
2q2  血药浓度及药动学参数

豚鼠给予罗哌卡因后平均药 p时曲线见图 vo按 /药动

学参数及数据计算 0项经过 ×²³©¬·软件计算后主要药动学参

数见表 w∀

图 3  豚鼠皮内注射 sqxh罗哌卡因平均血药浓度 p时间曲

线 kν � zl
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表 4  豚鼠皮内注射 sqxh罗哌卡因注射液后药动学参数

Ταβ 4  °«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦ ³¤µ¤° ·̈̈µ¶ ©²µ ª̈ ±∏¬¤ ³¬ª¶ ¤©·̈µ

¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²©¤¶¬±ª̄¨§²¶̈ ²©µ²³¬√¤¦¤¬±¨

药动学参数 罗哌卡因

τtruΑr« sqtv ? sqst

τtru Β r« tqu ? sqs{

∂ r� txqw ? sqtz

≤�r°�# °¬±pt tw{qs ? uqst

Χ°¤¬ r±ª# °�pt
w |ysqs ? tvqux

��≤s p | r°ª# «# �pt
ttqv ? tqxz

��≤s p ] r°ª# « # �pt
tvqt ? uqvs

� � × r« tqzw ? sqtv

3  讨论

由于罗哌卡因浸润麻醉豚鼠血浆中罗哌卡因浓度较低 o

且存在较大的个体差异 o本实验在分析仪器选择过程中 o比

较了液相色谱与 �≤ 2� ≥r� ≥法测定豚鼠血浆中罗哌卡因浓

度 o发现液相色谱法最低检测浓度仅为 ux ±ª# °�
pt
o不能符

合实验需要 o故最终选择 �≤ 2� ≥r� ≥法测定 ∀色谱分析时间

仅为 w °¬±∀罗哌卡因的母离子及子离子 µ / ζ为 uzxqwr

tuyqu~内标布比卡因的母离子及子离子 µ / ζ为 u{|qwr

twsqv∀罗哌卡因在 yqx{ 2y x{s ±ª# °�
pt内线性良好 o方法

的最低检测浓度为 t ±ª# °�
pt ∀本实验建立的 �≤ 2� ≥r� ≥

测定法 o预处理法采用蛋白沉淀法 o操作简便 o可用于罗哌卡

因浸润麻醉临床血药浓度的监测 o亦为罗哌卡因的药动学研

究提供参考方法 ∀
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摘要 }目的  观察蒙药童格勒格 2tk×���2tl四种粗提物对大鼠正常肝细胞 �� �株低密度脂蛋白受体 k�⁄�2� l基因表达的影

响 ∀方法  制备出蒙药童格勒格 2t的乙醇 !正丁醇 !乙酸乙酯 !石油醚的提取物 ∀体外培养大鼠正常肝细胞 �� �株 o通过 � ××

比色法观察蒙药童格勒格 2t提取物对大鼠肝细胞体外毒性的量效关系 o确定合适的用药浓度 ∀将大鼠肝细胞分为 x组 o一组

为对照组 o其余四组为给药组 ∀将四种粗提物以一定的给药浓度与正常大鼠肝细胞培养 uw «后 o用 � ×2°≤� 法测定大鼠肝细

胞低密度脂蛋白受体 °� ��表达水平 ∀结果  蒙药童格勒格 2t提取物中正丁醇和乙酸乙酯提取物作用后的大鼠正常肝细胞

低密度脂蛋白受体 °� ��相对含量高于对照组 o具有显著性差异 kΠ � sqstl∀乙醇和石油醚提取物与对照组相比 o无显著性

差异 kΠ � sqsxl∀结论  蒙药童格勒格 2t正丁醇和乙酸乙酯提取物能明显增强大鼠正常肝细胞低密度脂蛋白受体基因表达 o

从而加快血中低密度脂蛋白的清除 o起到调控血脂水平的作用 ∀
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  目前高血脂症已成为一种常见性 !多发性疾病 o其作为

