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草麻黄抗补体组份对血小板变形及内皮细胞损伤作用
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摘摇 要:摇 目的摇 从草麻黄中分离抗补体组份并观察其抗补体依赖性的损伤作用。 摇 方法摇 采用柱层析结合紫

外吸收观察的方法分离抗补体组份;采用比浊法观察组份对眼镜蛇毒因子引起的血小板变形的影响;采用 MTT 法观

察组份对异种血清对内皮细胞损伤的影响。 摇 结果摇 紫外吸收为 196 nm 的组份具有抗补体作用,麻黄组份能有效抑

制眼镜蛇毒因子引起的血小板变形,高、中、低剂量对血小板变形的抑制率分别为 49. 8% 依 10. 7% 、32. 8% 依 4. 2% 、
22郾 5% 依6. 2% ;麻黄组份能有效减轻异种血清对内皮细胞的损伤,高、中、低剂量对补体致内皮细胞损伤抑制率分别

为 88. 1% 依7. 1% 、79. 8% 依3. 3% 、65. 0% 依4. 5% 。 摇 结论摇 麻黄抗补体组份对补体依赖性损伤有保护作用。
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Isolation of Anti鄄complement Components from Ephedra Sinica and
its Protective Effect on Complement鄄dependent Injury
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Abstract:摇 Objective摇 To isolate the anti鄄complement components from ephedra sinica and investigate its protective
effect on complement鄄dependent injury. 摇 Methods摇 Anti鄄complement components were seprerated by using column chro鄄
matography;turbidimetric assay was used to investigate the effect of anti鄄complement component on CVF鄄induced platelet
metamorphose;MTT method was used to investigate the effect of anti鄄complement components on endothelial cells injury
caused by rabbit serum. 摇 Results摇 Anti鄄complement components effectively reduced CVF鄄induced platelet metamorphose
and attenuated the endothelial cells injury caused by rabbit serum. 摇 Conclusion摇 Anti鄄complement components may have
protective effect on complement鄄dependent injury.
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摇 摇 补体系统(complement system)是由 30 多种蛋

白组成的复杂系统,它由补体固有蛋白、补体调节蛋

白、补体受体组成,补体系统有多种生物学功能[1]。
通常补体系统受到补体调节蛋白的精确调控不会引

起同源组织损伤,如果补体系统在病理条件下过度

激活,就会引起依赖补体的组织损伤,引起包括自身

免疫性疾病、成人呼吸窘迫综合症、非典型性肺炎、

移植中的超急性排斥反应等[2鄄3]。 补体激活产生的

攻膜复合物 C5b6789n ( Member Attack Complex,
MAC)能引起血小板活化和血管内皮的损伤[4鄄5],该
作用构成了补体依赖性损伤的血管内凝血机制。 抑

制补体的激活可以有效地防止一些免疫性损伤。 草

麻黄(ephedra sinica)为中国的传统中药,具有广泛

的药理作用。 多个治疗免疫性疾病的方剂中含有麻

黄成分[6鄄7],研究发现麻黄的水提物能抑制补体的

激活[8],麻黄的抗补体成分可能参与了免疫性疾病

的治疗。 本研究从麻黄中分离出抗补体组份,研究

其抗补体活性,并针对依赖补体损伤的基本病理过

程(血管内凝血机制),观察麻黄组份的保护作用。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 眼镜蛇毒因子(Cobra Venom Factor,CVF):实
验室制备,采自华南眼镜蛇(Naja naja atra);大鼠、
豚鼠、新西兰白兔由中山大学实验动物中心提供;新
生小牛来源于广州奶牛研究所;草麻黄由广州奇星

药厂生药部提供;绵羊血由广州儒林畜牧场提供;
Sephadex G鄄100 购于 Pharmacia;500 型 Chrono鄄Log
血小板聚集仪购于 Chrono鄄Log. USA;810 型 Aggro /
Link 电脑接口购于 Chrono鄄Log. USA。
1. 2摇 麻黄组份的粗制品的分离

