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摘  要:目的  研究白花蛇舌草2半枝莲 3 种常见配比( 2 B 1、1 B 1、1 B 2) 药对提取物抗氧化及清除自由基活性。

方法  采用紫外分光光度法测定提取物总黄酮的量, HPLC法分析提取物组成;采用还原能力、螯合能力、清除
DPPH、# OH自由基能力及保护 DNA 免受# OH 损伤能力等5 种化学及生物学模型, 研究并比较药对 3 种配比提

取物抗氧化及清除自由基活性的差异。结果  不同配比组方对药对提取浸膏总黄酮的量、组成、清除 DPPH 能力、

清除# OH 能力及螯合 Fe2+ 离子能力均有较大影响。而还原能力及保护 DNA 免受# OH 损失作用与药对中各单
药材所占比重相关性不大。结论  药对提取浸膏提取率、总黄酮的量、组成及抗氧化活性均受配比的影响, 其中

1 B 2配比药对的活性较强。
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  白花蛇舌草和半枝莲分别为茜草科植物白花蛇

舌草 Oldenlandia d if f usa (Willd. ) Roxb. 的全草

和唇形科植物半枝莲 Scutel lar ia bar bata D. Don

的全草,均具有清热解毒、活血利尿等功效
[ 1]
。在临

床应用中,常以药对形式出现在各经典名方中,对肿

瘤、炎症等疗效确切。因病因及症状的异同, 二者常

以不同配比进行组方,且以 2B1、1B1、1B 2 3种比

例居多
[ 2]
。提示经不同配比后,药对化学组成及生

物活性可能发生一定变化。由于许多疾病的发生发

展与人体自由基的相对过剩有着密切联系[ 3] , 因此,

本实验采用几种化学及生物学模型研究中药经典名

方中 3种常见配比对白花蛇舌草2半枝莲药对提取

物黄酮成分提取率、抗氧化及清除自由基活性的影

响,为二者的临床应用提供理论依据。

1  材料

11 1  药品与试剂: DPPH、fer rozine、T ris、calf thy2

mus DNA 等均购自 Sigma 公司;电泳相关耗材购

自 Bio2Tech 公司; BHT、BHA、Vc、EDTA、铁氰化

钾、三氯乙酸、氯化亚铁、氯化铁、邻菲啰啉、30% 过

氧化氢、乙腈、槲皮素等均为国产分析纯。

11 2  药材: 白花蛇舌草 Oldenlandia di f f usa

(Willd. ) Roxb. 、半枝莲 Scutel lar ia ba rbata D.

