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二妙散免疫抑制活性成分的研究
`
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摘要 以 2
,

4
,

6一三硝基氯苯 ( CP ) 所致迟发型变态反应 (CP 一 D T H ) 为指标
,

对二妙

散水提物进行提取分离
,

对有效部位进行定性分析
,

发现生物碱类组分是其免疫抑制活性成分

之一
。
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二妙散源于 《丹溪心法 》
,

由黄柏
、

苍术

二药等量组成
,

黄柏清热
,

苍术燥湿
,

二药

合用
,

具有一清一燥之妙
。

临床上主要用于

湿热下注
、

足膝红肿热痛
、

湿证等病症山
。

有

关二妙散的化学研究尚未见报道
。

而关于黄

柏
,

国外有报道指出
,

其对迟发型变态反应

有抑制作用
,

有效成分为生物碱类化合物
〔2〕 。

我们的前期研究表明
,

二妙散对 P C 一 D T H

有显著的抑制作用
,

且其作用较其组成药物

黄柏
、

苍术为强川
。

为此
,

本研究以 P c一

D T H 为指标
,

对二妙散水提物进行了提取分

离
,

以寻找其有效部位及组分
,

并对各有效

部位及组分进行了成分分析
。

1 实验部分
L l 仪器

、

药品
、

试剂和动物

1
.

1
.

1 仪器 日本岛津 CS 一9 30 型双波长

扫描仪
,

三用紫夕吩析仪
,

S~
1〕
型旋转蒸发

仪
,

S H Z
一

玫 型全塑不锈钢循环水多用真空

泵
,

Z K
一

8 2 A 型真空干燥箱
。

L L Z 药品与试剂 标准品
:

盐酸小肇碱
、

盐酸巴马汀均购自中国生物制品检定所
;
黄

柏碱由日本岐阜药科大学森裕志教授惠赠
;

生物碱甲 ( H B一1) 为自提结晶
,

结构待定
。

药材
:

黄柏和苍术购自南京市药材公司
,

经

中国药科大学中药分析教研室余伯阳副教授

鉴 定 分 别 为 芸香 科 植 物 黄 皮 树 P he l
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cS h n e id 的树皮和菊科植
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江苏省自然科学基金资助项 目
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河南省制药

技工学校
、 、 *

天津中央制药厂
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) 1…X二

的根茎
。

试剂
: 2

,

4
,

6一三硝基氯苯 (P C )
:

东

京化成工业株式会社
;
硅胶 G zF

s 4
高效薄层

板
:

青岛海洋化工厂 ; 95 % 乙醇
、

正丁醇
、

甲

醇
、

氯仿
、

乙酸乙醋
、

冰醋酸
、

碘化秘钾等
。

一 1
.

3 动物
:

4 ~ 6 周龄 ( 1 8一 2 2 9 ) 昆明种

雌性小鼠
,

由中国药科大学动物室及江苏省

实验动物中心提供
。

2 方法

2
.

1 P C 所致小鼠接触性皮炎 ( P C
一

D T H )

取昆明种小鼠
,

刮去腹毛
,

涂 1 % P C 乙

醇溶液 0
.

I iln 致敏
,

d6 后用 1 % P C 橄榄油

溶液 3 0川涂于右耳两面攻击
,

2 h0 后用千分

尺测量两耳厚度
,

将两耳的厚度差作为 D T H

反应的强度
。

2
.

2 薄层层析样品的制备 取二妙散
、

黄

柏
、

苍术各提取部位的样品
,

分别配制成

.0 25 9 (生药量 ) / iln 的溶液
,

其中乙醇及正

丁醇部位用乙醇作溶剂
,

其余均为水
。

2
.

3 统计 t 一检验
。

3 结果

.3 1 二妙散各有效组分的提取分离

以二妙散对 CP
-

D T H 的抑制率为指标
,

对有效部位进行了一系列的分离提取
,

如图

1所示
。

黄柏
、

苍术 (等量药材 )

水提取物 ( E l ) (得率 3 1% ) (弃去 )

乙醇提取物 ( E n ) (得率 10
.

