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金欣口服液对呼吸道合胞病毒感染人胚肺成纤维细胞
胞内钙离子的影响"

#

!陈彩霞""

!汪受传!!南京中医药大学儿科研究所!南京 "#$$"%"

摘要!目的!探讨金欣口服液对呼吸道合胞病毒"&'(#感染细胞内的钙离子影响$ 方法!体外建立 &'()型 *+,-株攻击体

外培养的人胚肺成纤维细胞模型%设正常细胞组&病毒组&空白血清组&利巴韦林组和金欣口服液组$ 采用激光共聚焦技术检

测其对感染细胞不同时间点的胞内钙离子的变化$ 结果!&'(感染 ". /细胞内钙离子与正常细胞组相比无显著性差别"!0

$1$2#%空白血清&利巴韦林&金欣口服液组和病毒组相比无显著性差异"!0$1$2#$ &'(感染 .3&4" / 均高于细胞组"!5$1

$2#'空白血清组 .3 /与病毒相比无差异"!0$1$2#%4" /低于病毒组"!5$1$2#'利巴韦林组和金欣口服液组 .3&4" /均低于

病毒组%且有显著性差异"!5$1$2#$ 金欣口服液组和利巴韦林组相比%.3 /有显著性差异"!5$1$2#%但 4" /无显著性差异

"!0$1$2#$ 结论!金欣口服液可能抑制成纤维细胞的钙离子内流%这也许是金欣口服液抑制 &'(感染细胞凋亡的一个因

素$ 金欣口服液可作为早期抗&'(感染治疗药物$

关键词!金欣口服液'呼吸道合胞病毒'钙离子'成纤维细胞

中图分类号!&"3212!!文献标识码!)

!!金欣口服液处方是汪受传教授多年临床经验的结晶#由

炙麻黄$苦杏仁$生石膏$黄芩$葶苈子$桑白皮$前胡$虎杖组

成% 前期的研究证实#金欣口服液可以抑制呼吸道合胞病毒

!&'("感染细胞增殖&#'

% 钙离子是细胞内重要的第二信使#

对6,)修复$基因转录$核蛋白磷酸化和细胞凋亡等过程均

有影响&"'

% 因此探讨金欣口服液对 &'(感染细胞胞内钙离

子的影响具有重要意义% 本文采用激光共聚焦显微镜技术

直观地观察金欣口服液处理 &'(感染细胞不同时间点的细

胞内钙离子变化%

#!材料

#1#!动物!大耳白兔 % 只#雌性#健康无病#体重 "1$ 7"82

9:% 由南京中医药大学实验动物中心提供!许可证号(';<=

!苏""$$2 7"$$%"%

#1"!病毒!&'()亚型!*>?:株"#由广州博特生物工程有

限责任公司提供%

#1@!细胞!人胚肺成纤维细胞!AB*C"#由凯基生物有限公

司中心提供% 本实验采用第 2 7@$ 代细胞%

#1.!药品与试剂!金欣口服液(由炙麻黄 2$ :$苦杏仁 #D4

:$生石膏 #@@ :$黄芩 #$$ :$葶苈子 #D4 :$桑白皮 #D4 :$前胡

#D4 :$虎杖 "$$ :组成#制备成 #$$$ EF溶液#含生药 #1@2#

:GEF#由南京中医药大学植物药与新药开发研究中心制备和

质控)利巴韦林颗粒!新博林"(四川百利药业有限责任公司#

批号 $3$@@2)细胞培养液(6HBH培养基 !美国 -IJ;+公

司"##@1. :G9:#先溶于少量双蒸水中#加 "12:,KA;+

@

搅拌

均匀#加双蒸水至 # $$$ EF#调整 LA值 41" 741.#除滤!单

培")用前加 #$M新生牛血清!杭州四季青公司"#配成细胞

培养液!全培")细胞维持液(含 "M新生牛血清6HBH液#余

成分同细胞培养液)磷酸盐缓冲液!NJ'"(,K;F31$:#=;F$8"

:#,K

"

AN+

.

*A

"

+#12D :#=A

"

N+

.

$1#:#溶解于三蒸水中至 #

$$$ EF#分装#3 磅 #2 EO?高压蒸汽消毒灭菌#. P保存)胰蛋

白酶!美国-IJ;+公司")AK?9Q平衡盐溶液!AJ''")ABNB'

缓冲液( #$ EE>FG*ABNB'$# EE>FG*,K

"

AN+

.

