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摘要 目的 观察祛湿化瘀复方的主效应中药或不同组合对游离脂肪酸 ( free fatty ac id, FFA )诱导人

肝癌细胞株 (HepG2)细胞脂肪沉积和肿瘤坏死因子 ( turmor necrosis factor , TNF )分泌的作用, 探索中

药复方药理作用相应物质基础的分析方法。方法 采用 FFA诱导 H epG2细胞脂肪沉积和 TNF 分泌的体

外细胞模型和药物血清技术,运用数学模型  均匀设计法 !, 根据复方中的 5味中药 (茵陈、栀子、虎杖、田基

黄、姜黄 ) ,选用 U
11
( 11

10
) 表进行组方设计所得 10种中药组合进行干预,以对甘油三酯 ( trig lyceride, TG )及

TNF 的抑制效应作为考察指标,筛选主效应中药或组合,并重新区间分组验证。结果 茵陈和田基黄在高

剂量组合时有显著降低细胞 TG及 TNF 含量的效应,与全方比较差异无统计学意义,其中单用茵陈也可显

著降低细胞 TG及 TNF 含量。结论 茵陈及其与田基黄的组合是祛湿化瘀复方抑制 FFA诱导 HepG2细

胞脂肪沉积和 TNF 分泌作用的主效应中药;应用均匀设计与药效学分析的方法可有效分析中药复方针对

某一作用环节的主效应中药或组合。

关键词 祛湿化瘀复方;肝脂毒性;游离脂肪酸; 均匀设计

Ana lysis DependingUniform Design on theM ajorH erbs in QushiHuayu Compound forAnti hepaticL ipo

toxicityCHEN Shao dong, HU Y i yang, FENGQ in, et al Institute of L iverD isease, ShuguangH osp italAff ilia ted to

Shanghai University of Trad itional ChineseM ed icine, Shanghai (201203 )

Abstract Objective To ana lyze the ma jor herbs in Qush iHuayu Compound ( QHC ) or its various assem

bles on the fatty deposition and tumor necrosis factor (TNF ) secretion induced by free fatty ac id ( FFA) o f hu

man hepatic cancer cell line (H epG2) in vitro, for investigating the ana ly ticmethods in seek ing the basic material

in Ch inese compound re levant to the pharmacolog ical effec.t M ethods TheH epG2 cellu larmode l o f fatty deposi

tion and TNF secretion induced by FFA and seropharmaco log ica l techn ique were adopted. Tak ing trig lyceride

( TG) and TNF inhibito ry effect as the indexes o f investigation, the effects o f 10 comb inations assembled by un i

form design U
11
( 11

10
) form w ith drugs chosen from the five herbs in the QHC ( orientalw ormw ood, cape jasm ine

fru i,t g iant kno tw eed rh izome, Japanese S .t John s' wort herb and curcuma) w ere screened to seek the major herbs

or optima l comb ination, w hich w ere then validated by group ing in interva.l Results H igh dosage combinat ion o f o

rienta lwormw ood and Japanese S.t John s' wo rt herb remarkab ly reduced the TG and TNF content in the model

cells, w ith the effect insign ificantly different from the who le compound. M oreover, sing le use of orienta lw ormw ood

show ed a sim ilar effec.t Conclusion O rienta lw ormwood and its comb ination w ith Japanese S.t John s'w ort herb are

the m ajor herb /optimum comb ination in QHC fo r inh ib it ing fatty deposition and TNF secre tion in hepatic lipo tox

ic ity mode.l Them ajor herb or optimal combinat ion in a certa in Ch inese compound acted on some stick ing point

cou ld be discovered by adopt ing uniform design and pharmacodynam ics ana ly tic technique.

