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泻火解毒法对竹叶青蛇伤

血管内皮细胞炎性因子的影响

何卫东 文丹 吴晖 王华新 翁淑琴邵丹 高芳琳 陈腾飞 王一

(福建中医药大学附属人民医院，福建福州350004)

·论著-

【摘要】目的研究泻火解毒法对竹叶青蛇伤血管内皮细胞炎性因子的影响。方法①动物实验：选择

50只健康新西兰大白兔，根据计算机统计软件产生的随机数分为5组，每组10只。采用经兔右后腿皮下注射
0．75 mlJkg竹叶青蛇毒液的方法复制竹叶青蛇伤动物模型；对照组经兔右后腿皮下注射等量生理盐水。制模后
6 h，低、中、高剂量蛇伤胶囊组给予蛇伤胶囊，剂量分别为174、348和522 mg·kg～·d～，使用时以生理盐水稀释

为17．4、34．8和52．2扎的药液，灌胃量则均为10 mL·kg～·d～；对照组和模型组灌胃等量生理盐水；各组均每
日灌胃1次，连续1周。于末次灌胃后24 h经耳缘静脉取血，分离血清，用五分类血细胞计数仪检测血中白细

胞计数(WBC)和单核细胞(MO)数；用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定血清白细胞介素(IL—l、IL一2、IL一6)和

肿瘤坏死因子一o／．(TNF—d)水平。②细胞实验：用MEM培养液培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC)24 h后更

换培养液并按随机数字表法分为5组，每组lO个样本。采用细胞中加入5 mg／L竹叶青蛇毒液的方法复制竹叶

青蛇毒细胞模型。培养6 h后，空白对照组和模型组给予10％正常兔血清培养液，低、中、高剂量蛇伤胶囊组

分别加5％、10％和15％含中药兔血清继续培养。培养72 h后，收集细胞培养液，用ELISA试验检测HUVEC

培养液中IL一1、IL一2、IL一6、TNF—ot水平。结果模型组血WBC、MO、IL—l、IL一2、IL一6、TNF—d和HUVEC

培养液中IL—l、IL一2、IL一6、TNF—d水平均较对照组明显升高，随着药物剂量增加，低、中、高剂量蛇伤胶囊组上
述指标均较模型组下降，以中剂量蛇伤胶囊组降低更显著[血清：WBC(×109／L)为9．03±2．16比12．11±4．38，

M0(×109／L)为0．44±0．18比O．63±0．16，IL一1(ng／L)为92．46±9．46比110．80±29．78，IL一2(ng／L)为92．11±17．55

比112．0±18．83，IL一6(ng／L)为481．73±147．12比667．26±226．41，TNF—d(ng／L)为7．12±2．96比9．41±1．76；

HUVEC培养液：IL-I(ng／L)为56．76+10．37比75．80±22．49，IL一2(ng／L)为76．77±13．73比92．80+17．82，

IL一6(ng／L))白231．70±107．91 EL413．25±178．65．TNF—o／．(ng／L)：st2223．98±30．31比252．86±30．75，均P<O．05]。

结论竹叶青蛇毒可造成血管内皮细胞炎性损伤；泻火解毒法可治疗竹叶青蛇伤血管内皮炎性损伤。
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[Abstract]0bjective To investigate the influence of traditional Chinese medicine(1’CM)purging fire

and removing toxin therapy on levels of vascular endothelial cell inflammatory factors in trimeresurus stejnegeri
bites．Methods①Animal experiment：fifty healthy New Zealand white rabbits were chosen．According to random

numbers generated by software．they were divided into five groups with 10 animals in each group．Snake venom 0．75 mlJkg

was injected into the subcutaneous tissues of rabbits’right hind leg to reproduce the models of trimeresurus stejnegeri
bites．And the same volume of normal saline was injected into the same site of rabbits in the control group．6 hours

after model establishment。the rabbits in low，middle and high dose Sheshang capsule groups received 174，348 and

