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(P<0．01)，但未达到正常水平(P<0．05)；0．01～

10 tlmol／L前荷叶碱能明显减少细胞凋亡的发生，

与AngⅡ组相比差异有显著性(尸<0．05)，以

l ttmol／L作用最强(P<o．01)，但与空白对照组相

比均未能达到正常水平(P<0．05)。

4讨论

AngⅡ是肾素一血管紧张素一醛固酮(RAS)系统

中主要的生物活性物质，是强有力的血管收缩剂，在

血管内外平衡、内膜的形成及心肌梗死后的重塑中

有重要的作用，可刺激活性氧(ROS)的产生，诱导

血管内皮细胞发生凋亡[3]。而血管内皮细胞凋亡是

动脉粥样硬化等多种心血管疾病发生的始动环节。

AngⅡ在体内能上调黏附分子表达，激活巨噬细胞

趋化因子和纤溶酶原活化因子抑制剂一1(PAI一1)，

促进平滑肌细胞的增殖和迁移，促使内皮功能失调。

它通过促进DNA的氧化，使Serl5和Ser20磷酸

化，从而激活p53，同时激活NADPH氧化酶，产生

大量自由基而触发凋亡[4]。血管紧张素转换酶抑制

剂(ACEI)卡托普利、依那普利等通过增强eNOS

的活性，增加NO的生成，抑制caspase级联反应，

以及恢复和稳定eNOS与热休克蛋白90(HSP90)

之间的关系，进而抑制AngⅡ诱导的内皮细胞

凋亡‘5～7|。

本实验用培养的HUVECs，观察前荷叶碱对

AngⅡ诱导内皮细胞凋亡的影响，及其是否通过增

加NO的生成而起作用。结果发现，AngⅡ可明显降

低ECV304细胞活性，显著诱导内皮细胞发生凋

亡，这与Lin等[51的研究相似。同时还发现AngⅡ降

低tNOS的活性，同时减少HUVECs分泌NO，但

与空白对照组相比差异无显著性，这与Desideri

等[81研究发现AngⅡ可激活内皮细胞NADPH氧

化酶，促使ROS产生，从而削弱NOS的活力，减少

NO的分泌及生物利用度的结果相似。而前荷叶碱

能显著增强tNOS的活性，而对iNoS的活性无明

显影响，从而增加HUVECs分泌No；同时前荷叶

碱能部分拮抗AngⅡ诱导内皮细胞凋亡，上述两种

作用在前荷叶碱浓度为1 tzmol／L时最强。说明低

浓度前荷叶碱通过增强tNoS的活性尤其是eNOS

活性来增加HUVECs分泌No，抑制AngⅡ刺激

ROS的产生，从而减少AngⅡ诱导HUVECs凋

亡，发挥其保护内皮细胞的功能。
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甘草黄酮对辣椒索诱导豚鼠咳嗽反射的抑制作用

朱一亮，谢强敏。，陈季强，张水娟

(浙江大学医学院国家食品药品监督管理局呼吸药物实验室，浙江杭州 310031)

摘要：目的观察甘草黄酮的镇咳作用及机制。方法用辣椒素气雾吸入诱导豚鼠咳嗽反射，MedLab生物信号

采集处理系统记录咳嗽次数。结果 甘草黄酮30、100和300 mg／kg ig给药剂量依赖地抑制辣椒素诱导的豚鼠咳

嗽反射，与模型组比较咳嗽次数分别减少32．7％、49．3％和59．6％(P<O．01、0．001)；甘草黄酮100 mg／kg ig给
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药1、4、6 h可显著抑制辣椒素诱导的豚鼠咳嗽反射次数(P<o．01、0．05)，作用8和12 h对咳嗽反射无显著影响

