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摘 � 要: 目的 � 观察与比较经曲霉菌种和根霉菌种转化后的雷公藤甲醇总提取物的药理活性和毒性反应, 为筛选
具有保持或提高雷公藤活性、降低毒性的生物转化菌种提供实验依据。方法 � 采用急性和慢性炎症模型、免疫器
官质量及细胞免疫试验考察转化产物的药理活性;采用 ip 给药途径观察急性毒性反应。结果 � 曲霉菌种转化后
甲醇总提取物 ( TW1) 的抗炎、免疫抑制作用略有增强, 且毒性明显降低; 根霉菌种转化总提取物 ( T W2) 毒性有

所降低, 但抗炎、免疫抑制作用也略有下降。结论 � 曲霉菌种和根霉菌种转化后的甲醇总提取物在抗炎、免疫抑制
作用和急性毒性方面发生了一定的变化, 减毒增效作用以曲霉菌种较为明显。
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Abstract: Objective � In o rder to reduce the to xicity and st ill maintain the bioact ivity of the medicinal
plant T rip ter ygium w il f ord ii ( TW) , the w hole plant bio t ransfomed method w as employed. By observing

the pharmacolog ical act ivit ies and the tox icity of M eOH ex tracts fr om the root of T . w i lf or di i that w er e

biot ransformed by the fungi Asp erg il lums spp. and Rhiz op us spp. , the best biot ransformed fung i st rain

has been selected based on the experimental data. Methods � Applying the models of acute and chronic in�
f lammat ion, the w eight of immune org an and cell immunity w ere used to study the pharmacolog ical activi�
t ies, and ip inject ion to obser ve the acute tox icity . Results � The ant i�inf lammat ion and immunosuppression
have been increased slight ly and the to xicity decreased signif icant ly af ter being biot ransfo rmed by A sp er�
gil lus spp. ( T W1) , w hile the ant i�inflammation, immunosuppression, and the tox icity have been declined
af ter being bio transformed by Rhiz opus spp. ( T W2) . Conclusion � Although both selected fung i could
change the pharmaco logical act ivit ies and to xicity of the T . w il f or dii , A sp er gil lus spp. is bet ter than

Rhiz opus spp.
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� � 雷公藤 T rip ter ygium w il f ord ii Hook. f . 自

古以来就是一种重要的有毒药用植物, 临床应用广

泛,药理活性多样[ 1] ,且雷公藤多苷片系我国已上市

的常用抗风湿中成药之一[ 2]。但雷公藤用药后不良

反应大,且常用的减毒方法很难实现减毒持效的目

的,制约了其深度开发与应用。近年来,随着生物工

程技术的发展,生物转化技术以其多学科交叉的特

点和优势,在天然药物有效成分的结构修饰和创新

药物的研究上发挥着越来越重要的作用[ 3] , 成为了

目前国际天然产物研究的热点之一[ 4, 5]。这一领域

的迅速发展,引发了利用微生物对天然药物进行整

体固态生物转化的研究热潮
[ 6]
,并迅速延伸到对天

然有毒植物药进行减毒增 (持) 效的研究方向上

来[ 7, 8]。在前期研究的基础上 [ 9] , 采用曲霉菌、根霉
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菌为转化菌种,以大豆粉和麦麸为微生物营养辅料,

对粉碎的雷公藤根茎进行整体固态生物转化研究,

获得了两种不同的生物转化产物 ( T W1、TW2 分别

为曲霉菌和根霉菌转化产物) ,并采用相同化学方法

对两种转化产物和原药材 ( T W0) 进行处理, 得到

药理研究的受试样品。为筛选既能保持或提高雷公

藤的活性,又能降低其毒性的微生物菌种, 本研究针

对雷公藤已报道的主要药理活性, 采用急性和慢性

炎症模型、免疫功能试验、ip 给药途径的急性毒性

试验,观察并比较雷公藤经不同菌种转化后甲醇总

提取物的药理活性和急性毒性反应, 为深入研究提

供实验依据。

1 � 材料

1� 1 � 实验动物: SPF 级 ICR 小鼠, 4~ 6 周龄,雌雄

各半, 18~ 24 g ;由昆明医学院实验动物中心提供,

生产许可证: SCXK (滇) 2005�0008; 实验过程中饲
养于 IVC 动物实验室。

1� 2 � 实验药物: 1 号样品为非转化雷公藤原药粉
( T W0) 的甲醇提取物, 提取率为 7� 0%, 2、3 号样
品分别为曲霉菌种 ( TW1) 及根霉菌种 ( T W2) 转

