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中文摘要

缬草(Valeriana officinalis L．)系败酱科(Valerianac由缬草

属(Valerian)植物，根及根茎是主要入药部位。具有镇静安神、解痉

止痛之功效，主治心神不安，心悸失眠，癫狂，风湿痹痛，痛经等。现代药

理研究表明，缬草具有较好的抗心律失常作用。

为了阐释缬草抗心律失常作用的物质基础，在前人研究的基础

上，采用学科交叉的研究方法，通过超临界CO：萃取法和溶剂法，将

缬草分为不同提取部位；然后以乌头碱、氯仿两种诱导剂诱导心律失

常的模型为指标进行药理筛选，确定了缬草抗心律失常的主要活性部

位。缬草水溶性物质部位有稳定的降低室颤发生率，推迟心律失常发

生时间，减少死亡率的作用；超临界CO：萃取物和水液部位对氯仿诱

发小鼠心室纤颤具有明显的拮抗作用。氯仿、乌头碱两种诱导剂均能

诱导心律失常的发生，但其诱发机理不同。缬草水溶性物质部位对两

种诱导剂诱导的心律失常均有明显的对抗作用，说明其抗心律失常机

制是多方面的，符合中药多成分多靶点的作用机理。

采用色谱分离法和波谱鉴定法等现代科学技术，从缬草抗心律

失常有效部位中分离和鉴定了5种化合物，分别为青刺尖木脂醇苷

(prinsepiol-4-O-D-D-glucoside)、8一羟基松脂醇苷(8-hydroxy

pinores inol一4—0一D—D-glucos ide)、D一谷甾醇(D—si toster01)、

kanokos ide A、绿原酸(Chlorogenic acid)。

利用现代电生理学中的膜片钳技术，将上述分离得到的化合物对

转基因Kvl．5细胞进行了抗心律失常活性筛选，从中筛选出2个具有

抗心律失常活性的化合物，分别为青刺尖木脂醇苷、8一羟基松脂醇苷；

并对青刺尖木脂醇苷进行了作用机理探讨，研究结果表明，青刺尖木

脂醇苷对Kvl．5钾通道的抑制，说明青刺尖木脂醇苷的抗心律失常可

能主要是通过抑制钾通道，延长动作电位和有效不应期而达到治疗目

的，初步阐释了缬草抗心律失常的作用机制，所以青刺尖木脂醇苷有



望成为治疗抗心律失常药。

在抗心律失常物质基础研究的基础上，采用高效液相色谱法对缬

草水溶性部位进行了指纹图谱研究，标定了15个共有峰，归属了4

个共有峰，分别是青刺尖木脂醇苷、8一羟基松脂醇苷、绿原酸和橙皮

苷；并对不同产地、不同采收时间以及缬草近缘品种进行了比较；建

立了可靠的分析方法，符合《国家食品药品监督管理局》颁布的中药

注射剂指纹图谱技术要求。从而为规范缬草属植物的药用来源及采收

季节提供了参考依据。

采用高效液相色谱法对缬草中抗心律失常有效成分青刺尖木脂

醇苷进行了含量分析研究，建立了灵敏度高、重现性好．可靠性强的

含量测定方法。从而为有效控制缬草药材的质量，保证用药安全提供

了科学依据。

主题词：缬草；抗心律失常；活性成分；膜片钳；质量分析
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Study on the drug effect substances and the mechanism of

arrhythmic effects of Valeriana officinalis L．

Speciality：Phytochemistry

Author：duan xueyun

Tutor ：Prof．Liu yanwen

ABSTRACT

Valeriaaa officinalis L． be longs to depar tment of

Patrinia of valer Jan，i tS rootS and rhizomes are the ma in parts

of medicine which have sedat ive and spasmolyt ic effects，

attending uneasy，paIpi tat ion insomnia，mania，rheumti sm

Bitongkang，dysmenorrheal， etc． Modern pharmacological

studies have shown that valer Jan has ant i-arrhythmic effect．

In order to Clarify the material basi S of the

anti-arrhythmic effectS of Valeriana we adopted

interdiSCipl inary research methods based on the previous

S tudies．Through supercr i t ical C02 extract ion method and

SOlvent method the Va 1er iana was diVided into di fferent

valer i an ext ract S， and then US ing aconi t ine a lka 1 i and

chloroform to induce arrhythmia model for pharmacological

screening indicators to determine the main active
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anti-arrhythmic Site of Valeriana．The water—soluble partS of

Valer Jan Stably decrease the incidence of ventricular

fibrillation，postpone arrhythmias time and reduce the

mortal i ty．Supercri t ical C02 extract and water一1 iquid parts

have more pronounced antagoni sm to chloroform—-induced

vent ricular f ibr i l l at ion in mi ce．And the other part S a 1 SO have

ant i—ar rhythmic effec t s in di fferent extent．A1 though inducing

arrhythmia through different mechanisms，the water—soluble

part of Va l er ian have al toge ther obvi ous antagoni S t i c effects

to the two agent chloroform and aconitine induced arrhythmia，

whi le the other parts have di fferent response．The al 1 above

reflect the mechani sms for itS anti-arrhythmic i S multifaceted

and there are mul t iple act ire ingredlentS．

Us ing chromatographic separat ion and spectral

identification method，we can separate and identify five kinds

of compounds from the effect ive ant i-arrhythmic parts of

Valeriana as fol lows： Green barbed t ip 1 ignan glycos ides

(prinsepiol一4—0一D—D-glucos ide)；8-hydroxy res in glycos ides

(8一hydroxypinores inol一4-0一D—D-glucos ide)； D—S i tos terol；

kanokos ide A：Chlorogenic acid．

Us ing modern el ect rophys i ol ogi cal patch·。C lamp technique

to irives t igate these compounds separated above，there are two
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compounds tha t have been proved had ant i—arrhythmi c act iv i ty：

Green barbed t iP 1 ignan glycos ides and 8-hydroxy res in

glycos ides．We explored the act ion mechani sm of the green

1 ignan glycos ides and the resul ts show that the Green barbed

t ip 1 i gnan g lycos i des through inhibi t i ng potas S i um channel S

and prolonging effective refractory period to achieve the

ant i—arrhythmi c therapeut i c purposes．Green barbed t i P 1 i gnan

glycos ides are expected to become ant i—arrhythmic drug．The

paper ini t ia 1 ly explain the mechani sm of i ts ant i—arrhythmic．

On the bas i S of bas ic research of ant i-arrhythmie。。

subs tances we ut i 1 ized high—performance 1 iquid chromatography

to research the fingerprint of water—。soluble parts of Valeriana

and demarcate 15 common peaks． Valer iana from different

original Sources，different harvesting time and Valetiana

c lose re lated speci es were a 1 SO compared，es tabl i shing a

rel labl e anal yt ica 1 method in accordance wi th the"Chinese

Pharmacopoeia”and the State Food and Drug AdminiStration

i ssued technical S tandards．Thereby the research provides a

reference for the Valeriana medicinal plantS harvesting

sources and Season．

Us ing high—performance 1 iquid chromatography to analyze

act ive ant i-arrhythmic ingredients Green barbed t ip l ignan
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g lycos ides of Va l er iana content has high sens i t ivi ty，good

reproducibi 1 i ty，powerful rel iabi 1 i ty，through which we can

effect i vel y cont rol Va l er i ana medicina 1 qua l i ty and provi de

a sclent ific bas i S to ensure drug safety．

KEY WORDS：坛／er／ana officinalis L；anti-arrhythmia；

Patch Clamp；Active Substance；quality analysis
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刖 吾

随着现代生活节奏的加快，人民生活水平的提高，心脑血管疾

病对人类造成极大的威胁，世界上每年都有成千上万的心血管疾病

患者死亡，心律失常是心血管系统疾病中的常见病，多发病，其所

导致的死亡比例呈逐年上升的趋势，严重威胁人类的生命和健康。

严重心律失常是心脏病的主要死因之一，尽管以临床电生理检

查和经导管射频消融为突出标志的心律失常治疗方法取得了巨大的

成就，但利用药物预防和治疗心律失常的发生仍是降低心律失常患

者死亡率、提高心脏病患者生活质量的主要手段之一。目前临床上

使用的抗心律失常西药已有50种以上，一般按药物对心肌细胞动作

电位的作用来分为四大类(Vaugham Wi 1 1 i ams法)： I类药抑制0

相除极，被称为膜抑制剂；按抑制程度强弱及对不应期和传导速度

的不同影响，再分为I a、I b和I c亚类，分别以奎尼丁、利多卡

因和恩卡尼作为代表性药物；II类为肾上腺素p受体阻滞剂；III类

延长动作电位时限和不应期，以胺碘酮为代表性药物；IV类为钙内

流阻滞剂，以维拉帕米为代表性药物。近年又有S ic i l ian Gambl e

分类法。以上这些西药的不足之处是，既能抗心律失常，但使用不

当又可诱发心律失常，因此给临床用药和患者安全带来一定的困难。

中药一般价廉易得，不良反应较少，且具有多部位、多靶点等

综合作用优势，是目前的研究热点。中药治疗心律失常的临床应用

日渐增加，但多停留在临床经验的层面，随着现代电生理基础的发

展，特别是膜片钳技术的发明和应用，使中药抗心律失常的研究越

来越深入。近年来，国内先后开发研制了几种抗心律失常中药，如

蝙蝠葛碱、小檗碱、小檗胺、苦参碱、粉防已碱等。其中，苦参碱

已应用于临床，但发现其抗心律失常作用并不明显，而缬草临床观

察其口服毒性低、作用较理想。
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缬草(valeriana officinalis L．／)为败酱科缬草属植物，其

入药部位是根及根茎，大部分分布在温带地区。传统医学认为缬草

有安心神、祛风湿、行气血、止痛的功效；主治心神不安、心悸、

失眠、癫狂、脏燥、风湿痹痛、脘腹胀痛、痛经、经闭、跌打损伤。

现代药理研究表明，缬草提取物对由乌头碱、哇巴因、肾上腺素等

诱发的心律失常动物模型均有良好的对抗作用，延长动作电位时程

和有效不应期，抑制心肌自律性；能明显对抗乙酰胆碱一氯化钙诱

发的小鼠房颤和氯仿诱发的小鼠室颤，也能明显对抗大鼠由结扎左

冠状动脉前降支诱发的早期缺血性心律失常。

为了探讨缬草抗心律失常的药效物质和作用机理，本论文在前

人研究的基础上，采用中药化学、分析化学、药理学、电生理学等

多学科交叉的方法，确定了缬草抗心律失常的活性部位；从活性部

位中分离纯化得到5个单体化合物，并鉴定了它们的结构；筛选出2

个抗心律失常的活性化合物；对主要化合物进行了抗心律失常的作

用机理研究；同时对缬草的有效部位进行了指纹图谱研究，对活性

成分进行了含量分析。从而为阐释缬草抗心律失常的药效物质和作

用机理提供了一定的依据，为构建该药材与国际接轨的质量评价体

系奠定了良好的基础，也为其进一步深度开发提供了一定的依据。
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第一章缬草属植物的研究概况

缬草，英文名Valerian，来源于拉丁语“valere"Ⅲ；缬草

(V．officinalis L．)为败酱科(Valerianaceae)缬-g 2禹(valeriana L．)植物，

多年生草本，多数可作药用，根及根茎是其主要入药部位。缬草属植

物药用历史悠久，欧洲在16和1 7世纪时，多用作镇静剂和解痉剂

以治疗精神紊乱性疾病(如癫痫、歇斯底里症等)、剧烈咳嗽、便秘

等。9 1983年，缬草被列入《欧洲药典》用作镇静剂；在德国和荷兰，

缬草的有效成分已经成为商品上市；前西德于1988年已上市商品名

为Valmane的缬草酯混合物(标准配比为：didrovaltrate 80％，valtrate

1 5％，acevaltrate 5％)。在我国缬草属植物的药用历史也较早，明代李

时珍的本草纲目记载有缬草属植物蜘蛛香，谓其根能“辟瘟疫，中恶

邪精，鬼气尸疰”[21；1 977年版中国药典曾收载马蹄香(形jatamansi

Jones)[31。

为了更好地开发利用缬草属药用植物资源，现将国内外对缬草

属药用植物的植物资源、生药学、化学成分、药理作用及临床应用

等方面的研究结果简要综述如下。

1植物资源

缬草属植物在全世界约有250种，大多数分布于温带地区，主

产于欧洲和亚洲温带地斟41；我国自东北至西南均有分布，黄宝康[5】

等对中国缬草属植物进行了全面的分类整理，我国共有30种，4变

种，2栽培种，并发现2新种(凤凰缬草、轮叶缬草)，2个新栽培变

种(红花中国缬草、白花中国缬草)，均可作为缬草类药材的新资源植

物。缬草属植物作为药用植物，目前应用较多的有缬草(Valeriana

offeinalis L．)，蜘蛛香(Valeriana jatamansi Jones)，日本的北海缬

草(K officinalis vat latifolia)，印度缬草(阢wallichiiDC)和墨西

哥缬草(矿edulis Meyer)【6】。除缬草外，还有以下同属植物的根及

根茎亦作缬草入药【7】，黑水缬草(Eamurensis Srnir．ex Kom)、宽叶缬
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草(V．officinalis L．Ⅷ六Latifolia Miq)、毛节缬草(V．alternifolia Bunge)、

