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葛根总黄酮对小鼠急性肝损伤保护作用的实验研究
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摘要!目的!探讨葛根总黄酮对(()

'

所致小鼠急性肝损伤的保护作用"同时进一步探讨葛根总黄酮抗肝损伤可能的作用机制#

方法!用四氯化碳$(()

'

%制备急性肝损伤动物模型# 测定血清中天门冬氨酸氨基转移酶$*+,%和丙氨酸氨基转移酶$*-,%&

肝组织中超氧化物歧化酶$+./%活力及丙二醛$0/*%含量"并观察肝组织形态学变化# 结果!葛根总黄酮能显著降低 (()

'

所致小鼠血清*+,&*-,含量的升高$!1&$&"%"并能升高 +./的活性"降低0/*含量$!1&$&2%'减轻对肝细胞的病理性损

害# 结论!葛根总黄酮对(()

'

所致的小鼠急性肝损伤具有一定的保护作用"其机制可能与清除氧自由基和抗脂质过氧化有

关#

关键词!葛根总黄酮'急性肝损伤'保护作用
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%$%!梯形面积法求得两种升温方式中各时间点的 *5,

表 "!"&& 6与 ##& 6升温方式各时间点的*5,

加热方式
时间 789:

& % ; < "# "2 "4 %4 24 =4 <4 ""4 "#< "%4

"&&6 & 4% "<' %'4 2'2 =4; " &;< % &=& 2 &=& = &=& < &=& "" &=& 7 "% &=&

##&6 & <# #2= 2#< 4#< ""#< "'#< %'#< 2'#< ='#< < '#< "" '#< "# 2#< "% '#<

%$'!*5,与峰面积的相关性研究结果

运用线形回归法考察两种升温方式下 *5,$

*5,&$2$)>?*5,与六个主要峰峰面积的函数相关

性% 综合表 # 和表 % 的统计结果得出各峰的峰面积

与*5,&$2 的相关性较好&所得的 "# 个相关系数中

有 "" 个大于 &$<=%

表 #!"&& 6升温方式的*5,与各峰面积的回归相关系数

处理模式
峰号

峰 " 峰 # 峰 % 峰 ' 峰 2 峰 ;

*5, &$<<#; &$<'#% &$<#%= &$<#"# &$<&=2 &$<<&<

*5,&$2 &$<2'< &$<4;4 &$<=<' &$<=<" &$<="% &$<=2=

)>?*5, &$4;'' &$<="% &$<=;4 &$<=2" &$<=&4 &$<&'2

表 %!##& 6升温方式的*5,与各峰面积的回归相关系数

处理模式
峰号

峰 " 峰 # 峰 % 峰 ' 峰 2 峰 ;

*5, &$<<#" &$<;2= &$<&"& &$4<;< &$<"42 &$<4#;

*5,&$2 &$<='# &$<<%" &$<=#& &$<=&4 &$<=4" &$<=%4

)>?*5, &$<&"# &$<'%" &$<42= &$<4'< &$<=%4 &$44='

'!讨论

在提取车间提取中药时&冬天和夏天的中药提

取物质量有明显差别&主要在于冬天和夏天的升温

速度不同&导制产品批次间有较明显的差异% 传统

的提取过程控制只是控制提取时间&当升温速度不

一样时&即达到提取所需温度前的升温过程有差异&

显然会导致整个提取过程的差异化% 本文研究了

*5,与丹参诸峰峰面积的相关性&设想控制*5,来

代替控制提取时间&通过控制*5,与起点温度和升

温速度无关&提取过程的终止是由提取前设定好的

*5,值来决定的%

六个主要峰峰面积与 *5,"7# 的相关性较好&

绝大部分的相关系数大于 &$<= &表明温度@时间曲

线下面积参数用于控制中药提取过程具有可行性%

本文只研究了水提丹参一例&其它中药材的提取是

否有同样的结果还有待研究%
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!"#$%&'$()*+,)-./ 0(1%0)$2)&3$!44$2)5046*.&2$51-$%*%&%$70)*+8+*30($*9*&(5):&2$;<

2-)$=&3$%>(?-%/
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"

&BC!DE,F*0<'&(

"