Don 均购自江西省樟树市药材市场,并经南昌大学

生物系杨柏云教授鉴定。

11 3  仪器: Agilent 1200 液相色谱仪, G1314B

VWD 紫外检测器, G1311A 四元泵, G1316A 柱温

箱, G1329A ALS 自动进样器; UV ) 2450 紫外可见

分光光度计 (日本岛津)、PHS ) 3C 酸度计 (上海

精益)、电泳仪 (北京六一)、Gel DocTM成像系统

(Bio2Rad)、Quantity One 分析软件 (Bio2Rad)。

2  方法

21 1  药对提取物的制备:将干燥的白花蛇舌草、半

枝莲切细,精密称定白花蛇舌草2半枝莲 ( 1 B 1、1B

2、2B1,质量比) 181 00 g混匀, 用 70% 乙醇分别对

3种混合物回流提取,合并提取液, 浓缩冻干, 得药

对 1B 1、1 B2、2B 1 70% 乙醇提取物 (分别以 C1、

C2、C3 表示)。

21 2  总黄酮定量及提取物组成的分析

21 21 1  标准曲线的制备:精密配制 20 Lg/ L 槲皮

素对照品 60% 乙醇溶液。精密移取 01 5、11 0、11 5、

21 0、21 5、31 0、41 0、51 0、61 0 mL 溶液以 60% 乙醇

定容至 10 mL 容量瓶, 60% 乙醇作空白于 374 nm

处测定吸光度值, 以吸光度值与槲皮素对照品溶液

的质量浓度作回归处理, 得回归方程: Y= 141 605 1

X- 01 021 9, R
2
= 0. 999 6,线性良好。

21 21 2  样品测定:将各待测样品 C1~ C3 用 70%

乙醇配制成 11 0 mg/ mL 溶液,精密移取 11 0 mL 样

品溶液以 60% 乙醇定容至 10 mL, 于 374 nm 处测

定吸光度,计算样品中总黄酮的量。

21 21 3  HPLC 组成分析: 色谱条件为 Agilent

Eclipse XDB2C18柱 ( 250 mm@4. 6 mm, 5 Lm) ,流

动相:乙腈 ( A )201 1% 磷酸 ( B) , 梯度洗脱, A:
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5%~ 100% 0~ 63 min,体积流量 01 8 mL/ min, 柱

温 30 e ,检测波长 270 nm,进样量 10 LL。

21 3  抗氧化及清除自由基活性研究

21 31 1  清除 DPPH 自由基:参照 Lee 等
[ 4]
方法。

反应体系略作改进为:比色管中依次加入不同质量

浓度受试样品 ( 20 ~ 400 Lg/ L, 1 mL ) 及 01 6

mmol/ L DPPH 乙醇溶液 01 5 mL,乙醇补充体积至

5 mL,室温避光 30 min后于 517 nm处测定吸光度

值。BHA 及 BHT 为阳性对照。

21 31 2  还原能力: 参照 Lee 等
[ 4]
方法。略作改进

为:比色管中依次加入受试样品 ( 121 5~ 250 Lg/ L,

1 mL)、磷酸盐酸冲液 ( 01 2 mol/ L, pH 6. 6) 及 10

mg/ mL 铁氰化钾各 21 5 mL, 混匀后于 50 e 水浴

20 min, 然后加入 10 mg/ mL 三氯乙酸 21 5 mL, 混

匀后 3 000 r/ min 离心 10 min。准确移取上清液

21 5 mL,加水 21 0 mL 及 1 mg/ mL 三氯化铁 01 5

mL, 混匀后于 700 nm 处测定吸光度值。BHA,

BHT 为阳性对照,吸光度值越大表明还原力越强。

21 31 3  清除羟基自由基( # OH) :参照金越等[ 5]方

法。反应体系略作改进为: 比色管中依次加入 5

mmol/ L 邻菲罗啉 01 2 mL、Tris2HCl 缓冲液 ( 50

mmol/ L, pH = 71 4) 11 0 mL、71 5 mmol/ L FeSO4

01 2 mL、21 5 mmol/ L EDTA 01 2 mL, 受试样品

( 01 1~ 21 0 mg/ mL, 1 mL) , 乙醇补充体积至 4. 8

mL 后加入 1% H 2O2 0. 2 mL 启动反应, 37 e 水浴

反应 60 min 后于 536 nm 处测定吸光度值。BHA

为阳性对照。

21 31 4  金属螯合性的测定: 参照 Lee 等
[ 4]
方法。

比色管中依次加入不同质量浓度受试样品 ( 21 5~

71 5 mg/ mL, 1 mL)、甲醇 3. 7 mL、2 mmol/ L FeCl2

溶液 01 1 mL, 混匀后加入 5 mmol/ L ferr ozine 0. 2

mL,室温反应 10 min 后于 562 nm 处测定吸光度

值。EDTA 为阳性对照。

21 31 5  提取物对 # OH 自由基间接损伤 DNA 的

保护作用:参照 Ningappa MB等[ 6]方法。反应体系

略作改进为: 1 mL 反应体系中含 DNA 25 Lg, 20

mmol/ L 磷酸盐缓冲液,受试样品 100 Lg, 1 mmol/

L FeCl3 , 1 mmol/ L Vc, 1. 04 mmol/ L EDTA, 及 10

mmol/ L H 2O2 , BHA 为阳性对照。电泳条件改为:

