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大蒜新素对人巨细胞病毒感染

人胚肺成纤维细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响
孙涛涛，方　峰，甄　宏，舒赛男，刘　瑾，周玉峰，李　革
（华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科学系，武汉　４３００３０）

［摘　要］　目的　观察大蒜新素对人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）感染的人胚肺成纤维细胞（ＨＥＬｓ）Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影
响，从细胞凋亡角度探讨大蒜新素抗ＨＣＭＶ效应的部分作用机制。方法　用ＨＣＭＶＡＤ１６９毒株感染ＨＥＬｓ，建立高感染
复数（ＭＯＩ）和低ＭＯＩ感染细胞模型；设药物高、中、低剂量分别为９，６和３μｇ·ｍＬ１，采用蛋白印迹法检测病毒感染和
（或）药物处理后７２ｈ细胞Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平。结果　正常细胞仅见 Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２表达；ＨＣＭＶ感染细胞 Ｐ３２表达
显著增加，还出现活性片段Ｐ１７条带，且高ＭＯＩ组Ｐ１７表达明显高于低ＭＯＩ组；大蒜新素处理低ＭＯＩ感染细胞Ｐ１７表达
呈上升趋势，Ｐ１７／Ｐ３２比值也明显增加；大蒜新素处理高 ＭＯＩ感染细胞 Ｐ１７表达下调，Ｐ１７／Ｐ３２比值也显著下降。结论
　ＨＣＭＶ无论高或低ＭＯＩ感染均可诱导细胞凋亡增多，且高ＭＯＩ诱导作用更强。大蒜新素一方面使低ＭＯＩ感染细胞凋
亡增多，另一方面抑制高ＭＯＩ感染细胞的凋亡。前者可能有利于细胞清除病毒，后者则可减少细胞损伤而发挥保护作
用。大蒜新素对ＨＣＭＶ感染细胞凋亡的调控呈双向性。

［关键词］　大蒜新素；人巨细胞病毒；细胞凋亡；Ｃａｓｐａｓｅ３
［中图分类号］　Ｒ２８６；Ｒ９６５．０　　　［文献标识码］　 Ａ　　　［文章编号］　１００４０７８１（２００７）０５０４９３０４

ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｌｌｉｔｒｉｄｉｎｏｎｔｈｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎＨｕｍａｎＥｍｂｒｙｏＬｕｎｇ
ＦｉｂｒｏｂｌａｓｔＣｅｌｌｓＩｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨｕｍａｎＣｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ

ＳＵＮＴａｏｔａｏ，ＦＡＮＧＦｅｎｇ，ＺＨＥＮＨｏｎｇ，ＳＨＵＳａｉｎａｎ，ＬＩＵＪｉｎ，ＺＨＯＵＹｕｆｅｎｇ，ＬＩＧｅ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴｏｎｇｊｉＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕａｚｈｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｗｕｈａｎ４３００３０，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｌｌｉｔｒｉｄｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｌｕｎｇ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ（ＨＥＬｓ）ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ（ＨＣＭＶ），ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐａｒｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｌｌｉｔｒｉｄｉｎ
ａｇａｉｎｓｔＨＣＭＶｆｒｏｍｔｈｅｖｉｅｗｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＥＬｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＨＣＭＶＡＤ１６９ｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｈｉｇｈｍｕｌｔｉｐｌｙｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＭＯＩ＝２．５）ａｎｄｌｏｗＭＯＩ（０．２５），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｔｏｌｅｒａｎｃｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＭＴＣ）ｏｆ
ａｌｌｉｔｒｉｄｉｎｔｏＨＥＬｓ（９．６μｇ·ｍＬ－１），９，６ａｎｄ３μｇ·ｍＬ－１ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｓｔｈｅｈｉｇｈ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｌｏｗｄｏｓａｇｅｏｆｔｈｅｄｒｕｇ．
Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙａｔ７２ｈａｆｔｅｒｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄ／ｏｒｄｒｕｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｎｏｒｍａｌＨＥＬｓｏｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２．Ｗｈｅｒｅａｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ａｆｔｅｒＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ａｃｔｉｖｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＰ１７ｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｐｐｅａｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ１７ｉｎｈｉｇｈＭＯＩｇｒｏｕｐ
ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｌｏｗＭＯＩｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｆｅｃｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓ，ｔｈｅａｃｔｉｖｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＰ１７ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｎｌｏｗＭＯＩＨＥＬｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｌｌｉｔｒｉｄｉｎ，ａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＰ１７ｖｅｒｓｕｓＰ３２ａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙｔｈｅａｃｔｉｖｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＰ１７ｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｉｇｈＭＯＩＨＥＬｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｒｕｇ，ａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＰ１７ｖｅｒｓｕｓＰ３２ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｓｗｅｌｌ．　
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｕｌｄｉｎｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＥＬｓ，ａｎｄｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｗａｓｍｏｒｅｉｎｔｅｎｓｅｉｎｈｉｇｈＭＯＩｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｌｏｗＭＯＩ．ＡｌｌｉｔｒｉｄｉｎｃｏｕｌｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｏｗＭＯＩＨＥＬｓ，ｗｈｉｌｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈａｔｏｆｈｉｇｈＭＯＩｃｅｌｌｓ，ｓｕｐｐｏｓｉｎｇ
ｔｈａｔｔｈｅｆｏｒｍｅｒｗａｓｉｎｃｌｉｎｅｄｔｏｅｌｉｍｉｎａｔｅｔｈｅｖｉｒｕｓｆｒｏｍｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｌａｔｔｅｒｍｉｇｈｔｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｓｆｒｏｍｉｎｊｕｒｙｃａｕｓｅｄ
ｂｙｅｘｃｅｓｓｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＴｈｉｓｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｌｌｉｔｒｉｄｉｎｏｎＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｔｈｅｄｕａｌｅｆｆｅｃｔ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ａｌｌｉｔｒｉｄｉｎ；Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ；Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｃａｓｐａｓｅ３

　　人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）感
染极为普遍，虽然免疫正常人群一般表现为无症状感

染，但在胎儿、婴幼儿、艾滋病患者、器官移植和恶性肿

瘤患者等免疫低下和免疫抑制人群，可导致严重疾病，

甚至死亡。凋亡是细胞在生理或病理刺激下发生的一

种“自杀”现象，对于维持机体的自身稳定具有重要意

义。研究发现，ＨＣＭＶ感染不仅可诱导组织细胞如视

网膜上皮细胞和纤维母细胞凋亡［１，２］，还可诱导一些

免疫细胞如小胶质细胞、巨噬细胞、造血干细胞及中性

粒细胞发生凋亡［３，４］，病毒诱导细胞凋亡异常增加已

被认为是其重要致病机制之一。Ｃａｓｐａｓｅｓ是一类特异
性裂解天门冬氨酸残基的蛋白酶家族，是细胞进入凋

亡终末途径的始动子和执行者。其中，Ｃａｓｐａｓｅ３被认
为是Ｃａｓｐａｓｅｓ级联“瀑布”下游最关键的蛋白酶。本
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研究拟采用蛋白印迹技术从蛋白水平观察 ＨＣＭＶ感
染和大蒜新素处理感染细胞对凋亡关键因子 Ｃａｓｐａｓｅ
３的影响，从细胞凋亡的角度探讨大蒜新素抗 ＨＣＭＶ
作用机制。

１　实验材料　
１．１　细胞　自制人胚肺成纤维细胞（ＨＥＬｓ），第５～
１５代用于本试验。
１．２　病毒　ＨＣＭＶＡＤ１６９株，由湖北省预防医学科
学院病毒所提供，经蚀斑法测定ＨＣＭＶＡＤ１６９的平均
感染性滴度为４．６×１０６ＰＦＵ·ｍＬ１。
１．３　药物　大蒜素注射液（即大蒜新素）由上海禾丰
制药有限公司生产，批准文号：４Ｅ３８００３，规格：每支２
ｍＬ，１５ｍｇ·ｍＬ１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗体与显色剂：兔抗人
Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体、兔抗人肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）多克
隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；辣根过氧化物酶标记
的山羊抗兔ＩｇＧ和浓缩型ＤＡＢ试剂盒（北京中山生物
技术有限公司）。

２　实验方法　
２．１　实验分组　采用 ＭＴＴ比色法测得ＨＥＬｓ对大蒜
新素的最大耐受浓度为９．６μｇ·ｍＬ１，据此设立高、中、
低剂量（分别为９，６和３μｇ·ｍＬ１）药物处理组。设高、
低病毒感染复数（ＭＯＩ）分别为２．５０和０．２５。根据病毒
感染量和药物处理剂量共设９个实验组，即正常细胞
组，低ＭＯＩ感染细胞组，低剂量、中剂量、高剂量药物处
理低ＭＯＩ感染细胞组，高ＭＯＩ感染细胞组，低剂量、中
剂量、高剂量药物处理高ＭＯＩ感染细胞组。
２．２　病毒感染与药物处理　将ＨＥＬｓ以１×１０５·ｍＬ１

