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摘 要 目的：研究二苯乙烯苷（TSG）对人乳腺癌T-47D细胞增殖及其雌激素受体（ER）表达的影响，探讨其雌激素样作用及可能

机制。方法：以ER阳性人乳腺癌T-47细胞为对象，以β-雌二醇（β-E2，1×10－8 mol/L）为阳性对照，采用CKK-8法检测不同浓度TSG

（1×10－8、1×10－7、1×10－6、1×10－5、1×10－4 mol/L）作用24、48、72 h后的细胞增殖情况，并计算增殖率；分别采用Western blotting法和

逆转录-聚合酶链式反应法检测经低、中、高浓度 TSG（1×10－8、1×10－6、1×10－4 mol/L）作用 48 h 后细胞中 ER-α、ER-β蛋白及其

mRNA的表达情况。结果：经不同浓度TSG作用24、48、72 h后，各给药组各时间点（除β-E2组48 h外）的细胞增殖率均较空白组显

著升高，且TSG 1×10－7、1×10－6、1×10－5 mol/L组显著高于β-E2组（P＜0.05或P＜0.01）。经低、中、高浓度TSG作用48 h后，各给药

组细胞中ER-α、ER-β蛋白及其mRNA的表达量均较空白组显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；且TSG低浓度组ER-β蛋白的表达量，

各浓度组细胞中ER-α mRNA以及低、高浓度组ER-β mRNA的表达量均显著高于β-E2组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：TSG可诱导

T-47D细胞的体外增殖，并可通过促进ER-α、ER-β蛋白及其mRNA的表达来发挥雌激素样作用；这种作用在一定浓度下强于β-E2。

关键词 二苯乙烯苷；植物雌激素；人乳腺癌T-47D细胞；细胞增殖；雌激素受体
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二苯乙烯苷化学名为2，3，5，4′-四羟基二苯乙烯葡

萄糖苷（2，3，5，4′-tetrahydroxystilbene-2-Ο-β-D-gluco-

side，以下简称“TSG”），易溶于水，是中药制首乌的主要

活性成分，且其含量是制首乌质量控制的专属性指

标[1]。制首乌为蓼科植物何首乌Polygonum multiflorum

Thunb.干燥块根的炮制加工品，具有补肝肾、益精血、壮

筋骨、乌须发之效[1]。现代药理研究表明，制首乌及其活

性成分TSG具有抗衰老、防治骨质疏松、改善血管性痴

呆等作用[2-3]。本课题组前期发现，制首乌具有植物雌激

素样作用，其水煎剂可调节去卵巢大鼠的生殖轴，亦能

抑制雷公藤多苷对大鼠生殖功能的破环，且制首乌含药

血清可促进人乳腺癌T-47D细胞的增殖[4-6]；且前期体内

实验还发现，TSG能增加性未成熟小鼠的子宫系数，调

节性激素水平，增强子宫雌激素受体（ER-α、ER-β）的表

达，亦提示TSG具有雌激素样活性[7]。基于此，本课题组

拟研究TSG对雌激素受体阳性[ER（+）]人乳腺癌T-47D

细胞增殖及其ER表达的影响，以进一步探讨TSG的雌

激素样作用及分子机制，为制首乌植物雌激素样作用的

物质基础研究和临床应用提供实验依据，为雌激素依赖

性肿瘤（如乳腺癌、子宫内膜癌）患者的治疗提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Eclipse TS100型倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；