电压 60 V,电泳时间 11 0 h,电导液 TAE 缓冲溶液

(Bio2Tech 公司) , Quant ity One 软件数据分析。

21 4  统计学分析:使用 SPSS 161 0 软件对数据进

行统计学分析, One2Way ANOVA 方法进行差异性

分析。

3  结果

31 1  提取率、总黄酮的量及组成的 HPLC 分析:表

1为药对 3种常见配比提取物提取率及总黄酮的

量,比较可知, 药对 C1 提取浸膏得率最高, 且有效

成分总黄酮的量相对较高; 药对 C3 提取浸膏得率

最低, 总黄酮的量最低。药对 C2浸膏得率介于药

对 C3 与药对 C1 之间, 其总黄酮的量最高, 达

( 71 28 ? 01 51)%。上述结果表明,药对经不同配比

后,浸膏得率及总黄酮的量与其中半枝莲或白花蛇

舌草单药材所占比重相关性很大, 且半枝莲组分比

重越大,总黄酮的量越高。
表 1  C1~ C3 提取率及总黄酮的量比较 ( x? s, n= 3)

Table 1  Compar ison of extr action rate and total flavonoids

in C1 ) C3 from herb pair ( x? s, n= 3)

提取物 提取率/ % 总黄酮量(以槲皮素计) / %

C1 91 31 ? 11 37 61 88 ? 01 14
C2 91 13 ? 11 05 71 28 ? 01 51

C3 71 58 ? 01 50 51 54 ? 01 48

  由药对 3个配比提取物的 HPLC谱图(图 1)可

知,药对 3个配比提取物主要化学成分无明显差异,

均含有 1、2、3和 4号峰) ,但其量有明显差异, 在 3

种提取物中4个组分的量是C2> C1> C3。这可能

是两单药材按照不同比例配伍后, 某些组分溶出率

图 1 C1~ C3 的 HPLC 图谱

Fig. 1 HPLC Chromatogram of C1 ) C3 extra cts f rom herb pair

#1435#中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs 第 40 卷第 9 期 2009 年 9 月



