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增加和作用时间的延长，细胞凋亡比例逐渐增加，同

时还可使各期细胞的比例下降，最终诱发各期细胞

发生凋亡，结果完全与显微镜下观察、凋亡小体及

DNA梯形条带的形成相一致。

综上所述。本实验在肯定吉九里香碱能抑制

K562细胞增殖的同时，用多种方法证实吉九里香

碱作用后的K552细胞有典型的凋亡发生，说明吉

九里香碱通过诱导K562细胞凋亡来发挥其抑制

K562细胞增殖的作用，这一研究结果为进一步研

究吉九里香碱抑制其他肿瘤细胞的增殖提供了一定

的实验依据。
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黄连解毒汤对尼莫地平在大鼠脑内处置动力学的影响
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摘要：目的在整体和离体水平上研究黄连解毒汤对尼莫地平脑处置动力学的影响。方法测定大鼠单独给予

尼奠地平以及尼莫地平与黄连解毒汤台用的血浆、脑组织中的尼莫地平经时过程．并在离体水平上采用原代培养

的大鼠脑微血管内皮细胞(rBMEC)模型考察ig黄连解毒汤后的大鼠血靖、黄连解毒汤中的指标成分黄芩昔和小

檗碱对尼莫地平在血脑屏障上转运的影响。结果整体宴验中，合用黄连解毒汤组，尼莫地平在血浆和脑组织中的

c一和AUC均显著高于单独给予尼莫地平组I离体实验中，ig黄连解毒汤后的大鼠血清、黄芩苷(5 pgtmL)、小檗

藏(>10 ng／mL)促进rBMEC对尼莫地平的摄取，小檗碱(10ng／mL)对尼莫地平的摄取最有影响。结论在舍

用黄连解毒汤时，尼莫地平在大鼠血浆和脑组织中的药动学行为均发生改变，合用组尼莫地平在大鼠脑组织中分

布增加，可能部分源于黄连解毒汤中黄芩苷的作用。

美键词：黄连解毒汤；尼莫地平}藏芩苷{脑微血管内皮细胞(rBMEC)
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Dynamic effect of Huanglian Jiedu Tang on Nimodipine disposition in rat brain
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Abstract：Objective To evaluate the dynamic effect of Huanglian Jiedu Tang(HLJDT)on

Nimodipine disposition in rat brain．Metbods In vivo．Nimodipine in plasma and brain tissue was

measured in rats treated with Nimodipine alone or Nimodipine co—administered with HLJDT．In vitro，

primary cultured brain microvessel endotheEal cells(rBMEC)model was used to study the effect of serum

obtained from HLJDT—treated rats，baiealin and berberine on the transport of Nimodipine across blood-

brain barrier．Results In viVO，C二。and AUC of Nimodipine were much higher than those in Nimodipine

alone group when concomitantly ig adminstered HLJDT and the concentration of Nimodipine in hraine
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tissue also increased in HLJDT—treated rata．／n vitro，the serum of HLJDT-treated rats increasd the

uptake of Nimodipine in rBMEC．SO did baicalin(5／19／mL)and berberine(>10 ng／mL)．But berberine

(10 ng／mL)showed no effect on the uptake of Nimodipine．Conclusion The experimental findings

indicate that HLJDT pretreatment might alter the pharmacokinetie behavior of Nimodipine both in plasma

and brain tissue．The change of pharmacokinetie behavior of Nimodipine in brain tissue might partly result

from the effect of baiealin in HLJDT．

Key words：Huanglian Jiedu Tang(HLJDT)#Nimodipine；baiealin)brain microvessel endothelial

cells“BMEC)

