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小续命汤有效成分组的高通量筛选研究

王月华
1

,张海霞
1

,李  奇
2

,丁  怡
3

,胡娟娟
1

,杜冠华
1

(1 .中国医学科学院中国协和医科大学药物研究所筛选室 , 北京 100050; 2 . 北京林业大学生物系 ,北京

100083 ; 3 .清华大学药学院 , 北京 100084 )

[摘要 ]  目的 :应用高通量筛选技术 ,建立新型的中药复方活性成分和作用机制研究模式 ,探讨中药复方小

续命汤发挥药理作用的物质基础。方法 :观察中药复方小续命汤 240 个连续组分的抗氧化、抗过氧化氢损

伤、抗谷氨酸损伤活性以及对神经细胞内钙离子的影响。结果 :中药复方小续命汤多模型筛选结果显示 ,连

续组分 L1～L40 和 A100～A120 的综合作用效果较好。因此 ,可将这两部分的连续组分重新组合 ,作为小

续命汤抗脑缺血损伤的有效成分组。结论 :中药复方小续命汤可通过多组分、多靶点途径发挥其药理作用。
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ABSTRACT  Objective: To present a new approach for the research of effective components extracted from

compounds of tradi tional Chinese medicine and their action mechanisms by high-throughput screening assay .

Methods: We observed the anti-oxidation activities of 240 sequential components (L1-L120 and A1-A120 )

extracted from Xiaoxuming Recipe , the effects of these components on SH-SY5Y cells wi th H2 O2 - induced and

L-glutamic acid- induced damages and the levels of resting calcium ion in neurocytes of rats . Results: Some

components ( L1-L40 , A100-A120 ) extracted from Xiaoxuming Recipe had the corresponding effects listed

above . The combination of these components was regarded as the groups of effect ive components of Xiaox-

uming Recipe in treating sequelae result ing from brain ischemia . Conclusion: Xiaoxuming Recipe has protec-

t ive effect on brain- ischemia- induced damages through the actions of multiple components with multiple

targets .
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  高 通 量 筛 选 ( high- throughput screening ,

H T S)是 20 世纪后期发展起来的新技术。H TS 改

变了传统的新药筛选过程 ,采用体外方法寻找对特

定靶点具有生物活性的化合物 ,它以高效、快速、大

规模为主要特点。由于中药复方成分复杂 , 具有多

途径、多靶点发挥药物作用的特点 ,因此必须将其作

为一个有机整体进行研究 ,采用多种活性筛选指标

进行综合评估 ,否则很难综合反映中药复方的药效。

应用高通量药物筛选技术研究中药复方 ,可以克服

传统复方研究中的主要技术障碍 ,使中药复方研究
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实现自动化和规模化 [ 1 , 2 ]。

