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要#目的
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研究附子正丁醇$水提取物对虚寒证模型大鼠三磷酸腺苷"

!"#

#酶活性及能荷的影响%方法
!

将大鼠随机分

为空白对照组$模型组$附子正丁醇组$附子水提物组!模型组与治疗组大鼠均予灌含生药量
'($

)

&

*+

的造模药
%*+

!每天
,

次!

连续
,-.

!空白对照组每天灌服等量的生理盐水!造模成功后!附子正丁醇和水提物组分别灌服对应的治疗药!每日
,

次!连续
/

.

!治疗结束后!分光光度数法检测大鼠肝匀浆液中的
!"#

酶活性!高效液相法测试
!"#

含量及能荷的比例%结果
!

与空白对照

组相比!模型组
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酶活性明显降低"
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#'与模型组相比!附子正丁醇组
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酶活性升高"

!

#

&(&%

#!附子正丁醇组
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酶活性高于附子水提物组"
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#'与空白组相比!模型组
!"#

含量及

能荷比例均降低"

!

#

&(&%

#'与模型组相比!附子正丁醇组能荷比例升高"

!

#

&(&%

#%结论
!

附子正丁醇和水提物能提高虚寒证

大鼠的
!"#

酶活性及能荷的比例!有利于虚寒证大鼠物质代谢的恢复!

!"#

酶活性降低可能是造成虚寒模型的原因之一!但仍

需后续的研究进一步确认%
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中医学认为虚寒证多由素体阳虚#或久居寒凉之处或气虚

进一步发展#或过服寒凉之品#或房事太过#伤肾阳等#以致脏

腑机能减退#机体失去阳气的温煦#寒从内生#于是形成病性属

虚'属寒的证候(依据中医的治疗原则)热者寒之#寒者热之*#

应选用温热药进行治疗#而附子是)回阳救逆第一品*#通过观

察附子对虚寒模型大鼠三磷酸腺苷$
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%酶活性及能荷代谢指标的影响#分析其作用趋势'特点

及规律#揭示其与寒热药物属性的内在联系#为更好地指导临

床用药奠定基础(

A

!

材料与方法

A(A

!

材料

A(A(A

!

实验动物
!

无特定病原体$
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#

Q#R

%级
L8<A1G

大鼠#

-&

只#体质量$

$&&S$&

%
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#雌雄各半#由

鲁抗动物实验中心提供+许可证编号!

Q5T4

$鲁%

$&&>&&&$

,(

动物室环境为
Q#R

级#按昼夜节律自然照明#于独立送回风净

化笼饲养#室温
$$

"

$:U

#相对湿度
-&V

"

/&V

#予:&
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辐照

饲料和纯净水饲喂(

A(A(B

!

实验药物

A(A(B(A

!

中药材
!

生石膏'龙胆草'黄柏和知母#经山东中医

药大学中药学院李峰教授鉴定符合-中华人民共和国药典.

$&,&

版标准(

A(A(B(B

!

造模药的制备
!

造模复方生石膏'龙胆草'黄柏和知

/,-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期

"

基金项目#国家重点基础研究发展计划$
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计划%资助课题 $
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!山东中医药大学
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级硕士研究生(



母按比例$

$(&X,($X,(&X,(%

%混合后加蒸馏水煎煮
$

次#分

别过滤#合并
$

次滤液#

:%U

水浴浓缩至含生药量生药
'($

)
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*+

#
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储存备用(

A(A(B(C

!

治疗药
!

附子正丁醇提取物
&('9>&

)

'附子水提物

'-('%%>

)

$山东中医药大学中药学院提供%#均相当于附子生

药量
$>('%

)

#分别溶于水和吐温
>&

的混合液制成混悬液#制

成每毫升含有附子正丁醇
&(&&,9

)

的溶液#附子水提物

&(,:':

)

#均相当于每毫升溶液含有
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生药(
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标准品$
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(乙腈

$批号!

$&&9&%$$

%#娃哈哈纯净水$批号!

$&,&&9$%$,,'LR

%#生

理盐水$批号!

,&&9&/[&%

%#四汀基溴化铵$批号!

$&&9

年
'

月

,%

日%#磷酸二氢钠$批号!

$&&9

年
%

月
,%

日%#磷酸三钠$批

号!
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年
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月
,>

日%#磷酸$批号!
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酶测试

验盒$批号!

$&,&&>$-

%为南京建成生物工程研究所生产(

A(A(D

!

主要仪器
!

独立送回风净化笼$型号!

\%

#苏州市苏杭

科技器材有限公司%#电子天平$型号!

]!%&&'

#上海精科天平

厂%#电子天平$型号!

L",,&&,̂

#江苏省常州市万得天平仪器

厂%#恒温水浴锅$型号!

__

系列#江苏金坛中大仪器厂%#紫外

可见分光光度计$型号!

LR̀>&&3Z'W

%#全自动高速冷冻离心

机$型号!

Y+3$&!

