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摘要# 目的!观察温通活血乳膏对脂多糖 "RNZ$ 诱导的 ILG#)(Q- 巨噬细胞 0JY+#& SR+)& JY+4.表达的影响’
方法!将ILG#)(Q-细胞随机分为正常对照组& RNZ组& 空白对照组& 温通活血乳膏浓缩液高& 中& 低剂量组 "#,&&
,&& "& "?A4R$’ 样品与细胞共同孵育 #( C后# 进行相关检测’ 结果!不同剂量温通活血乳膏对细胞生长均无抑制作
用# 细胞活力正常’ 与RNZ组比较# 温通活血乳膏组能显著抑制Ja& IaZ 产生及 0JY+#& SR+) 水平 "!P&Q&,# !P
&Q&"$# 并均呈量效关系% 也能显著抑制Rd[释放 "!P&Q&,$# 但量效关系不明显’ ILG#)(Q- 细胞经 RNZ 刺激后#
K),& K+K),& S//& K+S//细胞核区可见明显的绿色荧光表达# 与细胞核蓝色叠加# 其核内荧光强度显著高于正常对照
组 "!P&Q&"$% 经温通活血乳膏干预后# K), 蛋白荧光强度显著降低 "!P&Q&"$’ 结论!温通活血乳膏能有效抑制
RNZ诱导的ILG#)(Q-巨噬细胞释放炎症因子# 具有一定抗炎作用# 其机制可能与抑制 K), 蛋白核转位有关’
关键词! 温通活血乳膏% ILG#)(Q-巨噬细胞% RNZ% 0JY+#% SR+)% JY+4.
中图分类号! I#*,Q,!!!!!文献标志码! .!!!!!文章编号! "&&"+",#*"#&"*$&’+#&,*+&,
!"#!"&Q$’)’A>%6EE7%"&&"+",#*Q#&"*Q&’Q&$-

!!糖尿病周围神经病变是糖尿病最常见的慢性并发症之
一# 统计学分析表明# 初诊 # 型糖尿病患者中有糖尿病周
围神经病变的约占 $(Q)!(") # 其临床表现为对称性疼痛&

感觉异常& 间歇性或持续性发作# 是导致足部溃疡& 感染&

坏疽的主要危险因素’ 炎症学说认为# 糖尿病周围神经病

变是细胞因子介导的炎症反应# 炎症在其发展过程中起着

媒介作用’ 温通活血乳膏功效温经通络& 活血散瘀& 消肿

止痛# 主要用于治疗消渴病引发痹症 "即糖尿病周围神经

病变$# 具有较好的抗炎& 消肿& 镇痛& 改善微循环作
用(#) # 临床应用 "& 余年# 能明显缓解糖尿病周围神经病变

导致的痛觉过敏现象’ 为了探讨温通活血乳膏对炎症因子

的影响# 本实验观察了该方对 ILG#)(Q- 巨噬细胞的体外

抗炎作用’

JK材料
"Q"! 细 胞 系 ! 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞 白 血 病 细 胞
"ILG#)(Q-$# 购自美国模式培养物集存库’

"Q#!药物!温通活血乳膏浓缩液为自制# 每 " 4R相当于
" ?生药# 批号 #&"("&#)# 冷藏保存’

"Q$!试剂!细胞活力试剂盒 "M0Z$ "批号 &&&&"#,,$$$&

乳酸脱氢酶 "Rd[$ 试剂盒 "批号 &&&&"#’*&)$& XD61EE试

剂盒 "批号 &&&&"$"-#,$ "美国ND<41?5公司$% 双抗 "美

国[=;2<71公司# 批号 V"(&&#-$% 脂多糖 "RNZ$ "美国
.6<EC5DK公司# 批号R+#**&$% 小鼠肿瘤坏死因子+# "0JY+

#$ 3RSZL试剂盒 "批号 3&’(-’+")(-$& 小鼠白介素+)
"SR+)$ 3RSZL试剂盒 "批号 3&’$)#+"),,$ "美国 1.6<+

E;617;1公司$% [<1;CEF$$$(# "美国 Z6?45公司# 批号

*,&#
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.*&(&$% K+JY+4.K), "批号 &&"($& S4.激酶 "S//+52+
KC5$ "批号 &&&,$& K+S//+52KC5AH1F5"批号 &&")$ "美国
O122Z6?75267?01;C7<2<?=公司$% 荧光二抗 "美国 S7‘6FD<?17

