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摘要$ 目的!考察制川乌( 白芍配伍对大鼠海马区=(糖蛋白表达的影响’ 方法!%$ 只大鼠随机均分为正常组( 制川
乌组( 白芍组( 配伍组& 给予相应药物凝胶 &$ >& ?/(=@?法检测海马区!"#&$ 3?AB表达& C0DE0FG H1;E法检测=(糖
蛋白表达’ 另取 %) 只大鼠随机均分为上述 $ 组& 给药后尾静脉注射罗丹明 &%"& 荧光分光光度法检测罗丹明 &%" 在大
脑及血浆中的含有量& 计算通透指数IJ’ 结果!与正常组比较& 制川乌组( 白芍组均可显著下调=(糖蛋白表达 "%K
#L#-& %K#L#&#& 并且前一组对!"#&$ 3?AB表达也有显著抑制作用 "%K#L#&#’ 与制川乌组比较& 配伍组 !"#&$
3?AB( =(糖蛋白表达均显著增加 "%K#L#-& %K#L#&#$ 与白芍组比较& 配伍组两者表达均呈降低趋势& 但无显著
差异 "%M#L#-#’ 与正常组比较& 仅制川乌组通透指数IJ显著增加 "%K#L#-#’ 结论!制川乌( 白芍配伍后& 可降
低前者对=(糖蛋白表达的抑制作用而减毒增效’
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!!制川乌味辛( 苦& 性热& 有毒& 具有明显的抗
炎( 镇痛( 免疫调节作用& 临床上常用于治疗风湿
类疾病& 所含有的单( 双酯型生物碱既是活性成
分& 又是毒性成分& 主要表现为对神经( 心脏的毒
性)&(%* $ 白芍主要含有芍药苷( 芍药花苷& 具有抗
神经毒性( 抗自由基( 改善微循环( 改善学习记忆
功能等作用)"($* & 两者常配伍使用以达到增效减毒
的目的’ 课题组前期研究发现& 两者配伍后可减少
* 个酯型生物碱在脑组织中的分布)-* $ 生物药剂学
研究表明& 血脑屏障与药物在脑组织中的分布密切
相关& 因此推测配伍后可能通过调节血脑屏障中
=(糖蛋白的表达& 进一步影响活性成分在脑组织中
的分布& 从而发挥增效减毒作用’ 本实验采用经皮
给药方式& 通过 ?/(=@?( C0DE0FG H1;E( 荧光分光
光度等方法研究制川乌( 白芍配伍对海马中 !"#&$
3?AB( =(糖蛋白表达& 以及 =(糖蛋白底物罗丹明
&%" 在血液与脑组织之间分布的影响& 以阐明其
机制’
IJ材料
&L&!仪器!A4G;aF;J Aa(%### 核酸蛋白测定仪
"美国 /S0F3;公司#$ B&## =@?基因扩增仪 "杭
州朗基科学仪器有限公司#$ @4F\2:15JD0荧光分光
光度计 "美国瓦里安技术中国有限公司#$ @S035:
a;:U?b( +01a;:U?凝胶成像仪 "美国伯乐公
司#$ Y@("#&)?高速冷冻离心机 "安徽中科中佳
科学仪器有限公司#$ /b(& 摇床 "江苏海门其林贝
尔仪器制造有限公司#$ b=U(&-# 生化培养箱 "上
海博泰实验设备有限公司#$ aC()*Q"))B立式超
低温保存箱 "青岛海尔特种电器有限公司#$
c(B%%#$]电子天平 "上海精科天美科学仪器有限
公司#$ UY(@旋涡混合器 "金坛市医疗仪器厂#’
&L%!试剂!BGE5(=(+1\:;JF;E05G _;7D03BH "@%&.#
"美国 _5115J;F0公司 #$ _;7D03;G;:1;G414GE5(
/P]]$ " H0E4T‘/7H715G# 4GE5H;>\"美国 dF5V0G0
公司#$ 2@Q发光底物 "美国 B>Z4GDE4公司#$ 预
染蛋白 _4F̂0F"美国 ]5;(?4> 公司#$ +;4EBGE5
_;7D0TV+ "YeQ# Y?=( ?T=B裂解液( ]@B试
剂盒 "联科生物技术有限公司#$ 逆转录( ?AB提
取( =@?试剂盒 "美国 =F;30V4公司 #$ aAB
_4F̂0F"天根生化科技有限公司#$ +01F0> 核酸染
色剂 "美国]5;DS4FJ公司#$ 琼脂糖 "法国]5;60DE