Synergy 2型荧光/吸收光酶标仪（美国 BioTek 公司）；

BB15型CO2培养箱（美国Thermo Fisher Scientific公司）；

Mini-PROTEAN Tetra型电泳槽、ChemicDoc Touch型超

高灵敏化学发光成像系统、C1000 Touch Thermal Cycler

型聚合酶链反应（PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；Nano-

Photometer型超微量分光光度计（德国 Implen公司）；Mi-

crofuge 20R型高速冷冻离心机（美国Beckman 公司）。

1.2 药品与试剂

TSG 对照品（上海源叶生物科技有限公司，批号：

J17O8Z45941，纯度：99.9％）；β-雌二醇对照品（β-E2，阳

性对照，北京索莱宝科技有限公司，批号：521C022，纯

度：≥98.0％）；DMEM高糖培养液、无酚红DMEM高糖

培养液、胰蛋白酶（美国 Gibco 公司，批号分别为

8118240、2003881、1967534）；胎牛血清（FBS）、活性炭-

葡聚糖苷处理的胎牛血清（CDT-FBS，以色列Biological

Industries 公司，批号分别为 1829596、1742900）；兔源β-

肌动蛋白（β-actin）、ER-α抗体（美国CST公司，批号分别

为 4、6）；兔源 ER-β抗体（美国 Abcam 公司，批号：

GR3211677-6）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球

蛋白G（H+L）二抗（美国 Jackson Immuno Research公司，

批号：139799）；青-链霉素双抗、CCK-8试剂盒、细胞裂

解液、十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）凝胶配制试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、

ECL化学发光试剂盒、快速封闭液（上海碧云天生物技

术有限公司，批号分别为091818180923、013018181008、

082018180910、081518180916、103018181030、0710181-

80906、110818181108）；TRNzol Universal 总 RNA 提取

试剂、FastKing一步法逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）

试剂盒[天根生化科技（北京）有限公司，批号分别为

R6917、Q6214]；PCR引物（序列及扩增片段长度见表 1）

由生工生物工程（上海）股份有限公司设计、合成；二甲

基亚砜（DMSO）等试剂均为分析纯，水为双蒸水。

表1 PCR引物序列及扩增片段长度

Tab 1 PCR primer sequence and amplified segment

length

基因
ER-α

ER-β

β-actin

引物序列
上游：5′-GACATGAGAGCTGCCAACCT-3′
下游：5′-AGATCTCCACCATGCCCTCT-3′
上游：5′-AGCTGGGCCAAGAAGATTCC-3′
下游：5′-GAGCAGATGTTCCATGCCCT-3′
上游：5′-GTGCTATCCCTGTACGCCTC-3′
下游：5′-TTCTGCATCCTGTCGGCAAT-3′

扩增片段长度，bp

421

501

530

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of stilbene glucoside（TSG）on the proliferation and estrogen receptor（ER）of

human breast cancer T-47D cells，and to explore its estrogen-like effect and potential mechanism. METHODS：Taking ER positive

human breast cancer T-47D cells as subjects，using β-estradiol（β-E2，1×10－8 mol/L）as positive control，CCK-8 assay was used to

detect the cell proliferation after treated with different concentrations of TSG（1×10－8，1×10－7，1×10－6，1×10－5，1×10－4 mol/L）for

24，48，72 h；the cell proliferation rate was calculated. Western blotting assay and RT-PCR methods were adopted to detect the

protein and mRNA expression of ER-α and ER-β in cells after treated with low，medium and high concentrations of TSG（1×10－8，

1× 10 － 6，1× 10 － 4 mol/L） for 48 h. RESULTS：After treated with different concentrations of TSG for 24，48，72 h，the cell

proliferation rate of each administration group at each time point（except for β-E2 group at 48 h）increased significantly，compared

with blank group；those of TSG groups（1×10－5，1×10－6，1×10－7 mol/L）were significantly higher than β-E2 group（P＜0.05 or

P＜0.01）. After treated with low，medium and high concentrations of TSG for 48 h，protein and mRNA expression of ER-α and

ER-β in cells were increased significantly，compared with blank group（P＜0.05 or P＜0.01）；protein expression of ER-β in TSG

low concentration group，mRNA expression of ER-α in TSG groups as well as mRNA expression of ER-β in TSG low and high

concentration groups were significantly higher than β-E2 group（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：TSG can induce the in

vitro proliferation of T-47D cells and exert estrogen-like effects by promoting protein and mRNA expression of ER-α and ER-β，

which is stronger than that of β-E2 at a certain concentration.

