
°ªo经高效液相分析 o含量为 |vqwh o折纯一次收率为 zsh ∀

2q5q2  茄尼醇粗品 µ的硅胶柱色谱分离

称取粗品 µ vss °ªo石油醚 x °�加热溶解 o缓慢滴入色

谱柱中 ktqs ¦° ≅ tx ¦°硅胶 ts ªlo用石油醚 !乙酸乙酯适当

比例混合溶剂洗脱 o每 us °�为一流份 o分段收集洗脱液 o薄

层色谱对各洗脱流份进行跟踪检测 k薄层色谱条件同 / uqxq

t0 lo归并富含茄尼醇流份 o减压回收溶剂 o得橙黄色浆状茄

尼醇 xs °ªo经高效液相分析 o含量为 w|qtwh ∀将上述所得

样品用丙酮溶解 o p txε 冷冻结晶 o未得到结晶 ∀

2q5q3  茄尼醇粗品 ¶的硅胶柱层析分离

分离方法同 / uqxqu0 o得橙黄色浆状茄尼醇 x| °ªo经高

效液相分析 o含量为 yxh ∀一次结晶得浅黄色结晶 wu °ªo

经高效液相分析 o含量为 {uq|h o折纯总收率为 xuh ∀

3  讨论

3q1  溶媒及超声提取法提取茄尼醇 o所得粗提物的质量分

数较低 o色泽为深棕色 o较黏稠 o后续柱色谱分离得到的样品

纯度低 k分别为 w|qtwh o{uq|h l!得率低 k分别为 wzqvwh o

xuh l~而超临界提取法所得的粗提物质量分数较高 o色泽淡

黄 o黏稠性较低 o后续分离得到的样品纯度高 k|vqwh l!收率

高 kzsh l∀若将结晶母液回收套用 o分离纯化的收率将更高

一些 ∀

3q2  硅胶柱色谱过程中 o洗脱溶剂的极性以及洗脱液的流

速对茄尼醇的分离都有重要的影响 o本实验考察了不同的洗

脱溶剂 k石油醚 !乙酸乙酯 !丙酮和氯仿 l和配比 ≈v2y 
o最终确

定了石油醚 !乙酸乙酯适当比例的混合溶剂为洗脱液 o经一

次洗脱即可得到质量分数约为 zyh的茄尼醇样品 o避免了多

个梯度洗脱中实验过程繁琐 o溶剂回收利用困难等缺点 ∀但

是硅胶重复利用困难 o这在一定程度上局限了硅胶柱色谱分

离工艺的工业化应用 o因此本实验还将更深入地探讨硅胶的

回收利用性 ∀

3q3  将柱色谱得到的茄尼醇样品溶解于一定量的丙酮中 o

冷冻结晶 o得到质量分数为 |vqwh的茄尼醇精品 o折纯总收

率为 zsh ∀结晶溶剂的选择对得到高纯度的茄尼醇及茄尼

醇的得率有着至关的重要性 ∀本实验选用正己烷 !石油醚 !

乙醚 !氯仿 !丙酮 !乙酸乙酯 !乙醇 !甲醇及不同溶剂间的配比

为结晶溶剂 o最终确定了丙酮为最佳结晶溶剂 ∀
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摘要 }目的  研究白藜芦醇 kµ̈¶√ µ̈¤·µ²̄o� ∞≥l对豚鼠心室肌细胞钠电流 k��¤l的影响 o探讨其心肌保护机制 ∀方法  用全细胞

膜片钳技术记录 � ∞≥对单个心室肌细胞 ��¤的作用 ∀结果  � ∞≥ktsovsotss Λ°²̄# �
pt
l浓度依赖性的抑制豚鼠心室肌细胞

��¤o其中 vs Λ°²̄# �
pt对 ��¤的抑制率为 ktzqv ? vqtlh kΠ � sqssxlotss Λ°²̄# �

pt抑制率 kxuqz ? tsqulh kΠ � sqstlo抑制

作用迅速 o用药后 v °¬±左右即开始起效 o洗脱后均可以完全恢复 ~tss Λ°²̄ # �
pt使半数最大失活电压 k∂ tru l由 k p {|qv ?

