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(续表 2)

化合物

( compound)

分子量

( molecular

weight )

分子式

( m olecular

formula)

挥发油相对含量 ( relat ive conten t) / %

益智壳

( seedcas e)

益智仁

( nut let)

炮制品

( processin g)

丁香烯 204 C15H24 0� 29 2� 80 0� 21

古香木兰烯 204 C15H24 0� 13 0� 91 0� 20

艾里莫芬烯 204 C15H24 0� 51 10� 86 10� 71

胡椒烯 204 C15H24 0� 61 0� 37 0� 12

�-榄香烯 204 C15H24 0� 72 1� 07 0� 13

�-古芸烯 204 C15H24 1� 16 1� 84 8� 58

诺卡酮 218 C15H22O 未检出 12� 35 12� 92

参考文献

[ 1] 李兴华, 胡昌江, 李文兵, 等. 益智仁止泻作用初步研究 [ J] .

时珍国医国药, 2009, 20 ( 10) : 2498-2499.

[ 2] 潭睿, 陈士林, 杨大坚. GC-MS分析益智挥发油透大鼠血脑屏

障的成分研究 [ J] . 中草药, 2004, 35 ( 6) : 624-625.

[ 3] 黄凌, 朱毅, 董志, 等. 益智仁挥发油急性毒性实验及对帕金

森小鼠行为学和纹状体多巴胺含量的影响 [ J ] . 中药材,

2008, 31 ( 5) : 722-726.

[ 4] 刘红. 益智的抗氧化作用及成分研究 [ D] . 博士论文. 华南理

工大学, 2006.

[ 5] 冯淑香, 刘耀明, 董俊兴. 中药益智仁化学成分与药理研究进

展 [ J] . 现代中药研究与实践, 2003, 17 ( 5) : 58-61.

[ 6] 林秀英, 刘传生. 炒益智仁脂肪酸的气相色谱测定 [ J] . 山东

医药工业, 1997, 16 ( 2) : 13-14.

[ 7] 罗秀珍, 余竞光, 徐丽珍, 等. 中药益智挥发油化学成分 [ J] .

中国中药杂志, 2001, 26 ( 4) : 262-264.

[ 8] 林敬明, 贺巍, 吴昱明, 等. 益智挥发油成分的 GC-MS 分析

[ J ] . 中药材, 2000, 23 ( 8) : 448-453.

[ 9] 吴惠勤, 黄晓兰, 林晓珊, 等. 益智挥发油 GC-MS 指纹谱图

研究 [ J] . 广西师范大学学报: 自然科学版, 2003, 21 ( 2) :

224-225.

[ 10] 陈画虹, 朱文姬, 王冰洁, 等. 益智不同部位挥发油成分分

析 [ J] . 中药材, 1999, 22 ( 9) : 460-461.

[ 11] 易美华, 肖红, 梁振益. 益智仁、叶、茎挥发油化学成分的

对比研究 [ J] . 中国热带医学, 2004, 4 ( 6) : 339-342.

[ 12] 李兴迎, 胡昌江, 林辉, 等. 益智仁盐炙工艺的正交实验法

研究 [ J] . 时珍国医国药, 2008, 19 ( 7) : 1574- 1576.

[ 13] 梁木恒, 郑纯恩. 益智果实、果壳挥发油成分研究 [ J] . 天然

产物研究与开发, 1992, 4 ( 3) : 18- 26.

[ 14] 黄勤挽, 胡昌江, 李兴华, 等. 中药益智仁盐炙前后挥发油

成分的对比研究 [ J] . 中国药业, 2008, 17 ( 5) : 3-4.

[ 15] 原思通. 医用中药饮片学 [ M ] . 北京: 人民卫生出版社,

1999: 437.

[ 16] 黄勤挽, 胡昌江, 李兴华, 等. 益智仁盐炙对豚鼠膀胱逼尿

肌活动影响的研究 [ J ] . 时珍国医国药, 2009, 20 ( 12 ) :

2932-2933.