KEYWORDS Stilbene glucoside；Phytoestrogen；Human breast cancer T-47D cells；Cell proliferation；Estrogen receptor
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1.3 细胞

ER（+）人乳腺癌T-47D细胞株由上海复祥生物科技

有限公司提供。

2 方法
2.1 细胞培养及预处理

将T-47D细胞置于含 10％FBS、1％青-链霉素双抗

的DMEM高糖培养液中，于37 ℃、5％CO2、相对饱和湿

度的条件下培养（培养条件下同）。于试验开始前 3 d，

用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）清洗 2次后，替换为含

5％CDT-FBS、1％青-链霉素双抗的无酚红DMEM高糖

培养液继续培养，以进一步增加细胞对雌激素样物质的

敏感性[8]。

2.2 细胞增殖情况检测

采用CCK-8法检测。取“2.1”项下经培养且处于对

数生长期的细胞适量，用PBS清洗2次，经0.25％胰蛋白

酶消化后，以不含血清的DMEM高糖培养液调整细胞

密度，并按 1×103个/孔接种于 96孔板中，每孔总体积为

150 μL。培养 24 h 待细胞贴壁后，将其随机分为空白

组、β-E2组[1×10－8 mol/L，以含DMSO、5％CDT-FBS、1％

青链霉素、双抗的无酚红 DMEM 高糖培养基稀释

（DMSO 最终体积分数为 0.000 3％），浓度参考文献方

法[9]和本课题组前期预试验结果设置；下同]和TSG不同

浓度组（1×10－4、1×10－5、1×10－6、1×10－7、1×10－8 mol/L，浓

度参考本课题组前期预试验结果设置），每组设 6个复

孔。吸弃上清液，空白组加入含5％CDT-FBS、1％青-链

霉素双抗的无酚红 DMEM 高糖培养液 150 μL，各给药

组加入含相应药物以及 5％CDT-FBS、1％青-链霉素双

抗的无酚红 DMEM 高糖培养液 150 μL。分别于培养

24、48、72 h时，各孔加入CCK-8试剂15 μL，于37 ℃孵育

2 h，使用荧光/吸收光酶标仪于 450 nm波长处检测各孔

的吸光度（A），计算细胞增殖率：增殖率（％）＝（试验组

平均A值/空白组平均A值）×100％。上述试验重复3次。

2.3 细胞中ER-α、ER-β蛋白表达情况检测

采用 Western blotting 法检测。取“2.1”项下经培养

且处于对数生长期的细胞适量，用 PBS 清洗 2次，经

0.25％胰蛋白酶消化后，以不含血清的DMEM高糖培养

液调整细胞密度，并按1×106个/孔接种于6孔板中，每孔

总体积为2 mL。培养24 h待细胞贴壁后，将其随机分为

空白组、β-E2组（1×10－8 mol/L）和TSG低、中、高浓度组

（浓度参考“2.2”项下试验结果设置），每组设 4个复孔。

吸弃上清液，空白组加入含5％CDT-FBS、1％青-链霉素

双抗的无酚红DMEM高糖培养液 2 mL，各给药组加入

含相应药物以及 5％CDT-FBS、1％青-链霉素双抗的无

酚红DMEM高糖培养液2 mL。培养48 h后，收集细胞，

经细胞裂解液裂解后，以12 000 r/min离心15 min，取上

清液按 BCA 法测定蛋白浓度。将蛋白于 100 ℃变性 5

min后，取 20 μg行SDS-PAGE。电泳后转移至PVDF膜

上，室温封闭 15 min，加入ER-α、ER-β和β-actin一抗（稀

