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山银花提取物抗动脉粥样硬化成分研究 
 

李荣，周玉生，匡双玉，王超，王娟(南华大学附属第二医院，湖南 衡阳 421001) 

 
摘要：目的  对山银花中所含的四类化学成分进行提取，通过细胞和动物实验找出抗动脉粥样硬化作用相对较强的化学

成分。方法  对不同提取物，采用油红 O 染色观察对荷脂细胞中脂滴形成的影响，用高效液相色谱法检测荷脂细胞内胆

固醇的含量；对 apoE 敲除小鼠主动脉标本作形态学检查，观察用药后血管内膜及斑块的变化。结果  山银花提取物中四

类化学成分均能不同程度地降低荷脂细胞内胆固醇含量。结论  山银花中黄酮类成分具有较强抗动脉粥样硬化作用。 
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Study on the Anti-atherosclerosis Effect of Lonicera Macranthoides Hand Mazz. Extract 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To extract four ingredients for medicine in Lonicera macranthoides Hand Mazz. and find an 
ingredient that has strong anti-atherosclerosis effect by cell and animal experiments. METHODS  Rathonum red stain and high 
performance liquid phase analytic process were used to assess and detect the level of cholesterol. The shapes of aorta in 
apoE-deficent mice were examined and the changes of intimal and plaque were observed. RESULTS  All of the four 
ingredients in Lonicera macranthoides Hand Mazz. can reduce cholesterol of dutch fat cells. CONCLUSION  Flavonoids in 
Lonicera macranthoides Hand Mazz. have strong anti-atherosclerosis effect. 
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山银花为忍冬科植物灰毡毛忍冬 Lonicera 

macranthoides Hand-Mazz.，红腺忍冬 Lonicera 

hypolauca Miq.或华南忍冬 Lonicera confusa DC.的

干燥花蕾或带初开的花[1]，具有清热解毒、疏散风

热的功效，为常用的大宗药材。山银花在我国资

源丰富，分布区域广，一直以来是多种中成药的

主要原料。黄喜茹等[2]报道山银花的同科植物金银

花能显著降低多种模型小鼠血清总胆固醇及动脉

粥样硬化指数，提高高密度脂蛋白含量。本试验

研究了山银花提取物的抗动脉粥样硬化作用，期

待找出山银花中抗动脉粥样硬化的有效成分。 

1  仪器和材料 

1.1  仪器 

高效液相色谱仪(日本三洋公司)；x-4 型显微

熔点测定仪(天津市分析仪器厂)；UV-2500 型紫外

分光光度计(日本岛津)；GSY-8 型电热恒温水浴锅

(北京医疗设备厂)；AY220 型电子分析天平(日本

岛津)。 

1.2  材料 

山银花(购于湖南隆回县)，经周玉生主任中药

师鉴定为灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides Hand 

Mazz.干燥花蕾；阿托伐他汀钙片(辉瑞制药有限公

司，批号：95837014，规格：20 mg)；薄层用硅胶

G(青岛海洋化工厂)；人单核巨噬细胞(THP-1 细

胞)(中科院上海细胞生物所细胞中心)；小牛血清

(杭州四季青公司)；RPMI1640 培养基(Gibco 公

司)；其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  动物 

SPF 级昆明种小鼠，♂，体重 18~22 g，南华

大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK(湘) 

2004-0009；载脂蛋白 E 基因敲除小鼠 (品系

C57BL/6J)，购于中山大学实验动物研究所，许可

证号：SCXK(粤)2004-0011。 

2  实验方法 

2.1  提取与分离 

取晒干的山银花药材适量，粉碎，打磨成粉。

称取约 2 000 g，加入 4 000 mL 60%乙醇冷浸

30 min，70 ℃水浴回流提取 2 次，每次 1.5 h，过

滤，合并滤液，乙醇减压浓缩，得总浸膏(约 850 g)。 

浸膏加水分散后，依次用石油醚(30~60 )℃ 、
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乙酸乙酯、正丁醇萃取。石油醚部分减压浓缩后

加入 80~90 ℃乙醇溶解，放置冷却，滤除杂质，

回收乙醇后得 1 号药[3]。 

将乙酸乙酯部分分成二等份，一份按文献[4]

