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摘 要：以肾阴虚小鼠模型、CCl。急性肝损伤小鼠模型及小鼠免疫低下模型探讨山茱萸多糖补益

肝肾的作用。以负重游泳时间、耐缺氧时间、血清超氧化岐化酶(SOD)活力和丙二醛(MDA)含量

为指标，考察山莱萸多糖对肾阴虚小鼠模型的作用；以丙氨酸转氨酶(ALT)、天门冬氨酸转氨酶

(AST)、SOD和MDA含量为指标，考察山茱萸多糖对CCl。急性肝损伤小鼠模型的作用；以小鼠血

清溶血素水平，考察山茱萸多糖对机体特异性免疫功能的影响。研究结果表明：山茱萸多糖能显

著增强肾阴虚小鼠的负重游泳时间、耐缺氧时问，提高血清中SOD活性，降低血清中MDA含量；

降低肝损伤小鼠血清ALT、AST水平和肝脏组织中MDA含量，提高肝脏组织中SOD活性；提高

免疫低下小鼠血清溶血素水平。山茱萸多糖能增强小鼠免疫功能、保护肝脏组织和改善肾阴虚症

状，并以此实现补益肝肾的作用。
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Abstract：The target of this research was to investigate the tonic effects of Cornel polysaccharide

on liver and kidney in mice through kidney—yin deficiency model。CCl4-induced acute liver inj ury

model and low—immunity model．it was found that cornel polysaccharide significantly(1)increase

the swimming time，hypoxia tolerance time，serum SOD activity；(2)decrease MDA level and the

serum hemolysin level；(3)decrease'ALT，AST in injured mice serum and MDA in injured 1iver

tissue；(4)but increase SOD activity in inj ured liver tissue．those results strong suggested that

Cornel polysaccharide significantly enhance the body—specific immune function，inhibit acute liver

injure and improve the symptoms of kidney—yin deficiency significantly．Furthremore，the results

proven that Cornel polysaccharide has the nourishing effect on the liver and kidney in mice．
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山茱萸为山茱萸科植物山茱萸的干燥果肉，文

献报道山茱萸多糖具有增强免疫功能及抗氧化性

活性‘卜31，被认为是一类重要的活性物质。作者就
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肾作用、对肝组织的保护作用及对机体特异性免疫

功能几个方面的影响作一探讨，以此研究山茱萸多

糖补益肝肾的作用。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1 实验动物 昆明种小鼠，20～25 g；豚鼠，

