不同品种川贝母生物碱镇咳、抗炎作用比较
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摘要：目的  比较太白贝母（野生、栽培）与松贝、青贝、炉贝生物碱大孔树脂纯化物的镇咳、抗炎药效学差异，为其临床应用和进一步开发利用提供依据。方法  通过回流法提取，大孔树脂吸附纯化不同品种川贝母总生物碱；紫外分光光度法测定川贝母总生物碱含量。比5种不同品种川贝母生物碱（2.3 mg·kg-1）对氨水致小鼠咳嗽及二甲苯致小鼠耳肿胀的镇咳、抗炎药效学差异。对不同品种川贝母生物碱镇咳、抗炎实验结果进行聚类分析。结果  经大孔吸附树脂纯化后，各川贝母样品生物碱含量在51.93%~68.38%之间。太白贝母（野生）、太白贝母（栽培）、松贝、青贝、炉贝生物碱均可明显延长小鼠咳嗽潜伏期；太白贝母（野生）、松贝、青贝、炉贝生物碱可明显降低2 min咳嗽次数。青贝、炉贝生物碱可使二甲苯致小鼠耳肿胀率明显降低，而太白贝母（野生、栽培）抗炎效果不明显。聚类分析表明，松贝、青贝、炉贝数据聚为一类，再与太白贝母（野生）聚集，而与太白贝母（栽培）分离。结论  太白贝母与松贝、青贝、炉贝生物碱一样具有镇咳作用，但抗炎效果不明显，其生物碱组成可能与松贝、青贝、炉贝有一定差异。
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Comparative Study on the Pharmacodynamic Differences of the Anti-tussive and Anti-inflammatory Effects of the Alkaloids of Different Varieties of Fritillariae Cirrhosae Bulbus
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Abstract: Objectives  To compare the pharmacodynamic differences of the antitussive and anti-inflammatory effects of  equal quantities  of the total macroporous-purified alkaloids of Taibaibeimu，Songbei， Qingbei and Lubei， and provide the basis for further development and clinical application. Methods  The total alkaloids were extracted by reflux and puried by the macroporous resin； the alkaloids contents were determined by the UV spectrophotometry； the pharmacodynamic differences of the effects on the different alkaloids on the xylene-induced mouse ear edema model and the ammonia-stimulated mouse cough model. Each sample inhibition and cough swelling inhibition rates were cluster-analyzed. Results  After purified by the macroporous resin, the contents of the total alkaloids of different varieties of Chuanbeimu were between 51.93%-68.38%. The equal quantities  of the alkaloids of Songbei， Qingbei， Lubei and both of cultivated and wild Taibaibeimu could obviously prolong coughing incubation period of the ammonia-stimulated mouse cough model； Wild Taibaibeimu， Songbei Qingbei and Qingbei could reduce the coughing number in 2 min. Wild Taibaibeimu possessed equal effect on prolonging coughing incubation period and reducing coughing numbers in 2 min while cultivated Taibaibeimu only on prolonging coughing incubation period. The alkaloids of Qingbei and Lubei could obviously reduce the xylene induced mouse ear inflammation swelling rate while Taibaibeimu wheather wild or cultivated had no effect. Cluster analysis showed that the inhibition and cough swelling inhibition rates of the alkaloids of Taibaibeimu could be completely separated from the equal quantities of those of Songbei， Qingbei and Lubei. Compared with the cultivated one， the wild one showed more similar data. Conclusion  Like Songbei， Qingbei and Lubei， the alkaloids of Taibaibeimu had anti-tussive effect； but these alkaloids had little anti-inflammatory effect. Therefore， the composition of the alkaloids of Taibaibeimu were different from Songbei， Qingbei and Lubei. 
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川贝母为中医临床常用止咳药物，具有清热润肺、化痰止咳的功效，用于肺热燥咳、干咳少痰、阴虚劳嗽、咯痰带血等症[1]。《中华人民共和国药典》2005年版[2]记载，川贝母来源于川贝Fritillaria cirrhosa D.Don、暗紫贝母Fritillaria unibracteata Hsiao et K. C. Hsia、甘肃贝母Fritillaria przewalskii Maxim.、梭砂贝母Fritillaria delavayi Franch. 的干燥鳞茎。通常有松贝、青贝、炉贝3个商品规格，多为野生品，且对生态环境要求较高。因此，多年来川贝母供不应求，价格居高不下。为解决川贝母资源缺乏的问题，自《中华人民共和国药典》2010年版开始，太白贝母Fritillaria taipaiensis P. Y. Li或瓦布贝母Fritillaria unibracteata Hsiao et K.C．Hsia var. wabuensis (S. Y. Tang et S. C. Yue)Z. D. Liu， S. Wang et S．C．Chen成为川贝母新基原[3-4]。川贝母新基原品种与原传统川贝母品种在化成成分、药理活性、临床疗效等方面是否一致，有必要进一步深入研究。

