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富硒女贞子对乳腺上皮细胞增殖活性的影响
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　　摘要：以富硒女贞子水煎液及其主要成分蛋白质、齐墩果酸、多糖为试验材料，探究其对体外培养的乳腺上皮细胞
增殖活性的影响。采用ＭＴＴ法测定富硒女贞子水煎液及其主要成分适宜乳腺上皮细胞生长的安全浓度，并测定在安
全浓度下分别作用１２、２４、３６、４８ｈ各药物对乳腺上皮细胞增殖的影响。结果表明，富硒女贞子水煎液、蛋白质及齐墩
果酸对乳腺上皮细胞的增殖活性均有显著促进作用（Ｐ＜０．０５），且效果明显优于普通女贞子；富硒女贞子多糖并没有
表现出促进乳腺细胞增殖的作用，且当浓度达到２０μｇ／ｍＬ时对细胞的生长呈抑制作用。
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　　体内乳腺上皮细胞的增殖及分泌功能受许多因素的影
响，如ＥＧＦ、雌二醇和孕酮能促进乳腺上皮细胞的增殖和生
长［１］，这些因素也可影响体外培养的乳腺上皮细胞的增殖及

功能表现［２－３］。近年来，不少学者致力于研究关于中草药等

植物源活性物质促进乳腺细胞的体外增殖、生长［４－６］。天然

中草药女贞子为木犀科植物女贞（ＬｉｇｕｓｔｒｕｍｌｕｃｉｄｕｍＡｉｔ．）的
果实，具有调节免疫、抗炎保肝、抗氧化及抗衰老的作用［７］。

硒（ｓｅｌｅｎｉｕｍ，Ｓｅ）元素是机体必需的微量元素之一，具有重要
的生物学功能。迄今为止，女贞子用于促进细胞增殖方面的

研究仍鲜有报道，本试验通过体外培养的乳腺上皮细胞研究

富硒女贞子水煎液及其主要成分对乳腺细胞增殖的影响。

１　材料与方法

１．１　试验细胞与试剂
ＭＣＦ－７人乳腺上皮细胞，购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库；富硒女贞子（硒含量１．８８μｇ／ｇ）、对照药
女贞子由本实验室保存提供［８－９］；改良型 ＲＰＭＩ－１６４０培养
基（ＨｙＣｌｏｎｅ）；胎牛血清（银香国际），其终浓度１０％为细胞生
长液、２％为细胞维持液，４℃保存；胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ消化液
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；四唑蓝（ＭＴＴ），Ｓｉｇｍａ公司产品，使用前将浓度配
为５ｍｇ／ｍＬ，经漩涡混合仪混匀，用０．２２μｍ混合纤维素酯微
孔滤膜过滤除菌，４℃避光保存；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），购自
天津市科密欧化学试剂有限公司。

１．２　试验仪器

核酸蛋白浓度检测仪（美国伯腾仪器有限公司）；ＣＯ２培
养箱（美国 Ｒｅｖｃｏ公司）；倒置显微镜（重庆光学仪器厂）；
ＳＷｃｇ１Ｆ型超净工作台（苏州净化设备厂）；ＭＰ２００Ａ型分析天
平（上海精密科学仪器有限公司）；ＸＷ－８０型微型漩涡混合
仪（上海沪西分析仪器厂）。

１．３　试验方法
１．３．１　药物制备　分别称取富硒女贞子粉末和女贞子粉末
５０ｇ置于圆底烧瓶中，加入６００ｍＬ蒸馏水并回流提取２次，
每次３０ｍｉｎ，然后冷却，过滤，滤液合并，浓缩至１∶１（相当于
１ｍＬ提取液中含１ｇ女贞子生药）即为富硒女贞子及女贞子
水煎液。富硒女贞子水煎液硒含量为１．７７０μｇ／ｇ，女贞子水
煎液硒含量为０．２２５μｇ／ｇ。用细胞维持液（２％ＦＢＳ）将其稀
释成１１个浓度：０．０５、０．１０、０．２５、０．５０、０．８０、１．００、２．００、
４００、５．００、８．００、１０．００ｍｇ／ｍＬ，保存备用。

称取富硒女贞子粉末和女贞子粉末各５０ｇ，用石油醚浸
泡脱脂２４ｈ。将脱脂后的女贞子按料液比１ｇ∶１２ｍＬ投入
ｐＨ值为１０的浸提液中，５０℃浸提４ｈ，之后２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液，用 ＨＣｌ调节 ｐＨ值为４，置于４℃冰箱过
夜。之后３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，沉淀干燥、研磨，
得粗蛋白提取物（富硒女贞子硒含量为０．６８１μｇ／ｇ，女贞子
则为０．０１４μｇ／ｇ）。用细胞维持液（２％ＦＢＳ）将其稀释成１１
个浓度：２、１０、２０、５０、１００、２００、４００、８００、１０００、２０００、
４０００μｇ／ｍＬ，保存备用。

