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柴贝止痫汤影响大鼠脑微血管内皮细胞
乳腺癌耐药蛋白、核因子ｐ６５表达的研究
鄢泽然　 张青　 王潇慧　 王越　 聂莉媛　 刘金民

【摘要】　 目的　 探索中药柴贝止痫汤对离体大鼠脑微血管内皮细胞乳腺癌耐药蛋白（ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）和核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦκＢ）ｐ６５表达的影响。方法
　 培养原代大鼠脑微血管内皮细胞，传至３代时分为正常组、模型组和中药组，正常组常规培养，模
型组用１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ的地塞米松作用细胞２４小时，诱导细胞膜上ＢＣＲＰ表达增加；中药组在造模基础
上分别用柴贝止痫汤四个浓度（１０ μｇ ／ ｍｌ、１００ μｇ ／ ｍｌ、５００ μｇ ／ ｍｌ、１ ｍｇ ／ ｍｌ）干预模型细胞２４小时。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５的表达，差异比较采用方差分析；Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ检测
Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的扩增，相对定量法比较各组间扩增差异。结果　 柴贝止痫汤１０ μｇ ／ ｍｌ、１００ μｇ ／ ｍｌ组
ＢＣＲＰ表达及Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的扩增均较模型组降低（Ｐ ＜ ０ ０５）；柴贝止痫汤１ ｍｇ ／ ｍｌ组ＮＦκＢ ｐ６５的
表达较模型组降低（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论　 柴贝止痫汤可以下调地塞米松诱导的大鼠脑微血管内皮细
胞ＢＣＲＰ及Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的表达；可能对ＮＦκＢ ｐ６５的表达有下调作用。

【关键词】　 柴贝止痫汤；　 乳腺癌耐药蛋白；　 大鼠脑微血管内皮细胞；　 难治性癫痫
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　 　 难治性癫痫对多种抗癫痫药物交叉耐药，其
可能的机制是血脑屏障上表达增加的多药转运体
逆浓度梯度将抗癫痫药物分子泵出血脑屏障，降
低病灶处的药物浓度，使药物疗效降低甚至失效，
引起癫痫反复发作。长期使用抗癫痫药物和癫痫
反复发作均可增加多药转运体的表达。抑制血脑
屏障上多药转运体的表达可能提高难治性癫痫的
疗效。

乳腺癌耐药蛋白（ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）属于三磷酸腺苷依赖性膜转运蛋白超
家族成员，广泛分布在脑微血管、小肠、肝脏、胎盘
等组织和器官中［１］，与药物的吸收、分布和代谢有
密切关系。脑微血管内皮细胞上过度表达的ＢＣＲＰ
可降低透过血脑屏障的抗癫痫药物浓度。故在血
脑屏障结构和功能完整的前提下，抑制ＢＣＲＰ的表
达可以增加抗癫痫药物在脑组织中的浓度，对难治
性癫痫的治疗有重要意义。

柴贝止痫汤是刘金民教授在《医学心悟》“定痫
丸”的基础上，继承、吸收王永炎院士临床经验化裁
而成，全方由柴胡、浙贝母、法半夏、天麻、石菖蒲、
牡蛎、地龙七味药物组成，主要功效是疏肝解郁，理
气化痰，开窍定痫。临床应用发现，在抗癫痫药物
治疗的基础上添加中药柴贝止痫汤可以抑制难治
性癫痫患者的痫性发作，减少发作频次，减轻发作
程度，其疗效优于单用抗癫痫药，因此推测其机制
可能与二者协同增效有关。为探索柴贝止痫汤增
敏抗癫痫药物的机制，本研究拟采用地塞米松孵育
大鼠脑微血管内皮细胞建立ＢＣＲＰ高表达模型，观
察中药柴贝止痫汤对ＢＣＲＰ及ＢＣＲＰ可能的调节因
子核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦκＢ）ｐ６５表
达的影响。
!