密度接种于培养瓶中，培养生长至单层。根据细胞数，

接种适量病毒，使ＭＯＩ达２．５０或０．２５。病毒吸附１ｈ
后换含药或不含药维持液，继续培养，每天换液１次。
于感染后７２ｈ收获细胞。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达强度　

２．３．１　样本的制备　用０．２５％胰蛋白酶消化收集细
胞，冰冷ＰＢＳ洗２次，加入５倍体积０℃预冷悬浮缓冲
液裂解细胞，冰上悬浮沉淀并混匀，取部分混悬液测定

蛋白浓度（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法），制出标准曲线。其余加入等
体积２×加样缓冲液，－２０℃保存。电泳前１００℃变
性５ｍｉｎ。
２．３．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　每孔加入５０μｇ蛋白质，
进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。采用半干法恒流 ３００ｍＡ
３０ｍｉｎ，转移到ＮＣ膜上，１％脱脂奶室温封闭１ｈ后，
加入１５０兔抗人Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆一抗和１４００兔
抗人 βａｃｔｉｎ多克隆一抗 ４℃孵育 ２０ｈ，ＴＴＢＳ洗膜
１０ｍｉｎ×４次；加入标记有辣根过氧化物酶的山羊抗
兔的二抗（工作浓度１１０００），室温孵育２ｈ；用 ＴＢＳ
洗膜１０ｍｉｎ×４次；用浓缩型ＤＡＢ试剂显色。
２．４　结果分析　采用ＨＭＩＡＳ２０００型全自动医学彩色
图像分析系统测定各目的条带的积分吸光度值。被检

蛋白分子量分别为Ｃａｓｐａｓｅ３前体（Ｐ３２）３２ｋＤ，裂解后
活性片段（Ｐ１７）１７ｋＤ，βａｃｔｉｎ为４２ｋＤ。以 βａｃｔｉｎ为
内参照进行蛋白上样量的校正（校正值Ａ＝目的条带积
分吸光度值／βａｃｔｉｎ条带积分吸光度值），以校正值Ａ
对Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２和Ｐ１７进行半定量分析。为保证结果
的准确性，所有分析皆由同一专业人员操作完成。

３　结果　
如图１所示，实验组和细胞对照组在４２ｋＤ处均

有βａｃｔｉｎ条带，各泳道显色基本均一，说明上样量基
本一致。正常细胞仅出现 Ｃａｓｐａｓｅ３前体条带 Ｐ３２，没
有活性片段条带Ｐ１７；细胞感染ＨＣＭＶ后，无论低ＭＯＩ
还是高 ＭＯＩ，Ｐ３２条带均显著增宽，并出现活性片段
Ｐ１７条带。与低ＭＯＩ感染对照相比，大蒜新素处理低
ＭＯＩ感染细胞的 Ｐ１７表达呈上升趋势，Ｐ１７／Ｐ３２比值
也明显增加；而大蒜新素处理高ＭＯＩ感染细胞后，Ｐ１７
表达下调，Ｐ１７／Ｐ３２比值下降，结果见表１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　

　　１．正常细胞对照；２．低ＭＯＩ对照；３．低ＭＯＩ＋大蒜新素３μｇ·ｍＬ１；４．低ＭＯＩ＋大蒜新素６μｇ·ｍＬ１；５．低ＭＯＩ＋大蒜新素

９μｇ·ｍＬ１；６．高ＭＯＩ病毒对照；７．高ＭＯＩ＋大蒜新素３μｇ·ｍＬ１；８．高 ＭＯＩ＋大蒜新素６μｇ·ｍＬ１；９．高 ＭＯＩ＋大蒜新素９

μｇ·ｍＬ１；１０．分子量Ｍａｒｋｅｒ

·４９４· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ２６Ｎｏ５Ｍａｙ２００７



表１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各实验组目的条带校正值Ａ　

项目
正常

细胞
低ＭＯＩ

低剂量药

＋低ＭＯＩ
中剂量药

＋低ＭＯＩ
高剂量药

＋低ＭＯＩ
高ＭＯＩ

低剂量药

＋高ＭＯＩ
中剂量药

＋高ＭＯＩ
高剂量药

＋高ＭＯＩ
３２ｋＤ ０．４２０ ０．６４８ ０．６３６ ０．６１９ ０．６００ ０．６１０ ０．６３３ ０．７３０ ０．６７０
１７ｋＤ － ０．１１７ ０．１８７ ０．２２０ ０．１６４ ０．２２６ ０．１９１ ０．１８４ ０．１７４
１７／３２ － ０．１８１ ０．２９４ ０．３５５ ０．２７３ ０．３７０ ０．３０２ ０．２５２ ０．２５８

