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氧化形式(2GSH+H。O：-+GSSG+2H：O)，由此能

清除H。O。。本实验观察了山楂叶抽提物对HUVEC

中GSH—Px活性的影响。结果显示，在H。O。处理

HUVEC后，加入富含黄酮的山楂叶抽提物可以促

进GSH—Px的活性，表明山楂叶抽提物可通过调控

GSH—Px活性，清除HUVEC中的H。O：。

在本实验结果中，富含黄酮的山楂叶总抽提物

可剂量依赖性地降低H。O。预处理的HUVEC中的

H。O。含量。然而，此抽提物激活HUVEC的GSH—

Px活性却是以非剂量依赖方式。这些结果提示：富

含黄酮的山楂叶总抽提物可能还通过其他途径降低

HUVEC中的H：O：含量。本实验还应用流式细胞

术，研究了山楂叶抽提物对H。O。所致细胞毒的抑制

作用。结果显示，富含黄酮的山楂叶抽提物可以抑制

H。O。所致HUVEC的损伤，提示此抽提物可通过清

除HUVEC中过量H。O：而起到细胞保护作用。
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八昧锡类散不同途径给药治疗大鼠溃疡性结肠炎的药效对比研究

刘端勇h2，赵海梅2，赵 宁3，赵林华3，贾红伟3，肖 诚3，吕 诚3，赵红艳3，何颖辉2，辛增平2，吕爱平1’铲

(1．中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330077；2．江西中医学院，江西南昌 330006；

3．中国中医研究院基础理论研究所，北京100700)

八味锡类散具有清热解毒、消肿止痛之功。常用

于内有蕴热、外感时邪引起的瘟疫白喉、咽喉肿痛及

溃疡性结肠炎(UC)等的治疗，用于治疗uc时常

用的方法是声。和灌肠，但究其两种不同途径给药

治疗uc的疗效和作用机制对比分析鲜见报道，本

实验即从此角度出发，对二者进行对比实验研究。

1材料与方法

1．1动物及分组：新西兰家兔8只(中国药品生物

制品检定所实验动物中心)。清洁级健康SD大鼠

72只(北京大学医学部实验动物科学部)，雌雄各

半，体重(160±i0)g，随机分成正常组、灌胃模型

组(模型I组)、灌肠模型组(模型Ⅱ组)、八味锡类

散灌胃治疗组(治疗I组)、八味锡类散灌肠治疗组

(治疗Ⅱ组)、柳氮磺吡啶组(阳性对照组)，每组12

只，常规饲养3 d后使用。

1．2 主要药物及试剂：八味锡类散每支1 g(北京

同仁堂股份有限公司，批号4100008)；柳氮磺吡啶，

每片0．25 g(上海三维制药有限公司，批号

200403C09)；盐酸氯胺酮注射液(Jz海第一生化药

业有限公司，批号951020)；CD4、CD8单克隆抗体

(BD Biosciences公司产品)；CD4、CD8免疫组化试

剂盒(SANTA公司产品)；完全弗氏佐剂(Sigma

公司产品)；肿瘤坏死因子一a(TNF—a)免疫组化试

剂盒(武汉博士德生物工程有限公司产品)。

1．3仪器：Leica图像分析仪和Qwinl00图像分析

处理系统(德国Leica公司)；EPICS(XL)流式细

胞仪(美国Coulter公司)；SABA全自动生化仪

(意大利SABA公司)。

1．4造模方法：按文献方法进行[1]。抗原乳化液的

制备：取家兔分离结肠黏膜，加适量生理盐水置组织

捣碎机中捣碎，于一20℃下保存24 h后，溶冻，再

以4 000 r／min离心30 min，取其上清液即抗原原

液并测得其蛋白质量浓度(14．5 g／L)。取抗原原液

与等量完全弗氏佐剂混匀为10 mg／mL溶液，然后

用注射器反复抽吸、充分乳化，制成抗原乳化液。大

鼠致敏与处理方法：除正常组外，其他各组大鼠均予
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造模。于大鼠足跖部及腹腔内注射抗原乳化液1．2

