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ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｎｉｃｈｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｍｏｕｓｅ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ⁃ｓｕｂｖｅｎ⁃
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［２２］ 　 Ｎｉｓｈｉｙａ Ｎ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｙａｋｕｇａｋｕ Ｚａｓｓｈｉ， ２０１７， １３７
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ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ
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佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对 ＰＣ１２ 细胞活性和凋亡相关基因表达影响的

比较
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摘要： 目的　 比较佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对 ＰＣ１２ 细胞活性和凋亡相关基因表达的影响。 方法　 ＭＴＴ 法测定 ３ 种药物对

细胞活性的影响， 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ２、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表达。 结果　 ０􀆰 ２５０ ｇ ／ Ｌ 佐太作用 ２ ｈ 后细胞

活性下降约 １０％ ， 等汞量 β⁃ＨｇＳ 使其下降 １２％ 左右， 而含汞量只有佐太 １ ／ １０ 的 ＨｇＣｌ２ 却导致其下降约 ７０％ ； 佐太降

低 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＦａｓＬ 表达， β⁃ＨｇＳ 降低 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表达， ＨｇＣｌ２ 降低 Ｂｃｌ⁃２ 表达而增加 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表

达。 结论　 佐太、 β⁃ＨｇＳ 对 ＰＣ１２ 细胞的毒性远小于 ＨｇＣｌ２， 两者可能对细胞中线粒体凋亡通路的激活有抑制作用， 而

ＨｇＣｌ２ 可能通过激活死亡受体通路诱导细胞凋亡。
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（１． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｔｅａｕ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｘｉｎｉｎｇ ８１０００８， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｕｎｉｖｅｒ⁃
ｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｑｉｎｇｈａｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａ⁃
ｔｉｏｎ， Ｘｉｎｉｎｇ ８１０００８， Ｃｈｉｎａ）

ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｚｕｏｔａｉ； β⁃ＨｇＳ； ＨｇＣｌ２； ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

