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MDA生成作用，且抑制率与浓度呈正相关，表明黄

芩苷是黄芩药液和含药血清中的抗氧化物质。但

10 t-g／mL黄芩苷抑制率远远低于含药血清的抑制

率，表明其并非是含药血清中唯一的抗氧化物质，可

能尚存在其他物质亦可发挥抗氧化作用。

结果还表明，相应血药浓度的小檗碱溶液并不

能对体外肝匀浆MDA的生成产生明显的抑制作

用。笔者曾试图提高小檗碱浓度进行实验，发现小檗

碱在10 ng／mL以下时，基本无抑制作用；质量浓度

在10～100 ng／mL时，抑制率在10％以下；而质量

浓度达250 ng／mL时，抑制率也只有12％，远远弱

于含药血清及稀释药液的作用。这表明了在黄连中

可能尚含有其他具抗氧化活性的物质。同时，有文献

研究表明，大鼠ig给予小檗碱[(10、20 mg／(kg·

d)，10 d]有抗氧化能力，提示其体内抗氧化作用可

能是通过体内特异的机制发挥的[1]。另外，小檗碱质

量浓度在10和3．3 ng／mL时，黄芩苷与小檗碱混

合液抑制作用与黄芩苷溶液作用一致，并无明显增

强现象，表明在血药浓度的范围内，小檗碱对黄芩苷

的抗氧化作用并无明显的促进。 ‘
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红曲有效成分洛伐他汀对高脂小鼠血脂代谢及

脂蛋白脂酶mRNA表达的作用
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2．武汉工业学院食品科学与工程学院，湖北武汉430023)

摘 要：目的 探讨红曲有效成分洛伐他汀对高脂小鼠血脂代谢调节的分子机制。方法 昆明种雌性小鼠48只，

按血清总胆固醇(TC)分为A、B、C、D、E、F 6组：正常对照组、高脂对照组、绞股蓝总苷阳性对照组、洛伐他汀低、

中、高(5、15、30 mg／kg)剂量组。A组喂饲基础饲料，其他各组喂饲高脂饲料；按剂量分别培给药6周，禁食12 h

后，测定小鼠血脂水平相关指标；用Trizol试剂法提取总RNA，用反转录聚合酶链反应(RT—PCR)法检测肝、脾

组织脂蛋白脂酶(LPL)mRNA的表达。结果 实验6周末，洛伐他汀低、中、高各剂量组使小鼠动脉硬化指数

(AI)均极显著低于高脂组(P<o．01)；洛伐他汀中、高剂量组和绞股蓝总苷阳性对照组使高n旨zJ,鼠血清TC、甘油

三酯(TG)、低密度脂蛋白一胆固醇(LDL—C)均极显著低于高脂组(P<o．01)；洛伐他汀低、中、高剂量组与高脂组

相比，显著升高血清高密度脂蛋白一胆固醇(HDL—C)(P<O．01)；洛伐他汀低、中、高剂量组均提高肝组织中LPL

mRNA的表达，且呈剂量依赖关系。结论 洛伐他汀通过促进LPL mRNA转录而调节高ll旨d,鼠血清血脂代谢水

平，这可能是其调节血脂，预防动脉粥样硬化(AS)等心脑血管疾病的机制之一。
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Effect of Lovastatin from Red Kojic on lipid metabolism and expression

of lipoprotein lipase mRNA in hyperlipidemic mice
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(1．Department of Function Food and Molecular Biology，College of Science and Technology，Huazhong
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Abstract：Objective To study the effect of Lovastatin from Red Kojic on lipid metabolism in mice fed

high—fat diet and its anti—hyperlipidemic molecular mechanism．Methods According to serum TC level，48

female mice were randomly divided into six groups：A—normal control group；B—high—fat control group；C—

Gypenosides(20 mg／kg)positive control group；D，E，F—Lovastatin 5，15，and 30 mg／kg groups．Group

A was fed basic diet and the other groups were fed high—fat diet for six weeks．Groups A and B were ig

normal water，group C was ig Gypenosides 20 mg／kg，and groups D，E，F were ig Lovastatin 5，15，and