方法，加入盐酸，65 ℃水浴回流浸取 3 h，重复提

取两次，趁热过滤，合并滤液分离出乙酸乙酯，

用水洗涤，减压回收溶剂浓缩得膏状物，蒸馏水

溶解后，用醋酸铅溶液沉淀，再用稀硫酸酸化(调

pH 至 3)，减压蒸发至干，得到 2 号药。另一份按

文献[5]方法，碱水解，丙酮沉淀，离心，大孔树

脂柱层析，活性炭脱色，蒸发至干得到 3 号药。 

正丁醇部分用不高于 70 ℃的微波加热辅助提

取，微波间隙处理 3 次，每次 15 min，减压回收

溶剂，蒸发至干得到 4 号药。 

2.2  油红 O 染色观察不同提取物对 THP-1 荷脂细

胞中脂滴的影响 

2.2.1  THP-1 细胞的培养及分化  用含 10%胎牛

血清且已加入 2.5 g 碳酸氢钠的 RPMI 1640 培养基

调细胞密度至 1×106 个·mL1，3~4 d 后换入含

0.1%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中，2~8 ℃冷

冻后以 160 nmol·L1 的佛波酯诱导 24 h 后分化成

为巨噬细胞。 

2.2.2  荷脂细胞、药物处理组细胞的形成及分组  

正常人血浆低密度脂蛋白(密度 1.040~1.063 kg·L1)

采用序列超速离心法制备[6]。实验分为 3 组：正常

对照组(巨噬细胞组)；荷脂细胞组(以 160 nmol·L1

的佛波酯诱导 THP-1 细胞 24 h 后分化成为巨噬细

胞，继与 80 mg·L1 的氧化型低密度脂蛋白孵育

48 h)；药物处理组(1~4 号药分别用乙醇溶解成 10 

mg·mL1，药物预处理 THP-1 细胞 4 h 后，再用

80 mg·L1 的氧化型低密度脂蛋白孵育 48 h)。 

2.2.3  油红 O 染色  将细胞培养于预先放有无菌

盖玻片的 6 孔培养板，处理结束后，用 PBS 冲洗

盖玻片 3 次，每次 5 min，50%异丙醇固定 15 min，

油红 O 染色液染色 10 min，蒸馏水冲洗 3 次，每

次 1 min，苏木素染色 5 min，分色和返蓝后，

HPIAS-1000 型图像分析系统收集图像。 

2.3  细胞内胆固醇的检测 

将经“2.2.2”处理后的 3 组细胞参照文献[6]