４　讨论　
目前普遍认为，细胞凋亡是一系列高度调控的半

胱氨酸蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应事件的结果。其中，
Ｃａｓｐａｓｅ３被证实处于该级联反应的下游，它通常以无
活性的蛋白酶原（Ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３）形式存在于细胞浆内，
其分子量为３２ｋＤ，故又名Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２。当Ｃａｓｐａｓｅ
３蛋白酶原被水解激活时，形成１７ｋＤ的催化亚基 Ｐ１７
和１１ｋＤ调节亚基 Ｐ１１，并进一步形成（Ｐ１７Ｐ１１）２的异
四聚体，即活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３，后者可特异性识别并裂
解下游底物，直接导致凋亡的发生。因而，活化的

Ｃａｓｐａｓｅ３被认为是细胞凋亡的标志物。
为明确ＨＣＭＶ感染究竟对细胞凋亡有何影响，笔

者在本实验中以Ｃａｓｐａｓｅ３这一凋亡“标志物”为指标，
取 ＨＣＭＶ感染后凋亡发生的高峰期———感染后 ７２
ｈ［５］为观测时间点，研究 ＨＣＭＶ感染对凋亡的影响。
结果显示，细胞感染 ＨＣＭＶ后，无论是低 ＭＯＩ还是高
ＭＯＩ感染，Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２的表达均显著增加，并且还出
现活性片断Ｐ１７条带，且高 ＭＯＩ感染细胞 Ｐ１７蛋白表
达量明显高于低ＭＯＩ感染细胞，这与聂兴草等［５］用流

式细胞术检测 ＨＣＭＶ感染人胚肺成纤维细胞后导致
凋亡细胞比率增加的结果是一致的。进一步比较高

ＭＯＩ与低ＭＯＩ感染细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平，发现虽
然二种感染细胞模型 Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ３２的表达水平接近，
并无明显差别，但高ＭＯＩ感染细胞 Ｐ１７表达强度以及
Ｐ１７／Ｐ３２比值却明显高于低 ＭＯＩ感染细胞，表明高
ＭＯＩ感染细胞的凋亡事件较低 ＭＯＩ感染细胞更为严
重，这与聂兴草等［５］发现感染后７２ｈ高ＭＯＩ（２．５０）感
染组凋亡细胞比率高达２５．６３％、低 ＭＯＩ感染（０．２５）
组凋亡细胞比率仅为６．６３％的变化是一致的，再一次
证实ＨＣＭＶ可以诱导人胚肺成纤维细胞发生凋亡，且
随病毒感染量的增加凋亡细胞比例明显增加。

笔者以往对大蒜新素抗 ＣＭＶ作用进行了一系列

［收稿日期］　２００６１１１０　　　［修回日期］　２００６１２０５
［作者简介］　孙涛涛（１９８０－），女，山东日照人，硕士，主

要从事中药抗病毒机制研究。电话：０２７－８３６６３５７９，Ｅｍａｉｌ：
ｃｈａｏｓｕｎ４５＠１６３．ｃｏｍ。

［通讯作者］　方　峰（１９５６－），女，湖南临湘人，教授，博
士生导师，主要从事儿科疾病的基础与临床研究。电话：０２７－
８３６６２６８４，Ｅｍａｉｌ：ｆｆａｎｇ＠ｔｊｈ．ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

体内外研究，发现该药具有中效抗 ＣＭＶ效应；能明显
抑制ＨＣＭＶ实验毒株和临床毒株的增殖；可明显减少
小鼠巨细胞病毒（ｍｕｒｉｎｅｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＭＣＭＶ）肝炎
模型鼠肝内 ＭＣＭＶ病毒负荷量和改善肝脏病变和肝
功能损害［６，７］。那么，大蒜新素对 ＨＣＭＶ感染所诱导
的细胞凋亡又有何影响呢？笔者在本实验中发现，大

蒜新素对Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平的影响呈双向性：大蒜新
素一方面促进低 ＭＯＩ感染细胞发生凋亡；而另一方面
却抑制高 ＭＯＩ感染细胞的凋亡。即当细胞受少量病
毒（低ＭＯＩ）感染时，大蒜新素的作用倾向于促进感染
细胞发生凋亡，从而达到清除病毒的目的；而在细胞受