　 材料与方法
１ １　 动物

每批原代脑微血管内皮细胞需要ＳＰＦ级雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠５只，体重６０ ～ ８０ ｇ，购自军事医学科学
院实验动物中心。动物许可证号：ＳＣＸＫ（军）２０１２
０００４；出笼单号：００００７７０、０００１２４０。
１ ２　 主要试剂

ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ，１２１０００３８），胎牛血
清（Ｇｉｂｃｏ，１００９９１４１），ＩＩ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ，Ｃ６８８５），

０ ２５％胰酶（含乙二胺四乙酸）（Ｓｉｇｍａ，Ｔ４０４９），Ｌ
谷氨酰胺（Ｓｉｇｍａ，Ｇ６３９２），噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ
ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ，Ｍ５６５５），
Ａ 型明胶（Ｓｉｇｍａ，Ｇ２６２５），地塞米松（Ｓｉｇｍａ，
Ｄ４９０２），肝素钠（北京索莱宝科技有限公司，
Ｈ８０６０１），胰岛素（Ｓｉｇｍａ，Ｉ５５００），内皮细胞生长
支持物（Ｓｉｇｍａ，Ｅ２７５９）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
１５５９６０２６）；逆转录ｃＤＮＡ 试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，
Ｋ１６２２）；Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ预混荧光染料（ＴＯＹＯＢＯ，
ＱＰＫ２１２）。
１ ３　 抗体及引物

兔抗ＶＩＩＩ因子抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ｓｃ３３５８４）、兔
抗ＢＣＲＰ抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ｓｃ２５８２２）、兔抗ＮＦκＢ
ｐ６５抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ｓｃ３７２）、兔抗甘油醛３磷酸脱
氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ｓｃ２５７７８）、辣根过氧化物
酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记ａｎｔｉＲａｂｂｉｔ抗
体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ｓｃ２００４）。异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记ａｎｔｉＲａｂｂｉｔ抗体（Ｓｉｇ
ｍａ，Ｆ０３８２）。引物由生工生物工程（上海）股份有限
公司合成。
１ ４　 受试药物

将地塞米松１０ ｍｇ溶于１０ ｍｌ无水乙醇，配制
成１ ｍｇ ／ ｍｌ浓储液，使用时按比例稀释成所需浓度。

柴贝止痫汤中药配方颗粒（柴胡１２ ｇ、天麻
１５ ｇ、浙贝母９ ｇ、法半夏９ ｇ、石菖蒲９ ｇ、牡蛎３０ ｇ、
地龙６ ｇ）购自北京康仁堂药业有限公司。称取１０ ｇ
配方颗粒溶于１００ ｍｌ ＤＨａｎｋｓ液中，煮沸后经定量
滤纸过滤，烘干滤纸称重，扣除被滤过的药物质量，
调节中药水溶液浓度为１０ ｍｇ ／ ｍｌ，０ ２２ μｍ滤器过
滤后备用。
１ ５　 大鼠脑微血管内皮细胞的培养和鉴定

按参考文献［２］所载方法，６０ ～ ８０ ｇ Ｗｉｓｔａｒ大鼠
５只，适应性饲养３天后断头处死。７５％的酒精浸
泡头颅三次，超净台内取脑，ＤＨａｎｋｓ液清洗，在冲
洗液（８％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素、１００ Ｕ ／ ｍｌ链
霉素、０ ２ Ｕ ／ ｍｌ胰岛素、４０ Ｕ ／ ｍｌ肝素钠及ＤＭＥＭ
高糖培养基组成）中去除肉眼可见的血管和软脑
膜。分离大脑皮层灰质，在冲洗液中剪成１ ｍｍ３ 小
块，研磨器研磨２５次（上下为１次），研磨液用８０目
（约１７８ μｍ）尼龙网筛过滤后再经２００ 目（约



环球中医药２０１４年４月第７卷第４期　 Ｇｌｏｂａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ａｐｒｉｌ ２０１４，Ｖｏｌ ７，Ｎｏ ４ ２４３　　

