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摘要 }目的  探讨多酚类化合物对 � × × 法测定细胞活性的影响 ∀方法  测定咖啡酸 !咖啡酸苯酯 !槲皮素 !芦丁 !橙皮苷和香

叶木素等几种多酚类化合物在不同浓度条件下 o对 � × × 法测定肝细胞活性的影响 o并与v �2×§� 测定结果进行比较 ∀结果  

咖啡酸 !咖啡酸苯酯 !槲皮素 !芦丁 !橙皮苷剂量依赖地使 � × × 法测定细胞活性的结果偏高 o结果与v �2×§� 不一致 ∀结论  

在研究多酚类化合物或含有多酚类化合物的中药对细胞活性影响时 o需考虑其对 � × × 测定方法的影响 o选用v �2×§� 为佳 ∀
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×²¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈ ·«̈ ¬±©̄∏̈ ∏¦̈ ²©³²̄¼³«̈ ±²̄¶²± � × × ° ·̈«²§¬± §̈·̈¦·¬±ª·«̈ ¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶q ΜΕΤΗΟ∆  

� ³̈¤·¬¦¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶º µ̈̈ §̈·̈¦·̈§¥¼ � × × ¤·§¬©©̈ µ̈±·§²¶̈¶²©¦¤©©̈¬¦¤¦¬§o¦¤©©̈¬¦¤¦¬§³«̈ ±̈ ·«¼̄ ¶̈·̈µo ∏́̈µ¦̈·¬±oµ∏·¬±o±¤µ¬±2

ª̈ ±¬± o§¬²°¬± o¤±§ º µ̈̈ ¦²°³¤µ̈§ º¬·«·«̈ µ̈¶∏̄·¶§̈·̈¦·̈§¥¼
v �2×§� qq Ρ ΕΣΥΛΤΣ  � ³̈¤·¬¦¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶§̈·̈¦·̈§¥¼ � × × º µ̈̈

§²¶̈2§̈ ³̈ ±§̈ ±·̄¼¬±¦µ̈¤¶̈§¥¼ ³²̄¼³«̈ ±²̄¶¶∏¦«¤¶¦¤©©̈¬¦¤¦¬§o¦¤©©̈¬¦¤¦¬§³«̈ ±̈ ·«¼̄ ¶̈·̈µo ∏́̈µ¦̈·¬± oµ∏·¬±o±¤µ¬±ª̈ ±¬± o¤±§ º µ̈̈

±²·¦²±¶¬¶·̈±·º¬·«·«¤·§̈·̈¦·̈§¥¼
v �2×§� q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × «̈ ¬±©̄∏̈ ∏¦̈ ²© ³²̄¼³«̈ ±²̄¶²± � × × ° ·̈«²§¶ °∏¶·¥̈ ¦²±¶¬§̈µ̈§

• «̈ ±¬±√ ¶̈·¬ª¤·¬±ªµ²̄ ¶̈²©³²̄¼³«̈ ±²̄¶²µ·µ¤§¬·¬²±¤̄ ≤«¬±̈ ¶̈ ° §̈¦¬±̈ º¬·«³²̄¼³«̈ ±²̄¶¬± ¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶ q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :³²̄¼³«̈ ±²̄¶~� × × ~¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¼

  测定细胞活性常用的方法有 � × × 法和v �2×§� 同位素

示踪技术 ∀与v �2×§� 法相比 o� × × 经济 !简便 !快捷并且不

存在同位素污染 o因此得到较广泛的应用 ∀然而 o我们在用

� × × 法研究中药中所含的多酚类化合物对肝细胞活性的影

响时 o观察到一些多酚类化合物干扰 � × × 法的测定结果 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

咖啡酸 k¦¤©©̈¬¦ ¤¦¬§o≤ �l !咖啡酸苯酯 k¦¤©©̈¬¦ ¤¦¬§

³«̈ ±̈ ·«¼̄ ¶̈·̈µo≤ �°∞l !槲皮素k ∏́̈µ¦̈·¬±o± �l !芦丁kµ∏·¬±o

� �l !橙皮苷k±¤µ¬±ª̈ ±¬± o ��l !香叶木素k§¬²°¬±o⁄��l o胶

原酶 ��!� × × 等购自 ≥¬ª°¤公司 o⁄� ∞� !ƒ�≥为 ���≤ � 公

司产品 ov �2×§� 购自中国原子能研究所 ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  � × × 和v �2×§� 测定多酚类化合物对肝细胞活性的