到大量病毒（高ＭＯＩ）侵袭时，大蒜新素的作用则倾向
于抑制感染细胞发生凋亡，通过抑制细胞凋亡来减少

细胞组织损伤而具有保护作用。众所周知，ＨＣＭＶ是
一种增殖缓慢的病毒，在感染后１６～２４ｈ才开始启动
其ＤＮＡ复制，感染后２４～４８ｈ才开始释放子代病毒。
不同剂量 ＨＣＭＶ感染引起的细胞病变有明显差别。
在本实验中观察到，低ＭＯＩ感染细胞在病毒感染约４８
ｈ后才开始出现细胞病变，而高 ＭＯＩ感染细胞在感染
后２４ｈ即有约５０％细胞出现典型细胞病变。大蒜新
素对不同剂量 ＨＣＭＶ感染细胞发生凋亡的双重效应
可能与不同病毒负荷状态下病毒增殖速度、病毒增殖

量、感染细胞内或表面的病毒蛋白表达量、感染细胞的

状态和病变程度等多种因素有关，其确切机制有待进

一步深入研究。

在观察大蒜新素影响高、低 ＭＯＩ感染细胞凋亡水
平时，并没有观察到Ｃａｓｐａｓｅ３Ｐ１７的增加或减少与药
物剂量呈明显正相关关系。这可能与Ｐ１７基础表达水
平较低有关。加用药物后虽然对其有影响，但是在蛋

白低水平表达状态下这种影响的差异必须放大才容易

被检出，同时，低表达水平更易受到实验操作、结果分

析等其他多种因素的干扰。由于实验条件的限制，本

试验中Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ采用的是酶显色法，试验灵敏度会
差一些，若采用化学发光法显色来重复试验也许能得

到更有价值的结果。

笔者以前的研究证明，大蒜新素可在转录水平下

调凋亡促进基因ｆａｓ的表达和上调凋亡抑制基因 ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ水平［５］；而本研究又证明大蒜新素还可通过对
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Ｃａｓｐａｓｅ３在蛋白水平的影响，发挥其调控ＨＣＭＶ感染
细胞凋亡的作用。由此推测，大蒜新素可从多个环节

干扰凋亡途径。有研究证实，Ｃａｓｐａｓｅ３是 Ｂｃｌ２的生
理性蛋白酶［８］，如果 Ｂｃｌ２被 Ｃａｓｐａｓｅ３剪切，其形成
的片段可以进一步促进下游 Ｃａｓｐａｓｅ３激活，放大
Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，形成一个 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应的阳性
反馈环路；如果 Ｃａｓｐａｓｅ３被抑制，Ｂｃｌ２表达则会增
加。可见大蒜新素干扰凋亡途径的多个环节之间又是

互通的和互成网络的，值得进一步深入探讨。
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苯巴比妥在癫
!

儿童中的群体药动学研究

王　刚，刘　彬，梁荆芬
（重庆医科大学儿童医院临床药学研究室，４０００１４）

［摘　要］　目的　通过临床数据研究儿童苯巴比妥的群体药动学。方法　采集２９８例儿童癫
!

患者服用苯巴比妥

常规治疗的监测资料数据，利用ＣＰＫＤＰ程序分析药动学参数，结合 Ｂａｙｅｓｉａｎ反馈法及二步迭代估算儿童个体药动学参
数。结果　癫

!

儿童苯巴比妥群体药动学主要参数 Ｋｅ、Ｖｄ、ＣＬ在单用苯巴比妥组分别为０．３５１ｈ
１、０．４５２Ｌ·ｋｇ１和

５．１３５Ｌ·ｈ１·ｋｇ１；其中性别、身高以及辅助用药、用药持续时间未见明显影响；儿童年龄、体重、合并丙戊酸（ｖａｐｒｏｉｃ，
ＶＰＡ）、氯硝西泮（ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ，ＣＮＰ）、托吡酯（ｔｏｐｉｒａｍａｔｅ，ＴＰＭ）、苯妥因（ｐｈｅｎｙｔｉｏｎ，ＰＨＴ）、卡马西平（ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ，
ＣＢＺ）为影响苯巴比妥清除率的重要因素，其中ＶＰＡ、ＣＢＺ和ＰＨＴ均增加ＰＢ的清除率，而ＣＮＰ、ＴＰＭ则会降低其清除率。
结论　根据癫

!

儿童的群体药动学模型，结合患儿的年龄、体重、服药剂量以及合并药等资料，可估算其清除率，预测患

儿体内的药物浓度，制定个体化给药方案。

［关键词］　苯巴比妥；群体药动学；儿童；癫
!

；非线性混合效应模型
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