尼奠地平(Nimodipine)是钙通道阻断药中对

脑血管作用最强的药物，目前主要用于蛛网膜下腔

出血、缺血性脑血管病以及老年痴呆等中枢性疾病。

黄连解毒汤为经典清热解毒方剂。始载于《外台秘

要》崔氏方，全方由黄连、黄芩、黄柏，栀子组成。药理

学研究证实，本方作用广泛，具良好的抗菌消炎等功

效。近年，该方其他方面的药理作用，尤其是中枢系

统的作用，受到广泛关注。研究表明，黄连解毒汤对

小鼠短暂脑缺血所致认知和记忆障碍。对脑缺血所

致的神经元死亡及其他脑损伤有保护作用，该方已

被用于一些与脑卒中有关的临床症状并显示出良好

的治疗效果o“]。

考虑到尼莫地平和黄连解毒汤对于缺血性脑血

管病均具有良好治疗效果，二者有可能被联合使用。

近年来，关于化学药和中草药在联合使用时，发生相

互作用，导致治疗失败或是不良反应增加的报道不

断增多“]。因此，有必要研究黄连解毒汤和尼莫地乎

联合使用时是否会发生相互作用，从而给临床合理

用药提供理论指导。本研究侧重于二者在药动学环

节的相互作用。测定大鼠单独给予尼莫地平以及尼

莫地平与黄连解毒汤合用后的血浆、脑组织中的尼

莫地平经时过程，并在离体水平采用原代培养的大

鼠脑微血管内皮细胞(rBMEC)模型考察ig黄连解

毒汤后的大鼠血清、黄连解毒汤中的指标成分黄芩苷

和小檗碱对尼莫地平在血脑屏障上转运的影响。

l材料与方法

1．1药品与试剂：黄连、黄芩、黄柏、栀子购自南京

药业股份有限公司药材公司，经中国药科大学生药

学院陈立娜博士鉴定，黄连为毛茛科植物黄连

Coptw chinensis Franeh．的干燥根茎f黄芩为唇形

科植物黄芩Scutellaria baicalensis Georgi的干燥

根；黄柏为芸香科植物黄檗Phellodendron

amurense Rupr．除去栓皮的干燥树皮；栀子为茜草

科植物栀子Gardenia jasminoides Ellis的干燥成熟

果实。尼莫地平(批号040801)和非洛地平(批号

040301)购自山东新华制药厂，黄芩苷和小檗碱对

照品购自中国药品生物制品检定所。甲醇为色谱纯，

其他试剂为市售分析纯。

1．2黄连解毒汤提取物粉末的制备：黄连、黄芩、黄

柏、栀子按古方比例(3·2。2，3)组方，加10倍量

水浸泡1 h，加热煮沸，文火煎煮1 h，趁热滤过；再

按同法煎煮两次，合并3次滤液，真空干燥得粉末

(提取物含生药3．75 g／g)。经检测，提取物含黄芩

苷和汉黄芩苷分别为442、108 mg／g。含小檗碱为

560 mg／g。

1．3实验动物：清洁级SD大鼠60只，雄性，体重

(230士20)g，上海西普尔一必凯实验动物中心提供，

合格证号：SCXK(沪)Z003--0002。SD大鼠乳鼠

(7～10 d)由中国药科大学实验动物中心提供。

1．4整体水平上药动学研究：60只太鼠随机分成

两组，禁食不禁水12 h后，实验组在ig黄连解毒汤

(4．38 g／kg)8 h后iv尼奠地平(2mg／kg)，对照组

在ig溶媒0．5％CMC—Na 8 h后iv尼莫地平(2

mg／kg)。在给予尼莫地平5、10、20、40、60、90 rain

后于乙醚麻醉状态下股动脉放血于肝素化处理的采

血管中，处死大鼠，立即断头，取出大脑皮层组织。每

个时间点5只大鼠。血浆样品和脑组织样品均置

一20℃冰箱保存待分析。

1．5 rBMEC的分离与培养：根据本实验室建立的

rBMEC分离与培养模型[53进行本部分研究。于超净

台内，将7～】o d的SD大鼠乳鼠脑组织取出，去除

蛋白质，保留灰质，通过酶消化和离心的方法获得

rBMEC。

1．6 rBMEC对尼莫地平的摄取实验：将rBMEC

接种于24孔塑料培养板中，待细胞长至相互融合

成单层膜时，可进行摄取实验。将成膜细胞用37℃

空白Hanks’液(O．137 mol／L NaCl、5．37 mmol／L

KCI、1．26 mmol／L CaClz、0．81 mmol／L MgSO．·

7HzO、0．37 mmol／L NazHPO‘·H20、O．44 mmol／

L KH2PO‘、4．17 mmol／L NaHC03、2．92 mmol／L

n葡萄糖)浸泡30 min后，吸去Hanks’液，以除去

细胞表面杂质。每孔中加入含尼奠地平(10 rag／L)
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的Hanks’液或尼莫地平(10 mg／L)和黄芩苷(2、

