
3  讨论

自 t|{v年幽门螺杆菌 k�³l被发现 o已查明全世界人口

中约半数的人群感染 �³o�³是一种革兰阴性螺旋状具有鞭

毛的微需氧细菌 o进入人胃底 ³�环境中生长繁殖 ∀ �³感染

与消化道不同程度的多种组织病理学改变相关 o包括慢性活

动性胃炎 !萎缩性胃炎 !消化性溃疡 !胃癌及胃黏膜相关淋巴

样组织 k� �≤×l淋巴瘤等 ∀ ¥�©具有抗菌 !抗炎及免疫调节

功能 o很多实验室对牛及人 ¥�©进行体外试验表明其对 �³

具有显著的抑菌或杀菌作用 ∀ � ¤µ¬²等 ≈u 报道由意大利 tw

家机构联合进行的多中心 !随机 !开放性试验证明 ¥�©具有

辅助抗生素根除 � °的作用 ∀ ×q• ¤§¤等 ≈v 认为 � °常定植

于胃黏膜内及涉及胃上皮细胞连接的细胞间隙内 o¥�©可能

使结合上皮的 � °转为非结合菌 o减少了病原的侵袭 ∀ ¥�©

具有高亲和力结合铁的能力 o可以与细菌竞争机体内环境中

的铁离子 o并具有阻隔细菌获取铁的作用 o使得 �³因不能获

得充分的铁离子而无法生长繁殖 ∀本试验采用的细菌学检

查 �³较直观但易受取材的影响 o快速尿素酶试验易操作但

精确度不够 o病理组织切片 • p ≥银染能反映 �³感染情况

及分布 o故采用了这三种不同的方法来检测 �³∀结果表明 o

在脾虚大鼠感染 �³的动物模型中 o¥�©有清除 �³和逆转胃

炎程度的效果 o同时对由 �³引起的大鼠胃黏膜损伤有较好

的修复作用 ∀现今抗 �³感染的治疗是以铋剂或质子泵抑制

剂联合抗生素的 /三联 0或 /四联 0疗法 o但由于药物的不良

反应和耐药菌株的迅速增加 o以致一部分患者治疗失败 ≈w2x  ∀

而 ¥�©天然存在于牛乳中 o是安全的制剂 o因此 o¥�©作为一

种新的能清除细菌并阻止其定植于宿主细胞的抗 �³药物成

为可能 ∀
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摘要 }目的  研究蚯蚓总蛋白 k∞¬¶̈±¬¤©²̈ ·¬§¤³µ²·̈¬±o ∞°l对豚鼠哮喘模型支气管平滑肌收缩功能的影响 o初步分析其作用机

制 ∀方法  以新鲜赤子爱胜蚓为原料 o经硫酸铵沉淀得到 ∞°∀采用经典的肺阻力 k� �l和动态肺顺应性 k≤§¼± l指标评价 ∞°

对致敏豚鼠抗原攻击前后的肺功能变化 ~采用体外试验观察 ∞°对豚鼠的离体气管平滑肌静息张力以及拮抗组胺 !氨甲酰胆

碱和白三烯引起的收缩反应 ∀结果  在整体试验中 o∞° ts ª# ®ª
pt
k生药量 oποl或 ∞° x ª# ®ª

pt
k生药量 o¬°l预处理能明显

抑制致敏豚鼠抗原攻击后引起的 � �
增加和 ≤§¼±

下降 ~在离体试验中 o∞°对离体豚鼠气管平滑肌静息张力无显著影响 o对组胺

或氨甲酰胆碱引起的气管平滑肌收缩反应无明显拮抗作用 o但对白三烯 ⁄w
引起的收缩反应呈现非常显著的拮抗作用 kΠ �

s1stl∀结论  ∞°抑制豚鼠哮喘模型肺功能下降可能与抗白三烯作用有关 ∀
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  支气管哮喘 k哮喘 l是多种细胞和细胞成分参与的气道

