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【摘要】 目的观察泻火解毒法对竹叶青蛇毒导致血管内皮炎症损伤相关趋化因子及黏附分子的影响。

方法①动物实验：取健康新西兰大白兔50只，按计算机产生的随机数字分为正常对照组、模型组，以及蛇伤
胶囊低、中、高剂量组，每组10只。采用经兔右后腿皮下注射o．75 mL／kg竹叶青蛇毒液的方法复制竹叶青蛇
伤动物模型；对照组给予等量生理盐水。制模后6 h，蛇伤胶囊低、中、高剂量组分别给予蛇伤胶囊溶液174、
348、522 mg·kg～·d。(用生理盐水稀释为17．4、34．8和52．2 g／L的药液，灌胃量均为10 mL·kg～·d。)；模型组
和正常对照组灌胃等量生理盐水；均每日灌胃1次，连续灌胃1周。于末次灌胃后24 h经耳缘静脉采血，离心

取血清备用。同时取兔腹主动脉全段，保存于液氮中备用。②细胞实验：以改进的Eagle培养液(MEM)培养
人脐静脉内皮细胞(HUVEC)24 h，按计算机产生的随机数字分为空白对照组、模型组和蛇伤胶囊药物血清低、

中、高剂量组，每组10孔。于细胞培养液中加入5 mg／L竹叶青蛇毒液复制竹叶青蛇毒中毒细胞模型。培养
6 h后，模型组和空白对照组给予10％正常兔血清，药物组给予5％、10％和15％含药血清。培养72 h后，

收集细胞提取总RNA。用实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)检测兔腹主动脉及HUVEC白细胞介素一8
(IL一8)、单核细胞趋化因子一1(MCP一1)、细胞间黏附分子一1(ICAM一1)和血管内皮细胞黏附分子一1

(VCAM一1)的mRNA表达水平；用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测兔血清E一选择素(CD62E)含量。
结果模型组腹主动脉和细胞IL一8、MCP一1、ICAM一1和VCAM一1的mRNA表达水平及CD62E含量均较对

照组显著升高[以正常对照组和空白对照组IL一8、MCP一1、ICAM一1和VCAM一1的mRNA表达水平均为1，
动物模型组上述指标的mRNA表达水平(2“Ao)分别为3．96±0．39、3．07±0．27、3．71±0．26、3．94±0．26，细

胞模型组上述指标的mRNA表达水平(2“ao)分别为3．53±0．70、2．24±0．48、3．13±0．44、2．80±0．13，均P<

0．01]，模型组血清CD62E含量亦较正常对照组显著升高(¨g／L：1．31±0．22比0．82±0．13，P<0．01)，蛇伤胶囊
低、中、高剂量组腹主动脉和细胞IL一8、MCP一1、ICAM一1和VCAM一1的mRNA表达水平均较模型组明显降低
[腹主动脉：IL一8 mRNA(2““1)为1．13±0．19、1．26±0．16、1．27±0．17比3．96±0．39，MCP一1 mRNA(2““1)为
1．79±0．24、2．22±0．38、1．76±0．19比3．07±0．27，ICAM一1 mRNA(2⋯“)为2．05±0．11、1．68±0．09、2．37±0．48
比3．71±0．26，VCAM一1 mRNA(2—4 o“)为1．59±0．08、1．40±0．11、1．84±0．11比3．94±0．26；细胞：IL一8 mRNA

(2—4 4“)为2．33±0．59、2．82±0．82、2．51±0．77比3．53±0．70，MCP一1 mRNA(2⋯“)为1．59±0．35、1．48±0．36、
1．54±0．29比2．24±0．48，ICAM一1 mRNA(2⋯“)为1．46±0．38、1．77±0．65、1．73±0．50比3．13±0．44，VCAM一1
mRNA(2““‘)为2．49±0．24、2．18±0．19、2．45±0．24比2．80±0．13，均P<0．05]，蛇伤胶囊中、高剂量组血清

