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化剂的用量、制备方法、放置条件等都制约着其稳定

性。Mehnert等[31通过试验证明纳米分散液中脂质

粒子从亚稳态转变为稳态的过程中，由于粒径较小

及乳化剂的存在导致药物从纳米粒中溶出。

Cavalli等口3研究在固体脂质纳米粒灭菌过程

中，如果使用了聚合物泊洛沙姆系列在121℃下灭

菌，纳米粒会被破坏。原因可能是此温度已超过了聚

合物的临界絮凝温度，造成纳米粒稳定性降低，粒子

聚集形成絮状沉淀，所以本实验采取100℃下灭菌，

延长灭菌时间，结果纳米粒分散液的粒径、Zeta电

位均无明显变化，可以为注射剂生产中的灭菌操作

提供可靠、准确的灭菌条件。
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荧光脂质体法研究芍药甘草汤对磷脂酶A：的抑制效应及其配伍作用

刘陶世，赵新慧，段金廒，狄留庆，黄耀洲

(南京中医药大学江苏省方剂研究重点实验室，江苏南京210029)

摘 要：目的 采用荧光脂质体研究芍药甘草汤对磷脂酶Az(PI。A：)的抑制效应及其配伍作用。方法 以磷脂酰胆

碱和胆固醇等为主要材料，采用薄膜分散法一超声一膜挤出一葡聚糖凝胶柱色谱分离一冷冻干燥的联用技术制备包封

羧基荧光素的脂质体；利用PLA。能水解磷脂破坏脂质体造成羧基荧光素渗漏的原理，将药物、PLAz和荧光脂质

体共同温孵，检测从脂质体渗漏的羧基荧光素的荧光强度，该强度反映药物对PLA。的抑制强度。结果芍药甘草

汤、甘草、甘草酸和对照药氯丙嗪对PI。A。活性均具有较强的抑制作用，白芍抑制作用较弱，而芍药苷几乎无抑制作

用；芍药甘草汤复方对PLA：的抑制作用强于单味甘草和白芍。结论芍药甘草汤对PLAz具有较强的抑制活性，

白芍与甘草具有协同作用。
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Inhibition and compatibility of Shaoyao Gancao Decoction on phospholipase A2

by fluorescent liposome
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Abstract：Objective To study the inhibition and compatbility of Shaoyao Gancao Decoction on phos—

pholipase A2(PLA2)by fluorescent liposome．Methods Liposome encapsulated carboxyfluorescein was

prepared with phosphtidyl choline and cholesterol by conventional rotary—evaporated film dispersion．soni—

cation，membrane extrusion，and purified on Sephadex G一50，then lyophilized．The drug，PLAz，and fluo一
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rescent 1iposome were incubated．The content of the leakage carboxyfluorescein from liposome was deter—

mined by fluorescence spectrophotometry．The content indicated the inhibition degree of drug on PLA2．

Results The inhibition of Shaoyao Gancao Decoction，Glycyrrhiza uralensis，glycyrrhizin，and chlorpro—

mazine on PLA2 respectively was strong，while the inhibition of Paeoniae Alba was weak and paeoniflorin

had little inhibition．Conclusion The inhibition of Shaoyao Gancao Decoction on PLA2 is strong．Gly—