释度均为1 ∶1 000），4 ℃孵育过夜；用三羟甲基氨基甲烷

盐酸盐（TBST）溶液清洗10 min×3次，加入二抗（稀释度

为1 ∶ 10 000），室温孵育1 h；用TBST溶液清洗10 min×3

次，经ECL显色后，于超高灵敏化学发光成像系统上成

像。使用 Image-Pro Express 5.1软件分析，以相应蛋白

与内参β-actin条带的灰度值比值作为目标蛋白的表达

量。上述试验重复3次。

2.4 细胞中ER-α、ER-β mRNA表达情况检测

采用 RT-PCR 法检测。取“2.1”项下经培养且处于

对数生长期的细胞，按“2.3”项下方法培养、分组、给药，

每组设 3个复孔。培养 48 h后，收集细胞，参照TRNzol

Universal总RNA提取试剂说明书方法提取总RNA，使

用超微量分光光度计测定其纯度（即A260 nm/A280 nm值，若该

值为 1.8～2.0即表明其纯度符合试验要求 [10]）。参照

FastKing 一 步 法 RT-PCR 试 剂 盒 说 明 书 方 法 进 行

RT-PCR。反应体系（50 μL）：总 RNA 2 μL，2×FastKing

One Step RT-PCR Master Mix 25 μL，25× RT-PCR En-

zyme Mix 2 μL，上/下游引物各 1.25 μL、无 RNA 酶的

ddH2O 18.5 μL。反应条件：40 ℃逆转录30 min；95 ℃预

变性3 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸30

s，共循环35次；72 ℃再延伸5 min。扩增产物行1.2％琼

脂糖凝胶电泳后，于超高灵敏化学发光成像系统上成

像。使用 Image Lab 5.2.1软件分析，以相应基因与内参

β-actin条带的灰度值比值作为目标基因mRNA的表达

量。上述试验重复3次。

2.5 统计学方法

采用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 TSG对T-47D细胞增殖的影响

与空白组比较，β-E2组和 TSG 各浓度组各时间点

（除β-E2组48 h外）的细胞增殖率均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01），且用药 72 h 时 TSG 1×10－7、1×10－6、1×10－5

mol/L组的细胞增殖率均显著高于β-E2组（P＜0.05），详

见表2。根据上述结果，本研究以1×10－8、1×10－6、1×10－4

mol/L作为TSG的低、中、高浓度进行后续试验。

3.2 TSG对T-47D细胞中ER-α、ER-β蛋白表达的影响

与空白组比较，各给药组细胞中ER-α、ER-β蛋白的

表达量均显著升高，且TSG低浓度组ER-β蛋白的表达

量显著高于β-E2组（P＜0.05或 P＜0.01）。其中，β-E2组

细胞中 ER-α、ER-β蛋白的表达量分别增加了 56％、

29％，TSG低、中、高浓度组细胞中上述蛋白的表达量分

别增加了 61％、69％、30％（ER-α）和 83％、28％、34％

（ER-β），详见图1、表3。

3.3 TSG 对 T-47D 细胞中 ER-α、ER-β mRNA 表达的

影响

与空白组比较，各给药组细胞中ER-α、ER-β mRNA
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的表达量均显著升高，且TSG各浓度组ER-α mRNA以

