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黄连解毒汤的抗氧化作用研究
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摘　要　目的: 探讨黄连解毒汤的抗氧化作用。 方法:红细胞溶血、肝匀浆 MDA生成及羟自由基生成用比

色法测定。 结果: 黄连解毒汤体外给药能明显抑制红细胞自氧化或 H2O2所致红细胞溶血 ,并抑制小鼠肝匀浆自

发性或 Fe2+ -V it C诱发的脂质过氧化反应。对 H2O2所产生的羟自由基亦有直接的清除作用。结论: 黄连解毒汤

对血细胞和组织细胞具有膜保护作用。
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　　黄连解毒汤 ( Huang lian Jiedu Tang , HJT)源

于唐· 王焘所著之《外台秘要》 ,由黄连、黄柏、黄

芩、栀子四味药组成 ,为清热解毒的代表方。其加减

方主要用于治疗各种火毒炽盛之内、外科疾病 ,后

者在现代医学上多属微生物感染和炎症性疾病。已

有报道黄连解毒汤对一些实验性炎症模型有确切

的抗炎活性 ,但其详细机理尚不明了。中性粒细胞

在炎症过程中起主要作用 ,其作用一方面受复杂的

细胞因子网络的影响 ,最终导致组织损伤 ,另一方

面亦与释放过量的活性氧代谢产物有关。我们的前

期研究已经发现 ,黄连解毒汤可以抑制小鼠气囊滑

膜炎模型中性粒细胞的游出及脂多糖刺激巨噬细

胞生成 NO及 IL-1
[1 ]。本文进一步从抗氧化作用角

度探讨其抗炎解毒的机理。

1　材　料

1. 1　药品及试剂

黄连、黄芩、黄柏和栀子购自南京中医药大学

江苏时珍药房。经本校中药复方研究室余伯阳教授

鉴定分别为:毛莨科植物 Copt is chinensis French.

的干燥根、唇形科植 物 Scutel laria baicalensis

Georgi. 的干燥根、芸香科植物 Phel lodendron a -

murense Rupr. 的干燥树皮及茜草科植物 Garde-

nia jasminoides Ellis.的干燥成熟果实。

取黄连、黄芩、黄柏和栀子按 3∶ 2∶ 2∶ 3的比

例混合 ,加 10倍量的水 ,煎煮 1. 5 h,共煎 3次。滤

液合并离心后浓缩干燥得黄连解毒汤提取物粉末 ,

收率为 22% 。实验中所用的黄连解毒汤剂量均以

该粉末计算。

1. 2　动物

C57BL /6j小鼠 ( 6～ 8周龄 ,体重 18～ 22 g ) ,

购自江苏省实验动物中心。

2　方法与结果

2. 1　对红细胞自氧化溶血的影响

红细胞取自小鼠眼眶静脉丛 ,用 pH 7. 4磷酸

缓冲液 ( PBS)洗 3次 ,然后配成 1%红细胞悬液。取

红细胞悬液 2 ml,加入含不同浓度 HJT的 PBS溶

液 40μl (终浓度分别为 0. 075, 0. 15, 0. 30, 0. 60

mg /ml,以不加药组为对照组 ,加入 PBS 40μl。

37℃温育 24 h后 , 2 500 r /min离心 10 min, 540

nm处测定吸光度。以对照组为 100%溶血 ,计算溶

血度。 每次实验设三个平行管 ,取平均值为一次实

验的数据 ,实验重复三次 ,求 x
-± s (以下同 )。

由表 1所示 ,红细胞经温育 24 h后 ,可出现明

显溶血 ,黄连解毒汤各剂量均可抑制红细胞的自氧

化溶血。经方差分析 , F ( 4, 10)= 88. 709,各实验组

间有极显著性差异 ( P < 0. 001)。 Student-New-

man-Kauls检验表明 ,黄连解毒汤各浓度组与对照

组间均有极显著性差异 (P < 0. 01)。
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Tab 1. Ef fect of HJT on RBC hemolysi s induced by au to-oxidation

(x
-±s , n= 3)

Group
Dose

( mg /ml )

RBC auto-oxidat ion

OD540 Hemolysis (% )