30 mg／kg，respectively．Blood lipid levels were determined after 1 2 h—starvation．The mRNA expression

of lipoprotein lipase(LPL)in liver and spleen was detected by reverse transcription polymerase chain reac—

tion(RT—PCR)．Results Serum TC，TG，and LDL—C level were significantly lower in groups C，E，F

than in group B，group D was lower than group B，but there was not significantly different at the end of

six weeks．Serum HDL—C levels were significantly higher in groups D，E，F than in group B．A1 was sig—

nificantly lower in groups D，E，F than in group B．Lovastatin increased the expression of LPL mRNA in

liver dose—dependently．Conclusion It is suggested that Lovastatin could modulate blood lipid by promot—

ing mRNA expression of LPL in liver．This may be one important mechnaism of Lovastatin to modulate

blood lipid and prevent atherosclerosis(AS)．

Key words：Red Kojic；Lovastatin；hyperlipidemia；atherosclerosis(AS)；lipoprotein lipase(LPL)；

reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)

高脂血症引起血管内皮细胞损伤、平滑肌细胞

异常增殖、凝血活性增强及纤溶系统的抑制，导致血

栓形成、动脉粥样硬化等心脑血管疾病n]。脂蛋白脂

酶(1ipoprotein lipase LPL)的活性增强能影响血

浆胆固醇如总胆固醇(TC)、低密度脂蛋白一胆固醇

(LDL—C)、高密度脂蛋白一胆固醇(HDL—C)、极低密

度脂蛋白一胆固醇(VLDL—C)等的水平[2]，从而调

节血浆脂蛋白中的脂质代谢，抵抗高脂血症的发生。

LPL的下降可引起高脂血症[3]。

红曲是我国的传统中药，系用红曲霉属真菌紫

色红曲霉Monascus purpureus Went接种于大米发

酵制备而成，具有活血化瘀、健脾消食功效。现代医

学研究表明，功能红曲有效成分洛伐他汀(Lovas—

tatin)是3一羟基一3一甲基戊二酰辅酶A(HMG—

CoA)还原酶抑制剂，具有降低胆固醇、调节血脂作

用[4]。在国外，洛伐他汀作为长期安全的血脂调节药

物在临床应用[5“]。在国内，对红曲粉提取物血脂

康[71和国产洛伐他汀[8~1们的血脂调节生理功能作用

进行了研究。但从国产红曲中分离纯化有效成分洛

伐他汀，通过动物体内试验探讨其对肝脏、脾脏组织

的LPL mRNA表达的调节作用及其血脂调节的分

子作用机制的研究未见报道。本实验以自制的红曲

米为原料，制备纯洛伐他汀，通过动物实验，观察洛

伐他汀对实验高脂小鼠脂质代谢的影响及其对肝

脏、脾脏组织的LPL mRNA表达的调节作用，探讨

其血脂调节的分子作用机制。

1材料

1．1洛伐他汀制备：红曲米(60～80目)粉用醋酸

乙酯索式抽提1 h，萃取液40℃真空浓缩，中性氧

化铝柱色谱分离(色谱柱3 cm×35 cm，中性氧化

铝上海新城精细化工有限公司生产，用石油醚一醋酸

乙酯梯度洗脱，收集无色组分)，真空浓缩至干，甲醇

复溶经紫外及可见光扫描仪，在229、237、247 nm

有特征吸收；HPLC分析检测呈单一峰，出峰时间与

洛伐他汀对照品一致，与文献报道一致，证明其组分

为洛伐他汀。经HPLC—MS测其相对分子质量404，

进一步经1H—NMR、”C—NMR和IR鉴定其结构。

经HPLC定量分析纯度达99％，用1％CMC水溶

液配制成乳状液，每周配1次。

1．2动物：昆明种小鼠(SPF级)，雌性，体重18～
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22 g，由湖北省医学动物实验中心提供。