$#@4 EE>FG*

,K;F$2 EE>FG*=;F$# EE>FG*;K;F

"

$$12 EE>FG*H:;F

"

$ 2

EE>FG*:FRS>QT$$1#M J')$LA41.)NFRU>?OSC#"4$CFO>.V)H

!上海同仁生化研究所")金欣口服液$利巴韦林含药血清及

空白血清!制备方法见下文"%

#12!主要实验仪器!超净工作台!苏州净化设备厂"#二氧

化碳孵箱!C>UEK@####W')"#超低温冰箱!H6CWV"3##日本

'),X+"#倒置光学显微镜!+*XHNW' J<V2$"#激光共聚焦

显微镜!Y;'#德国"%

*"2*

江西中医学院学报 " $ $ % 年 . 月第 " # 卷第 " 期
"#$%&'( #)"*'&+,*$&*-.%/*01#)023

"$$% (>F8"# ,>8"

"

""

基金项目(国家自然科学基金!@$44"3""")霍英东教育基金!###$.""

作者简介(陈彩霞!#%D3 Z"#女#江苏人#副主任医师#博士#主要研究方向(小儿肺系疾病$心血管疾病%
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"!方法

"1#!金欣口服液&利巴韦林含药血清及空白血清制备!将

动物随机分为金欣口服液组$利巴韦林组$空白血清组#每组

@ 只% 按预实验结果给予金欣口服液 @D :G!9:*["!相当于

人临床等效剂量的 . 倍"#分两次灌服#连续给药% 利巴韦林

高剂量组给予 @# E:G!9:*["#相当于人临床等效剂量 "$

E:G!9:*["#空白血清组给等体积生理盐水% 于 @ [后#末次

给药前 #" /禁食不禁水#末次给药 # / 后#清醒状态下行颈

动脉分离插管采血#血液静置 @$ EO?后#" $$$ UGEO?#离心 #2

EO?#将血清移入容器中#2D P水浴 @$ EO? 灭活% 在超净工

作台上过滤器过滤#分装于 #12 EF6>U\管后# Z4$ P保存备

用%

"1"!人胚肺成纤维细胞的培养!AB*C细胞培养液选用高

糖型6HBH加 #$M新生牛血清#生长状态良好的细胞每 @ 7

. [可传代#$1"2M胰酶消化#常温下约需 " EO?#以镜下观察

细胞回缩变圆时停止消化#每次分 @ 7. 瓶#于 @4 P$2M;+

"

培养箱饱和湿度下培养%

"1@!呼吸道合胞病毒)亚型组织培养半数感染量"Y;I6

2$

#

的测定!用 6HBH培养液 #$ 倍系列稀释病毒悬液#共 3 个

浓度#接种于 %D 孔板上)逐日观察病变)以最高稀释度不再

出现新病变时为终点#计算 Y;I6

2$

)结果 &'(Y;I6

2$

为

#$

Z@1@.

%

"1.!金欣口服液&利巴韦林含药血清&空白血清对 AB*C细

胞最大无毒浓度测定";NB法观察#!各组含药血清稀释 2

个浓度#接种于 %D 孔板上#每日观察细胞病变!;NB"#测定

不引起;NB的最高稀释度即最大无毒浓度% 结果均为 "$M

含药血清%

"12!激光共聚焦显微镜技术检测金欣口服液对细胞内钙离

子的研究!常规方法进行细胞培养% 分为金欣口服液组$利

巴韦林组$空白血清组$病毒对照组$细胞对照组% 细胞按 #

]#$

2

GEF浓度接种 ". 孔培养板#@ EFG孔% 置 @4 P$2M;+

"

孵箱培养% 待细胞长至 3$M时#吸弃培养液#单培洗 " 遍%

加&'(#$$Y;I6

2$

#"2$

!

FG孔% 细胞对照组加单培 "2$

!

F% @4

P$2M;+

"

孵箱吸附 " /#每隔 #2 EO?轻轻摇晃培养板一次#

使病毒吸附均匀% 吸弃病毒#单培洗 # 遍% 在各组分别加入

"$M的金欣口服液含药血清$利巴韦林含药血清$空白血清

2$$

!

F#细胞对照和病毒对照加入维持液 2$$

!

F% @4 P$2M

;+

"

孵箱中继续培养% 分别于 ".$.3$4" /时#弃去原处理培

养液#加入CFR>.V)H工作液 #$$

!

F#@4 P孵育 "$ EO?% 再分

别加入 2$$

!

F含 #M小牛血清的AJ''溶液#再孵育 .$ EO?%

用 2$$

!