Key words QushiHuayu Compound; hepatic lipo tox ic ity; free fatty acid; un iform design
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中药复方具有多途径、多靶位的作用特点,是其综

合治疗复杂性疾病的特色和优势。尽管中药复方的组

成基于临床实践以及相关组方配伍理论, 其多途径、多

靶位药理效应终究是其复杂的、特定的物质基础反应。

剖析以及如何剖析中药复方不同作用途径的主要中药

或主要物质基础,即揭示中药复方药理功能与其物质

基础关系,对中药复方理论进行深入的诠释,具有重要

意义。本课题组在前期研究中已发现祛湿化瘀复方

(茵陈、栀子、虎杖、田基黄、姜黄 5味中药组成 )对游

离脂肪酸 ( free fatty acid, FFA )诱导的 H epG2细胞脂

肪沉积和肿瘤坏死因子 ( tumo r necrosis factor ,

TNF )分泌具有显著抑制作用
∀1#
,本研究继续采用该

体外模型和药物血清技术, 并运用数学模型  均匀设

计法!进行复方中药筛选设计, 以深入剖析具有抑制

脂肪沉积和 TNF 分泌等不同作用途径的主效应中

药或组合,并探讨中药复方药理作用相应物质基础的

分析方法。现报道如下。

材料与方法

1 材料

1. 1 细胞株 采用 H epG2细胞, 购自中国科学

院上海细胞生物学研究所细胞库。

1. 2 实验动物 SD雄性大鼠, SPF级, 300 g左

右,购自中科院上海实验动物中心。

1. 3 药物 祛湿化瘀方制剂制备: 全方 5味中

药。其中茵陈、虎杖、姜黄 3味加乙醇提取 3次;栀子、

田基黄水煎提取 3次, 水提取液浓缩至相对密度后, 乙

醇沉淀进行纯化。前 3味与后 2味药物提取物混合即

为祛湿化瘀方制剂,冷藏备用, 应用时配制成相应的药

液。实验用各单味药也分别按上述相应方法分别提

取。中药购自上海华浦中药饮片有限公司。

1. 4 试剂 胎牛血清 ( FBS)购自上海实生细胞

生物技术有限公司。 PRM IM ed ium 1640培养基干粉

购自 G IBCO公司。棕榈酸 ( palm itic acid, P0500) , 油

酸 ( ole ic acid, O1008), 购自 S igm a公司。TG、考马斯

亮蓝蛋白测定试剂盒购自南京建成生物制品研究所。

油红 O,购自上海化学试剂站。人血浆 TNF 检测试

剂盒 ( EL ISA法 ), 购自 B iosource公司。

1. 5 主要仪器 低温高速离心机 ( 1 0R )和 CO 2

培养箱,德国 Heraeus公司制造。HFsafe 1500型生物

安全柜, HEAL FORCE公司产品。倒置显微镜 ( 37 ∃
B ),上海生产。 Philips Tecna i电子显微镜。M5多功

能酶 标 仪, 美 国 Molecu lar Dev ices 公 司 产 品。

0 22 m、0 45 m微孔滤膜, 上海半岛实业有限公司

净化器材厂产品。60 mm培养皿、6孔、24孔、96孔培

养板,均为美国 Corning公司产品, 购自上海实生细胞

生物技术公司。分析电子天平, 美国 Denver公司生

产。高压消毒锅,美国 Yamato Scient ificw c公司产品。

2 方法

2. 1 细胞培养方法 H epG2细胞株以 0 25%胰

酶 + 0 02% EDTA消化传代, 以含 10% 胎牛血清的

1640培养液在含 5% CO2 + 95%空气的 37% 培养箱中

培养。加药前以无血清 1640洗涤 2次。

2. 2 FFA刺激 HepG2模型制备 参照文献 ∀2#

以 FFA (组成为油酸 &棕榈酸为 0 5 mmo l /L &0 25

mmo l /L)刺激 H epG2 24 h造模。

2. 2 均匀设计实验方案 根据均匀实验设计方

案
∀3#
选用 U

11
( 11

10
) 表, 将方中 5味中药作为考察因

子,以 X1、X2、X3、X4、X5分别代表茵陈、虎杖、田基

黄、栀子、姜黄, 每个因子各取 10个水平 (水平为 100 g

大鼠每日给药量 ) ,分别为 X1在 0 07~ 0 33 g, X2、X3

在 0 05~ 0 25 g, X4、X5在 0 03~ 0 17 g的剂量范围

内,两重复递增 5次所得。同时根据 U
11
( 11

10
)使用表

安排各因子和水平,进行组方设计,得到表 1的均匀设

计实验方案,其中一列为一种药,一行为一种组方, 按

表中行数值取相应克数的药混合即得此组方, 共

10组。

表 1 均匀设计实验方案 ( g )