5 % )

婪

一
乙醇不溶物 (得率 1 7

.

8% )

渣川药(E

正丁醇部位 (E w ) (得率 4
.

2 % )

…硅胶往层析
水溶性部位 (E V ) (得率 3

.

2 % )

乙酸乙醋
一

甲醇
一

水 (不同比例洗脱 )

F r
.

1 F r
.

2 F
r

.

3

图 1

F
r

.

4

二妙散提取分离流程图

取 E l
一

E V
,

自 P C 致敏的当天起连续 6

天灌胃给药
,

阳性对照药氢化泼尼松为肌内

注射
。

对 P C
一

D T H 的抑制作用如表 1 所示
,

乙醇提取物及乙醇不溶物的高剂量对 P C
-

D l
,

H 均有显著的抑制作用
。

将乙醇提取物用

水饱和正丁醇萃取
,

其有效组分移至正丁醇

部位
,

后者经硅胶柱层析得到 四个组分
。

表

2 显示了这四个组分对 P C
一

D T H 的抑制作

用
。

其中 rF
.

3 的作用有显著意义
,

F r
.

2 有一

定的抑制趋势
,

F r
.

1 和 F r
.

4 无作用
。

.3 2 二妙散各有效部位的成分分析

.3 .2 1 二妙散及其单味中药水提物的成分

预试

按图 1 所示提取得二妙散水提物 ( IE )及

单味黄柏或苍术水提物 (印
、

CI )
,

对各水提

物按中草药成分常规分析方法进行定性分
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析
,

结果如表 3 所示
,

可见二妙散兼含黄柏

和苍术中的各类成分
。

表 1 二妙散各提取部位对

CP 一D T H 的抑制作用

表 3 二妙散及其组成中药水提物的成分

类 别

样 生 酚 释 糖 皂 幽 挥 有
物 发 机

品 碱 类 质 类 贰 体 油 酸

】n + + + + + + + + 十 + 一 一

组别
剂量

m g /k g
动物

耳肿胀度
又 10

一 3

~
抑制率

%
+ + + 十 + + +

1791516ao5585ac55

100200400100200100200501005010010

对照

E I 3 3
.

1

4 7
.

8

3
1,ù乃月」

0-4107.62.24.41.24.2.81

E l

E l

E W

E V

氢化

泼尼松

9 0
.

6士 4 5
.

8

60
.

6士 50
.

0

4 7
.

3士 1 8
.

6 2 )

4 5
.

3士 1 8
.

5
2 )

5 4
.

4士 1 6
.

8
, )

4 2
.

5士 1 8
.

9
2 )

58
.

8士 30
.

3

3 4
.

4士 1 8
.

4
2 )

6 8
.

8士 1 5
.

5

53
.

1士 2 0
.

1 ’ )

68
.

8士 3 0
.

6

88
.

8士48
.

1

5 0
.

0

40
.

0

E l + + + +
一

卜 + + + + 十 一

3
.

2
.

2 二妙散各提取部位的生物碱类薄层

层析

按图 1方法分别提取分离得到与二妙散

相对应的单味黄柏
、

苍术的各提取部位 (扭
-

H V
、

C l
一

C V )
。

取经 1 05 ℃活化半小时的高效

硅胶薄层板
,

将浓度为 0
.

s grn / iln 的标准液

作为混标 ( s )
,

与各提取部位的样品液间隔点

样却 l
,

以正丁醇
:

冰醋酸
:

水 (7
,

1
,

2) 为

展开剂展开
,

展距 1c5 m
,

取出挥干溶剂
,

用

1 6 1 6
.

6士 1 2
.

梦
,

1 0 0 0 0 0 0 O O

口 口

OO口八é

O.OOō口口
移扫n舀

注
:

迈汉士 SD ②与对照组比较
’ ) P < 0

.

05
.

2 ) P < 0
.