化雷公藤的甲醇提取物, 提取率分别为 8� 0%、
5� 5%。醋酸泼尼松片,每片 5 mg ,广东南国药业有

限公司,批号 070301; 2, 4�二硝基氟苯 ( DNFB) ,分

析纯,中国医药 (集团) 上海化学试剂公司; 丙酮、

冰醋酸、二甲苯, 均为国产分析纯。伊文思蓝, Sig�
ma 公司,北京夏斯生物科技有限公司分装。所有受

试药物用纯水配制。

1� 3 � 实验仪器: AL ! 204 电子分析天平, 梅特勒�
托利多仪器 (上海) 有限公司; ELIXTM + Mlul�
Qsynthesis 超纯水系统,美国; JJ2000 型电子天平,

常熟双杰测试仪器厂; 101 型电热鼓风干燥箱,北京

仪器有限公司; 722分光光度计,上海精密科学仪器

有限公司; F5810 ! R 型台式高速冷冻离心机,德国

Eppendorf 公司。

2 � 方法

2� 1 � 抗炎作用比较
2� 1� 1 � 二甲苯致小鼠耳廓肿胀试验: 取 18~ 20 g

小鼠 96只,雌雄各半,按性别和体质量随机分为 8

组,见表 1。1~ 3号样品均按 20、10 g/ kg 的生药剂

量折算成相应的提取物剂量, 以比较同等生药剂量

的作用差异。各组动物每日分别按剂量 ig 给药 1

次,对照组给予纯水, 连续 7 d, 容积均为 20 mL/

kg。末次给药后 30 m in,于每鼠右耳两面均匀涂抹

二甲苯 50 �L, 左耳不涂为对照。1 h 后脱臼处死动

物, 用直径 8 mm 打孔器将双耳同部位等面积切下,

称质量,并计算耳肿胀度 (左右耳片质量差值)。

2� 1� 2 � 小鼠腹腔毛细血管通透性试验:取 19~ 23

g 小鼠 88 只, 雌雄兼用 (每组雄性 6 只、雌性 5

只) , 分组与剂量见表 2, 分组及给药方法同 2� 1� 1
项,连续给药 7 d。第 7天禁食不禁水 12 h,称体质

量后末次 ig 给药, 30 min 后尾 iv 0. 5% 伊文思蓝

0� 1 mL/ 10 g ,即刻 ip 0� 6% 冰醋酸 0� 1 mL/ 10 g;
30 min 后按每只 5 mL ip 生理盐水, 脱臼处死小

鼠,轻揉腹部,剪开并收集洗出液; 1 000 r/ min 离心

5 m in,取上清液于 590 nm 处测定吸光度 ( A ) 值。

3号样品高剂量组 iv 伊文思蓝失误 1 只。

2� 1� 3 � 小鼠棉球肉芽肿试验: 取 20~ 24 g 雄性小

鼠 96 只, 按体质量随机分为 8 组, 每组 12 只。各

鼠于无菌条件下在左右后肢蹊部皮下各植入

( 10� 0 ∀ 1. 0) mg 高压灭菌棉球 1 个,各组动物手术

当日开始按剂量 (表 3) ig 给药, 每日 1次,连续 8

d。第 9天禁食不禁水 12 h 后称体质量, 脱颈椎处

死小鼠,将棉球连同周围结缔组织一起取出, 剔除脂