(收稿日期: 2010- 09-06; 修回日期: 2010-09-16)
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摘要: 目的 � 研究鬼箭羽氯仿提取物对血管生成的影响。方法 � 采用人脐静脉内皮细胞模型 ( H UVEC)、大鼠动

脉环模型 ( rat ao rtic rings) 和鸡胚绒毛尿囊膜 ( CAM) 模型研究鬼箭羽提取物抑制血管生成作用。结果 � 8 �g �

mL- 1鬼箭羽提取物显著抑制人脐静脉内皮细胞的增殖, 抑制率达到 36� 2% ; 2 �g � mL- 1和 4 �g � mL - 1鬼箭羽提

取物能够显著抑制大鼠动脉环新血管结构形成, 抑制率分别达到 56� 41%和 65� 25% ; 鬼箭羽提取物 20 �g � 个- 1与

40 �g� 个- 1对鸡胚绒毛尿囊膜 ( CAM) 血管抑制率分别达到了 22� 6%与 31� 2%。结论 � 鬼箭羽提取物具有显著的

抗血管生成活性。
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Ant-i angiogenic activity of extract fromWinged Euonymus Twig

CHEN X-i qiang 1, 2 , H E Q iu-x ia1, 2 , YAN Shou- sheng 3, L IU Ke-chun1, 2* , H OU Ha-i rong 1, 2 , H AN L-i w en1, 2 ,

WANG S-i feng1, 2 , YUAN Yan-qiang1, 2 (1. Biology Institute of S handong Academy of Sciences , J inan 250014; 2.

Shandong K ey L aborator y of Biosens ors , J inan 250014; 3. Qilu Pharmaceutical Co . , L T D. , J inan 250014)

Abstract: Objective� T o study the ant-i ang iog enic activ ity of ex tr act fr om Winged Euonymus T wig. Methods � H u-

man umbilica l vein endo thelial cells ( H UVEC) model, r at aor tic ring model and chicken chor ioallantoic membrane

( CAM) model wer e used to evaluate the ant-i ang iog enesis effect o f ex tract fr om R amulus Euony mi r espectiv ely . Re-

sults� Ext ract from Winged Euonymus Tw ig inhibited the pr oliferat ion of H UVEC with inhibit ion ratio of 36� 2% at 8

�g� mL - 1 . Ex tract from Winged Euonymus T wig could inhibit the neovascular ization of rat aor tic ring s w ith inhibition

rat io of 56� 41% and 65� 25% at 2 and 4 �g � mL- 1 . I n the chicken CAM exper iment , ex tr act fr om Winged Euonymus

Tw ig induced 22� 6% and 31� 2% inhibition r atio o f microvessel density at 20 and 40�g� egg- 1 , respectiv ely . Conclu-

sion � Ex tract from Winged Euonymus Tw ig show es significant ant-i ang iog enic activities.

Key words: Winged Euonymus Tw ig ; angio genesis; human umbilical vein endothelial cell; rat ao rt ic r ings; chicken

cho rioallantoic membrane

� � 中药材鬼箭羽 ( W inged Euonymus Tw ig , WET ) 为卫

矛科植物卫矛的带翅嫩枝或枝翅, 有行血通经、散瘀止痛的

功效, 主要用来治疗月经不调、瘀血、腹痛、冠心病、风湿

痹痛等症。现代药理研究表明 WET 具有抗心肌缺血、抗缺

氧、降血脂、降血糖、抗过敏的药理作用[1- 3]。利用斑马鱼

筛选模型所需样品量少、试验周期短、药效评价简单、高通

量筛选等特点[4] , 对多种常见中药材的系统溶剂提取物进行

了抑制血管生成的活性筛选。研究发现中药材WET 的提取

物具有抑制血管生成的作用, 我们利用人脐静脉内皮细胞

( H UVEC) 增殖模型、大鼠动脉环模型和鸡胚绒毛尿囊膜

( CAM) 模型进一步试验, 证实了WET 的抗血管生成活性。

1� 材料

1� 1� 试剂与仪器

鬼箭羽 [济南市建联中药店, 经宋广运研究员鉴定为卫

矛属植物卫矛 Euonymus� alatus ( Thunb� ) � Sieb� 的枝]。

DMEM 培养基、RPMI- 1640 培养基与胎牛血清 ( FBS)

