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� � [摘要 ] � 目的 � 研究二至丸水提物 ( aqueous extract o f E rzh i P il,l AEEP )对体外肝细胞损伤的保护作用及其机制。方法 �

培养 L�O2型肝细胞, 采用 H 2O2和 CC l4体外分别诱导肝细胞损伤,检测培养上清液中天门冬氨酸转换酶 ( AST )和丙氨酸氨基

转换酶 ( ALT )水平,测定上清液中丙二醛 (MDA )的含量和过氧化物岐化酶 ( SOD )活力, MTT法检测细胞存活和增殖活性。结

果 � � AEEP( 0. 32~ 40�g /m l)剂量组可明显降低由 H
2
O

2
升高的肝细胞培养上清液中 AST和 ALT水平及 MDA含量,还可提

高 H2O2降低的肝细胞存活率和 SOD活力;  AEEP ( 0. 32~ 40 �g /m l)剂量组可使 CC l4升高的肝细胞培养上清液中 ALT和

ALT水平及 MDA含量明显降低或恢复, 还可提高 CC l4降低的肝细胞存活率和 SOD活力。结论 � 提示 AEEP对体外肝细胞损

伤有直接保护作用, 该作用可能与其抗氧化作用有关。
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or H 2O 2

YAN B ing1, 2, D ING An�we i1, ZHANG L i1 ( 1. Jiangsu K ey Laboratory for TCM Fo rmu lae Research, N an jing Un iversity of Chinese

M ed ic ine, Nanjing 210046, China; 2. Dept. of Pharm aceutica ls, Nan jing Genera l H osp ita l of Nanjing M ilitary Reg ion, Nanjing

210002, Ch ina )

[ Abstract] � Objective� To study the protectiv e e ffects and m echanism o f aqueous ex tract o f Erzh i pill on hepatocytes injured by

CCL4 orH 2O2. M ethods� The L�O2 hepatocy tes w ere incubated and then in jured by CC l4. The levels o fAST, ALT, MDA and SOD

in cu ltura l supernatant were detected by genera lm ethods. Ce ll v iability was assayed byMTT m ethod. R esu lts� The elev ation o fMDA

content of hepatocytes and AST, ALT leve l in supernatant o f hepa tocy tes, and the loss of SOD ac tiv it y induced by CCl
4
w ere resto red

rem arkab ly by AEEP ( 0. 32~ 40 �g /m l). The e levation of ALT, AST leve l in the supe rnatan t o f hepatocy tes andMDA conten t o f hep�

a tocy tes, and the loss o f SOD activ ity induced byH2O2 w ere im proved sign ificantly by AEEP ( 0. 32~ 40 �g /m l) treatm ent. Conc lu sion

� The results suggest that AEEP possess direct pro tective action on hepatocytes in v itro injured by CC l4 o rH2O2. Thesem ight be asso�

ciated w ith its anti�ox idative activ ity.

[ Key words] � Erzh i P il;l L�O2 hepatocytes; CC l4; H2O2; an ti�ox idative ac tiv ity

� � 二至丸出自明代王三才的!医便 ∀[ 1 ]
,二至丸原

名为 #女贞丹 ∃, 由女贞子、墨旱莲二味中药组成。

女贞子冬至日采,墨早莲夏至日采, 故名曰二至丸。

其中女贞子为木樨科植物女贞 L igustrum lucidum

A i.t的干燥成熟果实, 墨旱莲草为菊科植物鳢肠

E clip ta p rostrata L. 的干燥地上部分。二至丸是是平

补肝肾的代表方,具有益肝肾、补阴血、壮筋骨、乌须

发的功效
[ 2 ]
。本室通过前期研究证明二至丸具有

显著的保肝降酶作用
[ 3]
, 为探索 AEEP对肝损伤保

护作用的机制, 本实验采用体外培养 L�O2型肝细

胞,用过氧化氢 ( H2O2 )和四氯化碳 ( CC l4 )体外分别

诱导肝细胞损伤模型观察
[ 4]
。观察 AEEP对体外肝

细胞损伤的保护作用及其机制。

1� 仪器与材料

1. 1� 仪器 � CENTR I�FUGE ( AX120)电子天平 (日

本产 ) ;超净工作台 (北京西城区半导体设备一厂 );

酶联免疫仪 (美国 B io�Tek公司 ) ; CO2培养箱 (美国

Forma Scien ific公司 );倒置显微镜 (日本 O lympus公

司 ) ; XW �80型旋涡混合器 (上海医大仪器厂 );

