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基于ＭＴＴ法的波棱瓜子抗肝纤维化用量
初步研究
徐和　 戴领　 沈成英　 韩晋　 袁海龙

【摘要】　 目的　 制定波棱瓜子质量控制标准含量上下限，以此确定波棱瓜子用于肝纤维化治
疗的合理用量范围。方法　 本文采用中压制备色谱收集不含波棱甲素（ｈｅｒｐｅｔｒｉｏｎｅ，ＰＥＤＸ）的阴性
样品，加入不同剂量的ＰＥＤＸ，制备不同浓度梯度的ＰＥＤＸ系列样品溶液，建立ＰＥＤＸ系列样品
ＨＰＬＣ指纹图谱，四甲基偶氮唑盐（ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）比色法观察ＰＥＤＸ系列样
品溶液对人肝星状细胞系ＬＸ２细胞增殖的影响，并比较ＰＥＤＸ系列样品溶液与波棱瓜子提取物溶
液的抑制率差异。结果　 （１）指纹图谱结果显示，不同浓度梯度的ＰＥＤＸ系列样品相似度良好；（２）
ＰＥＤＸ系列样品能抑制ＬＸ２细胞增殖，加入样品的剂量Ｍ与细胞抑制率Ｉ值呈现一定的“量—效”
关系，确定了波棱瓜子中药效成分ＰＥＤＸ的最小有效用量为０ ６８ ｍｇ，最大有效用量为８ ２ ｍｇ。结
论　 波棱瓜子用于肝纤维化治疗的合理用量范围为３ ２７ ～ ３９ ４２ ｍｇ。
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　 　 长期以来，中药临床功用与质量评控模式不
相适宜，临床应用上中药的品质含量与临床用量
（质—量）也是分离的，无论药材中药效成分量的高
低，临床用量却未作出调整，导致临床疗效不确切
或不稳定。然而事实上，中药质—量是密不可分、
相互依存的。中药的用量不同于化学药，化学药用
量与其含量是直接相关的。中医临床潜方用药，面
对品质含量相差甚远的中药，而临床用量设置却未
有区别［１３］。

波棱瓜子是葫芦科波棱瓜属波棱瓜（Ｈｅｒｐｅｔｏ
ｓｐｅｒｍｕｍ ｃａｕｄｉｇｅｒｕｍ Ｗａｌｌ．）的干燥成熟种子［４］，为藏
医常用药，用于治疗赤巴病、肝病、胆病以及消化不
良［５］。波棱瓜子具有保肝降酶、抗肝炎病毒等功
效［６］，在各大藏医院广泛应用，在用于治疗肝病的
藏药成方制剂中，有一半以上以波棱瓜子入药。波
棱瓜子药材中主要药效成分为木脂素类成分［７］。
前期通过对波棱瓜子的研究发现，波棱甲素（ｈｅｒｐｅｔ
ｒｉｏｎ，ＰＥＤＸ）为波棱瓜子保肝降酶的关键药效组
分［８］。然而临床上，波棱瓜子用于肝病治疗时用量
多凭经验总结，为了制定其科学合理的用量范围，
本文以ＰＥＤＸ的量效关系为核心进行研究［９］，通过
含量比例进行转换，制定波棱瓜子质量控制标准含
量上下限，将此模式示范应用于中药抗肝纤维化质
量控制方法研究，为实现“中药质量标准更加贴近
临床，临床用量更加科学有据”提供新思路和方法，
深化中医药的量效关系理论［１０］。
!

　 材料与方法
１ １　 主要材料及仪器

波棱瓜子提取物（自制，ＰＥＤＸ 含量为
２０ ８％）；ＰＥＤＸ对照品（自制，纯度超过９８％）。人
肝星状细胞系ＬＸ２细胞，购自北京协和细胞库；
ＤＭＥＭ培养液（美国Ｇｂｉｃｏ公司，批号：１２５５１３６）；胎
牛血清（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，批号：ＤＰＥＯ１６６）；四甲
基偶氮唑盐（ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ，批号：１３２４Ｂ３７）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘ
ｉｄｅ，ＤＭＳＯ，批号：２０１２０３０５２２４）均购自美国Ａｍｒｅｓ
ｃｏ公司；乙腈（色谱纯，加拿大Ｐｒｏｍｐｔａｒ公司），其他
试剂均为分析纯。

ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪ＳＰＤＭ２０Ａ检测器
（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型精密电子天平
（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＸＤＳ１Ｂ型倒置生物显微镜
（北京京瑞天下科技有限公司）；Ｆｏｒｍａ Ｓｅｒｉｅｓ ＩＩ水