中药复方“小续命汤”首载于唐代孙思邈《千金

要方》, 是中医常用治疗中风的有效方剂[ 3～ 8 ] , 由

12 味中药组成 :麻黄 3 g、桂枝 3 g、川芎 3 g、红参

3 g、甘草 3 g、附子 3 g、芍药 9 g、杏仁 9 g、生姜 9 g、

黄芩 6 g、防己 6 g、防风 6 g。为了获得复方中的全

部成分 ,在样品制备过程中采用了分步提取的方法 ,

分别获得石油醚提取物、乙醇提取物和水提取物。

经分析和初步检测证明 ,水提取物中主要为多糖、淀

粉等物质 ,未发现明显的活性成分。因此 ,研究目标

主要集中于石油醚提取物和乙醇提取物。将上述提

取物通过柱层析的方法进行分离 , 共获得 240 份连

续组分样品 ( L1～L120、A1～A120 ) ,供体外高通量

药物筛选使用。

近年来的研究表明 ,脑卒中发作时 ,继发性引起

的氧自由基增加 , 是造成神经元损伤的重要因素。

同时 ,脑内兴奋性氨基酸如谷氨酸的释放大量增加 ,

而产生神经毒性作用 [ 9 ]。兴奋性氨基酸激活其受

体 ,引起受体门控通道的离子通道开放 ,细胞内游离

钙大量增加 ,造成迟发性神经元死亡 [ 1 0 ]。基于脑卒

中的发病机制 ,我们建立了相关的药物筛选模型 ,如

氧化、过氧化氢损伤、谷氨酸损伤以及神经细胞内静

息钙离子浓度的测定模型等。

中药复方的有效成分组是指中药复方中所有与

该复方临床应用目的密切相关的药理活性成分。本

实验室对中药复方有效成分组进行了尝试性的研

究 ,根据复方适应症———脑缺血的发病机制建立了

相关体外筛选模型 ;采用高通量药物筛选技术对连

续样品进行多靶点筛选 ;通过综合分析多模型筛选

结果 ,找出共同的高活性组分 ,重新组合得到中药复

方“小续命汤”抗脑卒中的有效成分组 ;最后在脑卒

中动物模型上进一步评价有效成分组的药效。

1  材料与方法

1 .1  实验材料  ( 1 ) SH-SY5Y 细胞 , 中国医学科

学院中国协和医科大学基础研究所提供 ; ( 2)溴化二

甲噻唑二苯四氮唑 [ 3- ( 4 , 5 ) dimethylthiazol-2 , 5-

diphenyltetrazolium bromide, MTT]、胰蛋白酶、多聚

赖氨酸和 Fura-2/ AM均为 Sigma公司产品; (3)标准

胎牛血清为 HyClone 公司产品; ( 4 ) 1640 培养基为

Gibco公司产品 ; (5) L- 谷氨酸、过氧化氢、核黄素、四

氮唑蓝 ( nitroblue tetrazolium, NBT) ,均为北京化学

试剂公司产品; (6)Bechman 2000 测定仪。

1 .2  实验方法

1 .2 .1  样品制备  取 10 剂“小续命汤”药材 (购自

北京同仁堂药店 ) ,依次用石油醚、95%乙醇和水分

别提取 3 遍 ,得到低极性成分、中极性成分和高极性

成分 3 部分。将低极性和中极性成分经高效液相色

谱仪分离。低极性部分流动相为石油醚∶丙酮 (8∶

2 , v/ v) ,中极性部分流动相为氯仿∶甲醇∶水 ( 9∶

1∶0 .1 )。室温条件下梯度洗脱 , 1 ml/ min 等时连

续收集样品 ,供筛选使用。

1 .2 .2  中药复方连续组分抗氧化作用  将含有核

黄素、蛋氨酸和 NBT 的反应混合物进行光照 ,核黄

素通过氧这一间接途径 ,将电子传递给 NBT ,从而

发生光还原反应 ,导致 formazan 的线性累积。该产

物在 560 nm 处有吸收峰 ,可以测知药物的抗氧化

活性 [ 11 ] 。取样品按 20μl/ 孔加至 96 孔板中 , 加入

Met-NBT 反应混合液 160 μl/ 孔 , 再加入核黄素

20μl/ 孔 ,自然光照射 40 min 后测定吸光度值。

1 .2 .3  中药复方连续组分对过氧化氢损伤的影响

SH-SY5Y细胞用 0 .125%胰酶消化后 ,按1×10
5
个/ ml

种植到 96孔板上 ,铺成单层后 ,吸除原培养基 ,分别

加入终浓度为 100μg/ ml的中药复方 240 个连续组

分 , 1 h 后加入 1 mmol/ L H2 O2 10μl , 24 h 后进行

细胞活力测定
[ 12 ]
。细胞处理后 , 弃去培养液 , 每孔

加入 100μl 终浓度为 0 .5 mg/ ml 的 MT T , 37℃、

5% CO2继续培养 4 h ,弃去上清 ,每孔加入 100μl二

甲基亚砜 ,振荡后于 540 nm 处测定吸光度值。不

加样品和 H2 O2为正常对照组 ,只加 H 2 O2而不加样

品为损伤模型组。样品组与损伤模型组的吸光度值

与正常对照组吸光度值的比值为细胞存活率 ,样品

组细胞存活率减去损伤模型组细胞存活率后得到的

数值 ,表明了样品对损伤的保护作用 ,数值越大则保

护作用越强。

1 .2 .4  中药复方连续组分对 L-谷氨酸损伤的作

用
[ 13 ]