cyrrhiza uralensis and Paeoniae Alba show the synergism in inhibiting PLA2．

Key words：Shaoyao Gancao Decoction；glycyrrhizin；phospholipase A2(PLA2)；liposome

近几十年来，类风湿性关节炎、慢性结肠炎等重

大难治性炎症性疾病的病理生理、诊断和治疗药物

研究取得了很大进展，但此类疾病的治疗仍不尽人

意。临床实践表明许多中药及其复方对类风湿性关

节炎、慢性结肠炎和慢性肝炎等炎症性疾病具有良

好疗效，但其抗炎的物质基础、分子作用机制和配伍

机制多数不明。磷脂酶A：(phospholipase A2，

PLA。)在炎症病理过程中具有重要作用，是磷脂sn一

2位脂酰基水解酶，能水解细胞膜磷脂，释放花生四

烯酸，再进一步代谢生成前列腺素和白三烯而释放

大量的炎性介质，导致炎症发生。PI。A：的激活是生

成炎性介质的限速步骤，抑制其活性可以减少前列

腺素和白三烯的数量。以PLA：为选择性靶标的新

型抗炎药成为未来发展趋势[1]。研究中药对PLA：

的影响对阐明抗炎有效中药及其复方的作用机制具

有重要意义。目前尚无合适的分子、细胞、离体器官

等高效药理模型来研究中药及其复方对PLA。的影

响。由于中药及其复方的复杂性，采用整体动物模型

探讨中药及其复方对PLA。影响，存在工作量巨大，

研究时间长、费用高、干扰因素多等缺点，难以阐明

中药抑制PLA：的物质基础、作用机制及其配伍机

制。本研究制备了包封羧基荧光素的脂质体，利用

PI。A：能水解磷脂破坏脂质体造成羧基荧光素渗漏

的原理，构建了一种具有体外高通量筛选性能的

PLA。荧光脂质体抗炎药理模型，间接检测抗炎药

物对PLA。的抑制活性。芍药甘草汤是《伤寒论》名

方，由甘草和白芍两味中药组成，具有调和肝脾、缓

急止痛功效，现代临床常用于各种炎症性疾病和痉

挛性痛症的治疗，如妇科炎性腹痛、病毒性肝炎、慢

性溃疡性结肠炎、急慢性胃炎、类风湿性关节炎等，

疗效显著，但其抗炎作用机制尚不完全明确。本研究

采用PLA。荧光脂质体体外抗炎药理模型研究芍药

甘草汤对分泌型PLA。的抑制效应及其配伍作用，

以阐明其抗炎的分子机制。

1 实验材料

R一205型旋转蒸发仪(瑞典Buchi公司)，

KQ一500E型超声清洗仪(昆山市超声仪器有限公

司)，ALPHA I一6型冷冻干燥机(德国)，AG一

285型电子天平(瑞典Mettler公司)，GEMINI XS

微孔板荧光检测仪(美国MD公司)，H600一11透

射电子显微镜(日本日立公司)，聚偏氟乙烯微滤膜

(北京九鼎高科过滤设备有限公司)。

羧基荧光素(天津立功精细化工有限公司，质量

分数大于99．0H)，磷脂酰胆碱(国药集团化学试剂

有限公司)，胆固醇(中国慧兴生化试剂有限公司)，

sPI。A：(Sigma公司)。Sephadex G一50葡聚糖凝胶，

海藻糖等均为分析纯。甘草酸(批号110731—

200511)和芍药苷(批号110736—200321)对照品均

购自中国药品生物制品检验所。

甘草和白芍药材均购自安徽省毫州市药材总公

司，经南京中医药大学吴启南教授鉴定，甘草为豆科

植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch．的干燥根及

根茎，白芍为毛茛科植物芍药Paeonia lactiflora

Pall．的干燥根。

2方法与结果

2．1 荧光脂质体的制备：精密称取磷脂酰胆碱600

mg、胆固醇300 mg溶解于60 mL氯仿中，置于2 L

茄形瓶中于旋转蒸发仪上30℃蒸去氯仿使类脂在

茄形瓶内壁均匀成膜；将羧基荧光素10 mg、海藻糖

300 mg、蔗糖300 mg溶于40 mI。PBS缓冲液，然后

加到茄形瓶中，于旋转蒸发仪上40℃旋转水化和洗

脱类脂膜，洗脱液超声处理10 rain；用0．45肛m聚

偏氟乙烯微滤膜挤压滤过；滤液过葡聚糖凝胶柱(玻

璃柱25 cm×2．0 cm，Sephadex G一50葡聚糖8 g)，

用含海藻糖和蔗糖各0．75％的PBS液洗脱，收集先

流出的黄绿色浑浊脂质体液，在一45℃下预冻，然

后冷冻干燥，即得荧光脂质体冻干粉。

2．2羧基荧光素的测定

2．2．1标准曲线的绘制：精密称取羧基荧光素

1．06 mg，加PBS溶液定容至100 mL，配成10．6

弘g／mL贮备液。再依次配成1 060、530、265、132．5、

66．25、33．125 ng／mL对照品溶液进行荧光分光光
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度法测定。所用激发波长为488 nm，发射波长为518