土耳其斯坦缬(Eturkestanica Summ)、细花缬草(EmeonanthaC．Y

ChengetH．B．Chen)、长序缬草(V．hardwickii Wall)、川滇缬草(F．rhodol

euca C．Y．ChengetH．B．Chen)、唐古特缬草(矿勉，29“ffc口Bat)又名小缬

草、香草仔；缬草(V．pseudofficinalis C．Y．ChengetH．B．Chen)又名拔地

麻，该种过去一般常鉴定为缬草(V．officinalis L．)，但陈虎彪把欧洲

原产及我国栽培的缬草进行详细比较发现，我国种与欧洲缬草尚可

明显区分，因此对其学名进行了重新拟定。

2生药学研究

国外对缬草的生药学研究报道很少，缬草(vale_riana

officinalis L．／J在本草书籍中未见记载，仅记载其同属植物蜘蛛

香，蜘蛛香始载于《滇南本草》“马蹄香(即蜘蛛香)，一名鬼见愁，

形似小牛舌，叶根黑，采枝叶入药，味苦、性寒[8】。1977年版中国

药典(一部)记载蜘蛛香性状及显微鉴别特征如下：本品根茎呈圆柱

形，略扁，稍弯曲，有分枝，表面灰褐色，有紧密的环节及突起的

点状根痕，一顶端略膨大，·-具茎、叶残基；质坚实，不易折断，断面

灰棕色，可见筋脉点排列成环；根多数长4—10cm，直径约0．2cm，

质脆，气特异，味微苦辛；本品粉末灰棕色，淀粉粒甚多，单粒类

圆形、长圆形或广卵形，有的一端尖突，脐点裂缝状、三叉状或点

状，有的可见层纹，复粒由2—4粒组成，薄壁组织含黄棕色物，有

网纹及具缘纹孔导管仁【3】。

郭济贤p1等对我国缬草属16种植物叶毛茸进行了显微观察，结

果表明，腺毛多呈棒槌状，腺头多细胞，腺柄单细胞，罕为多细胞；

非腺毛多为单细胞，少为2～7个细胞，具明显的疵点，此项结果支

持缬草属的经典分类。江泽荣n们等对我国辽宁产缬草进行过生药学

研究，对其原植物形态、生药性状、组织及粉末特征作了较详细的

报道。明东升n¨等对蜘蛛香、缬草、宽叶缬草和黑水缬草进行了系

统形态组织学研究。但关于缬草属的生药学特征还有待进一步深入

研究。
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3化学成分研究

缬草属植物主要含有挥发油、环烯醚萜、黄酮、生物碱和氨基

酸等类型化学成分。其中生物碱和黄酮多存在于缬草属植物的地上

部分，环烯醚萜多存在于缬草属植物的根部，而单萜及倍半萜作为

挥发油的组分存在于根部。

3．1挥发油

缬草属植物含挥发油o．5％一2．o％，其成分较为复杂，随着生态

环境的不同，挥发油中所含成分有一定差异。国内外对10多个品种

进行分析得到40多个成分，以单萜和倍半萜为主。倍半萜成分因其

生物活性而倍受人们重视，主要成分为缬草烯酸(Valerenic acid)、缬

草酮(Valeranone)和阔叶缬草甘醇(kessylglyc01)，其中缬草烯酸和阔

叶缬草甘醇是缬草属植物特有的【12】。

C H．O R
二

R

H

AC

COCH 2CH(Me)2

COC．m

COC5Hlt

R1

CHO

COOH

COOH

COOH

R2

H

H

OH

OAC

戊烯醇

E一戊烯乙酸酯

E一戊烯异戊酯

E一戊烯正戊酯

E一戊烯乙酯

缬草醛

缬草烯酸

羟基缬草烯酸

乙酰氧基缬草烯酸

3．2环烯醚萜类

包括环烯醚萜及其酯和苷，其中主要含二氢缬草醚酯(didrov．

altrate)@缬．39三酯(valtrate)，缬草三酯又称缬草素。他们在保存过程

中易产生降解。环烯醚萜可能为缬草属植物的镇静、抗抑郁、抗肿
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瘤等活性的主要物质基础。
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7一表去乙酰基异缬草素

卜p一乙酰缬草素

异缬草素
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1卜乙酰缬草素
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3．3黄酮类成分‘

缬草中含有槲皮素．(quercetin)，芹菜素．(apigenin)、莰菲醇

(kaempfer01)、金合欢素．．(acacetin)、腾黄菌素(1uteolin)等黄酮类成分。

从缬草中最新分离的2S(．)橘皮苷(2S．hesperidin)和蒙花苷(1inarin)，

发现两者都有镇静催眠的活性，其活性可以被缬草烯酸(Valerenic

acid)增科1 31。

3．4木脂素类

近年来国外报道的木脂素均为双环氧型或7，9’一单环氧型木脂

素及其苷。Britta Schumacher等‘14】从Valeriana officinalis中分离得

到8个木脂素类化合物，分别为：lignans 8'-hydroxy．pinoresinol(1)；

pinoresinol⋯4 O p-D-glucoside(2)；7,97-monoepoxylignans masson
iresinol-4’-O-p—D-glucoside(3)；47-O—p—D-glucosyl-9-O一(6’7-deoxys

accharosyl)olivil(4)；berchemol-4 7一O—p—D-glucoside(5)；the 7，

9 7：7’9-diepoxylignans pinoresi-nol-4，4’一di-p—O—D-glucoside(6)
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8-hydroxy pinoresinol-4’-O-p—D-glucoside(7)；8 7-hydroxypinoresinol一4’-

O—p．D．glucoside(8)。其中木脂素4和5是新的天然产物，木脂素

4具有部分对抗A1阿糖腺苷受体活性。另从Valeriana prionophylla

中分离得到两个新的木脂素苷，它们的结构通过1D和2D核磁共振

谱测定，分别是pnnsepio⋯4 O—D-glucopyranoside和fraxiresin04’-O一
．D．glucopyranoside，前者有较强的血管舒张活性[1 51。

3．5 生物碱、木酚素、氨基酸及其他成分

生物碱在缬草属植物中的含量不高，目前认为其总生物碱有抗

菌作用；主要有缬草碱(valerine)、鬃草宁碱(chatinine)、猕猴桃碱

(actinidine)、缬草宁碱(valeriane)等生物碱。最近，又从缬草属植物

中分离得到一种呋喃并呋喃木酚素，具有结合2，3．苯并二嗪

(benzodiazepines)受．体的作用，可能与中枢神经系统的镇静作用有

关。从缬草根水提物中还分离出一些游离氨基酸，如丫．氨基丁酸

(GABA)，酪氨酸，精氨酸，谷酰氨。此外，还含有咖啡酸，绿原酸，

鞣质，D．谷甾醇等。

4药理作用研究

缬草的主要药理作用是镇静安神、解痉镇痛、改善微循环、抗

心肌缺血及缩小急性心肌梗塞范围、抗肺水肿、抗抑郁、细胞毒和

抗肿瘤、抗菌作用等；缬草属植物的药理研究主要集中在缬草、缬

草的一个变种一宽叶缬草和蜘蛛香。宽叶缬草的药理作用主要是解

痉、抗心律失常、调节血脂；蜘蛛香的药理作用主要是中枢抑制作

用、细胞毒和抗肿瘤作用及抗病毒作用。

4．1镇静催眠

徐红【16】等研究发现缬草挥发油能明显抑制小鼠的外观行为活

动，显著加强戊巴比妥钠及水合氯醛对中枢神经系统的抑制作用；

对戊四氮、电刺激所致的小鼠惊厥有明显的对抗作用，并可明显延

长硫代氨基脲所致小鼠惊厥的潜伏时间。对士的宁、印防己毒素所

致小鼠惊厥无明显对抗作用。Hiller等【171对缬草乙醇提取物的神经

药理学进行了研究，结果表明缬草乙醇提取物无苯二氮卓样镇静作
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用；同时还观察到纯的缬草烯酸也有抗印防己毒素所致惊厥的作用；

其作用机理可能与其和GABA．苯二氮受体形成复合物有关，其作用

途径与地西泮不同；当神经受到p样淀粉蛋白(Ap，25～35)所致的

毒性作用，缬草可以降低神经网络的兴奋性，防止神经元容量的减

少和相关神经的退化[18】。吉富史郎[日】‘191实验证明，在镇静作用方

面北海缬草对戊巴比妥诱发睡眠的延长作用稍强于阔叶缬草，而二

者的自发运动抑制作用大致相同，且二者毒性低。蜘蛛香提取物[20】

能明显抑制小鼠的自发活动，延长戊巴比妥钠小鼠的睡眠时间，增

加入睡小鼠数；减少小鼠扭体反应次数；能对抗硫代氨基袅(TSZ)

诱发小鼠惊厥，对印防己毒素(PT)诱发的惊厥虽无明显影响，但能

明显延长其诱发惊厥潜伏期。其抗惊厥作用可能与GABA有关。

4．2抗抑郁活性

Oshimat21】等从缬草中提取分离的六个化学成分进行小鼠强迫游

泳实验，结果表明，a一阔叶缬草醇(a-kessyla lcoh01)及其2种愈创木

烷型倍半萜日缬草素醇(kessan01)和酯酸环阔叶缬草醇酯

(cyclokessyl acetate)均显示较强的抗抑郁作用，缬草宁碱(chatinine)

也有抗抑郁作用。缬草的抗抑郁作用可能与其能强烈抑制GABA受

体亲和力有关。

4．3抗心肌缺血

张宝恒[捌等试验发现缬草提取物增加小鼠心肌对86Pb的摄取，

改善心肌微循环。杨引23】等实验结果表明，缬草挥发油与缬草环烯

醚萜具有显著的增强心肾组织微循环灌流量的作用。尹虹等研究表

明缬草提取物有抗心肌缺血再灌注损伤的作用，可能是通过抑制黄

嘌呤氧化酶，减少自由基产生，减少细胞膜脂质过氧化，抑制血小

板聚集，改善冠状微循环以减轻复灌区的无菌性炎症等途径减轻了

心肌的负荷。神农缬草挥发油[24】具有显著的抗肺水肿作用，其作用

机理被认为是扩张小动脉、小静脉、增加冠脉流量、改善心肌微循

环灌注和抗心律失常等综合影响的结果。
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4．4抗心律失常

陈灼芳[25】等报道，宽叶缬草挥发油具有抗心律失常的作用，能降

低氯仿诱发小鼠室颤的发生率。王玉良等[26J研究发现缬草水提物对由

乌头碱、哇巴因、肾上腺素等诱发的心律失常动物模型均有良好的对

抗作用，延长动作电位时程和有效不应期，抑制心肌自律性。袁韶华

等[271发现缬草提取物(V3d)有抑制心肌自律性作用，对异丙肾上腺素

诱发的异位自律性的抑制更为明显。贾健宁等[28】研究发现缬草提取物

(V3d)能明显对抗乙酰胆碱一氯化钙诱发的小鼠房颤和氯仿诱发的小

鼠室颤，也能明显对抗大鼠由结扎左冠状动脉前降支诱发的早期缺血

性心律失常；缬草提取物(V3d)对由高K+诱发的犬耳壳及肾脏血管的

收缩作用亦有明显的对抗作用，提示缬草提取物(V3d)抗心律失常作

用可能与抑制高K+诱发的钙通道开放有关。以上研究表明，缬草水提

取物以及一些可溶于水的组分有抗心律失常作用。黄峥嵘【29】研究发现

缬草提取物(所含成份为挥发油中的单萜、倍半萜的含氧化合物)浓

度依赖性缩短动作电位时程；浓度依赖性抑制INa、Ica．L、I幻，并作用

于INa、ICa-L的失活状态；不同浓度缬草提取物对IK，IKl，无明显影响；

缬草提取物对It．gaY无直接的开放作用。缬草提取物对上述离子通道的

影响可能是其抗心律失常的重要机制。

4．5镇痛、解痉、调节血脂的作用

薛存宽等[30]采用水蒸汽蒸馏法制备缬草挥发油，提油后的药渣

醇渗漉制得浸膏，挥发油和浸膏均有镇痛作用，挥发油还有突出的

平滑肌解痉作用，二者在解痉、镇痛上有良好的协同作用。胡昌业／x【31】

等用健康雄性白兔复制高脂血症模型，实验提示，宽叶缬草油具有

显著调节血脂作用及抗脂质过氧化作用。

4．6细胞毒作用

从印度缬草(viallichii DC)的根茎中分离到三种环烯醚萜：即

缬草素(valtrate)、二氢缬草素(didrova ltrate)和降解产物缬草醛

(baldrinal)。缬草素细胞毒作用最强，存活率曲线显示它是二氢缬草

素的2倍，缬草醛的8倍；而二氢缬草素与肝癌细胞反应迅速。另外
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经实验证明细胞毒作用在2小时内可逆，2小时后不可逆。采用扫描

