
表 5　EAEEP 对脾内抗体形成细胞的影响 ( x±s, n= 10)

组　别 剂量 ( mg/ k g) A 413 nm

NS - 0. 39±0. 06

EAEE P 8 0. 34±0. 05

16 0. 33±0. 05

3　讨论

近代研究表明, 许多扶正药物对机体免疫功能

有双向调节作用。中药之所以产生双向调节作用,与

其所含有两种或多种功效、作用相反的化学成分是

分不开的
[ 6]
。墨旱莲对小鼠脾细胞产生 IL-2的影响

在免疫抑制状态下呈提高作用, 而在免疫增强状态

下呈抑制作用,具有双向调节作用[ 7]。我们首次发现

墨旱莲乙酸乙酯总提物 (为皂苷类成分) 具免疫抑

制活性,能显著抑制小鼠免疫器官脾的发育,并显著

抑制巨噬细胞的吞噬功能,明显抑制 T 细胞介导的

迟发性变成反应, 降低血清溶血素水平,表明其显著

抑制机体的非特异免疫、细胞免疫及体液免疫功能,

提示墨旱莲中含有功效相反的化学成分,其对免疫

功能的双向调节作用是其各成分综合作用的结果。

同时 EAEEP 可显著提高小鼠胸腺指数,促进胸腺

的发育,揭示对不同的免疫器官有不同的作用,也为

免疫双向调节作用的原因之一。

参考文献:

[1]　中国药典[ S ] . 2000年版 . 一部

[2]　胡慧娟,杭秉茜,刘　勇 . 旱莲草对免疫系统的影响[ J ] . 中国

药科大学学报, 1992, 23( 1) : 55-57.

[ 3]　张　梅,邸晓辉,刘　梅 . 旱莲草中黄酮类成分的免疫调节作

用[ J] . 中草药, 1997, 28( 10) : 615.

[4]　李仪奎 . 中药药理实验方法学[ M ] . 上海:上海科学技术出版

社, 1991.

[5]　薛　彬 . 免疫毒理学实验技术[ M ] . 北京:北京医科大学中国

协和医科大学联合出版社, 1995.

[6]　张宏方 . 从中西医理论的异同看中药药理研究之思路 [ J] . 医

学与哲学, 1996, 17( 2) : 86-88.

[ 7]　熊晓玲,李　文 . 部分扶正固本中药对小鼠脾细胞 IL-2 产生

的双向调节作用[ J ] . 中国实验临床免疫学杂志, 1991, 3( 4) :

37-38.

葛根素对乳鼠心肌细胞缺氧-复氧时脂质过氧化损伤的保护作用

朱智彤,姚　智, 李会强,娄建石* ,卢　奕
X

(天津医科大学 免疫教研室, 天津　300203)

摘　要: 目的　观察葛根素( puer ar in, P ue )对缺氧-复氧损伤造成的大鼠乳鼠心肌细胞脂质过氧化反应的作用。方

法　分别测定各个时点对照组、模型组及各给药组( 1, 0. 1, 0. 01 g / L P ue )培养上清中 SO D 活性和 M DA 含量,细

胞 M T T 代谢率的变化。结果　缺氧及复氧都可造成 SO D活性下降、M DA 含量升高及 M T T 代谢率下降, 复氧后 2

h 最为显著(P< 0. 01)。3种剂量 P ue 均能对抗这 3 个指标的异常变化,但浓度越小, 作用越弱。结论　Pue能减轻

缺氧时产生的自由基损害, 减少 SOD 的消耗, 并可能促进其合成,亦可保护心肌细胞的线粒体功能, 这些作用呈剂

量依赖趋势。

关键词: 缺氧-复氧; 心肌细胞;葛根素; 过氧化物歧化酶;丙二醛
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Protective effect of puerarin on cardiomyocytes of neonatal mice injuried by

lipid peroxidation during hypoxia-reoxygenation

ZHU Zhi-tong , YAO Zhi, LI Hui-qiang, LOU Jian-shi, LU Yi

( Depa rtment o f Immunolog y, T ia njin U niv ersity of M edical Science, T ianjin 300203, China)