７４ μｍ）网筛过滤。冲洗液冲洗２００目网筛上微血
管段，洗液经１０００ ｒｐｍ离心５分钟后弃上清，加入
０ ２％ ＩＩ型胶原酶４ ｍｌ，３７℃消化２５分钟，１０００ ｒｐｍ
离心５分钟，弃上清；冲洗液清洗２次后加入４ ｍｌ
完全培养基（２０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素、
１００ Ｕ ／ ｍｌ链霉素、０ ２ Ｕ ／ ｍｌ胰岛素、４０ Ｕ ／ ｍｌ肝素
钠、７５ μｇ ／ ｍｌ内皮细胞生长支持物、２ μｍｏｌ ／ ｍｌ Ｌ谷
氨酰胺及ＤＭＥＭ高糖培养基组成），滴管轻轻吹打均
匀，接种于经２％明胶包被的２５ ｃｍ２培养瓶中。静置
３天后第一次换液，以后每２天换液１次，７ ～ １０天后
细胞铺满培养瓶底的８０％ ～ ９０％，经０ １２５％胰酶
ＥＤＴＡ消化３０秒后传代。传至第３代时接种至１２孔
板（预包被明胶）内爬片，接种密度为２ × １０４ ／ ｍｌ。待
细胞铺满８０％玻片后，８０％冷丙酮固定１０分钟，
０ ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜２０分钟，２％山羊血清（Ｇｉｂ
ｃｏ，１６２１００６４）室温封闭３０分钟，勿洗，滴加ａｎｔｉ
ＶＩＩＩ因子一抗（１ ∶ ５０稀释）湿盒内４℃过夜，滴加
ＦＩＴＣａｎｔｉＲａｂｂｉｔ二抗（１∶ ３０稀释）３７℃避光孵育３０
分钟，清洗后滴加１０ μｇ ／ ｍｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（Ｓｉｇｍａ，
Ｂ１１５５）避光室温孵育１５分钟，９０％甘油封片，荧光
显微镜（紫外光、蓝光）观察染色情况。经鉴定后的
细胞用于实验，传代不超过第５代。
１ ６　 地塞米松对脑微血管内皮细胞生长活力的影响

收集对数生长期的细胞，调整密度为４ × １０４ ／ ｍｌ
接种至明胶包被的９６孔板，分设空白调零孔（无细
胞）、地塞米松６个浓度组（０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、
５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），
每组３个复孔。待细胞爬满孔底８０％时换用含相
应浓度地塞米松的培养基培养２４小时。培养结束
前４小时加入ＭＴＴ，培养结束后去除上清，加入二甲
基亚砜，振荡１０分钟后酶标仪检测各孔４９０ ｎｍ处
的吸光值（ＯＤ）。比较各浓度组的ＯＤ４９０，选择对
细胞生长活力影响较小的浓度进入下一步实验。

细胞存活率＝［（ＯＤ浓度组－ ＯＤ调零孔）／（ＯＤ０ｎｍｏｌ ／ Ｌ
－ ＯＤ调零孔）］× １００％
１ ７　 ＢＣＲＰ高表达脑微血管内皮细胞模型的建立

按参考文献［３］所载方法和１ ６的结果，采用不
同浓度的地塞米松作用脑微血管内皮细胞２４小时，
观察各浓度作用下ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５的表达情况。
选择诱导ＢＣＲＰ高表达的浓度进入下一步实验。
１ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测细胞ＢＣＲＰ和ＮＦκＢ ｐ６５的
表达
　 　 调整细胞密度为１ × １０５ ／ ｍｌ后接种至明胶包被

