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三七皂贰对烫伤小鼠巨噬细胞 I P 3~ C川竹信号途径的影响
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黄文华
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刘 敬
,

周 新
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提 要
:

目的 研究中药三七皂贰对巨噬细胞 ( M中 )肌醇脂质信号系统中邢~ aC M 途径的调理作用
。

方法 用中药三七皂贰

治疗烫伤昆明种小鼠
,

通过观察伤鼠 M中的 P LC 活性
、

I邢 活性
、

胞内 c扩
+

浓度
、

c aM 量和它们参与产生分泌的 IL I
。

结果 三七皂

贰能使伤后该途径中升高的信使物质及其产物 P LC
、

皿
、

胞内 c犷
` 、

aC M 和它们参与产生分泌的 11 , l 得到一定程度的调理
。
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结论 中药三七皂

贰对肌醇脂质信号系统中 I玛~ CaM 途径具有较好的调理作用
。

关键词
:

肌醇脂质信号系统 ;中药 ;三七皂贰 ;烧伤 ; M中

中图法分类号
:

2B 85 ;邵 29
.

2 5月双泪4 文献标识码
: A

E月沁cst of Pa n a x P s e u d o梦sn e n g sa P0 in sn o n ion
s iot l

·

1
,

4
,

5 t ir Pho
s
hP

a t e a
dn

c a r O 0 d ul l n

P a比w a y o f i
osn

iolt l iiP d s ig n a l sy s t
em by ma cor P h a g e s i n s

alC ds d 而
c e

LU O hZ
o

岭 h
u a ,

C A I Sh盼 11
,

H〔从 N〔; 服。 haU
,

CH EN 儿
一 w e i

,

LI U Ji嗯
,

Z H OU 兀
n ,

FU oY
u 一

毗 i ( l , , s t i t u t e o f B u rn s R
心荟祷习 11如

,

致 ,u山`
t’es t H

O s p i t习
,

hT i记 M il i t叮 M司 i e al U n i v esr i t y
,

C hO ll g 刀n g 中以刃 38
,

Ch i n a )

A忱 t ra c t : o bj
e c tiVe oT ex p lo re ht

e
ro l

e s of p an ax p s e u
do 乡ns en g s a l洲从u n s o n

既 lP
一

LP C
5 1罗习 那thwa y an d IL I s e e

re it o n o
f mac ro 户卿

5
.

M e lh浏 s T卜e e
han 罗

5 of ht
e a e it

viit
e s of 卯

s t l卫 u l刁 i no
s ito l li p id

5 1邵 al
s外 t e !n fa

e

tors
s u e

h 朋 LP C
,

鹅
,

i n

姗山 ul ar cal
e i xun A on

e e l l l r a l i on an d

e aM A ocn
e

antrt
io n a l l (1ht e

aomunt
Of

acomr
p h

a g e

1 1 se
e re t e d w e

re
o b s e vr e

d
.

eR
s u lts hT

e
P LC ac t i v i ty d

e e

~ de f
r( 刀n

(5 7
.

5 8 * 5
.

19 ) 矛溯
。
F L

ot ( 27
.

的 士 2
.

3 1 ) 户翻
〕
F L

,

het i们 tm司Lil ar e al e

lum
e o

icr
e l l t r a t l o n

for m (393
.

18 士 39
.

6 2 ) nmo
F L ot (卯

.

56 士 7
.

2 1 ) nm
o刀L

,

ht
e

卿 ac it vi yt 五-( ” l丈

( 18 844
.

5 土 2 44 5
.

9 ) B q/ I J
e
ell t o

(4 1 6 9
.

7 士 54 3
.

3 ) B q / I J
e
祖 C aM amo unt for m ( 5 9 8

.

1 5 士 5 0
.

2 1 ) 川朋 F L ot (3 2 6
.

3 1士 2 5
.

35 ) 朋犯L
户

L

朋 d het
a n 1O u l l t Of

mac
or hP卿

s e er et d 压 1 fr
o ll l

o
.

9 98 土 0
.

05 8 ot 0
.

59()
士 0

.

0 50
.

