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柚皮苷对豚鼠离体气管平滑肌作用的机制研究

裴 昆 1，夏放高 2，陈海芳 1，罗小泉 1，易徐航 1，董 晶 1，杨武亮 1（1. 江西中医药大学现代中药制剂教育

部重点实验室，江西 南昌 330004；2. 江西钟山药业有限责任公司，江西 九江 332501）

摘要：目的 考察柚皮苷对正常及多种致痉剂诱导的豚鼠气管平滑肌收缩功能的影响及其作用机制。方法 采

用离体气管恒温灌流的方法，取豚鼠气管，在 K-H液中制备豚鼠离体气管环，在其静息张力状态下以及用乙

酰胆碱（Ach）、组胺（His）、氯化钙（CaCl2）、无钙时 Ach诱导细胞内钙释放和高钙时诱发细胞外钙内流条件下，

通过 BL-420S生物机能实验系统测定其张力的变化，考察柚皮苷对离体豚鼠气管平滑肌张力的影响。结果

柚皮苷低剂量浓度（0.0172~0.5504）mmol·L-1时，对静息状态下的豚鼠离体气管平滑肌有一定的收缩作用，高剂

量浓度（0.5504~1.3780）mmol·L-1时舒张气管平滑肌，且呈剂量依赖性；使致痉剂 Ach、His、CaCl2收缩豚鼠离

体气管平滑肌的量效曲线非平行性右移，最大效应降低；抑制加入高钙后引发细胞外钙内流导致的收缩。结论

柚皮苷舒张气管平滑肌作用机制可能与抑制豚鼠气管平滑肌上 M受体、H1受体和阻断 Ca2+通道从而抑制细胞

Ca2+内流有关。
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Study on Therapeutic Mechanism of Naringin on Isolated Tracheal Smooth Muscle of Guinea Pigs
PEI Kun1，XIA Fanggao2，CHEN Haifang1，LUO Xiaoquan1，YI Xuhang1，DONG Jing1，YANG Wuliang1（1. Ministry

of Education Key Laboratory of Modern Preparation of Traditional Chinese Medicine， Jiangxi College of Traditional

Chinese Medicine， Nanchang 330004 Jiangxi， China； 2. Jiangxi Zhongshan Pharmaceutical Co.， Ltd， Jiujiang

332501 Jiangxi，China）

Abstract：Objective To investigate the effects of naringin on the contraction of isolated tracheal smooth muscle of

guinea pigs induced by resting tension or spasmogens，and to explore its therapeutic mechanism. Methods Isolated

tracheal thermostatic perfusion method was used. The guinea pig tracheal smooth muscle was isolated in the K-H

solution. Under the resting tension or stimulated by acetylcholine（Ach），histamine（His），calcium chloride（CaCl2），

calcium-free Ach-induced intracellular Ca2+ releasing，or extracellular Ca2+ influx at the high concentration of Ca2+，

the tension of isolated guinea pig tracheal smooth muscle was observed by BL-420S biological function experiment

systems，and the effect of naringin on the tension was evaluated. Results Naringin at the concentrations of 0.0172~

0.5504 mmol·L-1 could induce the contraction of isolated trachea at resting state，and when at the concentrations of

0.5504~1.3780 mmol·L-1， naringin could induce the relaxation of the isolated trachea in concentration-dependent
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化橘红为芸香科植物化州柚 （Citrus grandis
‘Tomentosa’） 或柚（Citrus grandis（L.）Osbeck）的未成

