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摘 要:目的 在系统检测瑶药紫九牛醇提物对小鼠的急性毒性和其主要成分之一总蒽醌含量的基础上,进一步观察

其对乙醇所致小鼠急性肝损伤的影响,为紫九牛在肝病应用中的安全性和有效性提供依据。方法 采用超声结合乙醇

回流方法制备紫九牛提取物,以最大浓度和最大给药体积给药,观察其急性毒性大小。建立乙醇所致小鼠急性肝损伤模

型,观察紫九牛提取物对肝损伤小鼠肝功能指标、抗氧化指标和组织学的影响。结果 急性毒性试验发现小鼠对紫九牛

醇提物的最大耐受量为(生药)240g/kg,为人常规用量(0.25~0.5g/kg)的480~960倍。分光光度法检测发现紫九牛

乙醇提取物总蒽醌含量为0.085%。紫九牛(生药)16.7g/(kg·d)连续灌胃给药7d能降低乙醇所致小鼠血清谷丙转

氨酶的升高,提高肝脏过氧化氢酶和总抗氧化能力,且可明显减轻肝组织病理改变。结论 本研究结果提示紫九牛醇提

物毒性低,对乙醇肝损伤有防治作用,其机制与增强肝脏抗氧化功能有关。其总蒽醌是否参与肝保护作用尚需进一步研

究。
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  Abstract: Objective ToobservetheacutetoxicityandthecontentoftotalanthraquinoneinVentilago
leiocarpa(ChinesemedicinefromYaonationality)ethanolextract,andtofurtherstudytheeffectsofVentilago
leiocarpaethanolextractonethanol-inducedacuteliverinjury.TostudythesafetyandeffectiveneeofVentila-
goleiocarpaintreatmentliverdisease. Methods TheVentilagoleiocarpaextractwaspreparedbyusingul-
trasonicextractioncombinedethanolreflux.Itsacutetoxicitywasobservedatmaximalconcentrationandmax-
imalvolume.MiceEthanol-inducedliverinjurymodelwasestablished.TheeffectsofVentilagoleiocarpaeth-
anolextractonmiceliverfunction,antioxidativefunctionandhistologywereobserved. Results Acutetox-
icitytestsinmiceshowedthatthemaximaltolerancedosewascrudedrug240g/kg,whichwas480~960times
ofregulardoseinhuman(0.25~0.5g).Thetotalanthraquinonecontentof0.085%intheextractwasob-
tainedbyusingspectrophotometry.TheintragastricadministrationofVentilagoleiocarpabenth16.7g/(kg·
d)for7dayscouldreducetheelevated-alaninetransaminase(ALT)activity,alsocouldamelioratepathologi-
calinjuryandimprovetheliveractivityofcatalaseandtotalantioxidantcapacityinmicewithethanol-induced
liverinjury. Conclusion OurresultssuggestthetoxicityofVentilagoleiocarpaislow,andVentilagoleio-
carpacanpreventandtreatethanol-inducedacuteliverinjuryduetoitsantioxidativeaction.Theroleoftotal
anthraquinoneplaysinliverprotectingneedtobefurtherinvestigated.
  Keywords: Ventilagoleiocarpa;toxicitytests,acute;anthraquinones;liverinjury
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  广西是瑶族人民聚居地之一,具有丰富的瑶药资源。肝炎

是瑶药主治疾病之一,广西民间用多种瑶药治疗肝炎,如:“五
虎九牛十八钻七十二风”中的猛老虎、紫九牛、大钻、葫芦钻、铜
钻、五爪风、白面风、过墙风、独脚风、黄骨风等[1]。但这些瑶药

治疗肝炎大多数没有明确的毒理和相关药理数据,某些瑶药的

药理学研究甚至完全空白,如:紫九牛和黄骨风等,极大限制这

些药物在肝炎相关疾病中的应用。瑶药紫九牛(Ventilagoleio-
carpa)是鼠李科植物翼核果的根茎,别名血风藤、铁牛入石、红
穿破石、青筋藤、牛参等,分布于我国广西、广东和海南等省,民
间用于补气补血、舒经活络,治疗气血两虚、月经不调、风湿筋