Key words: hy po xia-reox ygenat ion; cardiom yocyte; puerarin; superox ide dismutase; melondialde-

hy de

　　缺氧及其后更为严重的复氧损伤是各种缺血-

再灌注损伤( ischemia-reperfusion injury )的共性。

文献报道脂质过氧化反应与缺氧-复氧损伤( hypox -

ia-reox ygenat ion injur y)的发生、发展密切相关。而

对葛根素是否通过增强心肌细胞的抗氧化能力来发

挥其保护作用知之甚少。本研究采用给培养的心肌
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细胞换用缺氧及有氧培养基而造成缺氧-复氧损伤

来探究葛根素( puerarin,简称 Pue)抗缺氧和(或)复

氧造成的心肌细胞损伤的作用途径及量效关系。

1　材料与方法

1. 1　材料: 胰蛋白酶 ( Sigma ) ; 95% N 2-5% CO 2,

95% O 2-5% CO 2 高纯混合气(天津市华北氧气厂) ;

葛根素(化学名: 4, 7-二羟基-8-B-D-葡萄糖基异黄

酮,相对分子量: 416. 4,广东燕塘生物化学药业有限

公司, 批号: 9903121, 50 mg / mL ) ; 噻唑蓝( M TT )

( Sig ma) ;过氧化物歧化酶( SOD)测定试剂盒(南京

建成生物工程研究所) ;丙二醛( MDA)测定试剂盒

(南京建成生物工程研究所)。

1. 2　动物:出生后 1～4 d 的 Wistar 大鼠,雌雄不

拘,购自军事医学科学院四所。

1. 3　心肌细胞的培养:参照文献
[ 1]
略有改进。肝素

( 100 U/只)抗凝后无菌取心室, 剪成 0. 5～1 m m
3

碎块。用终浓度含 0. 1%胰蛋白酶、0. 02%EDTA 及

0. 1%柠檬酸钠的消化液消化。用含 20%小牛血清

的 RPM I 1640培养基将心肌细胞沉淀混匀, 过 200

目钢丝网,制成细胞悬液, 并用分次静置法纯化后,

配成 5×10
5
/ mL 的浓度, 分装于铺鼠尾胶的培养瓶

内,每瓶 2 mL。放入培养箱中培养, 24 h后换液, 48

h 后换为无血清 RPMI 1640培养基。选生长状态佳

者于 72 h 后进行实验。

1. 4　实验方法:参照文献
[ 2]
略有改进。( 1)对照组:

