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昆仑雪菊学名两色金鸡菊，是目前新疆惟一与雪莲齐名的

稀有高寒植物。本研究以发生脂肪变性的肝细胞 L02 模型作

为研究对象，雪菊黄酮为干预因素，观察雪菊黄酮对肝细胞内

胆固醇含量和胆固醇合成限速酶 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰辅

酶 A (H M G -C oA )还原酶活性，H M G -C oA 还原酶蛋白水平和

m R N A 表达的影响，研究雪菊的降脂作用、活性形式及作用

机制。
1 材料和方法

1.1 试验材料 人 L02 细胞购自上海中科院细胞所；胎牛血

清及 R P M I-1640 培养基购自美国 G ibco 公司；B C A 蛋白质

浓度测定试剂盒、胆固醇标品、二甲基亚砜(D M SO )、胰蛋白

酶、 M TT、油 红 O、 H M G -C oA 购 自 美 国 Sigm a 公 司 ；

H M G C oA 还 原 酶 液 自 制 ； 兔 抗 人 H M G -C oA 还 原 酶 抗 体

(U pstate 产品，美国)，β-actin 兔 IgG 单克隆抗体(上海康成

生 物 工 程 有 限 公 司 产 品 )， 羊 抗 兔 IgG (KP L 产 品 ， 美 国 )，

H M G -C oA 还原酶引物及内参照β-actin 引物均由上海鼎安

生物科技有限公司合成。
1.2 雪菊黄酮的制备鉴定 根据文献[1～2]分离雪菊，干燥的

雪菊(产地：达坂城雪菊种植基地，批次 130501)1.0 kg，经

15 倍量 75% 乙醇回流提取，合并提取液，滤过，减压浓缩回

收乙醇，选用 A B -8 树脂柱，上样后依次用水 6B V ，10% 乙醇

3B V ，75% 乙醇 4B V ，95% 乙醇 2B V 洗脱，流速 1.5～2 B V /h；

收集 75% 乙醇洗脱部位，浓缩，干燥，经 C H P 20 树脂、反相

中压柱层析、LH 20 凝胶等反复柱层析技术，获得主要黄酮成

分。H P LC /P D A /ESIM S 液质联用系统确定了雪菊提取物中的

主要成分为黄酮。色谱条件：Shim adzu LC 20X R U FLC 液相

系统，色谱柱为 KN A U ER C 18 柱，流动相乙腈：0.1% 醋酸=

1∶4 等度洗脱，流速 1.0 m L/m in，进样量 10 μL；P D A 检测

波长：280、348 nm ；质谱检测器 A B Q trap4500，扫描模式

EM S-EP I、M IM -EP I。
1.3 人 L02 肝细胞培养 L02 肝细胞培养于 50 cm 3 含 4 m L

体积分数 10% FB S 的正常培养基的细胞培养瓶中，置 37℃、
体积分数 5% C O 2 及饱和湿度的孵箱内培养，待细胞 80% 融

合时用含质量分数 0.25% 胰蛋白酶消化，传代。
1.4 脂变 L02 细胞模型的建立 将处于对数生长期的 L02 以

2×104 cell/ 孔接种于 6 孔板中，置于 37℃、体积分数 5%

C O 2 培养箱中贴壁培养 48 h 后，改用造模培养液继续培养

48 h 建立脂肪变性肝细胞模型[3]。

雪菊对胆固醇合成的影响及分子机制研究

谢贵林 1，李雅丽 2，刘江云 3，陈新梅 4

1. 绍兴第二医院肝胆外科，浙江 绍兴 312000

2. 新疆医科大学第一附属医院内科，新疆 乌鲁木齐 830000

3. 苏州大学药学院，江苏 苏州 215123

4. 山东中医药大学药学院，山东 济南 250355

［摘要］ 目的：研究雪菊黄酮的制备及对脂变肝细胞胆固醇合成的影响。方法：采用大孔树脂法制备雪菊黄酮，MTT 法筛选

雪菊黄酮适宜浓度，建立脂肪变性肝细胞模型。治疗组加入不同浓度的雪菊黄酮 （20，50，100 mol/L)，继续培养 48 h，油红 O 染

色定性观察细胞形态和脂滴堆积，高效液相色谱法定量检测细胞内胆固醇含量，检测肝细胞 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A （HMG-
CoA） 还原酶 mRNA 表达及蛋白质水平。结果：雪菊黄酮能减少细胞内脂滴的积累，减少细胞内总胆固醇的含量，同时抑制