熟或近成熟的干燥外层果皮[1]，其性温，味苦、辛，

具有理气宽中、燥湿化痰之功效，用于咳嗽痰多，食

积伤酒。其主要成分为黄酮、挥发油、多糖和香豆素

等。《纲目拾遗》描述化橘红“治痰症”。化橘红因其化

痰止咳作用显著，明清时期就被誉为治痰珍品，对痰

症有确切疗效。研究 [2-4]提示，化橘红中黄酮具有较

好的化痰、止咳平喘作用，而且呈剂量相关性，而柚

皮苷又是化橘红黄酮中的主要有效成分。目前，关于

化橘红离体研究[5]不多，也未见对化橘红中柚皮苷的

药效作用研究。为探究化橘红中柚皮苷是否为其平喘

作用的有效成分，本实验采用离体气管恒温灌流方法

制备豚鼠离体气管环，观察柚皮苷对气管平滑肌静息

张力和多种致痉剂的影响，并初步探讨柚皮苷对离体

气管平滑肌的作用机制。为化橘红的进一步开发、临

床应用及药效物质基础研究提供实验依据。

1 材料
1.1 药品及试剂 柚皮苷，从柑橘属植物化橘红中分

离提纯得到，氢谱（1H-NMR），碳谱（13C-NMR），质谱

（ESI-MS）鉴定，含量采用高效液相色谱法（HPLC）峰

面积归一化法计算不低于 98 %；氯化乙酰胆碱

（Acetylcholine Chloride，Ach），上海源叶生物科技有

限公司，批号： YY12478；磷酸组胺（Histamine

Phosphate，His），上海晶纯实业有限公司，批号：

H106192；氯化钙（CaCl2），广东汕头市西陇化工厂，

批号：0707282。K-H 营养液（1000 mL蒸馏水中含

有 NaCl 7.67 g、KCl 0.344 g、MgCl2 0.254 g、CaCl2

0.202 g、NaHCO3 2.125 g、KH2PO4 0.16 g、葡萄糖

2.189 g），以上各试剂均为国产分析纯。水为去离子

水（18 mΩ）。

1.2 动物 豚鼠，雌雄兼有，体质量（300±50）g，由

上海生旺实验动物养殖有限公司提供，动物许可证

号：SCXK（沪）2012-0007。

1.3 仪器 BL-420S生物机能实验系统，HV-4 离体

组织器官恒温灌流系统，HW-1000 超级恒温水浴，

TM-WAVE软件，均为成都泰盟科技有限公司提供；

JH-2肌张力传感器，中国北京航天医学工程研究所；

AE240十万分之一电子天平，瑞士 Mettle梅特勒仪器

公司。

1.4 药物配制 精密称取柚皮苷 100 mg置于 25 mL

容量瓶中，用去离子水定容，超声溶解，得含柚皮苷

4 mg·mL-1的供试品溶液；氯化乙酰胆碱用去离子水

配成 10-5，10-4，10-3，10-2，10-1 moL·L-1；磷酸组胺

用去离子水配成 10-7，10-6，10-5，10-4，10-3，10-2，

10-1 moL·L-1；CaCl2用去离子水配成 10-4，10-3，10-2，

10-1 moL·L-1，以上供试品溶液置于 4 ℃的冰箱中备

用。

1.5 豚鼠气管环制备 取豚鼠击头处死，迅速取出气

管，浸入冷的通入 95 % O2、5 % CO2 混合气体的

K-H液中，去除气管周围结缔组织后，剪成约 3~5

mm左右的气管环，放入盛有 10 mL K-H 液的恒温

浴槽中，恒温浴槽持续通入含 5 % CO2和 95 % O2的

混合气体，温度保持（37±0.5）℃。上端接肌张力换

能器，采用 BL-420S 生物机能实验系统软件记录肌

张力的变化。标本初始负荷张力 2.0 g，每 15 min换

1次 K-H营养液，平衡 60 min后，待气管环张力稳

定后开始实验[6]。

1.6 柚皮苷对豚鼠离体气管平滑肌静息张力的影响
待气管环稳定后，描记一段正常曲线，随后将柚皮苷

采用累积浓度法加入，其累积终浓度分别为 0.01，

0.04，0.08， 0.16， 0.24，0.32， 0.40， 0.48， 0.56，

0.64，0.80 mg·mL-1，记录豚鼠气管平滑肌静息张力

的变化。

1.7 柚皮苷对乙酰胆碱（Ach）和磷酸组胺（His）量效曲
线的影响 待气管环稳定后，采用累积浓度法从

10-7，10-6，10-5，5×10-5，10-4，10-3，5×10-3，10-2

moL·L-1开始建立 Ach量效曲线，记录各浓度引起气

管收缩张力值（E），以加入药物孵育前的 Ach引起的

最大收缩幅度（Emax）为 100 %，以 E/Emax×100 %计算

收缩率，测定 Ach量效关系曲线。待标本张力不再

上升时冲洗气管环数次，每 15 min更换 1次 K-H营

manner. Naringin could result into the non-parallelled rightward move and the decline of maximal effect of the

cumulative concentration-response curve of Ach， His or Cacl2， and could counteract the contraction induced by

extracellular Ca2+ influx. Conclusion Naringin could relax tracheal smooth muscle by acting on M-receptor and

histamine receptor and blocking Ca2+ passage，thus inhibiting extracellular Ca2+ influx.

