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种黄酮化合物对小鼠腹腔 巨噬细胞纤维化 因子产生及作用的影响
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摘要 目的 研究黄颜木素
、

料皮素
、

芹菜素和根皮素对小 鼠腹腔 巨噬细胞纤维化 因子的产生及作用的影响
。

方法 小 鼠腹腔 巨噬细胞先后用卡西霉素和脂 多糖刺激培养 诱导纤维化 因子
。

巨噬细胞上清促肝星状

细胞增殖和胶原合成分别采用结晶紫染 色法和 , 一 脯氨酸掺入法测定
。

转化生长 因子 活性采用雕肺上

皮 一 一 细胞测定
。

结果 黄颜木素
、

料皮素
、

芹莱素和根皮素 一 林 以 浓度依赖方式抑制

巨噬细胞产生胶原刺激活性和转化生长因子
,

但对 巨噬细胞产生促细胞增殖作用 无影响
。

结论 黄颜木

素
、

概皮素
、

芹菜素和根皮素具有减 少促纤维化 因子产生的作用
。

关键词 黄酮 星状细胞 巨噬细胞 转化生长因子
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肝纤维化的主要特征表现为肝星状细胞
。 , 。 ,

的大量增殖和细胞外基质特

别是胶原的过度合成
。

在肝纤维化形成过程中
,

单

核 巨噬细胞发挥着重要作用
,

它们在肝脏受到病

毒
、

寄生虫或化学物质损伤后
,

激活并释放多种促纤

维化细胞因子
,

如血小板源生长 因子
一

脚
, 、

转化生长因子 ,

, ,

等
,

促进肝星状细胞

激活
、

增殖和合成细胞外基质
,

导致肝脏细胞外基质

过度沉积而形成肝纤维化〔’,
。

因此
,

抑制促纤维

基金项目 国家自然科学基金资助项 目

通讯作者 张俊平
一 ,

男
,

副教授
一

即

化因子的产生或作用
,

对肝纤维化的形成无疑具有

重要的意义
。

前期我们报道了黄颜木素
、

懈皮素
、

芹菜素和根

皮素等黄酮类化合物抑制 细胞增殖和胶原合

成的作用 〔’ ,

还发现黄颜木素和懈皮素能抑制转化

生长因子 ,

刺激细胞胶原合成 ’, , 〕。

本课题研究

它们对巨噬细胞产生纤维化因子的影响
,

以及对巨

噬细胞纤维化因子诱导肝星状细胞增殖和胶原合成

的作用
。

材料和方法

药品和试剂 黄颜木素
、

懈皮素
、

芹菜素和根

皮 素 公 司 产 品 用 二 甲 亚 矾 配 制 成
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,

