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加味葛根芩连汤治疗大鼠急性放射性肠炎的实验研究
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摘 要：目的：研究加味葛根芩连汤对大鼠高能射线诱导的肠损伤组织形态学、肠道组织肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、血浆内毒素和肠道免

疫功能的影响。方法：将64只清洁级SD大鼠随机分为4组，即加味葛根芩连汤组（n=16）、复方谷氨酰胺肠溶胶囊组（n=16）、模型对照组（n=
16）和正常组（n=16），加味葛根芩连汤组、复方谷氨酰胺肠溶胶囊组分别灌胃给予药物，模型对照组和正常组给予生理盐水，1次/d，于造模

前3d开始给药直至造模后d4，连续给药7d。观察各组肠黏膜形态学指标，肠道组织TNF-α含量、血浆内毒素、小肠IgA（+）的浆细胞数量。结

果：加味葛根芩连汤组和复方谷氨酰胺肠溶胶囊组小肠绒毛高度、黏膜厚度、全层厚度及直肠黏膜厚度、全层厚度明显高于或厚于模型对

照组（P<0.05）；肠道组织TNF-α含量和血浆内毒素显著低于模型对照组（P<0.05），加味葛根芩连汤组肠道组织TNF-α含量显著低于复方谷

氨酰胺肠溶胶囊组（P<0.05）；加味葛根芩连汤组和复方谷氨酰胺肠溶胶囊组小肠IgA（+）的浆细胞数量显著多于模型对照组（P<0.05）。结

论：加味葛根芩连汤能有效保护放射对大鼠肠黏膜引起的损伤，促进大鼠肠上皮细胞的修复，减轻肠道炎症反应和抑制肠道内毒素移位，

保护肠道机械屏障和免疫屏障功能。
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近年来放射肿瘤学发展迅猛，大约有 70％的癌症患者在病程中

接受过放射治疗，放射治疗在肿瘤综合治疗中所占比重达 25％之多[1]，

成为肿瘤治疗的重要组成部分。
1 实验材料和方法

1.1 实验动物和分组：清洁级 SD 大鼠 64 只，雄性，体重 180～220g，由

南京江宁区青龙山动物繁殖场提供，实验动物使用许可证号：SCXK
（浙）20030001。动物随机分为 4 组，即加味葛根芩连汤组 （A 组，n=
16）、复方谷氨酰胺肠溶胶囊组（B 组，n=16）、模型对照组（C 组，n=16）
和正常组（D 组，n=16）。
1.2 实验药物：（1）加味葛根芩连汤颗粒剂：由江阴天江药业有限公司

生产，药物组成：葛根、黄芩、黄连、白芍、炒白术、防风、木香、陈皮、诃
子、石榴皮、炙甘草等。使用前加适量纯净水配制成溶液。（2）复方谷

氨酰胺肠溶胶囊：由地奥集团成都药业股份有限公司生产。加适量纯

净水配制成溶液。
1.3 试剂和仪器设备：（1）试剂：①大鼠（Rat）肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
ELISA 试剂盒，美国 ADL 公司产品；②显色基质鲎试剂盒，厦门市鲎

试剂试验厂有限公司生产；③IgA 免疫组化染色试剂盒，中杉金桥公

司生产；④即用型快速免疫组化 MaxVisionTM 试剂盒：福州迈新生物公

司生产；（2） 主要仪器设备：酶标仪，Molecular Devices 公司产品，型

号：spectra max 340pc。
1.4 造模方法：造模前大鼠禁食 12h，除正常组 16 只动物外，其余大鼠

用 10％水合氯醛（0.4mL/100g）腹腔注射麻醉后，四肢固定于手术板

上，以 6M 高能 X 线直线加速器给予全腹部（上至胸骨剑突，下至耻骨

联合）照射，腹部给予 1cm 组织补偿，照射面积 8.5cm×8.5cm，源皮距

100cm，照射剂量 9Gy，放射剂量率为 500cGy/min，照射时间 1.77min。
1.5 给药方法：A 组以加味葛根芩连汤灌胃（1mL/100g，每毫升含药量

