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黄琴有效成分对四氯化碳致伤的原代

培养大鼠肝细胞的作用
`

浙江 医科大学药学系药理 学教研室 王立 明 张如松 ~ 方瑞英 葛文再
`

~

摘 要 作者采用原代培养大鼠肝细胞研究黄答有效成分的护肝作用
,

并时其

中含量较多的 结晶单体进行结构鉴定
。

结果表明
:

黄答的 乙酸乞醋革取物和正丁醉革

取物 (l
.

0 ~ 2
.

5 m g / m l) 均可使四氛化碳致伤的肝细胞培养液 中 A L T 活性显 著降低

( P < 0
.

00 1 )
。

从黄答乙酸乙醋革取物分离出来的晶 I
、

皿
、

W 在所试浓度下 均有显著

护肝作用 ; 晶 I 则主要为直接抑制酶活性作用
。

经理化鉴 别和光谱分析
,

晶 I
、

I 分别

为汉黄答素和黄答素
。
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四氛化碳 /毒性
; 肝 / 药物 作用 ; 大鼠

黄 芬为 唇 形 科 植 物 黄芬 ( s’. “ et l la
r ia

ba ic a le 二 is G ) 的干燥根
,

具有清热燥湿
、

泻火

解毒
、

止血
、

安胎等功效
仁̀二。

据报道
,

黄答的甲

醇提取物对四氯化碳 ( C CI
;
)所致肝损伤动物

模型有显著保护作用
〔’ 丑; 对由半乳糖胺诱导

的急性重症肝 炎有护肝作用
〔’ : ; 而临床早有

报道用黄芬及其制剂治疗急
、

慢性肝炎且疗

效显著
汇̀ 二。

本室在原代培养大鼠肝细胞及整

体动物肝损伤模型中
,

亦 已证明黄芬水提取

物具有显著护肝作用
「5 。

本研究进一步提取
、

分离黄芬护肝作用的有效成分
,

以 C CI
;

致伤

的原代培养大 鼠肝细胞模型予以筛选
、

验证
,

并对部分结晶单体进行结构鉴定
,

为临床防

治肝病提供药理依据
。

材料与方法

1
.

1 动物 S D 大 鼠
,

早
,

体重 2 0 0 ~ 2 5 0 9
,

浙江医科大学实验动物中心提供
。

1
.

2 药 材 与 试 剂 黄 芬 ( S c “ t e l l a r ia

I,a ic al el o is G )购 自杭州市 中药店
,

经浙江 医

科大学生药教研室张如松副教授鉴定
。

四乙

酸 乙 烯 乙 二 醇— 双 俘 氨
.

乙 基 乙 醚

( E G T A )
、

胶 原 酶 ( VI 型 )
、

牛 血 清 白 蛋 白

( F r a e V )
、

M E M E a g le 培 养液等均为 S i g m a

产品
,

其它试剂均属国产 C P 或 A R 级
。

1
.

3 仪器 X T 双 目体视显微熔 点测定仪
.

U
一

2 0 0 0 型紫外分光光度计旧 本 iH
t a hc i 产

品 )
,

1 8 2 5 T C
一

8 7 型 C O
:

孵箱 (美 国 S h e l〔l o n

产品 )
,

7 0 0 型全 自动生化分析仪 (美国 B ec k
-

m a , 1 产品 )
。

1
.

4 黄答有效成分的提取分离

1
.

4
.

1 取生药 1
.

0 k g
,

用水加热提取
,

浓缩

滤液
,

得流浸膏约 1 0 00 m l
。

向后者加入 9 5 %

乙醇至含醇量 70 %
,

充分搅拌
,

静置
,

过滤得

未 浙江省 自然科学基金资助项目

料 生药学教研室

半沛辛 浙江 医科大学药学系 95 届毕业实 习生
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醇液
,

回收乙醇
,

用乙酸 乙醋萃取 3 次
,

回收

溶剂
,

抽干得生药乙酸乙醋萃取物
; 水层再用

正丁醇萃取 3次
,

得生药正丁醇萃取物
。

对两

提取物分别进行护肝作用的研究
。

1
.

4
.