受其他组分影响所致。

31 2  清除 DPPH 自由基能力: DPPH 是一种较稳

定的自由基,彭长连等
[ 7]
研究证实采用 DPPH 法可

有效评估植物抗氧化能力。由图 2 可知, 3 种浸膏

均有较强的清除 DPPH 自由基能力, 且随受试品质

量浓度增大而增加,提示各组分均有较强的抗氧化

能力。比较药对不同配比提取浸膏清除 DPPH 能

力可知,药对 C1组分清除 DPPH 能力相对较强, 当

质量浓度为 80 Lg/ mL 时清除率达 791 52% , 与阳

性对照 BHA、BHT 接近。药对 C3 组分在受试质

量浓度范围内 ( 4 ~ 80 Lg/ mL ) 最大清除率仅

501 8%,相对较差。而药对 C2 组分清除能力则介

于二者之间。表明药对不同配比组方对其清除 DP2

PH 能力有较大影响。对照各组分总黄酮的量可

知, 3种组分清除 DPPH 能力与其总黄酮的量不呈

正相关,这提示药对清除 DPPH 自由基能力不仅与

其黄酮类化合物的量有关外, 同时还可能与黄酮类

化合物组成以及其他可能存在的较高活性自由基清

除剂有关, 而药对 C1 配比则较利于清除 DPPH 活

性组分的溶出。

图 2 C1~ C3 清除 DPPH 自由基能力

Fig. 2 Scavenging capacity of C1 ) C3 on DPPH

31 3  还原能力:还原性是物质抗氧化能力的一个重

要指标,可通过测定还原力来评估天然产物抗氧化

活性强弱。如图 3 所示, 3个样品均有一定的还原

能力,且量效线性显著,提示 3个样品均有一定的抗

氧化能力。样品受试质量浓度为 50 Lg/ mL 时,

C1~ C3 3种组分的还原能力分别为 01 358、01 543、

01 486,而相应质量浓度下 BHA、BH T 则为 21 97

和 21 334, 表明样品还原能力远弱于阳性对照

BHA、BHT。比较药对 3种配比提取浸膏的还原能

力可知,在各受试质量浓度下, 各样品还原能力相

近,均未出现显著的差异。这表明药对不同配比组

方对其还原能力影响不大。

31 4  清除 # OH 能力:由图 4可知, 3种样品均有

图 3  C1~ C3 还原能力

F ig. 3  Reducing capacity of C1) C3

较强的清除 # OH 能力, 且随受试样品质量浓度增

大而逐渐增强。其中药对 C2与 C1提取物质量浓

度在 01 4 mg/ mL 时对 # OH 清除能力即达到

731 78%和 711 79% ,清除效果显著。在较小质量浓

度范围内 ( 01 02 ~ 01 1 mg/ mL ) , 3 种样品清除

# OH能力与阳性对照 BHA 相当。随受试品浓度

的进一步增大 ( 01 2~ 01 4 mg/ mL) ,药对 C2 与 C1

提取物清除 # OH 能力表现出较显著的增强趋势,

而药对 C3 清除 # OH 能力增加平缓。结果显示,

药对不同配比组方对其清除 # OH 能力有较大影

响,且药对清除 # OH 自由基的能力与其总黄酮的

量和半枝莲单药材所占比重呈正相关。

图 4  C1~ C3 # OH 能力

Fig. 4  Scavenging capacity of C1) C3 on hydroxyl r adicals

31 5  螯合 Fe
2+
能力:受试样品可通过与过渡金属

离子螯合阻止其有害作用,以达到抑制脂质氧化及

# OH 自由基形成的效果。如图 5所示, 各样品均

表现出较强的螯合能力,且量效关系显著;当受试样

品质量浓度为 11 5 mg/ mL 时, 药对 C3与药对 C2

两组分螯合能力与阳性对照 EDTA 相当。3种样

品之间比较可知, 药对 C3螯合能力最强, C2螯合能

力次之,药对中白花蛇舌草单药材所占比重越大其

提取物对 Fe
2+
离子的螯合能力越强。资料显示

[ 8]

黄酮的 32羟基242羰基,或者 42羰基252羟基结构具有
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强烈的螯合金属离子的作用, 而白花蛇舌草黄酮类