　 　 藏医药是藏族人民在上千年生活实践中逐步形

成并不断发展的传统医药学， 是我国特有的重要医

药资源［１］， 藏药中大量使用矿物药， 是我国医药

体系中使用最多的［２］。 佐太是藏语 “仁青欧曲佐

珠钦木” 的简称， 藏医认为它是珍宝类藏药的核

心配伍成分， 配合其他药物使用具有减毒增效作

用， 其炮制过程严格且复杂， 主要原料为水银、 硫

磺、 八金灰、 八矿灰等［３］， 被认为是藏药中重金

属的主要来源， 其安全性一直是人们关注的焦点。
Ｚｈａｏ 等［４］ 对 ４ 份不同产地佐太进行 Ｘ 射线光

电子能谱分析 （ＸＰＳ） 和 Ｘ 射线衍射 （ＸＲＤ） 研

究， 发现其中汞均以硫化汞 （ＨｇＳ） 形式存在； 李

岑等［５］对不同产地 ９ 批佐太中汞的赋存形态进行分

析， 验证了上述结论， 并通过 ＸＲＤ 指纹谱图发现样

品之间的相似性均大于 ９９􀆰 ５８％ ； 夏振江等［６］用硫氰

酸盐容量法测定青海、 四川、 甘肃、 西藏产 １３ 批佐

太中 ＨｇＳ 含有量， 测得其在 ５２􀆰 ８４％ ～ ５６􀆰 ２３％ 范围

内， 平均 ５４􀆰 ５％ 。 由此可知， 不同产地、 批次佐太

中成分组成和 ＨｇＳ 含有量稳定性较高。
佐 太 主 要 成 分 为 立 方 晶 系 硫 化 汞 （ β⁃

ＨｇＳ） ［７⁃８］， 这与朱砂 （ α⁃ＨｇＳ 含有量≥９８％ ） 相

似， 具有镇定安神、 抗惊厥、 抗抑郁等作用［９⁃１０］，
推测 β⁃ＨｇＳ 可能是其活性成分， 但由于人们在生

活中往往是 “谈汞色变”， 故其药用安全性备受质

疑。 ＨｇＳ 是目前传统药物中唯一仍然可以口服的汞

化合物形式， 其毒性远小于常见的汞化合物氯化汞

（ＨｇＣｌ２） 和甲基汞 （ＭｅＨｇ）， 涉及急性毒性［１１］、
慢性毒性［１２］、 肝毒性［１３］、 肾毒性［１４］、 神经毒

性［１５］ 等各方面。 汞的化学存在形式是 ＨｇＳ 或含

ＨｇＳ 的传统药物与 ＨｇＣｌ２、 ＭｅＨｇ 存在差别的决定

性因素［１６⁃１７］， 但不同化学形态的汞在毒理、 药理

活性方面差异的分子机制仍不清楚。
根据目前报道可知， 佐太可能靶器官为神经系

统， 故本实验选择类神经细胞———大鼠肾上腺嗜铬

细胞瘤细胞 ＰＣ１２， 对佐太可能的神经细胞毒性进

行探索。 同时， 在前期研究基础上采用噻唑蓝

（ＭＴＴ） 法检测大剂量佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对

ＰＣ１２ 细胞活性的影响， 并通过实时荧光定量 ＰＣＲ

对凋亡相关基因 （Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ）
表达进行分析， 讨论三者作用差异。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＨＦ⁃９０ 二氧化碳 （ＣＯ２） 培养箱 （力
康生物医疗科技控股有限公司）； ＢＣＭ⁃１３００ 生物

洁净工作台 （苏州苏洁净化设备有限公司）； 多功

能酶标仪 （珀金埃尔默企业管理上海有限公司）；
ＥＴＣ８１１ 基因扩增仪 （苏州东胜兴业科学仪器有限

公司）； ３Ｋ１５ 离心机 （Ｓｉｇｍａ 中国有限公司）； Ｖｉ⁃
ｉＡＴＭ７ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 ［赛默飞世尔科技

（中国） 有限公司］。
１􀆰 ２　 试药 　 佐太购自西藏自治区藏药公司。 β⁃
ＨｇＳ 购自美国 Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 公司， 含有量不低于

９８％ ； ＨｇＣｌ２ （分析纯） 购自贵州省铜仁化学试剂

厂， 含有量不低于 ９８％ 。
１􀆰 ３　 细胞与主要试剂　 ＰＣ１２ 细胞由武汉普诺赛生

命科技有限公司提供。 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、 胎牛血

清、 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ⁃Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ⁃Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ （１００ ×）， （美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）； ＭＴＴ （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）； ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司）； 逆转

录、 荧光定量试剂盒 （大连 Ｔａｋａｒａ 公司）。 其余试

剂均为分析纯。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 取对数生长期 ＰＣ１２ 细胞， 胰酶消

化后收集细胞， 用含 １０％ 胎牛血清和 １％ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ⁃
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ⁃Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ （１００×） 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液

调整细胞密度为 ５×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板 （接种

量 ０􀆰 １ ｍＬ ／孔） 或 ６ 孔板 （接种量 ３ ｍＬ ／孔）。 在

３７ ℃ ＣＯ２ 培养箱中培养至细胞铺满板底的 ７０％ ～
８０％ 时给药。
２􀆰 ２　 分组及给药　 细胞随机分为对照组、 佐太组

（０􀆰 ２５０ ｇ ／ Ｌ，含汞 ０􀆰 １１６ ｇ ／ Ｌ）、 β⁃ＨｇＳ 组 （０􀆰 １３５ ｇ ／ Ｌ，
含汞 ０􀆰 １１６ ｇ ／ Ｌ）、 ＨｇＣｌ２ 组 （０􀆰 ０１５ ７ ｇ ／ Ｌ， 含汞

０􀆰 ０１１ ６ ｇ ／ Ｌ）， 为了排除细胞增殖的影响， 药物孵

育时间为 ２ ｈ。 其中， 佐太组中药物颗粒的尺度大

多在 １００ ～ ６００ ｎｍ 之间， 甚至还有部分颗粒小于

１００ ｎｍ［８，１８］， 参考其他金属纳米药物的毒理学研究
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方法， 采用悬浮液给药［１９⁃２０］； β⁃ＨｇＳ 组剂量为佐太

组等汞量， 同样采用悬浮液给药； 由于 ＨｇＣｌ２ 细胞

毒性较大， 为了保证足够细胞数量进行后续实验，
该组含汞量为佐太组的 １ ／ １０。
２􀆰 ３　 细胞活性检测［２１］ 　 将接种于 ９６ 孔板中的细

胞随机分组， 每组 １０ 个复孔， 按上述条件进行药

物孵育。 孵育结束后， 每孔加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ
（０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 配制， ｐＨ ７􀆰 ２ ～
７􀆰 ４） １０ μＬ， 继续培养 ４ ｈ， 每孔加入三联液 （含
１０％ ＳＤＳ、 ５％ 异丁醇、 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸） １５０ μＬ，
在 ３７ ℃ＣＯ２ 培养箱中静置过夜， 于 ５７０ ｎｍ 波长处