(P>o．05)。纳洛酮0．3 mg／kg(ip)可部分阻断甘草黄酮的作用，马来酸麦角新碱3 mg／kg(ip)或格列本脲20

mg／kg(ip)不能阻断甘草黄酮的作用。结论甘草黄酮呈剂量依赖方式抑制辣椒素引起的豚鼠咳嗽反射，甘草黄

酮(100 mg／kg，ig)作用持续时间为6 h以上。纳洛酮部分阻断甘草黄酮的作用，表明甘草黄酮可能间接影响内源

性的阿片系统。

关键词：甘草黄酮；镇咳；辣椒素；豚鼠
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Inhibition of flavone from Glycyrrhiza uralensis on capsaicin—induced

cough reflex in guinea pig

ZHU Yi—liang，XIE Qiang—min，CHEN ji—qiang，ZHANG Shui—juan

(Zhejiang Respiratory Drugs Research Laboratory of State Food and Drug Administration of China，

College of Medicine，Zhejiang University，Hangzhou 310031，China)

Abstract：Objective To investigate the antitussive activity and action sites of flavone from Gly—

cyrrhiza uralensis(FGU)in guinea pig．Methods Cough reflex was induced by capsaicin aerosol in guinea

pigs．The cough number of times was recorded by MedLab data adoption system．Results FGU 30，100，

and 300 mg／kg(ig)inhibited capsaicin—induced cough reflex in a dose—dependent manner．Inhibitory rates

of cough reflex were 32．7％，49．3％，and 59．6 0A，respectively．There was a significantly different corn—

parison with those of model group(P<O．01，0．001，respectively)．FGU i00 mg／kg markedly decreased

cough reflex number of times induced by capsaicin at 1，4，and 6 h after ig administration(P<0．01，

0．05)，but had no effect at 8 and 12 h(P>O．05)．Pretreatment with Naloxone(O．3 mg／kg，ip)partly

blocked the effects of FGU，but neither methysergide(3 mg／kg，ip)nor glibenclamide(20 mg／kg，ip)

worked．Conclusion FGU inhibits capsaicin—induced cough reflex in guinea pig in a dose—dependent man—

ner．FGU(100 mg／kg，ig)had a continuous antitussive effect more than 6 h．Partly block effect of Nalo—

xone on FGU suggests that FGU might indirectly influence endogenous opium system．

Key words：flavone from Glycyrrhiza uralensis Fisch．(FGU)；antitussive；capsaicin；guinea pig

