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摘要： 目的　 探讨人参提取物对Ⅰ型干扰素及下游基因表达的调节作用。 方法　 培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞并加入人参提取物

后， ＥＬＩＳＡ 检测干扰素⁃α、 干扰素⁃β 分泌水平， Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达。 结果　 与空白组比较，
人参提取物组干扰素⁃α 分泌水平显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但对干扰素⁃β 无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与对照 ｓｉＲＮＡ 组比较，
该组 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并与干扰素⁃α 诱导呈正相关。 结论　 人参提取物可通过 Ｔｏｌｌ 样受

体途径诱导单核细胞分泌干扰素⁃α， 从而提高抗病毒因子表达。
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　 　 目前， 已知人体产生的干扰素共有 １３ 种， 分

为Ⅰ型、 Ⅱ型、 Ⅲ型三大家族， 其中Ⅰ型干扰素以

干扰素⁃α、 干扰素⁃β 为主， 由先天性免疫细胞

（单核细胞和淋巴细胞） 分泌， 是参与抗病毒免疫

的重要效应分子； Ⅱ型干扰素为干扰素⁃γ， 主要由

活化后的 Ｔ 细胞分泌产生； Ⅲ型干扰素为几种干

扰素⁃λ， 其已知的分布与功能都比较有限［１］。 Ｔｏｌｌ
样受体及维甲酸诱导基因Ⅰ样受体途径是机体感染

后产生Ⅰ型干扰素的两大主要途径， 可利用胞内信

号分子传递来激活转录因子 ＩＲＦ３ ／ ７， 从而启动Ⅰ
型干扰素基因表达［２］。 另外， 干扰素可通过促进

下游一些干扰素刺激基因表达来达到抑制病毒复制

的能力， 这些基因所编码的蛋白包括 Ｍｘ１ 蛋白、
ＢＳＴ⁃２ 蛋白、 ＡＰＯＢＥＣ 家族蛋白、 ＴＲＩＭ 蛋白等［３］。

近年来， 对人参提取物及皂苷抗病毒的研究有

了初步进展， 发现人参提取物及人参皂苷对多种病
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毒的感染及病毒感染后的细胞炎症或凋亡有一定抑

制作用， 其中人参皂苷 Ｒｅ、 Ｒｆ、 Ｒｇ２ 能抑制柯萨奇

病毒 ＣＶＢ３、 人鼻病毒 ＨＲＶ３、 肠道病毒 ＥＶ７１ 感

染［４］； Ｒｂ１、 Ｒｇ１ 处理细胞后显著降低猫杯状病毒

ＦＣＶ 和人甲肝病毒 ＨＡＶ 的感染率［５⁃６］； Ｒｇ３ 能通过

刺激 ＴＲＡＦ６ ／ ＴＡＫ１ 降解和抑制 ＪＮＫ ／ ＡＰ⁃１ 信号通路

来影响人乙肝病毒 ＨＢＶ 复制［７］； Ｒｂ２、 Ｒｇ３ 能保护

新生小鼠免受轮状病毒的感染［８］。 同时， 人参提

取物作用于细胞时， 可减少 Ｈ９Ｎ２ 型流感病毒感染

所带来的细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤［９］； 对细胞进行人

参提取物的预处理可降低鼠诺如病毒 ＭＮＶ 和 ＦＣＶ
的感染［１０］； 红参对 ＨＩＶ⁃１ 患者生存期具有一定的

延长作用［１１］， 这可能是通过调控一种或多种宿主

抗病毒蛋白来完成， 如广谱抗病毒的 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ
（Ａ３Ｇ）、 ＢＳＴ⁃２ 等因子， 从而限制了多种病毒的

感染。
本实验以人参提取物为对象， 通过考察其对

ＴＨＰ⁃１ 细胞的作用来检测Ⅰ型干扰素表达和分泌变

化， 同时测定下游抗病毒因子表达， 在分子水平上

研究其抗病毒具体机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞和试剂　 人单核细胞 ＴＨＰ⁃１ （编号 ＴＩＢ⁃
２０２）、 ＨＥＫ２９３Ｔ （编号 ＣＲＬ⁃１１２６８） （ＡＴＣＣ 细胞

库）； ＤＭＥＭ 高糖培养基 （编号 ＳＨ３００２２􀆰 ０１）、
１６４０ 培养基 （编号 ＳＨ３０８０９􀆰 ０１）、 双抗 （编号

ＳＶ３００１０） （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； 胎牛血清 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司， １６０００⁃０４４）； ＤＭＳＯ （北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司， 编号 ７７Ｈ００１５０）； Ｔｒｉｚｏｌ
（ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｆｉｃ 公 司， 编 号