化合物则以具有该类结构的槲皮素、山柰酚及其糖

苷居多。实验结果提示药对不同配比(亦即提取物

中黄酮类物质的种类与其相对量)对其螯合 Fe
2+
离

子能力有较大影响, 这与文献研究[ 8]的结论是一致

的。临床亦多有报道以白花蛇舌草2半枝莲药对

3B1、药对 2 B1治疗胃癌
[ 2]
,疗效显著,推测这可能

与这些药对配比能有效螯合过渡金属离子, 阻断脂

质体过氧化链式反应以及抑制 # OH 自由基形

成有关。

图 5  C1~ C3 螯合 Fe2+ 能力

Fig. 5  Fer rous iron chela ting capacity of C1 ) C3

31 6  保护 DNA 免受自由基损伤能力:生物体内普

遍存在的 Vc、Fe2+ 、Cu2+ 等, 可使细胞在有氧代谢

过程中产生毒性较强的 # OH 自由基, 进而引起机

体 DNA 氧化损伤, 导致基因突变、机体癌变等。由

图 6可知, 3种样品均能有效保护 DNA 免受 # OH

引发的损伤。未损伤的 ctDNA 在电泳过程中呈一

条明显的电泳亮带(泳道 1) , 当加入 Fenton试剂后

产生 # OH,进而引发 ctDNA 的损伤和破坏, 产生

DNA 碎片, 电泳亮带消失 (泳道 2) ;添加受试样品

后, ctDNA 电泳亮带重新出现, 且较清晰、明亮(泳

道 3~ 6) ,表明受试样品对# OH 引发的 DNA 损伤

有很好的保护作用。进一步采用 Quant it One 软件

对各泳道中受保护的 DNA 浓度进行测定, 结果如

表 2所示。Fenton 反应产生的 # OH 可使近 88%

的 DNA 受到损伤(泳道 2)。比较泳道 3~ 6中受保

护的 DNA 浓度可知, 与阳性对照 BHA 相比, 3 种

样品在该受试浓度下对 DNA 均有较强的保护能

力,且保护能力相近,未出现较显著的差异。该结果

与受试样品对# OH 自由基的清除能力随配比中半

枝莲单药材所占比重的增加而增强有一定差异, 表

明提取物对 DNA 的保护作用除与清除体系中产生

的# OH 自由基相关外, 还可能具有其他的物质基

础和作用机制。

1225 Lg/ mL未损伤 ctDNA  22
受损伤 ctDNA ( 25 Lg/ mL)

3~ 62受 C1、C2、C3 及 BHA 保
护的 ctDNA ( 25 Lg/ mL)
1225 Lg/ mL calf thymus DNA
untreated  2225 Lg/ mL calf
thymu s DNA treated with fen2

ton reactants solut ion  3 ) 62
sh ow result s for 25 Lg/mL calf
thymu s DNA treated with fen2
ton reactants solution+ C1, C2,
C3, and BHA

图 6  C1~ C3 保护 DNA 免受羟基自由基损伤能力

Fig. 6 I nhibition of hydroxyl radicals2mediated

DNA degrada tion by C1) C3

表 2  各泳道受保护的 ctDNA 浓度

Table 1  Concentr ation of protected ctDNA in every lane

泳道 ctDNA/ (Lg# mL- 1 ) 泳道 ctDNA/ (Lg# mL- 1)

1 211 95 4 191 36

2 51 53 5 181 94

3 181 06 6 161 15

4  讨论

41 1  本研究结果表明白花蛇舌草2半枝莲药对 3种

常见配比对其提取浸膏总黄酮的量、组成以及抗氧

化活性均有一定影响。药对配比的变化对其提取浸

膏清除 DPPH、# OH 能力及螯合 Fe2+ 能力均有较

大影响。其中,清除 DPPH 能力与提取总黄酮的量

及组成有关,清除 # OH 能力和螯合 Fe2+ 离子能力

则分别与药对中半枝莲和白花蛇舌草单药材所占比

重呈正相关。此结果间接证明临床治疗中随症增

减,灵活施药的科学性。研究还表明还原能力及保

护 DNA 免受自由基损伤能力与药对中各单药材所

占比重相关性不大, 可能存在其他的物质基础和作

用机制。

41 2  比较药对 3个配比可知,药对 C2抗氧化及保

护 DNA 免受自由基损伤能力均较强,这与其总黄

酮的量和 4个主要成分的量均较高具有一定的相关

性,说明白花蛇舌草2半枝莲以 1 B 2的比例配伍时

利于黄酮类物质的溶出, 提示黄酮类物质可能是其

发挥抗氧化活性的物质基础。

41 3  在以上研究基础上推测白花蛇舌草2半枝莲药

对抗癌机制可能与其对过渡金属离子的螯合,阻断

脂质体过氧化链式反应以及抑制# OH 自由基形成

有关。
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炙甘草汤对气血两虚心律失常大鼠血流动力学的影响

陈兰英1, 2* , 罗  雄2 ,胡瑞刚2 ,龚  琴1 ,罗颖颖1 ,胡宏辉1 ,陈  奇2

( 11 中药固体制剂制造技术国家工程研究中心,江西 南昌  330006; 21 江西中医学院,江西 南昌  330006)