(200士20)g：均由南京中医药大学实验动物中心提

供；当年生健康仔公鸡：市售。

1．1．2原料 山茱萸药材购于河南西峡县山茱萸

医药公司，经南京中医药大学陈建伟教授鉴定为山

茱萸(Conrus officinalis Sieb．et Zucc．)的干燥成

熟果肉；山茱萸酒制品由南京中药饮片厂按2005

版中华人民共和国药典加工制得。

1．1．3主要试剂 氢化可的松：天津金耀氨基酸

有限公司产品；六味地黄丸：河南省宛西制药股份

有限公司产品；SOD、MDA、ALT、AST、考马斯亮

兰试剂盒：南京建成生物工程研究所产品；钠石灰：

上海五四化学试剂有限公司产品；联苯双酯片：江

苏鹏鹞药业有限公司产品；香菇菌多糖：福建省闽

东力捷迅药业有限公司产品；环磷酰胺：江苏恒瑞

医药股份有限公司产品；四氯化碳、葡萄糖、氯化

钠、柠檬酸钠、柠檬酸、碳酸氢钠、高铁氰化钾、氰化

钾均为AR级试剂。

阿氏液(鸡红细胞保存液)制备：葡萄糖2．05

g，氯化钠0．42 g，柠檬酸钠0．8 g，柠檬酸0．055 g，

蒸馏水100 mL，10 rain灭菌后备用。

鸡红细胞制备与保存：健康仔公鸡翼下静脉取

血，置血液于有玻璃珠的三角烧瓶中轻摇10 min除

去纤维蛋白，加入2倍量的保存液，置4℃下备用。

临用时用生理盐水洗涤3次，经2 000 r／rain离心10

min得压积红细胞，再按体积分数5％生理盐水稀释。

都氏试剂：碳酸氢钠1．0 g，高铁氰化钾0．2 g，

氰化钾0．05 g，蒸馏水1 000 mL，现用现配。

抗体制备与保存：豚鼠颈动脉取血，分离血清，将

血清以体积比10：1加人压积鸡红细胞中，于4℃吸收

30 min后(除去非特异性补体参与的溶血)，置--20℃

以下备用。临用时2 000 r／min离心10 min，吸取上清

液，用生理盐水稀释成体积比1：10血清备用。

1．1．4实验仪器 Spectra max 190酶标仪：美国

AD公司产品；WH一2微型旋涡混合仪：上海沪西分

析仪器厂产品；FJ-200高速分散均质机：上海标本

模型厂产品。

1．2 方法

1．2．1 山茱萸多糖的制备 山茱萸生品、制品干燥

果肉以体积分数95％的乙醇回流脱脂，药渣干燥后

以热水(90～100℃)提取3次，合并提取液，浓缩，体

积分数80％醇沉，醇沉物加水溶解，H。0。法脱色，

Savage法脱蛋白质，透析，浓缩，体积分数80％醇沉，

沉淀用无水乙醇、丙酮、乙醚洗涤，50℃真空干燥，得

山茱萸生品与制品多糖，加水制成多糖溶液。

1．2．2 对肾阴虚模型小鼠的影响 分组、造模[4]

及给药：小鼠随机分为5组，每组10只，雄性。空

白组和模型组给予生理盐水20 mL／(kg·d)，阳性

对照组给予六味地黄丸7 g／(kg·d)，S组给予山

茱萸生品多糖l 970 mg／(kg·d)(折合成原药材

为10 g／(kg·d)，Z组给予山茱萸制品多糖1 111

rag／(kg·d)(折合成原药材为10 g／(kg·d))，各

组每日按20 mL／kg剂量灌胃给药1次，连续1l d。

除空白组外，其它组于给药第7 d皮下注射氢化可

的松50 mg／kg，连续4 d。 ，

对肾阴虚小鼠负重游泳时间的影响：末次给药

后1 h，按体重的10％负重，并放入程控水迷宫中

游泳，立即用秒表记时，直到小鼠头部沉入水中10 s

不能浮出水面时，结束记时，此为游泳时间。

对肾阴虚小鼠耐缺氧时间的影响：末次给药2 h

后，单个置于容积为250 mL的盛有40 g钠石灰的广

口瓶内，将盖盖紧，立即用秒表记录各组存活时间。

对肾阴虚小鼠血清中SOD活力、MDA含量的

影响：末次给药1 h后，小鼠眼眶取血3 000 r／min

离心10 min，取血清依照试剂盒说明书上要求检测

血清总SOD、MDA。

1．2．3对急性肝损伤模型小鼠的影响 分组、造

模[5’6]及给药：小鼠随机分为5组，每组10只，雌

雄各半。空白组和模型组给予生理盐水20 mE／

(kg·d)，阳性对照组给予联苯双酯100 mg／kg，S

组与Z组同1．2．2。各组每日按20 mL／kg剂量灌

胃给药1次，连续14 d。末次给药后2 h，空白组腹

腔注射豆油0．01 mL／g，其它组腹腔注射0．1％四

氯化碳0．01 mL／g。

对CCl。急性肝损伤小鼠血清及肝脏组织中

ALT、AST、SOD及MDA水平的影响：造模后18 h，

眼眶取血，离心血清，测定ALT、AST含量；处死小

鼠，取出肝脏，用冰冷生理盐水洗净血污，滤纸吸干，

称质量。取肝右叶，用生理盐水制成质量分数10％

肝匀浆，3 000 r／min，离心10 rain，留上清液弃下面沉

淀，用于测定MDA含量。取质量lO％的肝匀浆，用

生理盐水稀释，制成质量分数1％肝匀浆，用于测定

SOD含量、蛋白质含量。ALT、AST、MDA含量，

SOD活力、蛋白含量的测定按试剂盒方法测定。
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1．2．4 对小鼠特异性免疫功能的影响 分组、造