522 mg·kg-1·d～of the capsule respectively；capsules were dissolved in normal saline to make liquids with 1 7．4．34．8

and 52．2 g／L Sheshang capsule and the volume of garage was 10 mL·kg～‘d～in the three groups．The same volume of

flornla]saline was given to the control and model groups；the garage was given once daily for a week．Twenty—four hours

after the last gavage，the blood of the rabbits was collected through auricular vein and the serum was separated．The

numbers of white blood cells(WBC)and mononuclear cells(MO)were measured by the blood cell counter．The levels

of interleukins(IL一1，IL一2，IL一6)and tumor necrosis factor一0【(TNF一0【)of rabbit serum were measured by enzyme
linked immunosorbent assay(ELISA)．②Cell experiment：the human umbilical venous endothelial cell(HUVEC)was

cultured with MEM．After culture for 24 hours，the medium was replaced and the cells were randomly divided by using

random number table into five groups with l 0 samples in each group．The trimeresurus stejnegeri bite models were

reproduced by culturing the ceils with 5 mg／L snake venom．After culture for 6 hours，the cells of blank and model groups

received 10％blank normal rabbit serum cuhural media for further culture，while the cells of low，middle and high dose

Sheshang capsule groups received rabbit serum containing 5％．10％and 15％traditional Chinese medicine respectively
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for further culture．After culture for 72 hours，the medium was collected for measurements of the levels of lL一1，

IL一2．IL一6 and TNF一0【bv ELISA．Results The levels of WBC，MO in blood and IL-1，IL-2，IL-6，TNF一0【in the

semm and HUVEC medium in the model group were all higher than those in the control group．Along with the increase

of dosage of the capsule．the contents of the above indexes in low，middle and high dose Sheshang capsule groups
were

a11 decreased compared with those in the model group．And the degrees of descent in the middle dose Sheshang capsule

group were the most significant【in blood：WBC(×109／L)was 9．03±2．16 VS．12．1 1±4．38，MO(×10’／L)was 0．44±0．18

vs．0．63±0．16：in sel31m：IL一1(rig／L)was 92．46±9．46 VS．1 10．80±29．78，IL一2(ng／L)was 92．11±17．55 VS．

1 12．00±18．83，IL一6 frig／L)was 481．73±147．12 VS．667．26-4-226．41，TNF一仪(ng／L)was 7．12±2．96 VS．9．41±1．76；in

the HUVEC medium：IL一1 fng／L)was 56．76±10．37 VS．75．80±22．49，IL一2(ng／L)was 76．77±13．73 VS．92．80±17．82，

IL一6 fng／L1 was 231．70±107．91 VS．413．25±178．65，TNF—d(ng／L)was 223．98±30．31 VS．252．86±30．75，all P<

0．051．Conclusions Trimeresurus stejnegeri venom may damage vascular endothelial cells by causing inflammatory

response；the TCM therapy of purging fire and removing toxin can treat inflammatory injury of vascular endothelial cells

induced by Trimeresurus stejnegeri snakebites．

[Key words l The therapy of purging fire and removing toxin；Sheshang capsule；Trimeresurus stejnegeri bite；