及TSG低、高浓度组ER-β mRNA的表达量均显著高于

β-E2组（P＜0.05或P＜0.01）。其中，β-E2组细胞中ER-α、

ER-β mRNA的表达量分别增加了 22％、27％，TSG低、

中、高浓度组细胞中上述 mRNA 的表达量分别增加了

52％、127％、41％（ER-α）和 95％、26％、131％（ER-β），

详见图2、表3。

4 讨论
雌激素是女性体内重要的性激素，不仅能促进女性

生殖器官发育、维持第二性征，而且在骨代谢、心血管活

动和神经功能中也具有重要作用[11]。雌激素水平低下

可引发一系列疾病，如骨质疏松、更年期综合征、心血管

疾病等，严重影响了女性的正常生活；同时，长期应用雌

激素替代疗法的副作用较多，且可增加雌激素依赖性肿

瘤（如乳腺癌、子宫内膜癌等）发生的风险[11]。因此，不

良反应少的植物雌激素逐渐受到学者的关注，现已成为

相关研究的热点之一[12]。

植物雌激素可与ER结合而发挥雌激素样作用，在

调节ER表达水平的同时，亦可用于治疗骨质疏松、围绝

经期综合征、心血管疾病、肥胖等症[12-13]。ER主要包括

ER-α和 ER-β，其中 ER-α的亲和力及总体活性更高 [14]。

TSG是中药制首乌的主要活性成分，前期研究表明其在

体内具有一定的植物雌激素作用。为进一步探讨该化

合物雌激素样活性及作用机制，本课题组以 ER（+）

T47-D细胞（该细胞含有丰富的ER，易受雌激素或雌激

素样物质诱导而增殖，是用于检测化合物雌激素样活性

的常用细胞株[15]）为对象，以β-E2为阳性对照，通过体外

试验初步考察了不同浓度 TSG 对细胞增殖和 ER 表达

影响。

CCK-8试验结果显示，各给药组各时间点（除β-E2组

48 h外）的细胞增殖率均较空白组显著升高，且用药72 h

时TSG 1×10－7、1×10－6、1×10－5 mol/L组的细胞增殖率均

显著高于β-E2组。这提示阳性对照药和TSG均具有促

进 T-47D 细胞增殖的作用，且 TSG（1×10－7、1×10－6、1×

10－5 mol/L）的作用持续时间可能较阳性对照药更长。

在本研究过程中发现，TSG各浓度组细胞的增殖率均有

先升高后降低的趋势，且在浓度为 1×10－6 mol/L（24、72

h）时达到峰值；同时，TSG在1×10－8～1×10－4 mol/L的浓

度范围内均可显著促进T-47D细胞的增殖，故本研究最

终选择了1×10－8、1×10－6、1×10－4 mol/L作为TSG后续试

验中的低、中、高浓度。

本研究进一步采用Western blotting法和RT-PCR法

分别测定了各组细胞中ER-α蛋白及其mRNA的表达情

况。结果显示，各给药组细胞中 ER-α蛋白及其 mRNA

的表达量均较空白组显著升高，且TSG各浓度组ER-α

表2 TSG对T-47D细胞增殖的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of TSG on proliferation of T-47D cell

（x±±s，n＝3）

组别

空白组
β-E2组
TSG 1×10－8 mol/L组
TSG 1×10－7 mol/L组
TSG 1×10－6 mol/L组
TSG 1×10－5 mol/L组
TSG 1×10－4 mol/L组

增殖率，％
24 h

100

118.99±7.03＊＊

112.46±6.01＊＊

109.23±4.68＊

115.38±3.43＊＊

113.35±0.88＊＊

112.65±2.79＊＊

48 h

100

138.95±22.41

145.86±29.29＊

148.27±33.71＊

147.29±22.99＊

146.01±23.75＊

142.05±6.33＊

72 h

100

132.07±1.20＊＊

137.24±3.35＊＊

147.26±9.41＊＊#

151.13±12.61＊＊#

148.49±8.55＊＊#

136.39±7.18＊＊

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与β-E2组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. β-E2 group，#P＜

0.05

图 1 TSG对T-47D细胞中ER-α、ER-β蛋白表达影响

的电泳图

Fig 1 Electrophorograms of the effects of TSG on pro-

tein expression of ER-α and ER-β in T-47D cells

ER-α

ER-β

β-actin

66 kDa

55 kDa

45 kDa

空白组 β-E2组 TSG低浓
度组

TSG中浓
度组

TSG高浓
度组

表 3 TSG 对 T-47D 细胞中 ER-α 、ER-β蛋白及其

mRNA表达量的影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effects of TSG on protein and mRNA expres-