mL(含抗原原液蛋白8 mg)，常规饲养后第8天，

再于大鼠背部皮下及腹腔内注射抗原原液(不加完

全弗氏佐剂)0．6 mL(含抗原原液蛋白8 mg)，于

第14天用氯胺酮2 mL／kg im麻醉，2％福尔马林

2 mL保留灌肠1 h，后用生理盐水冲洗，再用抗原

原液0．6 mL灌肠留置2 h，生理盐水冲洗。

1．5给药方法：自造模后第1天起，换体表面积换

算，八味锡类散灌胃治疗组和灌肠治疗组大鼠分别

ig、灌肠给予0．1 g(o．1 g／mL)八味锡类散，阳性

对照组动物灌肠给予柳氮磺吡啶100 mg(100 mg／

mL)，每日1次，共18 d。灌胃模型组和灌肠模型组

动物分别ig、灌肠给予等体积生理盐水，正常组动

物灌肠给予等体积生理盐水。

1．6处理及观察：给药18 d后，摘眼球取血，脱颈

椎处死大鼠，迅速自肛门2 cm处向上分离结肠6～

8 cm，沿肠系膜纵轴剪开，用生理盐水冲洗干净，并

将肠黏膜向上平铺于蜡板上固定，观察炎症及溃疡

发生情况；根据炎症损伤程度进行结肠组织损伤评

分。评分标准[2]：无损伤0分；黏膜充血、水肿、未出

现溃疡为1分；黏膜充血、水肿、轻度糜烂、无溃疡为

2分；黏膜充血、水肿、中度糜烂、有单个溃疡为3

分；黏膜充血、水肿、高度糜烂、有多处溃疡为4分；

黏膜充血、水肿、重度糜烂、有1 cm以上溃疡为5

分。剪取部分结肠组织，10％福尔马林溶液固定，病

理切片，HE染色，光镜下观察溃疡生成情况；部分

结肠组织迅速于液氮中保存，待用于免疫组化测定

CD4、CD8及TNF—a的表达。

1．7流式细胞术测定CD4、CD8 T淋巴细胞水平：

大鼠眼球取血，加肝素抗凝，分别取血50肛L与5

肛L CD4单克隆抗体和5弘L CD8单克隆抗体的2

个离心管中振匀，4‘C下保存30 min；力Ⅱ入适量红

细胞溶解液，1 000 r／min离心1．5 min，弃其上清

液；加入适量生理盐水以1 000 r／min离心1．5

min，反复几次，以试管底部不见红色为度，滤过后

上流式细胞仪检测。

1．8免疫组织化学检测：将液氮中保存的组织冰冻

切片，按照说明书进行免疫组化分析。

1．9统计学方法：采用SPSSll．5软件进行统计学

处理，血细胞和免疫组织化学结果采用方差分析，病

理组织记分采用秩和检验。

2 结果

2．1 病理形态学观察及结肠组织损伤评分：普通光

镜下可见模型组浆膜充血、水肿、淋巴细胞浸润、血

管壁增厚，肠黏膜剥脱，形成较大且数量较多的溃

疡，黏膜肌层破坏，可见黏膜糜烂，组织坏死。各治疗

组溃疡数及面积较模型组减小，糜烂、炎症细胞浸润

程度减轻，尤以灌肠治疗组及阳性对照组明显，除上

述症状缓解外，灌肠治疗组动物还可见溃疡底部黏

膜下层有纤维结缔组织增生，伴少量炎症细胞浸润，

轻度水肿。正常组、模型I组、模型Ⅱ组、治疗I组、

治疗Ⅱ组、阳性对照组结肠组织损伤评分分别为

0、2±0．8、2．8±0．8、1．8±1．2、0．9±0．7、0．6±0．8

分，两模型组评分均较正常组显著偏高(P<o．01)；

各治疗组较模型组明显降低，差异显著(P<o．05、

0．01)；治疗Ⅱ组动物结肠组织评分低于治疗I组

(P<o．05)，与阳性对照组比较差异无显著性(P>

0．05)；治疗I组损伤评分高于阳性对照组(P<

0．01)，提示八味锡类散灌肠给药治疗效果与柳氮磺

吡啶相似，且优于八味锡类散灌胃给药治疗效果。

2．2 流式细胞术测定外周血中CD4、CD8 T淋巴

细胞水平：见表1。两模型组CD4 T淋巴细胞水平

较正常组明显升高(P<O．01)，各治疗组与模型组

比较有下降趋势，但差异无显著性；模型组CD8 T

淋巴细胞水平较正常组显著降低(P<o．05、0．01)，

治疗组较模型组有升高趋势，但差异均无显著性；治

疗Ⅱ组升高作用比治疗I组明显(P<o．05)，且与

阳性对照组比较，差异不显著。两模型组CD4／CD8

较正常组显著升高(P<O．01)；治疗Ⅱ组及阳性对

照组较模型Ⅱ组下降，且差异显著(P<0．05、

0．01)，但治疗I组与两模型组比较差异不显著；治

疗Ⅱ组较治疗I组明显下降(P<0．01)；治疗I组

高于阳性对照组，且有极显著意义(P<o．01)；治疗

Ⅱ组与阳性对照组差异不显著。实验结果表明两个

表1大鼠外周血CD4、CD8 T淋巴细胞比较(i±s，聆一12)