    镇咳、抗炎为川贝母主要药理作用，生物碱为贝母类药材镇咳、抗炎的主要活性成分[5-6]。因此，本研究提取纯化川贝母新基原——太白贝母（野生、栽培）和传统川贝母商品规格——松贝、青贝、炉贝的生物碱，并观察不同品种等量生物碱镇咳、抗炎的药效学差异，以期为临床应用提供参考。

1材料与方法
1.1 动物  昆明种小鼠140只，雌雄皆有，SPF级，体质量18～22 g，由成都达硕实验动物有限公司提供，动物质量合格证号：SCXK（川）2013-24。   2、小鼠的数量、性别交代的资料与1.6项（昆明种小鼠70只，雌雄各半）、1.7项（雄性昆明种小鼠70只）的实验数据不符？请核实。
1.2药物及试剂   太白贝母（野生）、太白贝母（栽培）、松贝、青贝、炉贝购自成都国际商贸城，由成都中医药大学中药鉴定教研室陈璐副教授鉴定符合《中国药典》标准。95%乙醇（批号：2016011601）、甲醇（批号：2016030301）、二甲苯（批号：2016012801）、浓氨水（批号：2015041501）、氯仿（批号：2016022501）等试剂均为分析纯，羧甲基纤维素钠（CMC-Na，批号：2014033101），均为成都市科龙化工试剂厂产品；醋酸地塞米松片（批号：150325），遂成药业股份有限公司；改良碘化铋钾溶液（批号：150723），厦门海标有限公司；西贝母碱（C27H43NO3，批号：X-021-1503），成都瑞芬思生物科技有限公司；右美沙芬（氢溴酸右美沙芬片（批号：160315），北京天衡药物研究院南阳天衡制药厂。
1.3仪器  HX-200型高速中药粉碎机，浙江省永康市溪岸五金药具厂；FA2004B型电子天平，上海越平科学仪器有限公司；AUW220D型电子分析天平，日本岛津公司；XMTD-4000型电热恒温水浴锅，北京市永光明医疗仪器有限公司；SHZ-D（III）型循环水式真空泵，巩义市予华有限公司；KH2200DE型数控超声波清洗器，昆山禾创超声仪器有限公司；SB25-12D型超声波清洗仪，宁波新艺超声设备有限公司；PCD-E3000型智能型电热恒温鼓风干燥箱，上海琅玕实验设备有限公司；SPECORD® 200 PLUS型紫外分光光度计，德国耶拿分析仪器股份公司；YLS-8A型多功能诱咳引喘仪，济南益延科技发展有限公司。4、补充多功能诱咳引喘仪资料！
1.4 川贝母总生物碱制备  分别取各品种贝母样品粗粉适量，精密称定，加入1.5 倍量浓氨试液，密封浸润1 h后，再加20倍量三氯甲烷-甲醇（4︰1）混合溶液，80 ℃水浴回流提取2次，每次2 h，过滤，滤渣用10 mL三氯甲烷-甲醇（4︰1）洗涤，合并滤液，60 ℃减压浓缩得浸膏。参考文献方法[7]，加适量2% HCl溶解，并以5% NaOH调pH值为11，配制成0.2 g·mL-1溶液。将该溶液上样于已预处理好的D101大孔吸附树脂，先用蒸馏水洗脱至流出液无色，再用95%乙醇洗脱至以改良碘化铋钾试剂检测显阴性。收集95%乙醇洗脱液，减压浓缩后，于60℃下真空干燥至恒重，得贝母总生物碱。