uqsl°∂变化到 k p tssqz ? vqvl°∂ kΠ � sqssxlo� ∞≥未改变 ≥和半数最大激活电压 k∂ tru l∀结论  � ∞≥浓度依赖性的抑制

��¤o作用出现快 o并且可逆 ∀
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º µ̈̈ tzqvh ? vqth kΠ �

sqssxl¤±§xuqzh ? tsquh kΠ � sqstloµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼q � ∞≥ ¤¦·̈§ ∏́¬¦®̄¼ k¤¥²∏·v °¬±l ¤±§¬·¶ ©̈©̈¦·¶º µ̈̈ µ̈√ µ̈¶¬¥̄¨¦²°³̄ ·̈̄̈¼
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� ∞≥ kΠ

� sqssxlq ×«̈ °¤¬¬°¤̄ ¤¦·¬√¤·¬±ª√²̄·¤ª̈ ¤±§≥ ²©��¤ º µ̈̈ ±²·¦«¤±ª̈ §qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  � ∞≥ ¦¤± ¬̈«¬¥¬·§¬µ̈¦·¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈¦·¶

²± ��¤ µ¤³¬§̄¼ ¬± ª∏¬± ¤̈³¬ª√ ±̈·µ¬¦∏̄¤µ°¼²¦¼·̈¶o¤±§·«̈ ¶̈ ©̈©̈¦·¶¤µ̈ µ̈√ µ̈¶¬¥̄ q̈

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: µ̈¶√ µ̈¤·µ²̄~ √ ±̈·µ¬¦∏̄¤µ°¼²¦¼·̈¶~ ¶²§¬∏° ¦∏µµ̈±·

  � ∞≥是一种非黄酮类多酚化合物 o化学名为 voxowχ2三

羟基 2反 2二苯代乙烯 kvoxowχ2·µ¬«¼§µ²¬¼¶·¬̄¥̈ ± l̈∀天然的

� ∞≥存在于葡萄皮 !花生及中药虎杖等植物中 o是一种植物

抗毒素 o在恶劣环境或是在植物受到霉菌感染时产生 ≈t  ∀

t||u年 ≥ ¬̈°¤±±和 ≤µ̈¤¶¼报道在红葡萄酒中发现了 � ∞≥的

存在 ≈u  ∀目前学者普遍认为 o� ∞≥是红葡萄酒中发挥心血管

保护作用的主要功能因子 ∀ � ∞≥能够比红葡萄酒中的其他

多酚类物质具有更强的心血管保护作用 ≈v  ∀对其保护机制

研究较多 o包括抗氧化 ≈v2w  !抑制血小板聚集 ≈x  !增加 �̈�≥

和 ±��≥的表达并提高其活性 ≈y  !舒张血管 ≈z  !抗血管平滑

肌细胞增殖 ≈{  !抑制血管紧张素 ��引起的心肌细胞肥大 ≈|  !