称取富硒女贞子粉末和女贞子粉末各１００ｇ，用石油醚浸
泡脱脂２４ｈ，滤去石油醚，药渣挥干溶剂后，加５倍量９５％乙
醇回流提取２次，每次１ｈ，合并２次提取液，减压回收乙醇得
浸膏。浸膏以水沉降２次，抽滤取沉降物，以滤纸包覆，置索
氏提取装置脱脂３～５次，滤纸挥干溶剂后，得淡黄色齐墩果
酸粗提物（富硒女贞子硒含量为 ４．９ｎｇ／ｇ，女贞子则为
０．３ｎｇ／ｇ）。用细胞维持液（２％ＦＢＳ）将其稀释成１１个浓度：
０．１０、０．２５、０．５０、０．８０、１．００、２．００、４．００、５．００、８．００、１０．００、
２０．００μｇ／ｍＬ，保存备用。

称取富硒女贞子粉末和女贞子粉末各 ５０ｇ，以石油醚
（６０～９０℃）回流脱脂 ２次，每次 ２ｈ。第 １次加石油醚
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２５０ｍＬ，第２次加２００ｍＬ，过滤，滤渣挥干溶剂。用８０％乙醇
浸泡过夜，再继续加热回流提取２次，每次２５０ｍＬ，每次进行
２ｈ。滤渣加水１５００ｍＬ，于９０℃温浸１ｈ，不时搅拌，抽滤。
滤液静置过夜后，浓缩至 １５０ｍＬ，用三氯甲烷 －正丁醇
（５∶１）萃取多次，以除杂质，加１％活性炭脱色后抽滤，加入
乙醇使其含醇量达 ８０％以上，静置过夜。经 ８０％、９０％、
９５％、１００％梯度乙醇（可重复多次操作）除杂后，过滤，冷冻
干燥，得棕色粗多糖提取物 （富硒女贞子硒含量为

０．０５６μｇ／ｇ，女贞子则为０．００６μｇ／ｇ）。用细胞维持液（２％
ＦＢＳ）将其稀释成１１个浓度：２、１０、２０、５０、１００、２００、４００、８００、
１０００、２０００、４０００μｇ／ｍＬ，保存备用。
１．３．２　富硒女贞子水煎液及其主要成分对乳腺上皮细胞增
殖影响的测定　制备１．５×１０５个／ｍＬ乳腺细胞悬液，铺于９６
孔板，每孔加１００μＬ，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱１２ｈ，待上
皮细胞长成均匀单层后，倒出生长液。然后试验组加入含不

同浓度水煎液、多糖、蛋白质、齐墩果酸的细胞维持液

１００μＬ／孔，空白对照组加入等量细胞维持液，每组重复４孔。
继续培养 １２、２４、３６、４８ｈ后，采用 ＭＴＴ法测定 ５７０ｎｍ处
Ｄ值。
１．４　数据分析

试验所有数据均为计量资料，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件
进行方差分析，统计结果以 ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５为差异显著，
有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　富硒女贞子水煎液对乳腺上皮细胞增殖活性的影响
富硒女贞子水煎液作用乳腺细胞１２ｈ后的 ＭＴＴ测定结

果显示：富硒女贞子水煎液浓度在０．０５～１０．００ｍｇ／ｍＬ范围
内均能促进乳腺上皮细胞增殖，作用效果呈抛物线样，当浓度

达到８．００ｍｇ／ｍＬ时，促增殖效果最佳，极显著高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。富硒女贞子水煎液的促增殖效果普遍优于女贞
子，两者差异显著（Ｐ＜０．０５）的浓度组数占总组数的比例为
５４．５％（图 １）。作用 ２４ｈ后的 ＭＴＴ测定结果显示：在
５．００ｍｇ／ｍＬ浓度时，富硒女贞子达到最佳促增殖效果，与对
照组相比差异极显著（Ｐ＜００１）。在各浓度值，富硒女贞子
的促增殖效果均明显优于女贞子，两者差异显著（Ｐ＜０．０５）
的浓度组数占总组数的比例为６３．６％（图２）。作用３６ｈ后
的ＭＴＴ测定结果显示：当浓度上升到０．８０ｍｇ／ｍＬ时，富硒女
贞子水煎液的促增殖效果明显优于女贞子，两者差异显著

（Ｐ＜０．０５）的浓度组数占总组数的比例为６３．６％（图３）。作
用４８ｈ后的 ＭＴＴ测定结果显示：当水煎液浓度范围在
０．０５～８００ｍｇ／ｍＬ时，富硒女贞子水煎液的促增殖效果呈抛
物线样，富硒女贞子水煎液的促增殖效果略优于女贞子，当浓