骨痛、四肢麻木、跌打损伤、肝炎、肾炎水肿等症[2-3]。本研究

拟从紫九牛醇提物的急性毒性、总蒽醌含量和对乙醇所致急性

肝损伤影响等三方面系统观察其安全性和有效性,为其在治疗

肝脏疾病中的应用和开发提供依据。
1 材料与方法

1.1 材料与仪器 紫九牛购于广西柳州,由右江民族医学院

民族医教研室覃道光教授鉴定,粉碎备用。乙醇等其他试剂均

为国产分析纯。UV-2401紫外分光光度计为日本岛津公司

产品,BA310Digital数码显微镜为厦门麦克奥迪实业集团有限

公司产品。
SPF级昆明种小鼠,体重18~22g,由右江民族医学院实

验动物中心提供,动物许可证号为:SCXK桂2012-0003。
1.2 方法

1.2.1 紫九牛乙醇提取物制备 将产于广西柳州的紫九牛用

自来水洗净,再用去离子水冲洗,切片,风干后磨成粗粉,精密

称取适量紫九牛粗粉,置于5000ml圆底烧瓶中,用10倍80%
乙醇回流提取3次,每次1.5h,将提取液混合减压抽滤,挥干

乙醇,得到紫九牛浸膏。取适量浸膏用蒸馏水配成所需浓度的

混悬液,用于后续的急性毒性实验和药效实验。
1.2.2 紫九牛总蒽醌提取 精密称取紫九牛(翼核果)粉末40
g,按1.2.1方法进行乙醇回流提取,将提取液合并过滤,减压

蒸馏浓缩至40ml(每ml提取液相当于生药1g)。从中准确量

取1ml置于3mol/L硫酸60ml中水浴加热水解2h,过滤,将
滤液转移至分液漏斗中,加入氯仿进行萃取(上层为酸水层,下
层为氯仿)3次,每次30ml,合并氯仿液,用减压旋转蒸发仪回

收氯仿,用甲醇定容至50ml,即得紫九牛醇提物总蒽醌样品。
参照文献[4],以大黄素为标准品,以0.5%乙酸镁-甲醇液为显

色剂,制备标准曲线,检测紫九牛醇提物总蒽醌含量。
1.2.3 紫九牛醇提物的急性毒性实验 随机选取小白鼠20
只,雌雄各半,每组10只,禁食不禁水12h。以紫九牛醇提物

最大浓度(生药4g/ml),按0.3ml/10g灌胃给药2次,间隔6
h,连续观察7d内小鼠的一般情况,以死亡为主要观察指标。
1.2.4 紫九牛醇提物对小鼠急性肝损伤的保护作用 取雄性

小白鼠30只,随机分为3组,即正常对照组、模型对照组、紫九

牛给药组,每组10只。紫九牛给药组每天按0.1ml/10g灌

胃给药,剂量为生药16.7g/kg,1次/天,连续7d,正常对照组

和模型对照组给予等容量蒸馏水。乙醇所致急性肝损伤模型

参照文献[5],略有改动。末次给药1h后,模型对照组和给药

组灌胃45%乙醇(6.1g/kg体重),间隔19h后再给1次45%
乙醇(5.4g/kg体重),正常对照组同时等容积给蒸馏水,24h
所有小鼠摘眼球取血,取血后立即处死解剖取肝脏。将取到的

全血离心分离血清,按试剂盒说明测定丙氨酸转氨酶 (alanine
aminotransferase,ALT)的酶活性。摘取肝脏,称重,部分组织

用10%福尔马林固定,测定肝脏病理改变;余下组织用生理盐

水制备成10%匀浆,离心取上清液,分别按试剂盒说明测定匀

浆中蛋白含量、过氧化氢酶(catalase,CAT)和总抗氧化能力

(totalantioxidantcapacity,T-AOC)。

1.2.5 统计学方法 应用SPSS17.0软件进行统计学处理,
计量资料均用(췍x±s)表示,采用单因素方差分析。
2 结果

2.1 紫九牛醇提物对小鼠的急性毒性实验结果 结果表明,
紫九牛醇提物在最大药物浓度(生药4g/ml)和给药体积为

0.6ml/10g(分两次给),剂量为生药240g/kg时,观察7d,
小鼠无死亡,体重无明显变化。说明紫九牛醇提物最大耐受量

为生药240g/kg,为人常规用量(0.25~0.5g/kg)的480~960
倍。
2.2 紫九牛醇提物总蒽醌含量测定 以大黄素为标准品,以
0.5%乙酸镁-甲醇液为显色剂,制备标准曲线为A=0.0395C
+0.0759,r=0.9997,线性范围为:2~20mg/L(吸光度A为

纵坐标,浓度C为横坐标)。以此标准曲线,测得紫九牛醇提物

总蒽醌含量为0.085%。
2.3 紫九牛醇提物对乙醇致肝损伤小鼠肝功能指标的影响 
45%乙醇24h内灌胃给药2次后,小鼠血清 ALT含量较正常

对照组明显增加(t=2.687,P =0.015),肝指数增加(t=
3.335,P=0.004),说明肝损伤模型制备成功。紫九牛可改善

乙醇引起的ALT增高的症状(t=2.982,P=0.008),但对肝

指数无明显影响(t=3.450,P=2.003),见表1。

表1 紫九牛醇提物对乙醇所致肝损伤肝功能的影响

                 (췍x±s,n=10)