肪组织,于 60 # 烘箱内干燥 24 h 后称质量, 减去

棉球质量即为肉芽肿质量, 计算肉芽肿质量与体质

量的比值。

2� 2 � 对免疫功能的影响
2� 2� 1 � 小鼠免疫器官系数测定: 取 18~ 20 g 小鼠

96 只,雌雄各半, 分组及给药方法同 2� 1� 1 项, 见
表 4,连续给药 10 d。末次给药后 30 m in,脱臼处死

小鼠,剖取胸腺和脾脏,称质量,计算脏器系数。

2� 2� 2 � DN FB 致小鼠迟发性超敏反应试验: 取
19~ 23 g 小鼠 108 只,雌雄各半,分组及给药方法

同 2� 1� 1 项(另增设正常对照组) ,见表 5, 连续给药

7 d。除对照组外,其余各组动物首次给药后 1 h 于

腹部皮肤均匀涂抹 1% DNFB 混合液每只 50 �L

致敏,并于第 2 天加强 1次。末次给药后 30 m in,

各鼠右耳两面均匀涂抹 1% DNFB 混合液 10 �L

进行攻击,左耳涂等量混合溶媒。激发后 24 h 脱颈

椎处死动物,取耳片称质量,计算耳肿胀度。

2� 3 � 急性毒性比较:取 18~ 20 g 小鼠 40 只, 雌雄

各半,按性别和体质量随机分为 4组。1~ 3 号样品

均按 20 g/ kg 的生药剂量折算成相应的提取物剂

量,以比较同等生药剂量的毒性强弱。各组动物分

别按剂量 ip 给药 1次, 对照组给予纯水,容积均为

20 mL/ kg, 观察急性毒性反应和死亡情况。对观察

期死亡的动物和观察结束后脱臼处死的动物进行解

剖,检查各组织和脏器的体积、颜色、质地等有无异
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常,如有异常及时取材,进行组织病理学检查。

2� 4 � 统计学方法: 用 SPSS 11� 0 统计软件进行数
据统计,计量资料用 t 检验, 计数资料采用方差分

析,方差不齐用秩和检验。

3 � 结果
3� 1 � 抗炎作用比较
3� 1� 1 � 对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响: 由表 1可

见,以 20、10 g / kg 的相同生药剂量连续 ig 给药

7 d, TW0、TW1 及 TW2 的两剂量组, 均能明显抑

制二甲苯致小鼠耳廓肿胀,各样品组间比较无明显

差异,但 TW1 的抑制作用略强。

表 1� 雷公藤各转化产物对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响

( n= 12)

Table 1� Effects of extracts from solid fermented medicinal

plant T. wilf ordii on ear edema in mice induced

by p�xylene (n= 12)