公司#$ 罗丹明 &%" "批号 %#’I#-&& 美国 b5V34公
司#$ 其他试剂均为分析纯’
&L"!药物!制川乌( 白芍分别购自四川江油恒源
药业集团有限公司( 亳州市长生中药饮片有限公
司& 经江西中医药大学付小梅副教授鉴定分别为毛
茛科植物乌头 <71(’/?@7$#@76$-4’a0HW9母根的炮
制品( 毛茛科植物芍药%$-1(’$ 4$7/’241#$ =4119的干
燥根’ 白芍提取物)** "每 & V相当于白芍 &$L)& V&
芍药苷含有量 %*"L$. 3VNV#( 制川乌提取物)**

"每 & V相当于制川乌 %%%L%% V& 以双酯型生物碱
计为 &#L&- 3VNV& 以单酯型生物碱计为 %"L.# 3VNV#’
&L$!动物!b=c级大鼠& 雌雄兼有& 体质量 &-# f
%## V& 购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司&
许可证号 b@UI "湘# %#&&(###"’
KJ方法
%L&!经皮给药凝胶制备!取羧甲基纤维素钠适量&
加纯化水制成含有量 -!的空白凝胶基质’ 称取制
川乌浸膏( 白芍浸膏( 空白凝胶基质适量& 混合均
匀& 分别制成含制川乌浸膏 "&L.!#( 白芍浸膏
"%)L-!#( 制川乌 "&L.!# (白芍 "%)L-!# "相
当于两者生药比 & g&# 的相应凝胶’
%L%!配伍对!"#&$ 3?AB及=(糖蛋白表达的影响
%L%L&!动物分组及处理方法!取 ba大鼠 %$ 只&
雌雄各半& 随机分成 $ 组& 分别为正常组( 白芍
组( 制川乌组( 配伍组& 每组 * 只’ 给药前& 推剪
去除背毛& 恢复 & >后给药& 小鼠乌头碱经皮给药
Qa-#为 %- 3VN̂V)’* & 折合成大鼠约为 &) 3VN̂V&
结合预实验结果& 确定其剂量为 #L#%’ 3VN̂V& 再
根据制川乌浸膏中乌头碱含有量 "&L&’ 3VNV# 及
凝胶中制川乌浸膏含有量 "&L.#!#& 最终确定给
药剂量为 #L%$ VN%## V& 给药面积为 % :3h% :3’
正常组给予空白凝胶基质& 制川乌组( 白芍组( 配
伍组分别给予相应凝胶& 每天 & 次& 连续 &$ >’ 各
组大鼠于末次给药后禁食不禁水 &% S& 颈椎脱臼处
死& 将大脑沿矢状线切开& 去除部分间隙& 取出大
脑& 于i)# j冰箱中保存& 实验时小心将大脑两
侧脑室分离& 除去外侧壁上的脑组织& 将海马小心
从剩余脑组织中剥离))* ’
%L%L%!!"#&$ 3?AB表达检测!按 ?AB提取试剂
盒说明书提取海马总 ?AB’ 在逆转录反应体系配
置中& 加入 ?AB&L- !V( ?4G>;3=F530FD& !Q(
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d15V;">/# &-=F530F& !Q& A7:104D0(cF00C4E0F补充
至 &# !Q& 混匀后进行预变性& 条件为 ’# j(
- 35G& 完成后置于 $ j冷却 - 35G’ 再向每个样品
管中加入 &# !Q?/(_5W& =@?仪中进行逆转录&
条件为 %- j( - 35G$ $% j( *# 35G$ ’# j(
&- 35G& 结束后将:aAB保存于i%# j’