和透射电镜观察缬草素和二氢缬草素对培养的肝细胞瘤超微结构的

影响[321，发现这两种化合物能引起死亡之前细胞膜微绒毛的消失，

大量内质网的膨大和线粒体的显著缩合。用MTT法测定缬草三酯、

缬草烯酸及其分解产物、衍生物的配剂对人小细胞肺癌细胞株

(GLC4)及结肠癌细胞株(COL0320)的细胞毒作用[331，结果显示，双

烯类表现出最强的细胞毒活性，属于双烯类的异缬草酸的细胞毒性

则比其母体化合物高；缬草烯酸及其衍生物均具低细胞毒性。

4．7抗病毒和抗菌作用

缬草属植物蜘蛛香在民间常用于腹泻、痢疾的治疗，马静等对

其机理进行了研究，推测蜘蛛香治疗病毒性腹泻与促进机体免疫功

能有关。缬草的总生物碱有抗菌作用，对革兰氏阳性菌的效果尤好，

可用于治疗呼吸道疾病和感冒【341；从V capense@分离得到的缬草三

酯类成分有抗真菌活性。

4．8保护肾脏

一陈玲等【35】发现缬草油可明显减轻II型糖尿病大鼠的肾小球体积一

缩小、系膜增生，明显改善II型糖尿病大鼠的肾脏损害，减少蛋白尿，

延缓肾功能损害的进展。

4．9近期药理研究

唐久余[36】等研究发现小剂量缬草能够促进抑郁大鼠大脑海马

5-HT水平及细胞增殖数量恢复至正常状况，同时具有保护海马受损

伤神经元的作用。吴波[37】等研究经缬草挥发油治疗后的癫痫大鼠与

对照组大鼠海马内的丫．氨基丁酸含量明显升高，谷氨酸显著降低

(P<O．05)，由此得出缬草可调节癫痫大鼠脑内的兴奋性与抑制性氨基

酸的平衡，从而起到抗癫痫的作用。陈素美[38】等研究发现缬草提取

物可以有效防治博莱霉素诱导的大鼠肺泡炎及肺纤维化，其机制可

能是降低TGF．131表达。缬草制剂还可用于前列腺炎[391、癫痫、慢性

肾功能衰竭、眼病和皮肤病[删、过敏性疾病[411、变态反应病和轻度

辐射后遗症【421、妇科疾病【431的治疗，具有抗疲劳、抗氧化、生发乌
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发[44-451等作用。

4．1 O毒理研究

环烯醚萜成分可以造成胃肠道和肝脏的损害，在体内实验中没有

发现它有致癌性和胎毒性。詹国瑛等[徊对缬草进行了毒性及致突变

性测试，结果表明缬草使用安全。Tufikfft471用缬草素的混合物喂饲

大鼠，连续用药30天，发情周期的平均长度和生育指数均不改变；

孕期大鼠的胎鼠毒素和胎鼠发育未见异常；腹膜内用药对怀孕大鼠

和其子代可诱导一些改变，口服则无毒性。

5临床应用

目前缬草提取物及其制剂在国际十分畅销，销售额列植物药前

10名，在欧洲及美国常被用于治疗轻、中度失眠，用药期间，不会

影响驾驶车辆和机械操作，也不会导致上瘾和依赖，但建议在医生

指导下服用，t还可用来解除胃肠痉挛、神经性头痛或解除胃肠胀气。

5．1镇静作用

Vorbach用缬草制剂治疗了121例患者，疗程4周。观察结果表明

缬草制剂治疗有效率66％。Ziegler)罚缬草(600 mg·d。1)或去甲羟基安

定(10mg·d。1)治疗202例患者，用CGIS评价，6周后，发现两者有相似

的改善睡眠的作用‘481。其他的研究也支持缬草在治疗失眠方面的有

效性和安全性。

5．2抗焦虑

在一个双盲临床观察试验中，缬草能减少受试者主观上焦虑的

感觉，但没有明显可测的镇静作用[491。一种缬草制剂同地西泮比较，

缬草制剂显示和地西泮相似的明显减少焦虑症状的作用[501。

5．3抗癫痫

缬草过去作为治疗癫痫的药物被高度推荐。缬草制剂含有异缬

草酸，它的结构类似于抗癫痫药丙戊酸(valproic acid)，据此推测可

能为治疗癫痫的物质基础[511。

5．4用法与不良反应

失眠症患者在睡前服用300 mg一600mg，相当于29～39缬草干
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燥根的粉末，沸水中浸泡15分钟后服用；美NFDA认定缬草属于使

用安全的药物，变态反应很少；有个案报道川，服用Valerian超过20

倍的临床治疗剂量，亦未发现任何中毒症状，病人的轻微不适，在

24／]＼时内完全解除。
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第二章缬草抗心律失常有效部位的药理筛选

据国内外文献报道，缬草具有抗心律失常作用[52-55]。为了阐释缬

草的抗心律失常物质基础，本论文采用超临界cO：萃取法和系统溶剂

法，将缬草分为不同提取部位，然后以乌头碱、氯仿两种诱导剂诱

导心律失常的模型为指标进行药理实验，确定缬草抗心律失常的主

要有效部位临6。71。

1 缬草不同物质部位的提取分离

1．1试验材料与仪器

药材：缬草采自湖北恩施，经湖北中医学院鉴定教研室吴和珍副

教授鉴定为败酱科缬草属植物缬草(vale_riana officinalis L．／)

的根及根茎。

仪器：HA221．40．11C型超临界萃取装置(江苏南通华安超临

界萃取有限公司)。

1．2试验方法

将2kg过80目筛的缬草粉末，超临界C02萃取：萃取温度45。C，

分离温度35。C，压力12MPa，提取1小时得超临界C02萃取物部位

[581；萃取后粉末用70％的乙醇渗漉，渗漉液浓缩减压至无醇味，用

溶剂法依次以乙酸乙酯、正丁醇萃取，萃取液减压回收溶剂，干燥，

得乙酸乙酯部位、正丁醇部位和水液部位。提取分离流程图如下。
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缬草粗粉(2Kg)

CO：萃取

超临界CO：萃取物 萃取后药粉

上70％乙醇渗漉
醇渗漉液

上减压回收
流浸膏

图2—1 缬草药材不同部位提取分离流程图

2缬草抗心律失常有效部位的筛选

2．1对乌头碱诱发大鼠心律失常的影响

2．1．1试验材料与仪器

试验动物：Wi star大鼠，体重200±309，早8各半，动物许可

证号：SCXK(鄂)2003-2 005，由湖北省疾病控制动物实验中心提供。

试药： 取缬草药材不同部位提取物：乙醇总提部位、超临界

cO：萃取物部位(图表中简称缬草油)、乙酸乙酯部位、正丁醇部位

和水液部位萃取物适量，配制成三个剂量，分别是59生药·mL～、2．5
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g生药·mL_1和1．2 59生药·mL～，作为供试品溶液。 盐酸利多卡因

注射液(0．19：5mL，上海复星朝晖药业有限公司，批号：07 08 06)，

用生理盐水稀释至30mL作为阳性对照。乌头碱(DELTA天然有机化合

物信息中心)，生理盐水配成0．02mg·mLq溶液用于造模。乌拉坦(化

学纯，中国医药集团上海化学试剂公司)，生理盐水配成0．259·mL。1

溶液用于麻醉。

仪器：BL-420F生物机能实验系统(成都太盟科技有限公司)。

2．1．2试验方法

将Wi s tar大鼠1 7 0只，随机分成1 7组：阴性组(生理盐水)、

阳性组(利多卡因)和给药组(五个提取部位，分高、中、低剂量)。

连续灌胃两天，按1 5mL-kg。1给药，阳性组每次腹腔注射利多卡因

7．5 mL·kg～，第二天给药20分钟后腹腔注射乌拉坦(5mL·kg。1)麻

醉，插入电极，观察正常二导联心电图；1 0分钟后舌下静脉注射乌头

碱(2．9mL·kgq)，后记录2．5h内室早、室速和室颤的开始时间(未

出现失常，按2．5h算)、持续时间和室颤率、死亡率。

2．1．3统计方法

数据以x±S表示，组间进行t检验，检验标准P<O．01和P<O．05；

室颤率及死亡率采用x2检验，结果见表2-1和图2-2、图2-3。
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表2-1缬草各提取部位对乌头碱引起心律失常的影响

表注：与阴性对照组相比：·P<O．05；··P<O．O 1；与阳性对照组比较：△P<O．05；

△△P<O．01

组号：1．阴性组；2．阳性组；3．缬草水液部位组；4．缬草正丁醇部位组；5．缬草乙酸

乙酯部位组；6．缬草超临界C0：萃取物部位组；7．缬草乙醇总提部位组。

16
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图2-2缬草各提取部位对抗乌头碱引起大鼠室颤发生率

图2—3缬草各提取部位对抗乌头碱引起大鼠死亡率

口?d}

2．1．4试验结果

由表2—1可见：缬草提取物中水液部位在5．09和2．5 g生药nL。1

能显著推迟乌头碱诱发大鼠室性早搏(VE)发生时间，减少室颤发

生率(P<O 01)；正丁醇部位在5．09生药·mL。‘能显著推迟鸟头碱

诱发大鼠室性早搏(VE)时间(P<0 01)，减少室颤发生率(P<O 05)；

在2．59生药·mL。1时显著减少死亡率(P<O 05)。超临界cOz萃取物

和乙酸乙酯部位有相对较弱的对抗乌头碱致大鼠心律失常的作用，

但与阴性对照组和阳性对照组比较都没有显著性差异。

2．2对氯仿诱发小鼠心律失常的影响

2．2．1试验材料
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动物：昆明种小鼠，体重25±29，98各半，动物许可证号：

SCXK(鄂)2 003-2 005，由湖北省疾病控制动物实验中心提供。

药品与试剂：普萘诺尔(湖北华中药业有限公司批号：

20061003)用生理盐水配成O．75mg．mL叫溶液作阳性对照用药；氯仿

(分析纯，天津市博迪化工有限公司)。

缬草采自湖北恩施，经湖北中医学院鉴定教研室吴和珍副教授

鉴定为败酱科缬草属植物缬草(valerians officiaalis L．／)的根

及根茎。

供试品溶液：将缬草超临界CO：萃取物部位(图表中简称缬草

油)、乙酸乙酯部位、正丁醇部位和水液部位的提取物分别加入0．1mL

吐温和CMC-Na少许分散，用生理盐水定容至1 OOmL，摇匀，作为备

用液。取各部位的备用液各30mL，分别稀释成59(生药)·mLq和

2．59(生药)·mL～，作为供试品溶液。

2．2．2试验方法

将体重2 5±29小鼠2 00只，随机分成1 0组：即阴性组(生理

盐水)一f阳性组(普萘诺尔>和药物组(四个提取部位，分高、低

剂量)。连续灌胃三天，按2 0mL·kg。1给药，第三天灌胃后30分

钟，将小鼠放入用橡皮泥密封的倒扣烧杯中，杯内放有敞口平躺的

吸附2mL氯仿(每做完一次补充0．5mL)棉花的安剖瓶，待小鼠吸入过

量的氯仿，呼吸将停止时立即取出剖胸检查，观察小鼠心室纤颤发

生情况。采用)c2检验计算各组室颤率，各组与阴性、阳性对照组比

较实验结果见表2—2和图2—4。
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表2—2缬草不同部位提取物对氯仿诱发小鼠心律失常的影响