公司# 批号 *#"(&*($’
"Q(!仪器!.NJ+O[型Oa# 培养箱 "上海一恒科学仪器有
限公司$% dZU#&&&W型倒置荧光显微镜 "重庆澳浦光电技
术有限公司$% 0d\,+GZ 型多管架自动平衡离心机 "上海
卢湘仪离心机仪器有限公司$% ZK1;FD5M5]M# 多功能酶标
仪 "美国美谷分子仪器有限公司$% 0OZ ZN* 型激光共聚焦
显微镜 "德国R16;5公司$’
LK方法
#Q"!细胞处理!ILG#)(Q- 细胞于 $- g& ,! Oa#& 饱和
湿度环境下培养于含 "&!胎牛血清的 " )(& 培养基中# 取
对数生长期细胞悬液接种于 ’) 孔培养板内# 孵育 "* e#( C
后进行实验’
#Q#!细胞分组及加药!将ILG#)(Q-细胞随机分为正常对
照组 (以含 "&!胎牛血清的 ")(& 培养基继续培养# 终体
积补充至 #&& "R"补充液与样品溶液相同$)& RNZ组 (加
"& "RRNZ# 终体积补充至 #&& "R"补充液与样品溶液相
同$)& 空白对照组 "加无细胞的培养基 #&& "R$& 温通活血
乳膏组 "每孔加入药物浓缩液& RNZ各 "& "R# 终体积补充
至 #&& "R# 浓缩液质量浓度分别为 #,&& ,&& "& "?A4R$#

样品与细胞共同孵育 #( C后进行相关检测’
#Q$!细胞活性检测!孵育 #( C 后# 每孔加入 "& "RM0Z
混合液# 继续培养 ( C后显色# 于 (’& 74波长处检测吸光
度 "/$# 计算细胞存活率# 公式为存活率 q ( "/样品 i
/空白$ A"/对照 i/空白$) h"&&!’
#Q(!一氧化氮 "Ja# 测定!取对数生长期的 ILG#)(Q-

细胞# 调节细胞密度为 ) h"&, A4R# 以每孔 "&& "R接种于
’) 孔平底细胞培养板中培养 #( C# 待其贴壁后弃去上清
液# 按 *#Q#+ 项下方法处理# 孵育 #( C# 于 ,(& 74波长
处检测吸光度# XD61EE试剂盒测定Ja含有量’
#Q,!Rd[测定!以每孔 " h"&(个细胞接种于 ’) 孔板中#

按 *#Q#+ 项下方法处理# 培养 #( C’ 取细胞培养液
"#& "R# 加入 )& "RRd[检测液# 室温下避光孵育 $& 467#
于 ,)& 74波长处检测所生成甲瓒的吸光度% 在相同条件下#

检测Rd[对照品 && "&& #,& (&& "&&& #&&& (&& "?AR偶联
催化底物所生成甲瓒的吸光度# 标准曲线法计算 Rd[含
有量’
#Q)!0JY+#测定!取对数生长期的ILG#)(Q- 细胞# 调节
细胞密度为 ) h"&, A4R# 以每孔 "&& "R接种于 ’) 孔平底
细胞培养板中培养 #( C# 待其贴壁后弃去上清液# 按
*#Q#+ 项下方法处理# 孵育 #( C 后# 于 (,& 74波长处检
测吸光度# 3RSZL试剂盒测定0JY+#含有量’
#Q-!SR+) 测定!按 *#Q#+ 项下方法处理# 孵育 #( C 后#

