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何首乌中大黄素-大黄素二蒽酮抗心肌缺血作用研究
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［摘要］ 目的：研究何首乌 Polygonum multiflorum Thunb. 干燥块根中大黄素-大黄素二蒽酮的抗心肌缺血作用。

方法：采用大孔吸附树脂、反相硅胶和制备型高效液相色谱等柱色谱方法快速制备大黄素-大黄素二蒽酮。采用雄性

昆明种小鼠制备异丙肾上腺素诱导的心肌缺血模型，灌胃给予大黄素-大黄素二蒽酮（10 mg·kg–1），以地尔硫卓为

阳性对照组，观察其对小鼠的保护作用。采用心电图检测仪监测小鼠心电图 ST 段抬高情况。采用酶联免疫吸附测

定法（ELISA）试剂盒检测小鼠血清中心肌损伤生物标记物心肌肌钙蛋白-T （cTn-T）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）

水平。结果：何首乌中分离得到的大黄素-大黄素二蒽酮在 10 mg·kg–1剂量下能显著改善心肌缺血小鼠心电图 ST 段

抬高情况，降低血清 cTn-T、CK-MB 水平，改善心肌缺血损伤状态。结论：何首乌中大黄素-大黄素二蒽酮显示较

好的抗心肌缺血作用，值得深入研究。
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[Abstract] Objective: To explore the effect of emodin-emodin dianthrones isolated from Polygoni Multiflori Radix

(PMR) on myocardial ischemia. Methods: The emodin-emodin dianthrones were isolated by macroporous adsorption resin,

reversed-phase silica, and preparative high performance liquid chromatography. Myocardial ischemia was induced in male

Kunming mice with isoprenaline, and then the model mice were given (i.g.) the emodin-emodin dianthrones (10 mg·kg–1)

and diltiazem was used in the positive control group. Then the effect on the disease was observed. Electrocardiogram

detector was used to monitor the elevation of ST elevations on the electrocardiogram in mice. Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kit was used to detect the levels of cardiac troponin T (cTn-T) and creatine kinase isoenzyme

(CK-MB), biomarkers of myocardial injury in serum of mice. Results: The emodin-emodin dianthrones significantly

improved the ST elevations on the electrocardiogram, decreased the level of serum myocardial damage biomarker cTn-T and

the level of myocardial enzyme, and alleviated myocardial ischemia in mice. Conclusion: The emodin-emodin dianthrones

are effective against myocardial ischemia, which are worthy of further research.

[Keywords] Polygoni Multiflori Radix; separation and purification; emodin-emodin dianthrones; anti-myocardial

ischemia
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何首乌为蓼科植物何首乌Polygonum multiflorum