模[7]及给药：小鼠随机分为5组，每组10只，雌雄

各半。空白组和模型组给予生理盐水20 mL／(kg

·d)，阳性组给予香菇多糖100 rag／(kg·d)，S组

与Z组同上。各组每日按20 mL／kg灌胃给药1

次，连续9 d。给药第2天除空白组外，各组每只小

鼠腹腔注射环磷酰胺100 mg／kg，连续3 d，制备免

疫功能低下的小鼠模型。第3天每只小鼠腹腔注

射体积分数10％的鸡红细胞0．2 mL致敏。

对免疫低下小鼠血清溶血素水平的影响：第9

d给药2 h后，眼眶取血，2 000 r／rain离心10 rain，

取血清。用生理盐水稀释500倍后，取1 mL，加体

积分数5％鸡红细胞0．5 mL，10％补体0．5 mL，

置37℃恒温水浴中保温30 rain，然后移至冰浴中

终止反应，1 500 r／min离心5 min，取上清液1 mL

加都氏试剂3 mL，摇匀放置10 rain，于540 am处

测定吸光度。

1．2．5 数据统计学处理 实验所得数据采用

SPSS 10．0软件进行组间t检验，实验结果用z±5

表示，P<O．05为有显著性差异。

2结果与讨论

2．1 山茱萸多糖对肾阴虚模型小鼠的影响

山茱萸多糖对肾阴虚小鼠负重游泳时间，耐缺

氧时间，血清中SOD和MDA的影响见表1。结果

表明：与正常对照组相比，模型组小鼠负重游泳时

间与耐缺氧时间显著降低，血清中S()D值明显降

低，MDA值显著升高。与模型组相比，酒蒸山茱萸

多糖与阳性对照组(六味地黄丸)相似，使肾阴虚小

鼠降低的负重游泳时间与耐缺氧时间显著增高，使

降低的SOD值明显提高，使升高的MDA值显著降

低，而山茱萸生品多糖与模型组无显著性相异。

中医理论认为，肾阴虚时机体疲劳乏力，负重

游泳时间明显缩短，耐缺氧能力亦降低，同时体内

清除氧自由基的SOD活力降低，伴随不饱和脂肪

酸氧化作用的终产物MDA含量增加。实验结果说

明山茱萸经酒蒸制后提取的多糖，改善了小鼠肾阴

虚症状，说明具有一定的滋阴补肾作用。

2．2 山茱萸多糖对急性肝损伤模型小鼠的影响

经统计学分析，酒蒸山茱萸多糖组与阳性对照

组(联苯双酯组)相似，与模型组相比血清AST、

ALT值，肝脏SOD、MDA值具有显著性差异，山茱

萸生品多糖无显著性差异，结果见表2。实验结果

表明：酒蒸山茱萸多糖使CCl；所致肝损伤小鼠升高

的血清明显降低，与AI。T和AST与阳性对照组一

样，使CCl；所致肝损伤小鼠降低的肝脏SOD显著

提高，升高的MDA值显著降低。

CCI。具有良好的亲肝性，被广泛的用于急性肝

损伤模型，其致毒机制[81被认为是CCI；经肝微粒体

细胞色素P450代谢生成自由基·CCl。，该自由基攻

击肝细胞膜上磷脂分子引起脂质过氧化，导致膜结构

和功能完整性的破坏，使肝细胞膜通透性升高，胞内

酶从细胞中大量溢出，使肝组织或血清中ALT和

AST活性明显增高。MDA是脂质过氧化的终产物，

表1 山茱萸炮制前后多糖对肾阴虚模型小鼠的影响

Tab．1 Effect of polysaecharide in crude and processed Fructus Corni on kidney-yin deficinency mice

注：与模型组比较，*表示P<0．05，**表示P<0．01；与同剂量生品组比较，#表示P<0．05，##表示P<0．01。

表2 山茱萸炮制前后多糖对急性肝损伤模型小鼠的影响

Tab．2 Effect of polysaccharide in crude and processed Fructus Corni on acute liver injure mice

注：与模型组比较，*表示P<0．05，**表示P<0．01；与同剂量生品组比较，#表示P<0．05，##表示P<0．01。
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ALT和AST的活性及MDA的含量高低在一定范

围内可反映肝细胞损伤程度的大小。s0D是体内

重要的以氧自由基为底物的抗氧化酶，此酶对氧自

由基的清除显示专一性，SOD活性提高对保护肝脏

损伤起到重要作用。

实验结果显示酒蒸山茱萸多糖保肝抑酶作用，

其作用机理可能与提高抗氧化活性有关。

2．3 山茱萸多糖对免疫低下小鼠特异性体液免疫

的影响

经统计学分析，酒蒸山茱萸多糖组的小鼠血清

溶血素的水平与模型组相比具有显著性差异，山茱

萸生品多糖无显著性差异，实验结果见表3。

表3山茱萸炮制前后多糖对免疫低下小鼠特异性体

液免疫的影响

Tab．3 Effect of polysaccharide in crude and processed Fruc-

tus Corni on low-immunity mice

注：与模犁组比较，*表示P<0．05，**表示P<0．01；

与同剂量生品组比较，#表示P<0．05，##表示P<0．0i。
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