 S H- SY5Y 细胞用 0 .125%胰酶消化后 , 按

1×10
5
个/ ml种植到 96 孔板上 , 铺成单层后 , 吸除

原培养基 ,分别加入终浓度为 100μg/ ml的中药复

方 240 个连续组分 , 1 h 后加入 10 mmol/ L 的 L- 谷

氨酸 10μl ,作用 24 h 后进行细胞活力测定。不加

样品和 L- 谷氨酸为正常对照组 ,只加 L- 谷氨酸而

不加样品为损伤模型组。样品组与损伤模型组的吸

光度值与正常对照组吸光度值的比值为细胞存活

率 ,样品组细胞存活率减去损伤模型组细胞存活率

后得到的数值 ,表明了样品对损伤的保护作用 ,数值

越大则保护作用越强。

1 .2 .5  大鼠神经细胞内静息钙离子浓度的测定  

取新生 1～2 d的 Wistar 大鼠全脑[ 14 , 15 ] ,用 0 .125 %

胰酶于 37℃消化后 ,过 200 目筛网 ,离心收集细胞 ,

用含 10%小牛血清的 Dulbecco 改良 Eagle 培养基

调至一定浓度。随后以台盼蓝拒染法计算细胞成活

率 (细胞成活率 > 95% )。神经细胞与 100μl 终浓

度为 5 μmol/ L 的 Fura-2/ AM 于 37℃恒温孵育

35 min。负载结束后 , 洗去多余荧光染料 , 调节细胞

浓度为 2×10
6
个/ ml。在荧光测定配套 96 孔板中
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每孔加入样品 10 μl、细胞悬液 90 μl。激发波长

380 nm、340 nm , 发射波长 510 nm 处测定荧光强

度。加入 Triton X-100 破碎细胞膜 ,震荡混匀后测

定的荧光值为 Ca2 + 饱和时的荧光值 ,计为 Rmax;加

入乙二醇-双-(2-氨基乙基 )四乙酸络合细胞内钙 ,震

荡混匀后测定的荧光值为零 Ca
2 +
时的荧光值 ,计为

Rmin。按下式计算 Ca2 + 浓度 : [ Ca2 + ] = KDa× ( R

- Rmin )/ ( Rmax - R )× ( Ff2/ Fb2 )。其中 KDa 是

Fura-2 与 Ca
2 +
的解离常数 , 为 224 nmol/ L ; R =

F340 / F38 0 ( F3 40为 340 nm 处的荧光值 , F380 为 380 nm

处的荧光值 ) ; Ff2、Fb2 分别是零 Ca2 + 和 Ca2 + 饱和

时 380 nm 处的荧光值。

2  结  果

2 .1  中药复方小续命汤连续组分抗氧化活性  小

续命汤脂溶成分中 , 有些组分的抗氧化活性大于

50 % ,而且多集中于 L1～ L70 部分 ;醇溶成分中有

些组分的抗氧化活性大于 50% , 多分布在 A100～

A120 部分。见图 1。

2 .2  中药复方小续命汤连续组分对 H 2 O2 损伤的

作用  部分组分对过氧化氢损伤有较好的保护作用

(如 L1～L65、L110～A60) ;有些组分则不具备保护

作用 (如 L70～L110) ;有些甚至具有相反的作用 (如

A70-A110 )。见图 2。

2 .3  中药复方活性成分对 L-谷氨酸损伤的作用  

连续组分中含有多个组分 (如 L1～ L40、A10～

A60、A90～A120 ) ,对 L- 谷氨酸损伤有较好的保护

作用 ;同时 ,也有一些没有作用或少量呈相反作用的

组分 (如 L41～L120)。见图 3。

2 .4  中药复方小续命汤连续组分对神经细胞内静

息 Ca
2 +
的影响  静息期细胞内 Ca

2 +
浓度一般在

200 nmol/ L 左右。小续命汤的脂溶成分大多对神

经细胞内静息 Ca
2 +
浓度无影响 ;而有些醇溶组分可

使神经细胞内静息 Ca
2 +
浓度升高 , 幅度在 35%～

84 %。见图 4。

图 1  小续命汤 240个连续组分抗氧化活性

Fig 1  Anti-oxidation activities of 240 sequential components

extracted from Xiaoxuming Recipe
Va lu es represent mea ns of t hree ind ep ende nt e xperime nts .