FABNB'缓冲液洗 @ 次#然后用 "$$

!

FABNB' 缓冲

液重新悬浮细胞% 再 @4 P孵育 #$ EO?% 最后取一滴放在载

物台上#激光共聚焦显微镜下扫描细胞内钙离子荧光强度#

激发波长 .33 ?E#发射波长 2"D ?E% 每孔选 . 个视野#以平

均荧光强度变化反映细胞内游离钙离子浓度的相对水平%

"1D!统计学处理!数据采用 'N''##12 软件进行统计学处

理#结果以均数 标̂准差!

$

4̂ 5"表示#多组间两两比较采用

单因素方差分析#!0$1$2#无统计学意义% !5$1$2#有统计

学意义%

@!结果

见表 # 7@%

表 #!各组&'(感染 ". /细胞内钙离子的变化"6 _@%

$

4̂ 5#

钙离子

细胞组 #1D%@ $̂1"#3

病毒组
#12. $̂1#34

"

空白组 #1D3 $̂1#3.

利巴韦林组 #12# $̂1#4#

金欣组
#1D" $̂1#4#

"%

`

!!注(病毒组 aQ细胞对照组#

"

!0$1$2)金欣口服液含药血清 aQ

病毒组#

"

!0$1$2)金欣口服液含药血清aQ空白血清组#

%

!0$1$2)

金欣口服液含药血清aQ利巴韦林含药血清组#`!0$1$2%

表 "!各组&'(感染 .3/细胞内钙离子的变化"6 _@%

$

4̂ 5#

钙离子

细胞组 @1@2D #̂1#"@

病毒组
21#2% #̂1$#3

"

空白组 .1.3D $̂1@@$

利巴韦林组 @14"" $̂1.2.

金欣组
"14$@ #̂1.#$

"%

`

!!注(病毒组aQ细胞对照组#

"

!5$1$2) 金欣口服液含药血清 aQ

病毒组#

"

!5$1$2)金欣口服液含药血清aQ空白血清组#

%

!5$1$2)

金欣口服液含药血清aQ利巴韦林含药血清组#` !5$1$2%

表 @!各组&'(感染 4"/细胞内钙离子的变化"6 _@%

$

4̂ 5#

钙离子

细胞组 "12$" $̂1."#

病毒组
21#%@ $̂14%.

"

空白组 .1"$2 $̂1"2"

利巴韦林组 @1"." $̂1.3"

金欣组
"1342 $̂1@%%

"%

`

!!注(病毒组 aQ细胞对照组#

"

!5$1$2)金欣口服液含药血清 aQ

病毒组#

"

!5$1$2)金欣口服液含药血清aQ空白血清组#

%

!5$1$2)

金欣口服液含药血清aQ利巴韦林含药血清组#` !0$1$2%

.!讨论

钙离子通道是一种极为常见的信号通路#钙离子的细胞

效应包括促进细胞粘合与胞间通讯$改变酶活性$调节细胞

膜的通透性$控制细胞分裂和影响细胞代谢等多方面#浓度

较高时可以激活钙离子G镁离子依赖的内源性核算内切酶#

导致细胞6,)断裂#进而细胞凋亡% 因此#钙离子和细胞凋

亡之间的关系是相互影响的#可能互为因果% 对于受刺激时

胞内游离钙水平的准确认知#将有助于确定钙离子细胞凋亡

的作用机制% 目前关于钙离子与细胞凋亡的研究倾向于钙

离子升高可能是细胞凋亡机制的最后共通道的一环&@'

% 以

往有许多的实验技术观察细胞内的钙离子水平#但由于受到

仪器$钙指示剂性质及限时分解等因素的限制#影响了测量

的精确性与敏感性% 共聚焦显微镜具有实时显示$空间分辨

率好的特点#使定量测定胞液中钙离子浓度#研究应激$生长

因子刺激后的细胞变化称为现实% C*W+V.G)H为一新型的

高度特异性钙离子荧光指示剂#它的亲和力更强#可避免细

胞自身的荧光干扰#可以灵敏地反映细胞内游离钙离子浓度

的变化#其荧光强度与游离钙离子浓度成正比#是第四代新

型长波荧光指示剂% 因此#C*W+V.G)H负载的成纤维细胞

*@2*

陈彩霞等(金欣口服液对呼吸道

合胞病毒感染人胚肺成纤维细胞胞内钙离子的影响
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苦参碱对人鼻咽癌 ;,B" 细胞增殖的抑制作用研究

#

!张力!李海英!吴式!吴建波!韩义香!!温州医学院附属第一医院!温州 @"2$$$"