实验开始时换用有糖 RPMI 1640 培基 1. 8 m L+

PBS 0. 2 mL, 普通培养箱培养 2 h,换上述液体,继

续培养。( 2)模型组:换 N 2 饱和( P O 2< 1. 1 kPa)的

无糖 RPMI 1640培基 1. 8 m L+ PBS 0. 2 mL, 置持

续通以 95% N 2-5% CO2 混合气( 4 m L/ min)的密

闭孵育器中, 37 ℃, 2 h。再换 O 2 饱含( P O 2> 93. 1

kPa)的有糖 RPM I 1640 培基 1. 8 m L + PBS 0. 2

mL, 置持续通以 95% O 2-5% CO 2 混合气 ( 4 mL/

min)的密闭孵育器中, 37 ℃, 1 h。结束后, 放入普通

培养箱培养。( 3)给药组:实验开始, 及复氧开始时,

分别加入终浓度为 1, 0. 1, 0. 01 g / L Pue, 其余过程

同( 2)。分别在缺氧结束后、复氧结束后 1, 6, 12, 24

h 取上清液测 SOD 活性及 M DA 含量, 细胞用于

M T T 代谢率的测定(实验重复 6次)。

1. 5　检测方法

1. 5. 1　SOD 活性用亚硝酸盐法测定, 具体步骤遵

照试剂说明书。

1. 5. 2　M DA 用 TBA 法测定,具体步骤遵照试剂

说明书。

1. 5. 3　M TT 代谢率:每瓶加 1 mL MT T ( 0. 5 mg /

m L)孵育 4 h, 37℃,离心后弃上清。加入盐酸异丙

醇,酶标仪比色, 检测吸光度( A )值。参考波长 630

nm ,实验波长 570 nm。

M T T 代谢率( % ) = 实验组 A 值/对照组 A 值×100%

1. 6　统计方法:数值用 x±s 表示。两组间均数比较

用 t检验。多组间比较用双因素方差分析,其中均数

间两两比较用 Student-New m an-Keuls 检验。

2　结果

2. 1　SOD 活性的变化: SOD 活性从缺氧后受抑

( P< 0. 01)。1 g / L Pue 则表现出强的升高 SOD 活

性的作用, 甚至可使 SOD 活性显著高于对照组

( P< 0. 01) ,并一直保持在高水平。0. 1 g / L Pue 能

使 SOD 活性恢复并保持在对照组水平( P> 0. 05)。

0. 01 g / L Pue 在复氧后 2 h 才表现出这种作用, 但

弱于前二个剂量,见表 1。

2. 2　M DA 含量的变化: 缺氧与复氧损伤后 M DA

值升高,并在复氧后 6 h达高峰。1 g / L Pue 在缺氧

后即表现出显著降低 M DA 的作用,甚至可使复氧

后 24 h 的 M DA 含量降至对照组水平( P> 0. 05)。

0. 1 g / L Pue 在缺氧后起效, 且均未达对照组水平

( P< 0. 01)。而 0. 01 g / L Pue在复氧后 6 h 才表现

出这种作用,且较前两组作用差( P< 0. 05) ,见表 2。

2. 3　M TT 代谢率的变化:缺氧及复氧造成心肌细

胞 M TT 代谢率降低,并于复氧后 2 h 时最低( P<

0. 05)。各剂量的 Pue 都能显著地提高 MT T 代谢

率。1及 0. 1 g / L Pue的作用在缺氧时即表现出这

种作用(与模型组相比, P< 0. 01) ,见表 3。

表 1　缺氧-复氧损伤后各组 SOD活性的变化( x±s, n= 6)

组　别
剂　量

( g/ L )

SOD( NU / mL)

缺氧后即刻 复氧后 2 h 复氧后 6 h 复氧后 12 h 复氧后 24 h

对照组 - 　　29. 3±4. 9 　　31. 8±5. 5 　　31. 0±6. 3 31. 1±4. 9 　　　　29. 2±5. 9

模型组 - 16. 0±4. 0△△ 12. 2±3. 9△△ 20. 5±3. 7 33. 8±5. 0 32. 2±2. 2

Pue 0. 01 19. 1±3. 6△△ 20. 6±4. 9△△* * 21. 9±5. 1△△ 31. 7±6. 3 26. 6±4. 5

0. 1 28. 0±3. 2* * 30. 3±4. 5* * 35. 1±6. 5* * 37. 7±5. 7 30. 3±4. 9

1. 0 37. 3±3. 0△△* * 47. 1±5. 6△△* * 43. 8±5. 4△△* * 41. 1±5. 4△ 38. 0±3. 6△*

　　　　与对照组相比: △P < 0. 05　△△P < 0. 01;　与模型组相比: * P < 0. 05　* * P < 0. 01
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表 2　缺氧-复氧损伤后各组MDA 含量的变化( x±s, n= 6)

组别
剂量

( g/ L)

M DA( nmol/ mL )

缺氧后即刻 复氧后 2 h 复氧后 6 h 复氧后 12 h 复氧后 24 h

对照组 - 　　1. 01±0. 45 　　1. 21±0. 50 　　1. 48±0. 57 　　1. 67±0. 66 　　1. 94±0. 66

模型组 - 3. 13±0. 65△ 5. 14±0. 79△ 8. 01±0. 51△ 5. 97±0. 80△ 5. 65±0. 91△

Pue 0. 01 2. 99±0. 55△ 4. 83±0. 41△ 6. 90±0. 89△* 5. 12±0. 52△* 4. 90±0. 49△* *

0. 1 2. 47±0. 42△ 3. 67±0. 37△* * 5. 97±0. 76△* * 4. 00±0. 43△* * 3. 43±0. 45△*

1. 0 1. 84±0. 40△* * 2. 77±0. 58△* * 3. 80±0. 63△* * 2. 94±0. 52△* * 2. 27±0. 59*