实验时用 培养液稀释至所需浓

度
。

卡 西 霉 素
、

脂 多 糖 和 ,
购 于 公

司
, ’ 一 脯氨酸和 , 一

胸腺嚓咤核昔酸 为中科

院北京原子能研究所产品
,

结晶紫及其它化学试剂

均为分析纯国产试剂
。

动物和细胞培养 小 鼠
, ,

体重 士

,

购于第二军医大学实验动物中心 清洁级
,

证

书号 一 。

大鼠肝星状细胞 一 细胞 〔“ 〕由

博士 叮
,

提

供
。

细胞用含有 新生 牛血清
,

杭州 四季

青生物工程材料研究所 的 培养液 产

品 传代培养
。

巨噬细胞纤维化 因子 的诱 生 参照文献
,

小 鼠腹 腔 巨 噬 细 胞 护 先 用 卡 西 霉 素
卜 刺激

,

用 洗涤 次后
,

再用脂多糖
林岁 孵育 诱生纤维化因子

,

实验设药物处理

组和药物溶剂对照组
。

收集细胞上清 一 ℃贮存

备用
。

纤维化因子活性用
一

细胞测定细胞增

殖和胶原合成能力
。

巨噬细胞条件培养液
,

参照文献 〕制备
,

小 鼠腹腔巨噬

细胞先后用卡西霉素 协 和脂多糖 林酬

刺激培养
,

然后用 洗涤 次
,

再用 培养

液孵育
,

收集细胞上清 一 ℃贮存备用
。

一

细胞增殖试验 巨噬细胞培养上清液

中纤维化因子促增殖活性采用结晶紫染色法 」测

定
。

孔细胞培养板每孔加人 个
一

细胞
,

在 ℃ 孵箱中孵育
。

然后加人系列

稀释的巨噬细胞培养上清液
,

再孵育
,

最后用结

晶紫染色法测定 处吸收度 值
,

以稀释

比 时 表示促增殖能力
。

试验黄酮类化合物对 巨 噬 细 胞条件培 养液

促细胞增殖的影响
,

则 个
一

细

胞培养过夜后
,

将细胞培养上 清液弃去
,

加人 含

的培养液再孵育
,

然后加入药物 与
,

八 孵育
,

最后测定
。

一

胶原合成的测定 巨噬细胞培养上清

液中纤维化因子胶原合成刺激活性采用 ’ 一 脯氨

酸同位素法 测定
。

将细胞浓度调整为 ,

个
,

在 孔板上每孔加 林
,

培养 使之

形成单层
,

以消除细胞生长对胶原合成的影响
。

然

后加人含 林岁 的维生素 的药物与系列稀释

的巨噬细胞培养上清液
,

同时加人每孔
, 一

脯氨酸
。

细胞孵育 后用胰酶消化
,

收集于玻

璃纤维滤纸上
,

用液闪仪测定细胞
, 一

脯氨酸掺人值

,

以稀释比 时的 值表示
。

试验 黄酮 类 化合物对 巨 噬 细胞条件 培养液

促细胞胶原合成的影响
,

则
一

巧 细胞培养

过夜后
,

细胞培养液以
, , ,

林 的维生素 以及药物或药物溶剂替换
。

转化生长因子 活性的测定 采用雕肺上皮
一

细胞 , 一 同位素法 测定
。

孔细胞培养

板每孔加人 个 呱
一 一

玩 细胞
,

在 ℃

孵箱中孵育
。

然后加人系列稀释的巨噬细胞培养

上清液
,

孵育 后
,

每孔加人 , 一

刊 再培养
。

细胞用胰酶消化
,

收集于玻璃纤维滤纸上
,

用液

闪仪测定细膨
一

掺人值 叩
,

以稀释比

时的 值表示 活性
。

统计学处理 采用 和 检验判断差异

的显著性
。

结果

黄酮化合物对 巨噬细胞产生促增殖因子的影响

小鼠巨噬细胞经卡西霉素启动后
,

脂多糖诱导的细

胞培 养上 清液 可 促 进 细 胞增殖
,

增 殖 率 为

尸 。

研究 种黄酮化合物对脂多糖

诱导巨噬细胞产生促增殖因子产生的影响
,

则将化合

物与脂多糖同时加人巨噬细胞
,

收集细胞培养上清

液
,

测定细胞培养上清液促
一

细胞的增殖作

用
。

为消除化合物对
一

细胞的直接作用
,

我们

采用 稀释的巨噬细胞条件培养基来测定
。

结果

表明
,

药物预孵育处理后
,

巨噬细胞条件培养基的促

增殖作用与对照相比
,

作用无显著性差异 见表
。

表 黄酮化合物对脂多糖诱生的巨噬

细胞促 一 细胞增殖因子的影响

药物处理 协 细胞增殖活性 扔

对照组
巨噬细胞条件培养基

黄颜木素

士

土

,

土

士

土

撇皮素
士

土

芹菜素
士

士

、

土

根皮素
士

土

士
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黄酮化合物对 巨噬 细胞产 生促胶原合成 因子

的影响 脂 多糖诱导 的细胞培养上清液能促进
一

细胞胶原合成
,

稀释比为 时增加百分

率为
。

种黄酮化合物剂量依赖

地抑制脂多糖诱导巨噬细胞促胶原合成因子的产生

见表
。

, ,

等 和抗肝纤维化因子 如 白细胞介素
一 ,

干

扰素
一

,
, 。 ,

等
。

这些细胞因子不仅参与肝星状

细胞激活
、

增殖和胶原合成
,

还能调节细胞外基质的

降解 ‘ 。

本文着重研究 个黄酮类化合物对巨噬细

胞释放的肝纤维化细胞因子的作用
。

表 黄酮化合物对脂多糖诱导巨噬细胞产生 的影响