2 分离黄芬乙酸 乙醋萃取物 12
.

0 9
,

硅

胶柱 层析
,

以 C H
Z
C I

:

及 C H
:
C 1

2 一

M e O H 递增

洗脱
,

得 4 个流份
。

第一流份用乙酸乙醋重结

晶
,

得晶 l ;
第二

、

三流份分别以硅胶柱层析
,

用 甲醇重结晶
,

得晶 l
、

晶 . ;
第四流份用甲

醇重结晶
,

得晶 w
。

1
.

5 大鼠肝细胞原代培养方法及 C CI
;

致肝

细胞损伤模型 参照文献 :6[ 方法制备
。

1
.

6 护肝作用试验 将制备的大 鼠肝细胞

悬液分瓶预培养 1
.

s h
,

经检查贴壁生长 良

好
,

将培养瓶随机分组
,

每组 4 瓶
:

①正常对

照 组 ; ②二 甲亚矾 ( D M S O )溶 剂对照 组 ; ③

C C I
、

肝损对照组
;④试验组

。

肝损对照组
、

试

验组均 加 C C I
; 1 0 m m o l / L (终浓度 )

,

试验组

同时加药液 (用 D M S O 配制
,

终浓度分别为

1
·

0
、

2
.

5 m g / m l ) ; D M S O 对照组加等量的培

养液与 D M S O ; 正常对照 组则 加等量培养

液
,

继续培养 1
.

s h
,

测定培养液中 A L T 活

性
。

将试验组与肝损对照组的 A L T 值相比

较
,

作 t 检验
; 并以肝 损对照组 A L T 活性为

10 0 %
,

将试 验组 各浓 度 时 A L T 值与之 比

较
,

计算百分率 (简称降酶率
,

% )
。

1
.

7 药物直接抑 酶作用 试验 经预 培养

1
.

s h 的肝细胞培养液中加适量的 C CI
; ,

继

续培养 1
.

s h
,

离心除去肝细胞
,

取培养液分

别加入所试浓度药液
,

同上条件温育 1
.

s h
,

测定 A L T 活性
,

按上述统计处理
,

并计算抑

酶率 ( % )
。

1
.

8 晶 I
、

I 的鉴定 参照文献叫
,

将含量

较多的晶 I
、

I 进行结构鉴定
。

结果见表 1
。

正常大鼠肝细胞悬液中 A L T 活

性为 5 0
.

7 士 2
.

Z U / L
,

加入 1 0 m m o l / L C C I
;

后升高至 95
.

7士 3
.

I U / L
,

黄菩乙酸 乙醋和

正丁醇萃取物 l(
.

。一 2
.

5 m g / m l) 均能显著

降低 C CI
.

所致肝细胞损伤模型的 A L T 活性

(P < 0
.

00 1 ) ;阳性对照药甘草次酸降酶作用

也极显著
。

从表上可看出当给药浓度相同时
,

黄芬乙酸乙醋萃取物降酶作用较正丁醇萃取

物为强
。

表 1 黄答乙酸乙醋革取物和正丁醉萃取

物对 C 1C
4

损伤肝细胞的作用

组别
浓度

( m g / m l )

正常对照组

C C I
;

对照组

甘草次酸

黄芋乙酸 乙

醋萃取物

黄等正丁醉

萃取物

0
.

5

1
.

0

1
.

0

2
.

5

1
.

0

2
.

5

A L T

(王士 s U / L )

5 0
.

7士 2
.

2

9 5
.

7士 3
.

1

7 0
.

8士 2
.

7
.

4 8
.

8士 2
.

0
.

20
.

5士 2
.

5
.

15
.

0 士 2
.

5
.

3 3
.

5士 3
.

0
`

2 7
.

0士 2
.

5
.

1 0 0
.

0

7 8
.

0

5 1
.

0

2 1
.

4

1 5
.

7

3 5
.

0

2 8
.

2

2 结 果

2
.

1 黄芬 乙酸乙 醋萃取物和正丁醇萃取物

对 C CI
;

损伤原代培养大 鼠肝细胞的作用

每组 4 瓶
,

与 C cl
;

肝损对照组比较
,

p < 。
.