Vascular endothelial cells；Inflammatory factors

本课题组前期的研究表明，竹叶青蛇毒可损伤

血管内皮细胞，而泻火解毒法代表方蛇伤胶囊可改

善竹叶青蛇伤的血管内皮细胞损伤¨。2j，其机制与

激活凝血系统有关‘3 o；但是否还有其他机制参与其

中尚未完全阐明。本研究通过观察蛇伤胶囊对竹叶

青蛇伤兔白细胞计数(WBC)、单核细胞(MO)数量

及血管内皮细胞炎性因子白细胞介素(IL一1、IL一2、

IL一6)、肿瘤坏死因子一d(TNF一仪)等的影响，探讨

泻火解毒法治疗竹叶青蛇伤血管内皮细胞损伤的作

用机制。

1材料及方法

1．1主要实验材料：5个月龄新西兰兔20只，体质

量2．0。2．5 kg，购自福建中医药大学，实验动物许

可证号：SYXK(闽)2009—0001。中成药蛇伤胶囊

为院内制剂(闽药制字Z06106044)，由大黄、京大

戟、山豆根、蚤休、雄黄、冰片等组成，每粒0．37 g，每

瓶50粒，5粒／次，每日4次。人脐静脉内皮细胞

(HUVEC)由中南大学细胞生物学研究室提供，竹叶

青蛇毒冻干粉购自福州万隆生物技术有限公司。胎

牛血清、MEM培养液、胰酶、磷酸盐缓冲液(PBS)为

美国HyClone公司产品。TNF—d、IL一1、IL一2、IL一6

检测试剂盒购自上海拜沃生物科技有限公司。酶标

仪EXL 808为美国BioTek产品；CELL—DYN 3700

五分类血细胞计数仪为美国Abbott公司产品。

1．2研究分组及给药方法

1．2．1动物实验：选择50只健康新西兰大白兔，

根据计算机统计软件产生的随机数字分为5组，

对照组、模型组和低、中、高剂量蛇伤胶囊组，每组

10只。采用经兔右后腿皮下注射o．75 mldkg竹叶

青蛇毒液的方法¨1复制竹叶青蛇伤动物模型；对

照组经兔右后腿皮下注射等量生理盐水。制模后
6 h，低、中、高剂量蛇伤胶囊组分别给予蛇伤胶囊

174、348和522 mg·kg-1·d一(使用时以生理盐水

稀释为17．4、34．8和52．2 g／L的药液)，灌胃量均为

10 mL·kg～·d～；对照组和模型组灌胃等量生理盐

水。各组均每日灌胃1次，连续1周。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2．2细胞实验：用MEM培养液培养HUVEC 24 h

后更换培养液，并按随机数字表法分为5组，每组10

个样本。参照前期研究方法∽1复制竹叶青蛇毒细胞

模型。培养6 h后，空白对照组和模型组给予MEM

培养液；低、中、高剂量蛇伤胶囊组分别加5％、

10％和15％含中药兔血清继续培养。含药血清及

竹叶青蛇毒液制备方法参照文献[3-6]方法进行。

1．3检测指标及方法

1．3．1血TNF—Ot、WBC、MO、IL—l、IL一2、IL一6水

平测定：末次灌胃后24 h经兔耳缘静脉取血并分离

血清，用五分类血细胞计数仪检测动物血中WBC、

MO数；用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定血清

TNF一仅、IL一1、IL一2、IL一6水平。

1．3．2 HUVEC细胞培养液中TNF一仪、IL一1、IL一2、

IL一6水平测定：培养72 h后，收集细胞培养液，用

ELISA试剂盒检’狈4 HUVEC细胞培养液中TNF—OL、

IL一1、IL一2、IL一6水平。

1．4统计学处理：使用SPSS 19．0软件处理数据，服

从正态分布的计量资料以均数±标准差(孑±s)表

示，多组间比较采用方差分析，P<0．05差异有统计

学意义。

2结果

2．1 5组兔血WBC、MO、TNF—OL、IL一1、IL一2、IL一6

水平比较(表1)：模型组血WBC、MO、TNF一仪、

IL一1、IL一2、IL一6水平均较对照组明显升高；低、中、

高剂量蛇伤胶囊组上述指标均较模型组下降，且以

中剂量蛇伤胶囊组的降低更显著(均P<0．05 o
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表1 5组兔血WBC、MO、TNF—d、IL一1、IL一2、IL一6水平比较(i±s)

与空白对照组比较．“P<O．05．“P<0．01；与模型组比较，。P<O．05

表2 5组HUVEC培养液中IL一1、IL一2、IL一6、TNF一“水平比较(i±s)

