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粉防已碱对大鼠腹腔巨噬细胞释放部分炎症介质的影响

宋述强 胡友梅 (第三军医大学基础部药理学教研室 ) 6 3。。 3 8

提 要 血小板活化因子 ( P A F )
、

肿瘤坏死因子 ( T N F )及白介素一 l( IL 一 1) 是几个很强的炎症介质
,

对

多种细胞
、

组织及器官都有重要的作用
。

利用洗涤的兔血小板聚集的方法和酶联免疫法
、

小鼠胸腺细胞增殖

法分别测定了粉防已碱 (T et )对脂多糖 (L P )S 刺激大鼠腹腔巨噬细胞 (P M 中 )释放 P A F
、
T N F 及 IL 一 1 的影

响
,

结果表明 T et 对 T N F
、

IL 一 1 及 P A F 的释放都有显著地抑制作用
,

并在 。
.

1~ 100 拜m ol / L 有剂量依赖关

系
,

这提示 T et 的抗炎
、

免疫抑制作用的机理之一是由于 T et 抑制了 P A F
、

IL 一 1
、
T N F 等炎症介质的释放

。
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粉 防已碱 ( T e t r a n d r i n e ,

T e t )是 从中药粉防 已科

植物粉防 已根中提取 的有效成分
,

它具有抗炎
、

解热镇

痛和抗过敏作用
〔`

·
2」 ,

在我国的传统医学中用于治疗风

湿痹 痛
。

本 实验 以体外脂多糖 ( L i p o p o l y s a e e h a r i d e ,

L P S ) 刺 激 的 大 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 ( P er i ot n
ea l

m a e r o p h a g e s ,

PM中 )为模型
,

研究 T T e t 对血 小板 活

化因子 (P A F )
、

肿瘤坏死因子 ( T N F )及 白介素 一 1 ( IL

一 l) 的影响
,

以进一步探讨 T e t 的抗炎机制
。

1 材料与方法

1
.

1 动物

w i s at r

大鼠
:

早舍不拘
,

体重 1 60 士 巧 g ;
新西兰家免

:

早舍

不拘
,

体重 2
.

5士 0
.

3 k g ; B
a
lb /

e
小鼠

:

早舍不拘
,
1 6士 2

.

0 9 ;本

校实验动物中心提供
。

1
.

2 药品

T e t :

浙江金华制药厂 ;盐酸阿的平
:

上海寄生虫病研究所
;

消炎痛
:

石家庄市制药厂
, P A F 标准品

、
L P S

、

刀豆素 A (C on A )

均为 is g m a

公 司产品 ; T N F 检测试剂盒
:

军事医 学科学院产

品 ;【
3 H ]一 T D R

:

中科院上海原子能研究所产品
,

比活度 481

G qB / m m
o
l
;
M E M 培养基

:

G I B I C O 公司
。

1
.

3 仅器

C O
:

孵箱
:

德 国 H er ac
u s

公司 ;血 小板聚集仪
:

北京生化

厂
;

酶联检测仪
:
B IO R A D 公司 (美国 )

,
液闪计数仪

:

瑞典 L K D

一 1 2 1 型
。

1
.

4 大鼠腹腔巨噬细胞培养上清的制备

将收集到的大鼠腹腔细胞洗涤
,

离心后用含 10 纬小牛血清

的 M E M 一BS A 液 (BS A 占 0
.

2 %
,

w / v )制成细胞悬液 (2 x l护

细胞 /m l )加入 24 孔培养板中
,

每孔 l ml
,

置 37 ℃
,
5 % CO :

孵箱

中培养 Z h
,

使之贴壁
,

然后倾去上 清液并洗涤两次
,

再加入

M E M 一 BS A 培养液 1 m l
,

同时加人不 同浓度的药物
,

孵育 15

m in 后
,

加人刺激剂 L P S
,

继续培养到所需的时间后收集上清液
。

1
.