慢性炎症性疾患 ∀肥大细胞 !嗜酸性粒细胞 !中性粒细胞 !淋

巴细胞 !单核细胞和巨噬细胞等释放的炎症介质 !前炎性细

胞因子是引起支气管收缩和气道炎症的主要活性物质 o而白

三烯和组胺是最主要的气道平滑肌收缩剂 ≈t 
o白三烯受体拮

抗剂已经开发上市成为治疗哮喘 !鼻炎等变态反应性疾病的

有效药物 ≈u 
o因此从中药中寻找白三烯受体拮抗剂具有实际

意义 ∀蚯蚓又名地龙 o在我国入药已有四千余年的历史 o具

有清热定惊 !通络 !平喘 !利尿之功效 o是一种常用动物药材 ∀

国内外对蚯蚓平喘作用的研究报道仅限于小分子成分 o早在

us世纪 vs年代 o赵承嘏等 ≈v 发现地龙中一种含氮的有效成

分 o对经组胺或毛果芸香碱处理的白鼠肺及家兔肺有显著的

扩张支气管作用 o认为是次黄嘌呤 ~us世纪 zs年代研究 ≈w 认

为地龙中所含的琥珀酸 !�k n l氨基酸具有明显的抗组胺作

用 o舒张支气管平滑肌 o达到平喘作用 ∀近期的临床文献资

料显示 ≈x2z 
}采用生化方法提取的新鲜地龙液有即刻平喘作

用 o起效快 o缓解亦速 o不良反应少见 o但其作用靶点尚不清

楚 ∀新鲜地龙液的临床应用给我们提示 o地龙中平喘的有效

部位可能是蛋白类成分 ∀笔者以新鲜赤子爱胜蚓为原料 o经

磷酸盐缓冲液抽提得到蚯蚓组织粗提物 o经硫酸铵盐析得到

蚯蚓总蛋白 kΕισενια φοετιδα ³µ²·̈¬±o ∞°lo采用经典的整体动

物模型 ) ) ) 致敏豚鼠抗原攻击引起的哮喘模型对 ∞°进行了

评价 o并通过离体气管平滑肌对其平喘机制进行初步探讨 ∀

1  材料

111  药品与试剂

药品 ∞°的制备 }赤子爱胜蚓 kΕισενια φοετιδαl采集于南

昌顺发蚯蚓养殖场 ~新鲜蚯蚓放入水中反复清洗 o排尽其消

化道污物 o洗净 o称重 o加入磷酸盐缓冲液 o组织搅碎机中捣

碎 o制成匀浆 o室温抽提数小时 ow ε 离心 o取上清液 ow ε 缓

慢加入研磨好的硫酸铵固体 o边加边搅拌 o使硫酸铵的饱和

度达到 {sh o静置数小时 ow ε 离心 o取沉淀 ~将沉淀用磷酸

盐缓冲液悬浮 o透析除盐 o w ε 离心 o上清液冷冻干燥得到

∞°∀ k其中 tss ª新鲜蚯蚓制备 t1|y ª∞°ot ª∞°含 y1w °ª

蛋白 l∀

试剂 }硫酸铵 k分析纯 lo中国医药集团上海化学试剂公

司 ~透析袋 o华美生物工程公司上海分公司 ~卵白蛋白 k¤̄¥∏2

°¬±o ª̈ª µ ªµ¤§̈ o批 号 } tus�tust l! 组 胺 k批 号 }

�²·ut�ttu{l!氨甲酰胆碱 k批号 }�²·ttt�tzu|l!白三烯 ⁄w

k批号 }�²·zs�v{xul均购于美国 ≥¬ª°¤¦«̈ °¬¦¤̄ ≤²q~硫酸沙

