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※基金项目　湖北省科技攻关计划课题 （Ｎｏ：２００１ＡＡ３０１Ｃ２５）

薯蓣丸对创伤应激小鼠肝细胞ＨＳＰ７０
及其抗体表达的影响※

□ 李云海　张雪荣　叶太生　郭玮　陈国权

（湖北中医学院　湖北　武汉　４３００６１）

　　摘　要　目的：本课题旨在探讨薯蓣丸对机体免疫功能影响的机理，为开发薯蓣丸作为创伤应激
治疗药物提供客观依据。方法：通过采用免疫组化方法观察薯蓣丸对创伤应激小鼠肝 ＨＳＰ７０及其抗体
表达的影响，揭示薯蓣丸的免疫作用机制。结果：小鼠肝细胞的 ＨＳＰ７０及其抗体表达强度呈如下趋
势，薯蓣丸加应激组＞应激对照组＞正常对照组 （Ｐ＜００５）。结论：薯蓣丸干预使ＨＳＰ７０及其抗体表
达更进一步加强，可能是薯蓣丸抗应激免疫抑制的机理之一。

　　关键词　薯蓣丸　应激　免疫学

　　应激是机体受到各种强烈因素 （应激原）刺激时

出现的一系列神经内分泌反应，以及由此引起的机能

和代谢改变。它属于人体的自卫性反应，可以缓解或

拮抗各种侵袭时对机体的伤害，而强烈的应激则对机

体是有害的。在应激状态下，热休克蛋白 ７０
（ＨＳＰ７０）的合成显著增加，对应激导致的机体损伤起
保护作用，并增强细胞免疫功能。本实验研究了中医

传统名方薯蓣丸干预截肢应激介导的免疫抑制中肝细

胞ＨＳＰ７０及其抗体表达的变化，报告如下：

１　实验材料
１１　动物　健康 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠６０只，质量２０ｇ±２ｇ，
雌雄各半。由卫生部武汉生物制品研究所实验动物中

心提供。

１２　主要试剂　ＨＳＰ７０一抗由武汉博士德公司提供；
ＳＰ超敏试剂盒 （Ｋｉｔ９７１０）由福州迈新生物技术开
发有限公司提供。纯化的 ＨＳＰ７０ （用含人 ＨＳＰ７０ｃＤＮＡ
的ｐＥＴ载体系统表达并纯化）、酪蛋白 （Ｃａｓｅｉｎ封闭
用蛋白质，Ｓｉｇｍａ产品）、辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）
标记羊抗人 ＩｇＧ抗体 （武汉博士德生物工程公司）、
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３，３，５，５四甲基联苯胺 （ＴＭＢ，Ｓｉｇｍａ产品）。
１３　主要仪器与设备　恒温水浴箱、酶标仪 （Ｂｉｏ
Ｒａｄ）、９６孔酶标板 （由华中科技大学同济医学院免

疫实验室提供）。

２　实验方法
２１　应激模型　末次用药１～１５小时后，小鼠右后
肢行截肢术，造模时用４号医用缝合线于小鼠右后肢
膝关节上端约０５ｃｍ处结扎，然后用手术剪于膝关节
处截去右后肢，酒精棉球消毒断端，不包扎。术中及

术后基本无出血，术后仍按常规摄取食水，术后无感

染及死亡。

２２　药物制备　薯蓣丸 （汤）按原方比例配药 （购

于湖北省中医院药剂科），加水煎煮两次后烊化阿胶，

用旋转蒸发仪浓缩去渣后，分为每毫升含生药 ２８８
克、１４４克、０７２克的药液 （即 ２８８ｇ／ｍｌ、１４４ｇ／
ｍｌ、０７２ｇ／ｍｌ），灭菌后４℃保存。
２３　动物及分组给药　将 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠均随机分为正
常对照组、应激对照组、应激加薯蓣丸组，每组 ２０
只。正常对照组与应激对照组每日灌服０５ｍｌ生理盐
水，应激加薯蓣丸组每日灌服含生药浓度 １４４ｇ／ｍｌ
的药液０５ｍｌ，连服七天后造模，经常规喂养１６小时
后，在各组分别取材１０只。７２小时后取材剩余的３０
只小鼠。

