最佳保护浓度以备后续实验采用)

%

!

&

#细胞形态学观察#采用
K1/>JIL &&!67

染

色方法) 细胞
!$ J

培养后吸尽培养液"加入
K1/>JIL

试剂盒提供的固定液室温固定
&" 9;.

"

ODH

洗
!

次"

避光加入
"

!

6 9N K1/>JIL&&!67

染色液染色
6 9;.

"

ODH

洗
!

次"倒置荧光显微镜下观察细胞形态) 计算

凋亡细胞数"随机选择
6

个
!""

倍视野"计数视野中

凋亡细胞数目)

%

!

$

#

@4M N:==/E

检测细胞凋亡#

!$ J

培养后

用
#

!

6 9N 8O

管收集
8'0

"

&"$

细胞"冰冷的
ODH

洗

!

次"加入
#"" !N

裂解液$

#_ 4O

"

$"

"

!" 991NCN

8@*M

"

6" 9912CN *E;I

"

'2

"

6_

葡萄糖"

<K B

!

6

%充

分混匀"室温
# J

裂解细胞"采用醋酸铵及无水乙醇抽

提细胞
@4M

"

7"0 !_

的琼脂糖电泳
# J

"凝胶成像分

析仪观察并记录结果)

B

#统计学方法#采用
HOHH #%

!

"

软件进行统

计学分析) 计量资料以
U

(

I

表示"采用单因素方差分

析"两两比较用
*-Eb/T

检验)

O P "

!

"6

为差异有统

计学意义)

结##果

#

#

DDG

的细胞毒性检测$图
#

%#实验结果表明

8'0

"

&"$

细胞活性受
DDG

影响及浓度依赖性均不

明显)

图
#

$各浓度
DDG

的细胞毒性比较

!

#

DDG

最佳保护浓度$图
!

%#实验结果表明

H3 :-E/-I

可显著降低细胞活性$

O P"

!

"6

%"用
DDG

预处理
8'0

"

&"$

可明显恢复细胞活性$

O P "

!

"6

%"

#!7 !QC9N

$

A@

值最大%浓度的
DDG

可更好地保护

细胞免受
H3 :-E/-I

的影响) 后续实验均采用

#!7 !QC9N DDG

预处理
8'0

"

&"$

细胞前后加入

#

$

#""

感染复数的
H3 :-E/-I

感染细胞)
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##注#与对照组比较"

"

O P "

!

"6

&与
H3 :-E/-I

组比较"

!

O P"

!

"6

&&表示不加
H3 :-E/-I

及
DDG

处理"+

`

&,表

示直接加入
H3 :-E/-I

诱导"不加
DDG

预处理

图
!

$

DDG

对细胞的保护作用

&

#各组细胞形态学变化比较$图
&

%#采用
K1

"

/>JIL &&!67

染色方法) 对照组细胞无明显凋亡出

现"

H3 :-E/-I

感染细胞可诱导细胞凋亡"细胞核呈致

密浓染"或呈碎块状致密浓染"颜色有些发白"凋亡小

体明显"

DDG

预处理细胞可显著性抑制
H3 :-E/-I

诱

导的细胞凋亡"只有少量细胞出现核浓缩现象)

图
&

$各组细胞形态学变化

$

K1/>JIL &&!67

染色" )

!""

%

$

#各组细胞凋亡比较$图
$

%#结果表明"没感染

细菌的细胞为一条明显的
@4M

带"没出现核酸片段"

感染
!$ J

后
@4M

被切割明显"核酸片段增多"出现

@4M 2:==/E

"用
DDG

预处理
! J

后可见
@4M

带不

明显)

讨##论

本研究结果显示"

DDG

对
H3 :-E/-I

诱导的

8'0

"

&"$

细胞凋亡具有保护作用"当用
DDG

预处理细

##注#

,

为
@4M ,:Eb/E

&

#

为对照组&

!

为
H3

:-E/-I

组&

&

为
DDG `H3 :-E/-I

组

图
$

$各组
@4M N:==/E

图

胞后再用
H3 :-E/-I

感染"细胞活性显著性恢复"细胞

K1/>JIL &&!67

染色表明核致密浓染及凋亡小体显

著性减少"

@4M

降解比未用
DDG

预处理的细胞明显

少见) 有研究表明"

H3 :-E/-I

可诱导
8'0

"

&"$

细胞

凋亡'

%

(

"本实验结果也表明
H3 :-E/-I

能诱导
8'0

"

&"$

细胞凋亡"这可能是导致其在机体内扩散"引起组

织器官感染的机制之一) 抑制
H3 :-E/-I

诱导的

8'0

"

&"$

凋亡对治疗感染具有重大意义) 有文献表

明
DDG

能抑制肠上皮*胰岛及胸腺等细胞的凋

亡'

