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五味子乙素对原代培养大鼠肝细胞脂质过氧化的抗氧化作用 
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Action of schizandrin B， an antioxidant，on lipid peroxidatiOn 

in primary cultured hepatocytes 
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ABSTRACT The action of schizandrin B 

(Sin B WBS observed in freshly isolated 

hepatoeytes damaged by FeSO．／cysteine and 
CC1 ．Two types of free radicals，-OH and 

．CCl ，generated from FeS0,／cysteine and 
eel‘，respectively，induced lipid pero xidation 

in hepatocytes． It was fclund that the spe ed  

Of nDjd peroxidation(MDA production)and 

the degree of alteration in hepatocyte mot'- 

phology were closely related to the type of 

free radicals．MDA production and membrane 

protrusion of hepatocytes injuried by FeSO,／ 

cysteine were faster and more severe tha n 

those observed  with CCl‘．Sin B was shown to 

decreasethe·productionofM DAandthe rclease 

of GPT and LDH，and to increase hepatocyte 

viability as welI as maintaining the integ。 
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rity of the hepttocyte membrane surface． 

These actions of Sin B were stronger than 

vitamin E at the same concentration． It 

was observed that no inhibitory effeet of 

phenobarbital， a typical inducer of cyto- 

chrome p-450，as Sin B induced liver cyto- 

chrome P-450， on MDA pro duction in 

hepatoeytes damaged by Icesq／cysteine． 
The results suggest that Sin B p∞暑c●●e暑 

antioxidam activity． 

KEY W ORDS free radicals： lipid pe r- 

oxides： malondialdehyde： antioxidants： 

schizandrin B 

撮■ 将新鲜分离的大鼠肝细胞体外培养， 分别用可 

产生 自由基 的 FeSO‘／半胱氯酸系统及 CCI·引起 肝细 

胞膜的脂质 过氧化． 五味子乙素对这两种不同 自由基 

产生系统所引起的肝细胞膜 脂质过氧化损伤均有保护 

作用，使肝细胞丙二醛的生成及 LDH 和 GPT酶的释 

放均减少， 肝细胞存活率提高， 细胞膜形态保持完 

整．表明五睐子乙素有抗氧化作用． 
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关■调 自由基’脂质过氧化；雨二醛j抗氧化剂； 加入 CCI (终浓度 7．5 retool／L) FeSO,(葵 