Cont rol 0. 89± 0. 026 100. 00

HJT 0. 075 0. 82± 0. 018* * * 91. 39

0. 15 0. 81± 0. 012* * * 90. 44

0. 30 0. 75± 0. 013* * * 83. 80

0. 60 0. 69± 0. 015* * * 76. 84

* * *: P < 0. 001 vs cont rol

2. 2　对 H2O2所致红细胞氧化溶血的影响

取上述红细胞悬液 1 ml ,加入不同浓度黄连

解毒汤 (终浓度分别为 0. 075, 0. 15、 0. 30, 0. 60

mg /ml)及 H2O2 (终浓度为 1% )。37℃温育 1 h后 ,

2 500 r /min离心 10 min, 415 nm处测定吸光度。

以 H2O2+ 红细胞为对照组 ,同时设正常红细胞组。

每次实验均设三个平行管 ,实验重复三次。

由表 2所示 , H2O2可以破坏红细胞膜 ,导致血

红蛋白逸出。黄连解毒汤可显著抑制 H2O2的这种

作用。方差分析显示 , F ( 5, 12)= 27. 924,各实验组

间有极显著差异 ( P < 0. 001)。黄连解毒汤 0. 15

mg /m l以上有极显著的抑制作用 ( P < 0. 001)。
Tab 2. Ef fect of HJT on RBC hemolysis ind uced b y H2O2 ( x

-± s, n

= 3)

Group
Dose

( mg /ml )

RBC oxidation induced by H2O2

OD415 Hemolysis (% )

Normal 0. 273± 0. 044 7. 61

Cont rol 3. 461± 0. 440# # # 100

HJT 0. 075 3. 090± 0. 620 84. 71

0. 15 2. 086± 0. 987* * * 57. 41

0. 30 0. 985± 0. 565* * * 27. 37

0. 60 0. 331± 0. 091* * * 9. 38

# # #P < 0. 001 v s normal; * * *P < 0. 001 v s cont rol

Normal: RBC alone; Cont rol: RBC+ H2O2

2. 3　对小鼠肝匀浆脂质过氧化的影响

小鼠断头处死 ,迅速取肝置于 4℃生理盐水

中 ,洗去表面残血 ,制成 5%的肝匀浆。 取肝匀浆

0. 6 ml,加入各种浓度的黄连解毒汤 40μl(终浓度

分别为 0. 3, 0. 6, 1. 2 mg /ml ) ,以不加药组作为对

照管 ,加入生理盐水 40μl。 37℃温育 2. 5 h后 ,加

入 20%三氯醋酸 0. 6 ml。 3 000 r /min离心 10

min,取上清 1 ml,加入 0. 67%的硫代巴比妥酸溶

液 1 m l,沸水浴加热 10 min,冷却后在 721型分光

光度计 532 nm处比色测定。以四乙氧基丙烷为标

准 ,计算每 ml溶液中丙二醛 ( MDA)的生成量。每

次实验设三个平行管 ,实验重复四次 ,结果见图 1。

Fig 1. Ef fect of H JT on M DA prod uct ion in liver h omogenate.

Liver h omogenate ( 5% ) was cultured at 37℃ f or 2. 5 h in th e

presence of various concen t rations of HJT. Th e prod uct ion of

M DA w as examined by thiobarbituric acid colorimetric as say. Each

column indicates the mean of four independ en t ex perimen ts and

each ex perimen t includ es t riplicate sets. * * *P < 0. 001, v s Spon. (x
-±

s ,n= 4)

Spon: liver h omogenate products MDA spontaneously.

黄连解毒汤各浓度均可显著抑制小鼠肝匀浆

自发生成 MDA(P < 0. 01)。经方差分析 , F ( 3, 12)

= 24. 646,各实验组间有极显著性差异 ( P <

0. 001)。

在上述反应体系中加入 FeSO4 ( 0. 01 mol /L)

