
性欲冷淡是肾阳虚证主症之二 ,该症定位于肾 ,

是由肾阳虚衰 ,精失而藏所致[3 ] 。本实验考察了生

殖器官指数。结果 ,海马 4 个提取物均能提高小鼠

囊腺指数 ,水提取物和石油醚提取物能提高睾丸指

数。这些作用可能与海马甘温入肾 ,能温补肾阳、填

精益肾 ,从而改善性欲冷淡症状有关。

畏寒肢冷是肾阳虚证的主症之三 ,该症是阳虚

证的一般表现 ,表现为四肢发冷[3 ] 。海马水提取物

和石油醚提取物能提高小鼠肛温 ,这可能与海马性

温 ,能温阳散寒 ,改善畏寒肢冷症状有关。

精神萎靡是肾阳虚证次证之一 ,喜静不喜动为

阳虚的一般表现[ 3 ] 。海马水、石油醚、正丁醇提取物

均能增加小鼠自主活动次数 ,这可能与海马性温 ,能

温补阳气 ,从而改善精神萎靡状态功能有关。

肾阳虚水泛为兼证 ,常以血清 Cr、U R 水平升

高反映该证[4 ] 。结果 ,海马 4 个提取物均能降低

U R 水平 ,这可能与海马性温、归肾经 ,能温阳行气

利水 ,从而改善阳虚水泛有关。

由于肾精亏虚及肝气虚弱导致化血无力、肝不

藏血 ,最终致使血液亏虚[ 3 ] 。血液学指标结果显示 ,

海马的 4 个提取物能不同程度升高 RBC、Hb、

PL T ;水和石油醚提取物还可升高 WBC、L Y、MO。

这些作用可能与海马甘温入肝肾 ,能补肾填精 ,温阳

补血 ,从而改善化血无力、肝不藏血有关。

海马不同提取物的上述药理作用 ,说明海马甘

温、归肝肾经 ,则能改善肾阳虚证之腰膝酸软、性欲

减退、畏寒肢冷、精神萎靡、阳虚水泛 ,以及肾精亏

虚、肝气虚弱所致血液亏虚。这些药效学研究结果

可认为是海马甘、温、归肝肾经的主要药效群。海马

水提取物和石油醚提取物的作用较为接近且较强 ,

这为其甘、温、归肝肾经共同药效群的药效物质群提

供了启示。
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蛹虫草菌丝体醇提物对氢化可的松致小鼠肝损伤的保护作用

施明珠1 ,2 ,李有贵2 ,钟 　石2 ,樊美珍1 ,计东风2 3

(11 安徽省微生物防治重点实验室 ,安徽 合肥 　230036 ; 21 浙江省农业科学院 ,浙江 杭州 　310021)

摘 　要 :目的 　研究蛹虫草菌丝体醇提物对外源性糖皮质激素氢化可的松致老龄小鼠肝损伤的治疗作用 ,并对其
机制进行探讨。方法 　ICR 雄性老龄小鼠随机分为对照组 ,模型组和蛹虫草菌丝体醇提物低、中、高剂量 (01167、
01334、01668 g/ kg) 组。除对照组外各组均 im 氢化可的松 (25 mg/ kg) 造模 ,实验结束时测定小鼠肝组织丙二醛
(MDA) 水平及 A TP 酶 (Na + , K+ 2A TP、Ca2 + , Mg2 + 2A TP) 、超氧化物歧化酶 ( SOD) 和谷胱甘肽过氧化物酶
( GSH2Px) 活性 ;同时通过光镜观察小鼠肝组织结构病理变化。结果 　蛹虫草菌丝体醇提物可显著提高模型小鼠
肝组织 A TP 酶、SOD 和 GSH2Px 活性 ;降低脂质过氧化物 MDA 水平 ;减轻氢化可的松引起的肝组织病理损伤。
结论 　蛹虫草菌丝体醇提物对氢化可的松致小鼠肝脏损伤具有明显的保护作用。
关键词 :蛹虫草 ; 氢化可的松 ; 肝损伤
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　　蛹虫草 Cord yceps mi l i t aris ( L . ex Fr. )