=@?反应体系为模板 :aAB" !Q& 正向引物
% !Q& 反向引物 % !Q& % h+;/4J"+F00G _4DE0F
_5W%- !Q& 加入A7:104D0(cF00C4E0F使反应总体积
达到 -# !Q’ 引物由上海生工生物工程股份有限公
司 合 成& !"#&$ 正 向 引 物 -k(B+B++/(
+BB+BBB+++@B+B("k& 反 向 引 物 -k(@+B/(
+BB@/++/++B/+//+("k& 产物长度 "#% HJ$ "(
4:E5G 正向引物 -k(BB@@@/BB++@@BB@@(+/+("k&
反向引物 -k(/+@/@+BB+/@/B+++@BB@("k& 产物
长度 "$$ HJ’ =@?反应条件为 .- j预变性 - 35G&
.- j变性 "# D& -* j退火 "# D& ’% j延伸 %- D&
循环 "# 次后& ’% j延伸 - 35G’ 取 $ !Q=@?产物
于 %!琼脂糖凝胶 "+01F0> 和 %!琼脂糖溶液& 比
例 & g&# #### 中电泳 "# 35G "电压 &&# ‘# 后&
置于凝胶成像仪中拍照’ 然后& 通过 T34V0Q4H 图
像处理软件分析各条带的光密度& 以目的条带( "(
4:E5G条带光密度的比值来表示目的基因的相对表
达水平’
%L%L"!=(糖蛋白表达检测!称取 #L& V海马组织
于 - 3Q玻璃匀浆器中& 加入 & 3Q?T=B裂解液
"含 =_bc#& 上下手动匀浆 &- 次后& 转移至
&L- 3Q离心管中& 冰上裂解 "# 35G 后& $ j(
&% ### FN35G离心 - 35G& 取上清液& ]@B法测定
蛋白水平’ 将 - h上样缓冲液与蛋白样品按 & g$
比例混合& 沸水煮 - 35G& 配制 )!分离胶与 -!浓
缩胶后上样& 上样体积 ) !Q& 电泳 &) 35G
"’# ‘#& 使样品在同一条水平线上& 再将电压调
为 &&# ‘电泳 & S& 最后 .# ‘恒压电泳 % S& 将蛋
白湿转至=‘ac膜上’

取=‘ac膜& 加入 -!脱脂奶粉 "用 /]b/缓
冲液配置#& 室温下摇床封闭 .# 35G 后& /]b/洗
膜 " 次& 每次 &- 35G& 再分别与稀释后的 BGE5(=(
+1\:;JF;E05G _;7D03BH @%&. " & g&## #( _;7D0
3;G;:1;G414GE5(/P]]$ " H0E4T‘/7H715G# 4GE5H;>\
"& g" #### 溶液混合& 摇床上 $ j孵育过夜& 一
抗回收利用& /]b/洗膜 " 次& 每次 &- 35G& 然后
再加入辣根过氧化物酶 "Y?=# 标记的二抗
"& g- ####& 摇床上室温孵育 & S& /]b/洗膜 "

次& 每次 &- 35G& 滴加 2@Q工作液 " 35G 后曝光(
显影( 定影’ 通过T34V0Q4H 图像处理软件检测各
条带的光密度& 以目的条带( /7H715G 条带光密度
的比值来表示目的蛋白的相对表达水平’
%L"!配伍对=(糖蛋白外排功能的影响
%L"L&!动物分组及处理方法!取大鼠 %) 只& 雌雄
各半& 随机分成 $ 组& 每组 ’ 只& 分别为正常组(
制川乌组( 白芍组( 配伍组& 给药方法及剂量同
+%L%L&, 项’ 末次给药 &% S 后& 每组取 - 只大鼠
"其余 % 只用于制备标准曲线及空白校正# 尾静脉
注射 #L#" 3VN3Q罗 丹 明 &%" " #L% 3VN̂V#&
"# 35G后眼眶取血 % 3Q& 置于 - 3Q肝素管中& 立
即断头处死大鼠& 取脑组织& 血液于 $ j(
&% ### FN35G条件下离心 &# 35G& 上清避光保存于
i)# j冰箱中待测$ 取大脑& 小心祛除周围血管&
生理盐水洗净& 吸干& 称定质量& 加入超纯水
"体积为大脑质量的 % 倍#& &# 3Q玻璃匀浆器匀
浆& 匀 浆 液 置 于 % 3Q 离 心 管 中& $ j(
&% ### FN35G条件下离心 &# 35G& 上清避光保存于
i)# j冰箱中待测).* ’
%L"L%!血浆中罗丹明 &%" 含有量测定!精密称取
-L# 3V罗丹明 &%" 于 - 3Q量瓶中& 甲醇溶解并定
容& 即得 & 3VN3Q贮备液& 取适量用生理盐水分
别稀释成 *L%-( &%L-( %-( -#( &##( $## GVN3Q&
以及 &L%-( %-( -( &#( %#( $# GVN3Q的对照品溶
液& 各取 &## !Q& 加入 &## !Q空白血浆液或脑匀
浆液( )## !Q甲醇& 涡旋混匀& 即得 #L*%-(
&L%-( %L-( -( &#( $# GVN3Q标准血浆液& 以及
#L&%-( #L%-( #L-( &( %( $ GVN3Q标准脑匀浆&
于 $ j( &% ### FN35G 条件下离心 &# 35G& 取
-## !Q上清液至 & 3Q比色皿中& 测定荧光强度
"#0WN#03l$)- G3N-*- G3#& 绘制标准曲线’