表 黄酮化合物对脂多糖诱生的巨噬

细胞促胶原合成因子的影响

活性
士

士

药物处理 林侧 促胶原合成活性 叩 抑制率

对照组

巨噬细胞条件培养基

黄颜木素

棚皮素

土

土

士

士

士

士

土

士

芹菜素

根皮素

土 〕

士

士

士

土

士

、

士

巧 土

土 《

士

士

士

土

士

土

药物处理

对照组

巨噬细胞条件培养基

黄颜木素

懈皮素

芹菜素

根皮素

、

士

士

士

二 , 无 士 ,

尸
,

尸 仍 , 尸 仍

二 , 无士 ,

尸
,

尸 叱
,

尸 璐

黄酮化合物对 巨噬 细胞产生 的影响

是已知的最重要的促肝纤维化介质之一
,

可促

进 细胞过度合成胶原等 成分
。

在肝纤维

化过程中
,

巨噬细胞是 的一个重要来源
。

因

此
,

我们研究 种黄酮化合物对巨噬细胞产生

的影响
。

黄酮化合物与脂多糖同时加人巨噬细胞孵

育
,

收集细胞培养上清液
,

用 细胞测定上

清液中 活性
。

结果显示
,

脂多糖诱导的巨噬

细胞 培 养 上 清 液 能显 著 促 进 释 放 尸

。

种黄酮化合物剂量依赖地抑制脂多糖诱

导巨噬细胞 的产生 见表
。

讨论

巨噬细胞合成和释放的细胞因子对肝脏的作用

表现为加强肝细胞间通讯
,

参与细胞生长
、

分化
、

受

体表达
,

调节细胞的活化过程
,

参与炎症反应和组织

修复等
。

现已证明
,

多种细胞因子与肝纤维化的形

成关系密切
。

根据它们在肝纤维化过程 中的作用
,

可将其分为促肝纤维化细胞因子 如转化生长因子
卫 、

血小板源生长因子
、

肿瘤坏死因子
、

白细胞介素

血小板源生长因子是一种强效的肝星状细胞促

有丝分裂剂
,

主要由巨噬细胞合成
,

约 占巨噬细胞产

生的总的促增殖活性的 一 图
。

本实验结

果显示
,

个黄酮类化合物对巨噬细胞释放促肝星

状细胞增殖因子无影响
,

表明它们不能抑制巨噬细

胞产生血小板源生长因子
。

但是
,

我们发现 种黄

酮化合物对巨噬细胞产生促胶原合成因子具有显著

的抑制作用
。

由于 例 主要是
卫

是迄今为

止被认为最强的促肝纤维化因子
。

在四氯化碳
、

酒

精等诱导的实验性肝纤维化模型 中
,

均显著增加

表达
,

肝纤维化患者体内也含有高水

平的
。

此外
, ,

在纤维化的起始和持续

发展中起关键作用
,

表现在 ①刺激 转化为肌

成纤维样细胞
,

后者产生细胞外基质 ② 诱导细胞

外基质基因的表达
,

包括胶原
、

蛋白多糖和结构性糖

蛋白 ③通过抑制基质胶原酶的产生并提高基质金

属蛋白酶抑制 因子 的产生来抑制细胞外基质降
解【‘ 。

为此
,

我们进一步研究 种黄酮化合物对巨

噬细胞产生 的影响
。

结果表明
,

种黄酮化

合物显著抑制巨噬细胞产生
,

这个结果与它

们抑制巨噬细胞产生促纤维化因子的结果相一致
,

说明这些化合物主要是通过抑制 起作用
。

鉴
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于 在肝纤维化发生发展中的重要作用
,

结果 沛 〕

提示这些黄酮化合物可能通过抑制 日达到防治

肝纤维化的 目的
。
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不 同产地穿山龙薯菠皂普元含量的比较研究

李宝德‘ ,

高晓旭 , 舒兰合成药业有限公司
,

吉林 舒兰 北华大学林学院食品科学系
,

吉林 吉林

摘要 目的 考察不 同产地 穿山 龙薯领皂普元含量
,

确 定 穿山 龙薯领皂普元 的 最佳产地
。

方法 用

测定穿山龙薯领皂普元的含量
。

结果 不 同产地的 穿山龙薯预皂普元含量差异很大
,

以 黑龙江
、

内蒙
、

辽宁
,

所产含量较高
,

其 中黑龙江最高
,

为
。

结论 黑龙江可以 定为穿山龙薯拔皂普元的最佳产地
。

关键词 药材产地 穿山 龙 薯领皂普元 含量比较
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穿山龙为薯菠科植物穿龙薯菠 小

的根 茎
,

在祖 国传统 医学 中应用 广

泛 〔’〕,

有效成分主要是薯菠皂昔
,

其水解

产物 —薯裁皂昔元 是 目前合成各种幽

作者 简 介 李 宝 德
一 ,

男
,

学 士
,

体药物的重要合成原料 〕。

最新的药理研究表明
,

薯 菠 皂 昔 元 具 有 抑 制 骨 肉瘤 细 胞 中环 氧化 酶

的活性 ’ ,

还具有降低胆固醇
‘

,

,

伙抗高脂

血症 〔“ ,
,

刺激肝素细胞生长与调控胆汁分泌等作

用 ’川
,

是备受关注的天然化合物之一
目前

,

还没有发现关于不同产地穿山龙薯菠皂

营元含量比较性研究的报道
。

本研究中应用