影响

1 q2 q1 q1  肝细胞分离培养 参考文献≈t 方法分离细胞 o将其

培养于含 ts h ƒ�≥ os qx∏r°�胰岛素 ots∏°²̄r�谷氨酰胺的

⁄� ∞� 培养基中 ∀

1 q2 q1 q2  � × × 和v �2×§� 检测多酚类化合物对肝细胞活性

的影响比较 ∀

取 |y孔细胞培养板 o每孔加 x ≅ tsxr°�肝细胞 tss∏̄ o

培养 {«后 o分别加 ≤ � o≤ �°∞o± � o� � o�� o⁄�� 等 o使其终

浓度分别为 s qs ox qs ots qs ous qs ows qs o{s qsΛ°²̄r�∀ v �2

×§� 法测定时 o加 t q{xΛ� ŕ孔v �2×§� o继续培养 uw«后 o将

细胞吸附于玻璃纤维滤纸上 o液闪仪上测定 ¦³° 值 ∀ � × ×

法参考文献≈u ov 方法进行 o先将肝细胞培养 uw«后 o每孔加

us∏̄ x h � × × o继续培养 w«后 o每孔加 tssΛ�⁄� ≥� 溶解 o

以 yvs±°为参考波长 ox|s±°为测定波长 o测定其 Α值 ∀以

上 u项测定各设一个加入等体积生理盐水的空白对照组 ∀

1 q2 q2  多酚类化合物对 � × × 法测定结果的影响  于 |y孔

细胞培养板上 o每孔加 tss∏̄⁄� ∞� 培养基 o将 ≤ � o≤ �°∞o

± � o� � o�� o⁄�� 等溶于 ⁄� ≥� 中 o然后加到细胞培养板

上 o使其终浓度分别为 s qs ox qs ots qs ous qs ows qs o{s qsΛ°²̄r

� o再加 us∏�x h � × × o于细胞培养箱中孵育 w«后 o每孔加

tss°�⁄� ≥� o充分混匀溶解后 o测定 Α值 ∀

2  结果

2 q1  � × × 和v �2×§� 测定肝细胞活性 表 t 显示 o用 � × ×

法检测到随着药物浓度增加 o≤ � o≤ �°∞o± � o� � o�� 使培

养肝细胞的 Α值增加 o并且 o≤ � 和 ± � 的影响最为明显 o当

药物浓度分别大于 ts qs ous qs o{s qs∏°²̄r�时增量有统计学

差异 ∀可见 o用 � × × 法检测到使其肝细胞的活性增加 o然而

用v �2×§� 的研究表明 o≤ � o≤ �°∞o± � o⁄�� 等使v �2×§� 掺
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入肝细胞 ⁄��减少 o分别在其浓度大于 ws qs和 {s qsΛ°²̄r�

时具有统计学差异 o表明其在高浓度条件下具有抑制肝细胞

增殖活性k见表 ul ∀由此可见 o在研究多酚类化合物对细胞

活性的影响时 o� × × 法和v �2×§� 方法获得不同 !甚至是完

全相反的结果 ∀

表 1  � × × 法测定肝细胞活性k Α值l

Ταβ 1  � ³̈¤·¬¦¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶§̈·̈¦·̈§¥¼ � × × k Αl

化合物 s qsΛ°²̄r� x qsΛ°²̄r� ts qsΛ°²̄r�
tl us qsΛ°²̄r� ws qsΛ°²̄r� {s qsΛ°²̄r�

≤ � s qw{ ? s qs| s qw| ? s qs{ s qyu ? s qtutl s qz{ ? s qtyul s q{u ? s qtxul s q|t ? s qutul

≤ �°∞ s qwu ? s qts s qws ? s qs| s qxt ? s qtt s qyu ? s qtvul s qyu ? s qtyul s qz{ ? s qtwul

± � s qww ? s qtt s qwx ? s qs| s qx{ ? s qtutl s qyx ? s qtwul s quu ? s qtvul s q{{ ? s qtzul