KH2200B超声波清洗器 (昆山禾创超声仪器有限公

司 )。

1. 2� 药物及试剂 � 女贞子 (批号 090723)和墨旱莲

(批号 090919)购于亳州市永刚饮片厂有限公司, 经
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南京中医药大学张丽副教授鉴定为女贞子 L igus�
trum lucidum A i.t和墨早莲 E clip ta p rostrata L. 。

二至丸水提物的制备:将 1 000 g女贞子与 1 000

g墨旱莲混合后进行常规加工粉碎后过 20目筛,用水

回流提取 3次,提取液用旋转蒸发仪浓缩至相当于含

生药 0. 04 mg /m ,l置冰箱备用。女贞子水提物的制

备:将 1 000 g女贞子加工粉碎后过 20目筛,用水回

流提取 3次,提取液用旋转蒸发仪浓缩至相当于含生

药 0. 04mg /m ,l置冰箱备用。墨旱莲水提物的制备:

将 1 000 g墨旱莲加工粉碎后过 20目筛,用水回流提

取 3次,提取液用旋转蒸发仪浓缩至相当于含生药 0.

04 mg /m ,l 置 冰 箱 备 用。 AST 试 剂 盒 (批 号

20100212)、ALT试剂盒 (批号 20100212)、MDA试剂

盒 (批号 20100415)及 SOD试剂盒 (批号 20100418),

以上试剂均购自南京建成生物工程研究所;维生素 E

( S igma公司 批号 0070413); 四氯化碳 (分析纯,上海

凌峰化学试剂有限公司,批号 090712);胎牛血清 (杭

州四季青公司, 批号 090704); DMEM培养基 (美国

G ibco公司 );胰蛋白酶 (美国 Sigma公司 ) ; MTT(南京

建成科技有限公司 ) ;其他试剂均为国产分析纯。

1. 3� 细胞 � L�O2 (人肝细胞株, 上海细胞所提供 )

2� 方法

2. 1� AEEP对 CC l4诱导肝细胞损伤的作用 � 参照

文献方法
[ 5, 6 ]
取对数生长期人肝 L�O2细胞, 用含

10%胎牛血清的 DMEM培养液, 调整细胞密度为 5

% 10
5
/m ,l将肝细胞悬液加入 96孔和 24孔培养板

中,置 37& , 5% CO2培养箱中培养 24 h后,肝细胞

全部贴壁生长, 供试验用。设空白对照组、CC l4模

型组 (终浓度为 8 mmo l/L )、阳性对照组 (维生素 E )

(终浓度为 50 �mol/m l)、女贞子水提物组 (终浓度

20 �g /m l)、墨旱莲水提物组 (终浓度 20 �g /m l)及

AEEP组 ( 0. 32~ 40 �g /m l) 4个剂量组, 每组至少

设 8个复孔。分别加入 CC l4、不同浓度的 AEEP、维

生素 E和培养液,继续培养 6 h后, 收集 24孔板培

养上清检测 AST, ALT水平、MDA的含量及 SOD活

力, 同时用 MTT比色法测定 96孔板肝细胞的活率。

2. 2� AEEP对 H 2O2诱导肝细胞损伤的作用
[ 7] � 设

空白对照组、CC l4模型组 (终浓度为 8 mmo l/L )、阳

性对照组 (维生素 E ) (终浓度为 50 �mo l/m l)、女贞

子水提物组 (终浓度 20 �g /m l)、墨旱莲水提物组

(终浓度 20 �g /m l)及 AEEP组 ( 0. 32~ 40 �g /m l) 4

个剂量组,每组至少设 8个复孔。肝细胞培养 12 h

后, 吸弃上清, 更换培养液, 加入 H 2O 2、不同浓度的

AEEP、维生素 E和培养液, 继续培养 4 h后,收集 24

孔板培养上清检测 AST, ALT水平、MDA的含量及

SOD活力, 同时用 MTT比色法测定 96孔板肝细胞

的活率。

2. 3� MTT比色法 � 待测细胞悬液于 96孔培养板

培养 24 h后,各孔加入 20 �lMTT试剂,轻轻混匀,

继续 37 & 培养 4 h, 吸出全部液体, 加 180 �l DM�
SO,微量振荡器上振荡 15 m in,待溶解完全,酶标仪

490 nm比色
[ 8]
。

2. 4� 赖氏法测定 AST、ALT水平 � 按试剂盒说明测
定。

2. 5� MDA含量和 SOD活力测定 � 按试剂盒说明

测定。

2. 6� 数据统计方法 � 统计学分析应用 SPSS 16. 0

统计软件,实验数据以  x ∋ s表示, 组间比较采用 t

检验, P < 0. 05有统计学意义。

表 1� AEEP对 CC l4损伤肝细胞的影响 (  x ∋ s, n= 8)