测定光密度 （ＯＤ） 值。 计算细胞增殖率 （给药组

ＯＤ 值 ／对照组 ＯＤ 值×１００％ ）。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色　 在 ６ 孔板中制备细胞爬片， 按上述

条件接种细胞并给药孵育， 孵育结束后， 取出细胞

爬片， ＰＢＳ （０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ２～７􀆰 ４） 漂洗 ３ 次，
９５％乙醇固定 ２０ ｍｉｎ， 苏木素染色 １０ ｍｉｎ， 自来水

冲洗分色 １０ ｍｉｎ， 伊红染色 ３０ ｓ， 乙醇梯度脱水后

中性树脂封片， 光学显微镜进行细胞形态观察。
２􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测　 按上述条件将 ６ 孔

板中的细胞随机分组， 并进行给药处理。 药物孵育

结束后， 弃去培养液， 每孔加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ， 按

照说明书操作提取细胞总 ＲＮＡ， 测定它在 ２６０、
２８０ ｎｍ 波长处的吸光度及总 ＲＮＡ 浓度， 根据 ２ 个

波长处吸光度的比值 （１􀆰 ９＜ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＜２􀆰 ０） 和

琼脂糖凝胶电泳结果评价总 ＲＮＡ 质量， 调整符合

要求的总 ＲＮＡ 样品质量浓度至 ５００ ｎｇ ／ μＬ， 应用

逆转录试剂盒中的随机引物， 按操作指南反转录合

成 ｃＤＮＡ， 体系见表 １， 条件为 ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎ，
８５ ℃灭活 ５ ｓ。 利用内参引物 β⁃ａｃｔｉｎ 及凋亡相关基

因 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 的引物对 ｃＤＮＡ 进

行扩增， 检测药物作用后基因的表达情况， 引物序

列见表 ２， 实验体系见表 ３， ＰＣＲ 实验条件见表 ４。
重复 ２ 次， 每次 ３ 批， 将 ２ 次结果合并后进行

分析。
表 １　 逆转录反应体系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ
试剂 使用体积 ／ μＬ

５×Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ（ ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） １０
Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ ＭｉｘⅠ ２􀆰 ５
Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ２􀆰 ５
Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒ（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ２􀆰 ５
总 ＲＮＡ ５
ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ２７􀆰 ５
总体积 ５０

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 正向（５′→３′） 反向（５′→３′） Ｇｅｎｂａｎｋ 编号

β⁃ａｃｔｉｎ ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ 生工生物工程（上海）股份有限公司，编号 Ｂ６６１２０１
Ｂａｋ ＡＧＣＴＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＧＧＡＧＡＣ ＡＡＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＧＣＧＡＴＣＴＴ ＮＭ＿０５３８１２􀆰 １
Ｂａｘ ＧＧＡＧＡＣＡＣＣＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＴ ＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＴ ＮＭ＿０１７０５９􀆰 ２
Ｂｃｌ⁃２ ＴＧＣＡＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧＴＣＡＧＣ ＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣＣＴＣ ＮＭ＿０１６９９３􀆰 １
Ｆａｓ ＧＧＡＧＧＡＧＴＡＣＡＣＧＧＡＣＡＧＧＡ ＣＴＴＴＧＣＡＣＣＴＧＣＡＣＴＴＧＧＴＡ ＮＭ＿１３９１９４􀆰 ２
ＦａｓＬ ＣＣＡＣＣＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＣＴＡＣＣ ＡＴＡＴＣＡＣＣＧＧＴＡＧＣＣＡＣＡＧＣ ＮＭ＿０１２９０８􀆰 １

表 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ􀆰 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍｓ

试剂 使用量 ／ μＬ

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（２×） ５
正向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４
反向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ（５０ ×） ０􀆰 ２
ｃＤＮＡ １
ｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水） ３
总体积 １０

２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理，
置信区间 ９５％ ， 采用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ ｔｅｓｔ 检验

数据分布情况， 对于呈正态分布且 ｎ≥１０ 的数据进

行方差分析， 并采用 Ｔｕｋｅｙ ｔｅｓｔ 或 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ ｔｅｓｔ
进行成对比较； 对于非正态分布或 ｎ＜１０ 的数据采

用非参数检验 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ ｔｅｓｔ 进行分析， 并采

用 Ｍａｎｎ Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ 进行成对分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异有统计学意义。