C劝n e lu s io n
aP nax p s e u d o爵n s e

飞
s a l洲〕范 n s

而 ght PI 叮
v e巧 im

-

侧刀1田止 功 l
e

in ht e

mo 翻 iat ng of het -PI p LC is g l司 p a t l
1M ar y

and IL 1 se c

ert io n of ma cor p hage
·

K即 w 。川 s : in o is ot l Up id 5 19们 a」钾 set m ; atr 由 it o

nal C hi ne
s e m e

id
e ine ; p a l l a X Pse ud

o邵ns e n g s a户〕in ns ; bunr
;

mac
or p卜a g e s

严重烧伤后机体免疫系统功能紊乱
,

主要原 因之

一是伤后巨噬细胞 (M中 )功 能受损
。

M中 受损后对异

物的吞噬功能降低 ;抗原提呈功能低下 ;过多产生和分

泌炎症介质并参与机体脏器损伤和免疫系统功能的损

害
,

故对伤后 M中受损功能进行调理已是烧伤研究中

不可忽视的重要问题
。

本研究在过去研究的基础上
,

观察中药三七皂贰对烫伤小鼠 M中肌醇脂质信号系统

中 3IP 一 CaM 途径及 IL I 的影响
。

通过检测 M中肌醇

脂质信号转导系统中的信使物质及其产物
: 即磷醋酶

(C I〕LC ) ;三磷酸肌醇 (皿 ) ; 钙离子 ( C扩
+

) ; 钙调蛋白

( CaM )和白细胞介素 l( l l )
。

藉以了解三七皂贰对
M中肌醇脂质信号转导系统中三磷酸肌醇~ 钙调蛋白

( 任B~ aC M )途径及 I L I 产生和分泌的影响
。

现报告

如下
。

1 材料与方法

1
.

1 动物模型

体重 21
一

23 9 的昆明种小白鼠
,

于背部去毛后
,

用 1
.

03 5 x
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男
,
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免疫方面的研究
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I J aP 压力的蒸汽进行烫伤
,

烫伤时间为 or
s ,

烫伤面积为 16 %

(根据能导致小鼠机体免疫功能变化的预实验和过去研究的实

验结果
,

小鼠烫伤面积定为 16 % )
,

深度经病理切片证实为 班

度
。

烫 伤后立即于腹腔补给生理盐水 2
.

0 词 抗休克
,

并分笼

饲养
。

1
.

2 药物

三七总皂贰购于云南植物药厂
,

批号
:
9 80 528

。

1
.

3 实验分组及给药方法
1

.

3
.

1 正常对照组 小 鼠数为 18 只
。

小鼠不烫伤
,

以生理

盐水代替药物于腹腔注射
。

1
.

3
.

2 单烫组 小鼠数为 108 只
。

小鼠烫伤后以生理盐水

代替药物于腹腔注射
,

并根据时相点的不同分别在 6
、

14
、

26
、

50
、
7气 98 h 活杀小鼠

。

1
.

3
.

3 治疗组 小鼠总数为 324 只
。

根据药物应用剂量的

不同分为大剂量组 (小鼠数为 108 只
,

各时相点为 18 只 )
、

中剂

量组 (小鼠数为 108 只
,

各时相点为 18 只 )和小剂量组 (小鼠数

为 108 只
,

各时相点为 18 只 )
。

在小鼠烫伤后补给生理盐水抗

休克的同时
,

开始于腹腔注射三七皂贰液
,

大剂量组每只小鼠

注射 100 嗯
,

中剂量组每只注射 50 mg
,

小剂量组每只注射 25

gm (根据各种大动物和小动物实验用药量的不同
,

一般按照成

人量的 50
一 2 (X )倍计算药物的实验用量

,

通常小鼠实验为人的
200 倍药量 )

,

每间隔 4 h 注射 1 次
。

并根据时相点的不同分别

在 6
、

14
、

加
、

50
、

74
、

98 h 活杀小鼠
,

(为使药物充分吸收
,

故在用

药后 Z h活杀小鼠 )取样本进行实验
。
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1
.

4 观察指标及方法

按照不同时相点活杀小鼠
,

以冷的 B P入11 1 6粼) 冲洗腹腔取

腹腔细胞
,

并分离纯化 M中 ( 95 % 以上 )悬浮于含 10 % 小牛血清

的 RP入11 16书〕液中待用
。

1
.

