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药理与临床

奇任醇的抗炎免疫实验研究

信红岭1，毕娟1，刘淼1

(1．北京大学基础医学院中西医结合研究室，北京 100083；

，林文翰2，钱瑞琴p

2．北京大学药学院国家重点实验室，北京 100083)

摘 要：目的 研究奇任醇的抗炎作用及对免疫系统的影响。方法 建立大鼠佐剂性关节炎模型，观察奇任醇对大

鼠足肿胀、脾淋巴细胞增殖、T淋巴细胞亚群的影响；观察奇任醇对小鼠耳廓肿胀、大鼠肉芽肿的抗炎作用；通过碳

粒廓清、小鼠迟发型变态反应和血清溶血素水平实验，评价奇任醇对小鼠非特异性和特异性免疫功能的影响。结果

奇任醇能够抑制佐剂性关节炎大鼠的足肿胀，增强佐剂性关节炎大鼠脾淋巴细胞增殖能力，调节T淋巴细胞亚群

比例；抑制小鼠耳廓肿胀和大鼠肉芽肿增生；抑制正常小鼠特异性免疫功能。结论奇任醇可抑制佐剂性关节炎大

鼠的原发性与继发性足肿胀，抑制急、慢性炎症反应，调节机体免疫功能。
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Experimental study on anti-inflammatory and immuno—regulating effect of kirenol
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(1．Department of Integrated Traditional Chinese with Western Medicine，School of Basic Medical Sciences，
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Abstract：Objective To study the anti—inflammatory and immuno～regulating effect of kiren01．

Methods Ad iuvant arthritis rat model was made by means of Freund
7

S complete adjuvant，then the

changes of paw swelling，proliferation of splenic lymphocyte and T lymphocyte subpopulation ratio of ad—

juvant arthritis rats were observed．The anti—inflammatory effect of kirenol was evaluated using ear edema

model induced by xylene and granuloma model induced by cotton balls。and further the effect of kirenol on

specific and non—specific immune response was evaluated by delayed hypersensitivity of murine auricle

swelling and serum hemolysin 1evel test and carbon clearance rate in mice．Results Kirenol can inhibit

paw swelling，boost up the proliferation of splenic lymphocyte of adjuvant arthritis rats，regulate T lym—

phocyte subpopulation ratio，and also can inhibit ear edema in mice，granuloma weight in rats，and specific

immune response of normal mice．Conclusion Kirenol can control the primary and secondary paw swelling

of adiuvant arthritis rats，inhibit acute and chronic inflammation，and regulate immunologic function．

Key words：kirenol；adjuvant arthritis；anti—inflammation；immuno—regulation

奇任醇是一种从稀莶草中提取的单体成分，白

色针状结晶，mpl94～196℃。分子式C。。H。。O。。据

报道[1]，稀莶草活性部位(经HPLC色谱测定，含奇

任醇85％)可减轻佐剂性关节炎大鼠踝关节炎症

病理反应，通过调整机体免疫功能、改善局部病理反

应而达到抗风湿的作用。目前国内外关于奇任醇的

文献报道甚少，本实验就奇任醇的抗炎免疫作用进

行初步研究。

1材料与方法

1．1 药品和试剂：奇任醇(质量分数为99％)由北

京大学医学部药学院提供。可的松注射液：天津金耀

氨基酸有限公司，5 mg／mL，批号0302162。强的松：

天津力生制药股份有限公司，每片5 mg，批号

0306018。阿司匹林：阿斯特拉(无锡)制药有限公

司，每片0．5 g，批号343401。二甲苯、冰醋酸、2，4一

二硝基氯苯、丙酮均为北京化工厂生产。伊文思蓝：

北京化学试剂公司。印度墨汁：北京市西中化工厂。

刀豆蛋白A(ConA)、MTT、弗氏完全佐剂均为

Sigma公司产品。CD4、CD8单抗为BD公司产品。

1．2仪器：分析天平，紫外分光光度计，酶标仪，流
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式细胞仪。