　　　　与对照组相比: △P < 0. 01;　与模型组相比: * P< 0. 05　* * P < 0. 01

表 3　缺氧-复氧损伤后各组MTT代谢率的变化( x±s, n= 6)

组别
剂量

( g/ L)

M T T 代谢率( %)

缺氧后即刻 复氧后 2 h 复氧后 6 h 复氧后 12 h 复氧后 24 h

对照组 - 　　100. 0±0. 0 　　100. 0±0. 0 　　100. 0±0. 0 　　100. 0±0. 0 　　100. 0±0. 0

模型组 - 50. 3±6. 3△ 43. 3±4. 7△ 49. 7±5. 5△ 53. 5±3. 7△ 59. 1±3. 1△

Pue 0. 01 56. 7±8. 0△ 52. 6±7. 9△ 58. 7±5. 7△* 61. 7±5. 2△* 66. 5±6. 2△*

0. 1 64. 6±5. 2△* * 62. 3±2. 8△* * 67. 7±8. 0△* * 74. 3±10. 7△* * 76. 0±7. 4△* *

1. 0 78. 2±8. 1△* * 76. 6±11. 6△* * 80. 5±7. 5△* * 85. 3±6. 7△* * 87. 0±5. 4△* *

　　　　与对照组相比: △P < 0. 01;　与模型组相比: * P< 0. 05　* * P < 0. 01

3　讨论

　　对照组培养上清中即含有少量的 M DA, 说明

正常生理过程即可内源性产生氧化产物。缺氧后首

先引起能量代谢受抑,激活蛋白水解酶, 使 AT P 分

解为黄嘌呤、次黄嘌呤。由于 O
÷
2 在细胞膜中的溶解

度远大于在水中的溶解度,故即使在外界缺氧的情

况下,细胞中仍有少量的氧可参与自由基反应。因而

在黄嘌呤及次黄嘌呤被进一步氧化成尿酸的同时,

也有少量 O
÷
2 产生,但正如本实验及其它研究

[ 3, 4]
所

证实的, 此时的自由基损伤是渐进性的。复氧后,

M DA 产生激增,并在其后 6 h 达峰值, 12 h 出现恢

复趋势,而稳定在一较低的水平。这说明复氧早期随

着 O
÷
2 的涌入,自由基大量产生,脂质过氧化反应最

为剧烈。

　　能分解 O
÷
2 的 SOD是体内重要的抗氧化酶之

一。SOD升高能防止氧中毒或缺血-再灌注后的组

织损伤,如减少局部缺血造成的毛细血管渗透性增

加、使受抑的心肌收缩力提前恢复等[ 4～6]。SOD活

性在缺氧时即受到抑制,这与文献报道相同[ 2, 4]。自

由基的大量产生造成内源性抗氧化系统的大量消

耗[ 2, 4, 7] , 故而在复氧早期 SOD活性亦受显著抑制。

SOD 活性在复氧后 6 h 回升, 12 h 即恢复至对照组

水平。说明缺氧及复氧损伤早期 SOD活性受抑,致

心肌细胞对 O
÷
2 的代谢能力下降, 可能是造成细胞

脂质过氧化损伤的主要原因之一。而在复氧后期,随

着 SOD活性的恢复及合成代偿性增加,细胞抗氧化

能力增强, 自由基产生减少, 则脂质氧化反应亦减

轻。但 M DA 含量与 SOD 活力恢复的不同步, 说明

了还可能有新的自由基产生而延长了损伤的时间和

程度。

M T T 代谢率反映了细胞线粒体代谢能力的变

化,并在一定程度上可反映细胞生存力的变化 [ 8]。复

氧后 2 h细胞线粒体功能损伤最重,但随着时间的

延长,具明显细胞毒性因子的产生较以前减少,细胞

结构和功能的损害亦减轻。而残余细胞功能的恢复,

甚至代偿性增加, 都可造成 M T T 代谢能力在复氧

后期有一定程度的增强。

Pue 具有显著增加 SOD 活性的作用,故而各个

剂量都能对抗 O
÷
2 造成的脂质过氧化损伤, 并呈剂

量依赖趋势。

总之,自由基损伤在缺氧时即已开始,复氧早期

最为显著,此时 SOD活性及心肌细胞的 M T T 代谢

能力亦明显受抑;复氧后期, 自由基渐被清除, SOD

活性也恢复至对照组水平, M T T 代谢能力有一定

程度的提高; Pue 能对抗自由基产生, 减少 SOD 的

消耗,大剂量还可促进其合成,并可保护心肌细胞的

线粒体功能,这些作用呈剂量依赖趋势。
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银杏内酯 A 对胆碱能神经功能