0. 01 m l,维生素 C( 0. 01 mol /L) 0. 01 m l。 由图 2

所示 ,与正常肝匀浆相比 , Fe2+使小鼠肝匀浆生成

MDA显著增加。黄连解毒汤对 Fe
2+
诱导的小鼠肝

匀浆脂质过氧化有极显著的抑制作用。 经方差分

析 , F ( 4, 10)= 22. 940,各实验组间有极显著性差

异 ( P < 0. 001)。 黄连解毒汤各浓度组与对照组间

均有极显著性差异 (P < 0. 001)。

2. 4　对羟自由基的清除作用

取试管 ,每管加入邻二氮菲及 FeSO4各 0. 75

mmo l /L、 pH 7. 4 PBS 150 mmo l /L、不同浓度药物

或蒸馏水、 H2O2 0. 8mmol /L,于 37℃振荡反应 1

h ,测 OD536 ,未损伤管不加 H2O2 ,以 ΔOD536 =

OD536(未损 ) - OD536(损 )表示· OH生成的多少 ,按下

式计算表观· OH清除率。 表观· OH清除率= ( 1

-ΔOD(药物 ) /ΔOD(空白 ) )× 100%。 实验中每个点设

三个平行管。

结果黄连解毒汤显著增加了对羟自由基的清

除率。0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 8 mg /ml对羟自由基的清除

率分别为 10. 3% , 12. 4% , 16. 5%及 33. 3%。
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Fig 2. Effect of HJT on MD A production in liv er homogenate in-

duced by Fe2+ . Liv er homogenate ( 5% ) w as cultured at 37℃ f or

2. 5 h in th e p resence of Fe2+ and various concent rations of HJT.

Th e p roduction of M DA w as ex amined b y thiobarbi turic acid col-

orimetric ass ay. Each column indicates the mean of th ree indepen-

d en t exp eriments and each experiment includ es t riplicate s ets.
# # #P < 0. 001, v s Spon. * * *P < 0. 001, vs Cont. (x

-± s ,n= 3)

Spon: liver h omog enate-p roducts MDA spontaneously.

Cont: liv er homogenate-products M DA in th e pres ence of Fe2+ .

3　讨　论

在炎症过程中 ,过量炎性介质的释放可使正常

组织和细胞受到损伤。这些炎性介质包括 NO、 IL-

1等细胞因子以及呼吸爆发所产生的各种活性氧。

我们的前期研究已发现 ,黄连解毒汤对 NO、 IL-1

等细胞因子的生成有抑制作用
[1 ]
,鉴于炎症与自由

基的密切关系 ,并已知黄连解毒汤组成中药黄芩中

的黄酮类化合物如黄芩苷、黄芩素 [2-3 ]等及黄连的水

提物 [ 4]均有抗氧化活性 ,本文着重研究了体外黄连

解毒汤抗氧化能力 ,发现黄连解毒汤对于红细胞的

自氧化和 H2O2所致的氧化均具有显著的抑制活

性。红细胞膜易受到氧自由基的攻击发生脂质过氧

化 ,而使红细胞膜完整性改变 ,导致溶血。黄连解毒

汤降低溶血度与抑制膜脂质过氧化有关。

黄连解毒汤对脂质过氧化反应的终产物丙二

醛 ( MDA)的研究发现 ,黄连解毒汤体外可显著降

低肝匀浆 MDA的生成。 此外 ,黄连解毒汤还具有

一定的清除羟自由基的能力。

以上结果表明 ,黄连解毒汤可显著抑制脂质过

氧化反应 ,并有一定的清除羟自由基活性 ,提示其

对血细胞和组织细胞具有膜保护作用。黄连解毒汤

的这种膜保护作用很可能与其抗炎解毒作用有关。
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Anti -oxidative Activity of Huanglian Jiedu Tang , a

Traditional Chinese Recipe
WANG Li-Jin, XU Qiang
Department of Pharmacology f or Chinese Materia Med ica, China Pharmaceutical Univ ersity , Nanjing 210009

Abstract　 AIM: To examine the antioxidativ e and hydroxyl radical-scaveng ing activ ities of Huang lian

Jiedu Tang ( HJT) in vit ro. METHODS: The hemolysis o f red blo od cells, MDA production in liv er ho-

mogena te and hydroxyl f ree radical productin w ere measured by colo rimetric assay. RESULTS: The

aqueous ex t racts of H JT exhibited a significant po tency in inhibi ting murine erythrocy te hemoly sis ( P <

0. 001) and lipid pero xida tion in mouse liv er homogenate (P < 0. 001) . The hydroxyl f ree radical induced

by Fenton reaction could be scavenged by HJT. CONCLUSION: These resul ts indica te that HJT has a

pro tectiv e activi ty fo r the membranes of ery th rocy tes and tissue cells.

Key words　huang lian Jiedu Tang; lipid peroxidation; hydro xy l f ree radical
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