5 pg／mL)、小檗碱(10、100、1 000 ng／mL)的

Hanks’液1 mL，37℃孵育90 rain(本实验室已

有的研究表明，尼奠地平的摄取在90 rain达到稳

态o]，故选择90 rain为摄取实验的终止时间)。吸去

药液。用4℃空白Hanks’液反复清洗细胞3遍。

每孔加入0．3mL 4℃超纯水反复冻融3遍以破碎

细胞。取出0．15 mL细胞碎片混悬液用以测定细胞

中尼莫地平质量浓度，取0．03 mL细胞碎片混悬液

以考马斯亮蓝法测定细胞蛋白量，摄取量以单位蛋

白内的尼莫地乎质量浓度表示，以单用尼莫地平处

理细胞的摄取量为100％，计算相对摄取量。

大鼠ig黄连解毒汤(4．38 g／kg)8 h后取血

清，以3倍量的丙酮沉淀蛋白后，挥干丙酮，以和血

清等体积的Hanks’液复溶，加入尼莫地平，使其质

量浓度为10 mg／L，同上进行摄取实验。大鼠fg溶

媒0．5％CMC--Na 8 h后的血清，同法操作，设为

对照组。

1．7 尼莫地平的测定方法：根据文献采用HPLC

法。叮测定血浆样品、脑组织样品氇B胞样品中的尼莫

地平质量浓度。色谱条件：色谱柱为VP—ODS柱

(4．6mm×150mill，5 pm，Shimadzu)；流动相为甲

醇一水(70 t 30)；检测波长为254 nm。

0 30 60 90

血浆样品和脑组织样品处理：血浆或脑组织匀

浆1 mL。加入2mol／L NaOH 0．2mL碱化，加入

内标非洛地平(10 ttg／mL)，振荡混匀，加入乙醚一环

已烷(1}1)5 mL，涡旋3 rain，3 500 r／min离心5

rain，取上层3 mL于干净玻璃管中，56℃水浴中

N2挥干，以流动相0．12mL复溶，15 000 r／rain离

心10min，取上层20止进样分析。
细胞样品处理：0．15 mL细胞悬液加入0．15

mL甲醇，涡旋10 rain，两次离心(15 000 r／rain，10

min)，取上层20“L进样分析。

1．8统计处理：数据以z±s表示，组闻数据以t检

验进行统计。药动学参数以BAPP软件(中国药科

大学杨劲提供)计算。

2结果与讨论

2．1单独iv给药及ig黄连解毒汤(4．38 g／kg)8

h后iv给药尼莫地平的体内血药浓度、脑组织中药

物浓度经时过程：本实验室在早期的工作中，研究了

尼莫地平在大鼠rBMEC上的转运特性01及黄连解

毒汤在大鼠体内的药动学口。]。本课题的研究是前二

者的延续，因此本实验中所用的尼莫地平与黄连解

毒汤的给药质量浓度以及选择8 h的给药时间间

隔，均是参考本实验室已有的研究成果。

由图1可看出，实验组在10、20、60 min的血药

与对照组比较c‘P<O．05一P<0·Ol

。P<0．05’’P<0．01伽cc,ntrol group

图1黄莲解毒汤对尼莫地平血药浓度(-)，脑组织中水平(b)妊时过程的影响(；士，，^一5)

Fig．1 Effect of HLJDT on Nlmodlplne concentration in plasma(a)or level in brain tissue(b)G+s，4=5)