于 (,& 74波长处检测吸光度’
#Q*!IaZ测定!孵育 #( C后# 加入dOY[+dL试剂 "终浓
度 "& "4<2AR$# $- g下避光负载 (& 467# 于 (** 74激发

波长& ,#, 74发射波长处检测各孔OdY荧光强度’
#Q’!荧光强度测定!ILG#)(Q- 细胞于 $- g& ,! Oa#&
饱和湿度环境下培养于含 "&!胎牛血清的 ")(& 培养基中#
取对数生长期的细胞悬液# 接种于激光共聚焦培养皿中#
孵育 "* e#( C后进行实验’ 将ILG#)(Q- 细胞随机为正常
对照组 (以含 "&!胎牛血清的 ")(& 培养基继续培养# 终
体积补充至 # 4R"补充液与样品溶液相同$)& RNZ组 (加
"&& "RRNZ# 终体积补充至 # 4R"补充液与样品溶液相
同$)& 空白对照组 "加无细胞的培养基 # 4R$& 温通活血
乳膏组 "每孔加入浓缩液 "&&& RNZ 各 "&& "R# 终体积补
充至 # 4R# 浓缩液质量浓度分别为 #,&& ,&& "& "?A4R$#
样品与细胞共同孵育 ( C后加一抗# ( g下孵育过夜# 再加
入荧光二抗# [<1;CEF$$$(# 进行免疫荧光检测# S45?1ND<
N29E软件分析图片# 计算平均荧光强度’
#Q"&!统计学分析!所有数据均通过 ZNZZ ##Q& 软件进行
处理# 计量资料以 "Ff)$ 表示# 组间比较采用 ,检验%
多组比较采用方差分析# 组间比较采用 检̂验% 非正态计
量资料采用非参数检验 "检验水准#q&Q&,$’
MK结果
$Q"!对细胞活力的影响!不同剂量温通活血乳膏对细胞生
长均无抑制作用# 细胞活力均正常# 存活率趋近于 "&&!’
见表 "’

表 JK对细胞活力$ FB产生的影响 %!T"&

组别
剂量A

""?04Ri"$
细胞存活率A

!
JaA

""4<20Ri"$
正常对照组 . "&&Q& f&Q& #Q$* f&Q$,
RNZ组 . "&&Q& f’Q$ -Q," f&Q)"!!

温通活血乳膏组 #,& "&&Q& f"Q" #Q*) f&Q#"$$

温通活血乳膏组 ,& "&&Q& f#Q& (Q#* f&Q&,$$

温通活血乳膏组 "& "&&Q& f$Q- )Q&- f&Q#)$

!!注!与正常对照组比较#!!!P&Q&"%与 RNZ 组比较#$ !P
&Q&,#$$!P&Q&"

$Q#!对Ja产生的影响!与RNZ组比较# 温通活血乳膏组
能显著抑制 Ja产生 "!P&Q&,# !P&Q&"$# 并呈量效关
系’ 见表 "’
$Q$!对0JY+#! SR+)! Rd[! IaZ的影响!与RNZ组比较#
温通活血乳膏组能显著抑制 0JY+#& SR+) 水平和 IaZ 产生
"!P&Q&,# !P&Q&"$# 并呈量效关系% 也能显著抑制Rd[
释放 "!P&Q&,$# 但量效关系不明显’ 见表 #’
$Q(!对蛋白荧光表达的影响!ILG#)(Q- 细胞经 RNZ 刺激
后# K),& K+K),& S//& K+S//细胞核区可见明显的绿色荧
光表达# 与细胞核蓝色叠加# 其核内荧光强度显著高于正
常对照组 "!P&Q&"$% 与 RNZ 组比较# K), 蛋白荧光强度
显著降低 "!P&Q&"$’ 见表 $& 图 " e(’
RK讨论与结论

炎症反应是一种重要的机体防御过程# 涉及机体活动
的多个环节# 其中免疫细胞激活是炎症反应的启动环节’
巨噬细胞是炎症反应的重要效应细胞# ILG#)(Q- 细胞为
其中一种# 在RNZ等外界因素刺激后能产生炎症介质# 被
广泛应用于相关研究中($) ’ RNZ 作为炎症强激活剂# 可激
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!!! 表 LK对;FN’$$ >E’b$ ECA$ <B:的影响 %!T"&