注‘与阴性对照组比较：·P<O 0 5：··P<O 0

图2-4缬草不同部位提取物对氯仿诱发小鼠心律失常的影响

2．2．3试验结果

实验表明，缬草提取物中超临界cO：萃取物和水液部位与阴性对

照组相比有显著性差异(P<O．0 1)，但与阳性组比较没有显著性差异，

乙酸乙酯部位也有一定的作用，但与阴性对照组及阳性组相比没有

显著性差异，说明缬草提取物中超临界c0：莘取物和水液部位对氯仿

诱发小鼠心律失常有一定的拮抗作用。
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3，J、结

由实验结果可以看出：缬草水溶性部位有稳定的降低室颤发生

率，推迟心律失常发生时间，减少死亡率的作用；超临界cO：萃取物

部位和水液部位对氯仿诱发小鼠心律失常也有较明显的拮抗作用；

而其他部位也出现不等程度的抗心律失常作用。

乌头碱和氯仿诱发心律失常是常用的实验性心律失常动物模

型，诱发心律失常的机制有以下几方面： (1)乌头碱直接作用于心

肌细胞，促使钠通道开放，加速离子内流，使细胞膜去极化，提高

心房传导组织和房室束一浦肯野氏纤维系统等快反应细胞的自律性，

形成一源性或多源性异位节律。(2)乌头碱可兴奋迷走神经，抑制

窦房结及传导系统，致心率减慢和传导阻滞。 (3)乌头碱可明显增

加钙离子内流，抑制外向钾电流，使复极时间延长，超过原有APD

的2 0％，增加后除极发生率，引起折返激动，诱发心律失常。 (4)

氯仿诱导的小鼠室颤可能与植物神经及递质的释放或肾上腺髓质分

泌肾上腺素，激活D受体，以及对心肌的直接作用有关眵卜删。

本实验通过氯仿、乌头碱两种诱导剂诱导心律失常的发生，虽然

其诱发的机理各不相同，缬草正丁醇部位和水溶性部位对两种诱导剂

诱导的心律失常均有明显的对抗作用，而其他部位对这两种模型反映

不一，说明其抗心律失常机制是多方面的，有效成分并非唯一；如进

一步开发为安全、有效的抗心律失常药将有很大的社会意义。
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第三章缬草抗心律失常有效部位化学成分的研究

药理筛选结果表明，缬草提取物中超临界cO：萃取物部位、正丁

醇萃取部位和水液部位以及乙酸乙酯部位均具有不同程度的抗心律

失常活性，本实验仅对缬草提取物中正丁醇部位的化学成分进行了

系统的研究。

1仪器与试药

缬草购自湖北省中药材公司，经湖北中医学院鉴定教研室吴和珍

副教授鉴定为败酱科缬草属植物缬草(valeriana officinalis L．)的根及

根茎。

EI．MS：VG ZAB．3F型质谱仪FAB．MS．EI．MS

1H．NMR：Varian Mercury VX．300型核磁共振仪

13C．NMR：Varian INOVA．600型核磁共振仪

显微熔点测定仪：XRC．1型显微熔点仪(温度未校正)

元素分析仪：CARLO ERBA MOD．1106型

红外光谱仪：Nicolet AVATAR 360 FT-IR(Rs4cml)

显色剂：10％硫酸茴香醛乙醇溶液，3％FeCl3乙醇溶液，5％磷钼酸

乙醇液。

硅胶为青岛海洋化工厂生产；所用试剂均为化学纯或分析纯。

2提取与分离

取缬草粗粉(15kg)II采用超临界C02萃取(SFE．C02)№卜693，

萃取温度45℃，分离35。C，压力12MPa，提取1小时，缬草经超临

界C02萃取后的药渣(13埏)，置渗漉筒中，用70％L醇渗漉，减

压回收乙醇提取物，加适量水搅匀分散，以乙酸乙酯、正丁醇依次

萃取得到乙酸乙酯部位、正丁醇部位和水液部分。正丁醇部位经硅

胶柱色谱分离，得到不同组分；各组分再分别经Toyopearl HW-40C、

Sephadex LH．2 0凝胶柱色谱纯化，制备液相反复分离纯化得到不同

单体成分。提取分离流程图见图3．1。
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缬草粗粉(1 5kg)

缬草萃取物

土
GC-MS分析

缬草药渣(1 3kg)

上7毗醇渗漉
乙醇渗漉液

Jr 减压回收
yⅢ’一

水搅溶分散，依、

乙酸乙酯、正丁i
1 r

l 、 ， 上

用

萃取

乙酸乙酯部位 正丁醇部位 水性部位

硅胶柱分离，To：

HW一40、Sephadex L

胶柱纯化，制备液才

1 r

r ' r 1 r 1 r 1

II Ⅲ IV V

图3-1提取分离流程图

3结构鉴定

3．1化合物I的鉴定

化合物I，白色无定形粉末(CD，OD)，由EI-MS m／z：

13C-NMR和1H-NMR结合推测分子式为C：。H，：O。，。
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13C-NMR显示有26个碳信号，13C-NMR中6 1 01．7、7 3．7、76．6、

7 0．2、7 7．O、61．3和1H-NMR中6 3．4 0-4．94显示糖的信号，提示该

化合物连有1个6碳糖。

1H-NMR显示有25个氢信号，有两个ABX系统：6 7．1 6(1H，d，

．厂--1．5Hz，H一2)，7．20(IH，d，．厂=8．0 Hz，H一5)，6．99(1H，dd，or

=1．5、8．0 Hz，H一6)；6 7．09(1H，d，J=1．5 Hz，H一2’)，6．8 3(1H，

d，or---8．0 Hz，H一5’)，6．89(1 H，dd，／=1．5、8．0 nz，n-6’)，

提示有两个1，3，4一三取代苯环。

由不饱和度等于11可推测，结构中还有两个环，推测其为以双

环氧木脂素为母核的苷。3．92(3H，s)和3．91(3H，s)为两个甲氧

基信号；5．05(s)、5．01(S)分别为7、7’上的氢信号，4．02(d，

9．4)，4．1 7(d，9．4)、4．02(d，9．4)，4．1 6(d，9．4)分另0为9、

9’上的氢信号，显示8，8’位为季碳；通过剩余的氧原子个数，推

测8，8’位均有羟基取代。

将以上波谱数据与文献报道"们的青刺尖木脂醇苷的波谱数据比

较，基本一致，故鉴定该化合物为青刺尖木脂醇(prinsepiol-4

-O--D-g lucos i de)，其波谱图见附图(3-2～3-4)，结构式如下：

◆
HoIIII．

H3c0

青刺尖木脂醇苷

(prinsepiol-4一O一13-D-glucoside)

23
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表3-1化合物I的1H-NMR(600MHz，CD。OD)和13C-NMR(150MHz．CD。OD)谱的归属

position
1
H．NMR 13C．NMR position

1
H．NMR

1
3C-NMR

1 132．0 4’ 146．3

2 7．16(d，1．5) 112．3 5’ 6．83(d，8．0) 114．4

3 149．2 6’ 6．89(dd，1．5，8．O) 120．4

4 146．5 7’ 5．01(s1 87．9

5 7．20(d，8．0) 116．3 8’ 88．1

— 6·97(dd，l·5，120．26 9'a 4．02(d，9．4) 75．5
8．01

lz

7 5．05(S)87．6 9'b 4．16(d'9．4)

8 87．9 3'-OCH3 3．91(s) 55．2

9a 4．02(d，9．4) 75．6 Glc一1”4．94(d，7．5) 101．7

9b 4．1 7(d，9．4) GIc一2” 3．55(dd，9．5，7．5) 73．7

3-OCH3 3．92(s) 55．5 Glc-3” 3．51(t，9．5) 76．6

1' 128．3 G1c一4” 3．44(t，9．5) 70．2

2’ 7．09(d，1．5) 112．3 Glc一5” 3．45(m) 77．0

3’ 149．2 Glc．6’’三．91．74((dd，dd,11 22．1’．1,34．．55；6 1．3

3．2化合物Ⅱ的鉴定

化合物II，白色无定形粉末(CD，OD)，由EI-MS m／z：5 36[M+]；
1

3C-NMR和1H-NMR结合推测分子式为C：。H，：O，：。
1

3C-NMR显示2 6个碳信号，13C-NMR中6个碳6 1 02．9、74．9、77．8、

71．3、78．2、62．5和1H-NMR中6 3．4 0-4．94显示糖的信号，提示该

化合物连有1个6碳糖。

1H-NMR显示有32个氢信号，有两个ABX系统：6 7．1 1(1 H，d，

／=1．8Hz，H-2)，7．1 5(1H，d，／=8．4 nz，a-5)，6．94(1n，dd，J

=1．8、8．4 az，8-6)；和6 7．04(1a，d，，=1．8 Hz，H一2’)，6．7 7

(1H，d，J=8．4 nz，H一5’)，6．86(1H，dd，J=1．8、8．4 nz，H-6’)；

提示有两个1，3，4一三取代苯环。

由不饱和度等于1 1可推测，结构中还有两个环，为以双环氧木

脂素为母核的苷。 3．92(3H，s)和3．91(3H，s)为两个明显甲氧基

信号；同化合物I的1H—NMR波谱比较不同点在于化合物Ⅱ的7’位

为6 4．89(1H，d)，8’位为6 3．00—3．06(1H，m)， 9’位为6

24
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3．74—3．78(IH，dd，9．0，6．4)、6 4．4 3-4．47(1H，dd，2J=9．OHz)，

由此可见，8’位上的氢无取代，而8位为季碳，由剩余的氧原子个

数推测8位应有一个羟基取代。

将以上波谱数据与文献报道nu的8一羟基松脂醇苷比较，基本一

致， 故鉴定该化合物为 8一羟基松脂醇苷

(8-hydroxypinores inol-4-o-p-D-glucos ide)，其波谱图见附图

(3-5～3-7)，结构式如下：

8．羟基松脂醇苷

(8-hydroxypinoresinol一4一O—B—D-glucoside)
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表3-2化合物II的1H-NMR(600MHz．CD。OD)和13C-NMR(1 50MHz，CD。OD)谱的归属

．．

6 1H 6
1
3C

．．

6 1H 6 13C
posltlon

(JH．H in Hz)(JC．H) posltlon(JH．H in Hz)(JC．H)

l 132．7 4’ 147．4

2 7．11(d，1．8) 113．4 5’ 6．77(，d，8．4) 116．0

3 150．5 6’ 6．86(dd，1．8，8．4) 120．5

4 149．1 7’4．89(d)87．8

5 7．15(d，8．4) 117．6 8’ 3．00．3．06(m) 62．4

6 黑@¨矗121．3 9’aX 翟斌．4) 72．1

，、，
4．43-4．47(dd

7 4．72(S)88．9 9’eq
2j：9．0Hzl

8 93．O 3'-OCH3 3．88(s) 56．4

9ax 3．86(d，7．2) 76．1 Glc．1”4．88 fd，7．2) 1 02．9

9eq 4．05(d，7．2) Glc．2” 3．55(dd，9．5，7．51 74．9

3-OCH3 3．83(s) 56．7 Glc．3” 3．51(t，9．5) 77．8

1， 133．6 Glc．4” 3．44(t，9．5) 71．3

2’ 7．04(d，1．8) 111．3 Glc．5” 3．45(m) 78．2

3’ 147．7 Glc-6”潞．74(ddd，d,1主-，之蛩62．5

—3．3化合物I I I的鉴定一

无色针状结晶(CDCl 3)，mp 137—1 38℃，Libermann一8urchard

反应呈阳性，Mol i sh反应呈阴性。

FAB-MS m／z：414[M+]，397【M+-OH]，394，352；分子式为C：，H，。O。

IR v max KBr(cm。1)：3425(br， 缔合-OH)，2919，2848，1 7 31；

1H-NMR(3 OOMHz，CDCl 3)(5)：5．34(1 H，s，-OH)，5．08(1H，m，

n-6)，3．52(1 H，m，n-3)。

波谱数据与文献报道"21的D一谷甾醇的波谱数据一致；化合物与

D一谷甾醇对照品共薄层，显色行为完全一致，混和熔点不下降，故

鉴定该化合物为D一谷甾醇(D—s i tos ter01)。化合物IV的波谱图见

附图(3-8—3-1 0)。其结构式如下。
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HO

13．谷甾醇(13．sitoster01)