甘草系豆科多年生草本植物。甘草的镇咳作用

被世人延用千年，至今仍为呼吸系统疾病常用药，但

多以复方配伍使用，单独使用甘草或甘草黄酮的镇

咳药理研究报道很少。Anderson等[11报道甘草酸及

其衍生物具有镇咳活性。俞腾飞等[23报道甘草黄酮、

甘草浸膏及甘草次酸对氨水和二氧化硫诱导的小鼠

咳嗽有抑制作用。吴勇杰[3 3报道甘草次酸钠抑制氨

水诱导的小鼠咳嗽反应。咳停片是一个含有甘草流

浸膏和甘草浸膏的多成分复方制剂，被证明其对枸

橼酸雾化吸入或电刺激喉上神经引起的豚鼠咳嗽反

射具有明显抑制作用[4]。痰咳宁也是一个含有甘草

成分的复方制剂，它对枸橼酸雾化吸入引起的豚鼠

咳嗽反射以及辣椒素雾化吸入引起的小鼠咳嗽反射

同样具有很强的抑制作用[5]。本实验研究甘草黄酮

(以甘草苷和甘草苷芹糖为主要成分)对辣椒素雾

化吸入引起的豚鼠咳嗽反射的影响，并探讨其作用

机制。

1材料

1．1 药品与试剂：辣椒素，批号123H78341；盐酸纳洛

酮，批号446754／1；马来酸麦角新碱，批号073k1279；

格列本脲，批号123k1062；以上试剂均购于Sigma公

司。可待因，批号220103，青海制药厂。甘草药材购于杭

州中药材公司，经本校药学院生药教研室鉴定为甘草

Glycyrrhiza Uralenisi Fishc．。

1．2 甘草黄酮的制备：甘草(乌拉尔甘草)，新疆

产，2年以上生长期。取10 kg甘草，粉碎，水提两

次，定容为60 L，经Diaion HP20柱，然后用40 L

水提，再用50％甲醇40 L提取，干燥后得250 g提

取物，经HPLC测定主要成分为甘草黄酮，含总黄

酮50％以上，不含甘草酸。

1．3辣椒素溶液的配置：称取辣椒素7．5 mg，放人

10％乙醇(1 mL)和10％聚山梨酯80(1 mL)的

混合液中，然后在研钵内研磨至完全溶解，再用生理

盐水稀释至50 mL备用。

1．4动物：豚鼠，300～400 g，雌雄不拘，购于浙江

大学医学院实验动物中心，合格证号220010014。

1．5仪器：体积描记盒、差压换能器(Motorola)、

计算机(PentiumⅢ，128M／30G)、MedLab生物信

号采集处理系统(MedLab V5．0．0，南京美易公

司)、动物肺机械功能测定仪、Parimaster压缩吸入
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机(德国)。

