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AB RACT The chopped porcine cerebral 

basilar arteries (PCBA) were incubateel in 

the modifed Tyrode solution with calcium 

ionophore ealcimycin (A-23187， C 1) l0 

p．mol／L in the presen~e of arachidonic acid 

30．8#mol／L and indomethacin．a cyc1o- 

oxygenase inhibitor 2．8~mol／L．The culture 
was extracted and purffied with a SEP— 

PAK column (SEP-PAK CI B Cartridge． 

W _且ters)．The bioassay of the extract was 

then made on the isolated guinea pig ilettm 

with the standard leukotrierie D4 (LTD,) 

200 pg／ml as a reference．The acetylcholine． 
histamine and 5—王玎’released by the ileum 
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was preblockcd by atropine l#mol／L，di— 

phen五ydramine l gtmol／L and cyprohepta- 

dine 3 nmol／L．The cOntraction produced by 
the  extract on the ileum showed the  sBm  

e．haracterestic as LTD．． and was blocked 

by the specific LTs antagonist FPL 55712 

100 ng／m1．Reversed phase high performance 
liquid chroma to~raphy analysis indicated 

the presence of peaks co-chroma to~raphing — 

with standard LTB4， C． and D．． Thc 

retention times LTB．，C‘and D4 in our 

system were 2．2．3．2，5．5 min respectively． 。 

The eluates of peaks cO -chromatographin8 

with IrT ． C． and D． were collected 

and tested for cO ntractile activity oll the  

guinea pig iluem．Only the sub~ances which 

had the similar IrTC‘and IrT retention 

times exhibited contractile activities ． 

Hem3e we concluded that the substances 

of LTs which ha d biological activities 
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were maln]y LTq and D‘．The amount of 

u relcased from PCBA was 70± 15ps／ 
100 mS tissue． W hen PCBA was preincu- 

bated with silybin 100 and 500 ttmol／L．the 
amounts of LTs released wm  27 ± 12and 

14±6~／loo mg tissue．respectively (P< 
O．01)．嗽 rcsuh sugsests that silybin can 

inhibit the activity of 5-1ipoxygcnase of 

cerebral blou d vesssl and 瑚 Y protect the 

brain from ischemia． 

KEY W 0RDS silymarin：cerebral arterics~ 

lipoxygenases； leukotrienesi biological 

sssay~high pressure liquid chromatography； 

SRS-A 

曩■ 离体猪脑基底动脉与吲哚美辛，AA和r．~lelm 

cin一起培养能产生具高度生物活 性 的物质 ·经生物 

鉴定及反相 HPLC 测定证 明为 白三烯 ( trienes， 

LTs)，其生物活性部分主要是 LTC‘，D‘．释放量为 7O 

±15 Pg／100mg．加入 silybin 0．1，0．smmol／L后· 

LTs的释放显著减少，分别为 27±l2，14±6 Ps／1oO 

mg(P<0．01)．提示 sflybin能 抑 制脑血管 5-且目氧酶 

活性，可能对脑缺血具保护作用． 

美■问 水飞蓟宾}脑动脉，脂氧化酶·白细胞三烯’ 

生物鉴定} 高压液相色谱法，慢反应物质 A 

黄酮类及有关化台物对花生四：烯酸 (am— 

chidonic acid，AA)的环氧酶和脂氧酶代谢途径 

有不同的抑制作用．水飞蓟宾(silybin，Sil)抑 

制大直脂氧酶的 Ic o为150 Ilnlo ，L．对太鼠 

肺 ，脾脂氧酶也有抑制作用，对环氧酶抑制作 

用较弱”)．有 证据表明 sjl对肝 脏的保护作用 

与其抑制细胞膜脂质的过氧化有关 ’． 

脑组织和脑血管含有丰富栅  氧酶，具有 

合成自三烯(LTs)的能力 ’，脑缺血时LTs释 

放增加．文献报遭 懈皮素(qucrcetin, QuH) 