5 培养上清 中 P A F 的提取

按 tS en ot n 等报道 的方法 3[] 向收集的上清液中分别加入

l ml 预冷的丙酮
,

充分振摇 30
: ,

4 ℃冰箱放置 10 m in 后
,
4℃

、

156 0只 g 离心 5 m in
,

取其上清液
,

再加入 2 m l预冷的氯仿
,

充

分混匀
,
4℃

、
1 56 0 又 g 离心 5 m in

,

取下层有机层
,

真空负压抽

干
,

一 20 ℃保存待测
。

l
·

6 洗涤兔血小板的制备 [ ` 〕

新西兰家兔清醒状态下心脏取血
.

用构椽酸抗凝剂 a( ic d 一

e
it

r
i
c d e x t r o s e ,

A C D )抗凝 (全血
:

抗凝剂 6 : 1
,

V /V )
,

室温下以

1 9 0 又 g 离心 1 5 m i n 后
,

取富含血小板的血浆 ( p l a t e l
e t 一 r i e h

p l
a s m

,
P R P )

,

以 2 5 0 0 x g 离心 2 5 m in 后
,

沉淀的血小板用含

0
.

1 m m ol L/ E G T A 无钙明胶 台氏液 (0
.

25 %明胶 )洗两次
,

离

心后去上清液
,

第二次洗涤时加入消炎痛 (终浓度 5 拜m ol / L )
,

并在 37 ℃放置 30 im n 后再离心
,

然后用台氏液 (含 0
.

25 % B SA )

调整血小板数为 3 火 1 0 .

/ m l
。

1
·

7 P A F 的生物定量测定 4j[

血小板的聚集在恒温 37 ℃和搅拌下测定
,

测定前 30
5
加入

e P / e P K ( e P 3 0 0 拜g /m l e P K 1 5 0 拜g /m l )
,

并用 p A F 标准品

作出标准曲线
,

根据样 品使血小板聚集的 程度可计算样品中

P A F 的含量
。

实验结果用 面 士 :
表示

,

显著性用 t 检验判定
。

1
.

8 T N F 的 .N] 定 (双重抗休夹心法 )

在包被
,

封闭好的酶联板中加入标准 T N F 或待测样品
,

室

温反应 l h
,

洗涤三次
,

再加入酶标抗体
,

室温反应 50 m in
,

洗涤

三次后加入 O P D 显色
,

测定 O D 值
,

与标准曲线比较
,

计算样

品中的 T N F 含量
。

1
·

9 I L 一 l 的 汉
,

}定 [ 5」

B al b/
C
小鼠脱臼致死

,

在无菌的条件下取出胸腺
,

制成 4 x

1护 /ml 细胞悬液
,

于 96 孔培养板中每孔加入 10 。 川
,

同时加入

c
o n A

,

待测样品
,

使每孔的终体积为 2 00 川
,

C
o n A 浓度 3 拌 g /

ml
,

细胞浓度 2 又 1 0 6
/m l

,

样 品稀释度 1 : 4
一式三份

,

置 37 ℃
,

5% C O :

的孵箱 中培养 72 h
,

培养结束前 6 h 加入 [
3

H」一 T D R

( 每孔 18
.

5 K B q )
,

培养结束后收集每孔的细 胞
,

分别测定其

d p m 值
。
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2结果

2
.

T 1t e对 P F A释放的影响
2

.

1
.

1L P S刺激巨噬细胞释放 P AF 的量效和 时效关系
:

L P S

刺激巨噬细 胞释放 P AF
,

且释放 P A F 的量随其剂量增大和刺

激时间的增长而增加
,

实验结果表明
,

L P S 剂量增至 5 陀 /m l 以

上后 P A F 的增加不明显
,

L P S 刺激 PM 中 在 l h 时 P A F 释放的

量达到最大值 (表 1 )
。

2
.

2 T e t 对 L P S 刺激大鼠 P M 中 释放 T N F 及 I L 一 !

的影响
2

.

2
.