组 � 别 剂量/ ( g � kg- 1) 耳肿胀度 ( x ∀ s) / mg 抑制率/ %

对照 - 23�68 ∀ 8� 84 -

醋酸泼尼松 0� 010 9�25 ∀ 4� 25* * 60� 94

T W0 1� 4 13�95 ∀ 7� 64* * 41� 09
0� 7 15�48 ∀ 5� 79* 34� 63

T W1 1� 6 11�78 ∀ 6� 35* * 50� 25
0� 8 13�26 ∀ 6� 37* * 44� 00

T W2 1� 1 14�82 ∀ 7� 87* 37� 42

0� 55 15�38 ∀ 7� 32* 35� 06

� � 与对照组比较: * P < 0� 05 � * * P < 0� 01

� � * P < 0� 05 � * * P< 0� 01 v s cont rol g rou p

3� 1� 2 � 对小鼠腹腔毛细血管通透性的影响:由表 2

可见,以 20、10 g/ kg 的相同生药剂量连续 ig 给药

7 d,所有给药组均能明显抑制醋酸致小鼠腹腔毛细

血管通透性的增加,各样品组间比较无显著差异,但

TW1的抑制作用略强。

3� 1� 3 � 对小鼠棉球肉芽肿的影响: 由表 3可见,以

20、10 g/ kg 的相同生药剂量连续 ig 给药 8 d, TW0

表 2 � 雷公藤各转化产物对小鼠腹腔毛细血管通透性的影响

Table 2� Effects of extracts from solid fermented

medicinal plant T. wilf ordii on peritoneal

capillary permeability of mice

组 � 别 剂量/ ( g � kg- 1 ) 动物/只 毛细血管通透性 ( x ∀ s, A 值) 抑制率/ %

对照 - 11 0� 682 ∀ 0� 108 -

醋酸泼尼松 0� 010 11 0� 317 ∀ 0� 196 * * 53� 52

TW0 1� 4 11 0� 445 ∀ 0� 296 * 34� 75

0� 7 11 0� 437 ∀ 0� 187 * * 35� 92

TW1 1� 6 11 0� 312 ∀ 0� 189 * * 54� 25

0� 8 11 0� 380 ∀ 0� 166 * * 44� 28

TW2 1� 1 10 0� 381 ∀ 0� 132 * 44� 13

0� 55 11 0� 496 ∀ 0� 243 * 27� 27

� � 与对照组比较: * P < 0� 05 � * * P < 0� 01

� � * P < 0� 05 � * * P< 0� 01 v s cont rol g rou p

和 TW1 均能明显抑制小鼠棉球肉芽肿的生成,

TW2 仅有抑制趋势;综合比较, T W1对慢性炎症的

抑制作用与原药相当,二者均比 TW2 强。
表 3� 雷公藤各转化产物对小鼠棉球肉芽肿的影响

Table 3 � Effects of extracts from solid fermented

medicinal plant T. wilf ordii on granuloma

in mice induced by cotton pellets

组 � 别
剂量/

( g� kg- 1
)

动物/

只

棉球肉芽肿干质

量 ( x ∀ s) / mg

(肉芽肿质量/体

质量) ( x ∀ s) /

( mg � 10 g- 1 )

抑制率/

%

对照 - 12 77� 83 ∀ 17� 44 19� 97 ∀ 5� 57 -

醋酸泼尼松 0� 010 12 50� 96 ∀ 7� 53* * 11� 00 ∀ 2� 85* * 44� 92

TW0 1� 4 12 58� 29 ∀ 18� 55* 13� 99 ∀ 6� 54* 29� 94

0� 7 11 62� 15 ∀ 12� 12* 15� 52 ∀ 4� 47* 22� 28

TW1 1� 6 12 58� 60 ∀ 15� 55* * 13� 49 ∀ 5� 64* * 32� 45

0� 8 12 62� 44 ∀ 15� 46* 14� 53 ∀ 5� 21* 27� 24

TW2 1� 1 12 66� 08 ∀ 15� 06 16� 37 ∀ 5� 97 18� 03

0� 55 12 67� 59 ∀ 17� 32 16� 30 ∀ 5� 80 18� 38

� � 与对照组比较: * P< 0�05 � * * P< 0� 01

� � * P< 0� 05 � * * P < 0� 01 v s cont rol group

3� 2 � 免疫抑制作用比较
3� 2� 1 � 对小鼠免疫器官系数的影响:由表 4 可见,

以 20、10 g / kg 的相同生药剂量连续 ig 给药 10 d,

TW1 的两剂量和 TW2 的高剂量对小鼠胸腺有一

定抑制趋势, T W2对脾脏有一定增重趋势, TW0 对

小鼠免疫器官质量无明显影响。

表 4 � 雷公藤各转化产物对小鼠免疫器官系数的影响

( n= 12)

Table 4 � Effects of extracts from solid fermented

medicinal plant T. wilf ordii on coef ficient

of immune organs in mice ( n= 12)

组 � 别
剂量 /

( g� kg- 1 )

胸腺

系数 ( x∀ s) /

( mg� 10 g- 1 )

抑制率/

%

脾脏

系数 ( x ∀ s) /

( mg� 10 g- 1 )

