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丹参有效部位对吗啡依赖性小鼠位置偏爱效应的影响

何方，余 涓，陈崇宏’

(福建医科大学药理学系，福建福州 350004)

摘 要：目的观察丹参脂溶性有效部位对吗啡诱导的小鼠条件性位置偏爱效应的影响，并对丹参有效部位进行

初步鉴定。方法 隔天分别sc吗啡和生理盐水，共6 d，引起小鼠产生显著的条件性位置偏爱效应。在训练阶段sc

吗啡前30 min ip不同剂量的丹参脂溶性有效部位。建立反相高效液相色谱法(RP—HPLC)鉴定丹参脂溶性有效

部位的主要成分。结果 吗啡模型组小鼠在伴药箱停留时同明显延长，丹参脂溶性有效部位(40 mg／kg)可使小鼠

在伴药箱停留时间显著缩短(尸<0．01)。经RP—HPLC法初步鉴定丹参脂溶性有效部位的主要成分为隐丹参酮。

结论丹参脂溶性有效部位(隐丹参酮)能在一定程度上抑制吗啡诱导的小鼠条件性位置偏爱效应的形成。

关键词：丹参，吗啡I条件性位置偏爱；隐丹参酮
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Effect of radix of Salvia miltiorrhiza fraction on conditioned place preference

in mice induced by morphine

HE Fang，YU Juan，CHEN Chong—hong

(Department of Pharmacology，Fujian Medical University，Fuzhou 350004，China)

Abstraet：0bjective To investigate the effect of lipid soluble fraction in the radix of Salvia

miltiorrhiza(FSM)on conditioned place preference(CPP)in mice induced by morphine and preliminarily

identify the fraction in the radix of S．miltiorrhiza．Methods Morphine or NS was sc injected every other

day to induce the obvious CPP in mice for 6 d．Before 30 min of sc injecting morphine．mice were iP

administered different doses of lipid soluble fraction in the radix of S．miltiorrhiza．RP—HPLC method was

used to identify the major component in the lipid soluble fraction in the radix of S．miltiorrhiza．Results
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The staying time in morphine—paired white compartment was significantly prolonged．After treatment with

Iipid soluble fraction in the radix of S．miltiorrhiza(40 mg／kg，ip)，the staying time in morphine—paired

white compartment was significantly shortened(P<0．01)．The major component in the lipid soluble

fraction of S．miltior'rhiza was indentifed as cryptotanshinone．Conclusion Lipid soluble fraction in the

radix of S． miltiorrhiza (cryptotanshinone)could restrain the acquisition of CPP in mice induced by

morphine to a certain extent．

Key words：the radix of Salvia miltiorrhiza Bunge；morphine；conditioned place preference(CPP)，