0 01
,

方差不齐者作 lt 检验
。

2
·

2 晶 I
、

I
、

皿
、

N 对 C C I
;

损伤原代培养

大鼠肝细胞的作用及对 A L T 的直接作用

结果见表 2
。

正常对照组肝细胞悬液中 A L T

活性 为 3 9
.

0 士 2
.

7 U / L ;
加 入 0

.

1 m l 溶剂

D M S O 后 A L T 活性 为 40
.

3 士 2
.

I U / L
,

与

正常对照组 比较无显著性差异
; 而 C CI

;

肝损

对照组 A L T 活性显著升高 (尸 < 0
.

0 01 )
。

晶

I
、

l
、

皿
、

VI ( 1
.

0一 2
.

5 m g / m l )均能显著降

低 C CI
;

所致肝 细胞 损伤模型 A L T 活性 ( P

( 0
.

0 0 1 )
,

晶 I
、

. ( 2
.

5 m g / m l )
,

晶 I
、

N

l(
·

o ~ .2 s m g / m l) 亦有显著的抑制酶活性

作用 (尸 < 。
.

05 一 0
.

0 01 )
。

对不同浓度各药的

降酶率与抑酶率进行 比较
,

晶 I
、

,
、

N 均有

显著差异 (尸 < 0
.

05 一 0
.

0 0 1 )
,

而晶 1 则无显

著差异 (尸> 0
.

0 5 )
。

阳性对照药甘草次酸则

几乎呈完全的护肝作用
。
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表 2晶 I
、

I
、

皿
、

w 对 CI C
;

损伤肝细胞的作用及对 ALT 的直接作用 (,z 一 4)

药 物
浓 度

( m g /m l )

A L T (王士 : ,

U / L )

护肝作用 直接酶抑制作用

C C I
.

肝损对照组

甘草次酸

6 7
.

0士 4
.

0 .

5 2
.

3士 1
.

9二
’

3 6
.

2士 3
.

6
’

二

5 0
.

3士 4
.

0
. “ .

4 6
.

3士 3
.

5

…
2 8

.

0士 3
.

6
. ’ .

13
.

3士 2
.

1
“ ’ .

3 4
.

8士 2
.

5
. ’ “

6
.

3士 2
.

3
’ . ’

2 7
.

7士 6
.

0 ”
.

2 0
.

7士 3
.

5

…
3 9

.

0士 2
.

7

4 0
.

3士 2
.

1

1 0 0
.

0

7 8
.

0 禅 井 井

5 4
.

0 井 称 .

7 5
.

1

6 9
.

1

4 1
.

8
称 招

1 9
.

9 井 称

5 1
.

7 招 # 井

9
.

4 井 . 井

4 1
.

3 井

3 0
.

8
书 那

3 4
.

3士 3
.

l b

3 3
.

6士 2
.

4

3 2
.

8 士 2
.

0

2 7
.

7士 4
.

0

2 6
.

0 士 5
.

3
.

2 3
.

4 士 2
.

5
’ .

1 8
.

3士 3
.

8

…

1 0 0
.

0

9 8
.

0

9 6
。

5

::{:

::

亡d00亡J0工Jd

...百.晶晶

3 0
.

0士 1
.

0

1 8
.

3士 1
.

5
姗 . 份

8 7
.

5

6吕
。

4

2 3
.

7士 3
.

5
’ “

2 0
.

7士 5
.

0

…

6 9
.

0

6 0
。

3

01̀JO工JJWI晶晶

正常对照组

D M S O 对照组

a :
C cl

。
损伤肝细胞的培养液

,

b
:

离心除去肝细胞的培养液

与 C a
。
肝损对 照组 比较

: , P < 。
.

05
, , ,

P < 。
.

01
, , 二 ,

尸 < 0
.

0 01
,

方差不齐者作 扩检验

与相应浓度的直接抑酶率 比较
: # 尸< 0

.

05
, # # 尸 < 0

.

01
, # # # 尸 < 。

.

0 01

2
.