五味子乙素 浓度 50 mol／L
， 内含半胱氨酸 200 mol／L)， 

取全部培养液和细胞测定 MDA生成量．给药 
近年来，活性氧自由基引起生物膜上多聚 组在肝细胞预培养 l h后

， 分别加入 3个剂量 
不饱和脂肪酸的过氧化被认为与细胞损伤．机 五 味子乙索 (溶于 DMSO

， 终浓度为 5，25， 

体衰老乃至肿瘤发生有密切关系‘ “· 人们希 50~g／m1)
， 作用 l hA，再加入与损伤组等量 

望由此研究抗氧化剂作为防治某些疾病的新途 的 CC1 或 FeSO 五味子 乙素 +CC1
．实验组 

径-五昧子在中医作为滋补强壮剂，近十余年 在损伤后 3 h
， 五味子乙素 +R_sq／半胱氯酸 

来又用于慢性肝炎的治疗·该药对动物化学性 实验组在损伤后 l h分别取全部培养液和细胞 

肝损伤有保护作用，还可对抗活性氧 自由基 引 测定 MDA 生成量
． 

起的旰微粒体脂质过氧化及对抗 q 的过氧 转氨酶 (GPT)乳酸脱氯酶 (LDH)的嗣定 

化作用· 本研究系探讨五 味子乙素对 CCI 和 GPT采用改良金氏法
， LDH 以乳酸为基质， 

sq／半胱氨酸所 引起的体外原代培养大鼠肝 加入 DPN
， 用 比色法测 定． 

细胞脂质过氧化和细胞膜表 面 形 态 损伤的影 扫描电镜标本制作 培养瓶内 加 入 盖玻 

响· 片
， 使肝细胞贴壁生长于上． 取出后经 2．5 

MATERIALS AND METHODs 戊二醛，l 锇酸固定，乙醇梯度脱水， I~l?- 

点干燥，离子喷涂后在扫描 电镜(Can Scan 3- 

Wistar大鼠 “ 只，体重 222~SD 30 g， 30 Avc)下观察肝细胞膜的表面形态并 照象
． 

， 由中国医学科学院实验动物中心供给．胶 酶释放测定实验与扫描电镜实验中肝细胞 

原酶与胰酶抑制剂系 日本和光纯药工业株式会 毒物与药物处理方式与上述 MDA 测定实验中 

社产品·1640粉基培养基产 自19本 目水制药株 相同
． 肝细胞存活率采用 tr~pao 蓝摄入法． 

式会社．半胱氨酸购自英国 L Light公司．小 

牛血清为天津生化制品厂生产．五味子 乙素为 础略u【腮  

本所植化室提供 (cP，mp 116—8℃，Mr 400)． 摄伤作用时间对肝细胞 MDA 生成的影响 

其余试剂及药品均 购 自 国 内 市 场． 试剂为 无论是 CCI 还是 Fa$O
． 损伤实验中， 肝细胞 

AR级· MDA生成量随损伤作用时间延长而增加
， 但 

肝细胞的分离与培养 采用胶原酶两步循 两者又有所不同
． 在 FeSO．损伤实验中，MDA 

环灌流法“ 分离大鼠肝细胞，收获率 卜6×10 生成得很快，加入 FeSO
‘ 7．5 mmol／L后，MDA 

细胞／肝，存活率>90 · 1640培养基用无离 含量已开始增加
，并在 2h内不断上升．CC1．损 

子水溶解，O·45 m滤膜过滤除菌，4℃存放备 伤实验中
， MDA 生成增加在 l h左右出现， 

用·用前加小牛血清 (1O )，青霉素(10O iUl 3 h达高峰
， 以后开始下降(f 1)． 在上述两 

1)链霉素(1O0~tg／m1)及胰岛素 (1 tool／L)． 组实验中肝细胞存活率相应减少
． 

用上述培养液混匀分离好的肝细胞，以 1×10。 五味子乙素的抗曩化作用 

细胞／ 1的密度接种于 20 ml培养瓶内，置 COz 1对脂质过氧化物 MDA生成的影响 5
． 

．~ (370C，95 O2+5％COD内培养． 25，60 pg／ml的五昧子乙素对 CCI
‘和 FeSO ／ 

脂质过曩化物— londiaIdehyde(MDA) 半胱氨酸两种 自由基产生系统所引起的肝细胞 

嗣定 以 MDA 的生成量表示肝细胞脂质过氧 MDA生成均有显著抑制作用
， 且 呈明显 的剂 

{tmo~ · MDA的测定采 用 硫代 巴比 妥酸 量一效应关系
． MDA 生 成 量髓五 味 子 乙素 剂 

荧光法 ·肝细胞培养 l h后，损伤组 内分别 量加大而减少(Fig 2)
． 特剐是对 Fe,SO 损伤 
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Fig 1． Effect of time of dam ag e on hepatocytes 