CD62E含量均较模型组明显降低(¨g／L：1．01±0．14、1．04±0．13比1．31±0．22，均P<0．01)，但3个剂量组比较
差异均无统计学意义(均P>O．05 o结论泻火解毒法能通过抑制竹叶青蛇伤引起的炎症反应治疗竹叶青蛇
伤血管内皮损伤。
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[Abstract]0bjective To investigate the influence of the purging fire and removing toxin method on

chemokines and adhesion factors related to vascular endothelialitis injury induced by toxin of trimeresurus stejnegeri bite．

Methods ①Animal experiment：50 heahhy New Zealand white rabbits were chosen．According to random numbers

generated by statistical software，they were divided into normal control group，model group，low，middle and high dose

Sheshang capsule groups．10 in each group．Trimeresurus stejnegeri bite model was replicated by injecting 0．75 mUkg
snake venom into subcutaneous tissues of rabbits’right hind legs．And the same volume of normal saline was iniected
into the rabbit in the normal control group．After the model was established for 6 hours，the rabbits in low．middle and

high dose Sheshang capsule groups received 174．348 and 522 mg‘kg～’d一1 of Sheshang capsule solution respectively

(the content of capsules was dissolved in normal saline to make liquid with 17．4．34．8 and 52．2 g／L Sheshang solution

respectively，so the volume of gavage of each group was 10 mL。kg～。d-1)；in the model and normal control groups，the

same amount of normal saline was given by gavage．once daily for consecutive one week．24 hours after the last gavage．

·论著·
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the blood of the rabbits was collected through an auricular border vein and the serum was separated by centfifuge ready
for use．Meanwhile．the whole abdominal aorta segment of the rabbit was harvested and kept them in liquid nitrogen

ready for use．(2)Cell experiment：human umbilical vascular endothelial cell fHUVECl was cultured with MEM for

24 hours．The solution was replaced and according to the random number generated by statistical software，the cells were

divided into blank control group，model group and low，middle，high dose Sheshang capsule medicinal serum groups，

10 wells in each group．Trimeresurus stejnegeri toxin cell model was reproduced by addition of 5 mg／L snake venom into

the cell culture medium．After 6一hour culture．the cells of model group and blank control group received 10％normal

rabbit serum．and the cells of low．middle and high dose Sheshang medicinal serum capsule groups received serum

containing 5％．10％and 15％drug．respectively．After culture for 72 hours．the cells were collected and the total RNA

was extracted．The real—time fluorescent quantitative polymerase chain reaction fqPCRl was used to detect the levels

of mRNA of interleukin一8(IL一8)，monocyte chemoattractant protein一1 fMCP一1)，intercellular adhesion molecule一1

fICAM一1)and vascular endothelial cell adhesion molecule一1 fVCAM一11 in the vascular endothelial cells of rabbit

aorta abdominalis and human umbilical vein，and the content of serum E—select element fCD62E)was measured by

enzyme linked immunosorbent assay fELISA)． Results In model group，the expression levels of mRNA in IL一8，

MCP一1．ICAM一1．VCAM一1 and the content of CD62E were allincreased significantly in the endothelial cells of rabbit

aorta abdominalis and HUVEC compared with those in control group『when the mRNA expression levels of IL一8，

MCP-1．ICAM一1 and VCAM一1 in normal and blank control group were all being 1．the mRNA expression levels

f2“au)of the above mentioned inflammatory factors and adhesion molecule in animal model group were 3．96±0t39．

3．07±0．27，3．71±0．26，3．94±0．26，and the mRNA expression levels f2—4 aLt)of the above mentioned inflammatory
factors and adhesion molecule in HUVEC model group were 3．53±0．70，2．24±0．48．3．13±0．44，2．80±0．13，

respectively．all P<0．011．The content of CD62E in serum was increased significantly in model group compared with

that in normal control group(舭：1．31±0．22 vs．0．82±0．13，P<0．01)，the mRNA expression levels ofIL一8，MCP一1，