#湖南离心机厂%#高效液相色谱仪$二元泵'

自动进样器'柱温箱'

R+Z

检测器#型号!

!

)

8D@=A,,&&

#安捷伦

公司%#电子体温计$型号!欧姆龙
653,-$+

型#欧姆龙大连有

限公司%#四通道自主活动测定仪$型号!

_3̀a53,
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方法

A(B(A

!

分组
!

将实验动物随机分为!空白对照组$

,&

只%#模

型组$

,&

只%#附子正丁醇组$

,&

只%#附子水提物组$

,&

只%(

A(B(B

!

模型复制
!

实验动物适应性喂养
'.

后开始造模#除

空白对照组均给灌含生药量
'($

)

"

*+

的造模药
%*+

#每天
,

次#连续
,-.

#空白对照组每天灌服等量的生理盐水(空白对

照组和附子提取物组在造模过程中各意外死亡
,

只#故这两组

分别为
9

只(

A(B(C

!

外观观察及体质量'肛温自主活动的测定
!

造模过程

中观察并记录各组大鼠的毛发色泽'行为状态'饮食'大便等外

观方面的变化(

,>

!

&&

开始测量肛温#使用欧姆龙电子体温计

检测大鼠肛温#将涂有凡士林的测温探头插入直肠约
'F*

#测

温计显示数字稳定蜂鸣音提示后读取数字(自主活动使用
_3

à53,

型四通道自主活动测定仪记录各组大鼠
%*8=

自主活

动次数#各组动物平行交替进行测试(

A(B(D

!

治疗
!

按大鼠体质量给附子正丁醇'附子水提取物组

大鼠灌服附子正丁醇'水提取物$每毫升含有
&(,'%

)

生药%#

给药剂量每千克为
,('%

)

生药#每天
,

次#连续
/.

(

A(B(E

!

肝组织匀浆液的制备
!

取出肝脏#用生理盐水洗净#称

取
&(%

)

左右置于匀浆器中#按
,X9

的比例将蒸馏水和
&(9V

的生理盐水混匀用来研
!

肝组织#之后将组织匀浆液转入离心

管#置冷冻离心机#

-U

以
'&&&G

"

*8=

离心
,%*8=

(

A(B(F

!

检测方法

A(B(F(A

!
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酶检测方法
!

取肝组织匀浆液上清#检测方法按
!"#

酶试剂盒说明操作(

A(B(F(B

!

!"#

及能荷检测方法
!

取肝组织匀浆液
&(%*+

加

入预冷的
$(-**7D

"

+

的高氯酸$

5Db

-

%

,&&

#

+

#

'%&&G
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#

离心
,&*8=

#取上清液加入与上清液等体积的
,*7D

"

+

的磷酸

氢二钾$

4

$

_#b

-

%#调
M

_

至
:(%

"

/(&

#再次
'%&&G

"

*8=

#离心

,&*8=

#取上清液用
&(-%

#

*

滤过膜滤过即成色谱分析样品#

以上操作在
-U

下完成(

A(C

!

统计学处理
!

实验数据采用统计软件
Q#QQ,/(&

进行统

计分析#以
@S8

表示#采用单因素方差分析(

!

#

&(&%

为差异

有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B(A

!

外观指标
!

模型组大鼠#造模当日或第
$

天开始出现软

便#继而出现便溏'肛门周围有污物'泄泻'食欲减少'活动减

少'畏寒蜷缩'闭目无神&造模第
%

天出现体质量增长逐日下

降'懒动'肛温温度略降'喜聚堆'皮毛疏松无光泽(空白对照

组大鼠饮食'大便正常#毛发有色泽#行为状态正常(

B(B

!

附子提取物对虚寒证模型大鼠体质量'肛温及自主活动

的影响
!

由表
,

可见#与空白对照组相比#模型组大鼠的体质

量'肛温'自主活动都有下降的趋势#且模型组的肛温较空白对

照组下降明显$

!

#

&(&,

%(

表
,

!!

附子提取物对虚寒证模型大鼠体质量"肛温"

!!

自主活动的影响$

@S8

%

组别
(

体质量$

)

% 肛温$

U

% 自主活动$次%

空白对照组
9 $%:(9'S$,(%9 ':(>-S&(%% $&&($$S,'-(,>

模型对照组
,& $'9(':S$,(>& '%(9>S&(/&

$

,'9(:&S>'(,:

附子正丁醇
,& $-9(,9S$/(,& ':($-S&(/& ,%%(:&S9&($/

附子水提物
9 $%,(>/S,>('9 ':(,%S&('> ,:$(%:S:'(%'
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$

!

!

#

&(&,

#与空白对照组比较(

B(C
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附子提取物对虚寒证模型大鼠
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酶'
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3!"#

酶含量的影响
!

由见表
$

可见#与空白对照组相

比#模型组大鼠
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2

34

2

3!"#

酶活性明显降低$

!

#

&(&,

%&附

子水提物组比附子正丁醇组有增强的趋势#差异不明显(与空

白对照组相比#模型组
51

$2

36

)

$2

3!"#

酶活性明显减弱$

!