1．3试剂与仪器：洛伐他汀(Lovastatin)对照品，

美国Sigma公司；胆固醇，武汉生命技术有限公司；

脱氧胆酸，武汉中健科技发展有限公司：绞股蓝总苷

片，广州白云山中药厂，批号0203016；血清TC，血

清甘油三酯(TG)，HDL—C酶法测定试剂盒，上海

科欣技术研究所；Trizol试剂，Invitrogen公司；

RNase Inhibitor、M—MLV RT酶、dNTP，Promega

公司；Taq酶(5 U／pL)，MBI公司；其他试剂均为

分析纯。Gene Amp PCR System 9700(PE Applied

Biosystems)RT—PCR仪，Tanon Gis一1000凝胶图

像处理系统。

1．4饲料：基础饲料由湖北省医学动物实验中心提

供。高脂饲料配方：88．7％基础饲料、1％胆固醇、

10％猪油、0．3％脱氧胆酸。

2 方法

2．1 动物分组及洛伐他汀对食用高脂饲料小鼠的

预防实验：昆明种雌性小鼠48只，喂养1星期以适

应环境。小鼠禁食12 h后，次日晨取尾尖血测定

TC水平，根据TC水平，随机分为A、B、C、D、E、F

共6组，每组8只。A组为正常对照组，B组为高脂

模型组，C组为阳性(绞股蓝皂苷)对照组，D、E、F

组分别为洛伐他汀低、中、高剂量(5、15、30 mg／kg)

