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紫苏叶油对肢体缺血一再灌注大鼠离体结肠平滑肌细胞的作用

刘 蓉1，徐芳2，唐 方1

(1．天津医科大学总医院中医科，天津300052；2．天津中新药业达仁堂制药厂，天津300193)

紫苏Perilla frutescens(L．)Britt．是唇形科

紫苏属药用植物，性温、味辛。紫苏叶具有发散风寒、

行气和胃之功效。紫苏叶含挥发油，主要成分为紫苏

醛、黄酮以及金属元素。紫苏叶在临床上应用广泛，

其药理作用的研究也较丰富。有关其促进胃肠运动

的作用虽有报道[1]，但鲜有系统研究，而基于胃肠动

力障碍模型的研究尚未见报道。本研究拟在通过建

立肢体缺血一再灌注引发大鼠胃肠动力障碍模型，制

备离体单个结肠平滑肌纽胞，观察紫苏叶油对模型

大鼠结肠平滑肌细胞收缩的影响，并通过钙鳌合剂

EGTA和钙离子通道阻断剂维拉帕米从细胞水平

探讨其作用机制。

1材料

1．1药品：紫苏叶油，由天津达仁堂制药厂提供。

1．2实验动物；清洁级Wistar大鼠，雌雄各半；体

重(120±20)g，购自北京大学医学部实验动物部，

许可证号：SCXK(京)2002--0001。

1．3 试剂：Ⅱ型胶原酶，美国Invitrogen公司；

Hank
7

s液、PBS，北京鼎国生物技术有限公司；台盼

蓝、50％戊二醛，天津精细化工厂；10％水合氯醛溶

液，购自天津医科大学总医院制剂室。EGTA为

Sigma公司产品；维拉帕米，上海禾丰制药有限公司。

1．4仪器：Nikon 102光学显微镜，日本；5810R型

Eppendorf低温高速离心机，德国；Olympus倒置相

差显微镜，日本；Olympus—Vsp一3显微照相系统，

日本；Cmias 2000图像分析系统，北京。

2方法

2．1 肢体缺血一再灌注大鼠模型制备：采用改良

Yassin法[2’3]。实验动物于造模前24 h禁食，饮水不

限。以10％水合氯醛(o．3 mL／100 g)ip行术前麻

醉。结扎实验大鼠双侧大腿根部，持续3 h，造成双

侧下肢缺血。迅速解除结扎，肢体再灌注12 h，模型

制备完成。

2．2离体单个结肠平滑肌细胞的制备：模型大鼠脱

颈椎处死，迅速取出近端结肠5 cm(回盲部2 cm

以下部位)并置于4℃生理盐水中，沿肠系膜对侧
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将其剪开，去除黏膜与浆膜，将肌组织细切至1～2