1．3动物：SD大鼠，180～200 g，许可证号：SYXK

(京)2002—0002；ICR小鼠，18～22 g，许可证号：

SYXK(京)2002—0001，雌雄兼用。均由北京大学医

学部实验动物中心提供。

1．4方法

1．4．1 奇任醇剂量与给药方法：参考《中药新药研

究指南》中治疗类风湿性关节炎的主要药效学研究，

佐剂性关节炎实验分预防组(注射佐剂当日开始给

药)和治疗组(第8天开始给药)，奇任醇剂量均为

4 mg／kg。其他实验奇任醇分为3个剂量组：1、2、4

mg／kg。均ig给药。

1．4．2佐剂性关节炎大鼠模型制备：雄性SD大

鼠，除正常对照组外，各组均以完全弗氏佐剂0．1

mL注射于右后足跖(肿胀度=致炎后足跖周长一

致炎前足跖周长)。

1．4．3佐剂性关节炎大鼠淋巴细胞增殖：无菌取佐

剂性关节炎大鼠脾细胞，调整细胞浓度为5×106，

每个样品平行设3个复孔，培养44 h，每孔加MTT

100弘L，继续培养4 h，每孔加盐酸一异丙醇100 pL

显色，酶标仪上于570 nm波长处测吸光度(A)值。

计算刺激指数(ConA组A值／对照组A值)。

1．4．4佐剂性关节炎大鼠T淋巴细胞亚群测定：

向大鼠脾细胞悬液中加CD4、CD8单抗，孵育，流式

细胞仪检测。

1．4．5二甲苯致小鼠耳廓肿胀：小鼠ig给药1周，

末次给药1 h后，小鼠右耳涂0．04 mL二甲苯致

炎，40 min后，用直径8 mm打孔器在同一部位冲

下耳片，称质量。以左、右耳片质量差表示耳肿胀度。

1．4．6棉球肉芽肿增生：大鼠麻醉、消毒，两侧腹股

沟皮下各放人一个20 mg灭菌棉球，缝合皮肤。ig

给药10 d，末次给药后24 h处死，取出棉球，70℃

烘箱中干燥，称质量，取两侧肉芽肿质量的均值。

1．4．7碳粒廓清实验：小鼠ig给药1周，末次给药

1 h后，尾iv印度墨汁0．1 mL／10 g，分别于注射后

2、10 min小鼠眼后静脉丛用毛细玻璃管(肝素抗

凝)取血20弘L，加入10％Na 2C03 3 mL中，于680

rim处测定A值。

1．4．8 迟发型变态反应实验：小鼠背部注射

1．25％二硝基氯苯丙酮溶液，每只0．02 mL，24 h

后ig给药，给药9 d后，每只小鼠右耳涂布1．25％二

硝基氯苯丙酮溶液0．03 mL，左耳涂布同体积丙酮，

38 h后，用直径8 mm打孔器冲下两耳片称质量。

1．4．9 血清溶血素水平实验：小鼠ig给药第3天

ip 10％羊红细胞悬液0．5 mL，免疫后4 d取血清。

用生理盐水稀释(1：100)。取稀释后血清l mL冰

浴，依次加入10％绵羊红细胞悬液0．5 mL，1：10

稀释的豚鼠血清1 mL。37℃水浴10 min，冰浴终

止反应。上清液于540 rim处测定A值。以生理盐

水代替豚鼠血清作为空白对照。

1．5统计方法：数据均以z±S表示，组间比较进行

t检验。

2 结果

2．1对佐剂性关节炎大鼠足肿胀的影响

2．1．1对原发性足肿胀的影响：见表1。模型组在

致炎后右足开始肿胀，3～12 d肿胀度增长缓慢，

12～15 d肿胀度增加明显，15～21 d肿胀趋于平

缓。可的松预防组、可的松治疗组、奇任醇治疗组、奇

任醇预防组与模型组相比均从15 d开始抑制右足

的肿胀(尸<0．05、0．001)。

2．1．2对继发性足肿胀的影响：见表2。可的松治

疗组与模型组相比，15 d后可抑制左足的肿胀

(P<0．05、0．01、0．001)，可的松预防组、奇任醇治

疗组、奇任醇预防组与模型组相比均从第12 d开始

抑制左足的肿胀(P<0．05、0．01、0．001)。

2．2对急、慢性炎症的影响

2．2．1 对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响：见表3。

阿司匹林组、奇任醇低、中、高剂量组肿胀度明显减

轻(P<0．001、0．05、0．001、0．001)，均能够抑制二

甲苯引起的急性炎症。

表1奇任醇对佐剂性关节炎大鼠原发性足肿胀的影响(i土s)