1.5 西贝母碱标准曲线制备  取西贝母碱对照品适量，精密称定，加三氯甲烷配制成0.2 mg·mL-1的西贝母碱对照品储备溶液。精密量取该储备溶液0.1，0.2，0.4，0.6，0.8 mL，置10 mL容量瓶中，三氯甲烷定容，再转移至分液漏斗中，加蒸馏水5 mL、0.05%溴甲酚绿缓冲液（取溴甲酚绿0.05 g，用0.2 mol·L-1 NaOH溶液6 mL使溶解，加磷酸二氢钾l g，加蒸馏水使溶解并稀释至100 mL，即得）2 mL，密塞，剧烈振摇3 min，静置分层，取三氯甲烷液层，按照《中国药典》的紫外-可见分光光度法[8]，在415 nm波长处测定吸光度，以吸光度为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线，得到线性方程：Y=0.020 34X-0.007 45，决定系数R2=0.999 49。

1.6川贝母生物碱含量测定及受试药物配制    取1.4项下纯化工艺所得干浸膏粉适量，精密称定，加三氯甲烷制成浓度为0.15 mg·mL-1的生物碱样品溶液，取10 mL，按1.5项下方法，从“加入蒸馏水5 mL”起，测定其吸光度值，计算生物碱含量。根据川贝母总生物碱粗提物药效学实验的结果（另文发表），确定各贝母组小鼠给药剂量为2.3 mg·kg-1。分别用0.2 %的CMC-Na溶解回收至干的5种生物碱样品，转移至100 mL烧杯定容，即得浓度为0.23 mg·mL-1的川贝母生物碱溶液。
1.7 对氨水致小鼠咳嗽的影响    昆明种小鼠70只，雌雄各半，随机分为7组，即空白组、阳性对照组（右美沙芬组）、太白贝母（野生）组、太白贝母（栽培）组、松贝组、青贝组、炉贝组，以苦味酸标记。小鼠适应性喂养2 d后，空白组给予0.2 % CMC-Na溶液；阳性对照组给予1.2mg·kg-1的氢溴酸右美沙芬溶液；其余给药组按照2.3 g·kg-1的剂量给予相应的川贝母生物碱；给药体积均为10 mL·kg-1，各组均连续灌胃3 d。第3天给药1 h后，将小鼠放入多功能诱咳引喘仪中，给予20%氨水喷雾10 s，观察和记录小鼠咳嗽潜伏期（开始喷雾氨水至发生咳嗽的时间）和2 min内咳嗽次数（以腹部收缩、口部张开为指标，记1次咳嗽），计算咳嗽抑制率= (模型组平均咳嗽次数-用药组平均咳嗽次数) /模型组平均咳嗽次数×100。

  5、补充咳嗽抑制率的计算公式；阳性对照组给予12mg·kg-1的氢溴酸右美沙芬溶液，与表格3的数据（1.2mg·kg-1）不符！请核实修正。
1.8 对二甲苯致小鼠耳肿胀的影响    雄性昆明种小鼠70只，分组给药同1.7项，阳性对照组（地塞米松组）给药改为1.2 mg·kg-1的醋酸地塞米松溶液。第3天给药1 h后，在每组小鼠右耳背、腹两侧均匀涂布二甲苯各25 μL致炎，1 h后颈椎脱臼处死，沿耳廓基线均匀剪下两耳，用直径8 mm的打孔器打下左右两耳相同部位圆形组织块，于分析天平上称定质量。计算耳肿胀率=（右耳质量－左耳质量）/左耳质量×100 %；并计算各给药组的炎症抑制率，炎症抑制率=（空白组平均肿胀度－用药组平均肿胀度）/空白组平均肿胀度×100 %。
1.9统计学处理及聚类分析方法   采用SPSS13.0统计软件进行数据分析，所有数据均以均数±标准差（
[image: image1.wmf]s