注：与空白对照组比较，ap<0．01；与模型组比较，bp<0．05，。P<0．01

2．2 5组HUVEC培养液中TNF—o【、IL_1、IL一2、IL-6

水平比较(表2)：模型组TNF一仅、IL一1、IL一2、IL一6

水平均较空白对照组明显升高，低、中、高剂量蛇伤

胶囊组上述指标均较模型组下降(P<0．05或P<

0．01)，且以中剂量蛇伤胶囊组的降低更显著。

3讨论

竹叶青蛇产生的毒素是血循毒，与中华眼镜蛇

比，该种毒蛇咬伤患者局部炎症反应显著，伤处红

肿、发热，伴有剧痛，可有组织坏死，严重者出现全身

炎症反应川。研究表明，蛇伤患者TNF一仅、IL一1、

IL一6等炎性因子水平的升高∽一2|。炎症反应重要

的功能是将炎性细胞输送至炎症病灶，白细胞渗出

是炎症反应最重要的特征。血管内皮损伤时产生

的大量TNF—Ot、IL一1、IL一2、IL一6等炎性因子，活化

核转录因子一KB(NF—KB)，单独或与其他因子协同

作用使细胞间黏附分子一1(ICAM一1)、血管黏附分

子一1(VCAM～1)、E选择素(CD62E)表达增加o 13-19]。

白细胞借助ICAM一1和VCAM一1黏附于内皮细胞，

并以阿米巴运动的方式从血管内皮细胞缝隙中逸

出，先游出的中性粒细胞能释放单核细胞趋化因子

引起单核细胞的游出，巨噬细胞炎性蛋白对巨噬细

胞有趋化作用，游出的白细胞在趋化因子作用下移

向炎症病灶，即白细胞聚集、浸润，从而导致局部炎

症的发生‘18一引。

目前，西医治疗蛇伤主要是处理伤口、防治皮肤

软组织肿胀坏死¨1|、全身对症处理¨1|、及时运用相

应的抗蛇毒血清心2|，但是目前常常缺乏相应的特异

性抗血清。张宽民心3 o曾报道陕西关中地区蝮蛇咬

伤患者由于缺乏相应蛇毒血清而得不到及时有效的

救治。近年来，随着血液净化技术的普及，越来越多

的医院采取血液净化治疗重度毒蛇咬伤患者∽4|，尤

其是伴有呼吸衰竭心引、合并急性肾衰竭心锄71的重

度患者。但是，血液净化技术要求高、费用也较高，

基层医院患者难以承受，尤其在欠发达国家和地区，

这种情况更为严峻∽8。30J。中医药治疗毒蛇咬伤历

史悠久，使用方便，价格低廉，具有一定的优势。中

医学认为，竹叶青蛇伤属于火毒证，治疗应以泻火解

毒法为主。现代药理学研究发现，泻火解毒法代表

方蛇伤胶囊其药物组成中多数单味药物的有效成分

具有抗血管内皮炎症损伤的作用，如大黄所含的大

黄素具有抗炎作用∞1|。体外实验证实，大黄素能抑

制内毒素诱导的TNF—d、IL一1、IL一6、IL一8等炎性

细胞因子的分泌；TNF—d可活化血管内皮细胞中

的NF—KB，而用大黄素预处理可剂量一时间依赖性

地抑制血管内皮细胞的这一活化¨2|。京大戟抗炎

作用的机制是其提取液通过抑制相关组织血管的

通透性使渗出液减少，从而发挥其抗炎功效旧3J。蚤

休所含的蚤休总皂苷通过使内皮细胞合成和释放

内皮素(ET一1)减少，从而起到保护内皮细胞的作

用，蚤休醇提取物对内皮细胞氧化损伤也有保护作

用旧4。；蚤休对脑出血后神经细胞损伤具有保护作

用，其机制可能与减少ICAM一1和TNF—Ot的产生，

抑制炎症反应有关¨5|。山豆根主要含有生物碱、黄

酮、皂苷类化合物及多糖等活性成分，具有抗炎、抗

肿瘤的作用阳6I。杜士明等¨71研究表明，山豆根水

提物对急性炎症有显著的抑制作用。雄黄和含雄

黄复方能抑制病理状态下炎性介质TNF一仪、IL一1、

IL一6的过度释放，是“解毒”功效的途径之一旧8|。
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本课题组前期的研究表明，泻火解毒法代表

方蛇伤胶囊可有效治疗竹叶青蛇伤患者，尤其对

改善患者的凝血功能有很大的影响旧9|。其机制是

竹叶青蛇毒可损伤血管内皮细胞形态结构和功能，

甚至导致细胞死亡；而泻火解毒法代表方蛇伤胶

囊可改善竹叶青蛇伤血管内皮细胞损伤㈨1。本研

究发现，体内外实验中模型组TNF一仅、WBC、MO、

IL—l、IL一2、IL一6水平均较对照组明显增加，适量的

蛇伤胶囊可减少TNF一仅、WBC、M0、IL一1、IL一2、

IL一6水平。可以认为，竹叶青蛇毒易导致血管内皮

细胞炎症损伤；泻火解毒法代表方蛇伤胶囊具有

改善和治疗竹叶青蛇伤血管内皮细胞炎症损伤的

作用。
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