HMG-CoA 还原酶的活性，其中 100 μmol/L 的雪菊黄酮效果最佳。随着雪菊黄酮浓度升高，HMG-CoA 还原酶蛋白质水平和 mRNA
的表达均逐渐降低。结论：雪菊黄酮是雪菊中降血脂的主要活性形式，可抑制脂变肝细胞 HMG-CoA 还原酶蛋白质及 mRNA 的表

达；雪菊黄酮降低肝细胞内总胆固醇的作用，可能是通过抑制 HMG-CoA 还原酶活性实现的。
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1.5 MTT 法筛选雪菊作用浓度 雪菊黄酮纯化物用 D M SO

溶解，过滤除菌备用。将处于对数生长期的 L02 肝细胞以 1×
103cell/ 孔接种于 96 孔板中，先利用造模培养液培养 48 h 建

立脂变肝细胞模型，然后改用正常培养基培养，使雪菊黄酮浓

度 为 0.1， 1， 10， 20， 30， 50， 100， 200， 300， 500，

1000 μm ol/L，继续培养 48 h，每个质量浓度设 4 个复孔。处

理结束后每孔避光加入 5 m g/m L 的 M TT 20 μL，继续培养

4 h；小心吸弃孔中的培养液，以 150μL/ 孔的量加入 D M SO

终止反应，振荡 10 m in 使结晶充分溶解；以 570 nm 的波长

于酶标仪上检测各孔吸光值，计算各药物浓度下 L02 细胞的

存活率。
1.6 油红 O 染色 高脂模型组、利伐他丁组、雪菊治疗组经

过油红 O 染色法定性观察细胞内脂滴形成染色，倒置显微镜

下利用普通光观察细胞内红色脂滴形成情况。
1.7 肝细胞合成胆固醇测定 H P LC 法测定细胞培养液上清

中胆固醇的含量，色谱条件：C 18 色谱柱，甲醇作为流动相，

体积流量为 1 m L/m in，在 205 nm 下检测 20 m in，柱温 38

℃。用无水乙醇溶解胆固醇标准品，配制成 1 m g/m L 的贮备

液，然后以流动相稀释到 20，40，60，80，100 m g/L，作为

工作液，经 H P LC 检测，绘制标准曲线。参照文献[4]采用外

标法峰面积定性定量，结果以 μg/m g 表示。
1.8 RT-PCR 分 析 细 胞 HMG-CoA 还 原 酶 mRNA 的 表 达

R N A 提取用 Trizol 按说明进行，取总 R N A ，用 M -M uLV 逆

转录酶制备 cD N A ，取 0.2 m L P C R 管，依次加入下列成分(去

离子水 14.4 μL，P C R buffer 2 μL，dN TP 0.4 μL，引物 1 μL，

Tag 酶 0.2 μL)，混匀后置于 P C R 扩增仪中进行 P C R 扩增。扩

增条件：95℃预变性 5 m in，94℃变性 30 s，58℃退火 30 s，

72℃延伸 45 s，共循环 35 次，再在 72℃延伸 10 m in。取扩

增产物进行琼脂糖凝胶中电泳并拍照。用 B andscan 5.0 图像

分析软件进行光密度积分值分析。每个图像均重复分析 3 次，

取平均值。抑制率的计算公式如下：抑制率(% )=(溶剂对照组

灰度值 - 各给药组灰度值)/ 溶剂对照组灰度值×100% 。
1.9 Western blot 分析细胞 HMG-CoA 还原酶蛋白质的表达

细胞总蛋白抽提用细胞通用裂解液按说明进行，抽提后用微量

加样器分别取蛋白分子量标准和各实验分组的总蛋白提取缓冲

液 加 于 孔 底 进 行 电 泳 ， 将 蛋 白 质 转 移 到 P V D F 膜 上 ， 用

B loking buffer 封闭 P V D F 膜，室温振摇 1 h 充分混匀，加入

兔抗人 H M G C oA 还原酶抗体，室温振摇 1 h 充分混匀。加入

羊抗兔 IgG ，室温振摇 1 h 充分混匀。EC L 试剂盒显影，用

B andscan 5.0 图像分析软件进行光密度积分值分析。计算出

各目的蛋白表达量与内参β-actin 蛋白表达量的光密度积分

的比值，作为目的蛋白表达量的相对含量值。每个图像均重复

分析 3 次，取平均值。
1.10 统计学方法 数据处理以上各组试验均重复 4 次，均以

(x±s)表示，SP SS 统计软件进行统计分析，P＜0.05 为差异有

统计学意义。
2 结果

2.1 提取物化合物结构式 见图 1。鉴定出 12 种主要成分，

主要包括 10 种黄酮类和 2 种绿原酸类成分。

图 1 提取物化合物结构式

2.2 雪 菊 黄 酮 定 性 定 量 分 析 见 图 2。以 马 里 苷 (0.8653

m g/m L)为对照品，采用 H P LC /P D A 系统建立了雪菊黄酮的定

性定量分析方法。色谱条件：Shim adzu LC 20A H P LC 液相系

统，C osm osil C 18 色谱柱(4.6×250 m m )，以乙腈 -0.1% 乙酸

铵(20∶80)为流动相，流速 1.0 m L/m in，进样量 10 μL；P D A

检测波长：280、348 nm。

图 2 雪菊黄酮定性定量分析

2.3 不同浓度雪菊黄酮对脂变 LO2 肝细胞存活率影响比较

见图 3。细胞存活率随着雪菊黄酮浓度的增加而呈逐渐下降的

趋势，低浓度的雪菊黄酮对脂变后的 L02 肝细胞增殖无明显

抑制，细胞存活率均在 90% 以上，但在高浓度的雪菊黄酮作

用下，L02 肝细胞出现了较多的死亡，表现出明显的增殖抑制

效应，故在本实验中选定 0～100 μm ol/L 的范围内与脂变肝细

胞孵育 48 h 进行后续的实验研究。

图 3 不同浓度雪菊黄酮对脂变 L02 肝细胞存活率影响比较
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2.4 油红 O 染色定性观察不同浓度雪菊黄酮处理下细胞脂肪