Table 1 Effect of kirenol on primary paw swelling of adjuvant arthritis rats(x-Z-_s)

与模型组比较：。P<O．05 一P<O．Ol ⋯P<O．001
”P<O．05。’P<o．01 +。’P<O．001口s model group
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表2奇任醇对佐剂性关节炎大鼠继发性足肿胀的影响(工±s)

Table 2 Effect of kirenol on secondary paw swelling of adjuvant arthritis rats(；±s)

与模型组比较：’P<O．05 一P<o．01 ⋯P<O．001
’P<0．05。’PG0．01⋯P<O．001口s model group

表3奇任醇对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响(i±s，雄一10)

Table 3 Effect of kirenol on ear edema of mice

induced by xylene(；±s，n--10)

与模型组比较：。PG0．05 ⋯尸G0．001
。PG0．05⋯P<o．001 us model group

2．2．2对大鼠棉球肉芽肿增生的影响：见表4。阿

司匹林组、奇任醇各剂量组与模型组相比均明显减

轻肉芽肿质量(P<0．05、0．01、0．001)。

2．3对免疫功能的影响

2．3．1对佐剂性关节炎大鼠脾淋巴细胞增殖的影

响：见表5。模型对照组大鼠脾淋巴细胞增殖能力低

于正常组(P<o．001)，可的松给药组大鼠脾淋巴细

胞增殖能力低于模型组，但差异并不显著(P>

表4奇任醇对大鼠棉球肉芽肿的影响(J±s)

Table 4 Effect of kirenol on granuloma of rats(；±s)

与模型组比较：’PG0．05 一PGo．01 ⋯PGO．001
。PG0．05。’PGO．01⋯PG0．001 v5 model group

表5奇任醇对佐剂性关节炎大鼠脾淋巴

细胞增殖的影响(；±s)

Table 5 Effect of kirenol on proliferation of splenic

lymphocyte of adjuvant arthritis rats(J±s)

与正常组比较：⋯PG0．001； 与模型组比较：”PG0．05
4 44PGO．001 vs normal group；+PGO．05口s model group

0．05)。奇任醇治疗、预防组与模型组相比能够使低

下的大鼠淋巴细胞增殖能力提高(P<o．05)。

2．3．2对佐剂性关节炎大鼠脾T淋巴细胞亚群的

影响：见表6。模型组大鼠与正常组相比CD4+细胞

比例上升(P<0．001)，CD8+下降(P<0．001)，

CD4+／CD8+升高(P<0．001)；可的松治疗组可使

模型大鼠CD8+比例升高(P<0．01)，使CD4+／

CD8+下降(P<o．001)。可的松预防组可使CD4+

细胞比例下降(P<0．05)，CD8+比例升高(P<

0．001)，使CD4+／CD8+下降(P<0．001)。奇任醇

治疗组和预防组能降低模型大鼠CD4+比例(P<

0．01、0．001)，又能升高CD8+比例(P<0．05、

0．001)，使CD4+／CD8+下降(P<0．001)。

2．3．3对小鼠碳粒廓清速率的影响：见表7。强的

表6奇任醇对佐剂性关节炎大鼠T淋巴细胞亚群的影响(；±s)

Table 6 Effect of kirenol on T lymphocyte subpopulation ratio of adjuvant arthritis rats(i±s)

与正常组比较：4
4 4PG0．001．

4 4“PG0．001'us normal group

与模型组比较：’PG0．05 ’’PG0．01 ⋯PG0．001
⋯PG0．001 vs model group
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松组与模型组相比抑制碳粒廓清速率(P<o．05)，