抑制率 /

%

对照 - 35�18 ∀ 14� 57 - 54� 65 ∀ 11� 11 -

醋酸泼尼松 0�010 6�78 ∀ 2� 36* * 80�73 29� 61 ∀ 6� 78* * 45�82

TW0 1�4 34�69 ∀ 10� 93 1�39 54� 34 ∀ 9� 84 0�57

0�7 36�96 ∀ 11� 35 - 5�06 56� 89 ∀ 9� 68 - 4�10

TW1 1�6 28�80 ∀ 10� 95 18�14 49� 03 ∀ 10� 23 10�28

0�8 30�87 ∀ 12� 12 12�25 53� 94 ∀ 13� 16 1�30

TW2 1�1 28�42 ∀ 8� 69 19�22 60� 09 ∀ 21� 70 - 9�95

0�55 35�68 ∀ 12� 40 - 1�42 60� 52 ∀ 9� 01 - 10�74

� � 与对照组比较: * * P < 0� 01

� � * * P< 0� 01 v s cont rol gr ou p

3� 2� 2 � 对小鼠迟发性超敏反应的影响: 由表 5 可

见,以 20、10 g / kg 的相同生药剂量连续 ig 给药 7

d, T W0 及 TW1 均能明显抑制 DNFB 诱导的小鼠

迟发性超敏反应, T W2 有抑制趋势; 综合比较,

TW1 的抑制作用与原药相当,二者均比 TW2 强。

3� 3 � 急性毒性比较: ICR 小鼠以 20 mL/ kg 的容积
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单次 ip给予 20 g/ kg 生药剂量的 1、2、3号样品,连

续观察 14 d,每组 10 只动物的死亡情况分别为 10、

2 及 6 只,死亡时间均集中在给药后 48 h 内,中毒

症状为震颤和呼吸抑制。结果表明, 急性毒性

TW0> TW2> TW1。

表 5 � 雷公藤各转化产物对小鼠迟发性超敏反应的影响

( n= 12)

Table 5� Effects of extracts from solid fermented

medicinal plant T. wilf ordii on delayed�type

hypersensitivity response in mice ( n= 12)

组 � 别 剂量/ ( g � kg- 1) 耳肿胀度 ( x ∀ s) / mg 抑制率/ %

对照 - 3�18 ∀ 2� 66 -

模型 - 11�37 ∀ 5� 14 ∃ ∃ -

醋酸泼尼松 0� 010 5�50 ∀ 4� 21* * 51� 63
T W0 1� 4 7�23 ∀ 3� 59* 36� 41

0� 7 6�97 ∀ 3� 17* 38� 70

T W1 1� 6 6�88 ∀ 2� 52* 39� 49
0� 8 6�43 ∀ 3� 59* 43� 45

T W2 1� 1 8�43 ∀ 5� 17 25� 86

0� 55 7�60 ∀ 4� 70 33� 16

� � 与对照组比较: ∃ ∃ P< 0� 01

� � 与模型组比较: * P < 0� 05 � * * P < 0� 01

� � ∃ ∃P < 0� 01 v s cont rol group

� � * P < 0� 05 � * * P< 0� 01 v s m odel group

4 � 讨论
� � 天然药物的功效是其内含物质群整体协同作用

的结果,此物质群的整体情况,包括所含化学成分的

种类、各成分的量及组成比例的差异,都会对功效产

生影响
[ 10]
。不同的化学成分在生理活性方面既可

能相互协同、互补增效,又可能相互制约,平衡作用,

在作用范围上也往往具有多靶点的特征。整体固态

生物转化是在传统中药炮制中固态发酵法的基础

上,结合现代生物工程技术,利用微生物或其代谢酶

为活性基质, 对其中复杂的有机物质进行分解或转

化,以产生新的活性物质或改变固有成分之间的平

衡,从而导致药效作用和毒性发生相应的改变。

本研究发现曲霉菌种转化产物的抗炎、免疫作

用比原药略有增强,而根霉菌种转化产物的作用则

有所降低,但两菌种转化产物的急性毒性均低于原

药,以曲霉菌减毒效果较为明显。研究结果表明, 雷

公藤在曲霉菌、根霉菌参与下的生物转化,可能导致

其活性/毒性物质基础的变化,从而产生一定的脱毒

持效 (或增效) 作用。该研究是固态整体生物转化

法首次用于天然有毒植物药脱毒研究的成功范例,

对其他有毒天然植物药的减毒持 (增) 效研究提供

了一种切实可行的方法与思路, 其应用范围还可延

伸至其他单一的天然药物或复方天然药物中, 发酵

工程在创新药物、功能食品和美容护肤品的研究与

开发中必将展现其无穷的魅力。
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