２４取材　 （１）分别将动物断椎处死，迅速切取肝
脏右上叶，将标本放入４％甲醛中２４小时，制备蜡
块，６μｍｌ连续切片，每只小鼠取３片做 ＨＳＰ７０免疫组
化染色。（２）血样的采集：小鼠眼眶取血２ｍｌ，肝素
抗凝静置２小时或离心取血浆；或不抗凝，室温静置
２小时后取血清。
２５　检测方法
２５１　肝细胞 ＨＳＰ７０表达的影响　采用免疫组化 ＳＰ
法染色，严格按照说明书步骤操作，一抗为博士德公

司 （１∶２００），二抗为福州迈新生物技术开发有限公司
提供的生物素标记的超敏试剂盒 （Ｋｉｔ９７１０）。阴性对
照：以ＰＢＳ液置换ＨＳＰ７０单抗。
２５２　血浆抗 ＨＳＰ７０抗体滴度测定　 （１）用 ＰＨ９６
的０１ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液稀释纯化的ＨＳＰ７０至终浓度
５μｇ／ｍｌ，于酶标板每孔中加入５０μｌ，３７℃温育３０分

钟后，放置 ４℃过夜； （２）倒掉每孔液体，用
００２５ｍｏｌ／ＬＴＢＳ（Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液）洗板 ２次，加入
１００μｌ封闭液 （０２５％Ｃａｓｅｉｎ００２％ＮａＮ３ＴＢＳ），３７℃
温育１小时；（３）倒空每孔液体，用洗板液 （０５％
Ｔｗｅｅｎ２０ＴＢＳ）洗板 ３次，血浆按 １∶１０、１∶２０、
１∶４０、１∶８０用封闭液稀释，每孔１００μｌ，并同时用封
闭液作阴性对照，３７℃温育２小时；（４）洗板液洗板
３次，加入０２５％ ＣａｓｅｉｎＴＢＳ稀释的 ＨＲＰ标记羊抗
人ＩｇＧ抗体 （１∶１０００），３７℃温育１小时；（５）洗板
５次，每孔加入１００μｌＴＭＢ显色液 （１０ｍｇ／ｍｌＴＭＢ储
备液 （ＴＭＢ溶于二甲基亚砜），用柠檬酸缓冲液稀释
成 ０１ｍｇ／ｍｌ，临 用 前 每 ｍｌ加 入 ０７５％ Ｈ２Ｏ
２３２μｌ），３７℃显色 １０分钟，每孔加入 １００μｌ１ｍｏｌ／
ＬＨ２ＳＯ４终止反应；（６）４５０ｎｍ波长下，用酶标仪测
定每孔吸光度，减去阴性对照值后，其值大于０２为
阳性。

２６　统计学方法　统计资料以ｘ±ｓ表示，组间差异
用ｔ检验，全部数据输入计算机用 ＳＰＳＳ１００ｆｏｒｗｉｎ
ｄｏｗｓ软件进行处理。

３　结　果
３１　肝细胞ＨＳＰ７０的表达情况 （见表１）
表１　薯蓣丸 （汤）对小鼠肝脏 ＨＳＰ７０的表达影响的灰度值

（ｘ±ｓ）

组别　　 ｎ
平均灰度值

１６ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ １４９１±４２６２ １５１５±４４３１

应激对照组 １０ １４１６±５６８３ １４３２±６７１８

应激加薯蓣丸组 １０ １３５５±６６９１ １３７４±６３５０

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３２小鼠血浆不同稀释度 ＨＳＰ７０抗体的表达情况 （见

表２）
表２　各组小鼠血浆不同稀释度ＨＳＰ７０抗体阳性率 （ｘ±ｓ，％）

组别　　 ｎ １∶１０ １∶２０ １∶４０ １∶８０

正常对照组１０ ２０ １０ ０ ０
应激对照组 １０ 　４０ ３０ ０ ０
应激加薯蓣丸组 １０　 ６０ 　４０ 　１０ ０

　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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４　讨　论
２０世纪６０年代初发现细胞对环境温度升高所产