然后& 取血浆 &## !Q( 脑匀浆上清液 -## !Q
至 % 3Q离心管中& 分别加甲醇至 & 3Q& 按上述方
法测定罗丹明 &%" 含有量& 计算通透指数 IJ& 评
价=(糖蛋白的转运功能)&#* ’
%L$!统计学分析!应用 b=bb %&L# 软件进行处理&
数据以 "*m.# 表示& 多组间采用单因素方差分
析& $l#L#- 为检验水准’ %K#L#- 为差异有统计
学意义’
LJ结果
"L&!配伍对 !"#&$ 3?AB! =(糖蛋白表达的影
响!图&( % 显示& 与正常组比较& 制川乌( 白芍
均可下调=(糖蛋白表达 "%K#L#-#& 同时制川乌
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对!"#&$ 3?AB表达也有显著抑制作用 "%K
#L#&#$ 与白芍组比较& 制川乌对 =(糖蛋白表达的
抑制作用更强 "%K#L#&#$ 与制川乌组比较& 配
伍白芍后 !"#&$ 3?AB及 =(糖蛋白的两者表达显
著升高 "%K#L#-#& 表明配伍后降低了制川乌对
其的抑制作用& =(糖蛋白活性( 外排作用相对增
强& 降低了相应物质& 特别是毒性物质在脑组织中
的分布& 这可能与制川乌配伍白芍具有 +减毒,
作用有关$ 与白芍组比较& 配伍制川乌后两者表达
均呈降低趋势& 表明配伍后增强了白芍对其的抑制
作用& =(糖蛋白活性( 外排作用相对减弱& 增加了
相应物质& 特别是有效成分在脑组织中的分布& 这
可能与白芍配伍制川乌具有 +增效, 作用有关’

注! 与正常组比较&!!%K#L#&$ 与白芍组比较&nn%K#L#&$ 与制

川乌组比较&#%K#L#-&##%K#L#&

图 IJ配伍对0)1I( ,<E8表达的影响
M%5NI J &’’()*$’)$,-.*%/%0%*1 $4 *3((7-6(++%$4 $’

0)1I( ,<E8

"L%!配伍对 =(糖蛋白外排功能的影响!以荧光强
度 "A# 对质量浓度 "B# 进行线性回归& 得血浆
中罗丹明 &%" 标准曲线为 Al#L#)$ $Be#L#%’ -
"#l#L... -#& 线性范围 #L*%- f$#L# GVN3Q$ 脑
组织中为 Al#L#)& %Be#L##) & "#l#L..) .#&
线性范围 #L&%- f$L# GVN3Q& 计算血浆( 大脑中
罗丹明 &%" 含有量及IJ& 结果见表 &’

罗丹明 &%" 是 =(糖蛋白经典底物& 可在血液
和脑组织中分布& 而 IJ 可表征 =(糖蛋白活性)&&* ’
由表可知& 与正常组比较& 制川乌组 IJ 明显提高
"%K#L#-#& 而白芍组 IJ 也有增加趋势& 但无显
著性差异 "%M#L#-#$ 与制川乌组比较& 配伍白

注! 与正常组比较&!%K#L#-&!!%K#L#&$ 与白芍组比较&nn%K

#L#&$ 与制川乌组比较&##%K#L#&

图 KJ配伍对!"糖蛋白表达的影响
M%5NKJ&’’()*$’)$,-.*%/%0%*1 $4*3((7-6(++%$4$’!"501)$"