sion of ER-α and ER-β in T-47D cells（x ±± s，

n＝3）

组别

空白组
β-E2组
TSG低浓度组
TSG中浓度组
TSG高浓度组

蛋白
ER-α

0.858±0.062

1.340±0.102＊

1.378±0.051＊

1.453±0.090＊

1.113±0.017＊

ER-β

0.550±0.028

0.710±0.166＊

1.006±0.022＊＊#

0.705±0.034＊

0.739±0.043＊

mRNA

ER-α

1.680±0.022

2.057±0.034＊

2.546±0.018＊#

3.815±0.078＊＊##

2.371±0.029＊#

ER-β

0.392±0.014

0.496±0.017＊

0.765±0.035＊＊#

0.492±0.027＊

0.905±0.026＊＊##

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与β-E2组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. β-E2 group，#P＜

0.05，##P＜0.01

图 2 TSG对T-47D细胞中ER-α、ER-β mRNA表达影

响的电泳图

Fig 2 Electrophorograms of the effects of TSG on

mRNA expression of ER-α and ER-β in T-47D

cells

ER-α

ER-β

β-actin

421 kDa

501 kDa

530 kDa

空白组 β-E2组 TSG低浓
度组

TSG中浓
度组

TSG高浓
度组
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mRNA的表达量均显著高于β-E2组。这提示阳性对照药

和TSG均可不同程度地上调ER-α蛋白及其mRNA的表

达。值得注意的是，TSG各浓度组细胞ER-α蛋白表达量

与β-E2组无明显差异，但其 mRNA 的表达量却显著升

高，这可能与设计ER-α mRNA扩增引物时未包含变异

片段，而β-E2可诱导引物外某些序列片段转录有关 [16]。

此外笔者还发现，在TSG 1×10－8～1×10－4 mol/L的浓度

作用范围内，细胞中 ER-α蛋白及其 mRNA 的表达呈先

上升后下降的趋势，在TSG 1×10－6 mol/L（中剂量）时其

增强上述指标表达的效果最明显，这可能与PE的双重

调节作用有关，即低浓度协同、高浓度拮抗的拟/抗雌激

素作用[17]。

本研究同法测定了各组细胞中 ER-β蛋白及其

mRNA的表达情况。结果显示，各给药组细胞中ER-β蛋

白及其mRNA的表达量均较空白组显著升高，且TSG低

浓度组 ER-β蛋白表达量以及 TSG 低、高浓度组 ER-β

mRNA的表达量均显著高于β-E2组。这提示阳性对照药

和TSG均可不同程度地上调ER-β蛋白及其mRNA的表

达，且TSG低浓度的诱导作用普遍强于阳性对照药。值

得注意的是，虽然高浓度 TSG 也可显著上调 ER-β

mRNA的表达，但其对蛋白的上调作用相对较弱，这可

能是因为蛋白表达除受mRNA降解的影响外，可能还受

蛋白自组装的影响，从而导致mRNA转录水平和蛋白翻

译水平不同步[18-19]。此外笔者还发现，在TSG 1×10－8～1×

10－4 mol/L的作用浓度范围内，细胞中ER-β蛋白呈先下

降后升高的趋势，在TSG 1×10－8 mol/L（低剂量）时其增

强上述指标表达的效果最明显。ER-β与ER-α变化趋势

不同，这可能与两种亚型活性不同、应答不同有关[12]。

有文献指出，植物雌激素的活性较雌激素弱[12]，且

本课题组前期研究也得出了类似结论[6]。但本研究结果

却提示，TSG的雌激素样活性与β-E2无明显差异，甚至在

某些浓度下还强于β-E2。笔者分析其原因，认为：其一，

β-E2多以 DMSO 为溶剂，若 DMSO 体积分数超过 0.2％

则会产生细胞毒性[20]；其二，受试物TSG是单一化学成

分，而本课题组前期研究以制首乌为对象，成分复杂，故

作用强弱有所差异。

综上所述，制首乌活性成分TSG可诱导T-47D细胞

的体外增殖，并可通过促进ER蛋白及mRNA的表达来

发挥雌激素样作用。本课题组将在此研究的基础上，进

一步探讨TSG对雌激素依赖性肿瘤细胞的影响，挖掘其

雌激素样作用的具体机制，以期为制首乌药材及其活性

成分的雌激素样作用的物质基础研究以及临床应用提

供更多的实验依据。
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“汗渍法”炮制对了哥王中芫花素含量及其抗氧化能力的影响Δ
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摘 要 目的：比较“汗渍法”炮制前后了哥王乙醇提取物中活性/毒性成分芫花素的含量变化，以及炮制对其抗氧化能力的影