5.9g），1 次/d。以同样方法，B 组予复方谷氨酰胺肠溶胶囊配制的溶液

（1mL/100g），C 组和 D 组给予生理盐水（1mL/100g）。于照射前 3d 开始

给药至造模后 4d，连续给药 7d。
1.6 检测指标

1.6.1 肠黏膜形态学观察：各组大鼠于造模后 d4 用 10％水合氯醛

（0.4mL/100g）麻醉后无菌剖腹，取回肠末段和直肠中段（固定相应同

样部位取材 2cm），蒸馏水洗净内容物，10％福尔马林固定 24h，石蜡包

埋，切片后常规 HE 染色，光镜下观察各组小肠、大肠大体情况，用图

像分析仪、康克新柏图像分析软件随机全盲测量小肠绒毛高度、黏膜

和全层壁厚度，直肠黏膜及全层壁厚度。
1.6.2 肠道组织 TNF-α含量测定：每只大鼠剪取 0.2g 小肠组织，分别

加入 2mL 生理盐水，以研磨器研磨成组织匀浆，1000g 离心 10min，取

上清液，按照肿瘤坏死因子-α（TNF-α）ELISA 试剂盒说明书测定。
1.6.3 血浆内毒素测定：抽取腹腔静脉血 1mL 注入去热源的肝素抗凝

管中，以 1000r/min 低温离心 10min，取上清液，加入血液处理剂Ⅱ制

成 6 倍稀释液，于 70℃恒温水浴锅中加热 10min，常温 4000g 离心

10min，取上清液，按照显色基质鲎试剂盒说明书测定。
1.6.4 小肠 IgA（+）的浆细胞数量观察：取回肠末段（固定相应同样部位

取材 2cm），蒸馏水洗净内容物，10％福尔马林固定 24h，石蜡包埋。石

蜡切片 （厚度 4μm） 微波中档脱蜡修复 10min，冷却，用 PBS 液

（0.01mol/L pH7.4）冲洗 3 次×5min；10%的正常山羊血清封闭，室温孵

育 10min，倾去血清，滴加 1∶50～100 比例稀释的一抗，37℃孵育 1h；

PBS 冲洗，5min×3 次；滴加即用型快速免疫组化 MaxVisionTM 试剂，

37℃或室温孵育 10～15min；PBS 冲洗，5min×3 次；滴加新鲜配制的显色

剂（DAB），显微镜下观察 3～5min；自来水充分冲洗，苏木精复染，自来

水冲洗返蓝；梯度酒精脱水、二甲苯透明，中性树胶封片；显微镜观察。
1.7 统计学方法：所有数据以均数±标准差（x±s）表示，运用 SPSS11.5
统计软件包对数据进行方差分析，方差不齐时采用 Wilcoxin 秩和检

验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。
2 实验结果

2.1 腹部照射后加味葛根芩连汤组（A 组）、复方谷氨酰胺肠溶胶囊组

（B 组）和模型对照组（C 组）三组大鼠于 d3 起均有不同程度的腹泻，

3～4d 为黏液血便，其中 C 组大鼠较 A 组和 B 组大鼠明显精神差，不

爱活动，进食明显减少，皮毛欠光泽，黏液血便量多且腹泻伴大量未

消化食物残渣。A 组死亡 2 只大鼠，死亡率 12.5%；B 组死亡 5 只大

鼠，死亡率 31.25%；C 组死亡 5 只大鼠，死亡率 31.25%；D 组无大鼠死

亡。A 组死亡率比 B、C 组死亡率低，差异非常显著（P<0.01）。
表 1 各组大鼠小肠形态学指标比较（x±s，μm）

注：与 C 组比较，*P<0.01；与 B 组比较，△P>0.05；与 D 组比较，◆P>
0.05；与 C 组比较，▲P<0.01；与 D 组比较，◇P>0.05。
2.2 肠道组织 TNF-α和血浆内毒素：A 组肠道组织 TNF-α表达量和

血浆内毒素浓度明显低于 C 组，差异显著（P<0.05）；与 B 组比较，肠

组别 n 绒毛高度 黏膜厚度 全层厚度

A 组

B 组

C 组

D 组

14
11
11
16

338.50±44.49*△◆

315.81±45.38▲◇

223.77±17.71
343.83±12.65

516.14±75.31*△◆

513.59±62.93▲◇

400.27±58.54
529.08±54.12

638.07±64.30*△◆

626.09±45.08▲◇

541.91±51.62
656.33±52.93
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作为一种常见的唇形科植物，丹参具有极高的药用价值，不仅能

够活血通经、祛风止痛，而且具有凝神清心的功效，在冠心病、心绞痛

等治疗过程中得到了有效的应用。丹参素作为丹参药材的重要组成

成分，在丹参类药物制剂、注射剂中应用广泛[1]。本次研究对丹参药材

中丹参素含量测定的不同提取方法进行分析，现将研究结果作一汇

报：

1 材料与方法

1.1 材料：本次研究中采用的高效液相色谱仪为 LC310，由山东金普分

析仪器有限公司提供，研究所用丹参药材由仲景宛西制药股份有限

公司提供，甲醇采用的是色谱纯，其余试剂采用分析纯。
1.2 方法

1.2.1 色谱条件：色谱柱为 Varian 气相色谱柱，规格为 4.5mm×250mm；

流动相为甲醇与 0.5%的冰乙酸按照 1∶5 比例混合，检测波长：280nm；

流量：0.6mL/min，进样量：20μL[2]；丹参素理论塔板数为 12000。
1.2.2 制备标准曲线：取丹参素对照品，加水配制成为不同浓度的含丹

参 素 溶 液 ， 分 别 为 0.0193mg/mL、0.0385mg/mL、0.0783mg/mL、
0.1539mg/mL 以及 0.1935mg/mL，进样 20μL 测定，回归方程为 y=
22631835x-16639，r=0.9948，在 0.0193～0.193mg/mL 范围内丹参素峰