ICAM-1 and VCAM一1 were decreased significantly in low．middle．high dose Sheshang capsule groups compared with

those in model group in endothelial cells of aorta abdominalis of rabbits and HUVEC『abdominal aorta：IL一8 mRNA

(2—4 aut)were 1．13±0．19，1．26±0．16，1．27±0．17 vs．3．96±0．39，MCP一1 mRNA(2—3 o。1were 1．79±0．24，2．22±0．38，

1．76±0．19 vs．3．07±0．27，ICAM一1 mRNA f2 oact)were 2．05±0．11，1．68±O．09，2．37±0．48 vs．3．71±0．26，

VCAM一1 mRNA(2—4 act)were 1．59±0．08，1．40±0．11，1．84±0．11 vs．3．94±0．26；HUVEC：IL一8 mRNA(2—4 act)
were 2．33±0．59，2．82±0．82，2．51±0．77 vs．3．53±0．70，MCP一1 mRNA(2—4 at。。t)were 1．59±0．35，1．48±0．36，

1．54±0．29 vs．2．24±0．48，ICAM一1 mRNA f2—4 act)were 1．46±0．38，1．77±0．65，1．73±0．50 vs．3．13±0．44，

VCAM一1 mRNA f2一o 4“)were 2_49±0．24，2．18±0．19，2．45±0．24 vs．2．80±0．13，all P<0．051．The contents of

CD62E were decreased significantly in middle．high dose Sheshang capsule groups compared with the content in model

group(¨g／L：1．01±0．14，1．04±0．13 vs．1．31±0．22，all P<0．01)，but there were no statistical significant differences

among the three drug group fall P>0．05)．Conclusion The therapy of purging fire and removing toxin can treat

vascular endothelial iniury by inhibiting the inflammatory response induced by Trimeresurus stejnegeri bites．

[Key words]Therapy of purging fire and removing toxin；Sheshang capsule；Trimeresurus stejnegeri；
Inflammatory response；Vascular endothelial injury

本课题组前期研究表明，泻火解毒法代表方蛇

伤胶囊能有效治疗竹叶青蛇伤¨圳；进一步研究发

现竹叶青蛇伤可造成血管内皮损伤，而泻火解毒法

代表方蛇伤胶囊能有效抑制该损害过程。5～+。本研

究通过体内外实验观察泻火解毒法代表方蛇伤胶囊

对竹叶青蛇伤血管内皮细胞白细胞介素一8(IL一8)、

单核细胞趋化因子一1(MCP一1)、细胞间黏附分子一1

(ICAM一1)、血管内皮细胞黏附分子一1(VCAM一1)的

mRNA表达水平和E一选择素(CD62E)含量的影响，

从炎症反应角度探究泻火解毒法治疗竹叶青蛇伤血

管内皮损伤的作用机制。

1材料与方法

1．1研究分组及给药

1．1．1动物实验：5个月龄健康新西兰大白兔50

只，体质量2．0。2．5奴，由福建中医药大学动物实验

中心提供，动物合格证号：SYXK(闽)2009—0001。

按计算机产生的随机数字分为正常对照组、模型

组和蛇伤胶囊低、中、高剂量组，每组10只。参照

本课题组前期研究‘81方法，经兔右后腿皮下注射

·193·

0．75 mL／kg竹叶青蛇毒液复制竹叶青蛇伤动物模
型；正常对照组给予等量生理盐水。制模后6 h，蛇

伤胶囊低、中、高剂量组分别给予不同剂量蛇伤胶

囊174、348和522 mg·kg～·d～，灌胃前用生理盐水

将药粉稀释为17．4、34．8和52．2 g／L的药液，使灌胃
量均为10 mL·kg～·d～；模型组和正常对照组则以

10 mL·kg～·d一生理盐水灌胃。连续灌胃1周。

本实验中实验动物的处置方法符合动物伦理学

标准。

1．1．2细胞实验：人脐静脉血管内皮细胞(HUVEC)