am，狭缝为2 nm，96孔微孔板样品量200肛L。以荧

光强度为纵坐标(y)，羧基荧光素质量浓度为横坐标

(X)，绘制标准曲线，得回归方程：Y=24．603 X+

42．914，，．=0．999 9。结果表明羧基荧光素在33．125～

1 060 ng／mL与荧光强度呈良好线性关系。

2．2．2荧光脂质体中羧基荧光素的测定：精密称取

荧光脂质体冻干粉400 mg，加4℃的蒸馏水10

mL，冰箱中4‘C条件下放置2 h水化，即得液态荧

光脂质体。吸取0．5 mL荧光脂质体，加适量Tri—

ton—X 100(聚乙二醇辛基苯基醚)破坏脂质体使成

澄清溶液，用PBS溶液定容至25 mL，吸取200弘L

置96孔微孑L板中，用微孔板荧光检测仪测定，即得

脂质体中羧基荧光素的总量。结果表明冻于荧光脂

质体中羧基荧光素的质量分数为0．077％。

2．2．3羧基荧光素包封率的测定：采用葡聚糖凝胶

柱色谱分离脂质体和未包封的游离羧基荧光素(20

℃)。吸取上述脂质体0．5 mI。，过葡聚糖凝胶柱(玻

璃柱，12 cm×1．5 cm，1．0 g葡聚糖凝胶Sephadex

G一50)，PBS液洗脱，分别收集先流出的黄绿色脂质

体浑浊液和后流出的游离羧基荧光素澄清液。向脂

质体液中加入适量Triton—X 100破坏脂质体使成

澄清溶液，用PBS溶液定容至25 mL。游离羧基荧

光素液用PBS溶液定容至25 mL。结果表明复水成

液态脂质体后的包封率为95．89％(制备工艺中未

经葡聚糖凝胶分离前的包封率为13．13％)。冻干荧

光脂质体复水后羧基荧光素的渗漏性考察：取上述

液态荧光脂质体于25℃和37-c水浴中放置，分别

于10、30、60 rain取样0．5 mL，经葡聚糖凝胶柱色

谱分离后测定羧基荧光素从脂质体中渗漏程度[以

泄漏率表示，泄漏率=(95．89一各温孵条件下脂质

体包封率)／95．89×100 0A]。结果表明，冻干荧光脂

质体复水后的液态脂质体在25℃条件下1 h内羧

基荧光素渗漏小于2％，37℃条件下1 h内羧基荧

光素渗漏小于3％，见表1。
表1荧光脂质体的稳定性试验结果

Table 1 Stability of fluorescent liposome

O 14 78l

10 14 652

30 14 584

60 14 507

10 14 461

30 14 375

60 14 268

0

0．50

0．66

1．13

1．69

2．16

2．97

2．3溶液的制备

2．3．1 待测药液的制备：称取甘草10 g和白芍10 g，

加蒸馏水200 mI。煎煮2次，每次1 h，滤过，合并滤