损伤引起的 SD 大鼠学习记忆的促进作用

高向东1, 2 ,陈　鹏2,刘俊彦1,谭仁祥1X

( 1. 南京大学生命科学学院,江苏 南京　210093; 　2. 中国药科大学生物制药学院, 江苏 南京　210009)

摘　要: 目的　研究银杏内酯 A 对 M eynert 基底核 ( N BM ) 损伤引起的 SD 大鼠学习记忆的改善作用。方法　通

过 N -甲基-D-天冬氨酸 ( N M DA ) 单侧损伤 SD 大鼠 N BM 以破坏胆碱能神经功能,采用 Y 型迷宫法检测动物空

间辨别学习记忆能力, 利用放射化学法检测皮层胆碱乙酰转移酶 ( ChA T ) 活力, 观察银杏内酯 A 对胆碱能损伤记

忆功能的恢复, 脑内 ChA T 的变化。结果　银杏内酯 A 对胆碱能损伤记忆功能具有恢复作用, 且能防止 ChA T 活

力降低。结论　银杏内酯 A 能改善 N BM 损伤引起的大鼠学习记忆能力。
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　　银杏内酯是银杏有效成分之一,已从银杏的种

皮及银杏叶中分离出 5 种银杏内酯 ( A、B、C、M、

J)。近年来,国内外对银杏内酯的药理作用进行了大

量的研究,其药理作用广泛 [ 1] , 对脑缺氧、局部缺血

等有较好的改善效果, 银杏提取物用于治疗脑功能

障碍和多种类型的痴呆,使病人的反应加快,记忆改

善,症状好转。这些研究多数是以银杏内酯和银杏提

取物为研究对象。为了进一步研究该作用的活性成

分, 本研究通过 N -甲基-D-天冬氨酸 ( NM DA ) 单

侧损伤 SD大鼠 M ey nert 基底核 ( NBM ) 以破坏胆

碱能神经功能,观察银杏内酯 A 对胆碱能损伤记忆

功能的恢复, 脑内乙酰胆碱转移酶 ( ChAT ) 的变

化, 探讨了银杏内酯对中枢神经系统保护作用的

机制。

1　材料与方法

1. 1　试药:银杏内酯 A, 由刘俊彦博士分离获得,

经核磁共振等光谱法分析与文献[ 2]数据一致, 其纯

度为 93%。

1. 2　动物:雄性 SD 大鼠,体重 250～300 g, 购于南

京医科大学实验动物中心。

1. 3　试剂: N -甲基-D -天冬氨酸 ( NM DA ) , Sig ma

公司;水合氯醛,上海试剂一厂;牙科磷酸锌水泥, 上

海齿科材料厂;青霉素钠, 哈尔滨制药总厂;硫酸链

霉素钠,山东鲁抗; [ H
3
]乙酰辅酶 A, Am -phar macia

公司;乙酰辅酶 A, Sigma 公司;毒扁豆碱, Fluka 公

司;氯化胆碱,上海试剂三厂; 四苯硼钠,上海试剂一

厂; 2, 5-二苯基 唑(闪烁纯) ,上海试剂一厂; 1, 4-

双-( 5-苯基 唑基-2)苯(闪烁纯) ,上海试剂一厂;

其余试剂皆为国产分析纯。

1. 4　仪器:江湾Ⅰ型立体定向仪, 上海医用仪器厂;

307-6 台式牙钻车,上海齿科器械厂; MG-3 迷宫刺

激器,张家港市教学实验器械厂; LS5000TD 液体闪
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