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摘 要 目的 研究山药提取物
、

银杏叶提取物 对氧化低密度脂蛋白 诱导单核 巨噬细胞 细胞炎性因

子 白细胞介素 一 爪 一 归
、

肿瘤坏死因子 一 。 一 。 释放的抑制作用 方法 以
· ’的

碑

刺激 细胞
,

通过

酶联免疫吸附法 测定各时间点 一 俘
、 一 。释放量

,

绘制释放曲线
,

并考察
、

对其释放的影响
。

结果

刺激 细胞释放 一 俘
、 一 。 在 时

, 一 俘与 一 。释放量均极显著性增加 尸
, 、

均

在
、 · 一 ’浓度下时 一

有显著性抑制作用 在
、 · 一 ’

浓度和 在
· 一 ,

浓度

下均对 一 。 释放有显著性抑制作用
。

结论
· ‘

在体外可显著诱导 细胞释放炎性因子 一 月
、

。 ,

粥
、

对炎性因子释放有抑制作用
,

且在
· 一 ‘
浓度下 的体外抗炎作用更为显著
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,

调节有关炎症细胞水平
,

对实验性大鼠肠粘连有一定防治

作用
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炎症的发生在动脉粥样硬化 病因中具有重要的地

位
,

其中氧化低密度脂蛋白 。 发挥了关键性作用
。

诱导单核细胞向巨噬细胞转化并将其吞噬
,

沉积于血

管内皮
,

并通过释放炎性因子触发级联的炎性与机体免疫反

应
,

构成重要的病理基础
, ,

其中炎性因子白细胞介素 一

一 和肿瘤坏死因子 发挥了重要的作用
“

,

“ ’。 银杏

叶提取物 具有多种心脑血管活性
,

其对 的作用已得

到初步认可和重视
。

胡椒属植物山药是目前中药海风藤的主要

来源
,

具有祛风湿
、

通经络的功能
,

过去主要用于治疗风湿性疾

病
。

近年来
,

药理研究表明
,

山药具有改善血流动力学
,

以及显

著的抗炎作用等药理活性
·

。

在动物实验中
,

山药提取物

也显示出了对 良好的防治作用
。

和 在

对 的防治机制研究中
,

其抗炎机制的研究较为缺乏
,

本实

验通过 诱导 细胞建立炎性细胞模型
,

考察

和 的体外作用
,

通过抗炎途径初步阐述其抑制 病理

进程的机制
。

材料

仪器

型倒置相差显微镜 德国 公司

酶标仪 奥地利 公司 型

孵箱 德国 公司 一 一 型超净工作台

苏州净化设备有限公司
。

试药

低密度脂蛋白
,

美国 公司
,

批号
一 归

、 一 。 酶联免疫吸附法 检测试剂盒
,

包括
一 日

、 一 。标准品 武汉博士德公司 山药
,

产自福建
,

购于福州中药材公司
,

由四川省中药研究所生药实验室鉴定为

真品 由第二军医大学药学院提供 培养基

美国 公司
,

批号 其余试剂均为分析纯
二

细胞株及培养

人类单核细胞系
,

由第二军医大学药学院提供
,

倍增

时间 一
,

在含 胎牛血清的 培养基中悬

浮生长
,

置于 ℃
、

培养箱中培养
,

每隔 天换液

次
,

至细胞密度为
,

个
· 一 ’

左右用于实验
。

方法

药物工作溶液的制备

山药切碎
,

以 乙醇浸渍 后回流提取 次
,

每次
,

减压干燥得
,

提取物相当于原药材
。

精密称取

提取物
,

加人二甲亚飒
,

振摇溶解
,

加人

不含血清的培养基
,

使其浓度为
· 一 ‘ , 拜 微

孔滤膜过滤
,

℃冰箱保存
,

备用 以同法配制成
·

一 ’

的工作溶液
。

·

的制备 ” ’

将 置于含 拜
· ’ 、

的磷酸盐缓冲液

中
,

℃透析
,

在含 乙二胺四乙酸

的 中透析
,

用 拌 的微孔滤膜过滤除菌
,

备用
。

用硫代巴比妥酸的含量测定 ‘“ ’。 氧化后每 胆固醇

中丙二醛的含量为
· ‘。

一 、 一 标准曲线的绘制

分别按 说明书方法
,

以 个浓度梯度 一 俘与
一 。 标准品

,

按每孔 加入预先用抗人 比 一 俘
、

一 抗体包被的酶标板作 检测
,

检测结果以吸光

度值 为横坐标
,

检测浓度 为纵坐标绘制标准曲线
,

并

得出回归方程
。

诱导 细胞释放 一 及 一 的释放

曲线绘制

细胞培养至密度为
”
个

· 一‘
左右

。

将 细胞分为

对照
、 、 、 、 、

组
。

对照组只加不含血清的培养

基
,

各时间组加 至终浓度为
· 一 ‘。

在相应时间

点
,

将细胞于
· 一 ’