的６孔板，分设正常组、模型组及中药１０ μｇ ／ ｍｌ、
１００ μｇ ／ ｍｌ、５００ μｇ ／ ｍｌ、１ ｍｇ ／ ｍｌ四个剂量组，每组３
个复孔，经造模和药物干预后收集并裂解细胞，
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，调节样本蛋白浓度为
５ μｇ ／ μｌ，每孔上样１２ μｌ进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转印
蛋白至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶粉封闭，一抗４℃过夜（ａｎｔｉ
ＢＣＲＰ １ ∶ ５０稀释，ａｎｔｉＮＦκＢ ｐ６５ １ ∶ ５０稀释，ａｎｔｉ
ＧＡＰＤＨ １ ∶ １０００稀释），标记二抗（１ ∶ ５０００稀释），
ＥＣＬ发光液显影。条带灰度值分析采用Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件。
１ ９　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅＰＣＲ检测细胞Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的表达

分组同前，总ＲＮＡ提取采用ＴＲＩｚｏｌ试剂，ｃＤＮＡ
的合成采用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司逆转录试剂盒。ＰＣＲ反
应体系（２０ μｌ）配置：ｃＤＮＡ模板１ μｌ，上、下游引物
各１ μｌ，预混荧光染料１０ μｌ，蒸馏水７ μｌ。ＢＣＲＰ引
物设计：Ｆｏｒｗａｒｄ ５ＡＧＴ ＣＣＧ ＧＡＡ ＡＡＣ ＡＧＣ ＴＧＡ
ＧＡ３，Ｒｅｖｅｒｓｅ ５ＣＣＣ ＡＴＣ ＡＣＡ ＡＣＧ ＴＣＡ ＴＣＴ ＴＧ
３；ＧＡＰＤＨ引物设计：Ｆｏｒｗａｒｄ ５ＧＴＧ ＣＣＡ ＧＣＣ ＴＣＧ
ＴＣＴ ＣＡＴ ＡＧ３，Ｒｅｖｅｒｓｅ ５ＣＴＴ ＴＧＴ ＣＡＣ ＡＡＧ ＡＧＡ
ＡＧＧ ＣＡＧ３。
１ １０　 观察柴贝止痫汤对细胞ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表
达的影响

比较中药各浓度组与模型组间ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ
ｐ６５ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验电泳条带灰度值的差异，说明
柴贝止痫汤对ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表达的影响；比较
中药各浓度组与模型组间Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ扩增的ΔＣＴ
值及２ΔΔＣＴ 值，说明柴贝止痫汤对Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ扩增
的影响。
１ １１　 统计学方法

结果用ＳＰＳＳ ２０ ０软件统计。平均值以（ｘ ± ｓ）
表示，方差齐同各组间均数的比较采用ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ分析，两两比较采用ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡＬＳＤ
分析；方差不齐时各组间均数比较采用非参数
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ Ｈ 检验，两两比较采用ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ分析。设置双侧检验水准α
＝ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０５为差异有统计学意义。
"

　 结果
２ １　 大鼠脑微血管内皮细胞的培养和鉴定

传至第３代时进行ＶＩＩＩ因子相关抗原免疫荧
光鉴定，见图１。视野中９０％以上的细胞质被染上
黄绿色荧光，细胞核染上蓝色荧光（Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８
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衬染），符合血管内皮细胞ＶＩＩＩ因子分布特点。阴
性对照细胞胞质未见黄绿色光。

第３代大鼠脑微血管内皮细胞ＶＩＩＩ因子抗原
免疫荧光鉴定（紫外光图片、蓝光图片叠合，１００ ×）

阴性对照：一抗用ＰＢＳ替代的第３代大鼠脑微血
管内皮细胞ＶＩＩＩ因子免疫荧光鉴定（１００ ×）

图１　 第３代大鼠脑微血管内皮细胞ＶＩＩＩ因子抗原
免疫荧光鉴定

２ ２　 地塞米松对大鼠脑微血管内皮细胞活力的影响
地塞米松６ 个浓度（０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、

５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）作
用细胞２４小时后的细胞活力测定结果见表１。经
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ Ｈ检验，组间比较具有显著性差异
（χ２ ＝ ３３ １１５，Ｐ ＝ ０ ０００）；经ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡ
ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ分析，１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ以上浓度孵育大鼠脑
微血管内皮细胞２４小时后，细胞的生长活力较
０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ组下降（Ｐ ＜ ０ ０５），其中１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、
１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ三个浓度对细胞生长活力
影响较小，存活率在７０％以上。