� � s qwx ? s qts s qw| ? s qtv s qx| ? s qtstl s qy{ ? s qtuul s qzx ? s qusul s q{w ? s qtzul

�� s qwy ? s qtu s qw{ ? s qs| s qww ? s qs{ s qwy ? s qtu s qxu ? s qtt s qyv ? s qtuul

⁄�� s qws ? s qsz s qwt ? s qs{ s qww ? s qs| s qwu ? s qsx s qv| ? s qsz s qwv ? s qsy

注 }对照组比较 otl Π� s qsx oul Π� s qst

�²·̈ }tl Π� s qsx oul Π� s qst o¦²°³¤µ̈§ º¬·«·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³

表 2  v �2×§� 法测定肝细胞增殖活性k¦³°l

Ταβ 2  � ³̈¤·¬¦¦̈¯̄ ¤¦·¬√¬·¬̈¶§̈·̈¦·̈§¥¼
v �2×§� k¦³°l

化合物 s qs∏°²̄r� x qs∏°²̄r� ts qs∏°²̄r� us qs∏°²̄r� ws qs∏°²̄r� {s qs∏°²̄r�

≤ � txys ? vtu tyut ? u|{ txvu ? t|| tvyt ? us{ tuts ? utstl {us ? us{ul

≤ �°∞ twz{ ? uw{ ty|u ? vut tzuz ? u{y tx{u ? uzz tvus ? t{s |{s ? ututl

± � twxs ? tz{ txyy ? u|su twut ? t{{ tutu ? usy {{{ ? tu{tl y|u ? ttuul

� � txuz ? uuy twzz ? ut{ txvv ? u{w txut ? uy{ twss ? uts tu{s ? usy

�� txtt ? vsu twus ? uts twyy ? uw{ txu{ ? u{z twzs ? t|s tusv ? ty{

⁄�� tv|| ? usw tu|s ? uuu ttyu ? t{w tvus ? t{s ttz{ ? tw{ {wt ? uws f

注 }对照组比较 otl Π� s qsx oul Π� s qst

tl Π� s qsx oul Π� s qst o¦²°³¤µ̈§ º¬·«·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³