奇任醇各剂量组对小鼠腹腔巨噬细胞碳粒廓清速率

无影响(P>0．05)。

2．3．4对小鼠迟发型变态反应的影响：见表8。阿

司匹林组、奇任醇各剂量组与模型组相比均能明显

抑制耳廓肿胀(P<0．01、0．001)。

2．3．5对小鼠血清溶血素水平的影响：见表9。阿司

匹林组与模型组相比呈抑制效应(尸<o．05)，奇任醇

高剂量组能够抑制小鼠血清IgM水平(P<0．01)。

表7奇任醇对小鼠碳粒廓清速率的影响(x±S，咒一10)

Table 7 Effect of kirenol on carbon clearance

rate of mice(；±s，一一10)

与模型组比较：。P<O．05

’P<O．05_s model group

表8奇任醇对二硝基氯苯所致小鼠迟发型

变态反应的影晌(i±s)

Table 8 Effect of kirenol Oil delayed allergy

in mice induced by DNCB(J-4-s)

组 别剂量／(mg·kg_1)动物／只 肿胀度／mg 抑制率／％

与模型组比较：一P<O．01 ⋯P<0．001
”。P<O．01⋯P<O．001 VS model group

表9奇任醇对小鼠血清溶血素水平的影响(卫±s，n一10)

Table 9 Effect of kirenol on hemolysin level

of mice(j±s，n一10)