表１　 地塞米松对细胞活力的影响（ＭＴＴ法）
地塞米松浓度 ｎ ＯＤ４９０ｎｍ 细胞存活率
０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ５４５ ± ０ ０１４ １００％

１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ４３１ ± ０ ００７ａ ７９ １％

５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ４１５ ± ０ ０１０ａ ７６ １％

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ３９５ ± ０ ００８ａ ７２ ４％

２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ０９３ ± ０ ００９ａ １７ １％

５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ９ ０ ０６０ ± ０ ０３３ａ １１ ０％

注：与０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ组相比，ａＰ ＜ ０ ０５

２ ３　 地塞米松对大鼠脑微血管内皮细胞ＢＣＲＰ、
ＮＦκＢ ｐ６５表达的影响
　 　 选取地塞米松对细胞活力影响较小的三个浓
度（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）孵育细胞２４
小时，比较地塞米松各浓度组ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表
达的情况（见图２）。经ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ Ｈ检验，各浓
度组间ＢＣＲＰ表达有差异（χ２ ＝ ８ ６４１，Ｐ ＝ ０ ０３４），
经ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ分析，５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、
１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ浓度作用２４小时后ＢＣＲＰ的表达较
０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ组升高（Ｐ值分别为０ ０４３和０ ０００）。经
ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡＬＳＤ分析，ＮＦκＢ ｐ６５的表达较
０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ组降低（Ｐ值分别为０ ０３６ 和０ ０３９）。
５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ与１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ组间ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５的
表达未见显著差异（见表２）。为方便配制，后续实
验选用１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ地塞米松作为干预浓度。

图２　 不同浓度地塞米松孵育细胞２４小时后
ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ电泳条带

表２　 不同浓度地塞米松影响细胞
ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表达的情况

地塞米松浓度 ＢＣＲＰ ／ ＧＡＰＤＨ ＮＦκＢ ｐ６５ ／ ＧＡＰＤＨ

０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０ ０８ ± ０ ０４ ０ ４７ ± ０ ０２

１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０ １０ ± ０ ０４ ０ ３７ ± ０ ０４

５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０ ６４ ± ０ １４ａ ０ ２９ ± ０ １１ａ

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０ ５７ ± ０ ０４ｂ ０ ２９ ± ０ １２ａ

注：与０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ浓度组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ浓度组相比，ｂＰ
＜ ０ ０１
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２ ４　 柴贝止痫汤对模型细胞ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表
达的影响

大鼠脑微血管内皮细胞经１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ地塞米
松孵育２４小时后，分别用柴贝止痫汤四个浓度梯度
（１０ μｇ ／ ｍｌ、１００ μｇ ／ ｍｌ、５００ μｇ ／ ｍｌ、１ ｍｇ ／ ｍｌ）干预２４
小时。组间方差齐同，经ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡＬＳＤ分
析显示，１０ μｇ ／ ｍｌ、１００ μｇ ／ ｍｌ组细胞ＢＣＲＰ的表达
较模型组降低（对应Ｐ值分别为０ ０１４和０ ０４３），
１ ｍｇ ／ ｍｌ浓度组细胞ＮＦκＢ ｐ６５的表达较模型组降
低（Ｐ ＝ ０ ０２１）。（见图３和表３）

图３　 不同浓度柴贝止痫汤干预模型细胞２４小时后
ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ电泳条带

表３　 不同浓度柴贝止痫汤影响模型细胞
ＢＣＲＰ、ＮＦκＢ ｐ６５表达的情况

组别 ＢＣＲＰ ／ ＧＡＰＤＨ ＮＦκＢ ｐ６５ ／ ＧＡＰＤＨ
正常组 ０ ３４ ± ０ ０８ １ ０６ ± ０ ０３
模型组 ０ ５６ ± ０ １６ａ ０ ９２ ± ０ ０４ａ