以改进的Eagle培养液(MEM)培养24 h后，按计算

机产生的随机数字分为空白对照组、模型组和蛇伤

胶囊药物血清低、中、高剂量组(药物血清低、中、

高剂量组)，每组10孔。参照本课题组前期研究方

法，在细胞培养液中加入5 mg／L竹叶青蛇毒液复制

竹叶青蛇毒细胞模型"J。培养6 h后，空白对照组

用MEM培养液+10％的正常兔血清培养，药物血

清低、中、高剂量组分别给予5％、10％和15％蛇伤

胶囊含药血清培养。
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1．2观察指标及方法

1．2．1用实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)检测

各组腹主动脉及细胞中IL一8、MCP一1、ICAM一1和

VCAM一1的mRNA表达水平：取各组兔腹主动脉全

段和细胞用于总RNA的提取，采用TRIzol裂解抽

提总RNA，逆转录合成eDNA。反应条件为37 c|C、

15 min，85℃、5 S。用qPCR检测各组IL一8、MCP一1、

ICAM一1和VCAM一1的mRNA表达水平，试剂盒

由宝生物工程(大连)有限公司提供。反应条件为

95℃预变性30 S；95℃、3 S，60 oC、30 S，40个循环。

引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。以3一磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参，设置空白对照组

为对照组，2以们‘法计算目的基因的相对表达量。

1．2．2用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各组血清

CD62E含量：于末次灌胃后24 h于兔耳缘静脉采血，

离心取血清，用ELISA检测血清CD62E水平，试剂

盒由北京海泰通达科技有限公司提供。

1．3统计学处理：使用SPSS 1 9．0统计软件分析数

据，计量资料服从正态分布以均数±标准差(孑±s)

表示，各组问数据比较采用单因素方差分析，单样本

均数比较采用t检验。P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组兔腹主动脉IL-8、MCP一1、ICAM一1、VCAM一1

的mRNA表达水平比较(表1)：模型组兔腹主动脉

IL一8、MCP一1、ICAM一1、VCAM一1的mRNA表达水

平均较正常对照组明显增加，各剂量蛇伤胶囊组较

模型组明显降低(均P<0．01 o

表1各组兔腹主动脉IL一8、MCP一1、ICAM一1、
VCAM一1的mRNA表达水平比较(x±s)

组别零赘挚——五j———面葛兰半墨三兰塞i而

注：与正常对照组比较，8P<0．01；与模型组比较，“P<0．01

2．2 各组细胞IL一8、MCP一1、ICAM—l、VCAM一1

的mRNA表达水平比较(表2)：模型组细胞IL一8、

MCP一1、ICAM一1、VCAM一1的mRNA表达较空白对

照组明显升高，各剂量药物血清组均较模型组明显

降低(均P<0．05 o

表2各组细胞IL一8、MCP一1、ICAM一1、
VCAM一1的mRNA表达水平比较(i±S)

缀型鋈i i絮妻挚—1云i——1≤兰芋坚三兰三：：i——罚五而

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

2．3各组兔血清CD62E含量比较(表3)：模型组

血清CD62E含量较正常对照组明显增加，蛇伤胶囊

中、高剂量组均较模型组明显减少(均P<0．01 o

表3各组兔血清CD62E含量比较(x±S)