分组 肝指数(g/kg) ALT(u/L)

正常对照组 41.6±3.7 18±3
模型对照组 46.9±3.4 31±15
紫九牛醇提物 46.6±2.7 14±10
F 2.170 7.100
P 0.002 0.003

2.4 紫九牛醇提物对乙醇肝损伤小鼠抗氧化指标的影响 本

研究进一步观察了紫九牛醇提物对肝脏抗氧化功能的影响。
结果表明,乙醇灌胃给药后肝匀浆中过氧化氢酶CAT和总抗

氧化能力T-AOC活性均明显降低,分别降至正常对照组的

75%和61.5% (t=2.915,P=0.009;t=3.676,P=0.002)。
紫九牛可使乙醇降低的肝组织中抗氧化酶CAT和 T-AOC
活性,接近正常对照组水平(t=2.236,P=0.038;t=2.875,
P=0.010),见表2。

表2 紫九牛醇提物对乙醇所致肝损伤

抗氧化功能的影响  (췍x±s,n=10)

分组
CAT

(u/g·pro)
T-AOC
(u/g·pro)

正常对照组 56±9 26±5
模型对照组 42±12 16±7
紫九牛醇提物 54±12 25±7
F 4.660 7.400
P 0.018 0.003

2.5 紫九牛醇提物对乙醇所致小鼠肝组织形态学变化的影响

 病理学组织结果表明,正常小鼠肝组织肝索存在,肝脏结构

完整,肝细胞胞浆未见脂肪变性及气球样变(见图1A、B)。24
h内两次乙醇处理后小鼠肝细胞气球样变性明显(见图1C、
D),未见肝索,肝脏正常结构破坏,炎性细胞增生。紫九牛给药

组可见肝索,肝脏结构基本完整,肝细胞气球样变性程度均明
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显轻于乙醇模型组(见图1E、F),炎性细胞增生减轻(见图

1E)。

图1 紫九牛醇提物对乙醇所致肝损伤肝脏病理改变的影响

正常对照组:A(×100)、B(×200);乙醇模型组:C(×100)、D
(×200);紫九牛醇提物组:E(×100)、F(×200)

3 讨论

瑶药是我国应用较多的一类民族药,许多瑶药虽然在民间

应用疗效确切,但尚无药理学和毒理学数据证明其确实安全有

效。本研究发现在人常规用药的480~960倍剂量的紫九牛醇

提物给予小鼠,未出现死亡及明显的毒性反应,说明紫九牛毒

性较低,较为安全。
随着生活水平的提高,越来越多的人饮酒,乙醇所引起的

急、慢性肝损伤已成为当前世界范围内的一大公害。关于紫九

牛对急性酒精性肝损伤是否有确切的作用及机制尚未见报道。
由于不同小鼠对乙醇敏感性个体差异较大,本研究中乙醇的剂

量与文献所用剂量略有调整[5],通过24h内两次给予45%乙

醇,小鼠肝脏肿大、肝指数明显增加、肝索紊乱、出现气球样变

及炎性细胞增多,说明急性酒精性肝损伤模型建立成功。紫九

牛(生药)16.7g/(kg·d)连续灌胃给药7d能改善乙醇所致小

鼠肝损伤,提高肝脏抗氧化酶和抗氧化能力,且可明显减轻肝

组织病理改变。该结果提示紫九牛可通过提高肝脏抗氧化功

能而对乙醇所致肝损伤有保护作用。
有文献报道翼核果(紫九牛)属植物含有丰富的蒽醌类化

合物,从此种植物根中分离得大黄素、大黄素-6,8-二甲醚、
1-羟基-6,7,8-三甲氧基-3-甲基蒽醌、翼核果醌和羽扇

豆醇[6-7]。本实验采用乙醇回流提取后减压浓缩,利用分光光

度法测得广西柳州紫九牛总蒽醌含量为0.0848%,与蒙毅等利

用 HPLC测定广西各地红穿破石(紫九牛)中大黄素的含量

0.0303%~0.1353% 接近[8],说明本法用于测定紫九牛蒽醌

含量是可靠的。万绍晖等[9]发现掌叶大黄蒽醌类衍生物是其

抗四氯化碳肝损伤的活性部位,田立元[10]也发现决明子总蒽

醌是其抗肝损伤的有效成分之一。本研究中紫九牛含有的总

蒽醌是否为其抗乙醇所致肝损伤的活性部位尚需进一步研究。
综合以上,本研究发现紫九牛醇提物毒性低,且可保护乙

醇所致肝损伤,为紫九牛在酒精性肝损伤的临床应用提供依据

和奠定基础,并为瑶药抗肝炎的开发提供依据。
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