( G ibco 公司, L ife Techno log ies, USA ) ; M199 培养液 (齐

鲁制 药 ) ; M atrigel 胶 ( BD 公 司 ) ; 麻 醉 剂 T r icaine

( MS222, Sigma公司) ; M ultiskan FC 型酶标仪 (美国 ther-

mo 公司) ; CO IC XSZ- H 型荧光显微镜 (重庆光电仪器有

限公司) ; 超净工作台 (苏州安泰净化消毒设备厂) ; CO2 多

用培养箱 (上海医用仪器设备公司) ; 甲基纤维素片 (经过

高压灭菌, 备用)。

1� 2� 细胞培养与实验动物

人脐静脉内皮细胞取自 12 h 以内的新鲜脐带, 经过酶

解、消化、离心、培养后传代, 实验所用为 10~ 12 代; 种

鸡蛋 (济南滋平家禽养殖有限公司) ; W istar 大鼠 2 只, 体

重 400 g 左右 [山东大学实验动物中心, SCXK ( 鲁 )

20080004]

1� 3� 样品的制备

WET 4 kg 粉碎后, 用 95%的乙醇提取 3 次后 , 合并提

取液 , 浓缩回收至无醇味, 得浸膏 1 200 mL , 浸膏依次用

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇进行超声提取, 氯仿层萃

取物经过浓缩、真空干燥, 共得氯仿提取物 26� 2 g。氯仿提

取物 20 g 经硅胶柱色谱分离, 洗脱剂为氯仿-甲醇梯度洗

脱, 共得到 13 部位,部位� ( GJY- � )浓缩干燥后为 1� 2 g ,

置冰箱中, 备用。

2 � 方法

2� 1 � 人脐静脉内皮细胞增殖实验

HUVEC 用无血清的 M199 培养液稀释到 5 � 105 个 �

mL - 1 , 按 96 孔板每孔 100 �L 接种于 96 孔培养板中, 每孔

加 2%成纤维细胞生长因子 ( BGFG ) 6 �L , 96 孔板放入

CO 2 培养箱 24 h。24 h 细胞贴壁后去除培养基, 实验组加

入终浓度为 8、4、2 �g� mL - 1的含 GJY- � 培养基, 溶剂

对照组加入含 0� 1% DMSO 的 RPMI-1640 培养基; 另设细

胞对照组, 只加入 RPMI- 1640 培养基。每组均设 8 个复

孔, 培养 48 h 后, 各孔用 PBS 清洗 1 次后, 按 200 �L �

孔- 1加入无血清培养基及 20 �L � 孔- 1 MTT 溶液 ( 5 g �

L - 1 ) 继续培养 4 h。弃上清液, 加入 150 �L DMSO 溶解,

振荡混匀。在自动酶标仪上 570 nm 处检测吸光度 ( A) 值,

统计各组细胞数量并计算各组抑制率。

抑 制 率 的 计 算 方 法 如 下: 抑 制 率 =

细胞对照组平均值- 实验组平均值
细胞对照组平均值

� 100%

2� 2 � 大鼠动脉环实验

实验方法参照 huang 的方法改进[5] , SD 大鼠 2 只, 脱

臼法处死, 取其长约 3 cm 的胸主动脉, 剪去外围结缔组织,

剪成长约 1 mm 的动脉环, 按小管形成的方法, 配制培养混

合胶和加药, 在预冷的 96 孔细胞培养板中, 每孔加入预先

融化的 Matrigel 50 �L (提前 12 h 将 Mat rig el放入 4 � 冰箱

中融化, 使用前稀释 1 倍) , 将血管环放入胶中包埋; 37 �
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孵育 1 h , 使胶凝固; 加入含 10% FBS 的 DMEM 培养液