3．4化合物IV的鉴定

白色无定型粉末(D：O)，易吸潮；EI-MS m／z：476[M+]，39 0，

374，194，85，57，43，由13C-NMR和1H-NMR推测分子式为C：，H，：Om

13C-NMR显示21个碳信号，且提示该化合物具有环烯醚萜苷的母

核骨架，6。1 41．4和1 08．3为双键碳C-3和C-4的信号。

1H-NMR显示26个氢信号，6 6．46(1H，br s)、6．3 0(1 H，br s)

分另lJ为H一3、H一1；4．36(1H，d，J=12Hz)和4．31(1H，d，J=12Hz)为C一11

上的偕偶质子，3．77(1 H，d，J=1 2 Hz)和3．69(1H，d，J=12 Hz)为C-1 0

上的偕偶质子；4．07(1H，d，J=1．8 Hz，H-6)和3．5 3(1H，d，J=1．8 Hz，

H-7)为相互偶合的一对质子。HSQC显示分别对应6。5 9．2和6。59．3，

提示存在含氧三元环； 6 3．2 0(1H，dd，J=8．4，1．2Hz)、

2．1 2(1H，dd，J=8．4，0．6 Itz)则分别为H-5和H-9，为邻位偶合。综合

分析并参考文献，推测母核结构如下：

27
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Rll

13C-NMR中6个碳6 1 00．7、7 3．3、76．0、69．8、76．O、6 0．9和

1H-NMR中6 4．5 0(1H，d，J--7．8Hz)， 3．27(1H，dd，J=9．6，7．8Hz)，

3．46(1H，t，J--9．6Hz)，3．36(1H，t，3--9．6Hz)，3．4 0(1H，ddd，J=9．6，

5．4，2．4 8z)，3．69(1H，dd，J=l 2．6，2．4 Hz)，3．89(1 H，dd，J=l 2，2．4

Hz)为一个葡萄糖配基的信号，根据配糖的端基质子6

4．50(1H，d，J--7．8Hz)的偶合常数，提示为p一构型。

HO

H

1H-NMR中6 O．88(6H，d，J=6．6 Hz)、1．99(1H，m，2=6．6Hz)、

2．25(1H，dd，J=1 5，6．6Hz)、 2．20(1H，dd，J=1 5，6．6 8z)为异丁基的

信号。又6 c1 74．7为羰基(酯键)碳信号，HMBC显示该羰基碳与异丁

基上的亚甲基质子和次甲基质子相关，证明存在异戊酸根取代基。

CH3

以上两个自旋系统通过TOCSY得到佐证。

28
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从HMBC图谱中可以看出，配糖端基碳上的质子6。4．5 0(1H，d，

J=7．8Hz)与6。68．9(C-1 1)相关，故R，。为D-D-葡萄糖；而6。

6．30(1H，br s，H-1)与异戊酸根上的羰基碳6。1 74．7相关，故R，为异

戊酸根取代基。

将上述结构片段进行组合，其结构及波谱数据与文献报道

"引kanokoside h．一致，故鉴定该化合物名称为kanokos ide h，该化

合物的结构式如下。化合物IV的图谱见附图(3-1 1～3-1 7)。化合

物IV的NMR归属见表3-6。其结构式如下。

HO

O

Kanokoside A

OH
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表3-3化合物IV的1H-NMR(600MHz．D20)和13C-NMR(1 50MHz，D20)谱的归属

30
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3．5化合物V的鉴定

化合物V，白色无定形粉末(cD，OD))，1H．NMR，62．04．2．1 8(2H，m，

15一H)，62．21-2．28(2H，m,13一H)，63．73(1H，dd，J=3．20，8．56 Hz，12一H)，

64．17-4．20(1H，m，1 1-H)，55．33—5．38(1H，m,10一H)，66．26(1H，d，

J=15．88Hz，8-H)，66．79(1H，dJ=8．20Hz，3一H)，66．96(1H，dd，J=2．00，8．16

Hz，6一H)，67．56(1H，d，J=1 5．88Hz，7-H)。

化合物V的波谱数据与文献报道盯引绿原酸的数据一致，混合熔

点不下降，与绿原酸对照品共薄层，Rf值及显色行为完全一致，因

此鉴定化合物V为绿原酸(Chlorogenic acid)，其核磁图谱见附图

3-18，其结构如下：

绿原酸(Chlorogenic acid)
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第四章缬草抗心律失常活性成分筛选研究

为了进一步阐释缬草抗心律失常活性的物质基础，在活性部位

筛选的基础上，采用色谱法，对主要活性部位的化学成分进行了初

步分离，得到5个单体成分。以转基因Kvl．5HEK293细胞为受试对

象，采用膜片钳全细胞记录电流的方法对分离得到的化合物进行抗

心律失常作用的活性筛选，结果表明青刺尖木酯醇苷和8一羟基松脂

醇苷为缬草中抗心律失常的活性成分。

1试药与仪器

仪器：倒置显微镜OLYMPUS IX71(日本OLYMPUS公司)；膜

片钳放大器(HEKA EPC．9 Germen)；PULSE软件(HEKA lambrecht

Germen)；玻璃电极(南京六合泉水教学实验仪器厂)；微电极拉制

仪(P一97 Sutter Instrumentco，Norato，CA)；恒流泵HL．2B(上海沪西

分析仪器厂)。

试药：缬草中分离的单体成分；其他试剂均为分析纯。

细胞株：转基因Kvl．5HEK293细胞由香港大学药理系李教授惠

赠。

2细胞培养

2．1细胞培养

HEK293细胞来源于人胚胎肾上皮细胞，也是常用的人心肌细

胞离子通道基因体外表达系统。研究表明，HEK293细胞无内源性

Kvl．5通道mRNA的转录，其细胞膜上无Kvl．5通道表达，作为

Kvl．5钾通道体外细胞模型，可以排除内源性Kvl．5电流对实验的

干扰，由于HEK293是源于人的细胞系，以其为模型取得的实验结

果与人心肌细胞差异会更小。

将约3xl05细胞置培养瓶中(25 cm)，加5mL含1 0％FBS高糖

培养基DMEM，置37 oC，5％C02恒温培养箱中培养，当细胞生长

约80％．90％融合时，即可进行传代。
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2．2细胞传代

先将磷酸盐缓冲液(PBS)，培养基，胰酶等液体在37 oC水

浴预热。先弃去培养基，再用PBS冲洗培养瓶，后加入约2．5mL胰

酶消化液，并轻柔摇动培养瓶，使消化酶流遍所有细胞表面。在显

微镜下观察到贴壁生长的转基因kvl．5细胞回缩，胞体趋于变圆，细

胞间缝隙变大时，立即终止消化，加入约2．5mL含血清的培养基，

并用吸管反复吹打，使细胞从培养瓶壁上脱离下来成单个悬浮细胞，

将细胞接种于培养瓶或培养皿中于370C，5％C02恒温培养箱培养。

2．3细胞冻存与复苏

为保存细胞株和避免因反复传代引起细胞表型改变，可将细胞

冷冻保存，需要时复苏培养。

细胞冻存时采用逐步降温，依次在4。C冰箱放置O．5h，．20。C冰

箱放置0．5h，然后放入．80 oC冰箱24小时，即可转移到液氮罐(．1700C)

中长期保存；首先按细胞传代方法将培养瓶中的细胞消化下来，转

移到离心管中，低速离心留取细胞沉淀。然后用预先配制的细胞冻

存液重新悬起细胞，制成细胞悬液，分装入冻存管中，注明细胞名

称和冻存日期。

细胞复苏时，从液氮罐中取出冻存管，迅速放入37℃水浴中，

不停地轻轻摇动冻存管，使细胞可以尽快解冻。复苏后24小时更换

新鲜培养基。

3 溶液的配制

记录K+电流的电极内液成分(mmol·L。1)：CsCl 120； CaCl21．O；

MgCl25．O；Na2ATP 5．O；EGTA l 1；HEPES 10；Glucose 10；pH用

CsOH调至7．40。

记录K+电流的电极外液成分(mmol·L。1)：NaCl 30；氯化胆碱

110；CaCl20．1；MgCl21．O；NaH2P04 0．33；HEPES 10；pH用NaOH

调至7．40。

台(Tyrode’s)液(mmol·L·1)：NaCll37、KCl5．4、MgCll．0、

NaCll．8、NaH2P04：0．33、HEPESl0、Glucose 10，pH用NaOH调
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至7．4。

4试验方法与结果

4．1供试品溶液的配制

取适量从缬草中分离各单体成分，临用前溶于1 00％DMS0中，配

成相应的浓度，备用。

4．2全细胞膜片钳记录方法

吸取少许细胞悬液于细胞池中，静置5．10 min，待细胞贴壁后，

用100％02饱和的细胞外液进行表面灌流约5．10 min，流速

2mL．min～。在倒置显微镜下选择边缘清晰，表面光滑，无收缩的细

胞进行实验。采用全细胞膜片钳记录方法，在电压钳制模式下记录

通道电流订卜札1。膜片钳放大器通过A／D和D／A数据转换器同计算机

相连接。刺激信号及电压、电流输入信号的采集均由软件PULSE控

制。

玻璃电极充灌电极内液后入水电阻为1．21VIQ。由于转基因kvl．5

细胞体积较小，记录通道电流时所用电极尖端开口较小，电极入液

电阻约3．5MQ。调节三维操纵器使电极尖端移向细胞表面，形成高

阻封接，封接电阻1Gf2以上。补偿快电容并吸破细胞膜形成全细胞

记录模式。实验在室温(220C．240c)T进行，形成巨阻抗封接后，在

电压钳模式下记录电流， 保持电压固定于．80mv，阶跃电压10mv，

指令电位的步阶范围由．50mv至60mv，持续时间300ms，然后电

压保持在．50mv，150 ins，可记录到超快速延迟整流钾电流

(ultrarapid delayed rectifier current Ikur)，II(1lr激活较快，基本不失活，

呈电压依赖性，可被维拉帕米所阻断见图4．1～4．4。

4．3结果

实验结果表明：化合物I、化合物II均对转基因kvl．5 HEK293

细胞的电流有明显的抑制作用，表明化合物I、化合物II对kvl．5钾

通道有抑制作用，抑制钾离子外流。洗脱后电流均有明显恢复，但

没有恢复到给药前水平，仍较给药前偏低，表明药物对离子通道复

活时间有延迟作用。结果见下图。
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图4—1超快速延迟整流钾电流原始图

图4—2 给维拉帕米前电流图

图4—3 开始给维拉帕米电流图

图4—4给维拉帕米9mi n电流图
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化合物I对转基因kvl．5细胞电流图(见图4-5一图4-9)

8．oo nA‘-··’i’---一一j一一·一_一j一一··-’{’--·_·一}’--一一一一!一一一·一一t’--一一一-；’--
‘ ● ● ● ●

0|二二j。i～气“一：： ：j⋯0：：‘：：Ijl‘：i二：．二、：～
．?一 ：
X n—p一——≥=—一一——一⋯—·-}⋯，，—a每一，一=≥⋯‘ ‘ -⋯．⋯J～J——⋯⋯J⋯一
”_r ● ●

· ● 。
．

’v’I l ● ■ ● ●

一J -’ “r⋯⋯8 1
， ’一一^

‘ 。⋯一⋯
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一4．00 nA⋯‘-}⋯⋯}⋯⋯}⋯⋯：⋯⋯‘：⋯⋯一：⋯⋯．：⋯⋯一⋯

．8．oo nA⋯一÷⋯⋯j⋯⋯j⋯⋯i⋯⋯÷⋯⋯{⋯⋯j⋯⋯{⋯

⋯50．9 mg一．；一一150．．mg．．0．259．ms一一I．一350，．ms．j⋯450．．I．

图4-5入水后约五分钟，给药前转基因kvl．5细胞稳定的电流。

a 00 nA一··一一j。--·-’÷一·一-一一j。··一-。；’一一一-·’i’-_-··。i’·--·’j‘-_--’j。·
! ； ； ! ! ； ； ； i