Link ,又称北冬虫夏草 ,是一种传统的名贵中药材 ,

具有抑制肿瘤、增强免疫力、抗氧化、抗疲劳、抗炎等

多种药理作用[1 ,2 ] 。大量临床和实验结果表明 ,虫草

及虫草菌丝体对化学性、免疫性、病毒性等肝损伤具

有一定程度的保护作用[3 ] 。现代药理学研究发现 ,外

源性糖皮质激素氢化可的松造成的动物模型 ,其病理

改变集中发生在肝、肾、心、脾、肺等器官。因此 ,本实

验以老龄模型小鼠为对象 ,对小鼠肝脏中一些相关生

化指标进行测量 ,结合小鼠肝脏病理变化 ,探讨人工

蛹虫草菌丝体醇提物对外源性糖皮质激素氢化可的

松致老龄小鼠肝损伤的治疗作用及其可能机制 ,为进
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一步推动蛹虫草资源的开发利用提供依据。

1 　材料

111 　药物 :将活化的蛹拟青霉液体菌种 Pm12 (浙

江省农业科学院提供) 接种至 1 000 mL 培养瓶中 ,

接种量 5 % ,摇床黑暗中培养 8 d (温度 25 ℃,转速

120 r/ min) ,抽滤并收集菌丝体 ,蒸馏水冲洗 3 次后

烘干至恒质量 ,粉碎 ,经 3 倍体积 50 % 乙醇 100 ℃

浸提 5 h ,12 000 ×g 离心 10 min ,取上清液冻干 ,得

到蛹虫草菌丝体醇提物 (含虫草素 5412 % ,含虫草

多糖 3316 %) 。氢化可的松注射液 (购自山西晋新

双鹤药业有限责任公司 ,批号 200504223) 。

112 　实验动物及环境 :清洁级雄性 ICR 小鼠 ,10

月龄 ,体质量 (36 ±3) g ,由浙江省医学科学院实验

动物中心提供 , 动物饲养合格证号 : 浙医动字

2003001。环境清洁级 ,温度 (25 ±2) ℃、相对湿度

50 %～70 %、自然光照、自由取食与饮水。

113 　主要试剂及仪器 :超氧化物歧化酶 (SOD) 、丙

二醛 (MDA) 、谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2Px) 和

A TP 酶 (Na + , K+ 2A TP、Ca2 + , Mg2 + 2A TP) 测试

盒购于南京建成生物工程研究所。U —3010 型紫

外分光光度计 (日本 , H ITACHI 公司 ) ; Leica —

DM2500 微生物显微镜 (德国 ,Leica 公司) 。

2 　方法

211 　动物分组和处理 :小鼠正常饲养 1 周后 ,取 75

只随机分为 5 组 ( n = 15) :即对照组 ,模型组和蛹虫

草菌丝体醇提物低、中、高剂量 ( 01167、01334、

01668 g/ kg) 组[4 ] 。各给药组按 10 mL/ kg ig 给

药 ,对照组和模型组 ig 等量生理盐水 ,每天 1 次。

每次给药 1 h 后除对照组外各组均 im 氢化可的松

25 mg/ kg 造模[5 ] ,对照组以等量生理盐水代替 ,连

续 7 d。第 8 天停止造模 ,各给药组继续给药至第

30 天。

212 　A TP 酶、GSH2Px、SOD 和 MDA 的检测 :小

鼠处死后取部分肝脏 ,用冷生理盐水冲洗 ,制备成

10 % 肝组织匀浆 ,A TP 酶、GSH2Px、SOD 和 MDA

定量测定均按照试剂盒说明书检测。

213 　肝脏病理变化观察 :取小鼠肝左叶 ,10 % 中性

甲醛溶液固定 ,常规石蜡包埋、切片 , H E 染色 ,光镜

下观察。

214 　统计分析 :数据以 x ±s 表示 ,用 SPSS 1115

统计软件进行统计分析 ,组间比较采用 t 检验。

3 　结果

311 　小鼠肝脏 Na + , K+ 2A TP 与 Ca2 + , Mg2 + 2
A TP 酶活性变化 :由表 1 可知 ,氢化可的松可导致

小鼠肝脏 Na + , K+ 2A TP 与 Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶

活性显著降低。蛹虫草菌丝体醇提物可明显提高肝

脏中这两种 A TP 酶的活性。与模型组相比 ,各给

药组 Na + , K+ 2A TP 与 Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶活性

均有明显的提高。高剂量组 ( 01668 g/ kg) 的

Na + , K+ 2A TP 和 Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶活性与对