面积与浓度具有良好的线性关系。
1.2.3 超声提取：选取 3 份 1g 丹参粗粉，并于每份中加入 20mL 左右

水，采用超声法处理 10min、20min、30min，提取液进行离心，过滤后加

入蒸馏水使其定容为 25mL，按上述条件测定处理不同时间丹参素含

量。
1.2.4 水煎提取：取 10g 丹参，加入 10 倍量的水反复煎煮 3 次，2h/次，

经过过滤，定容至 200mL，按上述条件测定处理不同时间丹参素含

量。
1.2.5 索氏提取：取丹参 1g，加入 100mL 水，采用索氏法进行提取，每

2h 取样一次[3]，0.5mL/次，提取后要补充适量水分，取样 10 次后，按上

述条件测定处理不同时间丹参素含量[4]。
2 结 果

2.1 超声提取：提取时间 10min 丹参素含量 0.5553mg/g，提取时间

20min 丹参素含量 0.6342mg/g，提取时间 30min 丹参素含量 0.6135mg/g。
超声提取时间 20min，丹参素基本提取完全。
2.2 水煎提取：第一次测定丹参素含量为 1.8543mg/g，第二次为

1.0533mg/g，第三次为 0.4739mg/g。说明煎煮法测定的丹参素含量为

0.4730mg/g。
2.3 索氏提取：索氏提取法共提取 10 次，以 16～18h 的丹参素含量最

高，达到 24.4633mg/g。
3 讨 论

近年来，丹参药物以较高的药用价值在临床医学中得到了广泛

应用。丹参药物共包含脂溶性与水溶性两种成分，其中水溶性成分以

酚酸类为主，丹参素作为一种酚酸类物质，在丹参注射剂、复方丹参

滴丸中有着有效的应用，因此对丹参素含量的检测有着重要的意义。
本次研究中分别采用 3 种提取方法对丹参素含量进行测定，可以发

现索氏提取法对丹参素的提取量最高，可以达到 24.4633mg/g，其次为

水煎提取法，超声提取丹参素含量最低。丹参中含有大量的酚酸类物

质，丹参素则为咖啡酸的水解物，与咖啡酸能够化缩成为迷迭香酸 [5]，

分子之间的缩合，有利于紫草酸、紫草酸乙的形成，当其处于加热条

件下能够实现水解进而生成丹参素，从而使测定的丹参素含量得到

增加。超声法检测不含加热过程，只能对丹参药物中游离状态的丹参

素进行测定；水煎法尽管有加热过程，但加热时间短，仅有部分出现

水解；索氏提取法经过水解后的丹参素，能测定的丹参素含量较高。
综上所述，在对丹参药材中丹参素含量进行测定时，可优先选用索氏

提取法，增加丹参素的提取含量，确保测定结果的准确性与可靠性，

为临床医学提供可靠依据。
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道组织 TNF-α 表达量有所降低，差异有统计学意义（P<0.05），血浆内

毒素浓度差异不显著（P>0.05）；与 D 组比较，A 组两项指标差异均不

显著（P>0.05）。
2.3 小肠黏膜 IgA（+）浆细胞数量：A 组每根绒毛 IgA（+）的浆细胞数量

明显多于 C 组，差异显著（P<0.05），与 B 组和 D 组比较差异不显著

（P>0.05）。
3 讨 论

放射性肠损伤是腹盆部肿瘤放疗过程中最棘手的并发症之一。
目前西医治疗放射性肠损伤多以止泻、抗炎等对症处理为主，缺乏特

效药物或治疗方法，总体疗效欠佳，需采取综合的治疗方法以提高疗

效[2]。针对急性放射性肠损伤湿热毒邪内蕴的病机特点，我们创制了

加味葛根芩连汤治疗本病。本方是在东汉名医张仲景《伤寒论》中葛

根芩连汤基础上化裁而来，由葛根、黄芩、黄连、白芍、炒白术、防风、
木香、陈皮、诃子、石榴皮、炙甘草等十一味中药组成，全方具有清热

解毒、健脾燥湿、调气导滞、涩肠止泻之功。
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研究丹参药材中丹参素含量测定的不同提取方法

蔡 薇

（福建省立医院药学部 福州 350001）

摘 要：目的：探究丹参药材中丹参素含量测定的不同提取方法。方法：研究采用高效液相色谱法，对超声提取、水煎提取以及索氏提取丹

参素含量测定的方法进行比较分析。结果：经过对丹参药材中丹参素含量测定的不同提取方法的探讨，可以发现索氏提取能够促进完全水

解，测得的丹参素含量最多。结论：采用索氏提取法对丹参药材中丹参素含量进行测定不仅具有准确性与可靠性，而且测得的丹参素含量

较高，在丹参的质量控制中有一定的应用价值，值得参考。
关键词：丹参药材；丹参素；含量测定；提取方法
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