-6$*(%4

芍后IJ明显降低 "%K#L#-#& 表明白芍可降低制
川乌对=(糖蛋白的抑制作用& 其外排活性相对增
强& 这与配伍对!"#&$ 3?AB( =(糖蛋白表达的影
响一致& 进一步表明两者配伍可降低乌头碱等毒性
成分在脑组织中分布& 从而达到 +减毒, 作用&
其机制可能与=(糖蛋白活性有关’
表 IJ配伍对罗丹明 IKL 含有量的影响 %*O2& $PQ’

;./NIJ&’’()*$’)$,-.*%/%0%*1 $4*3()$4*(4*$’<3$#.,%4(
IKL %*O2& $PQ’

组别
血浆中N

"GV-3Qi&#

脑组织中N

"GV-Vi&#

IJN

"3Q-Vi&#
正常组 .L%"# m&L’") #L’-* m#L#)) #L#)$ m#L#&*
白芍组 )L.$- m#L))% #L’*) m#L&*" #L#)- m#L#&’n

配伍组 &#L&#’ m%L&-& #L)-$ m#L&#$ #L#)* m#L#&"n

制川乌组 .L-") m&L$*- &L#"# m#L&-% #L&#. m#L#&$!

!!注!与正常组比较&!%K#L#-$与制川乌组比较&n%K#L#-

RJ讨论
现代生物药剂学研究表明& 药效( 毒性与组织

分布密切相关& 而药物分布主要与毛细血管通透
性( 组织亲和力等生理因素& 以及与药物分子大
小( 脂溶性等剂型因素密切相关& 同时药物转运体
与药物在体内的分布也存在密切关系’ 本实验通过
?/(=@?( C0DE0FG H1;E法研究制川乌( 白芍配伍对
大脑中!"#&$ 3?AB( =(糖蛋白表达的影响& 并在
此基础上进一步分析两者配伍对 =(糖蛋白经典底
物罗丹明 &%" 分布的影响& 即分别从基因转录效
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率( 蛋白产物量( 蛋白外排活性 " 个方面阐述配伍
对=(糖蛋白的影响& 并从 =(糖蛋白角度阐明配伍
机制’

有文献报道& 大鼠给予白芍提取物后& 其中的
芍药苷能快速分布到大鼠脑组织中& 并且在海马中
的浓度较高)&%(&$* & 而且该成分不仅是 =(糖蛋白底
物& 还能降低维拉帕米对其的抑制作用)&-* $ 另一
方面& 制川乌中的双酯型生物碱乌头碱能降低
I]‘%## 细胞中=(糖蛋白的表达)&** ’ 本实验发现&
白芍( 制川乌均可影响海马中 =(糖蛋白的表达&
并且配伍后可降低后者对 =(糖蛋白的抑制作用&
从而影响有效成分和N或毒性成分在脑组织中的分
布& 最终发挥增效减毒作用’

虽然制川乌( 白芍均为 =(糖蛋白抑制剂& 但
与前者单用比较& 配伍后 =(糖蛋白活性相对增强$
与后者单用比较& 配伍后 =(糖蛋白活性相对减弱&
表现出截然相反的效应& 这可能与中药药效物质的
+叠加作用, 有关& 也称为 +多成分单靶点作用,’
中药中有效成分种类众多& 但含有量一般都较低&
如果每种成分只作用于与其相应的单一靶点& 即
+多成分多靶点作用,& 可能会由于含有量太低而
达不到起效的阈值& 故推测中药中各成分可能共同
作用同一靶点& 其产生的效应叠加后发挥药理作
用)&’* ’ 本实验发现& 白芍中芍药苷( 制川乌中酯
型生物碱等药效成分的结构属于不同类型& 但有共
同的作用靶点% +!"#&$, 基因& 两者配伍后即可
产生 +叠加作用,’ 另外& 虽然白芍( 制川乌均可
抑制=(糖蛋白表达& 但存在程度上的差异& 相对
于前者而言& 后者抑制作用更强& 两者配伍后由于
+叠加作用, 的存在& 故分别表现出 +增强, +减
弱, 效应’
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