照组相比无明显差异 ,而低、中剂量组显著低于对照

组 ( P < 0101、0105) 。

312 　小鼠肝脏 GSH2Px、SOD 活性及 MDA 水平

的变化 :模型组小鼠肝脏 GSH2Px 和 SOD 活性明

显下降 ,MDA 水平显著升高。经蛹虫草菌丝体醇

提物治疗后 ,与模型组相比 ,各给药组 GSH2Px 和

SOD 活性均明显提高 ,而 MDA 水平明显下降

( P < 0101) 。与对照组相比 ,高剂量组 (01668 g/

kg) GSH2Px 活性无显著差异性 ,其余各组 GSH2
Px 活性仍显著低于对照组 ( P < 0101) 。各给药组

SOD 活性及 MDA 水平与对照组相比无差异显著

性 ,见表 1。

313 　小鼠肝组织病理变化 :病理检查结果显示 ,

对

照组小鼠肝组织结构完整 ,无变性、坏死 ,肝小叶结

表 1 　蛹虫草菌丝体醇提物对氢化可的松致肝损伤小鼠肝脏 Na + , K+ 2ATP 酶、Ca2 + , Mg2 + 2ATP 酶、SOD、GSH2Px 及

MDA 水平的影响 ( x ±s , n = 10)

Table 1 　Effect of ethanol extract of C. milit a ris mycella on activities of Na + , K+ 2ATPase , Ca2 + , Mg2 + 2ATPase , SOD ,

and GSH2Px as well as MDA level in liver tissue of hydrocortisine2induced liver injury mice ( x ±s , n = 10)

组别
剂量/

(g ·kg - 1)

Na + , K + 2A TP 酶/

(μmol ·mg - 1)

Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶/

(μmol ·mg - 1)

GSH2Px/

(U ·mg - 1)

SOD/

(U ·mg - 1)

MDA/

(mmol ·mg - 1)

对照 - 21 54 ±0125 2116 ±0118 6611 49 ±32131 224157 ± 81 87 21 51 ±0144

模型 - 11 34 ±0108 3 3 1112 ±0106 3 3 5631 17 ±30101 3 3 185165 ±141 75 3 3 31 52 ±0166 3 3

蛹虫草菌丝体 01167 11 69 ±0114 3 3 △△ 1154 ±0109 3 3 △△ 5901 58 ±40117 3 3 △ 221171 ± 61 03 △△ 21 63 ±0129 △△

　提取物 01334 21 21 ±0148 3 △△ 1193 ±0114 3 △△ 6231 93 ±16191 3 3 △△ 223169 ± 71 27 △△ 21 55 ±0138 △△

01668 21 46 ±0121 △△ 2113 ±0112 △△ 6521 43 ±25146 △△ 220175 ± 61 77 △△ 21 73 ±0146 △△

　　与对照组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101 ; 　与模型组比较 : △△P < 0101

　　3 P < 01 05 　3 3 P < 01 01 vs cont rol group ; △△P < 01 01 vs model group
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构清晰 ,肝索排列整齐 ,细胞核清晰 ,肝窦正常。模

型组小鼠肝小叶结构紊乱 ,肝索排列紊乱 ,细胞间无

明显分界 ,肝窦瘀血 ,肝细胞广泛性空泡变性 ,部分

肝细胞呈典型的气球样变。给药低剂量 (01167 g/

kg) 组肝小叶结构有一定程度恢复 ,细胞排列紊乱 ,

局部肝细胞肿大 ,空泡和疏松 ,肝窦瘀血程度减轻。

中剂量 (01334 g/ kg) 组肝小叶结构清晰 ,肝索、肝窦

无明显异常 ,细胞浆着色均匀 ,无明显变性 ,细胞核结

构较清晰。高剂量 (01668 g/ kg) 组肝小叶结构有所

恢复 ,肝细胞损伤明显轻于模型组。见图 1。

图 1 　蛹虫草菌丝体醇提物对氢化可的松致肝损伤小鼠肝组织病理改变的影响

Fig. 1 　Effect of ethanol extract of C. milit a ris mycelia on pathological changes in liver tissue