液，减压浓缩至20 mL(1 g／mL)，加95％药用乙醇

至药液中乙醇体积分数为80％，室温静置12 h，减

压回收乙醇，加蒸馏水定容至40 mL，即得含甘草和

自芍各0．25 g／mL的复方提取液。同法制备甘草提

取液(0．25 g／mL)和白芍提取液(O．25 g／mL)。另称

取甘草酸配成5．0 mg／mL甘草酸PBS溶液，取芍

药苷配成5．0 mg／mL芍药苷PBS溶液。

2．3．2氯丙嗪(阳性对照药)溶液的配制：称取盐酸

氯丙嗪20 mg。加PBS缓冲液10 mL溶解，即得

2 mg／mL盐酸氯丙嗪溶液。再依次配成1．0、0．5、

0．25 mg／mL系列氯丙嗪溶液。

底物(冻干荧光脂质体的复水)的制备：精密称

取荧光脂质体冻于粉400 mg，加4℃蒸馏水10

mL，冰箱中4 C条件下放置2 h水化，即得液态荧

光脂质体。

2．3．3 PBS缓冲液的配制：精密称取磷酸二氢钠

1．9 mmol、磷酸氢二钠8．1 mmol、氯化钠0．15

tool，加重蒸馏水至1 000 mL配制而成，pH值为

7．4。

磷脂酶A。溶液的配制：取磷脂酶A：(分泌型)

冻干粉2 mg，加PBS溶液定容至10 mL，即得0．2

mg／mL磷脂酶A。溶液，4℃冷藏备用。

2．3．4氯化钙溶液(激活剂)的配制：分泌型磷脂酶

A。的激活需要钙离子。精密称取氯化钙0．222 g，加

PBS缓冲液配成100 mL，即得20 mmol／L氯化钙

PBS溶液。

乙二胺四乙酸溶液(反应终止液)的配制：乙二

胺四乙酸(EDTA)能络合钙离子，可终止磷脂酶A。

的催化活性。精密称取EDTA 0．584 g，加PBS缓冲

液配成200 mL，即得10 mmol／L的EDTA溶液。

2．4 温孵：精密吸取药液lO～50弘L(不足50弘L

的用PBS液补足)和磷脂酶A。50弘L混合，于37℃

水浴温孵10 rain。再加入液态荧光脂质体200弘L，

20 mmol／L氯化钙PBS溶液100弘L，混匀，继续于

37℃水浴温孵60 rain。取出，置冰浴中立即加入含

10 mmol／L乙二胺四乙酸(EDTA，络合钙离子终止

反应)200 pL，混匀，放置10 rain终止反应。

2．5葡聚糖凝胶柱色谱分离脂质体和游离的羧基

荧光素：吸取上述液体，过葡聚糖凝胶柱(玻璃柱12

cmx 1．5 cm，Sephadex G一50葡聚糖1．0 g)，PBS液

洗脱，分别收集先流出的脂质体浑浊液和后流出的
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游离羧基荧光素澄清液。向脂质体液中加入适量