滴计数比较 见图 4。高脂模型组细胞有明显的增大，细胞内

均可见较多较大的红色脂肪滴，甚至出现脂肪滴的融合现象，

有趋向于大泡性脂肪样变；辛伐他丁组细胞边缘较清晰，细胞

内积累较少的红色脂肪滴；不同浓度雪菊黄酮与细胞共孵育

48 h 后，均能剂量依赖性地减少细胞内脂滴的堆积。

图 4 油红 O 染色定性观察不同浓度雪菊黄酮

处理下细胞脂肪滴计数比较

2.5 HPLC 测定不同浓度雪菊处理下细胞内胆固醇合成比较

见图 5。高脂模型组细胞胆固醇合成明显增多，辛伐他丁组细

胞明显减少；雪菊黄酮与细胞共孵育后成剂量依赖性地减少胆

固醇合成。

图 5 HPLC 测定不同浓度雪菊处理下细胞内胆固醇合成比较

2.6 不同浓度雪菊黄酮对HMG-CoA 还原酶 mRNA 水平影响

比较 见图 6。看家基因不随雪菊黄酮浓度升高而发生表达含

量 变 化 ， 提 示 上 样 浓 度 均 一。而 随 着 药 物 浓 度 升 高 ，

H M G -C oA 还原酶 m R N A 积分光密度逐渐降低，呈明显的剂

量依赖关系。
2.7 不同浓度雪菊黄酮对 HMG-CoA 还原酶蛋白质水平影响

比较 见图 7。W estern blot实验可观察到，内参β-actin 的

表达量不随雪菊黄酮浓度升高而改变，随着雪菊黄酮浓度升

高，H M G -C oA 还原酶蛋白质积分光密度逐渐降低，呈明显

的剂量依赖关系。

图 6 不同浓度雪菊黄酮对 HMG-CoA
还原酶 mRNA 水平影响比较

图 7 不同浓度雪菊黄酮对 HMG-CoA
还原酶蛋白质水平影响比较

3 讨论

目前临床上使用的降脂药物主要有 H M G -C oA 还原酶抑

制剂(他汀类药物)、苯氧芳酸类(也称贝特类)、烟酸和胆酸络

合剂等，中药含有多种活性成分可作用于多个靶点经整合而产

生综合疗效，其作用温和且不良反应小，因此从中药中寻找抑

制 H M G -C oA 还原酶的活性成分，是近年来医药界关注的课

题。
雪菊具有抗脂质氧化等功能，笔者认为雪菊中的黄酮类成

分是其主要有效成分，推测其抗氧化功效可能是其降糖、降血

压、调脂的主要作用机制之一。本课题拟在此基础上，进一步

研究其调节脂质代谢紊乱相关疾病———高脂血症的效果，并从

脂质过氧化及脂质代谢关键基因的变化等方面来探讨其可能的

作用机制，为雪菊的进一步开发和应用提供科学的依据。
脂质在肝细胞内的大量堆积会引起肝细胞脂肪变性，这与

细胞内胆固醇含量的改变密切相关。胆固醇在细胞内的含量主

要受其合成的影响，H M G -C oA 还原酶是胆固醇生物合成的

限速酶，因此脂质的堆积所导致的肝细胞脂肪变性可能与

H M G -C oA 还原酶活性提高相关。笔者在脂变肝细胞模型的

基础上，探究了雪菊黄酮对 L02 肝细胞内胆固醇和胆固醇酯

含量的影响，发现雪菊黄酮能降低肝细胞内胆固醇水平，同时

通 过 H M G C oA 还 原 酶 活 性 测 定 发 现 ， 雪 菊 黄 酮 能 降 低

H M G -C oA 还原酶活性。固醇调节元件结合蛋白质(sterol

-regulatory elem entbinding protein，SR EB P )是参与调节细胞

胆固醇代谢的转录激活因子，可参与调节胆固醇合成通路的有
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中药制剂的质量控制常采用高效液相色谱法(H P LC )，然