抗心律失常 ≈y 等作用 ∀也有报道 ≈ts 
� ∞≥对豚鼠心室肌细胞

钙电流的快速抑制作用 o但对心室肌细胞 ��¤的作用未见报

道 ∀本研究 � ∞≥对豚鼠心室肌细胞 ��¤是否有直接的作用 o

进一步探讨其心肌保护作用机制 ∀研究单个心肌细胞 o优点

在于确保了药物的直接作用 o作用浓度准确可靠 ∀

1  材料与方法

1q1  溶液和试剂

×¼µ²§̈液成分 k°°²̄ # �
pt

l}�¤≤¯tvxo�≤¯xqwo≤¤≤ ū

tq{o� ª≤ ū to�¤�u °sw sqvvo� ∏̄¦²¶̈ tso�∞°∞≥ tso用 �¤��

调节 ³�至 zqv∀无钙台氏液为 ×¼µ²§̈ 液中去掉 ≤¤≤ ū ∀记

录 ��¤的电极外液 k°°²̄ # �
pt

l}�¤≤¯xo¦«²̄¬± 2̈≤¯tuso≤¶≤¯

uso� ª≤ ū to�∞°∞≥ xo≤¤≤ ū to� ∏̄¦²¶̈ tso用 ≤¶�� 调节 ³�

至 zqvo加入 tss Λ°²̄ # �
pt

≤§≤ ū
阻断 ≤¤

u n电流 ∀记录 ��¤

的电极内液 k°°²̄ # �
pt

l}�¤≤¯xo≤¶≤¯ttso≤¶ƒ uso� ª≤ ū

uqxo≤¶2∞�×� xo�∞°∞≥ xo� ª2�×° xo�×° sqto用 ≤¶��调节

³�至 zqv∀保存细胞用的 ��液成分 k°°²̄# �
pt
l}�≤¯tso

��u °�w tso� ∏̄¦²¶̈ uso�∞°∞≥ tso×¤∏µ¬±¨ tso� ª≥�w tq{o

°²·¤¶¶¬∏° ª̄∏·¤°¤·̈tuso∞�×� sqxo用 ���调节 ³�至 zqu∀

� ∞≥从湖南洪江华光生物有限责任公司购进 o纯度

||qtth ∀用二甲基亚砜 k⁄� ≥�l溶解 o配置成储备液浓度为

sqt °²̄# �
pt
o p us ε 避光保存 ∀临用前稀释至少 t sss倍 ∀

胶原酶 ��型和蛋白酶 ∞购自 • ²µ·«¬±ª·²±公司 ∀ �∞°∞≥o

�≥�o∞�×�o¦«²̄¬± 2̈≤ ō×¤∏µ¬± ö� ª2�×°o�×°均为 ≥¬ª°¤公

司产品 ∀其余药品为国产分析纯 ∀

1q2  豚鼠心室肌细胞分离

采用酶解法制备单个心室肌细胞 ∀体质量 u{s ∗ vvs ª

的豚鼠 o雌雄不拘 o经 ush氨基甲酸乙酯 ktus °ª# ®ª
pt

l腹

腔麻醉后行气管插管 o开胸 o下腔静脉给予肝素 xss ∏#

®ª
pt
o分离主动脉并插管 o肺动脉减压 o迅速取下心脏在 vz

ε 恒温和供氧 ktssh �u l条件下行 �¤±ª̈ ±§²µ©©灌流 k主动脉

压 yq{y ®°¤l∀先以 ×¼µ²§̈液灌流 v °¬±o再以无钙台氏液冲

洗 v °¬±后 o用含 ��型胶原酶 tsqx °ªo蛋白酶 ∞ tqsx °ªo

�≥� ux °ª的无钙台氏液 ux °�循环灌流 vx ∗ ws °¬±o取下

心脏 o除去心房 o取一小块儿左室心肌 o稍剪后置于 ��液中

轻轻吹打至细胞分离 o即得到分离的单个心室肌细胞 ∀细胞

放于 w ε 保存 o静置 t ∗ u «后用于实验 ∀

1q3  全细胞膜片钳记录

采用全细胞膜片钳记录方法 o在电压钳制下记录心室肌

细胞 ��¤∀吸取细胞保存液数滴 o加入 t °�细胞池内 o待细

胞沉底贴壁后 o用细胞外液灌流 o直至实验结束停止灌注 ∀

在倒置显微镜下选择横纹清晰无颗粒感 o膜光滑完整 o立体

感强的杆状静止细胞为实验对象 ∀实验在 us ε 左右完成 ∀

玻璃毛坯 k外径 tqx °°o南京泉水教学实验器材厂 lo经

微电极拉制仪 k≥∏··̈µo�¤³¤±l两步拉制后 o尾端注射充灌电极

内液 ∀将电极固定于电极把持器上 o通过把持器侧面吸管给

予电极尖端一定正压并使其进入液面 o入水后电阻为 tqs

� 8 左右 ∀补偿液接电位后 o调节三维操纵器并用微调将电

极尖端移向细胞表面 o放掉正压 o轻施负压进行封接 o使封接

电阻达 t �8 以上 o即形成高阻封接 ∀补偿 ≤ƒ¤¶·后 o继续施

加脉动负压穿破膜片形成全细胞记录模式 o钳制电位 p tss

°∂ o补偿串联电阻 � ¶k � ¶� uqx � 8 l和 ≤≥ ²̄ºo以减少钳位

误差和记录信号的失真 ∀通过膜片钳放大器 k�∞��o∞°≤ p

tso� µ̈°¤±¼l发放刺激冲动 o激发的电流信号经 �ª≤ 2̄�ª电
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