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摘　要: 目的　研究蜂胶对氧自由基和四氧嘧啶致小鼠肝脏损伤的保护作用。方法　应用体外和体内法研究了蜂

胶对氧自由基和四氧嘧啶致小鼠肝脏损伤的保护作用。结果　体外试验表明,蜂胶能显著地抑制氧自由基在体外

引发的小鼠肝微粒体脂质过氧化反应,呈现量效关系。体内试验表明, ig 20 mg / kg 蜂胶 24 d,可以明显抑制四氧嘧

啶致小鼠肝脏的损伤作用,肝匀浆丙二醛 ( MDA ) 含量显著下降 (P < 0. 01) , SOD、GSH-Px 活力显著低于模型对

照组 (P < 0. 01)。结论　蜂胶醇提液对氧自由基在体外引发的肝微粒体脂质过氧化和四氧嘧啶在体内致小鼠肝脏

损伤均有保护作用。
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　　蜂胶是蜜蜂从植物树芽或树杆采集的树胶,并

混入蜜蜂上腭分泌物和蜂蜡而成的树脂状固体物

质,具有抗肿瘤、抗病原微生物、抗病毒以及护肝等

作用[ 1]。蜂胶的化学成分十分复杂,目前已从其中分

离鉴定出几十种具有活性的有机化合物, 其中酚羟

基化合物和黄酮化合物占的比例较大
[ 2]
。体外药理

实验表明,蜂胶醇提物和其中的酚类化合物具有很

强的抗氧化作用,可以悴灭超氧阴离子自由基和羟

基自由基[ 3]。我们的研究也表明,蜂胶不仅对氧自由

基有抑制作用, 而且对 Fe
2+
诱导的低密度脂蛋白氧

化修饰也有很强的抑制作用[ 4]。本研究进一步以小

鼠肝脏为对象,采用体外和体内两种方法观察了蜂

胶醇提物对氧自由基和四氧嘧啶致小鼠肝脏损伤的

保护作用。

1　材料与方法

1. 1　材料及处理: 蜂胶购于陕西省蜂业公司, 用

95% 乙醇提取并精制,配置成 10% 的乙醇溶液;人

参购于西安市希望中药堂, 用水浸泡 30 min 之后煮

沸,保持微沸 30 m in, 搅拌, 趁热过滤,药渣再经两

次如上处理, 合并滤液,减压浓缩至膏状, 用前配制

成 0. 5 g / mL 的水煎液;芦丁购于中国药品生物制

品鉴定所; 1, 1, 3, 3, -四乙氧基丙烷( TEP)、谷胱甘

肽、5, 5′-二硫硝基苯甲酸 ( DTNB) 购于华美生物

工程公司,四氧嘧啶购于 Sigma 公司, 其余试剂均

为国产分析纯。

1. 2　动物: ICR 种小鼠, 雌雄各半, 体重 ( 20±2)

g ,由陕西省中医研究院提供。

1. 3　方法

1. 3. 1　小鼠肝微粒体的制备: 参考 Igor B 等人的

方法
[ 5]
,将 ICR 小鼠禁食 24 h,乙醚麻醉, 摘取肝

脏, 用 0. 9 % 生理盐水清洗, 加 3 倍体积的 0. 2

mmol / L 磷酸缓冲液 ( pH7. 4) 匀浆, 12 000 g 离心

20 m in, 取上清液于 105 000 g 离心 30 min, 取出沉

淀物,用磷酸缓冲液配制成 10 mg 蛋白质/ mL 的肝

微粒体溶液,置于 - 20 ℃ 条件下保存。

1. 3. 2　蜂胶对超氧阴离子致小鼠肝微粒体发生脂

质过氧化的抑制作用: 参考 Beauchamp C
[ 6]
的方法

加以改进, 取肝微粒体溶液 0. 1 mL, 加入不同浓度

的蜂胶溶液, 混匀, 再加入 1 mmol/ L 黄嘌呤, 10

Lmol/ L 黄嘌呤氧化酶, 0. 1 mmo l/ L EDT A,用 2. 0
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mmol/ L 磷酸缓冲液 ( pH7. 4) 定容至 3. 0 mL。25

℃ 温育 30 m in, 取出后测定其中的 MDA 含量。

1. 3. 3　蜂胶对 Fenton 反应致小鼠肝微粒体发生

脂质过氧化的抑制作用: 取小鼠肝微粒体溶液 0. 1

mL, 加入不同浓度的蜂胶溶液, 混匀, 再加入 10

Lmol/ L FeSO4和 3 mmol / L H2O 2 , 用磷酸缓冲液

( pH7. 4) 定容至 3 mL,置于 37 ℃ 温育 15 min,取

出后测定其中的 MDA 含量。

1. 3. 4　蜂胶对四氧嘧啶致小鼠肝损伤的保护作

用[ 7] :取 50 只小鼠,雌雄各半, 随机分成 5组,分别

为正常对照组, 模型对照组, 阳性对照组, 蜂胶大剂

量组( 40 mg / kg 体重)和蜂胶小剂量组( 20 mg/ kg

体重) , 每组 10 只。正常对照组每天 ig 0. 4 mL 水;