诱发冠心病 !动脉硬化 !脑血管病 !脂肪肝 !糖尿病 !肥胖症的

重要因素已被广泛认同 ≈t  ∀人血清低密度脂蛋白胆固醇

k�⁄�2≤l的增高是引起动脉粥样硬化及心血管疾病的主要

危险因子之一 ∀低密度脂蛋白受体 k�⁄�2� l对维持血浆中

的 �⁄�和胆固醇浓度发挥着重要作用 ∀而 �⁄�2� 基因变异

可导致家族性高胆固醇血症 kƒ� l∀因此 o通过药物来上调

�⁄�2� 的表达是控制血浆 �⁄�2≤水平和治疗 ƒ�的一个有

效途径 ∀近年来 o采用中草药防治高脂血症已成为当今研究

的重要方向 o也取得了一定的成果 ∀如黄连素 !姜黄素这些

从中草药中提取的药物以及一些中药制剂都已证明有降血

脂的作用 ≈u2v  ∀童格勒格 2t是一种蒙药制剂 o具有显著降低

血清总胆固醇 k×≤l!甘油三酯 k×�l和低密度脂蛋白胆固醇

k�⁄�2≤l水平的作用 ≈w  ∀本研究从基因分子水平上探讨了

蒙药童格勒格 2t对大鼠肝细胞 �� �株 �⁄�2� 表达的影响 o

对蒙药童格勒格 2t调脂作用的机制进行了研究 ∀

1  实验材料

细胞株 }大鼠正常肝细胞 �� �株 o购于中国科学院上海

细胞研究所 ∀

试剂和仪器 }� ×× k�° µ̈¶¦²lo⁄� ∞� 培养基 k�¥¬¦²公

司 lo胎牛血清 k杭州四季清公司 lo⁄� ≥� k�° µ̈¶¦²lo� ��提

取试剂盒 k宝生物公司 lo� ×2°≤� 试剂盒 k宝生物公司 lo琼脂

糖 k°µ²° ª̈¤l∀ ƒ²µ°¤ ≤�u
培养箱 k美国 lo∞�÷ p {ss酶标仪

k美国 lo∞³̈ ±§§²µ©低温离心机 k德国 lo°≤� 仪 k美国 lo紫外分

光光度计 k日立 lo倒置显微镜 o凝胶成像系统 k上海康乐 l∀

童格勒格 2t原料 }购于包头市中蒙医院药房 o由包头市药品

检验所中蒙药室蒋蓉主任药师鉴定 ∀

2  实验方法

2q1  童格勒格 2t提取物制备

自然干燥童格勒格 2t vss ª用 |xh 乙醇回流三次 o之后用

xsh乙醇回流三次 o每次 u «o将回流液浓缩合并后分别用石

油醚 !乙酸乙酯 !正丁醇等体积萃取得到乙醇 !石油醚 !乙酸

乙酯 !正丁醇的提取物 ∀

2q2  细胞体外培养

大鼠正常肝细胞 �� �株用含 tsh胎牛血清的 ⁄� ∞� 培

养基置于 vzε oxh ≤�u
培养箱培养 ∀每 u §换液一次 ∀

2q3  童格勒格 2t提取物对细胞增殖的影响

将肝细胞以每毫升 t ≅ ts
w接种于 |y孔培养板中 o每孔

uss Λ�∀于 vzε oxh ≤�u
条件下培养 uw«后 o弃去原有培养

液 o加入用 ⁄� ∞� 培养液稀释成 sqxosqwosqvosquot ≅ ts
pt
o

t ≅ ts
pu
ot ≅ ts

pv
°ª# °�

pt浓度的四种不同极性童格勒格 2

t提取物 ∀每个浓度设 y个复孔 ∀对照孔只加含 tsh 胎牛

血清的 ⁄� ∞� 培养基 ∀共同培养 uw «后用 � ××比色法在

w|x ±°下测各孔的吸光度值 ∀测定不同浓度不同极性童格

勒格 2t提取物对肝细胞增殖的影响 o据此确定童格勒格提取

物在肝细胞培养中合适的药物浓度 ∀
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2q4  童格勒格 2t提取物对肝细胞 �⁄�2� 表达影响的测定