2方法

2．1引咳方法：将豚鼠置于20 cm×10 cm×10 cm

描记盒中，稳定1 rain后，用压缩吸入机气雾

0．015％辣椒素溶液(对照组用生理盐水代替)10

rain，生物信号采集处理系统记录自气雾开始到结

束的咳嗽次数。

2．2实验设计

2．2．1量效实验：豚鼠81只，随机分6组，每组动

物数见表1。除模型组和对照组ig生理盐水1 rag／

kg外，其余组分别ig甘草黄酮30、100和300 mg／

kg，可待因10 mg／kg，给药后1 h气雾辣椒素引咳。

2．2．2时效实验：豚鼠81只，随机分为7组，每组

动物数见表2。除模型组和对照组ig生理盐水外，

各给药组ig甘草黄酮100 mg／kg，分别于给药后

1、4、6、8和12 h气雾辣椒素引咳。

2．2．3作用机制分析实验：豚鼠81只，随机分为9

组，每组动物数见表3。分别为对照组、模型组、甘草

黄酮组、纳洛酮+甘草黄酮组、麦角新碱+甘草黄酮

组、格列本脲+甘草黄酮组、可待因组、纳洛酮+可

待因组和麦角新碱+可待因组。甘草黄酮各组在ig

甘草黄酮100 mg／kg前30 rain(格列本脲+甘草

黄酮为5 min)分别ip生理盐水、纳洛酮(o．3 rag／

kg)、麦角新碱(3 mg／kg)或格列本脲(20 rag／

kg)。可待因各组ig可待因10 mg／kg前30 rain分

别ip生理盐水、纳洛酮(O．3 mg／kg)或麦角新碱

(3 mg／kg)，对照组和模型组均用生理盐水代替。ig

给药后1 h气雾辣椒素引咳。

2．3统计学处理：数据均以z4-_S表示，组间比较采

用丁检验或【，检验。

3 结果

3．1量效关系：对照组豚鼠气雾生理盐水10 rain，

未见豚鼠有咳嗽反射；模型组气雾辣椒素10 rnin，

平均咳嗽次数达22次。甘草黄酮30、100和300

mg／kg呈剂量依赖方式抑制辣椒素引起的咳嗽反

射，甘草黄酮300 mg／kg与可待因10 mg／kg镇咳

作用相当，见表1。

3．2时效关系：与模型组比较，甘草黄酮100 rag／

kg给药后1、4和6 h咳嗽次数明显减少，其中给药

后1 h镇咳作用最强，差异显著(P<0．01)，见表2。

3．3受体拮抗剂对甘草黄酮和可待因抑制辣椒素

诱导豚鼠咳嗽反射作用的影响：纳洛酮+甘草黄酮

组与甘草黄酮组比较，抑制率降低，但无统计学差异

(P>0．05)，提示纳洛酮可能部分阻断甘草黄酮的

镇咳作用。麦角新碱和格列本脲对甘草黄酮的抑制

作用则无明显影响。纳洛酮明显降低可待因的抑制

率，且差异非常显著(P<O．001)，而麦角新碱则不

能降低可待因的抑制率(P>0．05)，见表3。

表1 不同剂量甘草黄酮对辣椒素诱导豚鼠咳嗽反射的作用

Table l Effect of FGU in different doses on capsaicin—

induced cough reflex in guinea pig

与对照组比较：△△△P<o．001

与模型组比较：一P<o．Ol ⋯P<O．001
△△△P<O．001口s control group

。。P<0．Ol ⋯P<0·001口5 model group

表2甘草黄酮作用不同时间对辣椒素诱导豚鼠咳嗽

反射作用的影响

Table 2 Time·-dependent effect of FGU on capsaicin·-

induced cough reflex in guinea pig

组 别 作用时间／h 动物／只咳嗽反射／(次·10 min一1)抑制率／％

与对照组比较：△△△P<O．001

与模型组比较：+P<O．05一P<O．01

△△△P<O．001口s control group

+P<O．05’。P<O．Ol口smodel group

表3受体拮抗剂对甘草黄酮抑制辣椒素诱导豚鼠咳嗽

反射作用的影响

Table 3 Influence of several receptor antagonists

FGU effect on capsaicin—induced cough

reflex in guinea pig

组别 ifIlt／(mg·kg一1)动物／只咳嗽反射／(次·10 rain一1)抑{}I率／％

与对照组比较：AAAP<0．001； 与模型组比较：⋯P<
0．001； 与可待因组比较：4

44P<O．001

△△△P<0．001口5 control group； ⋯尸<0．001口5 model

group；
。4 4P<O．001"s codeine group
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4讨论