表 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应条件

Ｔａｂ􀆰 ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

步骤 反应温度 ／ ℃ 反应时间 ／ ｓ 循环数 ／ 次
第 １ 阶段 ９５ ３０ １

第 ２ 阶段
９５ ５
６０ ３１

４０

第 ３ 阶段

９５ １５
６０ ６０
９５ １５

１

３　 结果

３􀆰 １　 细胞活性 　 图 １ 显示， 佐太组、 β⁃ＨｇＳ 组、
ＨｇＣｌ２ 组 （每组 ３ 次实验） 细胞活性趋势一致， 重
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复性较好， 均显著低于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 另外，
佐太、 β⁃ＨｇＳ 细胞毒性远小于 ＨｇＣｌ２， 两者作用 ２ ｈ
后细胞活性下降 １０％ 左右， 而 ＨｇＣｌ２ 的含汞量只有

两者 １ ／ １０， 却导致其下降 ７０％ ， 表明佐太、 ＨｇＣｌ２
在细胞毒性方面的差异与其在肝毒性、 肾毒性、 发

育毒性方面一致［１３，２２⁃２３］。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 １　 佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对细胞活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｔａｉ， β⁃ＨｇＳ ａｎｄ ＨｇＣｌ２ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

３􀆰 ２　 细胞形态　 图 ２ 显示， 对照组细胞呈不规则

多边形或梭型； 佐太组细胞膜边缘粗糙， 出现絮状

物质， 表明佐太对细胞膜的完整性产生一定破坏；
β⁃ＨｇＳ 组细胞质部分体积变大， 但细胞结构仍保持

完整， 推测 β⁃ＨｇＳ 可能引起细胞渗透压失衡；
ＨｇＣｌ２ 组细胞膜几乎完全被裂解， 细胞核凝集， 与

ＨｇＣｌ２ 引起 Ｋｉｄｎｅｙ ＯＫ 细胞凋亡时的形态特征一

致［２４］。 由此可知， ＨｇＣｌ２ 对细胞形态的影响远高

于佐太和 β⁃ＨｇＳ， 与 “３􀆰 １” 项下结果一致。

图 ２　 各组细胞 ＨＥ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （×４００）

３􀆰 ３　 线粒体相关凋亡基因 　 本实验选择 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ、 Ｂａｋ 检测药物对线粒体凋亡通路的影响。
Ｂｃｌ⁃２家族的蛋白通过控制线粒体膜透性调节细胞

凋亡［２５］， 其中 Ｂｃｌ⁃２ 是第一个被确认具有抑制作用

的基因， 其高表达能阻止多种凋亡诱导因素 （如
电离辐射、 化学药物等） 所引发的细胞凋亡；
Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 具有大约 １ ／ ５ 的同源性， 但两者相互拮

抗， 具有促进细胞凋亡的作用［２６］； Ｂａｋ 与 Ｂｃｌ⁃２ 的

同源性为 ２５％ ， 但与 Ｂａｘ 一样也具有促细胞凋亡

的作用［２７］。
图 ３ 显示， 与对照组比较， 佐太组 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、

Ｂｃｌ⁃２ 表达显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， β⁃ＨｇＳ 组 Ｂａｘ、
Ｂａｋ 表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨｇＣｌ２ 组仅 Ｂｃｌ⁃２ 表

达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 由此可知， 佐太和 β⁃ＨｇＳ
可能对促凋亡基因 Ｂａｘ、 Ｂａｋ 引起的细胞凋亡有抑

制作用， 而 ＨｇＣｌ２ 可抑制抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ

表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｔａｉ， β⁃ＨｇＳ ａｎｄ ＨｇＣｌ２ｏｎ Ｂａｘ， Ｂａｋ，

Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

３􀆰 ４　 死亡受体相关凋亡基因　 细胞膜表面死亡受

体及其配体 （Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ） 是细胞凋亡主要途径之

一， 也是近年来认识较为深入的与细胞凋亡信号传

递有关的分子系统［２８⁃２９］。 细胞膜表面死亡受体 Ｆａｓ
基因又称 Ａｐｏ⁃１ 或 ＣＤ９５， 属于肿瘤坏死因子受体 ／
神经生长因子受体超家族 （ ＴＮＦＲ ／ ＮＧＦＲ）； ＦａｓＬ
又称 ＣＤ９５Ｌ， 是 Ｆａｓ 天然配体， 属于肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ） 家族的细胞因子， 两者可反映药物对死亡

受体凋亡通路的影响。
图 ４ 显示， 与对照组比较， 佐太组 ＦａｓＬ 表达

显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， β⁃ＨｇＳ 组 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表达显