而，对于复方中药制剂，H P LC 法进行有效成分含量的检测，

突显出了诸多不足。如复杂的样品预处理过程，同一制剂需 2

种、3 种甚至更多色谱分离条件，大大增加了日常分析工作

量。复杂的样品预处理过程又容易导致分析误差，也增加分析

成本[1]。由于微乳液相色谱法(M ELC )具有极强的溶解能力、高

分离效率，样品制备过程简化，也能实现复方制剂中多组分的

同时测定，弥补了 H P LC 的不足，有望解决中药制剂质量控

制中所面临的困境。现拟采用 M ELC 法测定双黄连注射液中

黄芩苷成分的含量，探讨 M ELC 在中药制剂质量控制中应用

的可行性和优越性，为 M ELC 广泛应用于中药制剂质量控制

提供理论基础和实践经验。
1 材料与仪器

A gilent 1100 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司)，配二

极管阵列检测器及化学工作站；十二烷基硫酸钠(SD S)为化学

纯(广东省汕头市西陇化工厂)；甲醇为色谱纯，其它试剂均为

分析纯；水为三蒸水；对照品黄芩苷由中国药品生物制品检验

所提供，其余辅料均为药用规格；双黄连注射液由哈尔滨珍宝

制药有限公司生产提供，批号为 120910。
2 方法与结果

2.1 溶液制备 ①微乳流动相制备：取 20 g SD S，加入 800

m L 注射用水，搅拌至全溶后，再加入 60 m L 异丙醇和 8 m L

正己烷，最后加入注射用水稀释至 1000 m L，超声至形成澄

清透明液体溶液，即得微乳，用磷酸调节 pH 至 3.00，超声

15 m in，0.45 μm 滤膜过滤。②对照品溶液的制备：精密称取

对照品黄芩苷 1.07 m g，置 50 m L 容量瓶中，加甲醇至 40

m L 溶解，超声使全溶，冷却至室温后加甲醇至刻度。
2.2 色谱条件 色谱柱为 H ypersil B D S C 18 5um (4.6 m m ×

关基因如 H M G -C oA 还原酶基因的表达，从而达到对细胞内

胆固醇水平的有效调控。雪菊黄酮对 H M G -C oA 还原酶活性

的抑制可能是通过细胞信号途径而实现的，其具体的调控途径

有待于进一步深入研究。
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微乳液相色谱在双黄连注射剂质量控制中的应用
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［摘要］ 目的：建立双黄连注射剂中黄芩苷的微乳液相色谱 （MELC） 测定方法，并考察其影响因素。方法：以 2.0% SDS—
0.8%正己烷—6.0%异丙醇—93.2%水，磷酸调 pH 至 3.00 为流动相。采用 Hypersil BDS C18 5 um （4.6 mm×150 mm） 色谱柱，柱温

为 25℃，检测波长 278 nm。结果：实验发现，被测成分黄芩苷的线性范围和相关系数分别为 6 μg/mL～60 mg/mL，r=0.9997。对应

的平均回收率和相对标准偏差 RSD 分别为：99.24%，0.56% （n=6）。结论：本法简便、快速、精确、专属性强，可用于双黄连注

射剂中的黄芩苷质量控制。
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