度高于８．００ｍｇ／ｍＬ时，富硒女贞子对乳腺上皮细胞增殖表
现出抑制作用（图４）。
２．２　富硒女贞子蛋白质对乳腺上皮细胞增殖活性的影响

富硒女贞子蛋白质作用乳腺细胞１２ｈ后的 ＭＴＴ测定结
果显示：蛋白质浓度在２～４０００μｇ／ｍＬ范围内均能促进乳腺
上皮细胞增殖，作用效果呈抛物线样，当浓度达到

２０００μｇ／ｍＬ时，促增殖效果最佳，极显著高于对照组
（Ｐ＜００１）。富硒女贞子蛋白质的促增殖效果普遍优于女贞

子，两者差异显著（Ｐ＜０．０５）的浓度组数占总组数的比例为
１８．１％（图５）。作用２４ｈ后的ＭＴＴ测定结果与１２ｈ结果类
似，富硒女贞子蛋白质的促增殖效果普遍优于女贞子，两者差

异显著（Ｐ＜００５）的浓度组数占总组数的比例为 ４５．５％
（图６）。富硒女贞子蛋白质作用３６ｈ达到最佳促增殖效果，
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此时的Ｄ值显著高于其他作用时间点（Ｐ＜００５），且富硒女
贞子蛋白质的促增殖效果普遍优于女贞子，两者差异显著（Ｐ＜
０．０５）的浓度组数占总组数的比例为３６．４％（图７）。作用４８ｈ后
各浓度组的富硒女贞子蛋白质均能促进乳腺上皮细胞增殖，且效

果明显优于女贞子，两者差异显著（Ｐ＜０．０５）的浓度组数占总组
数的比例为２７．３％（图８）。

２．３　富硒女贞子齐墩果酸对乳腺上皮细胞增殖活性的影响
富硒女贞子齐墩果酸对乳腺细胞增殖的作用趋势与富硒

女贞子蛋白质一致，齐墩果酸作用３６ｈ达到最佳促增殖效
果，此时的Ｄ值显著高于其他作用时间点（Ｐ＜０．０５），最佳作
用浓度为１０μｇ／ｍＬ。富硒女贞子齐墩果酸在１２、３６、４８ｈ３

个时间点的促增殖效果普遍优于女贞子，两者差异显著（Ｐ＜
０．０５）的浓度组数占总组数的比例分别为 ９０．９％、１８．２％、
５４．５％（图９至图１２）。

２．４　富硒女贞子多糖对乳腺上皮细胞增殖活性的影响
在作用的各时间点富硒女贞子多糖并未表现出促进乳腺

细胞增殖的作用，且当浓度达到２０μｇ／ｍＬ时呈明显的抑制
细胞增殖效果；但富硒女贞子组 Ｄ值均高于女贞子组，且两
者差异显著（Ｐ＜０．０５）的浓度组占总组数的比例在各时间点
均在６０％以上（图１３至图１６）。
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３　结论与讨论

有研究称，雌激素和孕激素具有直接促进乳腺细胞体外

增殖、分化的作用［１０－１１］。部分天然中草药本身不是激素，但

作用与激素相似，并能减轻或消除外源激素的毒副作用，故被

认为是胜似激素的激素样作用物。王玉梅等的研究结果显

示，女贞子水提物具有促进 ＵＭＲ－１０６成骨细胞增殖和分化
的作用，且拟雌激素作用检测表明女贞子水提物中含有类雌

激素样作用的物质［１２］。赵胜等研究表明单味中药女贞子对

更年期模型大鼠具有较好的治疗作用，进一步研究开发能代

替或减少雌激素替代疗法的疗程和剂量［１３］。张岩等通过研

究中药女贞子对去卵巢大鼠钙代谢及维生素 Ｄ依赖型基因
表达的影响，发现女贞子能够提高小肠对活性维生素 Ｄ的敏
感性，并能加强肾脏对钙的重吸收，从而改善雌激素缺乏所引

起的钙失衡状态，对改善绝经后骨质疏松症具有重要意

义［１４］。由此推测，本试验中富硒女贞子水煎液亦是通过其类

激素样的物质发挥促进乳腺细胞增殖的作用，并且富硒女贞

子水煎液的促增殖效果显著优于女贞子。相关研究表明，硒

在植物中主要以硒代氨基酸、硒代蛋白质、硒多糖、含硒多肽

以及各种甲基硒化物等有机态形式存在［１５－１６］。富硒女贞子

水煎液中硒含量为 １．７７０μｇ／ｇ，女贞子水煎液则为
０．２２５μｇ／ｇ，因此富硒女贞子水煎液能够更好地促进乳腺细
胞增殖，这也与Ｍｅｋｅ－ｅｈａｎ等的研究结果基本一致，即：一定
浓度的硒对细胞集落的生长有刺激作用［１７］。