Table 1 Comparison between CD4 and CD8 T lymphocytes

in peripheral blood of rats(x±s，万一12)

与正常组比较：”P<0．05 一P<0．01； 与阳性对照组比

较：※P<0．05※※P<O．01； 与治疗I组比较：Ap<0．05

△△P<O．01； 与模型Ⅱ组比较：★P<o．05 ★★P<o．01

’P<O．05 一P<O．Ol"US normal group；※P<O．05※“P<

o．Ol可s positive control group；△P<0．05 △△P<0．01口s treat—

ment group I；★P<O．05★★P<O．01"US model groupⅡ
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模型组存在CD4、CD8 T淋巴细胞异常，八味锡类

散和柳氮磺吡啶对T淋巴细胞均有调节作用，灌肠

给药效果较灌胃给药明显，且与柳氮磺吡啶类似。

2．3各组大鼠结肠黏膜免疫组化检测结果

2．3．1 CD4、CD8淋巴细胞免疫组化结果：光镜下

计算棕黄色阳性细胞个数，见表2。CD4淋巴细胞水

平两模型组较正常组下降，且差异显著(P<o．05、

0．01)，各治疗组与模型组比较差异无显著性，但治

疗Ⅱ组较治疗I组明显升高(P<o．01)；CD8淋巴

细胞水平两模型组较正常组显著升高(P<o．05)，

治疗Ⅱ组、阳性对照组较模型组显著降低(P<

0．05、0．01)，治疗Ⅱ组较治疗I组下降明显(P<

0．05)，与阳性对照组比较，治疗I组差异显著(P<

0．01)，但治疗Ⅱ组则不显著。结果表明八味锡类散

灌肠给药在调节CD4、CD8淋巴细胞水平方面，效

果好于灌胃给药，且与柳氮磺吡啶作用相似。

2．3．2 TNF—a免疫组化结果：光镜下计算棕黄色

阳性细胞面积与所取区域面积比值，见表2。两模型

组较正常组升高，各治疗组均降低，与模型组比较差

异显著(P<o．01)，治疗11组下降和较治疗I组明

显(P<0．05)，而治疗I组高于阳性对照组(P<

0．01)，治疗Ⅱ组与阳性对照组则差异不显著，说明

八味锡类散灌肠给药在调节TNF—a水平上优于灌

胃给药，且与柳氮磺吡啶作用相似。

3讨论

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)是以腹

痛、腹泻、黏液脓血便和里急后重为主要症状的消化

道疾病。其主要的病理变化可见结肠黏膜慢性持续

表2大鼠结肠黏膜CD4、CD8淋巴细胞

及TNF一0c水平比较(；±s，n一12)

Table 2 Comparison on CD4．CD8 lymphocytes and TNF—a

level in colonic mucosa in rats o±S，n一12)