组别 剂量A""?04Ri"$ 0JY+#A"7?04Ri"$ SR+)A"K?04Ri"$ Rd[ IaZ
正常对照组 . ""#Q-* f"-Q-( #"Q-, f$Q"- $ ,-(Q$( f,)(Q*’ ,,Q** f&Q-(
RNZ组 . " ’&&Q#- f$(Q-&!! -(Q)& f"Q)-!! ( &’)Q&( f"$&Q$* "-’Q#( f(Q*"!!

温通活血乳膏组 #,& *$$Q’- f),Q""$$ $*Q)- f#Q-’$$ $ -$-Q*& f""&Q)#$ "#’Q"* f-Q&#$

温通活血乳膏组 ,& " (#)Q#& f*,Q-*$ ,"Q#, f*Q)’$ $ *$(Q"* f’"Q#*$ "$-Q$* f*Q(#$

温通活血乳膏组 "& " -#,Q,( f-)Q)* ))Q$’ f(Q$" $ -((Q’$ f"#$Q*,$ ",-Q-) f#&Q#*

!!注!与正常对照组比较#!!!P&Q&"%与RNZ组比较#$!P&Q&,#$$ !P&Q&"

表 MK对蛋白荧光表达的影响 %!T"&

组别 剂量A""?04Ri"$ K), K+K), S// K+S//
正常对照组 . ,"Q)), f)Q"#( ,&Q(#" f’Q"&) (#Q#-- f-Q*"( ,$Q")’ f,Q)*,
RNZ组 . -,Q--* f,Q"$)!! )*Q&"$ f,Q$*(!! )-Q)*, f-Q)$)!! )(Q(’, f$Q#)*!!

温通活血乳膏组 #,& (#Q&") f)Q-*$$$ )’Q(,) f)Q#&) )#Q’## f)Q",- ,’Q#," f$Q)’*
温通活血乳膏组 ,& ("Q,"# f#Q,(*$$ ),Q&"’ f$Q,-, -#Q*#" f,Q,’) )(Q,&- f-Q,)-
温通活血乳膏组 "& (’Q&,, f$Q($-$$ )*Q,(" f(Q*)’ ),Q*$( f’Q)#) )&Q’)- f,Q&’)

!!注!与正常对照组比较#!!!P&Q&"%与RNZ组比较#$$!P&Q&"

图 JKFN’%,bV 蛋白荧光表达

图 LKFN’%,’,bV 蛋白荧光表达
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图 MK>GG蛋白荧光表达

图 RK,’>GG蛋白荧光表达

活巨噬细胞产生大量炎症细胞因子 "如 Ja& 0JY+#等$#

从而导致炎症反应发生((+,) % Ja是具有生物活性的气体分
子# 其大量生成与炎症密切相关# 在急性炎症部位会通过
细胞毒性效应引起细胞损伤# 进而引起炎症相关疾病的发
生和发展% 0JY+#是一种由多种免疫或非免疫细胞产生的
细胞因子# 具有很强的炎症损伤作用# 在机体内是最强炎
症介质之一()+-) % 与 0JY+#相似# SR+) 也是重要的促炎症
介质# 为反映机体炎症程度的重要指标’

细胞膜通透性变化是细胞损伤的共同特点# Rd[作为
标记酶# 是反映细胞死亡的常用生化指标# 膜外Rd[水平
上升# 则细胞膜受损程度高(*) ’ 活性氧 IaZ 属于活性较高
的自由基# 是生物体内产生的超氧阴离子& 过氧化氢& 羟
自由基等活性含氧化合物的总称# 可激活单核细胞& 巨噬
细胞等多种免疫细胞释放大量炎性因子# 引起全身炎症反
应(’+"&) ’ 本实验发现# ILG#)(Q- 细胞在RNZ诱导下# Ja&