%

"

B

(

"本实验表明
DDG

可以抑制
H3 :-E/-I

诱导的

8'0

"

&"$

细胞凋亡)

H3 :-E/-I

是医院感染和社区感染的重要病原菌

之一"该菌感染力强"可引起局部化脓性感染*也可引

起肺炎*伪膜性肠炎*心包炎等"甚至可引起败血症*脓

毒血症等全身感染及中毒性疾病"如中毒性休克综合

征"烫伤样皮肤综合征及食物中毒等'

7

(

) 在医院获得

性感染中"

H3 :-E/-I

为最常见革兰阳性球菌之一"侵

袭性
H3 :-E/-I

感染常可导致患者死亡) 上世纪

$"

年代青霉素应用于临床后患者的预后获显著改善"

但不久便出现产青霉素酶的耐药菌株"甲氧西林等耐

青霉素酶能有效抑制该耐药株) 随后迅即出现遍布世

界各地医院的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

9/LJ;>;2

"

2;.

"

E/I;IL:.L HL:<JT21>1>>-I :-E/-I

"

,GHM

%"该

菌对所有
"

内酰胺类抗生素耐药)

,GHM

治疗难度

大"病死率高"成为医院感染中的严重问题"已与乙型

肝炎*艾滋病并列为世界三大感染性疾病"成为全球性

公共卫生问题之一"尤其是对万古霉素耐药的金黄色

葡萄球菌$

\:.>19T>;.

"

E/I;IL:.L HL:<JT21>1>>-I

:-E/-I

"

0GHM

%的出现使得抗生素的选择愈需谨
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) 以杀死耐药菌为目标是抗菌药物筛选研究的

主要策略"但细菌很快又对新的抗菌药物产生耐药性)

DDG

是一种异喹啉类生物碱" 它具有广泛的药

理学和生物学活性'

#"

(

) 研究发现"

DDG

能干扰细菌

糖代谢中间环节丙酮酸的氧化脱羧过程" 从而抑制细

菌的生长&它可与细菌
@4M

结合"影响
@4M

的复制"

干扰细菌生长繁殖&

DDG

还可通过导致核糖体和细胞

壁的改变干扰细菌蛋白质生物合成"发挥抗菌作

用'

##

"

#!

(

)

DDG

可增加
,GHM

对
"

&内酰胺类抗生素

的敏感性"两者联用对
,GHM

有协同抗菌作用'

#&

(

)

H3 :-E/-I

感染导致炎症"炎症促进组织坏死"组

织的损伤可能是细胞凋亡所致) 研究表明"金黄色葡萄

球菌可诱导上皮细胞"淋巴细胞和巨噬细胞凋亡'

#$

(

)

+:.Q (K

等'

#$

&

#%

(的研究发现"

H3 :-E/-I

诱导原始单

核细胞和人单核细胞系
S5&B

细胞的凋亡"

O)&^CMbL

途径及核转录因子"

#D

$

4X

"

#D

%与
H3 :-E/-I

诱导的

细胞凋亡有关"感染细胞内磷酸化
MbL

及抗凋亡蛋白

4X

"

#D

的表达下调"而促凋亡的细胞因子
D:U

和

>:I<:I/

"

&

表达上调且促进
>:I<:I/

"

&

的激活) 调节

宿主细胞凋亡是许多病原微生物逃避宿主免疫反应的

一种重要方式"如沙门氏菌属*志贺氏菌属和耶尔森氏

菌属通过诱导巨噬细胞凋亡来避免免疫细胞的打

击'

#&

(

)

H3 :-E/-I

黏附并进入血管内皮细胞*多种上皮

细胞*成骨细胞"发生内在化"并诱导细胞发生凋亡"从

而引起组织损伤而致病"抑制
H3 :-E/-I

诱导的细胞凋

亡对治疗其感染具有重要意义"特别是耐药性
H3 :-

"

E/-I

的引起感染)

DDG

作为传统的抗炎*抗菌中药成

分"对
H3 :-E/-I

引起的细胞凋亡具有保护作用)

本研究采用
H3 :-E/-I

感染
8'0

"

&"$

为体外感

染模型"观察中药抗菌成分
DDG

对
H3 :-E/-I

引起的

脐静脉内皮细胞凋亡) 结果表明
DDG

可以抑制

H3 :-E/-I

诱导的
8'0

"

&"$

细胞凋亡"但具体诱导凋

亡的途径还有待进一步研究) 本实验结果通过对

DDG

抗
H3 :-E/-I

凋亡的观察"为以后找到一种理

想*有效而不会产生耐药性的预防及治疗
H3 :-E/-I

感染的中药成分提供实验依据"为形成具有我国特色

的中药防治感染性疾病的体系提供支持)
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