中药１０ μｇ ／ ｍｌ组 ０ ２７ ± ０ ０６ｂ ０ ９１ ± ０ ０８
中药１００ μｇ ／ ｍｌ组 ０ ３３ ± ０ １４ｂ ０ ９７ ± ０ １２
中药５００ μｇ ／ ｍｌ组 ０ ３８ ± ０ １３ ０ ７９ ± ０ ０６
中药１ ｍｇ ／ ｍｌ组 ０ ３６ ± ０ １５ ０ ７２ ± ０ １５ｂ

注：与正常组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组相比，ｂＰ ＜ ０ ０５

２ ５　 柴贝止痫汤对模型细胞Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ表达的
调节作用

各组间方差齐同，经ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡＬＳＤ分
析，模型组细胞Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的表达较正常组升高
（Ｐ ＝ ０ ０００），正常组的表达仅为模型组的０ ２３倍。
柴贝止痫汤１０ μｇ ／ ｍｌ、１００ μｇ ／ ｍｌ两个浓度组Ｂｃｒｐ
ｍＲＮＡ的表达均较模型组降低（Ｐ值均为０ ０００），
分别为模型组的０ ３６倍和０ ２９倍。（见表４）

#

　 讨论
ＢＣＲＰ与癫痫、肿瘤、溃疡性结肠炎等多种疾病

的药物转运有关［４６］，是继Ｐ糖蛋白之后发现的又
一经典多药转运体。血脑屏障上的ＢＣＲＰ参与了动
物颅内苯巴比妥、唑尼沙胺、加巴喷汀、噻加宾和左
乙拉西坦的转运［７］，抑制ＢＣＲＰ的表达可能增加动
物颅内抗癫痫药物浓度而提高难治性癫痫的疗效。
本研究前期工作发现，柴贝止痫汤可以降低大鼠脑
内Ｐ糖蛋白的表达，离体实验亦观察到柴贝止痫汤
可下调经谷氨酸诱导的大鼠脑微血管内皮细胞Ｐ
糖蛋白表达。基于中药多靶点的疗效机制，本研究
探索了柴贝止痫汤对大鼠脑微血管内皮细胞ＢＣＲＰ
表达的影响，发现柴贝止痫汤可抑制地塞米松诱导
的ＢＣＲＰ及Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ表达。

单一培养的脑微血管内皮细胞能够较好地保
持在体特征，细胞间可以形成丰富的紧密连接、具
有极少的胞饮囊泡和窗孔结构、拥有大量线粒体和
丰富的跨膜转运蛋白［８］，可以作为血脑屏障的单细
胞体外模型。地塞米松作为孕烷Ｘ受体的一种配
体［９］，可直接激活孕烷Ｘ受体信号通路上调ＢＣＲＰ
的表达［３］。因此，本研究在培养正常大鼠脑微血管
内皮细胞的基础上，采用地塞米松孵育，模拟难治
性癫痫血脑屏障上ＢＣＲＰ的高表达，进而观察柴贝
止痫汤对ＢＣＲＰ表达的调节作用。

在某些肿瘤细胞中，促炎性细胞因子可以通过
激活孕烷Ｘ受体而上调ＢＣＲＰ的表达，增加ＢＣＲＰ
的转运活性，处于炎症因子信号通路下游的ＮＦκＢ
表达和活性也相应增加，提示孕烷Ｘ受体、ＢＣＲＰ、ＮＦ
κＢ三者间可能存在相关性［１０１１］，而ＮＦκＢ等炎症因子
的活化已被证实在难治性癫痫的病理过程中具有重要
作用［１２］。因此，本研究在观察中药柴贝止痫汤影响
ＢＣＲＰ表达的同时也探索了对炎症因子ＮＦκＢ ｐ６５表
达的影响，发现经中药柴贝止痫汤高剂量（１ ｍｇ ／ ｍｌ）
干预后的细胞ＮＦκＢ ｐ６５表达较模型组下调。