Triton—X lOO(聚乙二醇辛基苯基醚)破坏脂质体使

成澄清溶液，用PBS溶液定容至25 mL。游离羧基

荧光素液用PBS溶液定容至25 mL。

2．6样品的测定结果：吸取上述各样品液200肛L

置96孔微孑L板中用微孔板荧光检测仪测定，激发波

长为488 nm，发射波长为518 nm，狭缝为2 nm。并

计算PLA。抑制率[抑制率=100％一(药物抑制后

的游离荧光强度一374．1)／(3 845．7—374．1)×

i00％]，结果见表2。芍药甘草汤、甘草、甘草酸和氯

丙嗪对磷脂酶A。水解磷脂酰胆碱的活性均具有较

强的抑制作用，且具有明显量效关系。白芍抑制作用

较弱，而芍药苷几乎无抑制作用。在相同剂量条件下

芍药甘草汤抑制磷脂酶A：活性的作用强于单味甘

草和白芍，说明甘草和白芍具有协同效果。芍药甘草

汤抑制磷脂酶A。活性的主要有效成分是甘草酸，

但还有其他有效成分的参与，其化学结构有待进一

步研究。

表2芍药甘草汤对磷脂酶A：的抑制效应和配伍作用

Table 2 Inhibition and compatibility of Shaoyao Ganeao Decoction Oil PLA,

样品 加入量／肛L 体系药物浓譬7 脂质体荧光强度RFU 游离荧光强度RFu PLA2抑制率／％
～mg·mL‘，

阴性

氯丙嗪

芍药甘草汤

甘草

白芍

甘草酸

芍药苷

PBS+加酶

PBS+不加酶

高剂量

低剂量

高剂量

低剂量

高剂量

低剂量

高剂量

低剂量

高剂量

低剂量

高剂量

低剂量

O

O

0．5

0．125

31．Z5

12．5

15．625

6．25

15．625

6．25

0．625

0．312 5

0．625

O．312 5

O

100

96．86

40．28

95．29

76．84

83．11

65．38

47．90

37．76

56．29

33．80

12．27

9．38

3讨论

炎症在许多难治性疾病如类风湿性关节炎、慢

性结肠炎和慢性肝炎等的发病中占有重要地位，磷

脂酶A。(PLA。)是炎症发生的关键酶。目前国内外

以PLA：为靶标探讨中药及其复方抗炎的分子机制

比较少见，且多以整体动物进行研究，如邱耕等卫3研

究了苦参碱对内毒素致炎大鼠PLA。活性的影响，

结果表明苦参碱对PLA。活性的抑制作用可能是其

抗炎机制之一。林秀珍等[3]发现急性细菌性胆管炎

家兔口服胆必清颗粒后能明显抑制PLA：活性和炎

性细胞因子(TNF。和白介素一6)的过量产生。PLA：

活性的测定多采用从致炎动物中提取淋巴细胞，加

入13C或3H标记的花生四烯酸温孵使进入磷脂双分

子层中；由于PLA。可水解磷脂，导致花生四烯酸释

放，因此通过检测花生四烯酸的释放，可反映血浆

PLA。的水平及活性。但该法操作繁琐、误差大，不

利于高通量筛选。日本有学者以D，L一二棕榈酰磷脂

酰胆碱(DPPC)为膜材包封PLA：和羧基荧光素

(CF，释放指示剂)制备人工生物膜，并通过相跃迁

法测定了甘草酸对PLA：的抑制效果，结果表明甘

草酸对PLA：具有明显抑制作用，与消炎痛等药物

相似。但国内尚未见到类似报道。

磷脂酶A。来源于蛇毒、蜂毒和哺乳动物的胰

液，可分为依赖钙离子激活的分泌型磷脂酶Az

(sPLA。)和胞内型磷脂酶A：(cPLA：)，以及不需要

钙离子激活的非钙依赖型磷脂酶A。(iPLA。)。磷脂

酶A。通过催化体内磷脂水解而广泛参与炎症、细

胞信号传导和细胞凋亡等生理病理过程。sPLAz相

对分子质量为1．4×104，对磷脂的Sn一2位脂酰基无

选择性作用，激活需要毫摩尔级的钙离子；而cPLA。

相对分子质量为8．5×104，仅水解Sn一2位带有花生

四烯酸基团的磷脂，激活需要微摩尔级的钙离子。

sPLA2可分为胰型(I型)和非胰型(Ⅱ型)，I型

sPLA。主要存在于胰腺中，参与食物磷脂消化、细胞

增殖和急性胰腺炎的组织损伤等生理病理过程；而

I型sPI。A：主要存在于血小板、关节滑液和脾等部

位，在风湿性关节炎的滑膜液、牛皮癣的皮肤和创伤

休克患者血清中量较高。cPLA。通过水解磷脂产生

花生四烯酸而在炎症和细胞信号传导等方面具有重

要意义，iPI。A。相对分子质量大小不一，激活机制和
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功能不甚明了，可能参与吞噬过程中微粒摄取、吸