丁胺醇 k¶¤̄¥∏·¤°²̄lo金坛制药厂 ~乌拉坦 k∏µ̈·«¤± l̈o中国医

药公司上海化学试剂公司 ~其他试剂均为国产分析纯 ∀

1q2  仪器

⁄≥uss高速组织捣碎机 o上海标本模型厂 ~ �√¤±·¬×� �p

ux�型连速流离心机 o贝克曼公司 ~冷冻干燥机 o���≤��≤�

公司 ~体积描记器 !�� p tss张力换能器 !� ÷ p uss差压换能

器 o新航机电设备有限公司 ~压缩吸入机 o°�� � � �≥×∞� 公

司 ~ � §̈�¤¥生物信号采集处理系统 k∂ x1slo南京美易公司 ∀

麦氏浴槽 !循环水浴箱 oƒ¬¶«̈ µ¶¦¬̈±·¬©¬¦公司 ∀

113  动物

�¤µ·̄̈¼品系豚鼠 o体重 uxs ∗ vss ªo雌雄各半 ~购于浙江

大学医学院实验动物中心 o合格证书 }医动字第 uusstsstw∀

豚鼠饲养于浙江大学医学院实验动物中心 o喂食标准的无过

敏原草粉颗粒 o室温 us ∗ ux ε o湿度 z{h otu «明 rtu «暗 ∀

所有动物实验均获得浙江省动物管理委员会允许 ∀

2  方法

211  致敏豚鼠 !分组和给药方式

将卵白蛋白 kªµ¤§̈ µ l溶于生理盐水 o配成 xh 卵白蛋

白生理盐水溶液 ∀每只豚鼠两后腿部各 ¬° s1x °�o再 ¬³t

°�∀ w周后将这些致敏豚鼠按体重随机分为 w组 o每组 y

只 o即模型组给生理盐水 w1s °�# ®ª
pt
o∞° πο组给 ts1s ª#

®ª
pt生药 o∞° ¬°组给 x1s ª# ®ª

pt生药 o硫酸沙丁胺醇 ³²组

给硫酸沙丁胺醇 x1s °ª# ®ª
pt
o均于抗原攻击前 t «给药

t次 ∀

212  肺功能测定  按文献报道的方法 ≈{ 测定肺阻力 k ∏̄±ª

µ̈¶¬¶·¤±¦̈o� �l和动态肺顺应性 k§¼±¤°¬¦ ∏̄±ª ¦²°³̄¬¤±¦̈o

≤§¼± l∀将致敏豚鼠经乌拉坦 t ª# ®ª
pt

¬q³麻醉 o切开颈部皮

肤 o分离气管 o行气管插管 ∀ � �
和 ≤§¼±

测定步骤 }≠ 将手术后

的豚鼠置于 t1x �豚鼠体描记器内 o接通气管插管 o引伸于

体积描记器外 ∀同时于体积描记器的侧孔接上压力换能器

和 � §̈�¤¥生物信号采集处理系统 ∀将所有待测的导管接通

完毕 o盖上体描记器的盖子 o并使其完全密闭 o即可描记随动

物呼吸而引起密闭的体描记器内容积的变化 o即为潮气量
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k·¬§¤̄ √²̄∏° ö∂ × lo以定容器定标 ∀ � 取 ƒ¬¶«̈ µ管与气管插

管接通 o测气流速率 k¤¬µº¤¼ ©̄²ºo∂ lo连接上压力换能器 ) ) )