x

±

）表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-Way ANOVA）；以 P < 0.05 为差异有统计学意义。将各贝母提取物给药组镇咳、抗炎实验结果导入SPSS13.0软件，采用中间数（Median clustering）平方欧式距离 (Squared Euclidean distance)进行系统聚类分析。
2结果
2.1生物碱提取物性状及其含量测定   太白贝母（野生）、太白贝母（栽培）、松贝、青贝、炉贝生物碱提取物过滤后均得到有颜色的澄清溶液，生物碱含量测定结果见表1。

表1 川贝母生物碱溶液性状及其含量（n=5）
Table 1  The characteristics and contents of the alkaloid solution of Fritillariae Cirrhosae Bulbus
	药材
	提取物颜色
	提取物状态
	生物碱含量/%

	太白贝母（野生）
	棕黄色
	澄清透明的液体
	62.74

	太白贝母（栽培）
	浅棕黄色
	澄清透明的液体
	68.38

	松贝
	黄白色
	澄清透明的液体
	57.21

	青贝
	浅黄色
	澄清透明的液体
	51.93

	炉贝
	黄白色
	澄清透明的液体
	63.26


2.2对氨水致小鼠咳嗽的影响   结果见表2。与空白组比较，各给药组的咳嗽潜伏期均明显延长，差异有统计学意义（P<0.05）；右美沙芬组、太白贝母（野生）组、松贝组、青贝组、炉贝组的2 min咳嗽次数显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）；太白贝母（栽培）组的2 min咳嗽次数降低不明显，差异无统计学意义（P>0.05）。贝母组之间比较，在延长咳嗽潜伏期方面均无明显差异（P>0.05）；而太白贝母（野生）组、松贝组、青贝组、炉贝组的2 min咳嗽次数明显低于太白贝母（栽培）组，差异有统计学意义（P<0.01）。结果表明，不同品种川贝母生物碱对氨水致小鼠咳嗽均有镇咳作用，太白贝母（野生）与传统川贝母生物碱效果一致，太白贝母（野生）组优于太白贝母（栽培）组。
表2 不同品种川贝母生物碱对氨水致小鼠咳嗽的影响（
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Table 2 The effects of the alkaloids of varieties of Fritillariae Cirrhosae Bulbus with eaqul amounts on the ammonia-stimulated mouse cough model