组别 剂量 ALT (U /L) AST( U /L) MDA ( nm ol /m l) SOD( U /m l) MTT (A 490nm )

空白对照组 ( 40. 53 ∋ 6. 282) 67. 12 ∋ 5. 562) 3. 34 ∋ 0. 632) 18. 57 ∋ 1. 922) 0. 52 ∋ 0. 042)

模型组 8mm ol/L 88. 47 ∋ 7. 45 130. 51 ∋ 9. 40 7. 28 ∋ 1. 45 12. 12 ∋ 1. 16 0. 29 ∋ 0. 02

阳性对照组 ( V itE) 50 �m ol/m l 45. 62 ∋ 4. 122) 75. 67 ∋ 7. 212) 4. 23 ∋ 0. 872) 17. 97 ∋ 2. 172) 0. 46 ∋ 0. 051)

女贞子水提物组 20 �g /m l� 63. 28 ∋ 5. 452) 88. 31 ∋ 6. 162) 5. 83 ∋ 0. 621) 15. 23 ∋ 1. 751 ) 0. 35 ∋ 0. 032)

墨旱莲水提物组 20 �g /m l� 67. 37 ∋ 4. 612) 91. 59 ∋ 7. 432) 6. 36 ∋ 0. 951) 14. 68 ∋ 1. 861 ) 0. 33 ∋ 0. 021)

二至丸水提物组 0. 32 �g /m l 72. 69 ∋ 8. 672) 106. 98 ∋ 8. 741) 6. 85 ∋ 1. 212) 13. 92 ∋ 1. 631 ) 0. 32 ∋ 0. 031)

1. 6 �g /m l 65. 28 ∋ 5. 842) 91. 31 ∋ 6. 222) 5. 56 ∋ 0. 761) 15. 92 ∋ 1. 421) 0. 35 ∋ 0. 022)

8 �g /m l 58. 23 ∋ 4. 922) 78. 39 ∋ 8. 692) 4. 93 ∋ 0. 632) 17. 01 ∋ 2. 242) 0. 37 ∋ 0. 022)

40 �g /m l 47. 84 ∋ 3. 352) 73. 39 ∋ 6. 812) 4. 32 ∋ 0. 722) 17. 95 ∋ 2. 682) 0. 42 ∋ 0. 032)

1) P < 0. 05, 2)P < 0. 01,与模型组比较。

3� 结果

3. 1� AEEP对 CC l4损伤肝细胞 ALT, AST, MDA和

SOD活性的影响及对肝细胞活性的影响 � 由表 1可

见, L�O2型肝细胞与 CC l4 ( 8 mmo l/L )共育 6 h, 模

型组培养上清液中的 ALT, AST水平较正常组明显

升高, MDA含量明显升高, SOD活力显著降低,细胞

活性明显下降。不同浓度的 AEEP组 ( 0. 32 ~ 40
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�g /m l)均能显著抑制 CC l4损伤肝细胞后 ALT, AST

水平的上升,提高 CC l4损伤肝细胞中的 SOD活力,

降低 CC l4损伤肝细胞中的 MDA水平, 能显著恢复

和升高 CC l4损伤肝细胞后的细胞活性, 并呈现明显

的剂量效应关系。

3. 2� AEEP对 H2O2损伤肝细胞 ALT, AST, MDA和

SOD活性的影响及对肝细胞活性的影响 � 由表 2可

见, L�O2型肝细胞与 H 2O2 ( 400 �mol/L )共育 4 h,

可使肝细胞 MDA含量和培养上清中 ALT, AST水平

升高, SOD活力与细胞活性显著降低。不同浓度的

AEEP组 ( 0. 32~ 40 �g /m l)可明显改善肝细胞的损

伤, 不仅使 H 2O2升高的 AST, AST水平和肝细胞

MDA含量呈剂量依赖性降低或恢复, 而且可使

H 2O2降低的 SOD活力升高或恢复, 并且对降低的

肝细胞增殖有恢复作用。结果见表 2。

表 2� AEEP对 H2O 2损伤肝细胞的影响 (  x ∋ s, n= 8)