#

&(&,

%&与模型组相比#附子正丁醇组
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$2
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)

$2

3!"#

酶活性

增强$

!

#

&(&%

%&附子正丁醇组比附子水提物组
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)
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活性增强$

!

#

&(&%
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由表
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可见#与空白对照组相比#模型组
!"#

含量及能荷均

降低$

!

#

&(&%

%&与模型组相比#附子正丁醇组能荷比例升高

$

!

#

&(&%

%#其他治疗组均有上升的趋势&这两项指标中#附子

水提物组比附子正丁醇组有增强的趋势(

表
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比较(

C

!

讨
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论

虚寒证是阳气不足引起的寒证#虚寒证动物模型是中医证

候动物模型中研究较多的一种#以北京医科大学研制者较为典

型+

,

,

(由于是间接地以寒凉因素致虚#所以在寒证病理存在的

同时#虚证本身是否存在这一问题还需要解决(本实验采用的

造模方药$包括比例%是北京医科大学较为成熟的虚寒证造模

方药#无直接泻下药味#而动物出现明显腹泻#说明是因寒凉过

度所致#也说明本造模量损伤机体元气较甚(外观指标以逐渐

出现毛脏'毛枯#精神萎靡#蜷缩#倦怠乏力#便溏腹泻#受激排

便增多#舌偏淡嫩'淡白#苔少为特征#体质量增长减缓#肛温较

低#食量减少#饮水量较实验前减少#以上表现基本符合虚寒证

表现(从体质量'肛温'自主活动来看#模型组各指标数值均小

于空白对照组#特别是模型组的体温较空白组明显下降$

!

#

&(&,

%#而经过治疗后各项指标又有所恢复(现代药理研究亦

证实#附子能加强心血管循环'扩张血管'增强心肌收缩力'加

快心率'增加心排出量和冠状动脉血流量等+

$

,

#也具有抗炎'提

高免疫力'抗肿瘤等药理活性#其中二萜生物碱类成分被认为

是其特征性的活性成分+

'3:

,

#能上助心阳#中温脾阳#下补肾阳#

用于治疗虚寒证非常适合(

从虚寒证大鼠的表现来看#精神萎靡#蜷缩#倦怠乏力#体

质量增长减缓#体温较低#食量减少#饮水量较实验前减少均显

示虚寒证大鼠的能量代谢降低#因
!"#

酶是反映机体能量代

谢的可靠指标#故对虚寒证大鼠
!"#

酶的研究具有重要意义(

!"#

酶是存在于组织细胞及细胞器生物膜上的一种蛋白酶#

其在物质运送'能量转换'信息传递以及维持细胞膜的完整'组

织代谢等方面具有重要的意义#可作为代谢紊乱及损伤组织恢

复能力的可靠指标+
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,

(

!"#

酶是逆离子梯度进行细胞膜内'

外转运的离子泵#其中重要的为
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酶和
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酶+
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(由于
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2
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3!"#

酶主要与
!"#

的分解

和利用有关#维持细胞正常内外离子浓度和膜电位#故其活性

是反映机体能量代谢水平和生理功能状态的重要指标+

,,

,

(而

在消耗
!"#

的同时也释放出大量的热能#所以
01

2

34

2

3!"#

酶的活性越高#体内能量消耗和产热过程也越强(另有实验研

究表明#甲状腺激素的产热作用也与
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酶的关系

十分密切(
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酶是细胞膜上另一种重要的酶#

是一种疏水的膜结合蛋白(此酶转运
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$2和水解
!"#

都需

要
6

)

$2 存在#故称
51

$2
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)

$2

3!"#

酶#其在维持细胞内

51

$2和
6

)

$2浓度稳定#对心肌及其他肌肉的收缩'神经细胞

动作电位的传导'细胞的分泌和繁殖均有重要影响+

>

,

(该酶的

主要作用涉及
!"#

的分解利用和细胞内外
51

$2浓度的维持#

其活性受
!"#

含量'

51

$2 浓度等多种因素的影响(当
!"#

含量下降'胞内
51

$2浓度增高或膜脂质过氧化时#该酶的活性

降低+

9

,

(所以#

51

$2

36

)
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3!"#

酶是衡量线粒体功能和能量

代谢水平的一个重要的指标(对于虚寒证大鼠来说#模型组大

鼠
01

2

34

2

3!"#

酶'
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酶活性都比空白对照组

弱#用药各组均比模型组活性强&同时从
!"#

含量来看#模型

组比空白对照组明显较低#治疗后又升高#能荷的趋势也是

一样(

由此可见
!"#

酶活性降低可能是造成虚寒模型的原因之

一(附子正丁醇和附子水提物能提高虚寒证大鼠的
!"#

酶活

性及能荷的比例#有利于虚寒证大鼠的物质代谢的恢复#提高

!"#

酶活性有利于虚寒症的治疗#具体情况仍有待进一步

研究(
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