of hydrocortisine2induced liver injury mice

4 　讨论

　　皮质激素氢化可的松造模是应用最广泛的造模

方法 ,大量的实验研究表明皮质激素动物模型几乎

全身所有系统均产生变化 ,造成模型机体代谢水平

下降 ,免疫功能下降 ,广泛的器官病理损害 ,脂质过

氧化物增加和自由基清除系统功能低下等。本实验

从肝组织理学和肝组织化学两方面说明小鼠肝损伤

造模成功。肝脏是机体进行物质和能量代谢的一个

重要的器官 ,肝细胞膜的损伤是肝细胞乃至整个肝

脏器官病变的一个重要的原因 ,因为细胞膜是维系

细胞正常物质能量代谢的一个重要的结构。Na + ,

K+ 2A TP 酶和 Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶与细胞代谢及

细胞膜正常功能有着密切的关联 ,它们不仅维持细

胞内外的渗透压平衡及跨膜电化学梯度 ,也调节细

胞的体积和驱动某些细胞中的糖和氨基酸的运送 ,

并维持细胞膜的正常功能[6 ] 。本实验研究发现 ,与

对照组相比 ,模型小鼠肝组织 Na + , K+ 2A TP 酶与

Ca2 + , Mg2 + 2A TP 酶活性明显降低 ,经虫草菌丝体

醇提物治疗后有所恢复 ,暗示虫草菌丝体醇提物对

氢化可的松引起的肝损伤小鼠细胞代谢及细胞膜生

理功能有恢复调节作用。

脂质过氧化是机体分子氧在氧化代谢过程中形

成的活性氧中间产物 ,对生物膜磷脂中多不饱和脂

肪酸攻击引起的细胞损伤过程[6 ] 。SOD、GSH2Px

和 MDA 是反映机体脂质过氧化水平的 3 个重要的

指标 ,SOD 和 GSH2Px 是机体内两个重要的抗氧化

酶 ,而脂质过氧化终产物 MDA 能与蛋白质的巯基

反应 ,被修饰的蛋白质和酶将失去生物活性 ,导致代

谢异常[6 ] 。本实验发现 ,模型小鼠肝组织 SOD、

GSH2Px 活性显著下降 ,MDA 水平显著升高 ,脂质

过氧化作用加剧 ,而虫草菌丝体醇提物可明显提高

SOD 及 GSH2Px 的活性 ,降低 MDA 水平 ,从而减

轻了因脂质过氧化加剧而造成的肝细胞损伤。此

外 ,研究发现 Na + , K+ 2A TP 酶活性抑制是由于超

氧化物、氢氧基及其他自由基的大量形成 ,并通过泛

肽结合系统造成的[7 ,8 ] ,因此脂质过氧化水平的降

低也可能是模型小鼠 Na + , K+ 2A TP 酶活性恢复

的一个重要原因。脂质过氧化的直接结果是膜不饱

和脂肪酸减少 ,膜脂的流动性降低 ,而氢化可的松引

起小鼠脂质过氧化加剧 ,从而使膜蛋白处于永久性

缔合状态 ,进一步限制了膜蛋白在膜平面上的运动

性 ,这可能是细胞膜 Na + , K+ 2A TP 酶和 Ca2 + ,

Mg2 + 2A TP 酶活性降低的另一个原因[ 6 ] 。同时 ,肝

脏组织病理观察结果表明 ,蛹虫草菌丝醇提物可明

显减轻氢化可的松引起的肝细胞浊肿、脂肪变性及

炎症反应等病理变化 ,从形态学角度对其药理作用

提供了依据。
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木贼大孔树脂提取物对单个核细胞2内皮细胞黏附的影响

李丽玮 ,黄 　伟 ,李云峰 ,甄艳军 ,张 　莉 ,侯建明 3

(河北医科大学 基础课教学部 ,河北 石家庄 　050091)