cryptotanshinone

阿片类药物长期使用会产生耐受和成瘾。在临

床治疗方面，对精神依赖及戒断期过后的强烈的不

可抑制的毒品心理渴求而导致的“复吸”，目前尚无

十分有效的方法。丹参是唇形科鼠尾草属植物丹参

Salvia miltiorrhiza Bunge的干燥根及根茎。近年来

将传统中药丹参用于中药戒毒复方中，在脱毒及抗

稽延性戒断症状中均已在临床上获得较好的效

果[1]。国外的动物实验研究表明鼠尾草属植物可以

减轻吗啡引起的戒断症状[2]。本课题组在最近的研

究中也发现丹参提取物对吗啡依赖小鼠的戒断症状

有阻断作用，可拮抗小鼠吗啡身体依赖性的形成[3]。

本实验通过条件性位置偏爱(conditioned place

preference，CPP)试验，观察丹参脂溶性有效部位

对吗啡引起小鼠精神依赖的影响，并对丹参有效部

位的主要成分进行了初步鉴定。通过探索中药丹参

戒毒的药理作用，并为解决戒毒后的“复吸”等问题

及开发低耐受性、多靶点作用、质量可控的新型抗依

赖药物奠定基础。

l材料

1．1 动物：雄性昆明种小鼠，体重18～22 g，由福

建医科大学实验动物中心提供，合格证号：SCXK

(闽)2004—0002。

1．2药品与试剂：丹参饮片，福建省回春药业公司

提供，经本校天然药物化学系鉴定为正品。盐酸吗啡

注射液，沈阳第一制药厂提供，批号011105。柱色谱

硅胶(100m200目)与薄层色谱硅胶G，青岛海洋

化工集团提供。分离提取丹参所用的试剂均为AR

级。丹参酮I A与隐丹参酮对照品由中国药品生物

制品检定所提供。甲醇为色谱纯，水为自制双蒸水。

1．3仪器：条件性位置偏爱箱仿文献方法制作“]，

箱体由两个正方体(15 cm×15 cm×15 cm)组成，

中间有一可活动的隔板，将隔板抽起后，小鼠可在两

个箱体之问自由活动。箱体的一侧除玻璃面板外内

侧各面均漆成黑色，底面粗糙，另一侧除玻璃面外各

面均漆成白色，底板制成光滑面，整个实验箱具有视

觉和触觉两种线索。Agilent 1100系列高效液相色

谱仪，Agilent自动进样器，Agilent DAD检测器，

veto 8．01一Chemistation色谱工作站。

2方法

2．1丹参脂溶性有效部位的提取分离：丹参饮片粉

碎后，取100 g用甲醇回流提取2次，每次2 h。甲醇

提取液浓缩后得到浸膏25．43 g。将浸膏用水溶解，

再分别用石油醚、乙醚进行萃取，浓缩后得到石油醚

提取物0．34 g和乙醚提取物2．58 g。乙醚提取物用

硅胶色谱柱，以石油醚一醋酸乙酯(90 t 100 75。

25)梯度洗脱。根据薄层色谱合并收集液得到3个

组分，浓缩烘干。经小鼠条件性位置偏爱实验筛选

后，确定洗脱出的第2组分(o．047 g)为丹参抗吗

啡精神依赖的有效部位(fraction of Salvia

miltiorrhiza，FSM)。

2．2预处理：小鼠在动物房适应性饲养2 d后，第

3天将位置偏爱箱箱体的隔板抽出，把小鼠逐只放

入箱体中间，观察15 min，以小鼠的头部为准记录

小鼠在各箱体停留时间。观察过程在隔音条件下进

行。剔除对箱体某一侧有显著偏爱的小鼠，以排除非

条件性位置偏爱对实验结果的影响。结果显示，几乎

所有小鼠偏爱黑箱。因此，将白箱作为非偏爱侧。

2．3 FSM对吗啡诱导的小鼠条件性位置偏爱效应

获得的影响：将达到实验条件的小鼠50只随机分

为生理盐水对照组、吗啡模型组(6 mg／kg)及

FSM(10、20、40 mg／kg)分别加吗啡(6 mg／kg)

的3个给药组，共5组，每组10只。除对照组外，各

组小鼠隔天分别注射吗啡(第2、4、6天)和生理盐

水(第1、3、5天)，均采用背部SC给药。注射吗啡后

置于伴药箱白色箱体，注射生理盐水后置于另一侧

黑色箱体，时间均为30 min。共训练6 d，小鼠形成

条件性位置偏爱。给药组小鼠在每次SC吗啡前30

min，ip不同质量浓度FSM，生理盐水对照组与吗

啡模型组ip同体积的生理盐水。最后1次8C吗啡

后24 h进行条件性位置偏爱试验，检测过程与预处

理阶段相同，记录小鼠在白箱中的停留时间。

2．4 RP—HPLC法鉴定FSM中的主要成分
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2．4．1色谱条件：依利特Hypersil BDS C18色谱柱

(250 mm×4．6 mm，5 pm)；流动相：甲醇一水(75 l

25)I体积流量：I．0 mL／min；进样量：10弘L；检测波

长：270 nm，柱温：25℃。

2．4．2 对照品溶液制备：精密称取对照品丹参酮

I^8．8 mg和隐丹参酮2．2 mg，用甲醇配成质量浓

度分别0．176、0．044 mg／mL的混合对照品储备

液。精密吸取2．5 mL，置10 mL棕色量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，制成质量浓度分别为0．044、

0．011 mg／mL的混合对照品溶液。

2．4．3样品溶液：精密称取1．1 mg样品，置于50

mL棕色量瓶中，加甲醇稀释至刻度，超声震荡10

rain，摇匀，10 000 r／min离心10 min，取上清液作

为样品溶液。进样前经0．45 pm微孔滤膜滤过。根

据色谱图保留时间进行对比定性。

2．5 统计学处理：实验数据以z土s表示，应用

SPSS 11．0统计软件进行完全随机设计资料的单因

素方差分析。

3结果

3．1 FSM对吗啡诱导的小鼠条件性位置偏爱效应

获得的影响：与对照组比较，吗啡模型组小鼠在白箱

中停留时间显著延长，说明小鼠产生了明显的位置

偏爱效应(P<O．01)。高剂量FSM(40 mg／kg)可

明显地拮抗小鼠吗啡位置偏爱效应，与吗啡模型组

比较，小鼠在白箱滞留时间显著缩短(P<o．01)。中

剂量FSM(20 mg／kg)对小鼠吗啡位置偏爱效应

有较明显的影响(P<O．05)，但与对照组比较差异

也显著(P<o．05)；这提示中剂量FSM(20 mg／

kg)抑制小鼠吗啡位置偏爱效应获得的作用不稳定。

低剂量FSM(10 mg／kg)与吗啡模型组相比，小鼠

在白箱停留时间无显著差异(P>o．05)。见表1。

裹I FsM对吗啡诱导的小鼠条件性位置偏爱效应获得

的影响G+s，露=10) 。

Table 1 Effect of FSM on acquisition of CPP in mice

induced by morphine(善士j·露=10)

’