2q4q1  细胞分组及给药  细胞分为 t个对照组和乙醇 !正

丁醇 !乙酸乙酯和石油醚 w个给药组 o将 u °�相对密度为每

毫升 x ≅ ts
x的肝细胞悬液接种于 y孔板的 x个孔中 o于 vz

ε oxh ≤�u
培养箱培养 uw «后 o弃去原培养液 o分别对给药

组细胞给药 o给药浓度由 � ××试验结果所确定 ∀乙醇和正

丁醇提取物的给药浓度为 sqv °ª# °�
pt !乙酸乙酯和石油

醚提取物的给药浓度为 t ≅ ts
pu

°ª# °�
pt
o对照孔只加含

tsh胎牛血清的 ⁄� ∞� 培养液 o继续培养 uw «∀

2q4q2  总 � ��的提取  将 y孔板内的对照组和给药组细

胞弃去原培养液 o用总 � ��提取试剂提取所有细胞的总

� ��o后经氯仿抽提 o乙醇沉淀 ∀提取的总 � ��纯度用紫外

分光光度计在 uys ±°和 u{s ±°下检测吸光度值 o以 Α uys

±° ru{s ±°比值表示其纯度 oΑuys±° rΑu{s±° � tq{方可进行

� ×2°≤� 检测 ∀

2q4q3  � ×2°≤� 反应  ≠ 逆转录 }取总 � �� t Λ�按反转录

试剂盒要求配成 ts Λ�反应体系进行逆转录 ∀反应条件 }vs

ε ots °¬±~xs ε ous °¬±~|| ε ox °¬±~x ε ox °¬±o共一个循

环 ∀ � °≤� 反应 }�⁄�2� 的引物序列 ≈x 及扩增条件 }上游 x. 2

�××××������×������≤��2v. o下游 x . 2�×�≤��×�×≤�

�≤××≤×��2v. o|x ε 预变性 u °¬±o|w ε 变性 vs ¶ψ xw ε 复

性 wx ¶ψ zu ε 延伸 xs ¶o共 vs个循环 o最后再 zu ε 延伸 ts

°¬±∀产物片段为 vyw ¥³∀ Β2¤¦·¬±的引物序列 ≈y 及扩增条

件 }上游 x. 2≤�××��≤�×≤≤�×����� 2v. o下游 x. 2��≤≤�≤

≤��×≤≤�≤�≤��2v. o|x ε 预变性 u °¬±o|w ε 变性 vs ¶ψ

xv ε 复性 wx ¶ψ zu ε 延伸 xs ¶o共 ux个循环 o最后再 zu ε

延伸 ts °¬±∀产物片段为 tzv ¥³∀

2q4q4  °≤� 产物电泳  取 x Λ�°≤� 产物加上 u Λ�上样缓

冲液 o混匀后小心加样 o于 uh 琼脂糖凝胶中电泳 otss ∂ 电

泳 wx °¬±∀电泳结束后紫外光下观察电泳带 o于凝胶成相仪

上进行目的条带的密度定量 o以目的基因带的密度与内参 Β2

¤¦·¬±条带的密度之比作为该目的基因的 °� ��相对含量 ∀

2q5  统计学处理

采用 ≥°≥≥ ttqx统计软件 ∀组间比较用 τ检验来进行统

计学分析 ∀ Π � sqsx提示有显著性差异 ∀

3  实验结果

3q1  总 � ��抽提结果

取少量总 � ��样品经紫外分光光度计分析 oΑuys±° r

Αu{s±°比值介于 tq{ ∗ uqs之间 o表示样品为纯 � ��∀

3q2  童格勒格 2t提取物对细胞增殖的影响

童格勒格 2t四种粗提物对大鼠肝细胞 �� �株增殖的影

响呈现出一个 /低剂量促进增殖 o高剂量抑制 0为特征的双相

剂量 p效应关系 ∀说明童格勒格 2t提取物对大鼠肝细胞的

抑制作用并不是随着药物浓度的增大而增加 o而是在一定浓

度的范围内呈现出抑制率的增加或降低 ∀见表 t∀实验中为

了保证最后提取的总 � ��的量 o需要各组细胞有足够的数

量 ∀因此 o在选定用药浓度时就要选取细胞抑制率相对较低

的浓度 ∀从表 t中可确定乙醇和正丁醇的适合用药浓度为