注：与正常对照组比较，aP<0．01；与模型组比较，6P<0．01

3讨论

中国东南沿海气候温暖潮湿，属毒蛇分布的区

域；其中竹叶青蛇是最常见的致伤蛇种，所占比例

可达29％∽‘11|。竹叶青蛇咬伤后主要表现为局部

肿痛、皮肤及软组织坏死等，常引起凝血功能障碍

而导致出血，并可导致多器官功能衰竭(MOF)，甚至

死亡¨2I。已有研究表明，竹叶青蛇毒所含金属蛋白

酶可直接引起血管内皮细胞凋亡¨3|。而本课题组

前期研究亦发现，竹叶青蛇伤后存在血管内皮损害，

表现为血栓调节蛋白(TM)含量的增高‘5 J。

MCP一1和IL一8属趋化因子，可通过与血管内

皮表面的G蛋白耦联受体结合，进而激活磷脂酶c

(PLC o激活的PLC作用于膜磷脂，产生三磷酸肌

醇(IP3)和二酰甘油(DG)，继而IP3与其受体结合，

引起细胞内ca2+水平升高，升高的Ca2+及上述产

生的DG共同激活磷酸激酶C(PKC)，激活的PKC

磷酸化下游蛋白，从而在炎症反应中发挥重要作

用¨4。1 6[。其中，MCP一1主要趋化单核细胞，而IL一8

主要趋化中性粒细胞一17。。ICAM一1、VCAM一1和

CD62E为黏附分子，其同样以受体一配体结合的

形式发挥作用，使细胞与细胞问、细胞与基质问或

细胞与基质细胞间发生黏附，参与细胞的识别、活

化、信号转导、增殖、分化、伸展与移动等，也是炎症

重要生理和病理过程的分子基础‘18。21；。ICAM一1、

VCAM一1和CD62E皆参与了炎性细胞在内皮损
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伤的滚动过程，而ICAM一1和VCAM一1的富集部

位(多为内皮细胞间连接处)将形成炎性细胞渗出

的“出口”[22Jo本研究发现，给予竹叶青蛇毒后，

动物腹主动脉和细胞中MCP一1、IL一8、ICAM一1和

VCAM一1的mRNA表达水平均出现了不同程度升

高，且CD62E含量亦增多。提示竹叶青蛇伤后炎症

反应激活，活跃的炎症反应是引起血管内皮细胞损

伤的原因之一。而众多研究也证实炎症反应是毒蛇

咬伤病理生理过程的关键环节。如Bernardes等o
23-

曾通过动物实验证实了巴伊亚予头蝮蛇毒中所含

金属蛋白酶可引起炎性细胞的聚集和IL一6、IL一10

水平升高。具窍蝮蛇属的粗毒物和其纯化的肌肉

毒素可造成腹膜炎，同时引起IL一1 B和IL一6水平

的升高ⅢJ。而眼镜蛇毒能广泛引起IL一6、IL一1 B、

TNF一仅、MCP一1、IL一8等炎性介质含量的增多‘2 5|。

从抑制炎症反应角度出发治疗毒蛇咬伤也有一

定疗效。Liu等。2钊曾发现，一氧化氮(NO)可通过抑

制炎症反应，达到治疗眼镜蛇科虎蛇蛇毒素所致肌

肉损伤的效果。亦有报道称，地塞米松在减轻巴西

具窍蝮蛇和巴西予头蝮蛇毒所致的组织损伤方面作

用确切，其机制与地塞米松抑制炎症反应有关坦7I。

连续性肾脏替代治疗(CRRT)能有效清除蛇伤患者

循环中的细胞因子和炎性介质心8|。中医中药在抑

制炎症反应方面也有一定的优势，四逆汤被发现有

双向调控炎症反应的作用。29 J。早期有效的中西医

结合救治在毒蛇咬伤的治疗中至关重要∞0I。

竹叶青蛇咬伤证候属于中医学的火毒，基本治

法为泻火解毒法，其代表方蛇伤胶囊治疗竹叶青蛇

伤疗效确切o 1-4]。本课题组前期研究证实，蛇伤胶

囊可通过降低TM及其级联产物的水平，维持血管

内皮细胞分泌血管舒缩因子的平衡，并可降低血管

性血友病因子(vWF)的含量，最终达到减轻血管

内皮损伤的效果”一7 J。而本研究发现，蛇伤胶囊对

MCP一1、IL一8、ICAM一1和VCAM一1的mRNA表达

均有不同程度的抑制作用，且能降低CD62E水平，

表明泻火解毒法能通过抑制炎症反应的激活而达到

治疗竹叶青蛇伤所致血管内皮细胞损伤的目的。
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