30 �L, 并加入 2、4 �g � mL - 1的 GJY- � , 每个浓度至少

6个复孔, 96 孔板放培养箱内常规培养; 第 3 日更换新鲜培

养基, 并换药 1 次; 第 6 日取出, 显微镜 ( OLYM PUS,

DP70, Japan) 下倒置显微镜下观察动脉环附近内皮细胞和

新生血管的生成情况, 并拍照 ( � 200) ; 随机选择 3 个面积

拍照并运用 Image Pro Plus 软件计算微血管所覆盖的面积。

2� 3� 鸡胚绒毛尿囊膜实验

7 日龄 45 只活胚蛋, 随即分组为 3 组, 每组 15 个, 在

照卵灯下寻找胚头中轴侧区域, 划定 1 cm � 1 cm 圆形开窗

部位, 用 75%乙醇溶液消毒开窗部位, 在鸡胚气室端钻孔

2 mm 小孔并穿透壳膜。暴露出鸡胚绒毛尿囊膜, 将甲基纤

维素滤膜放置于尿囊膜上血管部位, 用微量进样器将各组药

物滴加入甲基纤维素滤膜中, 3 组分别为生理盐水 10 �L、

GJY- � 20�g � 个- 1、GJY- � 40�g� 个- 1 , 加药完毕后

用胶带密实封口。并继续放入 38 � 的孵箱内孵育 72 h。

新生血管数量计算: 揭开透明胶带, 加满 4% 多聚甲

醛, 室温下原位固定 30 min。待鸡胚绒毛尿囊膜 CAM 上血

管内的血液凝固后, 揭去封窗的透明膜, 剪除 CAM 水平以

上的蛋壳, 以滤膜载体为中心把 CAM 剪下, 投入水中, 使

其舒展开, 并将其在水中转移到载玻片上, 自然干燥。拍照

后用 Pho toshop 选定照片上的一定面积 ( 700 � 700 像素) ,

计算 3 个面积内的平均血管数目计入统计。

2� 4� 统计方法

采用 SPSS 11� 3 软件, 组间比较 t检验等。

3 � 结果

3� 1 � 鬼箭羽提取物对人脐静脉内皮细胞增殖的影响

0� 1% DMSO 溶剂对人脐静脉内皮细胞的增殖无影响;

8 �g� mL - 1时WET 提取物对人脐静脉内皮细胞增殖有显著

性的抑制作用 ( P< 0� 01, 见表 1)。

表 1 � WET提取物对人脐静脉内皮细胞的影响 ( x � s, n= 8)

Tab 1 � Effect of WET on the HUVEC ( x� s, n= 8)

分组

( group)

浓度

( concent rat ion)

/�g � mL- 1

细胞

存活力

( cell

survival )

抑制率

( inhib itory

rate)

/ %

对照组 - - 0� 96 � 0�19 -

溶剂组 0� 1%DMSO 0� 96 � 0�12 0

GJY- � 组 2 0� 96 � 0�14 0

4 0� 89 � 0�18 7� 3

8 0� 61 � 0�08# # 36� 5

� � 注: 与对照组比较, # # P < 0� 01。

� � n ote: v s the con t rol grou p, # # P< 0�01.

3� 2 � WET 提取物对大鼠动脉环新生血管的影响

接种第 3 日起, 对照组开始看见动脉环周围内皮细胞增

殖, 逐渐成条索状血管芽, 第 6 日对照组出现新生微血管,

内皮细胞聚集成环状; WET 提取物组细胞分布零散、无聚

集, 微血管覆盖面积显著低于生理组 (见图 1)。WET 提取

物对大鼠主动脉环血管生成的抑制作用, 具有浓度依赖性

(见表 2)。

表 2 � WET提取物对大鼠动脉环血管生成数目及血管面积的影响 ( x � s, n= 6)

Tab 2� Effect of WETon rat aorta ring assay and area of blood vessels (x � s, n= 6)

组别

( group)

浓度 ( con cen tr at ion)

/�g � mL- 1

动脉环计量

( rat aorta ring as say inh ibitory rate) / %

血管面积计数

( area of blood ves se)

对照组 - - 151� 16 � 18� 26 9 547� 83 � 569� 32

GJY- � 组 2� 0 65� 88 � 20� 80# # ( 56� 41) 7 263� 42 � 844� 12# #

4� 0 52� 52 � 23� 61# # ( 65� 25) 5 594� 17 � 1970� 6# #

� � 注: * 与对照组比较, # # P< 0� 01。

� � note: v s th e cont rol group, # # P < 0� 01.

图 1 � 鬼箭羽提取物对大鼠动脉环血管生成的影响

Fig 1 � Ef fect of WET on rat aorta ring assay

A . 对照组 (箭头为细胞聚集成环区域) ( cont rol group ) ; B. GJY

- � 2 �g � mL- 1组 ( GJY- � , 2 �g � mL- 1 group)