组方号茵陈 ( X 1) 虎杖 ( X 2)田基黄 ( X3)栀子 ( X4) 姜黄 ( X5) 生药量 ( g /mL)

1 0 07 0 05 0 10 0 10 0 13 0 45

2 0 07 0 10 0 15 0 17 0 07 0 55

3 0 13 0 15 0 25 0 07 0 17 0 77

4 0 13 0 20 0 05 0 17 0 10 0 65

5 0 20 0 25 0 10 0 07 0 03 0 65

6 0 20 0 05 0 20 0 13 0 17 0 75

7 0 27 0 10 0 25 0 03 0 10 0 75

8 0 27 0 15 0 05 0 13 0 03 0 63

9 0 33 0 20 0 15 0 03 0 13 0 85

10 0 33 0 25 0 20 0 10 0 07 0 95

2. 3 药物血清制备 根据表 1均匀设计实验方

案,按 10 mL /kg鼠重给大鼠灌服相应药物提取液, 每

天 2次, 连续 3天,末次灌胃结束后禁食, 1 h后无菌条

件下从腹腔静脉取血, 静置 3 ~ 4 h, 3 000 r /m in, 20

m in, 4 % 离心, 超净台上分离血清。将分离得到的血

清置于 56 % 水浴中 30m in灭活, - 70 % 冷藏备用。
2. 4 分组与用药

2. 4. 1 均匀设计实验 按表 1分均匀设计组 1~

10,同期另设正常组与模型组以检验模型有效性,每组

各 4皿。正常组、模型组添加 10%正常大鼠血清, 均

匀设计各组分别添加相应 10%药物血清, 同时除正常

组外各组添加 FFA, 刺激 24 h后收集细胞, 检测细胞
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内 TG及细胞上清 TNF 含量,进行统计分析, 筛选主

效应中药或组合。

2. 4. 2 均匀设计结果区间验证 在上述均匀设

计实验结果基础上, 对实验结果进行区间验证。分正

常组、模型组、药物组 (祛湿化瘀复方、主效应中药 /组

合、单药药物血清组 ), 每组各 4皿。正常组、模型组

添加 10%正常大鼠血清,药物组分别添加相应 10%药

物血清,同时添加 FFA(除正常组外 )刺激 24 h后收集

细胞,测定细胞内 TG、细胞上清 TNF 含量及观察油

红染色。

2. 5 检测项目及方法 细胞内 TG含量测定参

考 H eider JG方法提取细胞层总脂质
∀4#
;细胞油红染色

观察脂肪沉积变化;细胞上清 TNF 含量采用酶联免

疫吸附分析法 ( EL ISA )测定。

3 统计学方法 数据均采用 SPSS 12. 0软件包

进行统计学分析。定量资料以  x ∋ s表示。组间比较

使用 t检验。均匀设计实验采用逐步回归分析 (以 =

0 05为显著水准进行统计检验 )。

结 果

1 各组细胞内 TG及上清 TNF 含量影响的逐

步回归分析结果 FFA刺激 24 h, 模型组细胞内 TG

含量高达 ( 553 ∋ 146) mg /g pro较正常组 ( 116 ∋ 21 )
mg /g pro显著升高 ( P < 0 01) , 而模型组细胞上清

TNF 含量达 ( 54 2 ∋ 17 1 ) ng /g pro较正常组

( 23 0 ∋ 7 7) ng /g pro升高 (P < 0 05) ,说明经 FFA刺

激可致 HepG2细胞内脂肪沉积并发生脂毒性肝损伤。

均匀设计各组细胞内 TG及上清 TNF 的含量

(表 2)经逐步回归分析显示 (表 3) : ( 1)根据针对TG

表 2 均匀设计各组细胞内 TG含量及上清 TNF

含量的检测结果 (  x ∋ s)

组别 n TG ( m g/g p ro) TNF ( ng /g pro)