1 L P S 刺激大 鼠 P M中 释放 T N F 的时效关系
:

L P (S 20

拜g /m l )刺激大 鼠 p M。 后 2
、
4

、
6

、
1 2

、
2 4 h 分别取培养上清液检

测 T N F
,

结果表明 12 h 时 T N F 释放量最大
,

24 h 稍有降低 (表

3 )
,

为与 IL 一 1检测时间一致
,

药物实验时都采取 24 卜后的上

清液
。

表 3 L SP 刺激 PM O 释放 T N F 的时效关系

T a b 3 T im e k in e t i e o f T N F r e l e as e d b y L SP 一 s t i m u l a t ed

表 1 L P S 在不同浓度和时间时刺激大鼠腹腔巨噬细胞

P A F 的释放

T a b 1 T h e r e le as e o f P A F f r o m P M巾
s t i m u l a t e d L P S i n

v a r io u s e o n e e n t r a t i o n a n d t im e ( n = 3 )

r a t P M中 ( L P S 2 0 口g / m l
, 月 一 4 )

T im
e

( h ) T N F ( n g
·

m l 一 l )

0
.

2 2士 0
.

0 1 2

0
.

5 3士 0
.

0 1 6

T im
e

( L P S S 户g
·

m l一 1 )

P A F

( n g
·

nt l 一 1 )

L P S

( 6 0 m i n )

P A F

(
n g

·

m l一 l )

1
.

4 8士 0
.

3 3

0 0 0 0

l 2

24

3
.

9 7士 0
.

6 7

3
.

6 2士 0
.

4 3

2 0 m i n

3 0 m i n

0
.

2 1士 0
.

0 3

1
.

2 0士 0
.

3 4

0
.

5 仁g / nr l

1
.

0 户g / m l

5
.

0 拜 g / nr l

1 0
.

0 拜g / m l

0
.

6 0士 0
.

0 6

3
.

4 3士 0
.

2 4

3
.

2 5士 0
.

2 7 1 1
.

6 0士 1
.

3 3

5 0 m
一n

6 0 m i n

7
.

9 8士 1
.

16 1 2
.

3 6士 1
.

67

1 1
.

3 7士 1
.

if l

8
.

4 士 0
.

9 7

2
.

2
.

2 T
e t 对 L P S 刺激大 鼠 PM 释放 T N F 及 IL 一 1的影响

T et 不仅抑制 L P S 刺激大鼠 PM份释放 T N F
,

而且对 IL 一

1的释放也有显著的抑制
,

在。
.

1~ 10 0 拜m ol /L 范围内也呈剂

量依赖性
,

在同样的条件下
,

阳性对照药地塞米松也显著抑制

T N F 及 I L 一 1的释放 (表 4 )
。

2
.

1
.

2 T et 对 L P S 刺激的大鼠 PM 。 释放 P A F 的影响
:

在

L P S S 拜 g / m l 孵育时间为 60 m in 的条件下 T et 能显著地抑制

L P S 刺激的大鼠 PM 中 释放 P A F
,

而且在 。
.

1~ 10 0 ILm ol / L 范

围内有剂量依赖性关系 (表 2 )
,

在同样的条件下
,

阳性对照药阿

的平在 1 00 拜m ol / L 时也显著抑制 P A F 的产生
。

表 2 T et 对 L P s 刺激的 P M。 释放 P A F 的影响

T a b 2 E f f e e t o f T e t o n t h e r e l e a s e o f P A F f r o m PM中 i n

t h e p r e s e n e e o f L PS ( L p s s , g /m l
, 月 = 6 )

G r o u P

N o n e

P A F (仁g
·

L 一 ! )

L P S

L P S + T e t 0
.

1 拜m o l
·

L 一 1

L P S + T e t 1
.

0 拜nr o l
·

L 一 l

L P S + T e t 1 0 拜nr o l
·

L 一 1

L P S + T e t 1 00 拜m o l
·

L 一
1

L P S + M
e p 10 0 ” m o l

·

L 一 l

1 1
.