2 q2  多酚类化合物对 � × × 测定方法的干扰

图 t 显示 o在没有细胞存在的条件下 o≤ � o≤ �°∞o± � o

� � o��等能使 � × × 的 Α值增加 o呈剂量依赖关系 o可见这

几种化合物是与 � × × 直接相互作用 o改变了其 Α值 ∀

图 1  多酚类化合物对 � × × 法的影响

Φιγ 1  × «̈ ¬±©̄∏̈ ∏¦̈ ²©³²̄¼³«̈ ±²̄¶²± � × ×

3  讨论

� × × 和v �2×§� 是检测细胞活性常用的方法 o其根据是

细胞能量代谢水平和 ⁄�� 合成水平相平行的原理 ∀ � × ×

法是根据活细胞线粒体中的脱氢酶将 � × ×k偶氮唑盐l还原

成紫蓝色的甲 k©²µ°¤½¤±l o死细胞则无此功能 o从而可用比

色法推测细胞存活和增殖程度 ∀ v �2×§� 则是根据v �2×§�

掺入 ⁄��的量来判断细胞增殖和活性 ∀由于 � × × 法较之

v �2×§� 法 o经济 !简便 !快捷 o又无放射性物质的污染 o因而

被广泛用于研究细胞因子 o化学物质 o中药及其有效成份等

对细胞活性和增殖的影响 o在许多实验室都用 � × × 法取代

了v �2×§� 法≈u ∗ w  ∀

然而 o我们在研究多酚类化合物时 o观察到 � × × 法测定

结果和显微镜下所见细胞的形态初步判断细胞活性的结果

并不完全一致 ∀本实验采用体外培养的肝细胞 o比较了多酚

类化合物存在条件下 o� × × 法和v �2×§� 法测定肝细胞活性

的不同 o结果表明 o多酚类化合物如 ≤ � o≤ �°∞o± � o� � o��

等剂量依赖地使 � × × 法所测得细胞活性增加 ∀再用 v �2

×§� 研究时 o≤ � o≤ �°∞o± � !⁄�� 等使v �2×§� 掺入肝细胞

减少 ∀ � × × 法与v �2×§� 检测结果不一致 o仍至完全相反 ∀

经不存在细胞条件下的实验结果表明 o几种多酚类化合物不

是通过影响细胞脱氢酶对 � × × 的还原反应 o而是直接与

� × × 相互作用 o使 Α值增加 o其机制仍需进一步探讨 ∀

多酚类化合物具有抗炎 o抗肿瘤 o免疫调节和细胞增殖

抑制等多种药理作用 o并且是中药中的主要有效成分之一 o

在细胞水平的研究中 o常用到 � × × 法来检测中药或其有效

成份化合物等对细胞活性和增殖的影响 ∀在研究此类化合

对细胞活性影响时 o不宜使用 � × × 法 o或需要考虑其对

� × × 法的影响 ∀认识多酚类化合物对 � × × 法的影响 o对用

此方法进行药物筛选与研究 o获得可靠实验结果有重要的意

义 ∀
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摘要 }目的  研究鸡肝散总黄酮提取物k·²·¤̄ ©̄¤√²±̈ ¬̈·µ¤¦·²© Ελσηολτζια βλανδα o × ƒ∞∞�l抗急性心肌缺血作用及其机制 ∀方

法  采用雄性大鼠¬√垂体后叶素k³¬·∏¬·µ¬±∏° o³¬·l引发急性心肌缺血模型 o以 µ导心电图 !血清 ≤�o≤¤u n o�� 含量 o心肌匀浆

≤¤u n o�� o� ⁄�含量等为指标 o综合评价 × ƒ∞∞�连续¬ª给药 x§后 o对 ³¬·诱发大鼠急性心肌缺血的作用及其机制 ∀结果  

× ƒ∞∞� uss °ªr®ª可显著降低¬√ ³¬·后心律失常的发生率 !对抗心电图 × 波的抬高和心率的减慢k Π � s qsxl o× ƒ∞∞� tss o

txs和 uss °ªr®ª均可显著降低血清 ≤�和心肌匀浆 � ⁄� o≤¤u n的水平k Π� s qsx或 Π� s qstl o升高血清 �� o≤¤u n和心肌匀

浆 �� 水平k Π� s qsx或 Π� s qstl ∀结论  × ƒ∞∞�对大鼠心肌缺血有一定的保护作用 o其机制与 × ƒ∞∞�防止心肌钙超载 !

增加心肌组织 �� 含量和抗脂质过氧化有关 ∀

关键词 }鸡肝散 ~心肌缺血 ~总黄酮 ~�� ~垂体后叶素
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×²¶·∏§¼·«̈ ³µ²·̈¦·¬√¨ ©̈©̈ ¦·¤±§ ° ¦̈«¤±¬¶° ²©·²·¤̄ ©̄¤√²±̈ ¬̈·µ¤¦·²© Ελσηολτζια βλανδα k× ƒ∞∞�l ²±

¤¦∏·̈ °¼²¦¤µ§¬¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤q ΜΕΤΗΟ∆  � ¤·¶º µ̈̈ ª¬√ ±̈ × ƒ∞∞�©²µx §¥¼¬ª q � ¤·¤¦∏·̈ °¼²¦¤µ§¬¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤ °²§̈ ¶̄º µ̈̈ ³µ̈³¤µ̈§

¥¼¬√ ³¬·∏¬·µ¬±∏°k³¬·l¬±·«̈ x·«§¤¼ q ⁄̈ ªµ̈¨²©¬¶¦«°¬¤ º¤¶¤¶¶̈¶¶̈§¥¼ × ¤°³̄¬·∏§̈ ²©¯̈ ¤§ µ §¼±¤°¬¦∞≤ � ¤±§ «̈ ¤µ·µ¤·̈ q ×«̈

° ¦̈«¤±¬¶° ²©¤±·¬2°¼²¦¤µ§¬¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤ º¤¶¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈§¥¼ ·«̈ ¯̈ √¨̄ ²©¦µ̈¤·¬√¨³«²¶³«²®¬±¤¶̈ k≤�l o¦¤̄¦¬∏°k≤¤u n l o ±¬·µ¬¦²¬¬§̈
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