组别 剂量 ALT (U /L) AST( U /L) MDA ( nm ol /m l) SOD( U /m l) MTT (A 490 nm )

空白对照组 ( 18. 53 ∋ 1. 182) 32. 47 ∋ 6. 312) 2. 76 ∋ 0. 752) 12. 73 ∋ 1. 062) 0. 48 ∋ 0. 042)

模型组 8 mmo l/L 35. 47 ∋ 3. 16 65. 36 ∋ 8. 37 6. 14 ∋ 1. 28 5. 85 ∋ 0. 85 0. 25 ∋ 0. 02

阳性对照组 ( V itE) 50 �m ol /m l 18. 97 ∋ 1. 722) 36. 53 ∋ 5. 292) 3. 62 ∋ 0. 761) 12. 48 ∋ 1. 841) 0. 42 ∋ 0. 052)

女贞子水提物组 20 �g /m l 22. 51 ∋ 2. 082) 43. 19 ∋ 6. 472) 5. 11 ∋ 0. 811) 8. 28 ∋ 1. 782) 0. 32 ∋ 0. 031)

墨旱莲水提物组 20 �g /m l 24. 47 ∋ 1. 862) 45. 41 ∋ 5. 192) 5. 83 ∋ 1. 221) 7. 84 ∋ 1. 351) 0. 30 ∋ 0. 021)

二至丸水提物组 0. 32 �g /m l 26. 23 ∋ 2. 532) 52. 64 ∋ 7. 331) 5. 97 ∋ 1. 191) 7. 13 ∋ 1. 261) 0. 26 ∋ 0. 031)

1. 6 �g /m l 23. 16 ∋ 1. 892) 45. 32 ∋ 4. 862) 4. 85 ∋ 0. 871) 8. 16 ∋ 1. 472) 0. 31 ∋ 0. 021)

8 �g /m l 20. 85 ∋ 2. 432) 38. 48 ∋ 6. 282) 4. 12 ∋ 0. 622) 10. 38 ∋ 2. 112) 0. 34 ∋ 0. 022)

40 �g /m l 19. 38 ∋ 1. 652) 36. 95 ∋ 5. 842) 3. 58 ∋ 0. 782) 12. 24 ∋ 1. 872) 0. 38 ∋ 0. 032)

1) P < 0. 05, 2)P < 0. 01,与模型组比较。

4� 讨论

在多种因素 (药物、毒物、乙醇等 )引起的肝细

胞损伤中,氧化应激是它们的共同损伤机制
[ 9 ]
。肝

细胞受到氧化损伤时, 自由及其过氧化反应产物破

坏细胞膜和细胞结构,导致细胞肿胀坏死,并可使细

胞内清除自由基酶的活性下降,导致其清除自由基

能力下降, 使肝细胞损伤进一步加重, 膜通透性升

高, 肝细胞内 ALT, AST 等酶外逸, 细胞肿胀死

亡
[ 10]
。CC l4在肝细胞内代谢也可产生为具有高度

反应活性的 ) CC l3, OOCC l3等自由基引起肝细胞损

伤
[ 11]

, H 2O2是一种重要的活性氧, 极易通过细胞膜

与细胞内铁离子反应形成高活性 OH )损伤肝细

胞
[ 12]

,说明上述两种肝细胞损伤模型均属氧化应激

型。据此, 我们采用 CC l4和 H 2O2体外诱导肝细胞

氧化损伤模型, 选择培养上清液中 ALT、AST活性、

肝细胞 MDA含量和 SOD活力作为判断肝细胞损伤

和 AEEP保护作用的检测指标。

本研究结果表明, AEEP可直接改善由 CC l4和

H2O2分别诱导的肝细胞损伤, 使升高的 ALT, AST

水平明显降低,以及明显改善受抑的肝细胞增殖和

减少肝细胞坏死; AEEP还可明显降低由 CC l4和

H2O2升高的肝细胞 MDA含量, 并可使降低的 SOD

活力升高或恢复,因而减轻膜脂质过氧化和细胞通

透性的增加。在前期的实验过程中, 发现二至丸水

提物的主要成分包括:萜类化合物、黄酮类化合物及

糖类等,表明 AEEP对肝细胞损伤的保护作用可能

与其所含成分的抗氧化作用有关
[ 13 ]
。
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2. 2� 2,, 4,�DC对小鼠出血时间、凝血时间和 PT的