套ＣＯ２培养箱（３１１０ Ｓｅｒｉｅｓ ＩＩ水套，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ公
司）；全波长酶标仪（Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ型，Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司）。
１ ２　 ＰＥＤＸ系列样品ＨＰＬＣ指纹图谱的建立
１ ２ １　 色谱条件　 色谱柱为Ａｌｌｔｉｍａ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ
× ４ ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－ ２％冰醋酸水
溶液（２４ ∶ ７６），流速：１ ０ ｍｌ·ｍｉｎ － １，检测波长：
２８０ ｎｍ，柱温：２５℃，进样量：１０ μｌ。
１ ２ ２　 ＰＥＤＸ阴性样品的制备　 称取波棱瓜子提
取物３５ ｇ用８倍量溶剂溶解，上中压硅胶柱制备，
其中溶剂由质量比为３ ∶ ２的石油醚和丙酮组成，中
压硅胶柱由三支粒度为２００ ～ ３００目的１２０ ｇ硅胶
柱串联组成，流动相由石油醚∶ 乙酸乙酯∶ 丙酮
按２∶ ７∶ １的质量比组成，检测波长为２４０ ｎｍ，流速
为１２０ ｍｌ·ｍｉｎ － １，收集不含ＰＥＤＸ的馏分，回收干
燥，即得ＰＥＤＸ阴性样品［１１］。
１ ２ ３　 ＰＥＤＸ对照品溶液的制备　 精密称取
ＰＥＤＸ对照品８ ０ ｍｇ，置５０ ｍｌ量瓶中，用甲醇溶
解并定容至刻度，得浓度为１６０ μｇ·ｍｌ － １的ＰＥＤＸ
对照品储备液。
１ ２ ４　 ＰＥＤＸ系列样品溶液的制备　 按表１将不
同剂量的ＰＥＤＸ对照品加入到不含该成分的阴性样
品溶液（以下称阴性样品溶液）中，制备不同浓度梯
度的ＰＥＤＸ系列样品。溶解，０ ４５ μｍ微孔滤膜过
滤，取续滤液进高效液相色谱仪。

表１　 ＰＥＤＸ样品的加入量

样品
不同组成（ｍｇ）

ＰＥＤＸ ＰＥＤＸ阴性
质量（ｍｇ）

阴性样品 ０ ２ ５０ ２ ５０

样品Ⅰ ０ ５２ ２ ５０ ３ ０２

样品Ⅱ １ ０４ ２ ５０ ３ ５４

样品Ⅲ ２ ０８ ２ ５０ ４ ５８

样品Ⅳ ４ １６ ２ ５０ ６ ６６

样品Ⅴ ５ ２０ ２ ５０ ７ ７０

样品Ⅵ ８ ３２ ２ ５０ １０ ８２

１ ３　 ＰＥＤＸ系列样品对ＬＸ２增殖的影响
各系列样品先用ＤＭＳＯ溶解，再用培养基稀释

到各个不同的浓度，并使ＤＭＳＯ 的浓度低于
１ ０％ ［１２］，不含药物的空白溶剂作阴性对照。取对
数生长期的ＬＸ２ 细胞，用０ ２５％胰蛋白酶－
０ ０２％ ＥＤＴＡ消化，按１ × １０４ ／ ｍｌ的浓度接种于９６
孔培养板中，每孔体积２００ μｌ，细胞培养２４小时后，
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弃去上清，温育４８小时。弃去上清，按１ ２ ４项下制
备方法加入ＰＥＤＸ系列样品溶液，每组设６个平行
孔，作用６小时，吸去上清液，每孔加入５ ｍｇ·ｍｌ －１的
ＭＴＴ液２０ μｌ，继续孵育４小时，终止培养，弃去上清
液，加入ＤＭＳＯ ２００ μｌ，振荡１０分钟后，在４９２ ｎｍ波
长下，用全波长酶标仪测定各孔吸光值（ＯＤ４９２）。根
据下面的公式计算各系列样品的抑制率。

抑制率ＩＲ（％）＝ ＯＤ０ － ＯＤ１ＯＤ０
× １００％

ＯＤ１：系列样品吸光值；ＯＤ０：空白溶剂吸光值
１ ４　 观察项目

按１ ２ １项下色谱条件记录系列样品在６０分
钟内的色谱图，并进行指纹图谱分析。在进行ＭＴＴ
实验之前，倒置显微镜观察培养细胞的形态，选取
生长、形态良好的细胞用于ＭＴＴ实验。
１ ５　 统计学方法

数据采用ＳＰＳＳ １８ ０软件进行统计分析处理，
细胞抑制率数据以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示。两
组间的均数检验采用方差分析，Ｐ ＜ ０ ０５或Ｐ ＜０ ０１
时差异有统计学意义。
"

　 结果
２ １　 ＰＥＤＸ系列样品ＨＰＬＣ指纹图谱

按照１ ２ １项下色谱条件记录６０分钟内的色
谱图，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统Ａ版
进行分析，指纹图谱如图１所示。相似度计算得到
Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，Ｓ４，Ｓ５，Ｓ６，Ｓ７，Ｓ８之间的相似度均为１ ０，
结果表明样品Ⅰ ～Ⅵ相似度良好，最终得到了不同
浓度梯度的ＰＥＤＸ系列样品。阴性样品在ＰＥＤＸ保
留时间处无吸收，在其余特征峰保留时间处均有吸
收，说明ＰＥＤＸ与阴性样品各特征峰间无相互干扰，
最终得到不含ＰＥＤＸ的阴性样品。