0 1

表 2 正丁醇部位柱层析组分对

CP 一D T H 的抑制作用 0 0 0

组别 耳肿胀度

X 10 一~

抑制率

%

5 H I E一c一 H I E I c I H I E . c . H 卜 E卜 c 卜H 、 E 、 (
’

\

又寸只食

F r
.

1

F
r

.

2

F r
.

3

F r
.

4

E W

1 7 1
.

9士 4 0
.

5

1 7 0
.

0士 4 5
.

0

1 4 0
.

6士 3 9
.

0

1 1 5
.

6士 44
.

8
, )

1 7 3
.

8士 4 5
.

2

1 2 4
.

4士 3 2
.

6
` ’

1
.

1

1 8
.

2

3 2
.

8

0

2 7
.

6

注
:

①剂量均为 100 n l g /k g

图 2 二妙散及黄柏
、

苍术各提取部位的薄层图谱
S :

柄滩彭吉
.

1盐酸 d凝碱留 2 盆酸巴马汀 ; 3 黄泊喊 ; 4 H B一 1

H l
、

E l
、

C I :

分别为黄柏
、

二妙散
、

苍术水提物

H I
、

E 皿
、

C I :

分别为黄柏
、

二妙散
、

苍术乙醇提取物

H 皿
、

E m
、

C 皿 分别为黄柏
、

二妙散
、

苍术乙醇不溶物

H VI
、

E W
、

C W :

分别为黄柏
、

二妙散
、

苍术正丁醇部位

H v
、

E v
、

C v :

分别为黄柏
、

二妙散
、

苍术水溶性部位

② n 一 8
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碘化秘钾显色剂显色
,

结果可见生物碱显桔

红色斑点
,

由图 2 可知
,

除黄柏的醇不溶部

位仍残留少量生物碱
,

而同等提取条件下二

妙散的醇不溶部位已不含生物碱以外
,

二妙

散与黄柏各提取部位中的生物碱斑点无差

异
,

而苍术各部位均未检出生物碱
。

,
0 0 0 0

O口OOO000006

- - -一一」 一-
~

月 1 一」 已 J -

E l 、 F r
.

I F r
.

Z F r
.

3 F r

图 3 柱层析各组分的薄层图

S :

见图 2 注

)
图 4 F r

.

3 的薄层扫描图

峰 2
,

峰 3
,

峰 4 分别为巴马汀
,

黄柏碱
,

H B I

测定波长 砧 = 6 2 0 n
m

,

参比波长入R = 3 6 0 n rn

.3 .2 3 柱层析各组分的生物碱薄层层析

按图 1 方法分离得到的各柱层析组分的薄层

层析见图 3
。

从图中可知
,

F r
.

1 仅含小粟碱 ;

F r
.

4 几乎不含生物碱
;

rF
.

2 包含了四种生

物碱 ; rF
.

3 不含小栗碱
,

黄柏碱的含量大为

提高 ; 图 4 为 rF
.

3 的薄层扫描图
,

以 H丑
~

1

的含量为最高
。

4 讨论

4
.

1 以上结果表明
,

仅含小粟碱的 rF
.

1和

几乎不含生物碱的 rF
.

4 均无免疫抑制作用
;

巴马汀含量较高且包含四种生物碱的 rF
.

2

也仅有一定的抑制趋势
,

黄柏碱和 H仔 1 含

量较高的 rF
.

3 具有显著的免疫抑制活性
,

从

而推测黄柏碱和 H B
es

l 为抑制 CP
-

D T H 的主

要活性成分
,

而小粟碱和巴马汀与抑制 P C
-

D T H 活性的关系不大
。

.4 2 从二妙散的醇不溶部位虽不含生物碱

也有明显的免疫抑制活性推测
,

生物碱不是

免疫抑制的唯一成分
。

进一步研究该部位与

黄柏碱
、

H珍 1 的关系
,

将有助于阐明二妙散

免疫抑制作用的化学基础
。
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