、与模型组比较：’P<O．05 一P<O．01

’P<o．05 +。P<o．Ol"5 model group

3讨论

佐剂性关节炎大鼠是目前广泛应用的类风湿性

关节炎模型之一。该模型以多发性关节炎为特征，原

发病变主要是局部急性炎症反应，并于致炎后10～

12 d开始出现继发病变，同时出现以细胞免疫变化

为主的免疫功能紊乱[2]。本实验表明致炎后右足即

出现注射部位肿胀，呈现急性炎症反应。肿胀持续至

21 d。并于12～15 d出现了再度肿胀的现象。12 d

后由于继发病变，左足发生肿胀，并持续至21 d。奇

任醇预防、治疗组均可明显抑制模型大鼠12 d后右

足的再度肿胀及非致炎足的肿胀。表明奇任醇对模

型大鼠的原发和继发病变均有抑制作用。为探讨其

抑制作用的机制，本实验观察了奇任醇对二甲苯致

小鼠耳廓肿胀、大鼠棉球肉芽肿急、慢性炎症的影

响，结果表明各剂量组均有很好的抑制作用。奇任醇

的良好抗炎作用可能是减轻佐剂性关节炎大鼠原发

和继发病变机制之一。

类风湿性关节炎是免疫介导的炎症性疾病，免

疫自稳状态的破坏是其发生、发展的重要因素之一。

免疫失稳后，T细胞免疫功能发生紊乱[3]。近年来证

明细胞免疫在类风湿性关节炎发病中的作用更为突

出，免疫障碍主要是CD4+细胞和CD8+细胞的数量

和功能改变，表现为CD4+细胞增多，CD8+细胞减

少，CD4+／CD8+比值增高，同时CD4+细胞功能增

强，CD8+细胞功能低于正常，由此可导致B淋巴细

胞激活，功能亢进，产生大量的自身抗体及免疫球蛋

白，免疫复合物沉积在关节局部，引起迁延不愈的滑

膜炎，导致关节肿胀[4]。本实验佐剂性关节炎大鼠对

ConA诱导的脾细胞增殖反应能力降低，与文献报

道一致[5~73；CD4+细胞比例上升，CD8+比例下降，

CD4+／CD8+比例失调，说明佐剂性关节炎大鼠出现

了免疫功能紊乱，奇任醇能够提高佐剂性关节炎大

鼠脾淋巴细胞的增殖能力，并调节T淋巴细胞亚群

CD4+和CD8+的比例，降低CD4+细胞的数量，提高

CD8+细胞的数量，佐剂性关节炎大鼠CD4+／CD8+

比例降低，从而调节细胞免疫，抑制B淋巴细胞产

生自身抗体和免疫球蛋白，逐步减轻免疫复合物在

关节局部的沉积，控制病情的发展。在CD4+细胞中

有一类细胞能介导迟发型超敏反应，奇任醇抑制

CD4+细胞，可能是奇任醇能够有效抑制佐剂性关节

炎大鼠继发性左足肿胀的原因之一。以上结果表明

奇任醇可通过调整机体免疫功能，抑制佐剂性关节

炎大鼠的原发和继发性炎症。为进一步探讨奇任醇

对免疫功能的影响，观察了奇任醇对小鼠特异性、非

特异性免疫功能的影响，结果表明奇任醇各剂量组

均能明显抑制小鼠迟发型变态反应，高剂量能够抑

制小鼠血清IgM水平，对小鼠腹腔巨噬细胞碳粒廓

清速率无影响，提示奇任醇对特异性免疫功能有抑

制作用，对非特异性免疫无影响。这对抑制自身免疫

疾病中致病性自身抗体的产生十分有利。
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HPLC法同时测定灌胃黄芩水煎剂后大鼠血浆中黄芩苷和汉黄芩苷

的质量浓度及药动学研究

路通，宋珏，谢林，王广基，刘晓东+

(中国药科大学药物代谢研究中心，江苏南京210009)

摘要：目的建立大鼠ig黄芩水煎剂后血浆中黄芩苷和汉黄芩苷的HPLC测定方法及药动学研究。方法大鼠

ig黄芩水煎剂后，不同时间眼底静脉丛取血，制备血浆。血浆样品经甲醇沉淀蛋白，HPLC—uV测定血药浓度。色谱

柱为Shim—pack ODS(250 mm×4．6 mm，5 pm)；流动相采用梯度洗脱，体积流量：1．5 mL／min；检测波长：276

nm。结果 黄芩苷的线性范围为0．156～10肛g／mL，汉黄芩苷的线性范围为0．109～7 pg／mL，定量下限(LLOQ)

分别为0．156和0。109肛g／mL，日内和日间精密度(RSD)均小于15％，准确度(RE)为一6．82％～3．26％。大鼠

ig黄芩水煎剂后，血浆中黄芩苷和汉黄芩苷血药浓度一时间曲线均存在双峰：黄芩苷的t⋯。和tmax2分别为(12．0±

4．5)rain和(7．2±1．79)h；C⋯1和c⋯2分别为(5．29±1．96)和(4．49±2．12)tlg／mL，汉黄芩苷的t⋯l和tmax2分

别为(14．0±9．o)min和(6．8士1．1)h；C⋯l和C～2分别为(1．38-+-0．16)和(1．62±0．71)pg／mL；黄芩苷的
CL／F为(4．72±1．68)L／h，汉黄芩苷的CL／F为(3．04±0．98)L／h。结论该方法经考察符合生物样品的测定

要求，可应用于大鼠体内黄芩苷和汉黄芩苷血药浓度的测定和药动学研究。大鼠ig黄芩水煎剂后血浆中黄芩苷和

汉黄芩苷质量浓度存在双峰现象，黄芩苷的口服清除率大于汉黄芩苷。

关键词：黄芩水煎剂；黄芩苷；汉黄芩苷；HPLC；双峰现象
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Simultaneous determination of baicalin and wogonoside by HPLC in rat plasma

administered with Huangqin Decoction and its pharmacokinetic study

LU Tong，SONG Jue，XIE Lin，WANG Guang—ji，LIU Xiao—dong

(Center of Drug Metabolism and Pharmacokinetic，China Pharmaceutical University，Nanjing 210009，China)

Abstract：Objective To develop an HPLC method with ultraviolet detection for simultaneous deter—

ruination of baicalin and wogonoside in rat plasma after ig Huangqin Decoction(HQD)and study its phar—

macokinetics．Methods Rats were given HQD by ig，plasma were collected at designed times from oculi

chorioidea vein．Following protein precipitation by the mixture of methanol and acetonitrile(1：1)，the

blood concentration was determined by HPLC—UV．The analytes were separated on a Shim—pack ODS(250

mm×4．6 mm，5”m)column using a gradient mobile phase consisting of acetonitrile—phosphate buffer．

The flow—rate was set at 1．5 mL／min and the eluent was detected at 27 6 nm．Results The linear range

was 0．1 5 6—1 0 t*g／mL and 0．1 09—7／19／mL for baicalin and wogonoside，respectively．The lower limit of
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