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[摘要】 目的观察隐丹参酮等中药单体对Sz95细胞中脂质合成的影响。方法用尼罗河红荧光染

色结合流式细胞术，以异维A酸为对照，观察隐丹参酮、丹参酮II—A、盐酸小檗碱、黄芩甙、苦参碱作用

Sz95细胞钙h后，1×104个尼罗河红染色的Sz95细胞中平均每个细胞的荧光强度变化。结果1．25×

10．7M丹参酮II～A使尼罗河红染色荧光强度下降最为明显(一34．3％，P<0．05)，其次为1×10-4M黄芩

甙(一30．1％，P<0．05)、1×10-7M异维A酸(一21．0％，P<0．05)、1．25×10-7M隐丹参酮(一16．2％)、1

×10。6M盐酸小檗碱(一7．8％)也有抑制作用，但没有统计学差异。1×10_3M苦参碱则显示了促进脂质

合成的作用(26．9％)。结论丹参酮II—A、黄芩甙及异维A酸可能具有直接抑制皮脂腺细胞中脂质合成

的作用。
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痤疮是毛囊、皮脂腺慢性炎症性疾病，痤疮的发

病机理比较复杂，脂质的过量分泌、毛囊皮脂腺导管

的角化异常、痤疮丙酸杆菌的大量增殖及炎症等四

个因素或病理过程构成了痤疮发生的主要环节。其

中在青春期雄性激素的作用下，皮脂腺大量分泌脂

质是痤疮发生的前提条件之一⋯1。中医治疗痤疮历

史悠久，我们在查阅治疗痤疮的中药方剂和药物时，

发现丹参、黄连、黄芩、苦参等出现的频率较高，而且

临床或动物实验也发现它们中一些药物可能具有抑

制皮脂分泌的作用[2-5J。结合近年来的研究资料，

我们选择了它们中的主要单体成分，黄连中的盐酸

小檗碱(黄连素)，黄芩中的黄芩甙，苦参中的苦参碱

以及丹参酮中的隐丹参酮和丹参酮II—A，以异维A

酸作为对照，采用流式细胞术，观察它们对SZ95t6J

细胞脂质合成量的影响，在细胞及分子水平上探讨

中药治疗痤疮的可能机理。

l材料与方法

1．1主要仪器、试剂及其他材料

1．1．1主要仪器C02培养箱(Espec公司)、电动

移液器(Hirscharnann公司PIPEIUS牌)、移液枪
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(Eppendorf公司)、96孔培养板(Orange公司)、酸度