4
.

1 磷脂酞肌醇特异性磷酷酶 (C lP
一

PL )C 活性测定 参
照 M~

e

等仁̀; 的方法进行
,

结果以脚ol/ L 表示
。

1 4
.

2 皿 的测定 参照 ol ivi
e r

等 2LJ 方法进行
,

以 B丫 l护 ce ll

表示结果
。

1 4
.

3 钙离子 ( c扩
十

)的测定 参照 肠wn
e 。

等川 方法进行
。

结果以 朋
10
1/ L 表示

。

1 4
.

4 钙调蛋白 ( c aM )的检测 取 1 x l了 /耐 M中 1
.

。 血 加

于离心管中
,

加人终浓度 or 拜留耐 L邢
,

置 37 ℃ 5% C q 下孵
Z h

,

以 150
x g 离心 5 而

n ,

去上清
。

加 70 % 乙醇固定 l h
,

Zoo
x

g 离 心 5 而
n
去 乙醇

,

用 PH 7
.

2 1
,
BS 洗 3 次

,

加入终浓 度
0

.

1 n u n o卜 L 的二氟啦嗓 1
.

0 闹
,

放室温 20 而
n ,

用紫外线照射 30

而
n ,

用 声 7
.

2 BP s 洗 3 次后
,

重悬于 l
.

o rnI BP s 中
。

用荧光分

光光度计
,

以 25 6 / 5 3 0 nln 波长
,

狭缝 or lun
,

测定荧光强度
,

每个

标本作三复管
,

取均值以
n m o l / L 表示结果

。

1
.

4
.

5 IL I 的检测 取 M中 悬浮于含 10 % 小牛血清的 RPM I

16粼)培养液中
,

调成 1 x I J / inl
。

取 1
.

0 耐 加人 24 孔细胞培养

板
,

加终浓度 10 留时 的 以`
,

置 37 ℃
,

5% Cq 下 24 h
。

ooZ
x g

离心 5 而
n ,

去细胞
,

收取上清液以常规的酶联免疫方法进行测

定 (抗体购于 iS 邵
n 之l

公司 )
。

每个标本作三复孔
,

取均值以酶标

仪测定的 D *

值表示结果
。

1
.

5 统计学处理

实验数据以 无 土 5 ,

采用单因素方差分析
。
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4 三七皂戒对烫伤 小 鼠 M中 CaM 的作用

小鼠烫伤 6 h M中 CaM 已显著高于正常小鼠的水平
,

到伤

后 14 h 和 26 h 逐步增高
。

到 50 h 又有所回落
。

其后又反弹升

高到本实验结束时的最高水平
。

经用三七皂贰后
,

中剂量组最

好
,

可使升高的伤鼠 M中 CaM 降低到正常的水平
,

小剂量组次

之
,

用药到 26 h 可有显著降低
。

而大剂量的各时相点均未见有

显著的作用
,

见表 2
。
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2 结果

2
.

1 三七皂式对烫伤 小 鼠 M中 PCL 活性变化的影响

实验结果显示
,

正常对照组小 鼠的 l〕L( ; 活性为 (26
.

88 士

2
.

62 卜朋成 / L
,

小鼠烫伤后 6 h 与正常对照组比较未见显著的差

别
。

至伤后 14 h 和 26 h 比对照组显著升高
,

到伤后 50 h 又回

落
,

并与 26 h 点 比较 回落显著
,

其后 PL C 活性逐渐升高
,

到

98 h
,

其活性为最高水平
。

用大剂量三七皂贰的组对 M中 P IC

活性未见显著的影响
。

用中剂量和小剂量二次的组 ( 6 h) 未见

显著的降低作用
。

中小剂量组随用药时间的延长
,

到 14 h 和 26

h 与同时相点的单烫组比较有显著的降低 ;用药到 50 h
,

因未用

药单烫伤组 P L( : 活性回落
,

故未见有显著的影响
。

但用药到 74

h 和 98 h
,

虽然单烫组 PL〔: 活性逐渐升高
,

中小剂量治疗组则有

显著降低作用
,

并且逐渐降低至接近正常的水平
,

见另文
「4! 。

2
.