表４　 Ｂｃｒｐ ｍＲＮＡ的表达情况（相对定量法）
组别 ｎ ΔＣＴ（ＢｃｒｐＧＡＰＤＨ） ΔΔＣＴ（正常组／中药组－模型组） ２ － ΔΔＣＴ

正常组 ９ ９ ８５ ± ０ ３３ａ ２ １５ ± ０ ４７ ０ ２３（０ １６，０ ３１）
模型组 ９ ７ ７０ ± ０ ２５ ０ １

中药１０ μｇ ／ ｍｌ ９ ９ １８ ± ０ ０９ａ １ ４８ ± ０ ２８ ０ ３６（０ ４５，０ ３０）
中药１００ μｇ ／ ｍｌ ９ ９ ４８ ± ０ ３３ａ １ ７８ ± ０ ２０ ０ ２９（０ ２５，０ ３３）
注：与模型组相比，ａＰ ＜ ０ ０１



２４６　　 环球中医药２０１４年４月第７卷第４期　 Ｇｌｏｂａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ａｐｒｉｌ ２０１４，Ｖｏｌ ７，Ｎｏ ４

　 　 相关研究认为ＢＣＲＰ和ＮＦκＢ的活化可能是
疾病预后不良的标志［１３１４］。柴贝止痫汤可以通过
下调ＢＣＲＰ和ＮＦκＢ的表达来改善难治性癫痫的
预后。药物入胃，由胃运化为精微物质后随气、血、
津、液的运行布散到全身。若先天肾气和／或后天
脾气不足，气、血、津、液运行不畅，出现气郁、血瘀、
痰凝，可阻碍药物运化及在脑内的正常敷布。癫痫
久治不愈、反复发作，往往引起气、瘀、痰的相互搏
结而不易根除，更加阻碍药物转运入脑。柴贝止痫
汤中柴胡疏肝理气，浙贝母、半夏合用可化难治之
痰，地龙活血化瘀，石菖蒲引药入脑，天麻、牡蛎平
肝熄风定痫，全方与抗癫痫药物合用，可通过改善
气滞、血瘀和痰凝来增进药物在脑内的分布，进而
改善难治性癫痫的预后。
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［１３］　 Ｌｚｚｏ ＪＧ，Ｗｕ Ｘ，Ｗｕ ＴＴ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｙｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＦｋａｐｐａ Ｂ ｐｏｒｔｅｎｄｓ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｅ

ｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｈｅｍｏｒａｄｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ｄｉｓ Ｅｓｏｐｈａｇｕｓ，２００９，２２（２）：１２７１３２．

［１４］　 Ｌｅｅ ＳＨ，Ｋｉｍ Ｈ，Ｈｗａｎｇ ＪＨ，ｅｔ ａｌ． Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏ
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｒｌｙ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｒｅｓｅｃｔａｂｌｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］． Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１２，６２（３）：１６７１７５．

（收稿日期：２０１４０２０６）
（本文编辑：黄凡）

·信息之窗·
本刊“中医病案析评”栏目征稿

《环球中医药》杂志开辟“中医病案析评”栏目。希望广大读者将临床中遇到的典型病案或疑难病案整理刊发，交流心得。
本栏目文章结构分为“病历摘要”和“分析与讨论”两部分。“病历摘要”用准确简洁语言交代清楚患者主诉、病史、中医

西医诊断、中医辨证、治法、用药、复诊情况等。“分析与讨论”部分要求逻辑性强、说理清楚、体现良好的中医辨证素养与临床
思维模式，展示出对临床工作的实际借鉴意义。

讨论开始部分请明确指出本病案分析讨论的要点和重点。请作者给出诊断和辨证的结论或意见，所分析的病案应有西
医诊断结果和确诊证据。请总结相关疾病的国内外研究作简要评述。文后列出主要参考文献。

文章形式建议由作者系统归纳，形成思路清晰、条理清楚、科学性强的临床论文；也可以采用依次发言形式或师生问答形式。
本栏目论文目的在于共同学习，请勿文过饰非，修改原始处方和病例。
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