与正常组比较：。P<0．05一P<0．01； 与治疗I组比较：

△P<0．05 △△P<0．01； 与模型I组和模型Ⅱ组比较：★P<

0．05 ★★P<0．01； 与阳性对照组比较：“P<0．05 ※“P<

0．01

。P<0．05 ’。P<0．01可s normal group；△P<O．05 △△P<

0．01 VS treatment group I；★P<0．05 ★★P<0．01"05 model

group I and model groupⅡ；※P<O．05 ※※P<0．01可j positive

control group

性炎症改变和溃疡形成。在本实验中模型组大鼠可

见浆膜充血、水肿、淋巴细胞浸润、血管壁增厚，肠黏

膜剥脱，形成较大且数量较多的溃疡，黏膜糜烂，组

织坏死；各治疗组溃疡数减少，炎症细胞浸润的程度

减轻，溃疡底部有不同程度的纤维结缔组织增生，黏

膜修复，组织损伤评分亦较模型组有显著改善，表明

八味锡类散能有效的减轻UC的病理损伤。

UC发病机制尚未明确，常认为是由于抗原的

刺激和体内免疫系统的激活而引起结肠慢性炎症，

其黏膜免疫系统被破坏，重要的特征就是肠道免疫

细胞的浸润。转基因敲除鼠的动物模型实验证明，

CD4淋巴细胞是结肠炎的致病性T细胞，是通过

Thl或Th2通路引发肠道炎症的口]。在本实验中，

模型组大鼠外周血中的CD4淋巴细胞水平明显偏

高，CD4淋巴细胞可以促进TNF一旺、白细胞介素一2

(IL一2)、干扰素一7(IFN一7)等细胞因子的分泌，介导

细胞免疫，并活化B细胞，产生中和抗体和IgE引

发炎症[4]。Neurath认为，CD4淋巴细胞有助于肠道

炎症的启动和维持r5]。同时在结肠黏膜上CD8淋巴

细胞显著增加，直接参与炎症反应并在一定程度上

抑制了CD4淋巴细胞活性，引起局部炎症反应或直

接损伤组织细胞，进而引发自身免疫性疾病。而

TNF—d作为由单核巨噬细胞和活化的T淋巴细胞

分泌的一种重要的促炎症因子和免疫调节因子，在

UC的发病机制中起了重要作用。在诸多因素的刺

激下，TNF—a的激活，可活化T细胞并促其表达主

要组织相容性抗原I和Ⅱ，活化B淋巴细胞，分泌

IL一1、IFN一7、粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—

CSF)等细胞因子，同时提高单核细胞及巨噬细胞

杀伤力和抗原递呈能力、增强中性粒细胞的吞噬功

能和淋巴因子一激活杀伤细胞(LAK)活性及黏附

因子的表达，促使中性粒细胞、淋巴细胞、单核粒细

胞黏附到内皮细胞上，促进免疫应答，造成组织炎症

和损伤口]。所以TNF—a被公认为介导UC的细胞因

子，诸多报道均显示UC中TNF—a分泌水平及其
8

mRNA表达高于正常组或未受累结肠黏膜[7j。本实

验中模型组大鼠TNF—a水平明显高于正常组，与

文献报道相符。

八味锡类散由青黛、牛黄、珍珠、西瓜霜、冰片等

组成，具有清热解毒、消肿止痛之功。其组成药物有

抗菌、消肿、止痛、促进组织修复等药理作用。实验证

明青黛可促进T淋巴细胞的成熟及活性的提高凹j，

说明其对提高细胞免疫功能有一定的疗效。本实验

(下转第450页)
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次平行试验，橙皮苷的含量RSD为1．76％。

2．7加样回收率试验：精密称取已知橙皮苷含量的

河北安国购蜘蛛香样品粉末1．5 g 3份，准确加入

橙皮苷对照品适量，依法测定，计算回收率。结果平

均回收率为99．87％，RSD一1．87％。

2．8样品的测定：精密称取7种不同产地收集的

蜘蛛香样品各1．5 g，分别置于25 mL量瓶中，加甲

醇至刻度，超声提取0．5 h，提取液浓缩后定容至5

mL，用0．45_um微孑L滤膜滤过，吸取5弘L进样测

定，结果见表1和图1。

表1不同产地、时间收集的蜘蛛香样品的

橙皮苷含量(万一5)

Table 1 Hesperidin content of V．jatamansi collected

from different habitats in different times(撑一5)

3讨论

3．1 本法快速、简便、重现性好，且样品不易流失，

为蜘蛛香质量控制和评价提供了可靠的依据。

r—’—_——r—'—。P。’。'-

0 10

时间f／rain

*一橙皮苷

*一hesperidin

图1 橙皮苷对照品(A)和蜘蛛香样品(B)HPLC图

Fig．1 HPLC of hesperidin reference substance(A)

and V．jalamansi(B)

3．2蜘蛛香购于贵州贵阳、河北安国、四川成都的

样品中橙皮苷的含量较高；购于四川雅安、陕西咸

阳、云南昆明的蜘蛛香样品中橙皮苷的含量较低；采

于四川峨眉山的蜘蛛香样品中橙皮苷的含量最低，

可能与所采集样品为一年生蜘蛛香、根茎较细有关，

这也说明橙皮苷的积累与生长年限、根茎粗细有关。
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可见，八味锡类散灌肠给药可以提高外周血CD8淋

巴细胞水平、降低CD4／CD8比值；在结肠黏膜局部

提高CD4淋巴细胞水平、降低CD8淋巴细胞及

TNF—a的表达，以及结肠损伤评分方面均优于灌胃

给药，说明八味锡类散结肠局部给药治疗UC疗效

优于灌胃给药，结肠局部给药可促进有效作用成分

迅速地释出，起到抗炎作用，部分药物还能迅速黏附

于溃疡表面起到对局部黏膜的保护作用；另一方面

通过肠道对药物有效成分的吸收，可调整体内及局

部免疫平衡，从而起到全面整体的预防治疗作用。
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