１５５９６０２６）； 转染试剂 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ｓｉＲＮＡ （瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司， 编号 ０４４７６０９３００１）； ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（美国 Ｃｌｏｕｄ⁃Ｃｌｏｎｅ Ｃｏｒｐ 公司， 编号 ＳＥＡ０３３Ｈｕ、
ＳＥＡ２２２Ｈｕ）； 反转录试剂盒 （日本 ＴａＫａＲａ 公司，
编号 ＲＲ０３７ Ａ）； ｓｉＲＮＡ （上海吉玛制药技术有限

公司）； ＰＣＲ 引物 （长春华大中天生物技术有限

公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 二氧化碳细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； 生物安全柜 （苏州净化设备有限公司）； Ｉｎ⁃
ｆｉｎｉｔｅ􀅹 ２００ Ｐｒｏ 多功能微孔板分析仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ
公司）； Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 人参提取物制备　 干燥人参根 （产地吉林抚

松） 粉碎⁃煎煮⁃浓缩⁃喷雾干燥⁃粉碎⁃过筛。 然后，
取 １００ ｍｇ 成品 （约为 １０ ｇ 生药材） 溶于 １ ｍＬ 无菌

水中， ３７ ℃下助溶， 测得人参总皂苷含有量≥１０％ 。
２􀆰 ２　 干扰素分泌水平检测　 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种于 ２４
孔 板 中， 加 入 人 参 提 取 物 （ 终 质 量 浓 度

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）， ４８ ｈ 后收集细胞培养液， 离心去除

细胞， 取上清液， 通过 ＥＬＩＳＡ 法检测干扰素⁃α、
干扰素⁃β 分泌情况。 操作过程如下： （１） 各组分

和样品置于室温下； （２） 稀释对照品； （３） 将样

品和对照品分别加入孔板中， ３７ ℃ 下孵育 ２ ｈ；
（４） 移除液体， 加入稀释过的一抗， ３７ ℃下孵育

１ ｈ； （５） 移除液体， 洗涤 ３ 次； （６） 加入稀释过

的二抗， ３７ ℃下孵育 ０􀆰 ５ ｈ； （７） 移除液体， 洗涤

５ 次； （８） 加入显色液， ３７ ℃下孵育 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，
避光； （９） 加入终止液， ４５０ ｎｍ 波长下检测， 根

据标准曲线计算干扰素⁃α、 干扰素⁃β 浓度。
２􀆰 ３　 基因表达检测 　 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种于 ２４ 孔板

中， 加入人参提取物， ２４ ｈ 后收集细胞， Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取 ＲＮＡ 并检测其浓度， 通过逆转录酶及 Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ） 进行逆转录 ＰＣＲ， 获得 ｃＤＮＡ。 然后， 应用

荧光标记试剂和特异性引物， 通过荧光定量 ＰＣＲ
仪进行扩增， 收集数据， 分析相对 ｍＲＮＡ 量。 引

物序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物 序列

ＢＳＴ⁃２Ｆ ＣＴＧＣＡＡＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡＴＧ
ＢＳＴ⁃２Ｒ ＡＣＧＣＧＴＣＣＴＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧ
Ａ３ＧＦ ＴＴＡＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＧ
Ａ３ＧＲ ＴＣＡＴＣＴＡＧＴＣＣＡＴＣＣＣＡＧＧＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ ＧＴＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡＣＣＡ
ＧＡＰＤＨ Ｒ ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧ ＣＡＴＧＧＡＣ

２􀆰 ４　 细胞培养和转染　 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养于含 １０％
胎牛血清的 １６４０ 培养基中， 培养温度 ３７ ℃， ＣＯ２

体积分数 ５％ ； ＨＥＫ２９３Ｔ 培养于含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 高糖培养基中， 培养温度 ３７ ℃， ＣＯ２ 体积

分数 ５％ 。 然后， 使用 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ｓｉＲＮＡ 转染试

剂， 按照使用说明书进行细胞转染。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理，
样本率比较采用卡方检验， 样本均数比较采用成组

设计的方差分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 人参提取物对Ⅰ型干扰素的诱导作用 　 图 １
显示， 与空白组比较， 人参提取物组干扰素⁃α 分

泌水平显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 达到 （９２±７） ｐｇ ／ ｍＬ
左右， 但对干扰素⁃β 无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 人参提取物对干扰素⁃α、 干扰素⁃β分泌水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｉｎ⁃
ｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃α ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃β ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

３􀆰 ２　 人参提取物对干扰素⁃α 的诱导途径　 图 ２ 显

示， 与空白组比较， 在 ＴＨＰ⁃１、 ２９３Ｔ 细胞中加入

Ⅰ型干扰素诱导剂 ｐｏｌｙ （ Ｉ ∶ Ｃ） 后， 培养上清中

干扰素⁃α 分泌水平均显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 人参

提取物在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中能显著诱导其表达 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 但在 ２９３Ｔ 细胞中不明显 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 干扰素⁃α 下游基因表达　 图 ３ 显示， 与空白