著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＨｇＣｌ２ 组两者表达显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 由此可知， ＨｇＣｌ２ 可能通过 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ
途径诱导细胞凋亡， 而佐太和 β⁃ＨｇＳ 对 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ
通路有一定抑制作用。
４　 讨论

本实验发现， 佐太、 β⁃ＨｇＳ 对 ＰＣ１２ 细胞的毒

性远小于 ＨｇＣｌ２， 并可抑制促凋亡基因 Ｂａｘ、 Ｂａｋ
６４５
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ４　 佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ ｍＲＮＡ 表达的

影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｔａｉ， β⁃ＨｇＳ ａｎｄ ＨｇＣｌ２ｏｎ Ｆａｓ， ＦａｓＬ

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

信号传导和 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 凋亡通路激活； ＨｇＣｌ２ 可抑制

抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 并激活 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 通路， 由

此揭示了佐太、 β⁃ＨｇＳ 与 ＨｇＣｌ２ 在细胞毒性分子机

制方面差异， 也表明其激活的信号通路有根本差

别。 同时， 佐太、 β⁃ＨｇＳ 对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响

程度很接近， 但实时荧光定量 ＰＣＲ 的结果并不完

全相同， 前者对线粒体凋亡相关基因 （ Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ、 Ｂａｋ） 的影响高于后者， 但对死亡受体基因

（Ｆａｓ、 ＦａｓＬ） 表达的影响又弱于后者， 推测 β⁃ＨｇＳ
可能不是佐太中的唯一活性成分。

然而， 细胞活性实验结果和实时荧光定量

ＰＣＲ 结果并不一致。 佐太、 β⁃ＨｇＳ 并未表现出明显

的对细胞不利的调节作用， 但两者确实对细胞活性

造成一定损伤， 这是因为本实验只检测 ５ 个基因

（Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ） 表达差异， 不能

代表药物对机体的全部影响， 故对佐太、 β⁃ＨｇＳ、
ＨｇＣｌ２ 产生细胞毒性的信号通路还需要进一步深入

探索。
综上所述， 佐太、 β⁃ＨｇＳ 对 ＰＣ１２ 细胞的毒性

远小于 ＨｇＣｌ２， 两者可能会引起促凋亡基因 Ｂａｘ、
Ｂａｋ 和死亡受体 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 通路的信号传导阻滞，
而 ＨｇＣｌ２ 可能通过抑制抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２ 表达、 激

活 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 通路来引起细胞凋亡， 这可为研究佐

太等含汞药物的药理活性、 毒理作用提供新思路。
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摘要： 目的　 探索大鼠皮肤类过敏试验的组织学机制。 方法　 大鼠背部脊柱两侧分别皮内注射 Ｃ４８ ／ ８０、 吐温⁃８０、 碘

海醇注射液、 紫杉醇注射液、 注射用血塞通 （冻干）、 喜炎平注射液后， 立即尾静脉注射 ０􀆰 ５％ 伊文思蓝溶液， １５ ｍｉｎ
后麻醉处死， 剪取背部皮肤， 测量蓝斑直径， 取蓝斑皮肤观察肥大细胞形态， 计算脱颗粒率。 再采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验进

行相关性分析。 结果　 皮内注射 Ｃ４８ ／ ８０、 吐温⁃８０、 碘海醇注射液、 紫杉醇注射液、 注射用血塞通 （冻干） 后， 蓝斑

直径、 肥大细胞脱颗粒率与药物质量浓度 （体积分数） 均呈正相关， 两者之间亦然， 但肥大细胞数均无明显变化

［除 ０􀆰 ８、 １􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 注射用血塞通 （冻干） 外］； 皮内注射喜炎平注射液后， 蓝斑直径、 肥大细胞数、 脱颗粒率均无

明显变化 （除质量浓度 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时蓝斑直径外）。 结论　 大鼠皮肤类过敏试验组织学机制是类过敏阳性物质致皮肤肥

大细胞脱颗粒， 其脱颗粒率与阳性物质浓度、 皮肤蓝斑直径呈高度正相关， 可作为药物类过敏性及其反应强度评判的

一项补充指标。
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　 　 研究表明， 在中药注射液静脉注射产生的不良

反应中， 类过敏反应居多［１⁃２］， 它主要通过直接刺

激肥大细胞［３⁃５］、 激活补体［６⁃８］ 等途径致肥大细胞

脱颗粒， 并释放组胺等多种活性介质， 进而引发毛

细血管扩张、 腺体分泌增加、 平滑肌收缩等一系列

病理变化， 导致皮肤、 呼吸道、 消化道、 甚至全身
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