	组别

	剂量/(mg·kg-1)
	咳嗽潜伏期/s
	2 min咳嗽次数
	抑制率/%

	空白组
	－
	17.00±3.62
	47.80±8.09
	－

	右美沙芬组
	1.2
	31.30±6.93*
	24.80±6.29**
	48.1

	太白贝母（野生）
	2.3
	29.50±4.81*
	25.00±3.20**△△
	47.7

	太白贝母（栽培）
	2.3
	25.60±5.40*
	43.40±7.15
	9.2

	松贝组
	2.3
	37.70±11.36*
	22.00±2.94**△△
	54.0

	青贝组
	2.3
	30.80±5.49*
	28.10±7.90**△△
	41.2

	炉贝组
	2.3
	26.50±3.50*
	24.30±5.33**△△
	49.2


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01；与太白贝母（栽培）组比较，△△P<0.01。

2.3对二甲苯致小鼠耳肿胀的影响    结果见表3。与空白组比较，地塞米松组、青贝组、炉贝组的耳肿胀率明显降低，差异有统计学意义（P<0.01）；太白贝母（栽培）组、松贝组耳肿胀率有降低趋势，但差异无统计学意义（P>0.05）。贝母组之间比较，太白贝母（栽培）组、松贝组、青贝组、炉贝组的耳肿胀率明显低于太白贝母（野生）组，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；而青贝组、炉贝组的耳肿胀率明显低于太白贝母（栽培）组，差异有统计学意义（P<0.05）。结果表明，青贝、炉贝生物碱对二甲苯致小鼠耳肿胀的抗炎作用明显，而太白贝母栽培或野生品种的生物碱抗炎作用均不明显。
表3 不同品种川贝母生物碱对二甲苯所致小鼠耳廓肿胀的影响（
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Table 3 The effects of the the alkaloids of varieties of Fritillariae Cirrhosae Bulbus with eaqul amounts on the xylene-induced mouse ear edema model
	组别
	剂量/(mg·kg-1)
	肿胀率/%
	抑制率/%

	空白
	－
	109.26±12.40
	－

	地塞米松
	1.2
	43.99±23.22**
	59.6

	太白贝母（野生）
	2.3
	117.25±31.61
	-7.3

	太白贝母（栽培）
	2.3
	103.71±17.64#
	4.6

	松贝
	2.3
	91.36±31.03#
	16.5

	青贝
	2.3
	72.74±24.35**##△
	33

	炉贝
	2.3
	76.43±32.63**##△
	30.3


注：与空白组比较，**P<0.01；与太白贝母（野生）组比较，#P<0.05，##P<0.01；与太白贝母（栽培）组比较，△P<0.05。

2.4 不同川贝母生物碱药效学聚类分析结果    结果见图1。不同品种贝母生物碱样品聚为2类，其中，松贝、青贝和炉贝先聚为一小类后，再与太白贝母（野生）聚为一类，而太白贝母（栽培）单独聚为一类。
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图1不同品种川贝母生物碱药效结果聚类分析

Figure 1  Cluster-analysis on the effects of the alkaloids of varieties of Fritillariae Cirrhosae Bulbus
3讨论

太白贝母作为川贝母新基源品种以来，已有研究[9-10]对太白贝母与原有基源品种进行药理作用比较，显示太白贝母与川贝母原有品种镇咳、祛痰、抗炎效果一致。本研究进一步将太白贝母与传统商品规格川贝母生物碱提取、提纯后进行等量生物碱的镇咳、抗炎药理作用比较，旨在进一步明确其药效物质基础的差异，为深度开发利用提供参考。
本研究表明，川贝母新品种——太白贝母（野生）生物碱镇咳效果（延长潜伏期、减少咳嗽次数）与松贝、青贝、炉贝相当，但抗炎效果不明显；而太白贝母（栽培）可延长咳嗽潜伏期，效果与松贝、青贝、炉贝相当，但减少咳嗽次数和抗炎效果不明显。为进一步综合比较川贝母不同品种生物碱之间镇咳、抗炎作用的差异，对5种川贝母生物碱进行聚类分析。聚类分析是一种探索性的分类方法，可将数据按照自身规律进行分类，使数据分析结果更为客观[11-12]。聚类分析显示，综合镇咳和抗炎功效，松贝、青贝、炉贝数据聚为一类，再与太白贝母（野生）聚集，而与太白贝母（栽培）分离。

太白贝母（野生）生物碱相比太白贝母（栽培）与松贝、青贝、炉贝数据更为接近，单就生物碱镇咳、抗炎物质基础而言，可能野生太白贝母与松贝、青贝、炉贝更为相似。提示等量太白贝母（野生）生物碱在镇咳方面可替代传统川贝母，但抗炎作用与传统川贝母生物碱有一定差异。太白贝母（栽培）生物碱与传统川贝母存在较大差异，提示太白贝母GAP基地建设值得进一步加强。川贝母等量生物碱药效学上的差异可能是由物质基础差异所引起的，抗炎、镇咳的物质基础可能不完全一致，尚需通过其他分析手段结合药效学实验进一步研究。
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