参照文献[8]的方法加以改进:100 g 麻黄用

1 200 mL蒸馏水浸泡24 h,煮沸1 h,趁热用四层纱布过

滤得棕黄色液体。 待液体降至室温后,用1 mol / L的氢

氧化钠调液体的 pH 为 9. 0 出现大量沉淀,搅拌 1 h 后

2 000 g离心 30 min,取沉淀用无水乙醇洗涤,2 000 g 离

心 30 min 取沉淀。 沉淀用50 mL蒸馏水重悬后,用
1 mol / L的盐酸调液体的 pH 为 4. 0,搅拌 12 h 后用冷

凝回流烧瓶煮沸 1 h(保持液体体积不变),冷却至室温

后,1 000 g 离心 15 min,取上清液。 重复碱沉淀,酸溶

解的步骤 2 次,取上清液,即得粗制品溶液。
1. 3摇 粗制品溶液的层析分离

取 Sephdex G鄄100 装 柱, 柱 高 55 cm, 内 径

1. 8 cm,凝胶体积 140 mL。 取 5 mL 粗制品上柱进

行层析,洗脱液为 pH 4. 0 的水,操作压 15 cm 水柱,
每 15 min 收集 1 管,每管 4. 5 mL。 以 196 nm 为监

测波长测定吸光度,并定性测定各管的抗补体活性,
收集有抗补体活性的各管,低温真空干燥保存。
1. 4摇 抗补体活性测定方法

参照文献[9],设置倍比稀释的麻黄组分管及

对照管,全溶管,测定各管在 541 nm 波长的吸光度。
根据 溶 血 率 Y = 样 本 管 541 /全 溶 管 541, 以

Lg[Y / (1鄄Y)]为轴,以麻黄组份剂量的常用对数为

X 轴,推算回归方程。 当 Y / (1 - Y) = 1 时即 50%
溶血时,所对应的剂量即为抑制 50%溶血的剂量。
1. 5摇 比浊法测血小板变形聚集

比浊法测血小板变形聚集,按文献方法制备血

小板血浆并计数[10鄄11],调整血浆血小板数为(6 ~
7) 伊 1011 / L。 加 样 器 取 250 滋L 贫 血 小 板 血 浆

(PPP)和 PRP 富血小板血浆置于已硅化的玻璃管,
PPP 为空白对照,PRP 置于 Chrono鄄Log 血小板聚集

仪测定孔并放入硅化搅拌磁棒搅拌(1 000 转 /分),

37毅预热 3 min。 起动程序,设定基线并描记 30 sPRP
基线后加入 CVF 5 滋L 描记 15 min 血小板变形,聚
集曲线。 实验组同上描记 30 s 基线后加入体积为

25 滋L 的 倍 比 稀 释 的 麻 黄 组 份 ( 低 剂 量 组:
0. 24 g / L、中剂量组:0. 36 g / L、高剂量组:0. 54 g / L)
搅拌 3 min 后加入 CVF 5 滋L,描记曲线观察麻黄组

份对血小板变形聚集的影响。 以 25 滋L 的生理盐水

代替麻黄组份作为空白对照重复步骤。
1. 6摇 MTT 法观察麻黄组份对兔血清对牛内皮细胞

的损伤

按文献方法取材和原代培养内皮细胞[12]。 培养

的细胞经第八因子(峪因子)相关抗原抗体酶联免疫

法(ABC 法染色),鉴定为内皮细胞。 继续培养并传

代,实验用 2 ~ 5 代细胞。 将细胞悬液配制成 1 伊
108 / L,接种于 24 孔板,每孔 0. 8 mL,待细胞基本融合

进行处理。 分对照组、模型组及高、中、低剂量的麻黄

组份组(5、2. 5、1. 25 g / L,每 4 个孔为一个处理组)。
对照组:56 益加热 30 min 热灭活的新鲜兔血清用

VBS 缓冲液 1颐 4 稀释 + PBS 缓冲液;模型组:用 VBS
缓冲液 1颐 4 稀释新鲜兔血清 + PBS 缓冲液;高、中、低
剂量的麻黄组份组:用VBS 缓冲液1颐 4 稀释新鲜兔血

清 +倍比稀释的麻黄多糖(溶于 PBS 缓冲液)。 在各

组中缓冲液或麻黄组份溶液预先与血清混合,在 37毅
温箱孵育 10 min 后加入 24 孔板中摇匀,置于培养箱

中 4 h,中途再摇匀一次。 处理 4 h 后,采用MTT 法测

定细胞生存率。 在酶标仪上测定光密度值(OD 值),
测定波长为 570 nm,参考波长为 630 nm。 以细胞生

存率 =处理组 OD /对照组 OD 伊100%。
1. 7摇 统计学方法

应用 SPSS10. 0 软件,各组数值以均数 依标准差

表示,单因素方差分析后 LSD 检验,P < 0. 05 为差异

有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 草麻黄抗补体组份的提取与分离

摇 摇 生药麻黄经水煮后,对水溶液进行乙醇的洗涤,
二次的煮沸,以及三次的碱溶液的沉淀、酸溶液的溶

解过程得粗制品溶液。 将粗制品经 Sephedex G鄄100
分子筛层析柱分离,取在 196 nm 波长的紫外光有高

吸收峰的组分,并用致敏绵羊红细胞进行抗补体活

性测定。 麻黄 100 g 获得有 196 nm 波长吸收特征

的抗补体组份 30. 2 mg,回收率为 0. 3% 。
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2. 2摇 抗补体活性测定结果

富含补体的豚鼠血清能使敏化的绵羊红细胞溶

解。 预先将豚鼠血清与麻黄多糖孵育,能抑制其溶

血作用。 以系列剂量确定组份的抗补体活性单位,
根据相对溶血率和抗补体组份剂量,计算出组份对

豚鼠血清的的 IC50为 44. 8 mg / L。
2. 3摇 麻黄抗补体组份对眼镜蛇毒因子致大鼠血小

板变形抑制率

眼镜蛇毒因子引起大鼠血小板显著变形,预先

加入麻黄组份能有效抑制 3 min 后加入 CVF 引起的

血小板变形。 变形抑制率随着麻黄组份剂量的增加

而增加,呈现量效关系,见表 1。

表 1摇 麻黄组份对 CVF 引起的血小板变形抑制率(n = 5)