● ● ● ■ ● ●

● ● ● ， ● ●

一4 0口nA⋯‘。}⋯⋯}’⋯—一}⋯⋯：⋯⋯。卜⋯⋯：⋯⋯l⋯⋯一一。
●
-t

● ● ● ●

● ■ ● ● ●
● ● ●

● ● ● ●
●

● ● ● ‘ ●

一8．00 nA⋯—。j⋯⋯i⋯⋯}⋯⋯!⋯⋯。．-⋯⋯；⋯⋯专。·⋯。÷。·
， ● ● ， ● ● ‘

● ， ● ● ● ● ●

● ‘ ● ● ● ● ●

———50-9躺．；一蝤9r_1fns一0．254 ms．—o一359．ms一0—450．，⋯一
图4-6给药后2分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与图4—5相比电流

明显改变，表现为整个电流都有抑制作用。

8．00 nA⋯～i⋯⋯j⋯⋯j⋯一寸⋯⋯．-⋯⋯--⋯一j⋯⋯j⋯。

4．oo nA⋯一÷⋯⋯÷⋯⋯÷⋯⋯{”⋯～一⋯～卜⋯。j⋯⋯t⋯

厂●_1曩—■—■暑■—寸——亨]{
—岛■。；‘：=墨：：二：二：：：：：：：：：：=：：：：=：：二i：：刍‰二 一I-一一．：．．．—e而”。聋“—。—}———中——。—P—。—中——“叶——。‘，———，———，一

4．DO nA⋯一‘?⋯⋯?⋯⋯?⋯‘‘l⋯⋯。：-⋯⋯：⋯⋯j⋯⋯j⋯。

8．oo nA⋯-·j⋯⋯j⋯⋯i⋯⋯!¨⋯～!．．⋯一}-⋯。j⋯⋯j⋯-

．．50．9 ms，．；～150．．ms．．；～250．ms．．；⋯350．ms．j⋯450．．m

图4-7给药后5分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与图4—5相比电流抑制

更明显，表现为整个电流都有抑制作用。

36



缬草抗心律失常的药效物质及作用机理研究

图4-8给药后8分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与图4—7相比电流

抑制更明显，表现为整个电流都有抑制作用，以电流开始部分抑制更明显，抑

制作用达三倍以上。

图4-9洗脱后5分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与图4—5相比电

流有明显恢复，表现为整个电流都有恢复，以电流开始部分恢复更明显。开始

部分电流恢复达给药前1／2左右，而后面部分电流没有恢复到给药前1／2。表

明此药对kvl．5细胞的电流后面部分作用更明显。
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化合物I I对转基因kvI．5细胞电流图(见图4—1 o～图4—13)
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图4-11给药后2分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与图4—10相比电

流明显改变，表现为整个电流都有抑制作用，以电流后面部分抑制更明显。
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图4-12给药后5分钟记录转基因kvl．5细胞的电流，与前面的图相比电

流抑制更明显，表现为整个电流都有抑制作用，以电流后面部分抑制更明显。

表明药物此时作用最强。

的

：；I-；；一．．．!一

定

一

一

～

稳

一

一

～

胞

；i¨；；一i：一=㈡一一一竺{丑i。．竺霉一
黼

．．～．．～；一～．——．．．．。．．～．．



缬草抗心律失常的药效物质及作用机理研究

2．00 nA。---。÷’_--·’j’-I--’i’-_·。-{。-·。··。!‘·---_。}-‘-··’j‘----。j‘-I

1，o咖兰二二o：二=之：二二二o：：：：￡：：j一卜⋯t⋯一卜‘
t～， ÷⋯?“．·⋯j，+{，t r⋯'I ’ I

f，oo二意：，≯w《?=j二；二二，∥V茹二：_2=≯。毒二—，二童二。：j ： ： ：。摇磊辜鋈攀喜蓐攀摹翻o．。毒。．。．0

2．∞nA⋯～j⋯-÷⋯⋯j⋯一÷⋯⋯卜⋯～j⋯一j⋯⋯j⋯

．．50．．0 ms．．j．．150．．rfls．．；．．250 ms．．!．．。350，ms．j．．．4,50，n

图4-13洗脱后5分钟记录转基因kvl．5细胞的电流

5小-结

本项研究对缬草主要有效部位正丁醇部位进行了化学成分分

析，采用色谱和波谱技术，从中分离鉴定了5个化合物；通过全细

胞膜片钳技术对5个化合物进行活性筛选，筛选出2个化合物对

kvl．5钾通道有明显抑制作用，洗脱后电流有恢复，但没有恢复到给

药前水平，仍较给药前偏低，表明药物对离子通道复活时间可能有

延迟作用，说明化合物I、I I均有抑制钾离子外流，延长有效不应

期，具有明显的抗心律失常的作用。经结构鉴定化合物I为青刺尖

木脂醇苷，化合物II为8一羟基松脂醇苷，试验结果与有效部位的试

验结果相符合，进一步证实了缬草抗心律失常活性，为缬草进一步

开发奠定了基础。
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第五章缬草抗心律失常活性成分作用机理研究

为了进一步阐述缬草抗心律失常的物质基础，在活性部位筛选

的基础上，对主要活性部位的化学成分进行了分离，初步得到5个

单体化合物，以转基因kvl．5细胞为受试对象，采用全细胞膜片钳实

验记录法对分离得到的主要化合物进行了抗心律失常的活性筛选，

根据筛选结果，对缬草中抗心律失常的主要活性成分青刺尖木脂醇

苷进行作用机理研究。

1仪器与试药

仪器：倒置显微镜OLYMPUS IX71(日本OLYMPUS公司)；膜

片钳放大器(HEKA EPC．9 Germen)；PULSE软件(HEKA lambrecht

Germen)；玻璃电极(南京六合泉水教学实验仪器厂)；微电极拉制

仪(P一97 Sutter Instrumentco，Norato，CA)；恒流泵HL．2B(上海沪西

分析仪器厂)。

一试药：取适量从缬草中分离的青刺尖木脂醇苷，一

2试验方法

2．1供试品溶液的配制
‘

取适量青刺尖木脂醇苷，临用前溶于100％DMSO中，配成相应

的浓度，备用。

2．2溶液的配制

记录K+电流的电极内液成分(mmol·L一)：CsCl 120；CaCl21．O；

MgCl25．O；Na2AT P 5．O；EGTA 11；HEPES 10；Glucose 10；pH用

CsOH调至7．40。

记录K+电流的电极外液成分(mmol·L。1)：NaCl 30；氯化胆碱

1 10；CaCl20．1；MgCl21．O；NaH2P04 0．33；HEPES 10；pH用NaOH

调至7．40。

台氏(Tyrode’s)液(mmol·L。1)：NaCll 37、KCl5．4、MgCll．O、

NaCll．8、Nail2P04：0．33、HEPESl 0、Glucose 10，用NaoH调pH至7．4。

4n
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2．3细胞的培养

转基因kvl．5细胞香港大学药理系李教授惠赠，细胞的培养同第

四章筛选部分。

2．4膜片钳全细胞记录

选取表面光滑，边缘清晰，无收缩的细胞在室温下进行实验，

将细胞加入平放于倒置显微镜下的细胞池中，贴壁后开始实验，灌

流速度约2-3mL·min～。玻璃电极灌电极液后电阻为1～2MQ，使电

极与细胞表面形成高阻封接后破膜形成全细胞记录。电流信号经电

极Ag／Agcl引导由膜片钳放大器放大通过A／D转换器转换为数字信

号，并存储于计算机硬盘中。实验过程由PULSE软件程序刺激发放

和信号采集。

2．5数据处理

实验资料采用“PULSE+PULSEFII’’’软件包测定，资料分析和图

表处理采用Excel和Sigma Plot软件。试验数据又至S表示，采用t

检验进行统计。检验标准P<0．01和P<0．05。

3结果

3．1转基因KVl．5细胞I。。，随时间变化的特点

形成全细胞模式后，在电压钳模式下n2删，保持电位．50mv至

60mv的刺激程序，连续观察50分钟内转基因kvl．5细胞电流(n=6)

的变化，可见从破膜后电流处于稳定状态，给药及洗脱均在这段时

间完成。结果见图5．1、5．2。

3．2青刺尖木脂醇苷对转基因KVl．5细胞Ih。电流一电压(I-V)的影

响

保持电位．80mv，以10mv的阶跃，给予．50mv至60mv的刺激，

观察加入青刺尖木脂醇苷1lxm01·L～、39mol·L～、10m'nol·L。后

及洗脱后的电流变化。结果见图5．3、5．4。
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KVl．5 Time dependent effeCt

4

图5—1用药前、用药后、洗脱电流随时间变化影响图

E mv
+50

．50 mv

￡mv
+50

．50 mv

图5-2 用药前(a)、用药后(b)、洗脱(c)电流随时间变化曲线图
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图5-3青刺尖木脂醇苷对转基因kvl．5细胞电流与电压关系曲线图

图5-4青刺尖木脂醇苷l C50图

3．3实验结果

研究结果表明，青刺尖木脂醇苷对kvl．5细胞IKⅢ电流有明显抑

制作用(图5．1)，洗脱后电流11(ur基本恢复正常(略较用药前偏低)

有统计学意义；用药后(b)电流随时间逐渐减低、洗脱后(c)电流明显

恢复，可见Ik咐的变化与时间呈现相关性(图5．2)；不同浓度的青刺

尖木脂醇苷对kvl．5细胞Ik盯电流影响不同，浓度越高抑制越明显，

说明电流与浓度也呈现一定的依赖性(图5．3、5．4)，可能在一定范

围内，药物浓度越高，抗心律失常作用越强。
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4讨论

心律失常的发生与心肌电生理特性异常有关，而心肌电生理特性

又与心肌细胞上的离子通道密切相关。动作电位是心肌细胞膜受到

刺激后，引起特定离子通道的开放及带电离子的跨膜运动，从而引

起膜电位的波动，使膜电位由负变正又变负的电位逆转过程。动作

电位时程的长短与QT间期密切相关。由于动作电位时程是各种电

流变化的综合结果，既然动作电位时程有变化，必然存在离子电流

的改变。目前临床上使用的抗快速性心律失常西药有四类，除II类

属于p受体阻断剂以外，其余三类均作用于不同的离子通道产生抗

心律失常的作用。

心房颤动(atrial fibrillation，AF)是临床上最为常见的快速性心

律失常。近年来，在AF的基础及临床研究中发现，AF可引起心房

动作电位(action potential duration，APD)、有效不应期(ERP)及有效不

应期频率适应·|生(ERP RA)和心房传导速度的变化，即心房电重构

(electrical remodeling)，后者反过来又促进AF的发作和维持。治

疗AF的理想药物应是只影响心房的ERP，不至于引起严重的室性一

心律失常。

有文献报道缬草提取物(V3d)能明显对抗乙酰胆碱一氯化钙诱

发的小鼠房颤[291，因此本实验选取转基因kvl．5HEK293细胞进行

kvl．5钾通道观察研究。kvl．5通道主要参与心房复极的1相和2相，

阻断IkⅢ，可明显延长有效不应期和动作电位时程，所以心房颤动

时Ih的变化非常重要，是潜在的心房选择性抗房颤药物的高敏靶

点。而HEK293细胞来源于人胚胎肾上皮细胞，也是常用的人心肌

细胞离子通道基因体外表达系统，研究表明HEK293细胞无内源性

kvl．5通道mRNA的转录，其细胞膜上无kvl．5通道表达，作为kvl．5

钾通道体外细胞模型，可以排除内源性kvl．5电流对实验的干扰，

由于HEK293是源于人的细胞系，以其为模型取得的实验结果与人

心肌细胞差异会更小。

转基因kvl．5细胞主要是电压门控钾通道(kvl．5钾通道)，其



缬草抗心律失常的药效物质及作用机理研究

培养的细胞均为单钾通道，阻止该通道会影响钾电流，从而与心律

失常密切相关。所以本实验选取kvl．5钾通道进行观察研究。kvl．5

钾通道电流是引起心肌细胞动作电位复极的主要电流及 类抗心律

失常药的主要靶点。超快速延迟整流钾电流(ultrarapid delayed

rectifier current，IkⅢ)是仅在心房肌发现的钾通道电流，其离子通道

的分子基础是kvl．5钾通道旧¨。研究发现一种特有的复极化钾离子

电流11(Llr仅表达于人的心房肌细胞上，I栅是构成心房肌细胞复极化

电流的主要成分之一，对心房的复极以及APD时程起重要作用，Ik叫

激活非常快，生理温度下相对不失活，它主要参与心房复极的1相

和2相，Il【ur的减弱会引起APD和ERP的延长。阻断IkIlr，可明显延

长ERP和动作电位时程APD，所以心房颤动时IkⅢ的变化非常

重要，是潜在的心房选择性抗房颤药物的高敏靶点。其生物物理学和

药理学特性与人的kvl．5通道相似，二者具有分子相关性。因此，若

观察到药物对转基因Kvl．5钾通道HEK293的电流有抑制作用，那

么它可能有抗心律失常作用，这也可能是该药物的抗心律失常作用

机制。kvl．5钾通道阻断药对受到电重构影响的心房肌具有延长APD

时程的作用，作为治疗AF新的第 类抗心律失常药物而被瞩目
【92】

抗心律失常药物都是通过阻滞心肌细胞膜上的离子通道或泵而

发挥作用的，理想的治疗心房颤动的药物应是具有高度的心房肌细

胞选择性，可以终止或延缓心房颤动的发生，而没有延长QT间期

或负性肌力的作用。kvl．5钾通道被认为是实现心房高度选择性理想

的药物作用靶点。临床及动物研究证实，kvl．5钾通道是心房电重构

的基础，其阻滞剂可以选择性延长心房有效不应期而终止心房颤动。

研究发现【93】，超过3个月的慢性房颤患者，kvl．5通道基因的

表达明显减少。慢性心房颤动kvl．5通道基因表达在不同阶段均有

下降。有研究结果[舛】显示决定I如在复极中作用的主要因素是动作

电位形状，心房颤动时尽管kvl．5通道的表达减低，但是Il(1lr在心房

复极中的作用比在窦性心律时大得多，此结果反映了kvl．5通道特
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异阻滞剂的巨大临床应用前景，为药物治疗心房颤动提供理论支持。