是较强的脂氧酶抑制剂，在脑组织中浓度达 10 

ttmol／L时可 抑制 LTs的释放“’．Quer的结构 

类似物 Sil对脑血管脂氧酶的 作用尚未见文献 

报道．本文以C er为对照研究Sil对培养的猪 

脑基底动脉合成及释放LTs的影响，为防治脑 

血管疾病的应用提供一定的实验依据． 

M  n ￡RIALS AND M砌 0DS 

4iS 

标准品 LTB” C‘， D‘系Merck Freest 

Canada公司惠赠． 水飞蓟宾由本院药厂提供 

(96％；mp 167-8~C)Quer、阿托品、苯海拉明由 

北京药品生物制品检定所生产，赛庚啶 (cypro- 

heptadine)、卡西霉素(cal~imycin，A一23187)、 

AA(99 纯)均系 Sisma产 品． FPL-55712由 

Naso Whirl-Pak公司生产． 吲哚美辛 (indo- 

mcthacin)由上海第十七制药厂生产． 

所用水飞蓟宾制成葡 甲胺盐 ，用 4％聚 

乙烯吡咯烷酮(PVP)配成溶液 ，用 HCI 1mol／L 

调 pH至 7-8． QIler在 临 加 药 前 用 1O 

NaHCO8溶液(pH 8)配制．Cslcimycin用无水 

乙醇配制，最终含醇量不超过 0．05％，其它均 

用盐水配制． 

膏体猪脑基赢动辟直警的培养 取新断 

头的猪脑基底动脉 ，置于冰冷的 Tyrode液中保 

存．除去血管周围的结缔组织和脑组织，静重， 

剪碎，加入 Tyrode藏． 

Qller，Sil按终浓度 分剐为 20，100，500 

ttmol／L加入各管，于 37℃ 振荡培养 2O min， 

再依次加入 吲 噪美辛 2．3 Imtol／L， AA 30．6 

p,mol／L，calcimycin 10~tmul／L培养 60 rain， 

培养结束后，迅速置冰浴中止反应．溶剂对照 

组所用量与用药组相同． 

LT8的摄取”’ 上述冷却的培养液用 HC1 

1 mol／L酸化，pH约为 5．4．而后用依次通过 

H。O，无水乙醇， 0各 1Oml预处理过的SEP- 

PAK柱 (SEP-PAK C̈ Cartridge，Waters)3次 ， 

再用 H2O 5 m1，石油醚 5 ml洗去杂质．最后 

用 甲酸甲酯 2ml洗脱 LTs ’，收集 甲酸甲醑部 

分，在 气流下吹干 ，一4O℃ 保存． 一部分 

供反相高压液相 (HPLC)定性，__部分供生物 

鉴定． 

生物鉴定 豚鼠， ，体重 276±sD 22 

g．击昏， 剪取回肠， 冲洗内容物， 制成长约 

卜2 cm 的肠段，置于 Tyro& 液(Ca 离子量减 

至 t／4)10ml{ 饵 蔑 池中，通 95 0l+ 
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n 6 