Thunb. 的干燥块根，生何首乌具有解毒、消痈、截

疟、润肠通便等功效[1]；制何首乌具有补肝肾、益精

血、乌须发、强筋骨等功效[1]。文献报道，何首乌中

化学成分主要有蒽醌 （单核和双核蒽醌）、二苯乙

烯、黄酮、多酚及多糖类等[2-10]。现代药理学研究发

现，何首乌具有抗衰老、抗炎、调血脂、保肝、神

经保护和抗糖尿病等作用[11-14]。何首乌水提取物作用

于犬急性心肌缺血再灌注模型，能够使血清中超氧

化物歧化酶（SOD）和过氧化酶（CAT）活性升高，

有效缩小心肌梗死面积，对犬急性心肌缺血再灌注

损伤具有良好的预防作用[15]。进一步研究发现，何

首乌中主要活性成分二苯乙烯苷能够显著降低缺血

再灌注模型心肌细胞中活性氧（ROS）含量，并进

一步抑制细胞凋亡，发挥抗心肌缺血活性[16]。目前

临床心肌缺血的治疗包括药物治疗、支架等的介入

治疗和冠状动脉搭桥术等的手术治疗。其中药物治

疗主要包括硝酸酯类药物、镇痛剂、β受体阻断剂、

钙通道阻断剂、肾素-血管紧张素-醛固酮系统药物、

调脂药，以及丹参片、速效救心丸、银杏叶制剂等

中成药，但这些药物仅能用于缓解症状，难以彻底

治愈[17-18]。

本课题组首次从何首乌中分离得到一类新的成

分二蒽酮类成分，除了发现其在体外细胞和斑马鱼

模型中表现出一定的肝毒性外[19-21]，还发现二蒽酮类

成分具有较好的抗病毒和抗抑郁等活性[22-23]。因此，

为了进一步丰富该类成分的药理活性研究，本研究

对分离得到的反式（顺式） -大黄素-大黄素二蒽酮

（图1）混合样品进行抗心肌缺血活性评价。

1 材料

1. 1 实验动物

无特定病原体（SPF）级雄性昆明种小鼠，38只，

体质量18~20 g，购于北京华阜康生物技术有限公司，

实验动物生产许可证号为 SCXK （京） 2019-0008，
动物实验由中国医学科学院药物研究所伦理委员会

审批，审批号为 00003037。动物饲养于中国医学科

学院药物研究所良好实验室管理规范（GLP）动物

实验中心，自由摄食、饮水，饲养温度为（20±3）℃，

相对湿度为（50. 0±10. 0） %，间隔12 h开灯光照。

1. 2 试药

异丙肾上腺素（ISO，批号：I5627-5G，Sigma公

司）；地尔硫卓（批号：E017，天津田边制药有限公

司）；心肌肌钙蛋白-T（cTn-T，批号：202011025016）、

肌酸激酶 -同工酶 （CK-MB，批号：20210501033）
酶联免疫吸附测定法 （ELISA） 试剂盒均购于上海

纪宁实业有限公司；反式-大黄素-大黄素二蒽酮和顺

式-大黄素-大黄素二蒽酮对照品为实验室制备（纯度≥
98%）；羧甲基纤维素钠（CMC-Na，天津市福晨化

学试剂厂）；其他试剂均为分析纯。

何首乌药材样品于 2020年 10月购于广东省茂名

市高州市，经中国食品药品检定研究院杨建波副研

究员检定为何首乌 Polygonum multiflorum Thunb. 的

干燥块根，样品标本 （GDGZ2020） 保存于中国食

品药品检定研究院。

1. 3 仪器

LC-6AD 型半制备高效液相色谱仪 （日本岛津

公司）；e2695型高效液相色谱仪，配 2998型光电二

极管阵列检测器 （PDA）、 Empower 色谱工作站

（Waters 公司）；ZORSAX SB-C18色谱柱 （250 mm×

4. 6 mm，5µm，美国Agilent公司）；DM-8型大孔吸

收树脂（天津津达正源化工有限公司）；C18反相填

料（日本 YMC 公司）；XPE105型万分之一电子分析

天平、ME303/02型千分之一电子分析天平 （瑞士

Mettler-Toledo 公司）；VIM3000型小动物专用吸入

麻醉机 （美国 SurgiVet 公司）；MD3000-E 型心电图

检测仪 （安徽正华生物仪器设备公司）；Multiskan

FC型酶标仪（美国赛默飞世尔科技公司）。

2 方法

2. 1 大黄素-大黄素二蒽酮样品的制备

取何首乌干燥块根 10 kg，粉碎后用 70%乙醇加

热回流提取 3次，每次 2 h，合并 3次提取液，减压

回收溶剂得 70%乙醇浸出物（1. 5 kg）。将上述浸出

物混悬于水（1 L）中，再加水稀释至 5 L，过DM-8

图1 反式（顺式）-大黄素-大黄素二蒽酮结构式
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型大孔吸附树脂，依次用水和不同体积分数的乙醇