mlTl3块状，置于10 mL含0．1％Ⅱ型胶原酶的消化

液中，30℃、10 min，弃去消化液。PBS冲洗3次，以

适量PBS悬浮组织，吸管反复轻轻吹打，50目筛网

过筛，收集游离单个平滑肌细胞。台盼蓝染色确定细

胞活力>90％，调整每检体细胞悬液细胞浓度为

5×105／mL，供实验使用。

2．3药物配制：以二甲基亚砜为溶媒，将紫苏叶油

分别稀释至10、5、2．5、1．25、0．625 mg／mL 5个质

量浓度的原液。

2．4实验用药添加方法

2．4．1 紫苏叶油添加方法：将不同质量浓度紫苏叶

油原液分别稀释至500、250、125、62．5、31．25,ug／

mL终质量浓度组。分别于250 ffL胃肠动力障碍模

型大鼠离体结肠平滑肌细胞悬液中，加入5种质量

浓度紫苏叶油各12．5 luL，对照组加入等量PBS，作

用1 min，以2．5％戊二醛固定，终止反应。

2．4．2工具药添加方法：将2 mmol／L EGTA或

40 tLmol／L维拉帕米各lo pL，分别加入250 pL模

型大鼠结肠平滑肌细胞悬液中，反应10 rain，加入

质量浓度250弘g／mL紫苏叶油12．5肛L，作用1

min依常规固定。

2．5结肠平滑肌细胞收缩量测定方法：于20倍倒

置光学显微镜下，各浓度组每检体随机观测30个细

胞，每组10例。应用图像分析系统计算其平均长度。

细胞收缩反应的变化以细胞收缩率表示。

细胞收缩率一(对照组细胞平均长度一给药组细胞平均

长度)／对照组细胞平均长度x 100％

2．6统计处理：采用SPSS 11．5统计软件，各组实

验结果均以X±s表示。两样本均数比较用双侧t检

验，多组样本均数比较用方差分析。

3结果

3．1模型大鼠游离结肠平滑肌细胞的变化：倒置相

差显微镜下，正常大鼠平滑肌细胞呈梭形，细胞的长

度(21．62～113．82)弘m[平均(51．58±4．22)

肚m，行一103。与之相比，模型大鼠结肠平滑肌细胞结

构虽完整，但多呈长杆状，细胞长度(23．46～

118．21)p．m[平均(57．89±7．44)肛m，n一103。与

正常组比较，模型大鼠结肠平滑肌细胞呈明显舒张，

细胞平均长度显著增加(P<O．05)。

3．2紫苏叶油对模型大鼠结肠平滑肌细胞收缩的

影响：不同质量浓度紫苏叶油对模型大鼠结肠平滑

肌细胞收缩影响的比较结果显示，31．25～250 ug／

mL 4个紫苏叶油组，细胞收缩率具有显著性差异

(P<0．01)，且随质量浓度的增加，细胞收缩率增

加，呈明显剂量依赖关系(r一0．745，P<O．01)，250

ffg／mL组细胞收缩达高峰(P<o．01)。当质量浓度

为500弘g／mL，细胞收缩变化呈显著下降(P<

0．01)。图1。

图1不同质量浓度紫苏叶油对模型大鼠结肠平滑肌

细胞收缩率比较。士s，弹一10)

Fig．1 Comparison on contraction rate of model colonic

smooth muscle cells among different concen—

tration P．frutescens leaf oil G+s。席一10)

3．3 EGTA和维拉帕米对紫苏叶油效应的影响：

钙鳌合剂EGTA与PBS中Ca2+结合，紫苏叶油对

模型大鼠结肠平滑肌细胞的收缩率显著下降(P<

0．01)，为紫苏叶油收缩效应79％。钙通道阻断剂维

拉帕米则可完全阻断紫苏叶油对细胞的收缩作用

(P<o．01)，其抑制效应为100％(见表1)。

表1不同药物对模型大鼠结肠平滑肌细胞的影响

(；±s，席一10)

Table 1 Effect of different drugs on model colonic

smooth muscle cells(；土s。n一10)

组别 收缩率／％

模型+紫苏叶油

模型+EGTA+紫苏叶油

模型+维拉帕米+紫苏叶油

0．29士O．13

0．06士O．05一

一0．002士0．08‘。

与模型+紫苏叶油组比较：一P<O．01

’。P<O．01 VS model+P．frutescens leaf oil group

4讨论

肢体缺血一再灌注大鼠是近年来国内外进行肠

黏膜形态与功能研究的常用模型。前期实验显示：肢

体缺血一再灌注大鼠，血清NO、TNF显著升高[3'4]，

胃平滑肌张力和节律均有不同程度下降，胃平滑肌

细胞平均长度明显增加，胃肠发生显著的运动功能

障碍。证实，缺血一再灌注引发大鼠结肠平滑肌细胞

舒张，平均长度明显增加(P<0．05)。该模型作为结

肠动力障碍模型具有可行性及可重复性。

紫苏气味芳香，长于理气和胃，广泛运用于经典

中成药及临床方剂中。Koezuka[11报道，紫苏叶提取

物紫苏酮可明显促进小鼠肠推进力。提示紫苏促肠

如∞∞加m

0

m

96＼料好娶
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推进作用可能与肠动力相关。为此在探讨紫苏叶油