2 三七皂贰对烫伤小鼠 M中 3IP 变化的作用

烫伤后小鼠 M中 的皿 各时相点均显著高于正常对照组
,

并且随时间的延长逐步升高
,

本实验结束时升高至正常对照组

的四倍以上
。

经用大剂量三七皂贰的组
,

未见有显著的改善
。

中剂量和小剂量用药 4 次也未见有显著效果
,

但随用药次数的

增加
,

至 26 h 后与同时相点单烫组比较有显著的降低作用
,

结

果见表 1
。

2
.

3 三 七皂贰 对烫伤 小 鼠 M中 胞内钙 离子 变化 的

影响

结果显示
,

伤鼠 M中胞内 C扩
+

浓度显著高于正常组小鼠
。

经用三七皂贰治疗后
,

大剂量组与同时相点单烫组比较未见显

著的作用 ; 中剂量组用药致 14 h 后可见有显著的降低 ; 小剂量

组用药致 26 h 后有显著的作用
。

并且中小剂量组随用药时间
和次数的增加

,

其作用更为显著
,

见另文火
。
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5 三七皂式对烫伤小 鼠 M中 分泌 IL I 的影响

烫伤小鼠 M中分泌 IL I 在伤后 6 h 有所升高
,

但不显著 ;到

伤后 14 h 已显著高于正常
,

随伤后时间的延长
,

其 IL I 的分泌

有逐步增高的趋势
。

经用三七皂贰大剂量处理的组
,

1 1 分泌

与同时相点单烫组 比较未见显著的作用
。

用中剂量处理的伤

鼠到 26 h 可显著降低 M中分泌 IL I
。

小剂量用药到 50 h 能显

著降低 M中对 几 1 的分泌
。

并且
,

中
、

小剂量组随用药时间的

延长其降低 M中分泌 IL I 的作用更显著
,

见表 3
。

表 3 三七皂贰对烫伤小鼠 加仲分泌 压1 的影响 ( D * )
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3 讨论