Keywords：Naringin；Guinea pigs；Tracheal smooth muscle；Extracellular Ca2+ influx
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养液，待基线重新平衡后，加入终浓度 0.2067，

0.4134 mmol·L-1柚皮苷，孵育 20 min，并分别重复

上述 Ach的加入过程，记录各浓度引起的气管收缩

张力值，计算其收缩率，重复建立 Ach的量效曲线。

按上述方法，将 Ach换成 His（10-9，10-8，10-7，10-6，

10-5，10-4，5×10-4，10-3 moL·L-1），建立 His的量效

曲线，并考察柚皮苷对磷酸组胺量效曲线的影响，按

照以上操作设置溶剂（水）空白对照组。

1.8 柚皮苷对氯化钙（CaCl2）量效曲线的影响 离体

气管环先用无钙 K-H液平衡 60 min，待标本稳定后，

换无钙高钾 K-H液平衡 30 min，待基线稳定后，描

记一段正常曲线，随后采用累积加药法从 10-6，5×

10-6， 10-5， 5×10-5， 10-4， 5×10-4， 10-3， 5×10-3，

10-2 moL·L-1开始建立 CaCl2量效曲线，记录各浓度

引起气管收缩张力值（E），以加入药物孵育前的

CaCl2引起的最大收缩幅度（Emax）为 100 %，以E/Emax×

100 %计算收缩率，制定 CaCl2量效关系曲线。冲洗

3 次，重新平衡 30 min，换无钙高钾 K-H 液，10

min后分别加入终浓度 0.2067，0.4134 mmol·L-1柚皮

苷，孵育 20 min，再按上述方法制备 CaCl2 量效曲

线。

1.9 柚皮苷对 Ach所致两种收缩成分的影响 以无钙

K-H 营养液平衡气管标本 60 min，待标本稳定后，

先加入 Ach（终浓度为 2×10-5 moL·L-1）引发气管第一

相收缩，待收缩至坪值，加入 CaCl2（终浓度为 1.5×

10-3 moL·L-1）引发气管第二相收缩至稳定，此时作为

最大收缩 100 %。以此为对照，冲洗数遍，重新平衡

后，为更好的考察柚皮苷对 Ach 所致两种收缩成分

的影响，在无钙 K-H液中给予 3个不同浓度的柚皮

苷（0.2067，0.4134，0.8268 mmol·L-1）孵育 8 min，按

照上述步骤再次加入 Ach和 CaCl2，观察柚皮苷引起

第一相和第二相收缩张力的变化率。

1.10 统计学处理方法 采用 SPSS17.0 统计软件分

析，数据用“均数依标准差”（x依s）表示，组间比较采用
One-way AVONA检验。

2 结果
2.1 柚皮苷对豚鼠离体气管平滑肌静息张力的影响
为了便于计算，将 1.6 项下柚皮苷浓度进行对数运

算，柚皮苷浓度的对数值作为横坐标，变化率作为纵

坐标，绘制曲线图，见图 1。结果柚皮苷在低剂量浓

度 0.0172~0.5504 mmol·L-1（lgC：-2~-0.5） 范围内具

有剂量依赖性收缩静息状态下的豚鼠离体气管平滑肌

的作用，高剂量浓度 0.5504~1.3780 mmol·L-1（lgC：

-0.5~-0.1）范围内具有剂量依赖性舒张豚鼠离体气管

平滑肌的作用，即对豚鼠离体气管平滑肌有双向调节

作用。

图 1 柚皮苷对豚鼠离体气管平滑肌静息张力的影响（x依s，n=8）
Figure 1 Effects of naringin on the contraction of isolated guinea