组别 变形抑制率(% )

生理盐水对照组 9. 3 依 3. 2
麻黄组份低剂量组(0. 24 g / L) 22. 5 依 6. 2
麻黄组份中剂量组(0. 36 g / L) 32. 8 依 4. 2a

麻黄组份高剂量组(0. 54 g / L) 49. 8 依 10. 7b

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 05,b:P < 0. 01

2. 4摇 麻黄抗补体组份对兔血清对牛内皮细胞损伤

的影响

培养的细胞经峪因子相关抗原抗体酶联免疫法

ABC 法染色,鉴定是内皮细胞。 新鲜兔血清能损伤

内皮细胞,细胞生存率降低。 麻黄组份预先与兔血

清 37 益孵育 10 min 后,能减轻兔血清对培养的牛

内皮细胞的损伤,呈现出剂量关系,见图 1。

图 1摇 麻黄抗补体组份对兔血清对牛内皮细胞损伤的影响

1:对照组;2:模型组;3:低剂量组;4:中剂量组;5:高剂量组. 摇 与模

型组比较,*:P < 0. 05

3摇 讨摇 摇 论

本文根据该组分在酸性液中溶解、在碱性液中

析出的特点,对煮沸后的麻黄水溶液进行多步处理。
在实验过程中,曾对丢弃的沉淀物及上清液进行测

定,发现它们不同程度地具有抑制补体对致敏绵羊

红细胞的溶解作用,即有抗补体活性。 推测麻黄煮

沸水解后产生多种产物,具有不同的化学性质,相当

多的物质由于具有某些活性基团而表现出抗补体活

性,本文作者采用的方法分离的只是其中的一部分。
应用分子筛以及活性测定法来对活性组分进行分

离,发现在 196、202 nm 有吸收峰组分表现出较高效

价的抗补体活性,其中峰值为 196 nm 的含量最高。
文献采用的薄板层析分离的方法[8],需反复制备薄

板,一次上样量小的缺点,采用分子筛柱层析配合

196 nm 紫外吸收测定的方法对抗补体成分进行分

离,简便实用,上样量大,重复性好,得率较高,能满

足实验室的需要。
本实验组利用来源于华南地区中华眼镜蛇(na鄄

ja naja atra)的眼镜蛇毒因子( cobra venom factor,
CVF)建立起激活补体旁路引起血小板变形聚集的

模型。 该蛇毒因子同时具有激活 C3、C5 的作用且除

激活补体作用外尚未发现其他直接的生物活性。 旁

路激活补体作用于大鼠血小板发生明显的变形和缓

慢的血小板聚集,参与生理性止血或病理性血栓形

成。 该作用依赖于补体,因为 56 益,30 min 处理血

浆后(热灭活补体)变形聚集作用消失[13鄄14]。 麻黄

抗补体组份能有效减轻血小板的变形作用,表明该

组份对旁路激活途径有抑制作用,提示有防治血管

内凝血的作用。
补体活化能通过多种机制促进血管内凝血的发

生,C5b6789n(攻膜复合物)能溶解内皮细胞,破坏

细胞间连接,暴露并激活内皮下基质,基质粘附并激

活血小板及凝血酶引起凝血反应[15]。 补体活化产

生的过敏毒素 C3a、C5a 可结合并激活炎症细胞(如
中性粒细胞和巨噬细胞)产生氧自由基及弹性蛋白

酶影响内皮细胞功能并使硫酸化肝素脱落加强了凝

血倾向[16鄄17]。
异种血清与培养的内皮细胞共同孵育,建立起

超急性排斥的模型已被广泛应用于实验研究当中。
大多数实验研究认为经典激活途径是超急性排斥反

应发生的主要原因[18鄄20]。 由于天然抗体的存在,补
体的激活过程很快,所以补体的细胞毒作用也很迅

速,如 C5a 促进黄嘌呤脱氢酶在 5 ~ 10 min 内转化

为黄嘌呤氧化酶,促进氧自由基的生成[21]。 在30 ~
60 min 被激活的内皮细胞丢失超过 50% 的细胞表
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面的硫酸化肝素[22]。 MAC 在 5 min 内可在细胞连

接上形成 5 滋m 直径的小洞[23]。 本次实验将新鲜兔

血清与新生小牛胸主动脉内皮细胞孵育 4 h 能使超

急性排斥反应充分发生。 麻黄组份预先与血清温育

10 min 后,观察到其减弱了新鲜血清对内皮细胞的

损伤作用。 可能是由于存在麻黄组份抑制补体活

化,减轻了补体依赖性损伤。 本文中发现麻黄组份

能有效地抑制补体引起的血小板激活以及抑制补体

损伤内皮细胞,表明该组份可能防止补体依赖性的

血管内凝血反应,为麻黄治疗免疫性疾病提供了理

论依据,也为进一步研究和开发麻黄做出了初步

探索。
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