离心 。 , 后吸取培养上清液
,

置于一 ℃冰箱保存
,

样品收集齐后进行 检测
,

分别测

定 一 月
、 一 。 分泌量

。

· 、

对 诱导 细胞释放 一 及
一 的影响

细胞培养至密度为 个
· 一 ‘

左右
。

将 细胞分为

对照
、

诱导组和药物组
。

药物组分
、

组
,

分别包括
、

、 · 一 ’
个 度梯度

。

对照组只加不含血清的培养

基 诱导组加 至终浓度为
· 一 ’,

培养
。

药物

组在不含血清的培养基处理 后加人不同浓度的药物预孵

育
,

再加入 。 至终浓度为
· 一‘ ,

培养
。

将

细胞于
· 一 ‘

离心 后吸取培养上清
,

分别用

检测 一 俘
、 一 。分泌量

。

统计学方法

用 软件进行分析
,

多组间计量值比较采用

方法分析
,

组间两两比较采用方差分析
。

结果

细胞毒性试验

在
、 、 · 一‘浓度的

、

溶液以及
· 一‘
浓度的 溶液下

,

细胞状态无显著变化
,

表现为细

胞结构完整
,

形态饱满
,

折光度强 而在
· 一 ‘

浓度的

溶液中
,

细胞开始出现边缘模糊
,

变形
,

出现破裂
,

培养液

中细胞碎片明显增多
,

显示出了一定的细胞毒性
。

一 、 一 标准曲线的绘制
一 俘

、 一 。 的回归方程分别为 一 一

、

二 一 二 。

诱导 细胞释放 一 ‘ 一 的释放曲线

将检测结果代人回归方程
,

得到 。 诱导后不同时间

点 细胞培养上清液中 一 俘
、 一 。 的浓度

,

并绘制

释放曲线
。

诱导 细胞释放 一 俘
、 。 的释放

曲线见图
。

一声 一 日对照

一 日
〔 诱导

产 」
一

。 对照

一 诱导
自

比之习

细胞毒性实验 图

分别用
、 、 、 · 一

‘

浓度的
、

溶液

与 细胞于不含血清的培养基中孵育
,

置于显微镜下

观察细胞形态
。

诱导

艺

细胞释放 一 、 ·

的释放曲

线
一 一
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由图 可知
, 。

· 一‘

可诱导 细胞释放

炎性因子 一 尽和 一 。 ,

并随时间推移
,

其培养上清液中

的 一 俘
、 一 。 浓度与对照组比较显著增加 尸

,

其中
、 、

时间点的浓度均极显著性增加 尸
、

对 诱导 细胞释放 一 及
一 的影响

将检测结果代人回归方程
,

得到 。 诱导后不同时间

点 细胞培养上清液中 一 俘
、 一 。 的浓度

,

并绘制

释放曲线
。 、

对 诱导 细胞释放 一 俘

的影响见图
、

对 。 诱导 细胞释放
一 的影响见图

。

诱导组 对照组

叫 、

一
·

以乏奋

图
、

对 诱导 细胞释放 一 的

影响
一

一 ’ 一

池之︺

诱导组 对照组

图
、

对 诱导 细胞释放 一 的

影响
一

’
『

一

经统计学处理
,

与对照组比较
, 。 诱导 后诱导组

的 一 俘
、 一 。 释放有极显著性提高 尸 与诱导

组比较
, · 一 ‘

的 和
、 · ‘

的 溶液

对 一 俘释放具有显著的抑制作用
, · 一 ‘

的 溶液有极显著性抑制作用 尸
、 ·

一 ’

的 和
·

‘的 溶液对 一 。 释放有

显著性差异 尸
。

讨论

经过氧化修饰成为 。 后被清道夫受体 识

别
,

即可促进血液中单核细胞勃附于血管壁并分化为巨噬细胞
,

巨噬细胞通过膜上的 大量摄取 。 形成泡沫细胞
,

因

而泡沫细胞模型是研究 的常用手段
,

目前建立模型的细胞

有腹腔巨噬细胞
、

平滑肌细胞
、

细胞
、 一 细胞等

,

其

中 细胞与
· 一‘

的 。 孵育 可成功复制

出泡沫细胞
,

故实验中选择了
·

‘
的 。 浓度作

为诱导浓度
。

结果表明
,

可显著诱导炎性因子 一 俘

和 一 的释放
一 与 通常出现在 局部炎症早期并参与介导

机体免疫反应
,

促进病理改变的发生 ’
‘ , 。 一 主要参与局部

炎症和细胞内事件的调节
,

是前炎症免疫反应的主要诱导剂
,

导致单核细胞和 淋巴细胞的募集和浸润 图
。

可影响内

皮功能和血管重建
,

诱导自身及 一 、 一 的表达

比 一
、

与 的发生
、

发展密切相关
,

二者通过引发级联

的炎性进展
,

启动和参与了 形成的过程
。

虽然有多个复杂的环节参与
,

炎症的发生和机体的局部免

疫反应却贯穿 形成的病理过程中
,

它与血流动力学改变等

因素一起共同构成 的病因 本实验结果显示
,

和

对 。 介导的单核巨噬细胞炎性因子释放具有显著的抑制

作用
,

二者作用强度相当且 稍好
,

提示二者可能通过抗炎

药理活性抑制 的病理进程
。

而以银杏
、

山药为代表的多种

中药
,

可能通过改善血流动力学 比
, 、

抑制炎性因子释放
、

调节机

体免疫反应等多方面的作用发挥 的防治作用
,

它们是潜在

的具有 防治作用新药的宝库
。
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