从本实验结果可以看出，青刺尖木脂醇苷对kvl．5钾通道的抑

制，说明青刺尖木脂醇苷的抗心律失常可能主要是通过抑制钾通道，

延长有效不应期而达到治疗目的，所以青刺尖木脂醇苷有望成为治

疗抗心律失常药。当然人的心肌细胞有多个离子通道，不同于本实

验只选用转基因kvl．5细胞单个钾通道作研究，该药对人体心肌细胞

多个通道作用机制及其研究还有待于进一步进行。
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第六章缬草抗心律失常有效部位的指纹图谱研究

缬草(场leriana officinalis L．)系败酱科缬草属植物，具有

镇静安神、解痉止痛之功效，主治心神不安，心悸失眠，癫狂，风湿痹痛，

痛经等p51。前期药理研究表明，缬草正丁醇和水液部位提取物及从中

分离鉴定的一些化合物具有明显的抗心律失常作用。为了进一步探讨

缬草抗心律失常的物质基础，并比较其不同产地，不同品种来源的品

质差异，采用高效液相色谱法，对缬草抗心律失常有效部位进行了指

纹图谱研究；从而为其进一步研究和开发利用奠定了一定基础。

1 缬草抗心律失常有效部位的指纹图谱研究

I．I试验材料与仪器

1．1．1仪器

Waters 600 E高效液相色谱仪，2996PDA检测器，Empower色

谱工作站；Agilent 1100 series高效液相色谱仪，Sedex75(sedere．

Franee)ELSD检测器，Agilent色谱工作站；Mettler Toledo AT20型

分析天平(万分之一)；KQ．250B型超声波清洗器(昆山市超声仪器

有限公司)；HH—S型水浴锅(郑州长城科工贸有限公司)；DI 01型

大孔吸附树脂(天津市海光化工有限公司)。

1．1．2试药

乙腈为美国Baker公司色谱纯；95％乙醇(上海振兴化工一厂)、

乙酸乙酯(天津市化学试剂三厂)、甲醇(上海振兴化工一厂)均为

分析纯，水为双蒸水。

1．1．3样品来源

实验用缬草属植物样品共计14批，均由课题组成员亲自采集，

经湖北中医学院中药鉴定教研室吴和珍副教授鉴定。全部14批样品

的来源和采集日期见表6．1。
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表6-1样品来源和采集日期一览表

1．2指纹图谱研究方法的考察

1．2．1样品提取方法的考察

精密称取缬草超临界C02萃取后样品2．09两份，分别采用

30mL70％乙醇回流t小时、30mL70％乙醇超声(250W，频率40KHZ)

30分钟两次两种方法提取，将各提取液于室温下静置30分钟，以各

自提取溶剂补足减失的重量，滤过，取续滤液40mL，转移至蒸发皿

中，水浴挥去乙醇，将流浸膏加水适量分散，转移至分液漏斗中，

以乙酸乙酯分别萃取三次(50mL／40mL／40mL)，弃去乙酸乙酯液；

水液置蒸发皿中，水浴挥去溶剂，残渣用甲醇溶解，定容至10mL，

以一次性微孔滤膜(0．459m)滤过，依次得到供试品溶液A和B。

分别吸取供试品溶液A和B各109L，注入高效液相色谱仪(PDA

检测器)，记录各供试品溶液在200nm～400nm波长范围内的色谱图；

比较各供试品溶液的色谱图，发现在紫外检测波长21 8nm处的色谱

峰多，基线也比较平稳。在相同色谱条件下，主要色谱峰的峰面积

差别不明显，但前者的干扰峰稍多，在突出主要峰，减少干扰峰的

原则下，并考虑到不同提取方法的提取效率，最终选择以超声提取

作为指纹图谱供试品的提取方法一卜981。
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在确定供试品提取方法的基础上，比较了乙醇浓度和提取时间

对色谱峰的影响。结果表明，缬草样品分别用70％、80％、90％乙醇

超声提取后的供试品溶液对色谱峰的影响较小，故选择用70％乙醇

超声提取。比较缬草样品超声时间30分钟、40分钟、1小时供试品

溶液对色谱峰的影响，差别较小，故选择超声提取时间为30分钟。

1．2．2检测条件的考察

分别吸取供试品溶液A和B各1 09L，注入高效液相色谱仪

(ELSD．检测器)，检测条件：漂移管温度为40。C，压力为3．5bar，

记录各供试品溶液的色谱图，与样品的HPLC．UV色谱图比较发现

吸收峰较少，难以描述缬草样品的指纹特征，结果见图6．1；故选择

紫外检测器作为指纹图谱的检测方法。

曲 "11叫叠U，叫‘叫5叫日岫

l：HPLC-IJV图谱，2：HPLC-ELSD图谱

图6-1缬草提取物的HPLC-ELSD和HPLC-UV比较图

1．2．3干扰峰处理方法的考察 。

缬草中化学成分复杂繁多，各种类型化合物的相对含量差异不明

显，因此有必要对缬草样品提取溶液进行处理，以达到去除干扰峰

的目的。

对缬草样品70％乙醇超声提取后的溶液，分别考察了用D一101

大孔吸附树脂和聚酰胺树脂纯化的处理方法。结果表明，聚酰胺树

脂纯化造成主要色谱峰的损失较大，而D．101大孔吸附树脂能较好
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的除去极性较大的亲水性杂质，且对主要色谱峰的影响较小，故选

择D．101大孔树脂吸附作为处理干扰峰的方法。

1．2．4色谱流动相的考察

在紫外检测器218rim波长下，比较乙腈．水、乙腈．0．1％磷酸水、

乙腈．0．2％醋酸水、甲醇．水、甲醇．0．1％磷酸水、甲醇．0．2％醋酸水六

种流动相的多种梯度洗脱方式，结果表明乙腈．水洗脱系统的效果最

佳，采用该系统各个色谱峰的峰形和分离度均较好，因此选定该系

统作为缬草抗心律失常有效部位指纹图谱色谱分离的流动相。

1．2．5色谱柱的考察

取供试品溶液，注入高效液相色谱仪，在紫外检测器条件下，选

取乙腈．水洗脱系统，比较AlltimaCl8色谱柱(250 minx4．6 film，59m)、

Chromasil C18色谱柱(200 minx4．6 mm，59m)和Agilent C18色谱柱(250

minx4．6 mm，59m)三种色谱柱的分离效果。试验结果表明，AgilentCl8

色谱柱的分离效果最佳，故选用该色谱柱作为缬草抗心律失常有效

部位指纹图谱研究用色谱柱。

t．3一供试品溶液的制备

取缬草药材超临界C02萃取后粉末约2．09，精密称定，置具塞

锥形瓶中，精密加入70％乙醇30mL，轻轻震荡，超声处理(250W，

频率40KHz)30分钟两次，静置30分钟后，以70％乙醇补足减失

的重量，摇匀，静置后滤过，合并滤液，取续滤液40mL置于蒸发皿

中，水浴加热挥去乙醇，用适量蒸馏水溶解，以乙酸乙酯萃取三次

(50mL／40mL／40mL)，弃去乙酸乙酯液；水液水浴挥尽乙酸乙酯，

上样于D．101大孔树脂(89，内径2．5cm)柱上，用1 00mL蒸馏水

洗脱，弃去水液，再用90％乙醇130mL洗脱，收集乙醇洗脱液，挥

干乙醇，残渣用甲醇溶解，定容至10mL，0．459m微孔滤膜滤过，

备用。

1．4色谱条件

Agilent C18色谱柱(250衄x4．6衄，59m)，柱温为38"C；进样

量为lOgL；检测波长21 8nm；流动相为乙腈(A)．水(B)溶液非

Sn
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线性梯度洗脱(洗脱程序表见表6．2)，体积流量为1．0mL·min一。

表6-2流动相洗脱程序表

时间(min) 乙腈(A％) 水(B％)

1．5方法学考察及相似度计算

1．5．1精密度试验

取缬草样品S3供试品溶液连续进样5次，记录HPLC图谱。以

第7号峰为参照峰，15个共有峰的相对保留时间(见表6．3)和相

对峰面积(见表6．4)的RSD值分别在0．043％一1．352％和0．0534％一

2．804％之间，均小于3％，符合指纹图谱要求。

1．5．2重现性试验

取缬草样品S3粉末5份，分别制备成供试品溶液，注入液相色

谱仪测定，并记录HPLC图谱。结果显示，以第7号峰为参照峰，

15个共有峰的相对保留时间(见表6．5)和相对峰面积(见表6-6)

的RSD值分别在0．036％～1．522％和0．852％一2．764％之间，均小于

3％。符合指纹图谱要求。

1．5．3稳定性试验

取缬草样品S3供试品溶液分别于制备后0、3、6、9、12h进样

分析，记录色谱图，以第7号峰为参照峰，15个共有峰相对保留时

间(见表6．3)和相对峰面积(见表6_4)的RSD值分别在O．043％一

1．352％和0．0534％～2．804％之间，表明供试品溶液在12h内基本稳
P工_

处o
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表6-3精密度／稳定性试验结果(相对保留时间)

52
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2指纹图谱的测定及技术参数

2．1 指纹图谱的测定

将10批样品依据1．3项下供试品溶液的制备方法制备，分别精

密吸取1 0“L注入高效液相色谱仪，按照1．4项下的色谱条件，考

察1 2 0分钟内各供试品溶液的分离情况，截取0～7 0分钟的色谱图，

见图6-2。

U，UU lU．1， 列．Z_ 驯‘， 叫．∞ 川．IZ W玎，¨Ul

图6-2 不同产地缬草抗心律失常有效部位指纹图谱

2．2共有峰的标定

根据10批样品的测试结果，比较其色谱图，以相对保留时间标

定15个共有色谱峰，记录各共有峰的保留时间(见表6-7)和峰面

积(见表6-8)。在15个共有峰中，第7号峰为主要峰，选择此峰为

参照峰(s峰)，计算各共有峰的相对保留时间(见表6-9)和相对

峰面积(见表6-10)。结果显示，各样品共有峰的相对保留时间能够

很好地反映缬草药材的指纹特征，能够作为品种鉴别的依据。
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2．3 主要指纹峰峰面积的相对含量

对各样品共有峰的相对峰面积进行分析，结果显示，在所有的共有峰

当中，第2、4、8号峰的峰面积接近或大于总峰面积的10％，7、1 1号峰

的峰面积接近或大于总峰面积的20％，具有指纹意义，能够作为控制缬草

质量的依据。

表6-1 1 各样品主要指纹峰峰面积的相对百分含量(％)

2．4 共有峰总面积占总峰面积的比例

对各样品的峰面积进行统计，计算各样品的15个共有峰的总面积占

总峰面积的比值(见表6．12)。结果显示几乎所有样品的共有峰总面积占

总峰面积的比值均大于90％，即非共有峰总面积占总峰面积的比例小于

10％，符合指纹图谱的技术要求。
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2．5参照图谱生成及相似度计算