maiondialdehyde production and viability induced 

by FeSO．and CCI‘·(o) Fe contro l， (●) F 

damage~ (口 ) CCII controlj (■ ) CCIJ damage． 

涠 岛 

Fig 2． Eltect of echizandrin B (Sin B) on 

hepatoeytea maiondialdehyde production induced 

b了 Fes0I and CCII， end GPT end LDH release 

induCed b了FeS0。 vitro．AI1 values ate expressed 

-‘ of damaged production．Each bar of MDA 

production is the i±SD of triplicate determine- 

rions，each bar of enzyme release is the i SD 

0f 6 determinations． ’P> 0．05， ”P < O
． 05， 

“叩 < O．01． 

造成的 MDA生成抑制作用更为显著． 

2 对 GPT和 LDH释放 的影响 5， 25， 

50~g／ml的五 味子乙素 对 FeSOt所致 LDH和 

GPT的释放均有一定的抑制作用(Fig2)，而对 

CCI 所致的 LDH和 GPT 释放却无抑制作用 ． 

3 对肝细胞 存活率 的影响 5，25，50 ／ 

m1五味子乙素均能使 CCI 和 FeSO。／半胱氨酸 

损伤中肝细胞存活率有所提高．损伤组存活率 

为 72—79 左右，给药组在 85—87％， 有明显 

统计学差异． 

355 

4肝细胞彤态学的扫描 电镜观察 

4．1对 FcSO。／半胱氨酸损伤的影 响 在 

未加五味子乙素的损伤组中 96％ 的 盱 细胞形 

态出现明显改变．细胞呈椭圆形且不太规则， 

细胞中心部位表面绒毛脱落，周边部位绒毛大 

部融台呈团状突 起 (Fig 3B， Plate 4． 以下 

各图同)．而经 25~g／ml五昧子乙索培 育过的 

肝细胞形态基本完整 (Fig 3 C)细胞膜表面绒 

毛仅较正常对照肝细胞(Fig 3 A)略租， 表面 

绒毛聚台呈团状突起的仅占 27％． 明显低于 

损伤组． 

4．2对 CCI．损伤的影响 损伤组 内69 

的肝细胞膜表面绒毛聚合成球状 突 起， 破烂 

(Fig 3 D)， 经 25~g／ml五味子乙素培育过的 

肝细胞表面膜基本正常 (Fig 3 E)． 有轻度上 

述改变的 占34 ，亦明显低于损伤组． 

雏生素E夏笨巴比妥对肝细胞脂质过氧化 

的作用 维生素 E及苯巴比妥处理 肝 细 胞的 

实验条件同五味子乙素实 验． 在 FeS0I／半胱 

氨酸损伤实验中，维生素E对肝细胞 MDA生 

成和酶的释放亦有一定抑制作用，但作用程度 

不如五味子乙素明显(Tab 1)． 

苯 巴比妥(5，25，50，100 I~g／m1)与肝细 

胞共同培育后， 在 FeSO。／半胱氨酸 损伤中， 

损伤组 MDA生成量为 3．71 nmol／1 x 1O cells， 

苯巴比妥处理组为 3．48_4．2 nmol／1 x 10。cells． 

Tab 1． Protective effect of schizandHn B 25 ptg 

and vitamin E 25 Itg against F ／cysteine- 

induced hepatocytes iniury 协 vitro． t~SD． 

。P> 0．05，“P<0．05，⋯ P<0．C1． 

FoSO‘ 2．G9~ 0．54 522~ 31 499= 16 74~ 3．05 

FoSO●+ ． 。 。 ．． 

Vit E 1．14± 0．3 494± 67 4i7： 18 90± 1．15 

FeSO．+ ⋯  ⋯  ．．。 ．． 

Sin B 0．33~ 0．007 271~ 14 365~ 65 87± 1．14 

 ̂ v 0∞ ∞一∞ |I(IrJ 口 HL 

Ⅲ 砧 跖 0 

● ●●叫● 

'̂‘v兀lIl艺  【lJlI 自．I【 
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对MDA的生成毫无抑制作用． 

DISCUSS10N 

CC1．经细胞色素 P一450系统 激 活 生成自 

由基 ’CC1。，FeSO~在有还原剂存在下， 一方 

面通过微粒体上黄素蛋 白的电子传递体系诱发 

产生 超氧 阴 离子 (01)， 进 一 步 催 化 0：与 

H 反应生成羟自由基(·OH)， 使氧化性损 

伤作用较低的 0：转 变为具 有强 氧 化 能力的 
一OH． 本实验结果表明， 利用 FeSO．／半胱氨 

酸系统和 CC1．造成原代培养肝细 胞 脂质过氧 

化损伤可作为一种体外研究自由基与抗氧化的 

实验方 法． 

五味子乙素是从五味子种仁中提取的有效 

单体之一，属联苯环辛烯类化台物 ．在上述 

两种不同类型自由基的实验系统中均有抗脂质 

过氧化作用，而且对有强氧化能力的 ·OH拮 

抗作用更显著．为探讨五味子乙素抗氧化作用 

是否与其对细胞色素 P-450诱导作用 有关， 

特选用巳知细胞色素 P一450诱导剂苯巴比妥与 

肝细胞共同培育， 然后以 FeSO,／半 胱氨酸造 

成脂质过氧化．其结果表明苯 巴比妥对肝细胞 

丙二醛生成毫无作用．由此看来，五 味子 乙素 

的抗氧化作用与其对 P一450酶系的诱导无关． 

既往的实验表明五味子中台有 多 种 抗 氧化成 

分 ．究竟这些包括五味子乙素在内的成分是 

怎样清除自由基从而阻断脂质过氧化反应的， 

尚需进一步研究．不论怎样，五味子乙素有可 

能成为一种新类型的抗氧化剂．它的这些作用 

对于了解五味子治疗慢性肝炎和其它疾病及作 

为中医滋补强壮药提供了新的实验依据． 
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