&=>ABF-(</*(

#

&E;G,F-<+&*(9

"

"$"456784$649:;<4=>?@0;5A4=4?65B2C46:<:3:A4D46:&&56DC567 %%&&&'"

#$0;A4=4?65B2C46:<:3:AD46:C?<E4=5B?@,46F456&,46F456&%%&"&&

;H5)%*2)).FGEHI9JE),>>FKELJEIMENL>IEHI9JEEOOEHIK>O3PQ9HEKRSELPL9LE,>IP)T)PJ>:E>: HPLF>: IEILPHM)>L9QE!(()

'

# 9:QSHEQ PHSIE

MENPI9H9:GSLU>O89HE&P:Q I>EVN)>LE9IKR>KK9F)E8EHMP:9K8K$0EIM>QK)*HSIEMENPI9H9:GSLU8>QE)WPK9:QSHEQ FU(()

'

$IME: IMEPH@

I9J9I9EK>OPKNPLIPIEILP:KP89:PKE!*+,# P:Q P)P:9:EILP:KP89:PKE!*-,# 9: F)>>Q KELS8WELEQEIEHIEQ$XEK9QEK&IMEPHI9J9I9EK>OKSNEL@

>V9QEQ9K8SIPKE!+./# P:Q IMEH>:IE:IK>O8P)>:Q9P)QEMUQE!0/*# 9: MENPI9HP)I9KKSEKWELEP)K>8EPKSLEQ $0EP:WM9)EIMENPIM>)>?U

>OIME)9JELWPK>FKELJEQ W9IM 89HL>KH>NU$3EKS)IK)3PQ9HEKRSELPL9LE,>IP)T)PJ>:EK9?:9O9HP:I)UQEHLEPKEQ (()

'

9:QSHEQ PHSIEMENPI9H

9:GSLUW9IM 9:HLEPK9:?IMEPHI9J9I9EK>O*+,&*-,P:Q IMEH>:IE:I>O0/*&9:HLEPKEQ IMEPHI9J9I9EK>O+./9: KELS8&LE)9EJEQ IME)EJE)>O

)9JEL9:GSLU$(>:H)SK9>:)YI9KLEJEP)EQ IMPI3PQ9HEKRSELPL9LE,>IP)T)PJ>:EH>S)Q NLEJE:I(()

'

OL>89:QSH9:?PHSIE)9JEL9:GSLU$,ME

8EHMP:9K8KPLEN>KK9F)ULE)PIEQ W9IM 9:M9F9I9:?)9N9Q NEL>V9QPI9>: P:Q KHPJE:?9:?>VU?E: OLEELPQ9HP)K$

I$/ J0%.5)3PQ9HEKRSELPL9LE,>IP)T)PJ>:E"-9JEL9:GSLU"RL>IEHI9JEEOOEHI

!!中药葛根为豆科多年生落叶藤本植物野葛 !GH

:;5;45 B?I5=5!J4BBA# .MW9或甘葛藤!G:;5;45 =C?K<?H

644XE:IM 的根&始载于+神农本草经,列为中品&分

布于我国南北各地&春秋两季采挖&切片&晒干&生用

或煨用% 具有解肌退热&生津透疹&升阳止泻的功

效&可用于麻疹初起&发热&恶寒&疹出不畅&湿热泻

痢及脾虚腹泻&热病烦渴及口渴多饮之症% 现代药

理研究表明其体内的葛根总黄酮具有松弛血管平滑

肌$对脑缺血的保护$雌激素样及抗肿瘤等'"(作用&

可用于防治脑缺血$萎缩性咽炎和抗肿瘤等'# Z'(疾

病% 为了进一步探究葛根总黄酮的使用范围&根据

肝损伤的生理病理特点&结合葛根总黄酮的功效&本

实验初步探讨葛根总黄酮对急性肝损伤的保护作用

及可能的作用机制%

"!材料与方法

"$"!材料

"$"$"!动物!昆明种小鼠&普通级&雌雄各半&体重

"4 Z## ?&由江西省动物医学实验中心提供&合格证

号)江医动字 <#&"&'&#%

"$"$#!药物及试剂!葛根总黄酮!含量 ;&[#&西

安赛邦医药科技有限公司&临用时于 &$2[羧甲基

纤维素钠!HPLF>VU8EIMU)HE))S)>KEK>Q9S8$(0(@DP#

中混悬% 联苯双酯!批号)&&&'<%#&北京协和药厂&

临用前用蒸馏水配成 # 8?78)溶液"丙氨酸氨基转

移酶!*-,#测定试剂盒!批号)#&&;&%""#&天门冬

氨酸氨基转移酶 ! *+,# 测定试剂盒 !批号)