sqv °ª# °�
pt
o而乙酸乙酯和石油醚的适合用药浓度为 t ≅

ts
pu

°ª# °�
pt ∀

表 1  ×���2t提取物对大鼠肝细胞的抑制作用 kν � y, cξ ? σl

Ταβ 1  �±«¬¥¬·¬²± ²©·«̈ ¬̈·µ¤¦·¶©µ²° ×���2t ²± ·«̈ µ¤·«̈ ³¤·²¦¼·̈¶kν � y, cξ ? σl

药物浓度

r°ª# °�pt

吸光度值 k细胞抑制率 rh l

乙醇 正丁醇 乙酸乙酯 石油醚

 sk对照组 l sqtzu ? sqss{ksl sqtzu ? sqss{ksl sqtxu ? sqst{ksl sqtxu ? sqst{ksl

sqx sqs|t ? sqsu|kwzl sqs|{ ? sqsu|kwvl sqstv ? sqssyk|tqwl sqstv ? sqsttk|tqwl

sqw sqtvv ? sqsuzkuuqzl sqtu| ? sqsuukuxl sqsts ? sqssyk|vqwl sqss{ ? sqsszk|wqzl

sqv sqtzt ? sqsv{ksqyl sqtx{ ? sqssyk{qtl sqstt ? sqssxk|uq{l sqsts ? sqss|k|vqwl

squ sqtyx ? sqsvskwl sqtzs ? sqstwktqul sqsuw ? sqsttk{wqul sqstx ? sqstsk|sqtl

t ≅ ts pt sqtys ? sqsuykzl sqtzt ? sqst{ksqyl sqsuv ? sqss|k{wq|l sqtux ? sqstwktzq{l

t ≅ ts pu sqtvs ? sqsuukuwqwl sqtw{ ? sqstyktwl sqtvt ? sqsvxktvq{l sqtw| ? sqsuskul

t ≅ ts pv sqttz ? sqst|kvul sqtu{ ? sqssxkuxqyl sqtsv ? sqst|kvuqul sqttx ? sqstxkuwqvl

注 }细胞抑制率 � kt p药物组 �值 r对照组 �值 l ≅ tssh

�²·̈}�±«¬¥¬·¬²± µ¤·̈ ²©¦̈¯̄ � kt p √¤̄∏̈ � ²©§µ∏ªªµ²∏³r√¤̄∏̈ � ²©¦²±·µ²̄ ªµ²∏³l

3q3  童格勒格 2t提取物对大鼠肝细胞 �⁄�2� 表达的影响

正丁醇和乙酸乙酯提取物能明显增强大鼠肝细胞 �⁄�2

� 的表达 kΠ � sqstlo见表 u∀

4  讨论

低密度脂蛋白受体 k�⁄�2� l是血浆中胆固醇代谢的主

要途径 o循环中约 zxh低密度脂蛋白 k�⁄�l由肝脏清除 o其

中 |sh是由 �⁄�2� 途径清除的 ∀所以 o�⁄�2� 对调节体内

胆固醇平衡 o调节血浆总胆固醇 k×≤ l含量起着关键作用 ≈z  ∀

近年来 o中草药为治疗高脂血症开辟了一条崭新的道路 ∀吴

刚等 ≈w 通过用不同剂量浓度的童格勒格 2t对高血脂模型大

鼠进行药理实验 o表明童格勒格 2t对高血脂模型的血清总胆

固醇 k×≤l!甘油三酯 k×�l和低密度脂蛋白 2胆固醇 k�⁄�2≤ l

都有显著的降低作用 o而且呈一定的药物剂量依赖关系 ∀但

其只是从血浆水平证明了童格勒格 2t的降血脂作用 ∀

本实验从基因分子水平进一步探讨童格勒格 2t降血脂

的机制 o结果发现 o在童格勒格 2t的不同极性提取物中 o正丁
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表 2  童格勒格 2t提取物对大鼠肝细胞 �⁄�2� 表达的影响