5 CO 加 2 g负荷作为静息张力，经机械电换 

能器，用 LM 1 4-204型自动平衡记录仪描记张 

力变化曲线．肠段平衡至少 30 min，待收缩稳 

定后，加 入 阿 托 品 1 pmol／L， 苯 海 拉 明 1 

pmol／L和赛庚啶 3nmol／L．稳定 5 min，加入 

上述 LTs提取物 (用 Tyrode液溶解)或标准品 

LTD．200 pg／ml，观察对回肠张力的影响．提取 

物中所含LTs的量由下述标准曲线方程计算． 

标准曲线 方程的奠立 标准品 LTD．溶于 

无水乙醇配成标准液，使浓度为 10 ng／m1． 

用上述生物鉴定方法， 按标准品 LT 的 

终浓度分别为 0．1，0．2，0．3，0．4 ／ml加入， 

观察井记录回肠段的收缩瞌线 ．以标准品 LTD． 

浓 度对回肠张力 的增加量 回归得 标准曲线方 

程 lY=0．2245+1．207×10 x r=0．9989． 

反相HPLC(1” 采用 Waters 510／590型梯 

度 HPLC仪，层析柱为c” 一Bondapak拄(0．39 

×30 cⅡI，流动相为乙腈l水 ：三氟乙酸 70：30： 

0．0008行线性 洗脱．于 20rain内使三氟乙酸 

浓 度从 0．0008％ 增至 0．02 ．流速为 2 ml／ 

min． 采用 Waters 490型程控多波长检测器， 

检测波长为 280呻 ． 

样品中 LTB．，C D．根据标准品LT ， 

C“ D．的保留 时间而 定性． 收集样品在 280 

nm有较大吸收时的流 出液，N 气流下吹尽乙 

腈， 剩下的水溶液冰冻干燥．一40℃ 保存，进 

行生物鉴定． 

RESUL鹤  

离体猪脑基底动脉在吗『哚美辛2．8 pmol／L 

存在时，与AA 30．6ilmol／L，Cal 10ilmol／L 
一 起培养后，产生并释放出大量的生物潘性物 

质．豚鼠回肠用阿托品、苯海拉明、赛庚啶分 

别阻断培养时所释放的乙酰胆碱、组胺、5一羟 

色胺对其张力的影响后，再加入提取物，回肠 

张力明显增加， 且与标准品 LTD4引起的回晒 

收缩颇为相似，卜2 rain潜伏期后，开始收缩， 

持续 z_3rain．如果 先 加入 LTs受体 拮 抗 剂 

FPL 55712 100 tin／m1，再加入提取物 ，回肠张 

力无变化．如果先加提哝物，待回肠收缩达最 

高峰时加入 FPL一5571 2 lOO ng／ml，回肠的收 

缩迅速被拮抗(Fig 1)．说明提取物中含LTs． 

F L 65712 

‘100 nĝ n1) 

FPL5 l2 

F．嘻 1． Contra~ions of strlps of guinea pig ileum 

to leukotriene end t0 the extract eluted from 

SEP-PAK CI。CartridBe． The ileum WAS preblocked 

by atropine 1 itmol／L，dlphenhydramine 1~．mol／L 

and eyprohepttdlne 5 nmol／L． 

Fig 2． Reversed-phase HPLC of the standard leU-- 

kotrienes g。，C。，D．(A)lend the sample (B) 
u g e gradietit mobile phase ．The gradient betwe~  

0．0008 (0．1 mmol／L)trifluoroacetic eeid (TFA) 

and 0．02％(2．5 mmo]／L)TFA over 20 mln (70 

eeetonltrlle in water) was used to separate leuko_ 

trienes g。，C‘，end ．The finW rate WRS 2 el／rain． 

目ll 0∞∞ ^--j _j  
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Ouer和 sil 20，100，500 pmol／L均能抑 

制猪脑基底 动脉合成并释放 LTs，溶剂组无影 

响．Quer和 Sil与所释放的 LTs量之间存在着 

较好的量一效关系(Tab 1)． 

Tab 1． Inhibitory effects of quercetin and tdlybln 

OR the activity of 5-1ipoxygenase of the isolated 

porcine cerebral tmdlar arm ies．n=number expert- 

11fli~111$，i~SD． P>0．05，¨P< O．05， ⋯ P<0．01． 

Release of leukotrienes 

Drug (pg，100 m g tissue) 