图 2  小续命汤 240 个连续组分对 SH-SY5Y 细胞

过氧化氢损伤的作用

Fig 2  Effects of 240 sequential components extracted from

Xiaoxuming Recipe on viability of SH-SY5Y cells with

H2 O2 -induced damage

Va lu es represent mea ns of t hree ind ep ende nt e xperime nts .

图 3  小续命汤 240 个连续组分对 SH-SY5Y 细胞

L-谷氨酸损伤的作用

Fig 3  Effects of 240 sequential components extracted from

Xiaoxuming Recipe on viability of SH-SY5Y cells with

L-glutamic acid-induced damage
Va lu es represent mea ns of t hree ind ep ende nt e xperime nts .

图 4  小续命汤 240个连续组分对大鼠神经细胞

内静息钙的影响

Fig 4  Effects of 240 sequential components extracted from Xiaoxu-

ming Recipe on levels of resting calcium ion in neurocytes of rats

Va lu es represent mea ns of t hree ind ep ende nt e xperime nts .

3  讨  论

中药复方的有效成分组是指中药复方中含有的

所有与该复方临床应用目的相关的药理活性成

分 [ 16 ] 。在中药复方研究中引入有效成分组的概念 ,

有利于全面认识中药理论和中药复方多成分、多靶

点作用的治疗模式 ,摆脱目前简单化的中药复方研

究方式 ,使中药复方的研究更符合中药组方的理论。
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同时 ,也可应用现代医学的理论解释复方的作用及

其机制 ,以促进传统中药理论的发展。

自由基是机体内正常的代谢产物。当脑缺血

时 ,细胞内钙离子浓度增加 ,激活了磷脂酶 A2 和核

酸酶 ,使自由基生成增加而消除减慢。大量的自由

基攻击膜结构和 DNA ,使细胞和组织的结构和功能

都遭到破坏。适度增高的细胞内钙可以启动钙依赖

的细胞反应 ,提高神经传导性及神经突触的可塑性。

一般来说 ,钙离子浓度升高一个数量级 ,即可导致生

化反应的启动 , 而钙超载则导致细胞能量的耗竭。

自由基释放增加 ,使脂质双层膜受到损伤 ,最终导致

细胞的死亡。因此 ,适度增高的细胞内钙是细胞维

持正常生理反应所必须的 ;而中度增高的细胞内钙

启动机体的内在保护机制 ,可能是中药复方小续命

汤发挥神经保护作用的机制。

实验表明 ,中药复方小续命汤 240 个连续组分

分别在多个筛选模型上发挥作用 ,有些组分活性较

高 ,有些组分活性较低甚至具有相反的作用。A70

～A100 在多种模型中表现相反或有害的作用 ,因此

可以认为是复方中影响疗效或产生不良反应的组

分 ;而其他组分则作用强弱各有不同 ,说明发挥作用

的途径各有差异。其中连续组分 L1～L40 和 A100

～A120 的综合活性较好 ,可把这部分重新组合为中

药复方小续命汤抗脑卒中的有效成分组。将此有效

成分组在动物模型上进行了评价 ,结果表明其疗效

优于原方 (结果见其他报道 )。因此 ,由分析结果可

得出以下结论 :中药复方中含有大量的化合物 ,其中

含有具有治疗作用的有效成分 ,但这些成分在药理

作用方面既有交叉又有不同 ;同一成分可能发挥多

方面的作用 ,而有些成分只发挥一方面的作用 ;在中

药复方中还有一部分成分不仅没有治疗作用 ,甚至

表现出相反的作用 ,可能是产生药物不良反应的主

要原因之一。综合评价多个模型的筛选结果 ,找出

综合活性较好的部分 , 对于提高治疗效果具有重要

的意义。

中药复方的有效成分不单纯是每味中药有效成

分的简单相加 ,因此不能孤立地去研究复方中的每

味中药 , 而应从复方出发进行研究
[ 1 7 ]
。基于此理

论 ,本实验的设计就是把复方作为一个整体进行研

究。把中药复方整体分成许多组分 ,然后分别对这

些组分进行研究 ,找出高活性组分 ,去除无效组分 ,

去粗取精 ,逐步优化重组 ,从而形成精简的方剂。这

种方法充分体现了中药复方对人体多途径、多靶点

的整合调节作用 ,符合中药复方的作用特点 [ 1 8 ]。
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