模型对照组每天 ig 0. 4 mL 水, 24 d 后 ip 四氧嘧

啶;阳性对照组每天 ig 0. 4 mL 浓度为 0. 2 g/ mL

人参水煎液。将各组小鼠按所需的药物和剂量 ig 24

d 后,禁食 16 h, 再以 120 mg / kg 体重的剂量给模

型对照组和各给药组 ip 四氧嘧啶, 1 h 后恢复正常

饮食和给药, 3 d 后造模成功, 脱臼处死动物, 摘取

肝脏,用 0. 9% 生理盐水冲洗血迹, 迅速冷冻后制

成肝匀浆,测定各项指标。

1. 3. 5　各项指标的测定:肝微粒体与肝匀浆脂质过

氧化产物 MDA 的测定参考文献
[ 8]
方法; 超氧化物

歧化酶( SOD)采用邻苯三酚自氧化法
[ 9] ; 谷胱甘肽

过氧化物酶( GSH-Px )采用文献[ 10]方法。

2　结果与讨论

2. 1　蜂胶对超氧阴离子自由基致小鼠肝微粒体氧

化损伤的抑制作用:结果见表 1。蜂胶能明显降低肝

微粒体 MDA 的含量 ( P< 0. 01) ,并呈现量效关系,

表明蜂胶醇提液能抑制超氧阴离子引发的小鼠肝微

粒体脂质过氧化反应。

2. 2　蜂胶对 Fenton 反应致小鼠肝微粒体氧化损

表 1　蜂胶对小鼠肝微粒体 MDA 含量的影响 ( n= 5)

组　别 剂量( Lg/ mL) MDA( nmol / mg) 抑制率( % )

正常组 - 2. 745±0. 03

氧化组 - 7. 628±0. 07*

蜂　胶 10 5. 824±0. 06△ 36. 94

20 4. 257±0. 12△ 69. 04

30 3. 965±0. 04△ 75. 02

40 3. 476±0. 09△ 85. 03

芦　丁 10 6. 254±0. 17△ 28. 14

20 5. 243±0. 08△ 48. 84

30 4. 642±0. 13△ 61. 15

40 3. 710±0. 06△ 80. 24

　　注:氧化组表示超氧阴离子处理的肝微粒体

与正常组相比: * P< 0. 01;　与氧化组相比: △P < 0. 01

伤的保护作用: 结果见表 2。Fenton 反应产生的羟基

自由基可引起小鼠肝微粒体发生强烈的脂质过氧

化, M DA 含量显著高于正常组( P< 0. 01) , 预先加

入不同浓度的蜂胶可以明显降低肝微粒体 MDA 的

含量 ( P< 0. 01) ,呈现量效关系。表明蜂胶对羟基自

由基致小鼠肝微粒体氧化损伤有显著的保护作用。

表 2　蜂胶对 Fenton 反应致小鼠肝微粒体

氧化损伤的保护作用 ( n= 5)

组　别 剂量( Lg/ mL) MDA( nmol / mg) 抑制率( % )

正常组 - 　　2. 673±0. 04

氧化组 - 　　10. 327±0. 13*

蜂　胶 30 　　6. 407±0. 08△ 51. 22

40 　　5. 762±0. 15△ 59. 64

50 　　4. 074±0. 08△ 81. 69

60 　　3. 637±0. 10△ 87. 41

芦　丁 30 　　8. 572±0. 10△ 22. 93

40 　　7. 257±0. 13△ 40. 01

50 　　6. 278±0. 07△ 52. 90

60 　　5. 128±0. 13△ 67. 93

　　注:氧化组表示 Fen ton反应致小鼠肝微粒体氧化损伤

与正常组相比: * P< 0. 01;　与氧化组相比: △P < 0. 01

2. 3　蜂胶对上氧嘧啶致小鼠肝损伤的保护作用: 结

果见表 3。

四氧嘧啶进入人体内可以产生大量的自由基。

表 3　蜂胶对四氧嘧啶致小鼠肝脏损伤的保护作用

组　别 剂量( Lg/ mL) SOD( Lmol/ g 肝脏) GSH-Px( nmol / mg·min) MDA( Lmol/ g 肝脏)