kν � ts, cξ ? σl

Ταβ 2  ∞©©̈¦·²©·«̈ ¬̈·µ¤¦·¶©µ²° ×���2t ²± �⁄�2� ¬̈³µ̈¶¶¬²±

²©·«̈ µ¤·«̈ ³¤·²¦¼·̈¶kν � ts, cξ ? σl

组  别
药物浓度

r°ª# °�pt

�⁄�2� °� �� r

Β2¤¦·¬± °� ��

对照组 s sqw|v w ? sqs|u t

乙醇组 sqv sqw|z y ? sqs|x y

正丁醇组 sqv tqu{x t ? squtz ytl

乙酸乙酯组 t ≅ tspu tquut x ? sqtu| stl

石油醚组 t ≅ tspu sqxvw | ? sqs|y s

注 }各组与对照组比较 otl Π � sqst

�²·̈}∞√ µ̈¼ §µ∏ªªµ²∏³√¶·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³otl Π � sqst

醇和乙酸乙酯提取物能明显增强大鼠肝细胞 �⁄�2� 的表达 ∀

因此 o表明蒙药童格勒格 2t可以通过增强 �⁄�2� 的表达来

达到降低血脂的作用 o从而达到调节血脂水平的作用 ∀一些

具有调脂作用的中草药主要通过其中所含的不饱和脂肪酸

来达到调脂的作用 ≈{  ∀部分中草药中的黄酮类成分能通过

增强 �⁄�2� 表达来起到调脂作用 ≈|  ∀蒙药童格勒格 2t的主

要成分为内蒙地区产的野艾蒿 kΑρτεµ ισια λαϖανδυλαεφολια

⁄≤qlo而野艾蒿中就含有部分脂肪酸成分 ≈ts  ∀但对内蒙地

区产的野艾蒿中黄酮类成分的分析尚未见报道 ∀因此 o要想

确定蒙药童格勒格 2t中能增强 �⁄�2� 表达的有效成分 o还

需对此药进行进一步的分离提纯后做相应的实验研究 ∀
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蚯蚓中平喘蛋白组分的提取分离及其作用机制的初探
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摘要 }目的  初步研究蚯蚓平喘蛋白组分 kΕισενια φοετιδα ³µ²·̈¬±o∞°u l及其平喘活性 ∀方法  以新鲜赤子爱胜蚓为原料 o通过

蛋白质的硫酸铵沉淀和离子交换色谱法 o分离得到一组平喘活性蛋白成分 k∞°u l∀采用经典的肺阻力 k� �l和动态肺顺应性

k≤§¼± l指标评价 ∞°u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 ∞°u拮抗白三烯 ⁄w
引起豚鼠离体气管平滑肌

的收缩反应 ~同时应用双向凝胶电泳 2质谱技术对蛋白组分 ∞°u进行了初步分析鉴定 ∀结果  在整体试验中 o∞°u tyq{

°ª# ®ª
pt口含吞服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 o作用稍弱于阳性对照药孟鲁司特 ~在离

体试验中 o∞°u能明显拮抗白三烯 ⁄w
收缩气管平滑肌的作用 o作用强度与孟鲁司特接近 ~双向凝胶电泳 2质谱技术分析证明蛋

白组分 ∞°u中含有蚯蚓种属中的蛋白 ƒ2�2s!ƒ2�2t以及纤溶酶组分 �o均为丝氨酸蛋白酶类胰蛋白酶家族成员 ∀结论  ∞°u具

有平喘作用 o作用靶点可能通过拮抗白三烯受体 o提示 ∞°u的有效成分可能是白三烯拮抗剂 ∀

关键词 }平喘蛋白组分 ~提取分离 ~平喘活性 ~双向电泳 ~肽指纹图谱分析
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