方法制备样品，采用 C18 柱，柱温 4 ℃，乙腈-异

丙醇(4∶1)为流动相，流速 1 mL·min1，250 nm 紫

外光检测，胆固醇以峰面积定量，内标校准，以

μg·mg1 细胞蛋白为单位。细胞内胆固醇酯含量为

总胆固醇与游离胆固醇的差值。 

2.4  4 号药物的化学成分鉴定及含量测定 

2.4.1  化学成分鉴定  外观为黄色粉末，mp 247~ 

280 ℃，盐酸-镁粉反应阳性。TLC 检验：药物适

量，用甲醇溶解成 1 mg·mL1 的药液，取 20 μL 点

样于硅胶 G 薄层板上，用正丁醇-冰乙酸-水(4∶

1∶2)为展开剂，晾干，置紫外灯下观察，显出一

个黄色斑点[7]。提示 4 号药为黄酮类化合物。 

2.4.2  总黄酮含量测定  按照文献[8]方法，精密

称取 4 号药粉末 0.01 g(120 ℃干燥至恒重)置 50 mL

量瓶中，加 65%甲醇适量，水浴加热溶解，放冷，

用甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成 0.2 mg·mL1 供

试品溶液。精密量取供试品溶液 1 mL 加甲醇定容

至 100 mL 量瓶中，摇匀，于 200~600 nm 处扫描，

以甲醇为空白对照，结果在 510 nm 处有最大吸收。 

精密量取供试品溶液 1 mL 于 10 mL 比色管

中，并另取一支 10 mL 比色管作为参比，分别加

0.5 mL 亚硝酸钠(1∶20)溶液，摇匀放置 6 min，加

入 0.5 mL 硝酸铝(1∶10)溶液 6 min 后，再加 4 

mL 1 mol·L1 氢氧化钠溶液，用 70%乙醇定容，照

分光光度法在 510 nm 波长处测定吸收度，求得总

黄酮含量为 1.37%。 

2.5  4 号药物对 apoE 敲除小鼠动脉粥样硬化形成

的影响 

实验动物分为 4 组，每组各 4 只：①正常对

照组：SPF 级小鼠采用标准饲料喂养；②模型组

(apoE 敲除小鼠组)：apoE 敲除小鼠(26 周龄)采用

标准饲料喂养；③药物处理组：在②组基础上加

用 4 号药(浓度为 100 mg·mL1)喂养；④阳性对照

组(阿托伐他汀钙组)：在②组基础上加用阿托伐他

汀钙片(浓度为 2 mg·mL1)喂养。灌胃给药，每天

1 次，每次 2 mL。正常对照组和 apoE 敲除小鼠组

分别给予相同体积的生理盐水。各组小鼠分笼喂

养，自由饮水，连续给药 4 周。处死各组动物，

取主动脉标本作形态学观察并计算主动脉横断面

积、斑块病变面积及斑块面积与血管面积的比值。 

2.6  统计学处理 

数据以 sx  表示，用 SPSS11.0 软件作统计

分析，两样本均数比较采用 t 检验，以 P<0.05 为

差异有显著性意义。 

3  实验结果 

3.1  山银花不同提取物对 THP-1 荷脂细胞中脂滴

的影响 
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10 mg·mL1 的 1~4 号药作用于 THP-1 荷脂细

胞 4 h 后，油红 O 染色观察细胞内脂滴的蓄积依

次减少，见图 1。 

 
图 1  细胞油红 O 染色结果图 
A正常对照组；B荷脂细胞组；C1 号药物组；D2 号药物组；E3

号药物组；F4 号药物组 

Fig 1  Rathonum red stain of cells map 
Anormal group; Bdutch fat cell group; CNo.1 drug group; DNo.2 

drug group; ENo.3 drug group; FNo.4 drug group 

3.2  山银花不同提取物处理后细胞内胆固醇水平

的变化 

10 mg·mL1 的 1~4 号药作用 THP-1 荷脂细胞

4 h 后，高效液相色谱分析法检测细胞内总胆固醇

(TC)，游离胆固醇(FC)和胆固醇酯(CE)的含量均有

不同程度的下降，见表 1。 

表 1  不同药物对荷脂细胞胆固醇水平的影响 

Tab 1  The effect of different drugs on tumor cells in 
cholesterol levels of lipid 

组 别 TC/μg·mg1 FC/μg·mg1 CE/μg·mg1 

正常对照组 157±10 147±11 10±2 

荷脂细胞组 821±131) 469±241) 352±211) 

1 号药物组 776±50 552±342) 224±282) 

2 号药物组 568±322) 422±152) 146±202) 

3 号药物组 414±222) 296±232) 118±192) 

4 号药物组 280±132) 216±272) 64±182) 

注：与正常对照组比较，1)P<0.05；与荷脂细胞组比较，2)P<0.05 

Note: Compared with nomal group, 1)P<0.05; Compared with dutch fat 
cell group, 2)P<0.05 

3.3  主动脉病变的形态学观察 

对 4 组动物行 2%戊巴比妥钠 45 mg·kg1 腹腔

注射麻醉，打开胸腔，分离主动脉，4%多聚甲醛

固定，常规石蜡包埋，连续切片，HE 染色，电镜

观察斑块面积，见图 2。正常对照组小鼠主动脉未

见明显动脉粥样硬化(AS)病变。模型组 AS 病变明

显加重，病变血管内膜增厚明显，增厚内膜存在大

量泡沫细胞，病变中膜也明显增厚，平滑肌细胞数

目增多，甚至还有胆固醇结晶和钙化斑的出现。药

物处理组小鼠 AS 病变有所减轻，斑块面积明显缩

小，病变血管仅内膜增厚。阳性对照组小鼠主动脉

未见明显 AS 病变，血管内膜仅有轻微增厚。 

 
图 2  各组小鼠主动脉 HE 染色(×100) 
A正常对照组；B模型组；C药物处理组；D阳性对照组 

Fig 2  The HE dyeing results of aorta in different mice 

group (×100)  
Anormal group; Bmodel group; Cdrug treatment group; Dpositive 
control group