组比较， 人参提取物组 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达显

著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 沉默干扰素⁃α 对 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达的

影响　 图 ４ 显示， 转染靶向干扰素⁃α 的 ｓｉＲＮＡ 后

干扰素⁃α 表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 加入人参提

取物后， ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达显著提高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 但沉默干扰素⁃α 后， 即使再加入人参提取

物两者表达也无明显提高 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

干扰素作为一种广谱抗病毒剂， 并不能直接杀

伤或抑制病毒， 而是通过一系列细胞信号通路产生

多种抗病毒蛋白， 从而抑制多种病毒复制， 同时它

还可增强 Ｔ 淋巴细胞、 自然杀伤细胞、 巨噬细胞

活力， 起到免疫调节的作用， 并增强机体免疫力，
目前正应用于病毒性肝炎、 手足口病、 ＨＰＶ 感染

等多种疾病的治疗中［１２⁃１５］。 研究表明， 多种中药

提取物具有提高机体内源性干扰素表达的能力， 其

中人参作为一种使用广泛的中药材， 被认为具有提

高机体免疫力的作用［１６⁃１７］。 本实验发现， 人参提

取物具有较强的诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞产生干扰素⁃α 作

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 人参提取物对 ＴＨＰ⁃１、 ２９３Ｔ 细胞中干扰素⁃α分

泌水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ
ｉｎｔｅｒｆｅｔｏｎ⁃α ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ａｎｄ
２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ

用， 但对干扰素⁃β 无诱导效果。
干扰素⁃α 主要通过 Ｔｏｌｌ 样受体及维甲酸诱导

基因Ⅰ样受体途径来进行表达和分泌， 但在 ２９３Ｔ
细胞中仅存在后一种途径诱导方式［１８］ ， 故通过该

细胞可判断诱导方式是否与维甲酸诱导基因Ⅰ样
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 人参提取物对 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ
ＢＳＴ⁃２ ａｎｄ ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

注： 与序号 １、 ３、 ７ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。 －表示未加入， ＋表示加入

图 ４　 沉默干扰素⁃α对 ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 表达的影响

　 Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃α ｏｎ ＢＳＴ⁃２ ａｎｄ
ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

受体途径相关。 本实验发现， 人参提取物无法激

活 ２９３Ｔ 细胞内源性干扰素⁃α 分泌， 表明人参皂

苷对干扰素⁃α 的诱导是通过 Ｔｏｌｌ 样受体途径

所致。
ＢＳＴ⁃２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 是干扰素激活的 ２ 种重要广

谱抗病毒因子［１９⁃２０］， 加入人参提取物后可提高两者

表达。 但对干扰素⁃α 实施基因沉默技术后两者表达

均受到抑制， 说明诱导得到的干扰素具备正常的激

活抗病毒因子功能， 也提示人参提取物可能提高多

种其他抗病毒因子表达， 并激活免疫细胞的活力，
一定程度上揭示了人参提高免疫力的分子机制。
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３０ 种黄酮抑制黄嘌呤氧化酶活性的筛选
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摘要： 目的　 筛选 ３０ 种黄酮抑制黄嘌呤氧化酶活性。 方法 　 改良的 ＨＰＬＣ 法测定各黄酮抑制率， 以筛选活性成分。
腹腔注射氧嗪酸钾诱导高尿酸血症小鼠模型后， 磷钨酸法检测血清尿酸水平， 分光光度法检测血清黄嘌呤氧化酶水

平， 脲酶法检测血清尿素氮水平， 肌氨酸氧化酶法测血清肌酐水平。 结果　 １２ 种黄酮在 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下、 ９ 种黄

酮在 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下对黄嘌呤氧化酶有抑制作用， 以木犀草素、 槲皮素、 芹菜素、 山柰酚作用最强， ＩＣ５０值分别为

４２􀆰 ０２、 １２０􀆰 ２２、 １３５􀆰 ９８、 １８４􀆰 ３６ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与 模 型 组 比 较， 木 犀 草 素 组 （ ２０、 ４０、 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ ）、 芹 菜 素 组

（２００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 山柰酚组 （１５０、 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ） 尿酸、 黄嘌呤氧化酶、 尿素氮、 肌酐水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 ３ 种黄酮 （木犀草素、 山柰酚、 芹菜素） 可明显抑制黄嘌呤氧化酶活性， 从而呈现出降尿酸作用。
关键词： 黄酮； 黄嘌呤氧化酶； 高尿酸血症
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