1 4 439 ∋ 143 35 3 ∋ 10 0
2 4 387 ∋ 186 55 0 ∋ 6 1

3 4 295 ∋ 148 35 7 ∋ 24 3
4 4 399 ∋ 79 24 1 ∋ 3 8
5 4 399 ∋ 195 28 4 ∋ 17 7

6 4 261 ∋ 70 20 5 ∋ 2 5
7 4 270 ∋ 48 12 5 ∋ 0 7
8 4 320 ∋ 67 20 7 ∋ 9 9

9 4 314 ∋ 79 21 8 ∋ 0 9
10 4 266 ∋ 114 25 7 ∋ 2 8

表 3 逐步回归分析结果

指标 回归方程 P值

TG Y
TG
= 381- 1863X1X3 0 008

TNF YTNF = 41 34- 73 8X1 0 021

所得的回归方程,纳入考察因子是 X1(茵陈 )与 X3(田

基黄 ), 提示茵陈与田基黄两味药物组合是抑制脂肪

沉积的主效应中药,且其回归系数为 - 1863,因此最大

限度降低细胞内 TG含量的剂量是:茵陈 0 33 g,田基

黄 0 20 g。 ( 2)针对 TNF 所得的回归方程, 纳入考

察因子是 X1(茵陈 ) , 提示方中对 TNF 具有抑制作

用的主效应中药是茵陈,其回归系数为 - 73 8, 故其剂

量以 0 33 g为佳。

2 主效应中药或组合药物血清抑制 TG沉积作

用的验证结果

2 1 各组 H epG2细胞内 TG含量变化 (表 4)

FFA刺激 24 h, 模型组细胞内 TG含量较正常组显著

升高 (P < 0 01) ,而药物组 (祛湿化瘀复方、主效应组

合、茵陈、田基黄药物血清组 )细胞内 TG含量均较模

型组有所降低。其中祛湿化瘀复方组、茵陈组及由茵

陈与田基黄组成的主效应组合组较模型组均明显降

低,两者比较差异有统计学意义 ( P < 0 05, P < 0 01),

而田基黄组虽有降低 TG趋势,但差异无统计学意义。
表 4 各组 H epG2细胞内 TG含量及上清 TNF

含量的影响 (  x ∋ s)

组别 n TG ( mg /g p ro) TNF ( ng /g pro)

正常 4 75 ∋ 19 75 ∋ 12

模型 4 348 ∋ 38** 149 ∋ 38*

复方 4 247 ∋ 55( 81 ∋ 10(

主效应组合 4 234 ∋ 9( (
71 ∋ 23(

茵陈 4 270 ∋ 29( 71 ∋ 1(

田基黄 4 288 ∋ 60 93 ∋ 34

注:与正常组比较,
*
P < 0 05,

**
P < 0 01; 与模型组比较,

(
P <

0 05,
((

P < 0 01

2 2 各组 H epG2细胞油红染色变化 (图 1) 正

常组 H epG2细胞呈不规则多角形或卵圆形, 细胞增殖

活跃时可见成团生长, 胞质染色浅淡或无明显着色。

FFA刺激后,胞质内广泛着色, 红色脂滴大而多。各药

物组的上述变化显著减轻, 尤以祛湿化瘀复方以及主

效应组合明显。

3 主效应中药或组合药物血清抑制 TNF 分泌

作用的验证结果 (表 4) FFA刺激 24 h后, 模型组细

胞上清 TNF 含量较正常组显著升高 (P < 0 05), 而

祛湿化瘀复方、主效应组合、茵陈药物血清组细胞上清

TNF 含量均较模型组有所降低,差异有统计学意义

(P < 0 05), 虽然田基黄药物血清组有降低的趋势, 但

差异无统计学意义。

讨 论

非酒精性脂肪性肝病 ( NAFLD )是生理 (病理 )的

遗传环境下多种代谢失调的结果
∀5#
。在NAFLD的发
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病中, FFA异常增多起着重要的作用。在病理状态下,