甘草黄酮类物质具有较强的生物活性，近年发

现甘草黄酮类化合物具有抗HIV、抗肿瘤等药理作

用[6]。本实验研究的甘草黄酮提取物主要成分是黄

酮(含总黄酮50％以上)，并且已经明确甘草苷和

甘草苷芹糖是其中最重要的镇咳成分。

辣椒素是一种C神经纤维的兴奋剂，它与其受

体类香草受体一1(vanilloid receptor 1，VRl)结合

兴奋气道黏膜和肺组织的C纤维导致咳嗽反射，并

可促使C纤维末梢释放速激肽和神经肽进入肺组

织，导致气道平滑肌收缩和黏膜水肿，这一作用也可

间接地导致快适应受体激活而引起咳嗽反射[7]。本

实验结果表明分离获得的甘草黄酮呈剂量依赖性抑

制辣椒素诱导的豚鼠咳嗽反射，与模型组比较咳嗽

次数明显减少，300 mg／kg甘草黄酮与10 mg／kg

可待因作用强度相当；甘草黄酮100 mg／kg一次ig

给药，作用时间可维持6 h以上。本实验还采用受体

阻断法，进一步观察甘草黄酮可能的作用机制，结果

发现纳洛酮0．3 mg／kg可部分阻断甘草黄酮的镇

咳作用，同样剂量纳洛酮可完全阻断可待因的镇咳

作用，提示甘草黄酮可能不是通过阿片受体，至少不

是完全通过阿片受体起镇咳作用的，而有可能是抑

制了能引起内源性阿片释放的物质，如神经肽(P

物质、神经激肽一1、神经激肽一2和神经激肽一3等)，

因为内源性阿片释放和阿片受体敏感性受神经肽等

递质的调节[8]，并已明确神经肽一1和神经肽一2选择

性拮抗剂可抑制辣椒素诱导的豚鼠咳嗽反射[9]。另

一种可能是甘草黄酮能直接促进内源性阿片的释

放，内源性阿片的增加是否会引起成瘾性尚不清楚，

但中医长期依赖应用甘草迄今尚无成瘾性的报道。

离子通道阻滞剂也是新的镇咳药物研发方

向Do]。周围镇咳药莫吉司坦(moguisteine)呈剂量

依赖方式抑制辣椒素诱导的豚鼠咳嗽反射，这一作

用可被ATP敏感的钾离子通道阻滞剂格列本脲所

阻断，表明莫吉司坦可能通过钾离子通道显示其镇

咳作用[11|。本实验中格列本脲不能阻断甘草黄酮，

提示甘草黄酮的镇咳作用可能不通过ATP敏感的

钾离子通道。

5一羟色胺(5-HT)在咳嗽反射中有调节作用。

对人体，5-HT缓慢静脉滴注可抑制辣椒素诱导的

咳嗽反射[1 2|，也可抑制辣椒素诱导的豚鼠咳嗽反

射[1引，但Van—wyk等[14]发现用5-HTAl激动药丁螺

环酮不能抑制辣椒素诱导正常志愿者的咳嗽反射，

5一HT，受体拮抗药麦角苄酯和5一HT。受体拮抗药

pisotifen对辣椒素诱导正常志愿者的咳嗽反射也无

任何影响。本实验结果显示麦角新碱(5一HT受体拮

抗药)对甘草黄酮和可待因抑制辣椒素诱导的豚鼠

咳嗽反射无明显阻断作用，至少表明甘草黄酮的镇

咳作用也不是通过5一HT受体调节，尽管5一HT受

体在咳嗽反射中有调节作用尚有争议。

综上结果表明甘草黄酮能很强地抑制辣椒素诱

导的豚鼠咳嗽反射，作用时间可持续6 h以上。推测

其作用机制可能是通过直接阻断VRl受体或间接影

响内源性阿片释放，但其具体作用机制仍有待研究。

References：

[1]Anderson D M，Smith W G．The antitussive activity of gly—

cyrrhetinic acid and its derivatives EJ]．J PharmPharmacol，

196l，13：396—404．

[23 Yu T F。Tian x D．Antitussive and expectorative effect of

glycyrrhizic flavones，glycyrrhizic extract，and glycyrrhetinic

acid[j]．Chin Tradit Pat Med(中成药)，1993，15(3)：32

33．

[3] Wu Y J．A pharmacologic study of the antitussive，anti—ex—

pectorative and lowering airway resistance actions of sodium

glycyrrhetinate[J]．J Lanzhou Med Coll(兰州医学院学

报)，1996，22(2)：23—26．

[4]Li Z M，Xie Q M，Guo L，et a1．The antitussive effect of

Keting Tablets and analysis of the prescription[J]．Chin J

胁d Appl Pharm(中国现代应用药学杂志)，2002，19(2)：

98一100．

[5]Zheng X，Xie Q M，Shen W H，et a1．Antitussive effect of

Tankening Tablets and analysis of its prescription[J]．Tra—

dit Chin Drug Res Clin Pharmacol(中药新药与临床药理)，

2002，13(3)：28卜283．

[6]Xing G x，Li N，Wang T，et a1．Advances in studies on

flavonoids of licorice[J]．China J Chin Mater Med(中国中

药杂志)，2003，28(7)：593—597．

[7]Undem B J，Carr M J，Kollarik M．Physiology and plasticity

of putative cough fibres in the guinea pig[J]．Pulm Pharma—

col Ther，2002，15(3)：193—198．

[8]yon Zastrow M．Opioid receptor regulation[J]．Neuromole—

cular Med，2004，5(1)：51—58．

[9] Bolser D C，DeGennaro FC，O’Reilly S，et a1．Central anti—

tussive activity of the NKl and NK2 tachykinin receptor an—

tagonists，CP一99，994 and SR 48968，in the guinea pig and

cat[J]．Br J Pharmacol，1997，121(2)：165—170．

ElO]Chung K F．Cough：potential pharmacological developments

[J]．Exp Opin Invest Drugs，2002，11(7)：955—963．

[11J Morita K，Kamei J．Involvement of ATP—sensitive K(十)

channels in the anti—tussive effect of moguisteine[J]．Eur。，

Pharmacol，2000，395(2)：161—164．

[12]Stone R A，Worsdell Y M，Fuller R W，et a1．Effects of 5一

hydroxytryptamine and 5-hydroxytryptophan infusion on the

human cough reflex口]．J Appl Physiol，1 993，74(1)：396—

401．

[13]Stone R A，Fuller R W，Chung K F，et a1．Effects of 5一

HTAl一agonist on cough responses and breathing in conscious，

unrestrained guinea—pigs[J]．Am Rev Respir Dis，1992，145

(Suppl)：A616．

[143 van—wyk M，Sommers D K，Snyman J R．Effects of meter—

goline or pisotifen on eapsaicin—-induced cough in normal vo—-

lunteers treated with buspirone[J]．Cur Therap Res，1997，

58(3)：176—179．
  