正常对照 - 　　　5. 54±0. 144 80. 46±3. 22 812. 25±19. 68

模型对照 - 　　　11. 53±0. 352* 261. 65±12. 56* 2 230. 21±178. 52*

人参 0. 2 g/ mL 　　　5. 25±0. 140△ 104. 32±8. 14△ 1 064. 47±145. 85△

蜂胶 40 　　　5. 63±0. 126△ 109. 97±14. 19△ 1 033. 63±195. 82△

20 　　　6. 62±0. 246△ 204. 34±11. 85△ 1 163. 14±178. 68△

　　　　与正常对照组相比: * P < 0. 01;　与模型对照组相比: △P < 0. 01

根据 Harman 的自由基理论
[ 11] ,过多的自由基会对

机体的许多细胞组分造成损伤, 尤其是肝脏最易遭

受自由基的攻击, 导致其发生脂质过氧化。在正常情

况下,机体内有一定数量的自由基, 机体内的 SOD,

GSH-Px 以及 CAT 等酶可以有效的清除多余的自

由基,使自由基基本保持平衡,但是, 当四氧嘧啶进

入机体后产生大量的自由基, 打破了这种平衡,便刺

激机体内 SOD, GSH-Px 等酶活力代偿性升高。蜂

胶能显著抑制由四氧嘧啶刺激机体内 SOD 和

GSH-Px 等酶活力代偿性的升高 ( P< 0. 01)。说明
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蜂胶可以有效地抑制四氧嘧啶致小鼠肝脏自由基浓

度的升高。

机体过量的自由基可以引发生物膜不饱和脂肪

酸发生脂质过氧化,产生 MDA 和过氧化脂质, 它们

的含量变化可以定量反映生物膜如线粒体膜、细胞

膜等的受损程度。从实验结果可知,蜂胶给药组和阳

性对照组 MDA 的含量远低于模型对照组 ( P<

0. 01) , 但略高于正常对照组的水平。进一步表明,蜂

胶在体内不仅有清除自由基的作用,对自由基引发

的膜脂过氧化反应也有抑制作用。

综上所述,氧自由基可以引发小鼠肝微粒体发

生脂质过氧化反应, 其产物 MDA 的含量明显高于

对照组 ( P< 0. 01) , 蜂胶可以抑制肝微粒体 MDA

含量的升高, 表明蜂胶在体外可能通过清除氧自由

基来保护肝微粒体。体内试验表明,蜂胶可以有效的

抑制四氧嘧啶引发小鼠肝脏自由基的升高, 降低肝

脏 MDA 的含量,蜂胶对四氧嘧啶致小鼠肝脏损伤

有显著的保护作用。我们的研究结果表明, 蜂胶是一

种天然、安全的抗氧化剂,对化学物质致肝脏损伤具

有一定的保护作用。
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褐藻多糖硫酸酯的抗凝和纤溶活性

彭　波1 ,许实波1,许东晖1,赵金华2a

( 1. 中山大学,广东 广州　510275; 2. 深圳海王生物工程股份有限公司, 广东 深圳　518054)

摘　要: 目的　研究褐藻多糖硫酸酯( FPS)抗凝血和纤溶激活作用。方法　测定 FPS 对内源性和外源性凝血途径

以及纤溶系统的影响。结果　FPS 对内源性和外源性凝血途径均有较强的抑制作用, 并且能够增强纤溶系统的活

性。小鼠 ip FPS 40, 20, 10 mg / kg 后 30 min 与对照组相比, 血凝时间分别延长 1 267% , 302% , 83%。FPS 2. 5, 5,

10 mg / mL 使大鼠离体凝血酶原时间比生理盐水对照组分别延长 207% , 1 627% , 4 561%。大鼠 10 mg / kg 舌下 iv

30 min 后取血, 用试剂盒测得其能使血浆 t-PA 活性提高达 107%。结论　FPS 具有较强的抗凝血作用,其作用机

制可能与肝素类似。

关键词: 褐藻多糖硫酸酯;抗凝血; 促纤溶
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Anticoagulation and fibrinolysis activity of fucoidan
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　　( 1. Zhong shan Univer sity , Guang zhou Guangdong 510275, China; 2. Shenzhen Nept unus Biotechnique Sto ck CO . ,

L td. , Guangzhou Guangdong 518054, China)

Key words : fucoidan ( FPS) ; anticoagulat ion; f ibrinolysis

　　近代研究表明,存在于多种褐藻中的水溶性硫酸

酯多糖具有抗凝血、调血脂和肮肿瘤等活性,

Springer 等人从墨角藻中分离的褐藻多糖硫酸酯在

体内和体外实验中都表现出强抗凝活性。这些硫酸酯
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