组。A组给普通饲料，其他组给高脂饲料，自由饮水

饲养6周。A、B组ig蒸馏水，C组ig绞股蓝总苷20

mg／kg，D、E、F组分别ig洛伐他汀5、15、30

mg／kg。连续给药6周。末次给药后，所有动物禁食

18 h，眼球取血，3 000 r／min离心10 min，分离血

清，待测。取血后处死动物，取肝、脾、肾、胸腺称重

(实验期间死掉一只实验小鼠)，称重后立即放入液

氮罐在一70℃储存，待用。

2．2 观察指标及测定方法：血清TC、TG、HDL—C

测定均采用酶联比色法，按试剂盒说明方法进行，以

751分光光度计比色测定。LDL—C水平和动脉硬化

指数(AI)值用公式计算[I川。LDL—C用Friedwald

公式计算FLDL—C(mmol／L)一TC(mmol／L)一

HDL℃(mmol／L)一TG(mmol／L)×0．2；AI一

(TC—HDL—C)／HDL—C]。

肝脏指数一肝脏质量(g)／小鼠体重(g)×1 000

脾脏指数、肾脏指数、胸腺指数表示方法同肝脏指数。

2．3 RNA分离与鉴定：用Trizol试剂法提取肝脏

和脾脏组织总RNA，按试剂盒说明书操作。紫外分

光光度法测定提取的总RNA的吸光度(A)值，

A猢／A：。。>1．7，用甲醛变性凝胶电泳对总RNA进

行定性分析，在甲醛变性凝胶电泳上可清晰看到

28 S和18 S两条带，其亮度为2：1，并可见5 S条

带。表明所提取的总RNA纯度高，没有降解，可作

为逆转录反应的模板。

2．4 引物设计与合成：根据Genebank中LPL

mRNA的全序列并利用计算机辅助设计，LPL

(BC003305)上游引物LPLl：5，-CGCTGTAA—

CAATCTGGGCTAT一3 7；下游引物LPL2：5，-

CCACCTCCGTGTAAATCAA一3
7

(产物大小为

268 bp)。13-肌动蛋白(13一actin)：上游引物Actin—A：

5’一TGCTGTCCCTGTATGCCTCT一3‘；下游引物

Actin—B： 5 7一GGTCTTTACGGATGTCAACG一3
7

(产物大小为462 bp)，经PAGE纯化。引物由中科

开瑞生物芯片科技公司合成。

2．5 反转录聚合酶链式反应(RT—PCR)：反转录

合成cDNA，条件是：先加模板RNA 1肛L，50

umol／L Oligo dT引物1弘L，RNA—free H20 10

tLL，70℃、5 min，迅速置冰上，加入dNTP(10

／1mol／L)2肛L，5×缓冲液4 pL，40 U／／』L RNase

抑制剂0．5弘L，200 U／uL M—MLV RT酶1 pL，

RNA—free H20补至20弘L。42℃、60 min，然后

95℃、5 min，最后置冰上。以2 tLL RT产物为模板

进行PCR扩增反应，反应条件：94 oC、5 min；35个

循环：94℃、30 s；53℃、30 S；72。C、30 S；72℃、5

min；最后置4℃。PCR产物以1．5％凝胶电泳检

测，用凝胶图像处理系统对照片进行扫描定量分析。

2．6 统计分析：数据均以z±s表示，结果采用

SAS统计软件进行t检验和方差分析，并以LSD法

进行各组间的两两比较。

3结果

3．1小鼠体重变化情况：由表1可以看出，实验前

根据小鼠血清TC随机分组，各组间小鼠体重差异

不显著。实验结束时，各组小鼠体重变化较大，高脂

组小鼠体重明显高于正常小鼠(P<o．01)，说明长

期食用高脂食物，容易引起肥胖。绞股蓝组和洛伐他

汀各剂量组的小鼠体重低于高脂组，但无统计学

差异。

3．2洛伐他汀对小鼠脏器指数的影响：由表1可以

看出，洛伐他汀各组肝脏指数均极显著高于正常对

照组(P<o．01)，但与高脂组比较，差异不显著。脾

脏指数、肾脏指数各组之间差异均不显著。高脂组胸

腺指数显著低于正常组(P<o．05)。洛伐他汀各剂

量组的胸腺指数高于高脂组，但差异不显著。表明洛

伐他汀不会明显影响实验小鼠的脏器指数。
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与A组比较：。P<O．05 一．P<O．01

’P<O．05。+P<O．Ol口s group A

3．3洛伐他汀对小鼠血脂水平的影响：由表2可

见，饲喂高脂饲料各组小鼠其血清TC极显著高于

正常对照组(P<0．01)，血清TG明显高于正常

组，说明实验期间高脂模型成功。洛伐他汀低剂量组

血清TC低于高脂组，但无统计学差异。绞股蓝组和

洛伐他汀中、高剂量组血清TC极显著低于高脂组

(P<O．01)。洛伐他汀低剂量组小鼠血清TG显著

低于高脂组(P<o．05)，而绞股蓝组和洛伐他汀中、

高剂量组的小鼠血清TG均极显著低于高脂组

(P<o．01)。说明洛伐他汀对高脂小鼠血清TG具

有降低作用，且呈剂量依赖关系。洛伐他汀低剂量组

可以升高高脂小鼠血清HDL—C，但与高脂组差异不

显著。洛伐他汀中剂量组显著升高高脂小鼠血清

HDL—C(P<o．05)，洛伐他汀高剂量组极显著升高

高脂小鼠血清HDL—C(P<0．01)，且与正常组差异

不显著。说明洛伐他汀对高脂小鼠具有升高血清

HDL—C作用，且呈剂量依赖关系。高脂饲料组小鼠

血清LDL—C水平极显著高于正常对照组(P<

0．01)，绞股蓝和洛伐他汀中、高剂量组小鼠血清

LDL—C水平极显著低于高脂组(P<o．01)，而洛伐

他汀低剂量组小鼠血清LDL—C水平低于高脂对照

组，但无统计学差异。说明洛伐他汀具有降低高脂小

鼠血清LDL—C的作用，且与剂量呈正相关关系。

与高脂模型组相比，洛伐他汀低、中、高各剂量

组分别使小鼠血清TC降低10．47％、30．12％和

39．58％；分别使血清TG降低18．35％、57．59％

和54．43％；分别使血清HDL—C升高7．14％、

25．51％和39．80％；分别使血清LDL—C降低

12．07％、36．22％和47．53％。说明洛伐他汀对高

脂小鼠血脂代谢具有良好的调节作用，且呈剂量依

赖关系。

3．4 洛伐他汀对AI的影响：从表2可以看出，饲

喂高脂饲料各组小鼠AI极显著高于正常组(P<

0．01)，绞股蓝和洛伐他汀低、中、高剂量组小鼠AI

值均极显著低于高脂组(P<o．01)。说明洛伐他汀

具有降低高脂小鼠AI的作用，且呈剂量依赖关系。

表2洛伐他汀对小鼠血脂水平和Al的影响(j±s)