收、膜融合、DNA合成和转录等生理过程L4]。磷脂酶

A：活性的传统测定方法是滴定法(滴定脂肪酸)，药

品和试剂用量大，成本高，且特异性和敏感性不高，

已逐渐淘汰；采用高效液相色谱法直接测定脂肪酸

难度亦大(生成的脂肪酸需进行衍生化反应)。目前

主要采用合成底物测定PLA。的催化活性，通常是

在甘油磷脂的Sn一2位接上可显色的基团(如1一十六

酰基一2一花生四烯酰巯基一甘油一3～磷酸胆碱)、或荧光

基团(Sn一2位酰基的末端接上萘基团等)或同位素

基团(将磷脂用“C同位素标记)，或合成与磷脂结构

类似能被PLA。水解的非磷脂化合物(6-庚酸一7羟

基香豆素等)。上述底物被PLA。水解后通过紫外一

可见分光光度法测定显色的产物，或通过荧光分光

光度法测定荧光产物，或通过放射检测测定同位素

标记的产物。这些方法较为成熟，且灵敏度高，但需

要特殊标记物或专用仪器而难以推广应用西]。

本实验以磷脂酰胆碱和胆固醇等为主要材料，

采用薄膜分散法一超声一微滤膜挤出一葡聚糖凝胶柱

色谱分离一冷冻干燥联用技术制备包封羧基荧光素

的脂质体(固态脂质体便于保存)，利用PI。A：能水

解磷脂破坏脂质体造成羧基荧光素渗漏的原理，将

药物、PI。A：和复水后的液态荧光脂质体共同温孵，

采用荧光分光光度计检测从脂质体渗漏的羧基荧光

素的荧光强度，该强度反映药物对PI。A：的抑制强

度。采用本法氯丙嗪(PLA：公认抑制剂)对PLA。的

有效浓度为微摩尔级，且具有明显量效关系，与国外

报道[6]相近(国外学者以放射性标记法测定氯丙嗪

抑制猪胰腺sPLA：活性的IC。。为517 ttmol／L，即

O．16 mg／mL)，表明该方法是可行的。目前甘草酸

对PLA。的抑制作用已得到国内外学者的证实[7]。

本实验的研究结果表明芍药甘草汤、甘草和甘草酸

对PI，A：活性均具有较强的抑制作用，且量效关系

明显，但白芍抑制作用较弱，芍药苷几乎无抑制作

用。在相同剂量条件下芍药甘草汤抑制PI。A。活性

强于单味甘草和白芍，说明甘草和自芍具有协同效

果。甘草酸是芍药甘草汤抑制磷脂酶A。活性的重

要成分，其他活性成分有待进一步研究。
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大鼠灌胃棉花皮素一8一D一葡萄糖醛酸苷后血清中药物的分析

许彤彤，王 郡，郭 慧，赵玉英，张庆英。 ．

(北京大学医学部药学院天然药物学系天然药物与仿生药物国家重点实验室，北京 100083)

摘要：目的研究大鼠灌胃棉花皮素一8一O一葡萄糖醛酸苷后血清中药物的分析检测方法。方法 大鼠灌胃250

mg／kg棉花皮索一8一O一葡萄糖醛酸苷，收集血样，进行适当的前处理，采用HPI，c—DAD、LC—MS“法对血清样品进行

检测。结果HPI。C—DAD和LC—MS“丽种方法均能检测到血清中的棉花皮素一8一D一葡萄糖醛酸苷，但未能检测到其

代谢产物。血清样品前处理中的离心转速、pH值、纯化方法对血清中棉花皮素一8一O一葡萄糖醛酸苷的分析检测有明

显影响。结论 建立了大鼠灌胃棉花皮索一8一。一葡萄糖醛酸苷后血清中药物的快速灵敏的分析检测方法，为棉花皮

素一8一。一葡萄糖醛酸苷的进一步药动学研究提供参考依据。

关键词：棉花皮素一8一。一葡萄糖醛酸苷；高效液相色谱；高效液相色谱一质谱联用
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