#&&;&%""#&超氧化物歧化酶! +./#试剂盒!批号)

#&&;&%###&丙二醛!0/*#试剂盒!批号)#&&;&%#&#

均为南京建成生物工程研究所产品"四氯化碳!批

号)#&&%&#"4#分析纯&天津市博迪化工有限公司产

品"实验所需的其它药品及试剂均为国产分析纯&由

江西中医学院基础医学形态学科组提供%

"$"$%!主要仪器与设备!X\@%#&&/精密电子天平

!Q ]&$&" ?#&日本岛津"=## 光栅分光光度计&上海

分析仪器厂"恒温水浴箱&常州国华电器有限公司"

匀浆器&宁波新芝生物科技服务公司"离心机)-/='

C&$4&北京医用离心机厂".-̂0R5+ 显微镜@附带

A6(摄像机&日本"-E9HP切片机&德国%

"$#!方法

"$#$"!分组与给药!取健康的昆明小鼠 ;& 只&适

应环境 2 天后&按性别$体重分层&再随机分为 ; 组&

即正常对照组$模型对照组$联苯双酯组$葛根总黄

酮低剂量组$中剂量组和高剂量组&每组 "& 只% 葛

根总黄酮低剂量组$中剂量组和高剂量组分别按照

%& 8?7_?*Q$;& 8?7_?*Q$"#& 8?7_?*Q量灌胃给药&

联苯双酯组按照 "&& 8?7_?*Q 量灌胃给药&每天 "

次&连续 < 天% 正常对照组和模型对照组灌予等体

积的生理盐水&方法同上%

"$#$#!小鼠急性肝损伤模型的制备'2 Z;(

!小鼠于

末次给药后 # M&模型对照组$葛根总黄酮低剂量组$

葛根总黄酮中剂量组$葛根总黄酮高剂量组和联苯

双酯组按文献方法一次性腹腔注射 &$"[(()

'

花生

*;%*
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油&剂量 "& 8)*_?

C"体重&禁食不禁水% 正常对照组

注射等容积的蒸馏水% 实验过程中&所有动物均食

用标准条状饲料&饮冷开水"并常规观察各组小鼠的

精神状态$活动情况$毛发光泽度$进食以及排便等

情况% #' M后&眼球后静脉丛取血"处死小鼠&打开

腹腔&取出肝脏&每只小鼠在肝大叶相同部位取 &$2

H8 &̀$2 H8 &̀$' H8大小的肝组织&修剪干净&放

入 "&[的甲醛中浸泡固定&用于肝脏病理组织学检

查"剩余肝组织放入冷生理盐水中&供制备肝组织匀

浆%

"$#$%!测定血清中*-,和*+,活性!血液以 #&&&

L789:离心 #& 分钟&收集上清&按照试剂盒标注的

方法!赖氏法#测定小鼠血清内 *-,和 *+,的活

性%

"$#$'!测定肝组织中 +./活力和 0/*含量!将

取得的肝组织块在冰冷的生理盐水中漂洗&除去血

液&滤纸拭干&称重&放入 2 8)的小烧杯内&用移液

管量取预冷的 &$<[冷生理盐水&生理盐水的体积

总量是组织块重量的 < 倍&用移液管取总量 #7% 的

生理盐水于烧杯中&用眼科小剪刀尽快剪碎组织块%

将剪碎的组织块倒入玻璃匀浆器中&再将剩余的 "7

% 冷生理盐水冲洗残留在烧杯中的碎组织块&一起

倒入匀浆器中进行匀浆&上下转动&使肝组织匀浆

化&然后倒入试管中&即制备好了 "&[的组织匀浆%

将制备好的 "&[组织匀浆用离心机 % &&& L789:&

'a离心 "2 89:&取上清&按试剂盒说明书测定待测

肝组织 +./!嘌呤氧化酶法#和 0/*!硫代巴比妥

酸法#%

"$#$2!统计学处理方法!数据采用平均值 b标准

差!