pig tracheal smooth muscle under resting tension

2.2柚皮苷对 Ach、组胺量效曲线的影响 加入柚皮

苷 0.2067，0.4134 mmol·L-1孵育之后，使 Ach、His

收缩豚鼠离体气管平滑肌的量效曲线非平行性右移，

最大效应降低，其降低强度 His > Ach，并呈剂量依

赖性，即给药浓度越高，右移越明显，最大效应下降

越大。Ach量效曲线中，与 Ach对照组比较，柚皮苷

0.2067，0.4134 mmol·L-1组差异均有显著性意义（P <

0.01，P < 0.001），见图 2。 His量效曲线中，与 His

对照组比较，柚皮苷 0.2067，0.4134 mmol·L-1 组差

异均有显著性意义（P < 0.01，P < 0.001），见图 3。

注：与 Ach对照组比较， **P < 0.01， ***P < 0.001。

图 2 柚皮苷对 Ach收缩豚鼠离体气管平滑肌收缩的作用（x依s，
n=8）
Figure 2 Effects of naringin on the contraction of isolated guinea

pig tracheal smooth muscle induced by Ach

2.3 柚皮苷对氯化钙（CaCl2）量效曲线的影响 在未

加入柚皮苷时，CaCl2引起豚鼠离体气管平滑肌收缩，

且随着药物浓度增大收缩率逐渐增大，加入柚皮苷之

后，CaCl2的量效曲线非平行性右移，随着柚皮苷浓

度的增加，收缩强度明显降低。与 CaCl2组比较，柚
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皮苷 0.2067，0.4134 mmol·L-1 组差异均有显著性意

义（P < 0.05，P < 0.01，P < 0.001）。结果显示，在

加入高钾去极化引起钙内流后，引起气管平滑肌明显

收缩，加入柚皮苷后对钙内流有明显的抑制作用，且

呈剂量依赖性，即给药浓度越高，量效曲线右移越明

显，最大效应下降越大，见图 4。

注：与 CaCl2对照组比较，
*P < 0.05， **P < 0.01， ***P < 0.001。

图 4 柚皮苷对 CaCl2收缩豚鼠气管平滑肌量效曲线的影响
（x依s，n=8）
Figure 4 Effects of naringin on the contraction of isolated guinea

pig tracheal smooth muscle induced by CaCl2

2.4 柚皮苷对 Ach所致两种收缩成分的影响 在无钙

条件下，加入 Ach（终浓度为 2×10-5 moL·L-1）后引起

的第一相依内钙收缩所占的比例较大，柚皮苷对 Ach

致豚鼠离体气管环的第一相依内钙收缩抑制作用不明

显。柚皮苷 0.4134和 0.8268 mmol·L-1两个浓度对高

浓度 CaCl2所致第二相依外钙收缩有显著的抑制作

用，与对照组比较，差异有显著性意义（P < 0.05，P
< 0.01），且对细胞外钙内流的抑制作用具有剂量依

赖关系；但对细胞内钙释放无明显的抑制作用。以上

结果表明，柚皮苷拮抗外钙内流是其抑制 Ach 收缩

气管平滑肌效应的主要作用机制，见表 1。

表 1 柚皮苷对 Ach诱发的两相收缩的影响（x依 s，n=8）
Table 1 Effects of naringin on the two-phase contraction of