FFA具有很强的细胞毒性,可作为去垢剂损害细胞质、

线粒体和溶酶体膜等, 引起生物膜损伤
∀6#
。FFA作为

潜在的细胞毒素,能引起脂质在非脂肪组织中过量蓄

积,进而引起细胞损伤和死亡, 因此是一个重要的脂毒

性介导因子
∀7#
。 Fe ldste in等

∀2#
研究发现, FFA可以通

过肝细胞溶酶体途径刺激血清 TNF 表达, 造成肝脏

脂毒性。本实验结果显示, FFA刺激 24 h后, 模型组

TG含量显著增高,胞质内脂滴明显增多,同时细胞内

TNF 表达也显著升高,提示该模型存在显著的脂肪

变性及肝损伤。

该体外模型具有病理环节较单一的特点, 可避免

整体研究时复杂病理的影响。另一方面,我们前期研

究发现祛湿化瘀复方对该模型具有显著抑制细胞脂肪

沉积和 TNF 分泌的作用
∀1#
。正是基于模型的简便

稳定以及复方的疗效确切, 为我们进一步利用该模型

深入分析复方中确切作用位点的主效应中药研究提供

了可能。

均匀设计法是将数论和多元统计相结合的一种实

验设计方法,适用于多因素、多水平的实验研究。其方

法是让实验点在其实验范围内充分地  均匀分散 !, 这
样每个实验点就可以具有更好的代表性,实验点的数

目也可大幅度地减少,且实验结果可通过计算机处理,

运用回归方程分析各因素对实验结果的影响, 得出理

论的最佳优化实验条件, 因此具有方便、适用、预测性

好的特点。目前均匀设计已广泛应用于工艺筛选, 近

年来也越来越多的应用于复方药物筛选的研究, 如余

日跃等用均匀设计法分析了大承气汤的配伍规律
∀8#
。

本研究以对 FFA诱导 HepG2细胞脂肪沉积和

TNF 分泌有显著抑制作用的祛湿化瘀复方的主效应

中药或组合分析为切入点,运用 FFA诱导 H epG2细胞

脂肪沉积和 TNF 分泌的体外细胞模型和药物血清

技术,采用数学模型均匀设计法进行作用位点主效应

中药或组合的分析。经均匀设计实验的逐步回归分析

显示,茵陈与田基黄两味药物组合是抑制脂肪沉积的

主效应中药, 最佳剂量分别是 0 33 g、0 20 g, 而对

TNF 具有抑制作用的主效应中药是茵陈,最佳剂量

为 0 33 g。在上述实验结果基础上, 进一步进行区间

分组研究验证显示: 茵陈和田基黄在高剂量组合时与

全方同样具有显著降低细胞内 TG含量, 明显减少细

胞内脂滴,改善细胞脂肪变性的效应,同时具有显著降

低细胞上清 TNF 含量, 改善脂毒性的效应, 即均匀

设计实验所提示的理论结果得到了完全的验证。上述

研究结果不仅提示了茵陈及其与田基黄的组合是祛湿

化瘀复方抑制 FFA 诱导 HepG2细胞脂肪沉积和

TNF 分泌作用的主效应中药, 而且也提示了应用均

匀设计与药效学分析的方法可有效分析中药复方针对

某一作用环节的主效应中药或组合。

中药复方是通过多途径的药理作用起综合效应

的,诚如前期的研究表明祛湿化瘀复方对单纯高脂饮

食诱导以及 CC l4复合高脂低蛋白饮食诱导的大鼠脂

肪肝及其炎症有显著的防治作用, 其机理与调整脂质

代谢、抗脂质过氧化等机制有关
∀9, 10#
。本研究在前期

工作的基础上应用均匀设计与药效学分析的方法进一

步明确了祛湿化瘀复方在调整脂质代谢方面存在的主

效应中药和组合。正是由于中药复方具有多途径、多

靶位的作用特点,必然存在不同作用途径的主要中药

或主要物质基础。围绕这一思路, 运用均匀设计实验
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方法加强并逐步明晰复方综合作用的物质基础, 将对

中药复方配伍的现代诠释具有重要的意义。
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千鼎健肾宝治疗肾阳虚患者的临床疗效观察
熊佩华 张 玲 田寿福 顾美华 陈爱平
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千鼎健肾宝 ( Equ iguard)是用于治疗肾阳虚证的一种中成

药, 本研究观察其临床疗效, 并探讨千鼎健肾宝对老年患者肾

阳虚的作用机制。现将结果报道如下。

资料与方法

1 病例选择 20例均为门诊患者, 其中男性 10例, 女性

10例, 年龄 53~ 76岁, 平均 ( 63 75 ∋ 2 60)岁, 均为中国汉族

人。符合肾阳虚症临床表现: 畏寒、四肢不温、口淡不渴、或口

渴喜热饮、自汗、小便清长、尿频 (排尿 8次或以上 /天 ), 忍尿困

难, 情况持续 6个月或以上;舌淡白、脉细数、无力。同时排除:

肝脏或肾脏疾病; 有泌尿道感染症状或旧病复发; 间质性膀胱

炎; 血尿或膀胱输出口阻塞及前列腺增生; 现正进行电激膀胱

训练治疗; 已插管或需间断性自行插管排尿。

2 治疗方法 千鼎健肾宝胶囊 (由香港芝草堂有限公司

研制生产, 药物组成: 仙灵脾、金樱子、覆盆子、补骨脂、巴戟天、

菟丝子、女贞子、五味子、黄芪等, 生产批号: 3BA03020528,

0 35 g /粒 ) 0 70 g, 每日 3餐后服用,连续服用 3个月。

3 观察指标及疗效评价 第 1、2、3、4周进行一般项目

(包括体温、脉搏、呼吸、血压 )检查。血、尿、粪常规检查, 心、

肝、肾功能、血电解质及血脂; 激素:雌激素 ( E2 )、孕激素 ( LH )、

促卵泡生成激素 ( FSH )治疗前后各检查 1次。治疗开始后,每

月定期门诊观察并进行美国泌尿外科协会 ( AUA )症状评分和

疗效评估 (包括尿频、夜尿多、忍尿困难、膀胱残余尿情况以及

阳虚症状 )。

4 统计学方法 采用 SPSS 10 0统计软件 ,以配对 t检验

进行统计学处理。

结 果 参加本次临床试验的 20例患者中, 2例因服药两

周后出现踝部水肿,停止服药未完成疗程外,其余 18例患者按

时完成疗程, 参加疗效评定。

治疗前患者 AUA症状评分为 ( 11 94 ∋ 3 57)分,治疗 1、2、

3月后 AUA症状评分 (分 )分别为 10 89 ∋ 2 74、9 17 ∋ 2 57及

6 33 ∋ 1 81, 与治疗前比较差异均有统计学意义 (P < 0 01 )。

患者治疗前每天平均小便次数为 ( 11 25 ∋ 4 38)次, 治疗 3个

月后为 ( 6 86 ∋ 2 06)次, 每天小便次数明显减少, 差异有统计

学意义 (P < 0 01)。 18例患者中, 治疗前 4例 B超检查有膀胱

残余尿, 治疗 3个月后 3例膀胱残余尿消失, 1例未完全消失。

不良反应: 2例患者 (男女各 1例 )因服药 2周后出现足踝水

肿,停止服药,进一步追问病史,既往均有类似浮肿发作史,且停药

后随访 2个月,均仍有间歇性浮肿,因此不认为与服用健肾宝治疗

有关。其余患者治疗前后未见不良反应。患者一般情况包括体

温、脉搏、呼吸及血压等均无明显变化; 治疗前后血象、肝肾功能、

血电解质、血脂及性激素水平亦无明显变化 (P > 0 05)。

讨 论 肾阳虚表现为神疲肢冷、腰膝酸软、尿频遗尿、阳

痿、遗精、舌淡脉沉等症状。老年人多表现尿频及夜尿多, 中医

学认为此因肾气亏损, 导致肾脏固摄功能减退, 膀胱气化功能

失常, 辨证属肾虚不固,膀胱失约。千鼎健肾宝以补肾阳为主,

其中仙灵脾为君药, 补肾壮阳, 强健筋骨, 其含有激活核苷酸还

原酶的生物活性因子, 可促进蛋白质合成, 改变 Na+ K + ATP

酶的生物活性; 巴戟天、菟丝子为臣药, 补肾益精; 黄芪为血气

中药, 益气补中,为佐使, 能改善心脑血管供血供氧, 从而提高

睡眠质量。覆盆子,取其益肾、固精、缩尿之功效 ;诸药合用温

补肾阳。本观察可见, 18例患者排尿不畅、忍尿困难、尿路细软

无力、夜尿增多等症状均有不同程度改善, 且在治疗过程中患

者均无明显不良反应 ,实验室安全性指标亦无明显改变。

(收稿: 2007- 09- 10 修回: 2008- 02- 20 )
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