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黄药子配伍甘草对 ＬＯ２细胞膜通透性影响的研究
卓实，江川，黄玉芳，潘艳琳

（福建中医药大学 附属人民医院 药学部，福建　福州　３５０００４）

［摘要］　目的：研究甘草配伍能减轻黄药子对人肝细胞（ＬＯ２）膜通透性的影响。方法：激光扫描共聚焦显微镜
（ＬＳＣＭ）对经二乙酸荧光素（ＦＤＡ）染色后的ＬＯ２细胞进行实时动态荧光强度检测。通过比较荧光强度的降低率来考
察黄药子及其甘草配伍后含药血清在短时间内对细胞膜通透性的影响。结果：ＬＳＣＭ记录细胞荧光强度变化，
在１０ｍｉｎ扫描停止时，黄药子各组荧光强度降低率与空白组有统计学差异（Ｐ＜００５），而甘草配伍组对荧光强度的
影响较黄药子组有统计学差异（Ｐ＜００５），与空白组无差异（Ｐ＞００５）。结论：黄药子含药血清短时间内即影响肝
细胞膜通透性，甘草配伍后可明显减弱损伤作用，黄药子引起肝损伤的机制可能是其对肝细胞膜的直接损伤作用，

甘草配伍减毒作用与此途径有关。
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黄药子原名黄独，又名零余薯、黄狗头、土芋、

狗嗽、土首乌，为薯蓣科薯蓣属植物黄独 Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ
ｂｕｌｂｉｆｅｒａＬ的块茎。黄药子味苦、辛，性凉，具有
解毒消肿、化痰散结、凉血止血的作用，用于瘿疾

瘤肿、喉痹、吐血、衄血、咯血等［１２］。现主要用于

治疗各种原因引起的甲状腺肿、各型癌症、银屑病、

乳腺增生等症，应用广泛，疗效确切［３］。历代医书

对黄药子毒性就有所记载， 《全国中草药汇编》明

确记载 “苦，辛，凉，有小毒。”为更加合理利用

黄药子药理活性而制约其有毒成分的危害，发挥黄

药子的治疗效果，笔者通过前期实验已明确黄药子

配伍甘草降低对肝脏的毒性［４］。本实验通过黄药子

及其配伍甘草含药血清对肝细胞膜损伤实验，为配

伍减毒增效机制的研究提供了前提，同时也为临床

合理与安全应用中药提供理论与实验依据。

１　材料

１１试剂

黄药子饮片：产地广西，经福建中医药大学药

学院中药鉴定教研室卢伟教授鉴定为薯蓣科植物黄
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独ＤｉｏｓｃｏｒｅａｂｕｌｂｉｆｅｒａＬ．的块茎；甘草饮片：产地甘
肃，经福建中医药大学药学院中药鉴定教研室卢伟

教授鉴定为豆科植物甘草 ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ
的干燥根和根茎；中药饮片均购自福建回春医药连

锁有限公司。ＤＭＥＭ培养基、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、
０２５％胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ生物化学制品有限公司），
胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季青公司）。二乙酸荧光素
（ＦＤＡ，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）。

１２仪器及设备

ＬＳＭ７１０激光扫描共聚焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公
司），Ａｉｒｔｅｃｈ超净工作台（苏州净化设备有限公司），
ＨＦ２１２ＵＶ二氧化碳恒温培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公
司），ＥＣＬＩＰＳＥ生物显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ）等。

２　方法

２１样品处理

黄药子饮片烘干，粉碎，１０倍量水浸泡３０ｍｉｎ，
煎煮１ｈ，倒出药液过滤；药渣用８倍量水二次煎
煮，煎煮１ｈ，合并２次药液；过滤除去药渣，后浓
缩，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心，除去药渣，再次浓缩至
０５ｇ·ｍＬ－１（以生药量计），用时稀释。

黄药子与甘草（１∶２）合煎剂同法煎煮制备药液，
浓缩至０５ｇ·ｍＬ－１（以黄药子生药量为计）。

２２动物分组及含药血清制备

雄性ＳＤ大鼠，清洁级，由福建中医药大学实验
动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５２００４９。
体重（２００±２０）ｇ，随机分为５组，每组５只，黄药子
高、中、低剂量组（给药剂量分别为１０、５、１ｇ·ｋｇ－１）、
配伍组（给药剂量１０ｇ·ｋｇ－１，以黄药子量计）和正
常对照组（蒸馏水）。灌胃给药７ｄ，最后一次灌胃全
天量，灌胃后１ｈ，麻醉，腹主动脉采血。血液室温
静置，离心，取上清液，过滤除菌，冻存。

２３细胞培养及荧光染色
细胞株：人正常肝细胞（ＬＯ２），购自中科院上

海细胞库。于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中正常培养。
精密称取 ００１０７ｇ二乙酸荧光素（ＦＤＡ），溶

于２ｍＬ丙酮溶液，配制成５ｍｇ·ｍＬ－１的准备液，取
１０μＬ准备液用培养基配制成 １０ｍＬ的工作液
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）。

取贴壁生长状况良好的细胞，调整细胞密度为

１５×１０５个·ｍＬ－１，取共焦显微镜培养皿（玻底），每
孔加入１５ｍＬ单细胞悬液，待细胞贴壁后吸掉原培
养基，用ＰＢＳ溶液清洗２～３次，每孔加入 ＦＤＡ工
作液１ｍＬ，避光孵育２ｈ，每组重复３次。