生的热休克反应 （Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＨＳＲ）是热休
克蛋白 （ＨｅａｔｓｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＰＳ）的合成。其中
ＨＳＰ７０基因家族是 ＨＳＰ中最为丰富的一种，尤其是
ＨＳＰ７０在应激中的表达。近年来，从基础分子生物学
方法到治疗应用，ＨＳＰ研究涉及多个水平，但是现代
医学对应激的研究偏重于基础理论的探讨，对如何减

少和缓解应激对机体的不利的影响，报道甚少。

祖国医学立足于整体观，认为机体的内部是个统

一的整体，同时，这个整体与外在环境又有密切的关

系。机体的内在机能一方面需要外在的变化帮助其机

能活动；另一方面如外在变化不利机能活动时，体内

却能相应地发生种种活动与之适应。因此中医十分注

重对机体机能的调节作用，特别是中医复方更充分体

现了这种整体观的精神。中医复方用于防治应激性免

疫抑制，维护机体正常功能状态有其独特的优势，从

而显示出中医药在免疫调节领域中具有重要的研究价

值及广阔的应用前景。

薯蓣丸出自 《金匮要略·血痹虚劳病脉证治》

篇，即 “虚劳诸不足，风气百疾，薯蓣丸主之”。该

方以薯蓣、当归、干地黄、甘草、人参、川芎、芍

药、白术、茯苓、阿胶、大枣等扶正药为主，兼用桂

枝、柴胡、防风达三阳之表以疏风祛邪，杏仁、桔

梗、白蔹理气开郁兼顾祛邪。可谓邪正兼顾，防治兼

备，补中寓散，临床应用十分广泛。据报道该方对机

体造血系统、细胞与体液免疫功能均有显著的调整功

能［１］，并有较广泛的药理作用［２］。为更深入、系统探

讨中医药缓解应激、调节免疫功能的作用机理，本课

题采用截肢造模方法，研究了薯蓣丸干预截肢应激介

导的免疫抑制中 ＨＳＰ７０及其抗体的变化。结果表明，
应激对照组的 ＨＳＰ７０及其抗体被强烈诱导表达。小鼠
肝脏ＨＳＰ７０在１６小时表达强于７２小时后的表达，与
肝脏ＨＳＰ７０在约１２小时达到高峰情况相符

［３］，其中薯

蓣丸 （汤）加应激组的 ＨＳＰ７０阳性表达最强。另外，
各组小鼠血浆不同稀释度 ＨＳＰ７０抗体阳性率也表明，
薯蓣丸 （汤）加应激组 ＨＳＰ７０抗体阳性率表达亦表现
为最强，显示截肢应激导致了 ＨＳＰ７０及其抗体水平的
提高，而薯蓣丸 （汤）则增加了表达趋势，其 ＨＳＰ７０
及其抗体水平表达的反应程度也有提高。在应激对照

组，由于动物处于截肢的应激状态，因此对自身的细

胞造成了损伤，这一损伤使细胞内蛋白质变性、聚

集、错折叠等大大增多，通过一系列机制［４］使应激对

照组的ＨＳＰ７０表达量大于正常对照组。应激加薯蓣丸
组的细胞内ＨＳＰ７０表达的诱导因素则为截肢创伤与薯
蓣丸 （汤）药理作用的综合，因而 ＨＳＰ７０的表达量就
更大。由此可见，截肢创伤可作为独立因素使肝细胞

中ＨＳＰ７０表达增强，而薯蓣丸 （汤）加创伤应激则使

ＨＳＰ７０表达更进一步加强。有研究结果表明，由于应
激对照组机体所受损伤更重，ＨＳＰ７０的高强度表达作
为评价组织细胞所处危险性的生物标志则有着重要的

意义［５］。所以薯蓣丸的免疫调节作用机制之一可能在

于ＨＳＰ７０的表达变化，这构成了与细胞损害的修复及
免疫系统调节的联系，虽然作用是非特性的，但这一

免疫分子的变化在应激中发挥着重要作用，薯蓣丸可

明显升高其含量，可以考虑薯蓣丸作为抗应激损害的

辅助用药。
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