影响 � 2,, 4,�DC有缩短小鼠出血时间的作用, 其中

高剂量 ( 80 mg /kg )和安络血与正常对照比较有显

著差异 ( P < 0. 05); 玻片法与毛细管法结果显示,

2,, 4,�DC中剂量 ( 40 mg /kg)、高剂量 ( 80 mg /kg)和

安络血加速小鼠凝血作用, 与正常对照比较有显著

差异 (P < 0. 05, P < 0. 01); PT检测结果显示, 2,, 4,�
DC中剂量 ( 40 mg /kg)、高剂量 ( 80 mg /kg)和安络

血均有缩短 PT作用, 与正常对照比较有显著差异

(P < 0. 05, P < 0. 01)。以上结果表明 2,, 4,�DC对

正常小鼠具有止血效果,详见表 2。

表 2� 2,, 4,�DC对出血时间,凝血时间和 PT的影响 (  x ∋ s, n = 8)

组别 剂量 (m g /kg) 出血时间 ( s)
凝血时间 ( s)

玻片法 毛细管法
PT( s)

正常对照组 ( 693 ∋ 166 404. 6 ∋ 26. 8 190. 9 ∋ 97. 4 10. 1 ∋ 0. 9

安络血组 5 343 ∋ 911) 347. 1 ∋ 20. 82) 95. 2 ∋ 40. 71) 8. 7 ∋ 1. 41)

低剂量组 20 498 ∋ 205 371. 1 ∋ 85. 1 131. 8 ∋ 38. 8 9. 6 ∋ 0. 5

中剂量组 40 432 ∋ 258 288. 7 ∋ 104. 71) 116. 0 ∋ 54. 3 8. 6 ∋ 1. 91)

高剂量组 80 367 ∋ 1851) 296. 0 ∋ 64. 82) 85. 1 ∋ 36. 01) 8. 4 ∋ 2. 01)

1) P < 0. 05, 2)P < 0. 01;与正常对照组比较。

3� 讨论

2,, 4,�DC为黄色针晶, 难溶于水, 易溶于甲醇,

乙酸乙酯等极性较大的有机溶剂。本实验样品从镰

形棘豆中提取分离制得 (相关制备工艺流程已申报

国家专利 )。该黄酮类化合物是二氢黄酮 C环的 1、

2位键断裂生成的开环衍生物, 可视为由苯甲醛与

苯乙酮类缩合而成的化合物,与之结构相似的有槲

皮素、红花黄素 A, B等。槲皮素既能有效抑制血小

板聚集,又能抑制血小板释放
[ 5]
; 红花黄素具有抗

炎镇痛效果;甘草查尔酮抗氧化、黄芩素抑菌等屡见

报道。可见, 黄酮类化合物普遍有抗炎、止血、抗氧

化、抑菌等作用。本实验表明, 2,, 4,�DC的抗炎止血
功效显著,其抗氧化和抑菌等作用有待实验证实。

黄酮类体外实验发现有稳定溶酶体膜的作用;

部分黄酮是缓激肽和前列腺素 ( PGs)拮抗剂; 现有

研究表明, d�儿茶素、槲皮素和氧化苏木素明显抑制
组胺脱羧酶活性, 造成组胺代谢障碍。以上说明黄

酮类化合物均能不同水平抑制炎性因子的发生与发

展。本实验中 2,, 4,�DC显示出良好的抗炎效果,表

明该化合物能抑制 PLA 2活性, 减少脂类介质及脂

质过氧化物的产生, 也有可能与抑制 PGs活性有

关。

止血过程涉及凝血因子、纤溶系统、血管状态、

血小板等,其中 PT直接反映外源性凝血是否正常。

止血实验发现, 2,, 4,�DC可明显降低小鼠 PT、缩短

出血时间和凝血时间,说明该化合物能活化外源凝

血通路,主要影响血中凝血因子 ( −, . a, Ca
+
等 )含

量。 2,, 4,�DC对内源性凝血途径是否有影响可通过
测定血浆复钙时间判定。

综上所述, 2,, 4,�DC有抗炎和止血功效,这些作

用与其结构中羰基及 2,, 4,�位羟基可能有密切关
系, 其具体构效关系与有待进一步研究探讨。
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