0JY+#& SR+)& IaZ明显增加# 而温通活血乳膏能有效地抑
制上述炎症因子的释放和含有量# 具有明显抗炎作用# 同
时还可抑制Rd[释放及细胞膜通透性增加# 改善细胞膜受
损程度’

持续性的高血糖将导致核转录因子 JY+4.介导作
用("") # 它是调控基因转录的重要因子# 在机体免疫应答及
炎症反应中具有十分重要的地位# 其信号转导途径参与了
炎症& 细胞凋亡& 免疫反应& 肿瘤等病理过程("#+"$) ’ 在静
息状态下# JY+4.与 S4.结合# 以无活性的复合物形式存
在于胞质中% 在RNZ等多种因素的刺激下# 可引起 S4.磷
酸化降解# 使 JY+4.与其解离后由细胞浆转位至细胞核#

激活靶基因的转录# 导致多种细胞因子及趋化因子的表
达("() ’ 本实验发现# ILG#)(Q- 细胞经 RNZ 刺激后# K),&
K+K),& S//& K+S//细胞核区可见明显的绿色荧光# 处于
激活状态% 温通活血乳膏干预后# K), 细胞核内平均荧光
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强度减弱# 表明其表达减弱# 核转位被抑制’
综上所述# 温通活血乳膏可有效抑制 RNZ 诱导的

ILG#)(Q-细胞释放炎症因子# 具有抗炎作用# 其机制可
能与抑制 K), 蛋白核转位有关’
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M 种姜汁炮制后厚朴对大鼠胃黏膜损伤的抑制作用
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摘要# 目的!比较 $ 种姜汁炮制后厚朴对大鼠胃黏膜损伤的抑制作用’ 方法!将 $) 只大鼠随机分为空白组& 模型组&
生品组& 生姜榨汁组& 干姜煮汁组& 生姜煮汁组# 每组 ) 只’ 然后# 进行胃组织切片# 测定胃黏膜损伤指数及血浆
SR+*& 0JY+#& )+B1F<+NXY"#含有量’ 结果!与模型组比较# 生品组& 姜汁炮制组胃黏膜损伤均有所减轻# 指数均显
著降低 "!P&Q&,$# 炮制品抑制作用均强于生品# 以生姜榨汁组最明显’ 姜汁炮制组 0JY+#& SR+* 含有量均有所降
低# 其中除生姜煮汁组外# 其他 # 组 )+B1F<+NXY"#含有量均有所升高’ 结论!姜汁制厚朴可抑制大鼠胃黏膜损伤# 以
生姜榨汁效果最理想# 故炮制厚朴时可考虑以其为辅料’
关键词! 厚朴% 姜汁炮制% 胃黏膜损伤
中图分类号! I#*,Q,!!!!!文献标志码! .!!!!!文章编号! "&&"+",#*"#&"*$&’+#&)#+&(
!"#!"&Q$’)’A>%6EE7%"&&"+",#*Q#&"*Q&’Q&$*

!!厚朴是木兰科植物厚朴 ;-53(.+- (00+<+3-.+)I1C@%1F
G62E%或凹叶厚朴;-53(.+- (00+<+3-.+)I1C@%1FG62E%‘5D%V+A
.(V- I1C@%1FG62E%的干燥干皮& 根皮及枝皮(") # 味苦&

辛# 性微温# 归脾& 胃& 肺& 大肠经# 能行气燥湿& 降逆
平喘# 对湿滞伤中& 脘痞吐泻& 食积气滞& 痰饮喘咳有很

好的疗效(#) ’ 但未炮制过的厚朴辛味峻烈# 服用时会刺激
咽喉# 而经姜汁炮制后能达到不刺激咽喉的效果# 并能使
其宽中和胃作用得到增强($) ’

厚朴主要化学成分厚朴酚& 和厚朴酚具有明显的抗炎&

抗菌& 抗溃疡& 抗氧化& 抗肿瘤& 激素调节等药理作用(() #
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