°≤���生物信号采集处理系统描记 o用流量计定标 ∀ ≈ 用一

钝头 !头端带有 u ∗ v小孔的金属管直接插入胸膜腔内 o连着

导管与差压换能器 ) ) ) � §̈�¤¥生物信号采集处理系统联

接 o差压换能器的另一头与口腔插管连接 k测口腔压 lo即可

测得跨肺压 k·µ¤±¶³∏̄°²±¤µ¼ ³µ̈¶¶∏µ̈o °·³lo用水检压计定标 ∀

所有这些外科手术和连接完成后让豚鼠在体描记器内平稳 x

°¬±后作抗原攻击的指标测定 o然后进行抗原攻击 ∀抗原攻

击用 °�� � � �≥×∞� 压缩吸入机气雾 th 卵白蛋白 kªµ¤§̈

µ l生理盐水溶液 o通过气管插管连接令致敏豚鼠吸入 t

°¬±o然后移开气雾吸入机 o连接 ƒ¬¶«̈ µ管 o描记吸入后 touo

vowoxotsotxousouxovs °¬±的 ∂ × o∂和 °·³
变化 ∀计算公式 }

� �k¦°�u � # °
pv # «

pt
l � °·³ r∂ o≤§¼± k°�# ¦°

pt
�u � l �

∂ × r°·³∀抗原吸入前后的 � �
增加 h 公式 }� �

增加 h � ≈k抗

原攻击后 � � p抗原攻击前 � �l r抗原攻击后 � �  ≅ tssh ∀

抗原吸入前后的 ≤§¼±
减少 h公式 }≤§¼±

减少 h � ≈ k抗原攻击

前 ≤§¼± p抗原攻击后 ≤§¼± l r抗原攻击前 ≤§¼±   ≅ tssh ∀

213  离体气管平滑肌试验

21311  离体气管平滑肌制备  参照方法 ≈{ 
o击昏豚鼠 o股动

脉放血致死 o立即分离并取出气管 o置含氧的 �µ̈¥¶2� ±̈¶̈¯̈ ¬·

液中 o制备成气管片 ∀然后将标本置 �µ̈¥¶2� ±̈¶̈¯̈ ¬·液 vz ε

恒温浴槽内 o通 |xh 氧气和 xh ≤�u o气管平滑肌初始张力

为 t1s ª∀张力变化通过张力换能器输入 � §̈�¤¥生物信号

采集处理系统 ∀气管平滑肌标本在浴槽内稳定至少 vs °¬±

后开始实验 ∀

21312  对气管平滑肌静息张力的影响  用 °�≥溶解后的

∞°溶液 o按累积加药法分别加入 ∞°或溶媒对照液 o分别以

s1yuxot1uxou1xoxotsoys °ª# °�
pt

k生药 l终浓度将 ∞°加

入浴槽中 o溶媒对照液以等容量加入到浴槽中 o在最后一个

浓度加入后 x °¬±再加入 ts
px
°²̄# �

pt氨甲酰胆碱 k≤≤� lo

使其达到最大收缩反应 ∀反应幅度的计算公式 }受试药物反

应 h � ≈k≤≤�反应幅度 p受试药物反应幅度 l r≤≤�反应幅

度   ≅ tssh ∀

21313  对组胺 !氨甲酰胆碱 k≤≤� l和白三烯 k�×l⁄w
收缩反

应的影响  气管平滑肌标本在浴槽内稳定 vs °¬±后 o先加入

终浓度为 ∞° ys °ª# °�
pt

k生药 l或溶媒对照液 o与气管平

滑肌孵育 ts ∗ tx °¬±后 o再分别以累积剂量加药法加入组胺

ts
p{ ∗ ts

pv
°²̄# �

pt
o或 ≤≤� ts

pts ∗ ts
py

°²̄ # �
pt
o或单

剂量加入 �×⁄wts
pz
°²̄# �

pt
o最后加入 ≤≤� ts

px
°²̄# �

pt ∀

计算时以 ≤≤� ts
px

°²̄ # �
pt的收缩反应幅度为 tssh ∀计

算公式 }≈k≤≤�反应幅度 2受试药物反应幅度 l r≤≤�反应幅

度   ≅ tssh ∀

214  数据处理

用计算机和 ≥¬ª°¤≥·¤·软件包统计 o均数 ?标准差 k cξ ?

σl表示 o各组间比较采用 � ¤±±2• «¬·± ¼̈ × ¶̈·或 ≥·∏§̈ ±·. ¶τ2

·̈¶·∀

3  结果

311  ∞°对致敏豚鼠抗原攻击后肺功能的影响

模型组在抗原攻击后 t ∗ x °¬±内 � �
明显增高 o≤§¼±

值明

显下降 o抗击后 t °¬±达到最高峰 o� �
值与攻击前基线值比

较增加 k|u ? xylh o≤§¼±
值与攻击前基线值比较下降 kw| ?