计(上海精密仪器有限公司)、电子分析天平(上海恒

平科学仪器有限公司)、倒置显微镜(Olympus)、离心

机、振荡混合仪(江苏泰县医疗器械厂)、酶联免疫检

测仪(Bio—Tee公司)。

1．1．2主要试剂 四甲基偶氮唑蓝(MTT，Sigma

公司)、Sebomed基础培养基(Biochrom公司)、表皮

生长因子(EGF，sigma公司)，胎牛血清(杭州四季青

公司)、胰酶(Gibco公司)、青霉素和链霉素(山东鲁

抗医药有限公司)，乙二胺四乙酸二钠(EDTA)、二

甲基亚砜(DMSO)为国产分析纯。

1．1．3其他材料(1)药物标准品：隐丹参酮、丹参

酮II—A、盐酸小檗碱、黄芩甙、苦参碱标准品均购

自北京中国药品生物制品检定所，纯度在90％以

上。(2)SZ95细胞系：永生化的人皮脂腺细胞系

(SZ95)由中国医学科学院中国协和医科大学皮肤病

研究所蒋明军博士惠赠。(3)尼罗河红荧光染料：由

Kodak公司提供。(4)96孔培养皿：由Orange公司

提供。(5)流式细胞仪：由Becton Dickinson公司提

供。

1．2实验方法

1．2．1细胞培养完全培养基是在Sebomed基础

培养基中，添加10％小牛血清、10 ng／rnl表皮生长

因子(EGF)、100 U／ml青霉素、100 t_tg／ml链霉素。

SZ95细胞在37℃，含5％c02的饱和湿度的孵箱中

培养，每2天更换培养液一次。

1．2．2尼罗河红贮存液的配制：在1．5 rnl eppen．

dorf管中称取10耀尼罗河红，用1 ml甲醇将其完

全溶解，使其贮存浓度为10 t,．g／ml，4℃避光保存，2

周内使用。

1．2．3 PBS的制备方法称取KCl 0．2 g，KH2P04

0．2 g，NaCI 8．Og，Na2HP04．71-120 2．161 g依次溶

解于800 ml三蒸水中，补足三蒸水至1000 ml。用

NaOH或HCI调酸碱度，pH计检查使pH值为7．2。

高压灭菌，4℃保存。

1．2．4药物的配制 隐丹参酮、丹参酮II—A用

DMSO溶解为25raM的贮存液；盐酸小檗碱用DM．

SO溶解为100 mM贮存液；苦参碱和黄芩甙直接用

培养液配制为lOmM的贮存液，过滤除菌，412保存，

临用前用完全培养基稀释至所需浓度，2周内使用。

异维A酸用DMSO溶解，浓度为0．1M，4℃贮存，2

周内有效，使用前用完全培养基稀释至所需浓度，并

调节DMSO浓度在2‰。由于异维A酸见光易分

解，所以对其操作均在暗光下进行。本实验采用的

药物浓度为：隐丹参酮和丹参酮II—A：1．25×10_7

M；黄芩甙：l×10叫M；盐酸小檗碱：1×10_6M；苦参

碱：1×10-3M；异维A酸：1×10-‘M。以含2％o

DMS0不含药物的培养基作为阴性对照。

1．2．5含0．02％EDTA的0．25％胰蛋白酶消化液

的配制称取胰蛋白酶0．25 g，EDTAO．02 g分别

溶解在适量无钙镁的PBS中，磁力搅拌器充分搅

拌，混合后再补足溶液至100 ml，调pH值8．0，过滤

除菌，Ependoff管分装，一20℃储存备用。

1．3实验步骤

1．3．1取对数生长期的SZ95细胞接种于96孔板

中，细胞数2×105／-4L，每孔加培养基2 rnl，每种药物

浓度设3个平行孔；含2‰DMSO不加药物的培养

基作为空白对照，做好标记。

1．3．2在37℃、5％c02培养48 h后，PBS清洗两

次，加入不同浓度的含有待检药物的培养基。

1．3．3 继续培养48 h后，PBS洗2遍，加入含

0．02％E叽～的0．25％胰蛋白酶0．5 rnl消化5 min

(时间可适当延长，使细胞全部消化下来)。

1．3．4加含10％小牛血清的培养基0．5 ml终止消

化，吸出含细胞的培养基至1．5 ml eppendorf管中。

(1)800～1000转离心5 min，小心弃上清，加入1 ml

PBS，轻轻吹打清洗细胞。(2)重复5 min，并弃上清。

(3)／Jfi入PBS 990t址l，用移液枪枪头轻轻吹打细胞，制

备成单细胞悬液(在PBS中)。(4)根据文献报道【7 J，

每管中加入尼罗河红荧光贮存染液10肛l，使终浓度

为lOOng／ml，室温孵育30 rain，短暂涡旋，300目尼

龙滤膜过滤至流式检测专用试管中。

1．3．5流式细胞仪上检测每个标本中的10000个

细胞中每个细胞的平均荧光强度；波长为激发波长

485nm，发射波长565nm。

1．4统计学分析SPSS分析软件，结果以平均值

±标准差(三±s)表示，用t检验确定各组差异显著

性。

2结果

药物作用48 h和对照组相比：(1)1．25×10-7M

丹参酮II—A使尼罗河红染色SZ95细胞中荧光强

度下降(34．3％，P<0．05)，其次是1×10。4M黄芩

甙(一30．1 96，P<0．05)，1×10。7M异维A酸(一

21．0％，P<0．05)；(2)1．25×10。7M隐丹参酮一

16．2％和1×10-6M盐酸小檗碱(一7．9％)也较对

照组下降，但无统计学意义(尸>0．05)；(3)1×10_3

M苦参碱则显示了促进脂质合成的作用(26．9％)。

见表1，图1、图2—1～6和图3。
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表1 隐丹参酮等中药单体对SZ95细胞脂质