与对照组比较l。P<0．05一P<0．01

与模型组比较：。P<0．05。。P<0．01

。P<0．05。。P<0．01 w control group

。P<0．05 44P<0．01 w model group

3．2 FSM样品HPLC测定结果：分别取混合对照

品溶液lo止和样品溶液10 pL，进样测定。色谱图

(图1)显示样品FSM的保留时间为12．704 min，

分离良好。混合对照品中隐丹参酮的保留时间为

12．788 min，丹参酮I A的保留时间为21．046 min。

将样品与对照品的保留时间进行比对，可判断丹参

脂溶性有效部位FSM的主要成分是隐丹参酮。根

据标准曲线计算出丹参脂溶性有效部位FSM中隐

丹参酮的质量分数为85．11％。

丹参酮II．

1 ^

O 5 10 15 20 25

t／min

圈1隐丹参酮和丹参酮1^混合对照品(A)

和样品FSM(B)的HPLC图谱
。

Fig．1 HPLC Chromatograms of eryptotanshinone

and tanshlnone I^mixture reference

· substance(A)and FSM sample(B)

4讨论

条件性位置偏爱试验是由Katz和

Gormenzano于1979年提出的一种判定药物奖赏

效应的行为药理学实验[5]，近十几年来其方法逐步

完善，是评价药物精神依赖性的一种简单有效的方

法。本实验通过记录吗啡诱导小鼠在伴药箱的停留

时间来反应小鼠的精神依赖情况。结果表明高剂量

的丹参有效部位FSM(40 mg／kg)能缩短小鼠在

白色伴药箱的停留时间，可在一定程度上抑制吗啡

诱导的条件性位置偏爱的形成。丹参脂溶性成分的

化合物种类有40多种，主要活性成分有丹参酮I、

丹参酮I A、隐丹参酮、二氢丹参酮I等[6]。通过样品

FSM与隐丹参酮和丹参酮I A混合对照品的RP—

HPLC图谱，将保留时间进行比对，可初步判断丹参

有效部位FSM的主要成分是隐丹参酮。

阿片类药物反复给药可使中枢神经元细胞内

Ca2+浓度显著升高。丹参具有钙拮抗作用，可抑制
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Ca2+内流，减少胞内Ca2+浓度[7]，因而有可能通过

影响细胞内信号传导通路Ca2+_CaM—CaMK—CREB

以及Ca2+-NOS—NO—cGMP来参与依赖形成过程。

戒断后病人的焦虑烦躁症状和记忆是造成复吸的主

要原因，现代研究表明丹参能明显改善单侧颞叶缺

血性损害大鼠的空间认知能力障碍[8]。丹参改善记

忆和空间认知能力的作用，能增强对药瘾无关的记

忆，降低对药瘾的记忆，在理论上可以抑制吗啡的精

神依赖的形成。因此，推测丹参脂溶性成分中的隐丹

参酮对吗啡诱导的精神依赖有拮抗作用，是主要的

有效部位，为丹参及隐丹参酮用于干预阿片类药物

依赖行为提供了研究线索，为研究新型有效的戒毒

药应用于临床提供了理论基础。但其确切的作用机

制仍有待进一步深入研究。
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槲皮素及异槲皮素、芦丁抗自由基活性的比较研究

金越1，吕 勇1，韩国柱1．孙慧君1，鱼红闪2，金凤燮2

(1．大连医科大学药理教研室，辽宁大连116027；2．大连轻工学院食品与生物工程系，辽宁大连116034)

摘要：目的评价3种黄酮类同系化合物槲皮素及其单糖苷异槲皮素和双糖苷芦丁的体外抗自由基作用，进一

步研究其构效关系。方法采用H。O。／Fe抖体系，通过Fenton反应生成羟自由基(·OH)I采用邻苯三酚自氧化法

产生超氧阴离子(o：7)。利用·OH造成肝细胞脂质过氧化以及红细胞膜破裂，观察受试化合物的保护作用，并计

算IC。结果 在以上4种体外模型中，3种药物均表现出极强的清除自由基能力。在·0H以及Oz7清除实验中，

抗氧化活性顺序为芦丁>异槲皮素>槲皮素；在抑制肝匀浆脂质过氧化及红细胞膜破裂实验中，抗氧化活性顺序

为槲皮素>异槲皮素>芦丁。结论 3种受试黄酮类化合物均具有十分强大的自由基清除作用，且呈现明显的剂量

依赖性和糖基结构依赖性，在不同的实验体系中其抗自由基活性强弱顺序不同。

关键词：黄酮化合物，自由基，槲皮素，异槲皮素，芦丁
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Comparative study on in vitro anti—free radical activities of quercetin，

isoquercetin，and rutin

JIN Yuel，LU Yon91，HAN Guo—zhul，SUN Hui—junl，YU Hong—shan2，JIN Feng—xie2

(1．Department of Pharmacology，Dalian Medical University，Dalian 116027，ChinaI 2．Department of Eatables

and Biological Engineering，Dalian Light Industrial College，Dalian 116034，China)

Abstract：Objective To assess in vitro anti—free radical activities of three flavonoids：quercetin，its

monoglycoside isoquercetin， and diglyeoside rutin，and further investigate their structure—effect rela—

tionship．Methods Hydroxyl free radical(·OH)was generated using H202／Fe2+system via Fenton
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