摘　要 :目的 　探讨木贼大孔树脂提取物对氧化低密度脂蛋白 (ox2LDL) 诱导的单个核细胞2内皮细胞黏附的作用
及其可能的机制。方法 　体外培养人脐静脉内皮细胞 ( HUV EC) ,大孔吸附树脂分离法获取木贼提取物 ,用不同
质量浓度的木贼大孔树脂提取物作用于 ox2LDL 诱导的 ECV304 细胞 12 h ,观察人单个核细胞与内皮细胞的黏附
及 ECV304 细胞的 IL28 和 VCAM21 蛋白表达 ,并通过 RT2PCR 观察 IL28 和 VCAM21 的基因表达。结果 　高、
中、低剂量 (100、50、25μg/ mL) 的木贼大孔树脂提取物均显著抑制 ox2LDL 诱导的单个核2内皮细胞的黏附 ,下调
ox2LDL 诱导的 ECV304 细胞 IL28 和 VCAM21 蛋白和基因的表达 ,以中剂量 (50μg/ mL) 效果最明显。结论 　木
贼中总黄酮和总酚酸是木贼抗动脉粥样硬化 (AS) 的有效部位之一 ,两者抑制 IL28 和 VCAM21 的基因及蛋白表
达可能是其抑制单个核2内皮细胞黏附及抗 AS 的机制之一。
关键词 :木贼 ; 内皮细胞 ; 血管细胞黏附分子 ; 氧化低密度脂蛋白 ; 白细胞介素28 ; 动脉粥样硬化
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　　单核细胞及淋巴细胞向动脉内膜黏附、迁移是

动脉粥样硬化 (art herosclero sis , AS) 早期炎症反

应的特征事件 ,抑制单个核细胞与内皮细胞间黏附

是抗 AS 的重要机制。研究表明木贼 Equiset um

hiem ale L . 具有包括抗 AS 等多方面的药理活性 ,

但对其抗 AS 有效部位的研究少有报道。本实验采

用乙醇回流提取 ,大孔吸附树脂分离法初步提取木

贼中的有效部位总黄酮和总酚酸 ,作用于氧化低密

度脂蛋白 (ox2LDL ) 诱导的人脐静脉内皮细胞

( HUV EC) ,观察有效部位对单个核细胞2HUV EC

黏附及白细胞介素28 ( IL28) 和血管细胞黏附分子2
1 (VCAM21) 表达的影响 ,为研究木贼抗 AS 的有

效部位及作用机制提供依据。

1 　材料

　　木贼药材 (购于石家庄市乐仁堂大药房 ,经河

北医科大学中医学院中药系鉴定) ,槲皮素和阿魏酸

对照品 (中国药品生物制品检定所 ,批号 00802
9705、077329910) ,D101 型大孔树脂 (天津大均科

技开发有限公司) ,人脐静脉内皮细胞株 ECV304

(武汉大学中国动植物细胞保藏中心) ,新生小牛血

清 (杭州四季青公司) ,DM EM 培养液和胰酶 ( Gib2
co 公司) ,淋巴细胞分离液 (北京鼎国生物技术公

司) ,白细胞介素28 ( IL28) 放射免疫分析药盒 (北

京普尔伟业生物科技有限公司) ,VCAM21 鼠抗人

单克隆抗体、羊抗鼠 FITV2Ig G 二抗工作液 (美国

Santa Gruz 公司) , TRIzol 试剂和 PCR 试剂盒 (北

京天根公司) ,其他试剂均为国产分析纯。

2 　方法

211 　木贼大孔树脂提取物的制备 :称取适量木贼于

圆底烧瓶中 ,加 12 倍量 70 % 乙醇浸泡 2 h ,回流提

取 3 次 ,滤过 ,合并滤液。大孔树脂 40 g 经适当处

理后湿法装柱 ,将滤液上树脂柱 ,先以水冲至洗脱液

近无色后 (Molish 反应阴性) 分别用蒸馏水、30 %

乙醇、70 % 乙醇洗脱 ,收集 70 % 乙醇洗脱液 ,分别

以槲皮素、阿魏酸作为对照品测定总黄酮和总酚酸 ,

结果木贼大孔树脂提取物中含黄酮 36162 %、酚酸

26166 %。将 70 % 乙醇洗脱液减压浓缩后 ,用无血

清培养基 DM EM 配制 ,加入二甲基亚砜 (DMSO ,

终体积分数为 5 %) 使其充分溶解 ,此为用于本实

验的木贼大孔树脂提取物 (以下简称木贼提取物) 。
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