合成的影响(1e／=3。三±s，荧光单位)

组别 平均荧光单位抑制率(％)t P

隐丹参酮1．25xlO’7M组 527．8±33．1 一16．2 —1．822 o．210

丹参酮II—A 1．25×10-7M组414．1±71．5 —34．2 —5．348 O．0330

黄芩甙1 x10-4M 478．3±91．6 —30．1 —7．206 O．0196

，J、檗碱l×10—6M 628．0±41．9 —7．9 一O．791 0．512

苦参碱1×10—3M 853．4±65．0 26．9 2．084 0．172

异维A酸1×10-7M 538．3±72．8 —21．0 —6．181 0．幡
对照组 681．9±79．1

注：实验组与阴性对照比较：“P<0．05，Zxp<0．01

图2—3 1X10—7M异维A酸

3讨论

3．1对活性细胞内脂质进行定性定量研究有好几

种方法，较早采用的是3H或C14放免标记，目前已较

少使用。多种荧光染料如尼罗河红、苯芘、罗丹明和

非荧光染料如油红等也可对脂质进行特异性标记。

Greenspan等旧J发现，尼罗河红在染色特异性和染色
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强度方面明显优于其他几种染料，是一种非常好的

活细胞脂质荧光探针，可以通过荧光显微镜或流式

细胞仪来进行定性和定量分析。尼罗河红染色是目

前评价皮脂腺细胞中脂质含量的一种常规方法【6J。

本次研究我们采用尼罗河红染色结合流式细胞仪方

法检测细胞内脂质的含量具有较好的效果。

3．2异维A酸是目前发现对皮脂腺脂质分泌抑制

最强的药物【9J。有报道0．1 mg／(kg·d)I：I服4周

后，皮脂抑制率达75％；O．3～0．4 rag／(kg·d)4周后

抑制率达90％【l 0J。其对脂质分泌的机制研究是皮

肤科的一个热点，目前仍在探索之中。体外研究发

现该药能直接抑制皮脂腺细胞的增殖、脂质合成及

分化[11 J。Zouboulis等[12J用3H标记脂质研究了几

种维甲酸对体外培养的原代人皮脂腺细胞脂质活性

的影响，发现10-7M异维A酸，对脂质合成的抑制

率达48．2％，高于我们的21．2％，其原因可能与我

们采用的细胞培养模型及检测方法不同有关。我们

的研究发现异维A酸对Sz95细胞的抑制率低于丹

参酮II—A及黄芩甙，但没有统计学上的差异。

3．3隐丹参酮和丹参酮II—A在临床药理作用方

面并不完全相同，体外试验证明，隐丹参酮对金葡菌

作用较强，而丹参酮II—A则对杆菌的作用较

强【13～14]。有研究发现，口服隐丹参酮对金葡菌感

染的小鼠无治疗作用，可能是隐丹参酮在体内经过

转化为丹参酮II—A后抗金葡菌的作用下降【5J。另

有研究表明，丹参酮II—A具有较强的清除自由基

及阻断脂质过氧化反应的作用【15’；而且在一些降脂

药物中，发现丹参酮II—A是主要成分【16～17J，而隐

丹参酮则未见到类似的报道。我们的研究发现，丹

参酮II—A对SZ95细胞内脂质合成的抑制(一

34．268％)高于隐丹参酮(一16．219％)。由于丹参

酮总酮中以隐丹参酮为主要成分，是否在体内转化

为丹参酮II—A使隐丹参酮获得更强的抑制脂质合

成活性的能力值得深入研究。

3．4 日本一学者发现黄芩中的一种单体成分汉黄

芩素，在10-4M浓度时能明显抑制鼠耳模型的皮脂

腺脂质分泌达54％，而盐酸小檗碱抑制率则达

63 96[18]，认为中药黄芩及盐酸小檗碱可能有抑制脂

质分泌的作用，但机理不清。本研究中我们发现黄

芩甙有较强的抑制皮脂腺细胞脂质合成作用，而盐

酸小檗碱却没有，这说明两者的抑制脂质分泌的途

径可能不同。由于文献中尚未发现有关盐酸小檗碱

和黄芩甙抑制皮脂分泌的临床报道，因此对这两种

药物有待临床方面的研究证实。
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