%

8b<#表示&采用 +R++"%$& 统计软件进行方差检

验%

"$%!结果

"$%$"!葛根总黄酮对(()

'

致急性肝损伤小鼠一般

状态的影响!造模前&各组小鼠状态良好&进食饮水

正常&毛色润泽"造模后&除正常对照组外&其余各组

小鼠均易激惹&聚堆&反抗性增强&反抗力减弱&进食

及饮水量减少&毛色不润泽&稍竖立&但各组均没有

出现死亡情况%

"$%$#!葛根总黄酮对(()

'

致急性肝损伤小鼠血清

转氨酶的影响!小鼠注射 (()

'

后&血清中的 *-,$

*+,明显升高&模型组与正常对照组比较均有极显

著差异!!1&$&"#% 联苯双酯$葛根总黄酮高$中剂

量均能明显的使升高的*-,$*+,下降&与模型组比

较均有极显著差异!!1&$&"#% 葛根总黄酮低剂量

组能使升高的*+,明显下降&与模型组比较有极显

著差异!!1&$&"#!见表 "#%

表 "!葛根总黄酮对小鼠急性

肝损伤血清中*-,和*+,的影响$

%

8b<"6 ]"&%

组别
剂量

78)*_?

C"

*-,

75*-

C"

*+,

75*-

C"

正常对照组 C ;=$; b<$2' "##$= b#%$%%

模型组 C

%##$2 b;&$;<

&&

'="$% b;4$<'

&&

联苯双酯组 "&& "<<$= b%"$&&

'' %&%$# b2;$&2

''

葛根总黄酮高剂量组 "#&

#&"$' b%=$=%

''

%&2$# b2=$=<

''

葛根总黄酮中剂量组 ;&

#"=$% b#4$2'

''

%"2$= b2=$#<

''

葛根总黄酮低剂量组 %& #=4$% b'4$#%

%="$= b;'$'<

''

!!与正常对照组比较
&

!1&$&2&

&&

!1&$&""与模型组比较
'

!

1&$&2&

''

!1&$&"%

"$%$%!葛根总黄酮对(()

'

致急性肝损伤小鼠肝匀

浆 +./活力和 0/*含量的影响!小鼠注射 (()

'

后&小鼠肝匀浆中的 +./明显下降&模型组与正常

对照组比较有显著性差异!!1&$&2#&小鼠肝匀浆

中的0/*明显升高&模型组与正常对照比较有显

著性差异和极显著差异!!1&$&2&!1&$&"#% 联苯

双酯和葛根总黄酮高剂量能明显的升高肝匀浆中的

+./&且能明显的降低肝匀浆中的 0/*&与模型组

比较差异均有统计学意义% 葛根总黄酮低剂量能明

显升高肝匀浆中的 +./&且能明显的使肝匀浆中的

0/*下降&与模型组比较差异有统计学意义!见表

##%

表 #!葛根总黄酮对小鼠急性

肝损伤 +./和0/*的影响$

%

8b<"6 ]"&%

组别
剂量

78)*_?

C"

+./

75*8?

C"

0/*

7:8>)*8?

C"

正常对照组 C "2'$< b#=$## #$%2 b&$&2

模型组 C

"%'$# b""$2#

&

'$4% b&$';

&&

联苯双酯组 "&&

"2%$= b"#$%&

'

#$;< b&$2&

''

葛根总黄酮高剂量组 "#&

";#$& b"2$'<

''

%$=& b&$=#

''

葛根总黄酮中剂量组 ;& "2"$2 b=$'2

#$'% b&$#;

''

葛根总黄酮低剂量组 %&

"2<$# b=$%=

''

%$4< b&$';

''

!!与正常对照组比较
&

!1&$&2&

&&

!1&$&""与模型组比较
'

!