本研究发现富硒女贞子齐墩果酸、蛋白质均能明显促进

乳腺细胞增殖，与不少研究表明女贞子齐墩果酸能促进淋巴

细胞增殖［１８］、促使胰岛内细胞数量增加［１９］的结果类似。富

硒女贞子蛋白质及齐墩果酸中硒含量的明显增多也协同促进

乳腺细胞的增殖。而女贞子多糖则表现出抑制乳腺细胞增殖

的作用，但富硒女贞子多糖在低浓度时对乳腺细胞有一定的

保护作用，这是普通女贞子多糖不具备的，可能也与硒含量的

增多有关，有待进一步研究。
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江苏省泰州地区犬细小病毒病流行现状调查与治疗效果
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　　摘要：犬细小病毒病是幼年犬高发的一种传染病，危害严重，如不及时诊治则死亡率高。通过对江苏省泰州地区
２０１２至２０１４年２年内７０４例犬细小病毒病临床病例的分析表明：在发病季节方面，犬细小病毒病一年四季均可发生，
但有一定周期性，泰州地区３—５月与１０—１２月为发病高峰期，不同时期毒力强弱也有一定差别；在发病年龄方面，主
要集中在１２月龄以下未免疫犬或免疫失败犬，其中以１～３月龄发病率最高；在发病品种方面，犬的不同品种对犬细
小病毒的感染性及感染后症状严重程度存在一定差异，纯种犬比杂种犬感染性高，其中罗威纳犬感染后血便严重，死

亡率高；在免疫状况方面，泰州地区患病犬免疫率只有３３％，未免疫的幼犬对犬细小病毒的易感性很高，免疫国产疫
苗的免疫失败率也较高；在治疗方面，犬细小病毒病治疗的病程为７ｄ左右，其中３～５ｄ病情严重，容易死亡，治疗措
施为应用补液疗法纠正脱水、电解质失衡、酸中毒，同时抗病毒、控制继发感染与对症用药，泰州地区犬细小病毒病的

治愈率约为７９．８３％。
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　　犬细小病毒病（ｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ）是对犬科动物危
害极大的烈性传染病，临床主要表现为心肌炎型和肠炎型，其

中心肌炎型病例常来不及诊断和救治即死亡，肠炎型病例的

早期诊断是降低病死率的关键。肠炎型犬细小病毒病以剧烈

呕吐、出血性肠炎为主要特征，发病率高，传染性强，死亡率

高［１－４］。犬细小病毒感染具有典型的临床症状，但也易误诊，

因此及时准确的诊断是正确治疗的前提，本研究对江苏省泰

州地区宠物医院于２０１２年５月１日至２０１４年 ４月３０日经
确诊的７０４例犬细小病毒病例进行流行病学分析和治疗分
析，以期总结江苏省泰州地区犬细小病毒病的流行特点及防

治措施，为今后犬细小病毒病的临床诊疗与防控、减少养犬者

的经济损失、挽救犬的生命提供一定的指导。

１　材料与方法

１．１　调查资料
从江苏省泰州市不同地区选取共１２家当地主要宠物医

院进行调查，调查每家就诊的疑似犬细小病毒患犬，共调查病

例４２９０例。
１．２　调查内容

查阅相关资料，记录患病犬信息，包括品种、年龄、性别、

主要症状、诊断结果、免疫情况等，进行整理、分析。流行病学

调查内容包括患犬年龄、发病季节、品种、免疫情况、病程、疗

程、痊愈或死亡情况［５－８］。

１．３　检查方法
调查的４２９０例病例均采取的诊断方法为临床基本检

查、病毒检测、粪便寄生虫检查。

１．３．１　临床基本检查　包括问诊、视诊、触诊、听诊、嗅诊等，
并对每例患犬进行整体及一般检查，重点检查的系统为消化

系统。

细小病毒患犬的主要临床症状为肠炎型，病犬初期精神

沉郁，厌食，偶见发热、软便或轻微呕吐；之后呕吐频繁、腹泻

剧烈，起初腹泻物呈黄色或乳白色，含果冻状黏液；其后排出

恶臭的番茄汁样血便，病犬迅速脱水，消瘦，眼窝深陷，被毛凌

乱，皮肤无弹性，耳鼻、四肢发凉，精神高度沉郁，甚至休克、死

亡。心肌炎型常无先兆性症状，或仅表现轻微腹泻，继而突然

衰弱，呻吟，黏膜发绀，呼吸极度困难，脉搏快而弱，心脏听诊

出现杂音，常在数小时内死亡。

１．３．２　病毒诊断　采用韩国安捷公司生产的病毒胶体金快
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