(pmol／L) n Quercctin n Silybin 

提取物经反相 HPLC及对其收集物的生物 

鉴定分析，进一步证明其中含 LTB．，C。，D4． 

Fig 2A为标准品LTB,，c” D．的 HPLC图谱， 

Fig 2B为样品的 HPLC图 谱。 各LTs类 物 质 

LTB．，C‘，D4的保留时间分别为 2．2，3．2和 

5．5min (Fig 2)． 

HPLC收集液经生物 鉴定表明，在 LTC．， 

D．保留时间相近处 的流分中所 含 物质具有生 

物活性，且其引起的回肠收缩可被 FPL-55712 

100ng／叫 所拮抗，表明生物鉴定中引起回肠收 

缩的主要成分为 LTC。，D4． 

生物鉴定结果还表明，当不加入外源性的 

AA时，几无 LTs的产生及释放 (n=3)． 

本实验结 果 表 明， 0uer 20， 100， 500 

~anol／L能非常显 著 地抑制猪脑基底动脉合成 

及释放 LTs，与文献报道相符 ，说明本文方法是 

可靠的．其结构类似物 Sil 100， 500 pmol／L 

也能非常 显著地 抑制猪脑 基底动脉 5-脂氧酶 

的活性，从而使 LTs的台成及释放减少． 

猪脑 基底动脉 血管壁 中存在 5一脂氧酶系 

统，经 Cal(或致敏后抗原)攻击后，可释放出 

LTs，但量不多，在本实验中加入环氧酶抑制剂 

吲哚美辛，抑制了环氧酶代谢途径，使更多的 

417 

AA通过脂氧酶代谢，从而 使 释放 的 LTs增 

加’“’． 

当不加入外源性的 AA 时，几乎没有 LT$ 

的释放，说明正常情况下，脑血管合成并释放 

的 LTs量极少，但脑血管具有强的合成LTs的 

能力，加入外源性 从 后，LTs释放量大大增 

加． 

脑缺血时脑组织及脑血管中游离的 AA 明 

显增加 ““，其 脂氧酶代谢物 LTs的量也增 

加．Sil可抑制脑血管5一脂氧酶合成及释放LTs， 

提示 Sil可能对脑缺血具有保护作用． 

采用生物鉴定测定样本中LTs的含量是很 

敏感的 方法，其 检 出 量 约 为 0．1 ng／ml，而 

HPLC需要 10 ng／m1．借助标准品可用生物鉴 

定法进行定量，I'IFLC法可确定 提取物中所含 

成分． 

t崩 高压液相部分得到本教研室岳天立博士的指导， 
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尿激肽释放酶的影响 
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Effects of dietary K on blood pressure， prostaglandin， 

and kallikrein in renovascular hypertensive rats 

ZHANG Hong-Yan，LI Han-Qiug，LU Man—Wen 

(Department of Pharmacology。Ning~da Medica~College，Yinchuan 750004，China) 

ABSTRACT The effects of dietary K (food 

and tap water both containing l％ KCI) 

on blood pressore and renal prostaglandin- 

kallikrein—kinin system were investigated in 

W istar rats made hypertensive by consiric— 

tio13 of left renal artery．DJetary K attenuated 

the development of hypertens ion and in- 

creased urine volume accompanied by in- 

creased  excretion of K．but by uninfluenced 

excretion of Na． Dietary K a1so incrcased 

the urinary excretion of kallikrein， PGE， 

and aldosterone in Goldblatt hypertensive 

Received 1988 Mar 9 Accepted 1989 Apr 3 

rats．There was no sisnificant difference in 

the  values of plasma Na betwccrl the two 

groups with and without dietary K． These 

results suggest that dietary K ma y attenuate 

the development of hype rtens ion， increase 

urirle volume via the  mecha nism of enhanc- 

in8 prod uction of renal PGE2 and kalli- 

krdn in hype rtensive rats． 

KEY W ORDS dietary potassium ： blood 

pressure：aldosterone：prOstaglandins ： kalli- 

kreim renovaseular hype rtension： diuresks 

摄翼 放射免疫法(RIA)侧 定前列 腺 素 E。(PG )， 

分光光度法侧定屎澈肽释放酶， 观察到高钾饮食可显 
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