对胃肠动力障碍模型大鼠结肠肌条张力影响的基础

上，为避免神经、体液因素的干扰，本实验采用离体

单个平滑肌细胞分离技术，观察了紫苏叶油对结肠

平滑肌细胞收缩活动的直接作用。结果表明，

31．25～250#g／mL紫苏叶油可促进结肠平滑肌细

胞收缩，其效应呈剂量依赖关系，最大效应质量浓度

为250 t—tg／mL。当紫苏叶油质量浓度大于250 pg／

mL时，对细胞收缩作用反呈下降趋势，500 t-g／mL

对细胞收缩作用明显低于250／zg／mL(P<0．01)。

提示，药物对细胞的作用效应存在一个适宜浓度范

围，不及或超越这个范围不但不能达到预期的疗效，

甚至适得其反。

研究证实，钙离子在介导平滑肌收缩反应中起

核心作用口]。平滑肌细胞收缩时，细胞内[Ca抖]i升

高源于细胞外钙内流和细胞内钙库的释放。细胞外

的Ca2+可通过质膜离子通道进入细胞内，主要包括

电压门控钙通道和配体门控钙通道，前者是胞外

Ca2+内流的主要通道[8]。本实验选用钙鳌合剂

EGTA鳌合细胞外缓冲液中的Ca2十，观察其对紫苏

叶油刺激结肠平滑肌细胞收缩的影响，结果紫苏叶

油对细胞收缩效应明显降低(P<o．01)。进一步观

察了L型Ca2+通道阻断剂维拉帕米的影响，紫苏叶

油收缩作用完全被抑制(P<O．0i)。且EGTA和维

拉帕米对紫苏叶油刺激细胞收缩效应影响无差异

(P>o．05)。提示，紫苏叶油通过促进细胞外Caz十内

流介导结肠平滑肌细胞的收缩，且主要经L型Ca2+

通道实现。紫苏叶油对结肠平滑肌细胞收缩作用是

否与胞内钙库Ca2+释放有关，有待于进一步研究。
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金丝桃苷等10个天然黄酮类化合物的抗抑郁活性筛选研究

王卫星，胡新颖，刘 鹏，郭洪祝+，果德安

(北京大学药学院生药学生物技术研究室，北京 100083)

抑郁症是一种以显著而持久的心境低落为主要

特征的综合症，已经成为危害现代人类健康的重要

疾病之一，据世界卫生组织预测，到2020年抑郁症

将成为仅次于心脏病的第二大疾病[1]。目前抑郁症

主要采用化学药物治疗，存在疗效较低，不良反应较

大的弊端。因此，国内外在抗抑郁药物的研制与开发

方面逐渐重视传统药物和天然药物＆]。天然黄酮类

化合物广泛存在于药用植物、水果和蔬菜中，现代药

理研究表明，其在心血管系统、内分泌系统和抗肿瘤

方面具有明显的药理作用[3]。近年来，黄酮类化合物

的抗抑郁作用陆续有了研究报道[4’5]，其中对抗抑郁

植物药贯叶金丝桃的研究发现，黄酮类化合物在其

抗抑郁有效成分中发挥着重要的作用[43。这些研究

结果提示黄酮类化合物可能是一类安全有效的抗抑

郁先导化合物，但是目前关于黄酮类化合物的抗抑

郁作用仅见零散报道，其结构与活性之间的联系未

见研究。鉴于此，本实验拟通过研究常见黄酮类化合

物的抗抑郁活性，来阐述可能存在的构效关系。通过

利用经典抗抑郁模型——小鼠强迫游泳实验和小鼠

悬尾实验对所选择的10个典型天然黄酮类化合物

的抗抑郁活性作了初步的筛选。
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