摘 要:目的  观察炙甘草汤对气血两虚心律失常大鼠的血流动力学指标的影响。方法  在放血和环磷酰胺并用

致使大鼠气血两虚的基础上,用乌头碱诱导大鼠气血两虚心律失常模型, 观察炙甘草汤对气血两虚型心律失常大
鼠血流动力学的影响。结果  炙甘草汤能够明显改善气血两虚心律失常大鼠的左心室压最大上升速率 ( + dp/

dtmax )、左心室压最大下降速率 ( - dp / dtmax )、动脉收缩压 ( SBP)、动脉舒张压 ( DBP) 以及平均动脉压 ( MBP) 等
血流动力学指标。结论  炙甘草汤可能是通过改善大鼠的血流动力学指标起到改善气血两虚心律失常的作用。

关键词:炙甘草汤; 心律失常; 气血两虚; 血流动力学
中图分类号: R2851 5    文献标识码: A    文章编号: 025322670( 2009)0921438203

  炙甘草汤由炙甘草、生姜、桂枝、人参、生地黄、

阿胶麦门冬等药物组成, 原方出自东汉张仲景的5伤

寒论6,是治疗/脉结代、心动悸0的经典名方。气血

亏虚导致的心律失常在临床上很常见, 临床研究表

明,气虚会导致心脏的顺应性降低、心肌的收缩和舒

张功能下降等一系列血流动力学障碍
[ 1~ 3]
。本实验

试从补气的角度观察炙甘草汤对气血两虚型心律失

常大鼠血流动力学的影响。

1  材料与方法

11 1  药物:炙甘草汤原药材购于江西中医学院附属

医院中药房,经江西中医学院中药鉴定教研室鉴定,

均符合5中国药典62005年版标准,将购得的炙甘草

汤原药材加入适量的冷蒸馏水浸泡 01 5 h, 然后用

武火加热,待沸腾后再用文火煎煮 1 h, 重复 3次,

合并 3次水煎液, 加入阿胶烊化, 滤过, 浓缩至含生

药 21 4 g/ mL, 4 e 储藏备用, 现用现配。

112  动物: SPF 级 SD 大鼠 110 只, 雄性, 体质量

(200 ? 20) g,由上海西普尔2必凯实验动物有限公司

提供,动物质量合格证号为 SCXK(沪) 200820016。

11 3  试剂:环磷酰胺 (江苏恒瑞医药股份有限公

司)、乌头碱 (中药固体制剂制造技术国家工程研究

中心中工对照品研究室提供)。

11 4  仪器: Swelab 血球仪 (瑞典)、Powerlab 电生

理记录仪 (澳洲艾德)、Sysmex 全自动生化分析仪。

11 5  方法

11 51 1  分组:所有 SD 大鼠适应性喂养 1 周后, 戊

巴比妥钠 ( 40 mg/ kg)
[ 4]
麻醉, 用 Powerlab 电生理

记录仪采集心电图,筛选出心电图正常的大鼠。将

心电图正常的 75 只大鼠随机分为对照组、乌头碱

组、气血两虚+ 乌头碱组 (模型组)、炙甘草汤高剂

量组以及炙甘草汤低剂量组,每组 15只大鼠。

11 51 2  造模及给药:模型组大鼠, 在实验的第 1~ 9

天,每隔 1天眼眶后静脉放血 51 6 mL/ kg[ 5~ 8] , 在实

验的第 2~ 8 天, 每隔 1天 ip 0. 4% 环磷酰胺 ( 20

mg/ kg)
[ 8]
生理盐水溶液, 首剂加倍 ( 40 mg/ kg) ;于

实验第 9天用 20% 乌拉坦 ( 11 2 g/ kg) 麻醉后,左

心室插管和股动脉插管,然后舌下 iv 0. 002% 乌头

碱 ( 10 Lg/ kg)
[ 6]
的生理盐水溶液诱导心律失常,并

同步观察血流动力指标的变化。对照组和乌头碱组

的大鼠以相同体积的生理盐水代替药物, 乌头碱组

大鼠在实验的第 9天舌下 iv乌头碱诱导心律失常。

炙甘草汤高剂量组和低剂量组大鼠的造模方法与观
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