Ｓ１为阴性样品；Ｓ２ ～ Ｓ７依次为样品Ⅰ ～Ⅵ；
Ｓ８为ＰＥＤＸ对照品；１波峰为ＰＥＤＸ

图１　 ＰＥＤＸ系列样品指纹图谱

２ ２　 ＬＸ２细胞抑制率的测定
ＰＥＤＸ系列样品作用于ＬＸ２细胞６小时后的

ＯＤ４９２值如表２，根据抑制率计算公式得到各样品
抑制率。建立各系列样品的量Ｍ与细胞抑制率Ｉ
值的“量—效”关系曲线，如图２。由ＰＥＤＸ组分的
“量—效”关系可知，当“量”增加到一定程度时，相
应的“效”增加的幅度减缓，甚至减弱。进一步说明
波棱瓜子中ＰＥＤＸ的“量”对其“效”起着至关重要
的作用，并不是“量”越大越好，也不是越小就不好。
据图２中的“量—效”关系曲线图，确定波棱瓜子中
药效组分ＰＥＤＸ的最小有效用量为０ ６８ ｍｇ，这一
阈值可作为中药质量标准含量控制的下限，最大有
效用量为８ ２ ｍｇ，此用量即是方药安全有效“治疗
窗”的最大用量，可作为方药质量标准含量控制的
上限。通过含量关系转换，可知波棱瓜子的最小有
效用量为３ ２７ ｍｇ，最大有效用量为３９ ４２ ｍｇ。

表２　 ＰＥＤＸ系列样品对ＬＸ２细胞增殖的影响
样品 ＯＤ４９２ 抑制率／ ％

空白溶剂 ０ ７８７０ ± ０ ０４０８ ———
阴性样品 ０ ７２８５ ± ０ ０２３０ 　 ７ ４３

样品Ⅰ ０ ７４８３ ± ０ ０５４７ 　 ４ ９２

样品Ⅱ ０ ６８５３ ± ０ ０１９７ １２ ９３

样品Ⅲ 　０ ６４８５ ± ０ ０３９３ｂ １７ ６０

样品Ⅳ 　０ ６７３０ ± ０ ０２８０ａ １４ ４９

样品Ⅴ 　０ ５３３７ ± ０ ０３４５ｂ ３２ １８

样品Ⅵ 　０ ４８４０ ± ０ ０１７４ｂ ３８ ５０

注：与阴性样品比较，ａＰ ＜ ０ ０５，ｂＰ ＜ ０ ０１

ｍｍｉｎ为最小用量点（ｍｉｎｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ）；ｍｍａｘ为最大用量
点（ｍａｘｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ）；ｍｏｐｔ为最优用量点（ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ）

图２　 ＰＥＤＸ系列样品的“量—效”关系曲线

#

　 讨论
本研究在前期目标成分研究的基础上，确定

了ＰＥＤＸ为抗肝纤维化的药效关键组分。通过不
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同剂量ＰＥＤＸ组分的加入，采用体外ＬＸ２细胞增
殖实验进行药效学评价，阐明“量—效”关系，进而
通过“量—效”关系曲线的变化，找到加入的ＰＥＤＸ
的最低含量点、最高含量点，再转换为人用剂量，以
此可以制定药物的“治疗窗”或推荐临床用量范围，
为波棱瓜子抗肝纤维化作用“含量”标准的制定提
供了方法［１３］。以此阐明中药的组分含量与临床用
量的相关性，建立面向临床、关乎药效的质量控制
方法。

该研究模式的关键技术在于如何制备阴性样
品，为保障目标成分及其阴性样品的完整性，分离
手段和方法是关键。要有高提取率、高回收率、无
损、无残留的成分快速分离技术，即一方面要多快
好省地获得目标成分，同时对剩余阴性样品要尽可
能地保持无损和完整，目前薄层色谱技术和制备
型、中压柱层析系统是较好的解决手段。

该研究结果的获得及“量”的标准的制定，为实
现中药药效物质质量控制“找得准、测得准、定得
准”目标提供了方法和思路，也为解决目前中药质
控格局“量而不准”的症结提供参考，有望成为中药
药效物质质量控制的新模式。

进行面向临床的中药质—量一体化研究，建立
质量与用量之间换算机制，使临床用量科学、合理、
有据。以点代面，以药带方，逐步将此模式推广应
用到其他方药，从而实现中药质量控制从质—量分
离向质—量一体转变，为中医药临床合理用药特别
是为实现中药用量标准从无据可依到有据可依提
供有力的科技支撑。
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