1&$&2&

''

!1&$&"%

"$%$'!葛根总黄酮对(()

'

致急性肝损伤小鼠肝脏

病理学的影响!正常对照组肝小叶清晰&肝细胞索

排列规整&肝细胞大小$形态无异常&肝汇管区无炎

细胞浸润&未见明显肝细胞变性$水肿$肝细胞坏死

!图 " C"#% 模型对照组肝小叶和肝索排列紊乱&可

见多个点状较大肝坏死灶&灶内肝细胞明显肿胀$胞

浆疏松$细胞结构不清&病变主要位于肝细胞中央

区&病灶内可见炎性细胞浸润&肝汇管区可见少量炎

细胞浸润!图 " C##% 联苯双酯组肝小叶和肝索结

构排列整齐&肝细胞肿胀和胞质疏松程度较模型组

明显减轻&点状坏死病灶少见&肝汇管区可见少量炎

细胞浸润!图 " C%#% 葛根总黄酮高剂量和中剂量

组肝小叶和肝索排列较规整&点状坏死病灶少见&肝

细胞肿胀和胞浆疏松程度较模型组显著减轻&肝汇

*=%*

喻松仁等)葛根总黄酮

对小鼠急性肝损伤保护作用的实验研究
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管区炎细胞浸润程度减轻!图 " C'&" C2#% 葛根总

黄酮低剂量组肝小叶和肝索结构不规整% 可见点状

坏死灶&肝细胞肿胀$胞浆疏松$结构不清% 病灶内

可见炎细胞浸润&肝汇管区可见少量炎细胞浸润

!图 " C;#%

#!讨论

为研究葛根总黄酮的保肝作用&我们采用 (()

'

作为肝毒剂&诱导急性肝损伤模型% 四氯化碳是一

种趋肝性化学毒物&经肝细胞内细胞色素 R

'2&

依赖

的单加氧酶系代谢后 (()

'

分子中的 (@()键均裂&

产生三氯甲基自由基!(()

c

%

#和氯自由基!()

C

#&前

者在有氧条件下进一步形成高度活性的三氯甲基过

氧化自由基!(()

%

.

#

#

'= Z4(

&这两种自由基可攻击肝

细胞膜上的磷脂分子&引起脂质过氧化反应&膜磷脂

大量降解&从而破坏肝细胞膜结构和功能的完整&导

致肝细胞内的一些酶类进入血液血清中转氨酶

!*-,$*+,等#水平升高&血清转氨酶的升高在一定

程度上反映了肝细胞的损伤程度'<(

% 实验结果表

明葛根总黄酮对(()

'

诱导的血清*-,$*+,的异常

增高有显著降低作用&且高剂量组的降低程度较中$

低剂量组明显&呈现出正相关性&提示葛根总黄酮对

(()

'

所致肝细胞损伤有明显保护作用% +./含量

的变化可作为衡量肝损伤程度的指标之一'"& Z""(

%

(()

'

致肝损伤过程中产生了过量的氧自由基&自由

基的清除需要消耗大量的 +./% 实验结果表明葛

根总黄酮能增加机体 +./含量&增强机体抗氧化能

力&加速自由基的清除&抑制脂质过氧化反应%

0/*是脂质过氧化反应过程中的稳定产物% 0/*

具有很强的生物毒性&可严重破坏细胞膜结构&导致

细胞肿胀$坏死&其含量直接反映了组织氧化损伤的

程度&间接反映了肝细胞受自由基攻击后损伤的程

度'"#(

% 实验中各用药组小鼠肝组织内0/*含量明

显低于模型组&表明联苯双酯与葛根总黄酮有抑制

肝组织脂质过氧化反应$保护抗氧化活性的作用&其

肝组织的病理检查结果也证实了这一点%

总之&本实验研究发现葛根总黄酮对急性肝损

伤动物模型具有明显的保护作用&其机制可能与保

护肝细胞膜$清除自由基$抗脂质过氧化等作用有

关% 但其对免疫组织化学以及对细胞超微结构的影

响须待进一步研究&深入研究葛根总黄酮的肝保护

作用&可望将其开发为新的治疗肝损伤的药物%
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