２４ＬＳＣＭ监测细胞内荧光强度变化

激光扫描共聚焦显微镜选定细胞分布均匀、染

色良好的视野；在开始检测时同时加入含药血清，

获取时间序列图像（每隔１０ｓ记录１次，连续记录
１０ｍｉｎ）。扫描停止后，每组选定６个细胞，由系统
记录自动生成荧光强度曲线，导出细胞荧光强度数

据，按公式（１）计算荧光强度降低率。
荧光强度降低率 ＝ ［（初始荧光强度 －测定时

间荧光强度）／初始荧光强度］ ×１００％

２５统计学分析

应用ＳＰＳＳ２２０统计软件对数据进行分析，数据
以（珋ｘ±ｓ）表示，在方差齐性的基础上采用方差分析；
两组比较采用单样本 ｔ检验，Ｐ＝００５、Ｐ＝００１表
示有统计学差异。

３　结果

各组细胞荧光染色后１０ｍｉｎ内荧光强度见图１。
每组扫描取６个细胞作为分析对象，５组细胞荧光
强度在２、４、６、８、１０ｍｉｎ时变化率见表１。

注：Ａ黄药子高剂量组；Ｂ黄药子中剂量组；Ｃ黄药子低剂量组；Ｄ甘草配伍组；Ｅ空白血清组。

图１　各组ＬＯ２细胞荧光强度图（×４００）
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表１　黄药子组及配伍甘草含药血清组肝细胞荧光泄漏率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
ＦＤＡ荧光强度变化率（％）

２ｍｉｎ ４ｍｉｎ ６ｍｉｎ ８ｍｉｎ １０ｍｉｎ

黄药子高剂量组 １４７９±２５５ ２４０３±４０２ ３５７４±５００ ４０９１±６７７ ４８８３±８１６

黄药子中剂量组 ５７１±３１５ １７７２±３００ ２５６７±５７２ ３５００±６３６ ４０９０±８４３

黄药子低剂量组 ３３１±２６２ ６１６±４２４ １５４５±５３２ ２３６１±７２４ ３３４５±８７０

配伍组　　　　 ２４７±１９６ ５４７±２８２ １０２５±５７９ １３８６±８２８ １６３２±１００８

空白血清组　　 ０３９±３０３ ２５０±４０８ ９０３±５４８ １３１８±５６３ １３０４±５２５

４　讨论

激光扫描共焦显微镜（ＬＳＣＭ），是在显微镜基础
上配制激光光源、扫描装置、共轭聚焦装置和检测

系统形成的新型显微镜。与荧光显微镜相比，ＬＳＣＭ
具有高分辨率、高灵敏度的特点［５］。二乙酸荧光素

（ＦＤＡ）是一种本身并没有荧光的酯酶底物，只有被
活细胞摄取后，在细胞非特异性酯酶的催化下才生

成荧光素，经４８０ｎｍ激光激发出波长为５３０ｎｍ左
右的绿色荧光。如果细胞膜受损而不完整，生成的

荧光素很快从细胞中扩散，细胞内荧光强度将

减弱［６７］。

本实验采用ＬＳＣＭ对经过 ＦＤＡ荧光染色的细胞
进行动态监测，通过持续记录加药前后较短时间内

细胞荧光强度的变化，直观监测黄药子在配伍甘草

后对细胞影响状况的变化。经过前期预试验，发现

长时间的激光扫描损伤细胞，出现荧光强度减弱的

情况；后期会出现细胞漂移的现象，从而影响结果

分析，综合考虑设定激光扫描时长为１０ｍｉｎ。实验
结果显示：与空白血清组对比，黄药子各组对细胞

的荧光强度均有较大的影响，随着扫描时间增长，

各组细胞内荧光强度降低率增大；１０ｍｉｎ扫描停止
时，黄药子高、中、低剂量组荧光强度分别降低了

（４８８３±８１６）％、（４０９０±８４３）％、（３３４５±
８７０）％，与空白组荧光强度降低率相比有统计学差
异（Ｐ＜００１）；配伍组荧光强度降低了（１６３２±
１００８）％，与黄药子各组荧光降低率相比有统计学
差异（Ｐ＜００１），与空白血清组荧光强度降低率没
有统计学差异（Ｐ＞００５）。黄药子高剂量组细胞荧
光强度降低明显，与配伍组及空白对照组均有统计

学差异（Ｐ＜００１）；中剂量组细胞荧光强度较空白
组差异显著，较配伍组显著升高（Ｐ＜００１）；低剂

量组在８ｍｉｎ时，与配伍组及空白组相比荧光强度
降低率有统计学差异（Ｐ＜００５），而黄药子配伍甘
草组细胞荧光强度降低率与黄药子高、中剂量组有

统计学差异，在后期其与黄药子低剂量组也出现明

显差异，与空白血清组没有明显差异。另外，空白

血清组的荧光降低率随着扫描时间的延长而降低，

这一结果考虑 ＬＳＣＭ扫描会导致细胞内荧光强度减
弱，与激光扫描导致荧光淬灭有一定的关系。

通过黄药子在１０ｍｉｎ内导致荧光外泄引起细胞
内荧光强度减弱的结果可以推断，短时间内黄药子

影响细胞膜通透性，在细胞膜上形成孔洞，孔洞的

大小至少可以通过该荧光分子，说明黄药子引起肝

毒性早期机制可能与其增加肝细胞膜通透性、影响

细胞膜的完整性有关；而配伍组含药血清对细胞的

荧光强度的影响与空白血清组没有差别，说明甘草

配伍黄药子后保护肝细胞膜的作用与此机制有关。
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