uslh ∀ t ∗ x °¬±kx个测定点的值 l的平均值 o与攻击前基线

值比较 � �
值增加 k{s ? |lh o≤§¼±

值下降 kwz ? vlh ∀ πο ∞°

ts ª# ®ª
pt能明显抑制 � �

增高和 ≤§¼±
下降 o抗原攻击后 t °¬±

� �
峰值与攻击前基线值比较增加 kvx ? {lh o≤§¼±

值下降 ku{

? tzlh o与模型组比较分别抑制 yuh 和 wvh ∀ ∞° x ª#

®ª
pt

¬°也能明显抑制 � �
增高和 ≤§¼±

下降 o抗原攻击后 t °¬±

� �
峰值与攻击前基线值比较增加 kuy ? wlh o≤§¼±

值下降 kuy

? wlh ~与模型组比较分别抑制 zvh 和 wzh ∀阳性对照药

沙丁胺醇 x °ª# ®ª
pt完全抑制 � �

增高和 ≤§¼±
下降 o与模型组

比较差异非常显著 ∀

312  ∞°对豚鼠离体气管平滑肌静息张力的影响

∞° s1yux ∗ ys °ª# °�
pt浓度对豚鼠离体气管平滑肌无

直接收缩或松弛作用 o与对照组相比均无明显的差异 kΠ �

s1sxl∀样本数为 {个豚鼠 ∀

313  ∞°对组胺 !≤≤�和 �×⁄w
引起的豚鼠离体气管平滑肌

收缩反应的影响

∞° ys °ª# °�
pt对组胺或 ≤≤�引起的离体豚鼠气管平

滑肌收缩反应均无明显抑制作用 o而相同浓度的 ∞°却能明

显抑制 �×⁄w
引起的豚鼠离体气管平滑肌收缩反应 o抑制率

为 ws1vh o与溶媒对照组比较有非常显著的差异 kΠ �

s1stl∀每组的样本数均为 {个豚鼠 ∀

4  讨论

本试验在参照临床应用的基础上 o以赤子爱胜蚓为实验

材料 o通过硫酸铵沉淀初步分离了一组蛋白活性成分 k∞°lo

其中总蛋白含量为 xsh 左右 ∀哮喘豚鼠整体实验表明 ∞°

在抗原攻击前预先口含吞服或肌肉注射给药 o能明显预防抗

原攻击后引起的 � �
增高和 ≤§¼±

下降 o但作用强度不及沙丁胺

醇组 ∀后者为 Βu受体激动药 o与 Βu受体结合后能激活 �蛋

白分子 o�蛋白活化腺苷酸环化酶催化亚基 o催化 �×°生成

¦�� °o后者作为重要的第二信使 o所产生的主要效应是支气

管平滑肌松弛 ≈|  ∀初步分析其作用机制表明 o∞°不能直接

松弛豚鼠离体气管平滑肌 o因此它不是一个 Βu受体激动药 ~

∞°也不能对抗组胺和 ≤≤�引起的气管平滑肌收缩反应 o因

此它也不是一个组胺拮抗剂和胆碱能受体阻断药 ~但 ∞°能

明显对抗 �×⁄w
引起的气管平滑肌收缩反应 o提示 ∞°对豚鼠

哮喘模型的平喘作用至少部分是通过拮抗白三烯的作用机

制 ∀由于哮喘的病理生理学机制十分复杂 o涉及面很广 o因

此 ∞°的平喘作用机制以及 ∞°分离纯化工作还有待于进一

步的深入 ∀
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大孔吸附树脂纯化女贞子中齐墩果酸的研究
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摘要 }目的  建立应用大孔吸附树脂纯化齐墩果酸的方法 ∀方法  以齐墩果酸的吸附量 o齐墩果酸的含量和齐墩果酸的提取

率为考察指标 o确定大孔吸附树脂提取齐墩果酸的工艺条件 ∀结果  ��2{型树脂对女贞子中齐墩果酸有良好的吸附分离性

能 o可用于提取女贞子中齐墩果酸的工业化生产 o其工艺条件为 }齐墩果酸最大吸附量为 ts{ °ª# ª
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o吸附流速为 u �∂ #

«
pt
o洗脱剂为 |xh乙醇 o解吸流速为 u �∂ # «

pt ∀洗脱液经浓缩 o乙醇溶解 o活性炭脱色 o重结晶得到结晶性粉末齐墩果酸 o熔

点为 vsy ∗ vs{ ε o产品纯度大于 |{h o提取率平均达 {|1x{h ∀用 �� 表征了产物结构 ∀结论  该工艺简单易行 o提取率高 o

可用于女贞子中齐墩果酸的提取 ∀
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  齐墩果酸 k²̄ ¤̈±²̄¬¦¤¦¬§l属于五环三萜类化合物 o存在

于自然界多种植物中 o研究表明 o齐墩果酸具有降低转氨酶

作用 o对四氯化碳引起的大鼠急性肝损伤有保护作用 o临床

上已用于治疗急性黄疸型肝类 o对慢性肝炎也有一定疗
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