响。方法：采用高效液相色谱法测定“汗渍法”炮制前后了哥王药材中芫花素的含量。色谱柱为Diamonsil C18，流动相为0.2％磷酸

水溶液-甲醇（梯度洗脱），流速为1 mL/min，柱温为30 ℃，检测波长为346 nm，进样量为20 µL。将SD大鼠随机分为空白组、了哥

王生品乙醇提取物组（317.52 mg/kg，简称“生品组”）和了哥王炮制品乙醇提取物组（317.52 mg/kg，简称“炮制品组”），每组 6只。

空白组大鼠灌胃等体积1.0％羧甲基纤维素钠溶液，各给药组灌胃相应药物混悬液，灌胃体积均为20 mL/kg，每日1次，连续14 d。

采用酶联免疫吸附测定法检测各组大鼠血清氧化应激指标[丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）]的含量。

结果：芫花素进样检测量的线性范围为 0.147～27.360 μg（r＝0.999 9）；精密度、重复性、稳定性试验的 RSD 均小于 3％；平均加

样回收率为 98.64％～98.92％（RSD＜1％，n＝3）。“汗渍法”炮制前后，了哥王药材中芫花素的平均含量分别为 0.377 6、0.234 0

mg/g。与空白组比较，生品组大鼠血清中 SOD 含量显著升高，CAT 含量显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；炮制品组大鼠血清中

MDA含量显著降低，SOD含量显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；且炮制品组MDA含量显著低于生品组，SOD含量显著高于生品组

（P＜0.05）。结论：经“汗渍法”炮制后，了哥王药材中芫花素的含量有所降低，且抗氧化活性增强；“汗渍法”具有一定的“减毒增

效”效果。

关键词 了哥王；汗渍法；芫花素；含量；抗氧化能力；减毒增效

Effects of “Sweat Soaking Method” on the Content of Genkwanin in Wikstroemia indica and Its

Anti-oxidation Ability

ZHOU Zhirong1，FENG Guo1，2，LI Wei1，2，ZHENG Chuanqi1，XU Qin1，REN Chenchen1，PENG Lizhen1，HUANG

Qiaozong1，XIAO Xiaoyan1（1. College of Pharmacy，Guizhou University of TCM，Guiyang 550025，China；2.

National Engineering and Technology Research Center of Miao Medicine，Guiyang 550025，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the content changes of active/toxic ingredient genkwanin in ethanol extract from

Wikstroemia indica before and after processing with“sweat soaking method” and the effects of processing method on its

anti-oxidation ability. METHODS：HPLC method was adopted to determine the content of genkwanin in W. indica before and after

processing with“sweat soaking method”. The separation was performed on Diamonsil C18 column with 0.2％ phosphoric acid

solution-methanol as mobile phase （gradient elution） at the flow rate of 1 mL/min. The column temperature was 30 ℃ and

detection wavelength was set at 346 nm. The sample size was 20 µL. SD rats were randomly divided into blank group，W. indica

raw product ethanol extract group（317.52 mg/kg，called“raw-product group”as short）and W. indica processed product ethanol

extract group （317.52 mg/kg，called“processed-product group”as short），with 6 rats in each group. Blank group was given

constant volume of 1.0％ CMC-Na solution intragastrically，and administration groups were given relevant medicine suspension

intragastrically；all of them were given 20 mL/kg，once a day，for consecutive 14 days. The contents of serum oxidant stress
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