Table 2 Effect of Lovastatin on blood lipid levels and AI in mice(；士s)

与A组比较：一P<O．01； 与B组比较：zxp<o．05△△P<O．Ol

—P<O．Ol口s group A；8P<O·05 06P<O·01 w group B

3．5 洛伐他汀对小鼠肝脏和脾脏LPL mRNA表

达的促进作用：以各组肝脏、脾脏组织LPL与p_

actin mRNA的mRNA基因表达凝胶照片吸光度

值的比值为纵坐标，以各组(A、B、C、D、E、F)为横

坐标，RT—PCR结果显示(图1)，高脂模型组与正

常对照组相比较，肝组织中LPL mRNA表达水平

降低20％；而洛伐他汀和绞股蓝用药组，与高脂模

型组相比较，LPL mRNA表达水平显著升高，绞股

蓝组，洛伐他汀低、中、高剂量组比高脂模型组分别

升高18％、50％、81％、90％；尤其是洛伐他汀中、高

剂量组，比正常组分别升高21％、54％。脾组织中的

LPL mRNA表达差异不大，无统计学意义。
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图1洛伐他汀对高脂小鼠肝脏、脾脏组织

LPL mRNA表达的影响

Fig．1 Effect of Lovastatin on LPL mRNA expression

in liver and spleen tissue of hyperlipidemic mice

4讨论

本实验以绞股蓝总苷为阳性对照，观察功能红

曲有效成分洛伐他汀对高脂饲料喂养小鼠的脂质代

谢和肝、脾组织中LPL mRNA表达的影响。结果表

明，高脂组小鼠的血清TC、TG、LDL—C均显著高于

正常组，HDL—C显著低于正常组，说明动物实验高

脂模型是成功的。实验结果显示，绞股蓝总苷阳性对

照组和洛伐他汀各剂量组均影响高脂小鼠的血脂代

谢。绞股蓝总苷阳性对照组和洛伐他汀中、高剂量组

与高脂组相比，能显著降低高脂小鼠血清TC、TG、

LDL—C的水平(P<o．01)；洛伐他汀各剂量组均能

显著升高实验小鼠血清HDL—C的水平，与高脂组

比较差异显著(P<o．01)。这一结果与文献的报道

结果是一致的[8]。说明洛伐他汀对实验小鼠血脂代

谢具有良好的调节作用，且呈剂量相关关系。洛伐他

汀各剂量组均能显著升高高脂小鼠血清HDL—C的

水平，与极显著降低高脂小鼠AI(P<o．01)的作

用是一致的。HDL—C的水平升高有利于外周胆固醇

的清除，防止胆固醇在动脉壁沉积，从而阻碍动脉粥

样硬化(AS)形成。

LPL，一方面可以催化载有丰富胆固醇的乳糜

微粒(CM)和极低密度脂蛋白(VLDL)中的TG

水解，产生缺乏TG的CM和VLDL残粒，二者可

在肝脏中被迅速代谢清除，结果使血液中的TG和

VLDL—C水平降低[12]；另一方面，除肝脏和小肠分

泌合成HDL—C外，CM和VLDL的分解代谢产物

也是HDL—C的一个重要来源[1引，故LPL的水平升

高，可大量水解血液中VLDL和CM，提高血液

HDL—C的水平。本实验结果表明，洛伐他汀明显提

高高脂血症小鼠肝组织中LPL mRNA的表达水

平，且呈剂量正相关依赖关系；同时，LPL mRNA

的表达水平提高与实验小鼠肝组织中LPL活性增

强，及其对高脂小鼠血清中TG、TC、LDL—C的降低

作用和HDL—C的升高作用呈正相关。洛伐他汀对

高脂小鼠血清HDL—C的升高作用与降低AI的作

用也是一致的。

本实验结果提示，洛伐他汀提高LPL mRNA

的表达可能是其调节血脂水平，防治AS的重要分

子作用机制之一。
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更正：2005年第4期第582页“荒漠肉苁蓉茎腐病的初步研究”作者将文内绿“享”更正为绿“亨”。
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