摘要!目的!观察苦参碱对人鼻咽癌;,B" 细胞增殖的影响$ 方法!采用倒置显微镜观察苦参碱对鼻咽癌;,B" 细胞形态的影

响'采用;;=V3 法检测苦参碱对鼻咽癌;,B" 细胞生长的影响$ 结果!苦参碱处理后 ;,B" 细胞形态发生改变%细胞皱缩%变

小变圆%空泡明显$ 苦参碱能抑制鼻咽癌;,B" 细胞的增殖$ 在实验浓度范围内%随着剂量的增加%抑制作用更加明显'同一

剂量下%4" /内药物作用时间越长%抑制作用越明显$ 结论!苦参碱能够抑制鼻咽癌;,B" 细胞的增殖$

关键词!苦参碱'鼻咽癌细胞'增殖

中图分类号!&"3212!!文献标识码!)

!"#$%&'()&"*+,-*./0 12*3&4"3(5(*("6 #22&7*12)+*'("&1"8.)+""+91%3+'0"6&+,7+'7(:

"1)+ 7&,,9,("&;<#" ='1,(2&'+*(1"

>8!<?@(#@48+(:0("6#AB-3(:$(.#ABC(+":51#8!<D(:$(+"6

078)9:5;'<<9=9>;8? @A5B9;>=A<C86D7AE 38?9F>=2A==8G8#C86D7AE @"2$$$

!59*'+7*(+bcTSdOaT( Y>QdR[ed/TT\\TSd>\EKdUO?T>? /REK? ?KQ>L/KUe?:TKFSKUSO?>EKSTFF*O?T;,B" NU>FO\TUKdO>?1HTd/>[Q( H>UV

L/>F>:OSKFS/K?:TQ>\EKdUO?T>? ;,B" STFFQfTUT>bQTUaT[ beFO:/dEOSU>QS>LT1NU>FO\TUKdO>? >\EKdUO?T>? ;,B" STFFQfKQETKQRUT[ be

;;=V3 S>F>UOETdUOSKQQKeK\dTUdUTKdT[ beaKUO>RQS>?ST?dUKdO>?Q>\EKdUO?T1&TQRFdQ( H>UL/>F>:OSKFS/K?:TQ>\EKdUO?T>? ;,B" STFFQ(

STFFQ/UO?9K:T#STFFQOgTUT[RSdO>? K?[ dRU? U>R?[#Sed>LFKQEOSaKSR>FKUS/K?:TQ1HKdUO?TKdKS>?ST?dUKdO>? bTdfTT? $12 E:GEFK?[ "1

$ E:GEFO?/ObOdT[ d/TLU>FO\TUKdO>? >\;,B" STFFQO? [>QTV[TLT?[T?dEK??TU1CU>E$/ d>4" /#

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

EKdUO?TfOd/ QKETS>?ST?V

荧光图像较为清晰#强弱变化鲜明#能够较准确地反映细胞

内游离钙的变化过程&.'

%

&'(感染 ". /分别用空白血清或含利巴韦林血清或含

金欣口服液血清干预#病毒组和细胞组相比#金欣组和病毒

组$空白血清组或含利巴韦林血清组相比#胞内钙离子均无

显著性变化% &'(感染 .3$4" /后病毒组显著性增加#显示

胞内钙离子超载#可激活钙离子依赖性蛋白酶和蛋白激酶$

合成酶$核酸内切酶$自由基生成酶$磷脂酶)

"

等#这些方面

的协同作用促进了细胞凋亡&@'

)但此时金欣口服液和病毒

组$空白血清组相比#胞内钙离子减少#显示药物作用)和利

巴韦林组相比#.3 /胞内钙离子有所减少#4" /无明显变化#

提示金欣口服液对&'(攻击后 AB*C细胞的保护作用比利

巴韦林好#但不能说明体外抗 &'(的作用比利巴韦林好%

金欣口服液可能抑制成纤维细胞的钙离子内流#这也许是金

欣口服液抑制&'(感染细胞凋亡的一个因素#因此可以抑

制感染细胞增殖#同时提示金欣口服液可作为早期抗 &'(

感染治疗药物% 鉴于成纤维细胞表面有 *和 Y型钙通道

!主要是*型钙通道"

&2'

#推测金欣口服液含药血清中可能

有钙离子拮抗剂的成分#因此进一步研究金欣口服液含药血

清的抗&'(的物质基础很有必要#甚至可以从中发现或开

发抗&'(的中药有效成分%
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