’用国家药典委员会主持开发的中药色谱指纹图谱相似度评价系统

(2004A)，生成参照图谱(中位数)眇引，如图6．3。计算各供试品的指纹

图谱与参照图谱的相似度，结果见表6．13。

26．∞ 39．14 S2．19 65．23

图6—3缬草抗心律失常有效部位参照图谱
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表6-1 3各供试品指纹图谱与参照图谱的相似度比较

2．6指纹图谱主要色谱峰的归属

精密称取绿原酸、橙皮苷对照品以及分离得到的各单体成分适量，以

甲醇溶解，制成对照品溶液，注入高效液相色谱仪，采用指纹图谱的色谱

条件，记录色谱图。通过各化合物色谱峰与缬草样品的色谱图比对，标定

2号峰为绿原酸；15号峰为橙皮苷；7号峰为青刺尖木酯醇苷；8号峰为

8．羟基松脂醇苷；其他的单体成分在图谱中未找到相对应的色谱峰。

2．7缬草近缘品种有效部位指纹图谱的比较

采用缬草抗心律失常有效部位指纹图谱的色谱条件，对几种不同植物

来源的缬草属植物样品进行测定(表6．1中的S11一S14号样品)，见图

6．4。各样品的抗心律失常有效部位图谱与所建立的缬草抗心律失常有效

部位指纹图谱比较结果见表6．14。结果表明，其他植物来源的各缬草属药

用植物的图谱与缬草抗心律失常有效部位指纹图谱的差别明显，对缬草药

用来源的考察有重要参考价值。



湖北中医学院2009届博士学位论文

∞．B7

图6—4缬草近缘品种有效部位指纹图谱

S11宽叶缬草$12蜘蛛香(湖南)S13蜘蛛香(湖北)S14黑水缬草 S3缬草参照指纹图谱

表6-14缬草近缘品种有效部位指纹图谱的比较

样品

蜂一号

宽叶缬草

蜘蛛香(湖南)

蜘蛛香(湖北)

黑水缬草

注：“+”表示有该共有峰，“一”表明没有该共有峰．

3讨论

3．1采用高效液相色谱法，通过对供试品制备方法、色谱条件、检测方法

等进行比较全面的考察，对10个不同样品进行缬草抗心律失常有效部位

指纹图谱的研究，建立了缬草抗心律失常有效部位的指纹图谱，并确定了

15个共有峰。从统计数据可以看出，不同产地和不同采集时间以及不同

保存时间的样品在峰数目上存在明显差异，6、9、lO号样品2号峰缺失，

9、1 0号样品8、9号峰缺失，而7、8．号样品8、9、11、12号峰在峰面
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积上明显高于其他样品；将10批样品与参照图谱比较，相似度均大于

O．79，从相似度可以发现我国不同地区样品存在较大的差异，不同产地及

相同产地不同采收期的缬草在化学成分种类和量方面有一定的差异，因此

建议采集样品应选择优质产地、且在最佳采收期采收，新鲜入药，不宜存

放时间过久。

3．2通过对缬草近缘品种有效部位指纹图谱的比较发现，缬草、蜘蛛香、

宽叶缬草、黑水缬草这几种植物指纹图谱之间存在较大差别，而同一植物

来源不同样品之间的差别明显小于不同植物来源的样品；说明缬草近缘品

种之间化学成分的种类及含量存在一定的差异，应规范缬草药用植物的来

源，保证临床用药安全有效。

3．3由于缬草抗心律失常的活性化合物(或化合物群)仍未完全明确，其

化学成分研究仍然在进行中，目前还不能对指纹图谱中的色谱峰进行全面

指认，因此，明确缬草抗心律失常活性化合物(或化合物群)，并指认图

谱中各指纹峰的归属，有针对性的对指纹图谱研究方法进行进一步优化，

是今后待解决的问题。
‘
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第七章缬草活性成分的含量分析

缬草属药用植物，目前应用较多的有缬草(Valeriana offeinalis L．)，

蜘蛛香(Valerianajatamansi Jones夕等，1977年版中国药典曾收载马蹄香

(V．jatamansi Jones)[31；但关于缬草的质控标准多以镇静安神方面的活性成

分为主，如挥发油、缬草烯酸、缬草酯n睁1071等；而缬草抗心律失常方面

的活性成分质控标准未见报道，本论文在缬草抗心律失常活性成分研究的

基础上，对其中的主要活性成分青刺尖木脂醇苷采用高效液相色谱法进行

了含量测定分析。

1仪器与试药

Waters 600 E高效液相色谱仪，2996PDA检测器，Empower色谱工作

站。Mettler Toledo AT20型分析天平(万分之一)；KQ．250B型超声波清

洗器(昆山市超声仪器有限公司)；HH．S型水浴锅(郑州长城科工贸有限

公司)。 乙腈为美国Baker公司色谱纯；其他试剂均为分析纯；D．101大

一孔树脂-(天津市海光化工有限公司)；水为双蒸水。一

对照品：青刺尖木脂醇苷为本实验室分离纯化得到，按面积归一化法

计算含量大于98％，符合含量测定用对照品的要求，使用前置五氧化二磷

中减压干燥至恒重。

缬草样品经湖北中医学院中药鉴定教研室吴和珍副教授鉴定为缬草

属植物缬草(Valeriana offeinalis L．)。

2试验方法与结果n∞1

2．1色谱条件

色谱柱为Agilent C18(250 minx4．6衄，51am)；柱温为30。C；进样量

为10I_tL；流速为1．0mL·min。1；流动相为乙腈．水(16：84)。

检测波长的选择：以青刺尖木脂醇苷对照品溶液，在200nm一400nm

范围内扫描，最大吸收在228nm左右，故确定检测波长为228nm。

在以上选定条件下，取对照品溶液，供试品溶液进样，结果表明，青

刺尖木脂醇苷和样品中其他组分色谱峰可达到基线分离，保留时间适当，
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分离度较好。

2．2对照品溶液的制备

精密称取五氧化二磷中减压干燥至恒重的青刺尖木脂醇苷对照品适

量，置25mL量瓶中，以流动相溶解并稀释成O．152mg·mL‘1的溶液，作为

对照品溶液。

2．3供试品溶液的制备

取缬草药材粉末约1．Og，精密称定，置具塞锥形瓶中，用70％乙醇

30mL，超声(250W，频率40KHZ)提取两次，每次30分钟，滤过，合

并滤液，减压回收溶剂至近干，用适量水溶解，以乙酸乙酯萃取三次

(30mL／20mL／20mL)，弃去乙酸乙酯液；水液水浴挥尽乙酸乙酯上样于

D．101大孔树脂(89，内径2．5cm)柱，用50raL蒸馏水洗脱，弃去水液，

再用90％乙醇70mL洗脱，收集乙醇洗脱液，挥干乙醇，残渣用流动相溶

解，定容至lOmL，摇匀，0．451am微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。

2．4标准曲线及线性范围

分别精密吸取上述对照品溶液2、4、6、8于4个1 0mL量瓶中，加

流动相稀释至刻度，摇匀，分别精密吸取稀释后各浓度对照品液及原对照

品溶液lO!aL，按上述色谱条件依次进样，测定，以峰面积(Ⅵ为纵坐标，

进样量(x)为横坐标绘制标准曲线，得回归方程Y=9207．5X．41 665，

r=0．9999，表明青刺尖木脂醇苷在0．304—1．520pg的范围内线性关系良好。
表7—1 对照品线性范围测定结果

2．5精密度试验

精密吸取上述对照品溶液(O．1 52mg·mLJ)l OpL，重复进样5次，测

定峰面积，计算RSD为0．80％，结果表明仪器精密度良好，试验结果见

表7．2。
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表7-2精密度试验结果

2．6稳定性试验

取同一批号供试品溶液，于制备后0、2、4、6、8小时，分别精密

吸取109L，进样，测定峰面积，计算RSD为1．1 3％，结果表明供试品溶

液在8小时内基本稳定，试验结果见表7．3。

表7-3 稳定性试验结果

2．7重现性试验

取同一批号样品5份，每份1．Og，精密称定，按上述条件，制备成供

试品溶液，并测定含量，计算RSD为0．58％，结果表明方法重复性良好，

试验结果见表7．4。
’

表7-4重现性试验结果

2．8加样回收率试验

取已知含量的样品5份，每份0．59，精密称定， 置具塞锥形瓶中，
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分别精密加入一定量的青刺尖木脂醇苷对照品(70％乙醇溶解)，照供试

品溶液制备方法制备，并测定含量，计算加样平均回收率为99．89％，RSD

为1．08％。结果见表7．5。

表7—5回收率试验结果

2．9样品含量测定

精密称取本品，按供试品溶液制备方法制成供试品溶液。分别精密吸

取对照品溶液和供试品溶液109L，注入高效液相色谱仪，按上述条件测

定，采用外标法计算含量。结果见表7-6。结果表明：不同产地缬草中青

刺尖木脂醇苷的含量有明显差异性，以湖北恩施和贵州剑河含量较高，还

与采收季节和贮存时间有一定的关系，以当年9—1O月份采收含量较高。

表7-6不同产地和不同采收时间缬草中青刺尖木脂醇苷的含量
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3小-结

3．1 实验过程中考察了不同的提取方法(超声，回流)、不同的溶剂(氯

仿、甲醇)、以及不同的提取时间(20、30、40分钟)对青刺尖木脂醇苷

含量的影响，最终确定用70％乙醇30mL超声两次，每次30分钟的提取

方法；还考察到用D．101大孔树脂除杂质的方法分离效果较好。

3．2 考察了不同的流动相(乙腈一水，甲醇一水，甲醇一O．1％磷酸溶液)

对青刺尖木脂醇苷的分离的影响，流动相为乙腈一水(16：84)时分离效

果较佳。本方法能实现青刺尖木脂醇苷与有关物质的有效分离，保留时间

适中。

3．3 本实验采用高效液相色谱法测定青刺尖木脂醇苷的含量，方法学验

证表明，其精密度、稳定性、加样回收率和重复性均能满足定量要求，故

本方法可用于缬草中青刺尖木脂醇苷的含量测定，为缬草药材质量控制提

供参考。

1∞0000

1000000
0

∞∞00

0

0 0．5 l 1．5

h曲

图7-1 青刺尖木脂醇苷标准曲线图
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图7-3青刺尖木脂醇苷对照品HPLC色谱图
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图7-4样品中青刺尖木脂醇苷HPLC色谱图
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结语与创新：日F口—：J I二_J刁可I

本论文在中医药理论指导下，采用中药化学、药理学、分析化学、电

生理学等多学科交叉的研究方法，对中药缬草的抗心律失常作用的物质基

础和质量分析进行了较系统的研究，取得了预期的研究结果。

本论文的创新性体现在以下几个方面：

1．在现代药理学跟踪下，确定了缬草抗心律失常有效部位；并从缬草

抗心律失常有效部位中分离和鉴定了5种化合物；首次对缬草中分离出的

化合物进行抗心律失常的活性筛选，从中筛选出两种化合物具有显著抗心

律失常的生物活性，从而为阐释缬草抗心律失常的物质基础提供了科学依

据。

2．首次对缬草抗心律失常主要活性成分青刺尖木脂醇苷进行了作用

机理研究，取得了满意的研究结果。这对于释凝中药现代化的关键问题“什

么物质有效和为什么有效”具有重要的示范意义；若以该抗心律失常有效

成分作为先导化命物，进行化学合成或结果修饰研究，可望优选出抗心律

失常最佳活性化合物，为开发有效抗心律失常药物提供依据。

3．采用现代分析技术，对缬草抗心律失常有效部位指纹图谱进行了研

究，建立了缬草抗心律失常活性部位的指纹图谱；并对缬草不同产地和不

同采收季节，以及缬草近缘品种间进行了对比研究，能有效控制缬草药材

的质量。从而为该药材构建与国际接轨的质量评价体系奠定了一定基础。

4．采用现代分析技术，对缬草抗心律失常主要有效成分青刺尖木酯醇

苷进行了含量分析，为完善缬草药材现行国家标准，以及为再版《中国药

典》修订缬草药材质量标准提供了参考依据。
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Fig．3．2 1H．NMR of Compound I

Fig．3-3 ”C．NMR of Compound I
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Fig．3．1 2 ”C．NMR of Compound IV
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