烧伤后机体的免疫系统功能紊乱
,

组织细胞和多
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器官功能受损
,

乃至死亡的重要原因之一与 M中 功能

异常及过多产生和分泌某些细胞因子密切相关
。

如
M小产生和分泌的 IL I

,

它在适量时对机体的免疫系统

功能及其它功能是有益的
,

若产生和分泌过多则有害
。

并且
,

IL
一

1在组织 细胞的损伤或变化中具有特别重要
的意义汉

,

如作用于血管 内皮细胞
,

在血管内形成血

栓
,

造成组织缺血缺氧性损伤困 ;作为内源性致热原
,

作用于体温调节中枢使体温升高 ;作用于下 丘脑局部

细胞产生 GP 凡
,

抑制免疫系统功能 ; 作用 于骨髓使

PM卜 产生和释放
,

聚集于炎症部位
,

激活后可发生呼

吸骤发和脱颗粒
,

导致恶病质状态
,

使其厌食
、

贫血
、

消

瘦
、

体重下降 ;作用 于肝细胞抑制白蛋白的合成
,

促进

某些急性期蛋白的生成等川
。

因此
,

对异常的 M。 功

能进行调理
,

降低 IL
一

1 的过多产生和分泌 已是烧伤研

究中不可勿视的重要课题
。

由于细胞因子的产生与分

泌是通过细胞的某个或某几个信号传导系统完成的
,

故本研究在过去实验的基础上阁
,

着重观察中药三七

皂贰对 M中肌醇脂质信号系统中与 I L I 产生和分泌有

关的 I P3~ C aM 途径的影响
。

肌醇脂质信号系统包括肌醇磷脂及其产物
,

肌醇

脂质的转换是以磷脂酸肌醇
一

4
,

5 二磷酸 ( P IZP )水解产

生第二信使物质三磷酸肌醇 (皿 )和甘油二脂 ( DA )G
为中心

,

通过 IP 咫一刊 毛~ I邢一 C扩
十

一 C汉 途径和
P l p Z ) 刊二C~ DA G~ I〕 K〔: 途径而发挥作用 的网

。

磷脂

酶 (PL )C 是 P IZP 循环中最重要 的一种分解酶
。

K O 、 ac s

等 〔̀ 。〕发现上述途径中 I矜~ c扩
+

~ c aM 途径参与了 IL

1的产生和分泌
,

故本研究选择 p L〔:
,

皿
,

c扩
+ ,

CaM 和

IL
一

1 作为研究对象
,

观察中药三七皂贰对 M中 过多产

生和分泌 IL I 的调理作用
。

结果显示
,

单烫伤组小鼠
M中 的 P L ( : 活性在伤后 6 h 就开始升高

,

到 14 h
,

26 h

显著高于正常对照组小鼠
,

到伤后 50 h 又有所回落
,

其后至 74 h 和 98 h 的时相点更显著高于对照组 (见另

文 )川
。

应用 中药三七皂贰大剂量的组与单烫组比较
,

各时相点均未见显著的疗效
,

而应用中剂量三七皂贰
的组分别在 14

、

26
、

74 和 98 h 的时相点
,

对升高的伤鼠
M中PL ( : 活性有显著的降低作用 (尸 < 0

.

05 )
,

应用小剂

量药物的组
,

只有 74 h 和 98 h 的时相点有疗效
,

其它

未见显著的作用
。

单纯烫伤小鼠 M① 的 3IP
,

C扩
十 ,

CaM
和 几

一

1在伤后的各时相点
,

均有不同程度的升高
,

其

中的变化除 50 h 的时相点外
,

均接近 PI 刃 活性的变化

趋势
。

应用三七皂贰治疗的组
,

除大剂量以外的中
、

小

剂量组
,

用药 到 26 h
,

即应用 6 次药物以上 者对伤鼠
M小升高皿

,

C矛
十 ,

CaM 和 几 1 均有显著的降低作用
。

其中注射中剂量三七皂贰的组
,

可使高于正常 148
.

7% 一
45 3

.

0% 的伤鼠 M中 」r 3
,

降至 正常的 101 % -

123 % ;可使比正常对照组升高 156 % 一 月礴娜% 的伤鼠
M中胞内 C犷

+ ,

降至正常的 102 % 一 153 % ;能使比正常

升高 127 % 一 18 8% 的伤鼠 M中 CaM
,

降至正常的 99 %

一 1 14 % ;能使比正常组升高 153 % 一 170 % 的 M币 I L
一

1

分泌
,

降至正常的 101 % 一 107 %
。

小剂量组可使比正

常升高的 I3P 活性
,

降至正常的 99 % 一 1 14 % ; C犷
十

降

至 134 % 一 166 % ; C aM 降至 105 % 一 1 14 % ; I L I 分泌降

到 105 % 一 117 %
。

另外
,

单烫伤组 50 h 检测各指标反
应均有所回落

,

M~
e
等

厂’ 二认为 PcL 水解时需要一定

浓度的 C犷
`

存在才可发生
,

PL C 的激活是外部信号作

用于细胞表面受体
,

继之通过细胞膜 G 蛋白的介导作

用
,

而使细胞内 P LC激活
。

而 50 h PL C 活性与 26 h 比

较显著回落
,

提示有细胞内因素调节 P L( :
,

其原因可能

是 PCL 过度活化后补充来源不足而处于一种耗竭状
态 仁’ `〕 ,

其后 回升可能是由于细胞内因素调节 PLC 使其

补充来源
,

外部因素信号进一步作用所致
。

其余指标

的反应是因 刊 〔 反应所影响的
。

综上所述结果显示
,

可以说明三七皂贰对烫伤小鼠 M中肌醇脂质信号系统

中的 皿~ CaM 途径及降低 IL
一

1 的产生和分泌具有较

好的调理作用
。

M中的信号转导途经虽然最近有许多

新的发现
,

但有的还不够确立或有一些争论
。

本研究

选择的信号系统是经国内外很多学者研究证实了的信

号系统
,

将中药对动物处理后研究其调理的作用
,

可获

得肯定的结果
。

所以
,

经我们的实验显示
,

也获得了较

满意的结果
。

三七皂贰对其它疾病已在广泛的应用
,

如用于心脏病患者
,

已发现它对心肌钙
,

钙调蛋 白及其

它都有很大的影响
。

但三七皂贰应用于调理烧伤后受

损免疫细胞的信号转导异常的报道
,

目前在国内外尚

未见报道
。
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