3� 3� WET 提取物对 CAM 血管生成的影响

WET 提取物处理鸡胚 72 h 后, 3 个实验组中可计入统

计的数量分别为 8、12、12个。实验结果显示, 对照组微孔

滤膜周围 CAM 血管生长良好, 呈树枝状、叶脉样、平行生

长, WET 药物组血管变细、侧枝减少、药物滤膜远端血管

密度增加等现象 (见图 2)。统计结果显示, 20 �g 组及 40

�g 组均显示出血管生成减少现象, 抑制率随着剂量增加而

增加 (见表 3)。

表 3 � WET提取物对鸡胚绒毛尿囊膜血管生成数目及抑制率的影响

( x � s)

Tab 3� WET extract on CAM angiogenesis inhibition (x � s)

组别

( group)
n

剂量

( dos e)

/�g � egg- 1

血管计数

( vascular

number)

抑制率

( in hibit ion

rate)

对照组 8 - - 93� 95� 12� 97 - -

GJY- �组 12 20 72� 06� 11� 30# # 22� 6
12 40 63� 91� 18� 70# # 31� 2

� � 注: * 与对照组比较, # # P< 0� 01。

� � n ote: v s the con t rol grou p, # # P< 0�01.

4 � 讨论

肿瘤的生成、转移、复发和预后均与肿瘤血管生成密切

相关。恶性肿瘤的侵袭性生长及转移依赖于血管生成( ang io-
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图 2 � GJY- � 对鸡胚绒毛尿囊膜的影响

Fig 2 � Ef fect of WET on th e angiogenic act ivity of the CAM

A. 对照组 ( cont rol group ) ; B. GJY - � 20 �g � 个- 1组 ( WET

group, 20 �g � egg- 1 )

genesis) , 抑制肿瘤血管生成是不同于常规抗肿瘤治疗的新

策略。以肿瘤血管生成为靶点, 筛选和开发新型抗肿瘤治疗

药物是当前肿瘤治疗与研究的热点问题之一。

WET 有着十分广泛的临床应用, 尤其在治疗糖尿病和

肾病方面有着很好的疗效[ 6- 8] , WET 也是抗肿瘤中药复方的

常用药物。我们采用多个血管生成实验对 WET 提取物的活

性进行了验证, 结果显示 8 �g� mL - 1WET 提取物能够显著

性抑制人脐静脉内皮细胞的增殖, 抑制率达到36� 2% ; 2�g�

mL- 1和 4 �g � mL- 1对大鼠动脉环血管生成有显著性抑制,

并呈现出剂量依赖, 说明内皮细胞增殖引起的血管结构生成

和组织能够被 WET 提取物中活性物质抑制。7 日龄鸡胚

CAM 正经历从出芽血管生成期到套叠血管生成的阶段[9] ,

生理情况下新生血管数量大量增加, 为观察药物作用最佳时

期, 本实验中 20 �g � 个- 1和 40 �g � 个- 1WET 提取物对 7

日龄鸡胚 CAM 的生成有显著性的抑制作用, 说明WET 提

取物中有抑制 CAM 新血管生成的成分。通过本实验说明传

统药材WET 的成分中含有较强抑制血管生成的成分, 这与

WET 抗肿瘤的作用有相关性, 因而能够解释传统应用的部

分机制。

WET 提取物抑制血管生成的作用在国内未见报道。Un

- Kyo等的研究发现卫矛科植物正丁醇的提取物对血管生成

相关基因 MM P9 的表达有显著性的抑制作用[10]。在本研究

中活性部分为氯仿层, 因而我们相信所含抑制血管生成的有

效成分不同。研究表明WET 氯仿层中含有松萝酸、羽扇豆

酮、白桦脂醇、齐墩果酸 ( � ) 等成分[ 11- 12]。在本实验的

WET 提取物中, 究竟是已知还是未知成分在起抑制血管生

成的作用, 有待进一步研究。
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精制妇科千金片对生物性大鼠子宫内膜炎的作用

王蓉蓉1 , 潘善庆1 , 田洪1 , 欧阳杰湖1 , 陈子渊1 , 左之文2 , 颜利玲2
( 1. 湖南省药品检验所, 长沙 �

410001; 2. 湖南省株洲千金药业有限公司, 湖南株洲 � 412003)

摘要: 目的 � 探讨精制妇科千金片对生物性大鼠子宫内膜炎的作用。方法 � SD 大鼠随机分为正常对照组, 模型组,

阳性药物金鸡胶囊组, 精制妇科千金片高、中、低剂量组。除正常对照组外, 其他动物均用大肠埃希菌造成生物性
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