8 3士 1
.

17

9
.

7 9士 1
.

2
.

表 4 T et 对 L PS 刺激的 P M中 释放 T N F
、

几一 1的影响

T a b 4 E f f e e t o f T e t o n I L 一 1 an d T N F r e le as e b y L PS 一

s t im u l a t e d r a t P M中 ( L PS 2 0 p g / nlI
, n = 6 )

G
r o u p T N F (

n g / m l ) IL 一 1 ( d p m )

N o n e 0
.

27士 0
.

55 2 1 6
.

5 4士 1 8

L P S 3
.

6 6士 0
.

4 7 4 4 3 3
.

2 5士 3 7 4
.

5

L P S + T
e t 0

.

0 1 拜m o l / L 2
.

4 5士 0
.

3 8
. 3 1 8 8

.

6士 4 2 6
.

3 .

L P S + T e t 0
.

1 拼m o l / L 1
.

8 9士 0
.

6 2
’ .

25 1 3
.

0士 3 8 9
.

5二

L P S + T e t 1
.

0 拜m o l / L 1
.

7 1士 0
.

4 3二 1 7 2 2
.

2士 3 1 7
.

2二

L P S + T
e t 1 0 产m o l / L 0

.

9 6士 0
.

1 8 二 1 2 1 9
.

3士 3 5 9
·

6 二

L P S + 压
x 1

.

0 拜 tn o l / L 1
.

0 7士 0
.

1 2 二 1 1 5 1
.

2 5士 1 8 4
.

6 二

, :

P < 0
.

0 5
, , , :

P < 0
.

0 1
, v s L P S g r o u p ;

块
x :

d
e x -

a
m

e th a s o n e

6
.

5 1士 1
.

5 9 二

4
.

7 2士 0
.

8 4 二

3
.

3 6士 0
.

4 4 二

4
.

4 0士 0
.

8 3
’ .

, :
尸 < 0

.

0 5 P < 0
.

0 1
, v s L P S g r o u p ;

M
e P

:

n l e P a C r l n e

3 讨论

T e t 是 一种 二苯 异 哇琳碱 ( B i s b e n z y l i s o q i n o l i n e

a lk al io d )
,

近来的药理学实验证明 T e t 具有广泛的抗

炎和免疫抑制特性
,

已有实验证明 T e t 能抑制中性粒

细胞的粘连
、

游走
、

趋化及氧 自由基的产生 s[,
’ 〕 ,

抑制分

裂素 ( m it o g e n )诱导的淋巴细胞转化
、

免疫蛋 白的合成
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.

粉防已碱对大鼠腹腔巨噬细胞释放部分炎症介质的影 响 12 3

及 N K细胞活性 8j [
,

抑制肥大细胞组胺的释放图
。

本实

验的结果表明 T et 对 T N F
、

IL 一 1及 P A F 的释放都有

显著地抑制作用
,

这可能是 T e t 抗炎和免疫抑制作用

的又一重要机理
。

P A F
、

T N F 及 IL 一 1是近来发现的几个很强的炎

症介质
,

在炎症的发生
、

发展过程中起着重要的作用
。

机体受到致炎因素的作用后
,

首先是炎性粒细胞的游

走
、

趋化及氧 自由基的产生或炎症介质 白介素
、

干 扰

素
、

T N F
、

P A F
、

花生四烯 酸等的释放
,

继而 产生一系

列的生物效应
,

而钙离子在 P A F 的合成与释放过程中

起重要作用
,

I L 一 1和 T N F 的 m R N A 表达也受钙 /钙

调蛋白的调节 〔, “ 习。

T e t 具有钙拮抗作用
,

能抑制钙调蛋

白的活性
〔川

,

降低中性粒细胞钙离子的升高〔` ’ ]
。

因此

我们认为 T e t 对 T N F
、

I L 一 1及 P A F 的释放的抑制作

用可能与其钙拮抗作用有关
。
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