3 晶 I
、

l 的鉴定 晶 I 为淡黄色针状结

晶
,

m P 2 0 4一 2 0 7 oC ; U V 入m a x n m
:

2 7 4
,

3 1 5

( s h ) ( 甲醇 ) ; 2 4 2
,

2 8 3
,

3 7 4 ( 甲醇钠 ) ; 2 9 1
,

3 3 1
,

4 0 2 (三氯化铝 ) ; 2 9 0
,

3 2 9
,

4 0 0 (三抓化铝
一

盐酸 ) ; 2 8 3
,

3 7 1 (醋酸钠 ) ; 2 7 7
,

3 3 9
,

3 8 1 (醋

酸钠
一

硼酸 )
。

与文献中汉黄芬素的图谱相符
。

晶 I 为黄色针状结晶
,

m p 2 6 2 ~ 2 6 5℃
。

U V 人m a x n m
: 2 6 9

,

3 2 2 ( 甲醇 ) ; 2 5 6
,

3 6 5
,

4 1 0

( s h ) ( 甲醇钠 ) ; 2 4 7
,

2 7 2
,

3 7 2 (三氯化铝 ) ; 2 5 5

( s h )
,

2 8 3
,

2 9 2 ( s h )
,

3 4 5 (三氛 化 铝
一

盐 酸 ) ;

2 5 7
,

3 6 0 (醋酸钠 ) ; 2 7 4
,

3 3 5 (醋酸钠
一

硼酸 )
。

与黄芬素的文献数据相符
。

3 讨 论

中草药中存在着大量防治肝病的有效药

物
。

本室研究了 50 余种中草药及验方
,

发现

10 余种 中药具 明显的抗 C CI
`

肝损伤 作用
,

并优选其中的黄菩等中药作进一步研究
。

本

文用 C CI
;

形成原代培养大 鼠肝细胞损伤模

型
,

研究并筛选黄芬护肝作用的有效成分
。

结

果表 明
,

黄芬乙酸 乙醋萃取物和正丁醇萃取

物 l(
.

0一 2
.

5 m g / m l) 均有显著降低 A L T 活

性的作用 (尸 < 0
.

0 0 1 )
,

其中乙酸乙酷萃取物

降酶作用较正丁醇萃取物为强
。

为进一步筛

选护肝作用的有效成分
,

本研究对黄芬乙酸

乙酷萃取物进行分离
,

得到 4 个结晶单体晶

I
、

晶 l
、

晶 l
、

晶 W
,

并进行护肝作用研究
。

结果表明
,

以上 4 种结晶单体均显著降低

C CI
`

肝损伤细胞 A L T 的活性 (尸 < 0
.

0 0 1 )
。

为证明上述 A L T 的降低是肝细胞受到保护

所致
,

本研究又观察了 4 个单体的直接抑制

A L T 活性 的 作用
,

发 现 晶 I
、

皿 (2
.

5 m g /

m l )
,

晶 I
、

w ( 1
.

0一 2
.

5 m g / m l )有不同程度

的直接抑酶作用 (尸 < 0
.

05 一 0
.

0 01 )
,

但与抗

C CI
`

肝损伤的降酶作用 比较
,

晶 I
、

皿
、

N 的

降酶率远大于抑酶率 (表 2 )
,

两者 比较有 显

著差异 ( P < 0
.

0 5 ~ 0
.

0 0 1 )
,

提示 晶 l
、

l
、

N

可能为黄芬护肝作用的有效成分
,

而晶 I 的

降酶率与抑酶率较接近
,

两者无显著差异 ( P

> 0
.

05 )
,

提示晶 I 可能不具有护肝作用
。

因

晶 I
、

晶 I 在黄荃中含量较多
,

本研究对其进

行结构鉴定
,

分别为汉黄芬素和黄芬素
。

此结

果与文献相符
〔幻

。

而晶 l
、

晶 N 的结构有待进

一步鉴定
。

本研究表 明
,

黄芬的晶 l (黄琴素 )
、

晶

.
、

晶 N 可能为黄芬护肝作用的有效成分
,

晶



一

24 4
.

I (汉黄芬素 ) 具有很强的直接抑制 A LT 活

性的作用
,

似无护肝作用
。

晶 l (黄答素 )含量

较高
,

值得进一步对其进行护肝作用研究
。
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