isolated guinea pig tracheal smooth muscle induced by Ach

注：与对照组比较， *P＜0.05， **P＜0.01。

3 讨论
豚鼠气管平滑肌主要分布着 M受体、茁2受体和

H1受体。茁2受体兴奋使气管平滑肌舒张，M受体和

H1受体兴奋使气管平滑肌收缩[7]。因此，本实验从兴

奋或抑制受体的角度出发，研究柚皮苷对气管平滑肌

的舒张作用。文献报道[3，8]化橘红的主要有效部位总黄

酮在较低剂量时便有止咳作用，而柚皮苷又是化橘红

黄酮苷中主要活性成分，故本实验从单一成分与活性

部位间相关性进行实验，研究柚皮苷对离体豚鼠气管

平滑肌收缩功能的影响，并初步探讨其作用机制。

结果表明，柚皮苷对静息时豚鼠离体气管平滑肌

具有双向调节作用，即低剂量具有收缩、高剂量具有

舒张气管平滑肌的作用。柚皮苷对 Ach和 His所致的

豚鼠离体气管平滑肌收缩具有较好的舒张活性，使其

量效曲线非平行性右移，最大效应降低，并呈剂量依

赖性，表明柚皮苷对 Ach 和 His 有明显的非竞争性

拮抗作用。研究还发现，柚皮苷对 CaCl2（10-6~10-2

mmol·L-1）收缩气管平滑肌有明显舒张作用（P <

0.01），表明柚皮苷对外钙内流引起的收缩有明显的

抑制作用；在无钙条件下，柚皮苷对 Ach引起细胞

内钙释放导致的收缩抑制作用不明显，但能抑制高钙

引发细胞外钙内流所致的收缩，且随浓度的增加，抑

制作用越明显，Ach 通过启动 M受体依赖型 Ca2+通

道发挥作用 [9]，柚皮苷能抑制 Ach引起的气管收缩，

表明其作用机制也可能与抑制 Ca2+内流有关。

综上所述，柚皮苷舒张气管平滑肌作用机制可能

与抑制气管平滑肌 M受体、H1受体和阻断 Ca2+通道

从而抑制细胞 Ca2+内流有关。柚皮苷低剂量兴奋豚

鼠离体气管平滑肌的作用机制还有待进一步研究。
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淫羊藿苷对氧糖剥夺所致 PC12细胞损伤的保护作用

莫镇涛 1，李文娜 1，翟玉荣 1，石京山 2，龚其海 2（1. 遵义医学院珠海校区药理教研室，广东 珠海 519041；

2. 遵义医学院基础药理省部共建教育部重点实验室，贵州 遵义 563000）

摘要：目的 研究淫羊藿苷对氧糖剥夺 PC12细胞所致炎症损伤的保护作用。方法 采用 PC12细胞复制氧糖

剥夺 2 h细胞损伤模型。实验分成 6组，即正常组，模型组，尼莫地平组（10-5 mol·L-1），淫羊藿苷高、中、低

剂量组（10-5，10-6，10-7 mol·L-1）。将淫羊藿苷各剂量组预给药 1 h加氧糖剥夺期间给药 2 h后，用 MTT法检测

细胞活力，ELISA法检测细胞上清液的肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -lβ（IL-1β）、白细胞介素 -6

（IL-6）含量。结果 淫羊藿苷各剂量组均能显著降低氧糖剥夺 PC12细胞上清液的 TNF-α、IL-1β、IL-6含

量，提高细胞的活力，与模型组比较，差异均有显著性意义（P＜0.05，P＜0.01）。结论 淫羊藿苷能减轻氧糖

剥夺 PC12细胞所致的炎症损伤，具有细胞保护作用。

关键词：淫羊藿苷；PC12细胞；肿瘤坏死因子 -α；白细胞介素 -lβ；白细胞介素 -6
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Protective Effect of Icariin Against PC12 Cells Inflammatory Injury Induced by Oxygen Glucose Deprivation
MO Zhentao1，LI Wenna1，ZHAI Yurong1，SHI Jingshan2，GONG Qihai2（1. Department of Pharmacology，Zhuhai

Campus of Zunyi Medical College，Zhuhai 519041 Guangdong，China；2. Ministry of Education Key Laboratory of

Basic Pharmacology，Zunyi Medical College，Zunyi 563000 Guizhou，China）

Abstract：Objective To evaluate the protective effects of icariin on inflammatory injury of PC12 cells induced by

oxygen glucose deprivation（OGD）. Methods The ischemic stroke model of PC12 cells was induced by OGD for 2 h.

PC12 cells were divided into normal group，model group，Nimodipine（10 滋mol·L-1）group，and high-，medium-

and low-dosage icariin groups（10-5，10-6，10-7 mol/L icariin respectively）. Icariin groups were pretreated with the

corresponding concentrations of icariin for one hour and then were treated with icariin for 2 hours during OGD. After

the treatment，cell viability was measured using MTT assay. Tumor necrosis factor alpha（TNF-α）， interleukin -l

beta（IL-1茁） and interleukin -6（IL-6） contents in PC12 cell supernatant were analyzed using enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA）. Results Icariin at the concentrations of 10-5，10-6，10-7 mol/L significantly decreased

TNF-琢，IL-1茁，IL-6 contents in cell supernatant and increased the cell viability of PC12 cells following OGD injury

（vs model group，P < 0.05，P < 0.01）. Conclusion Icariin could reduce inflammatory damage of PC12 cells induced
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