 

3.4  主动脉横断面积、斑块病变面积及斑块面积

与血管面积的比值 

图 2 中不同处理方法的 apoE 基因敲除小鼠主

动脉面积与斑块面积的比值见表 2。正常对照组由

于未出现动脉粥样斑块，故而斑块面积为零。模

型组由于血管内膜及中膜均明显增厚，因此动脉

横断面积最大且斑块面积也是最大的。药物处理

组及阳性对照组斑块面积与血管面积的比值与模

型组比较有显著差异，说明 4 号药可有效控制斑

块总面积。由于 4 号药仅是粗提物，且含量较低，

因此作用比阿托伐他汀钙稍弱。 

表 2  主动脉面积与斑块面积 

Tab 2  Aortic area and plaque area 

分组 
动脉总面积/

mm2 

斑块总面积/ 

mm2 

斑块总面积/ 

动脉总面积 

正常对照组 14.6±1.5 0 0 

模  型  组 56.8±7.3 35.2 ±3.1 0.62±0.028 

药物处理组 22.5±1.9 7.7 ±0.6 0.34±0.0171) 

阳性对照组 14.4±1.5 0.58±0.031 0.04±0.0031) 

注：与模型组比较，1)P<0.05 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05 
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4  讨论 

AS是一个非常复杂的过程，主要以脂质沉积、

伴有平滑肌细胞的移行增殖为特征，包括一系列

的病理过程：内皮损伤及功能不良，黏附分子表

达，单核细胞聚集、白细胞黏附及迁移、氧化低

密度脂蛋白被巨噬细胞摄取、泡沫细胞形成，平

滑肌细胞迁移和增殖等，最终形成粥样斑块。 

近年来研究表明 apoE 具有抗 AS 的作用。文

献指出该作用可能与 apoE 增加外周细胞胆固醇的

流出及血浆中含胆固醇脂蛋白的清除有关[9]。1992

年培育成功的 apoE 敲除小鼠[10]，能自发形成动脉

粥样硬化。实验用 apoE 敲除小鼠代替喂饲高胆固

醇饮食而形成 AS 动物模型。 

黄酮类化合物在中草药中分布很广。文献[11]

报道，忍冬科植物的化学成分主要有 4 类：绿原

酸、苷类、黄酮类及挥发油类，本试验从灰毡毛

忍冬中提取分离出了上述成分。现代药理学研究

表明，山银花具有抗菌、解热、抗氧化及保护肝、

血管的作用，而且毒性小[12]。 

本试验仅对山银花的化学成分做了类别鉴

定，已经有研究报道，继续分离纯化可得到 8 个

独立结构的黄酮类化合物，其中包括芦丁[13]。这

些都为开发中草药抗动脉粥样硬化提供了进一步

研究的可能。 
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山楂叶总黄酮对实验性大鼠心肌缺血的作用及其机制研究 
 

闵清，白育庭，余薇，田庆龙，劳超，张羽萍(咸宁学院药学院，湖北 咸宁 437100) 

 
摘要：目的  研究山楂叶总黄酮对异丙肾上腺素致大鼠急性心肌缺血的保护作用及其作用机制。方法  取健康 SD 大鼠，

♂，48 只，随机分为正常对照组、阳性对照组、模型组及山楂叶总黄酮组(50，100，200 mg·kg1)，采用异丙肾上腺素(给

药剂量 10 mg·kg1，每日 1 次，连续 2 d)造成大鼠急性心肌缺血模型，观察急性心肌缺血大鼠心电图的变化，测定血浆的

乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶(CK)、心肌组织中超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和脂质过氧化物丙二醛(MDA)

的含量，并观察心肌缺血大鼠心肌形态学变化。结果  与模型组相比，山楂叶总黄酮(50，100，200 mg·kg1)均可有效对
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