洗脱，得到 3个不同组分，分别为水洗脱部分（组

分 A）、55%乙醇洗脱部分（组分 B）和 95%乙醇洗

脱部分（组分C）。组分C用甲醇溶解，拌样十八烷

基硅烷键合硅胶 （ODS），干法上样，经 ODS 中压

柱色谱分离，依次用 50% 甲醇、70% 甲醇和甲醇洗

脱，再经过反相硅胶薄层色谱检测、合并，共获得

5个组分，分别为 C1～C5。组分 C3（4. 5 g） 经过

半制备液相色谱纯化，流动相为甲醇-水（80∶20），

检测波长为 230 nm，流速为 5. 0 mL·min–1，得到大

黄素-大黄素二蒽酮样品（1. 5 g）。

2. 2 大黄素-大黄素二蒽酮样品分析

2. 2. 1 色谱条件 色谱柱为 Agilent ZORSAX SB-

C18 （250 mm×4. 6 mm，5µm）；流动相为甲醇 -水

（75∶25）；柱温为 35℃；检测波长为 360 nm；流速

为1. 0 mL·min–1；进样量为10 μL。

2. 2. 2 对照品溶液配制 分别取反式（顺式） -大

黄素-大黄素二蒽酮对照品适量，精密称定，加甲醇

溶液制成含反式（顺式） -大黄素-大黄素二蒽酮分

别为0. 31、0. 32 mg·mL–1的混合对照品溶液，即得。

2. 2. 3 供试品溶液配制 取大黄素-大黄素二蒽酮

样品适量，精密称定，加甲醇溶液制成含大黄素-大

黄素二蒽酮0. 67 mg·mL–1的供试品溶液，即得。

2. 2. 4 含量测定 分别取对照品和供试品溶液，按

2. 2. 1 项下色谱条件进样分析，结果显示在对照品

色谱峰保留时间的位置上，供试品溶液显相同保留

时间的色谱峰，见图 2。并进一步用外标法对供试

品中反式（顺式） -大黄素-大黄素二蒽酮进行含量

测定，结果发现其质量分数分别为 50. 7%和 35. 8%，

总质量分数为86. 5%。

2. 3 模型制备、分组与给药

雄性昆明种小鼠适应环境后随机分为 4组，分

别为对照组、ISO 模型组、地尔硫卓（20 mg·kg–1）

阳性对照组和大黄素-大黄素二蒽酮 （10 mg·kg–1，

根据预试验结果确定剂量）组，每组 9~10只。大黄

素-大黄素二蒽酮组小鼠每天灌胃给药相应剂量的大

黄素-大黄素二蒽酮 1次，地尔硫卓组每天腹腔注射

给药 1次，对照组及模型组给予相同量的 CMC-Na

溶液，给药量均为 10 mg·kg–1，连续给药 10 d。给

药第 4天，除对照组外，各组小鼠皮下注射 ISO

（40 mg·kg–1） 1次，给药第 5～10天 ISO皮下注射剂

量调整为 20 mg·kg–1，均为给药后 2 h 造模，第 10
天给予 ISO造模2 h，眼眶取血后处理动物。

2. 4 心电图监测

实验第 10天，每组小鼠随机选取 4只，于造模

0. 5 h 后记录Ⅱ导联心电图，并分析 ST 段抬高的

情况[24]。

2. 5 心肌损伤生物标记物及心肌酶检测

末次造模后 2 h，小鼠眼眶静脉丛取血，室温静

置2 h后，3500 r·min–1离心20min （离心半径8. 6 cm）

分离血清，按ELISA试剂盒说明书测定血清CK-MB

和 cTn-T水平[25]。

2. 6 统计学分析

实验数据均采用 SPSS 13. 0软件处理分析，组

间比较用 t检验，以P<0. 05表示差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 大黄素-大黄素二蒽酮对 ISO致心肌缺血小鼠Ⅱ
导联心电图的影响

心电图检查是诊断心肌缺血最常用的无创性方法。

ISO给药引起小鼠心电图出现ST段持续弓背抬高，表

现出典型的心肌缺血性改变。计算 ST 段抬高程度

（ΔST），模型组与对照组比较显著升高（图3）。大黄

素-大黄素二蒽酮10 mg·kg–1能显著降低 ISO引起的心

电图ST段抬高，与模型组比较差异有统计学意义（P<

0. 05），且活性优于地尔硫卓（20mg·kg–1）。

注：A. 混合对照品；B. 样品；1. 反式-大黄素-大黄素二蒽酮；2. 顺

式-大黄素-大黄素二蒽酮。

图2 反式（顺式）-大黄素-大黄素二蒽酮混合对照品和样品的

高效液相色谱图
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3. 2 大黄素-大黄素二蒽酮对 ISO致心肌缺血小鼠血

清心肌损伤生物标记物 cTn-T的影响

心肌坏死时，心肌内含有的一些蛋白质类物质

会从心肌组织内释放出来，并出现在外周循环血中，

可作为心肌损伤的判断性指标。肌钙蛋白（Tn）是

心肌组织收缩的调节蛋白，心肌肌钙蛋白（cTn）与

骨骼肌中的Tn在分子结构和免疫学上是不同的，因

此是心肌所独有的，是判断心肌坏死最特异和敏感

的首选标志物。 cTn 有 3个亚型，分别为 cTn-T、

cTn-I 和 cTn-C。cTn-T 对早期和晚期心肌坏死均具

有很高的诊断价值。

各组小鼠血清中 cTn-T检测结果见图 4。ISO 引

起小鼠血清心肌损伤生物标记物 cTn-T 水平显著升

高，与对照组比较差异有统计学意义（P<0. 05）。与

模型组比较，大黄素-大黄素二蒽酮 10 mg·kg–1能显

著降低小鼠血清 cTn-T水平（P<0. 05），且活性优于

阳性对照药地尔硫卓（20 mg·kg–1）。

3. 3 大黄素-大黄素二蒽酮对 ISO致心肌缺血小鼠血

清心肌酶CK-MB含量的影响

CK-MB是判断心肌坏死的另一个临床特异性和

敏感性指标。各组小鼠血清中CK-MB水平检测结果

见图 5。ISO能引起小鼠血清CK-MB水平显著升高，

与对照组比较差异有统计学意义（P<0. 05）。与模型

组比较，大黄素-大黄素二蒽酮（10 mg·kg–1）能显

著降低 ISO引起的血清CK-MB水平升高（P<0. 05），

且活性优于阳性对照药地尔硫卓（20 mg·kg–1）。

4 讨论

本课题组首次建立从何首乌中快速制备大黄素-

大黄素二蒽酮的分离方法，并对其进行了抗心肌缺

血活性筛选，初步确定其在 10 mg·kg–1的剂量显

示较好的活性，且活性优于阳性对照药地尔硫卓

（20 mg·kg–1），为进一步深入系统地研究该类成分

的药理活性提供参考。在后续的研究中，一方面要

分别考察反式、顺式-大黄素-大黄素二蒽酮的抗心

肌缺血活性，另一方面还需要考察其不同剂量的抗

心肌缺血活性，进而获得半数有效量，有助于系统

评价其治疗指数，从而评价该类成分的安全性。

与此同时，本课题组研究发现，何首乌中二蒽

酮类成分为微量成分[26]，除了大黄素-大黄素二蒽

酮，还存在 40余个潜在二蒽酮类成分[27]。为了进一

步评价该类成分的抗心肌缺血活性及其作用机制，

有必要对该类成分进行靶向分离与纯化，从而阐明

何首乌抗心肌缺血活性的潜在物质基础，进一步为

其临床应用提供依据。
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