浓度，在5、10、20、60 rain脑组织中药物质量浓度显 2．2大鼠ig黄连解毒汤后的血清对rBMEC摄取

著高于对照组。与对照组相比，实验组血浆AUC。 尼莫地乎的影响：由于中药的组成成分复杂，每一成

脑组织AuC，。均显著增加。对照组脑组织AUC，。的 分在体内的过程不尽相同等原因，中药在体内的有

比值为0．93，而实验组比值为0．98，有轻微增加趋 效成分往往异于生药材中的成分，所以很多以药材

势。两组药动学参数见表1。实验结果显示台用黄连 提取物进行的体外实验结果与体内实验结果不一

解毒汤后，尼莫地平向脑组织的分布增加，为此进一 致，为此本研究采用血清药理学的方法，以含药血清

步在离体水平上考察了黄连解毒汤是否确能增加尼 代替药材提取物，以尽可能模拟体内情形。

奠地平向脑内的转运。 大鼠ig黄连解毒汤(4．38 g／kg)8 h后的血清
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对rBMEC摄取尼莫地平的影响结果见图z，对照组

中尼莫地平的绝对摄取量为(5．81士0．09)ng／pg，

而合用黄连解毒汤组尼莫地平的摄取量显著提高

(P<o．01)。可以看出，ig黄连解毒汤后的大鼠血清

能够增加rBEMC对尼莫地平的摄取，这与体内实

验的结果相一致。

寰1 黄连解毒汤对尼奠地平主要药动学参敲的影响(Ⅳ一5)

Table 1 Effect of HLJDT oB pharmacoldnetic

parameters of NtmodJIpine(^=5)

参数 单位 对用组 实验组

■浆AUC。0 ng·mL叫·mm 17 232 23 678

■组织AUC。。 ng·g一1·rain 16155 22 260

脑组织AUC’。／血浆AUc”mL·g一1 m 93 0·98

^策11／2 mie 15．91 19．19

囊组织l恤 rain 14．04 16．92

血浆co ≈·mL一1 596．44 828．93

脯组织c岫t ng·g一1 686 44 876．03

3加

芒250
■200

鬃150
智100

罂50

0

对照组 黄连解毒汤组

与对照组比较t一尸<0 01

一，<o．01 w contro]group

圈2太■堙4．30 g／l【g夤毪解毒汤后的血清对rBMEC

摄取尼羹地平的髟晌G：i：s，^一5)

Fig．2 Eff∞t ofⅧⅢ0f ratstreatedwith峰4．38 g／h

HLJDT on uptaking NJmodlplne by rBMEC

(-士，，_=5)

为了进一步考察血清中的哪种或者哪几种成分

促进了尼奠地平的摄取，本研究考察了不同质量浓

度的黄芩苷、小檗碱对尼奠地平摄取的影响。之所以

选择这两个成分，是因为黄芩苷、小檗碱分别是黄连

解毒汤中药材黄芩、黄连的指标成分，而且很多研究

证实，二者亦是方中的有效成分。

2．3 黄芩苷和小檗碱对rBMEC摄取尼莫地平的影

响：合用黄芩苷2、5 Pg／mL时，尼莫地平的摄取量分

别为单用时摄取量E(5．69+1．53)ng／pg]的123％

和197％；合用小檗碱10、100、1 000 ng／mL时，尼

莫地平的摄取量分别为单用时摄取量[(5．72±

m 64)ng／pg]的109％、151％、202％。结果见图3。

提示黄芩苷(2，5 pg／mL)、小集碱(>10 ng／mL)

对尼莫地平的摄取有促进作用，而小檗碱10 ng／

mL对尼莫地平的摄取无显著影响。本实验室以前

的研究表明，ig黄连解毒汤(4．38 g／kg)后，黄芩苷

芒
■
辟
囊
智
罂

o‘对照) 2 5

黄苓苷P“u g·mL一1)

0 10 100 l 000

小蘩碱PⅨnB·ⅢL。1)

与对照组比较l’P<机05¨F<0．01

‘P<0．05‘。P<0．Ol甜control group

田3黄苓苷“)爰小窠碱(b)对rBMEC摄取

尼奠地平的影响。士$，^=5)

Fig．3 Effect of Imlealln“)and berberlne(h)Oil

uptaking Nimodipine by rBMEC o士』·^=S)

在体内的c一为5 pg／mL口1，小檗碱的c一为6 ng／

mLc”(<10 ng／mL)，所以可推测黄连解毒汤在整

体实验中表现出的促进尼莫地平向脑组织分布的作

用可能部分源于黄芩苷的作用。
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