
�� � 第九卷 第四期 ★ ! ∀ #
∃

% & ∀
∃

∋

利 用
“

层 次介析
”

法对石擂叶操质及主要成分

减肥降脂 活性 的综合评价
(

口雷 帆 陶佳林 苏 慧 邢 东明

)清华大学生物科学与技术系药物药理研究室

林 晗 杜力军
( (

北京 ∗� � � +∋ ,

摘 要 − 利用层次分析软件
,

采用半数有效量 ). /
0。

,作为评价参数
,

对石 榴叶总揉质及其主要成分

的减肥降脂作用效果进行拟合
,

分析 了各成分的综合作 用
,

找 出 了 总揉质 中最具代表性的 单体成分

012
,

并在此基础上进一步验证 了层次 法分析软件的适用性
。

结 果表明该软 件能够有效地反 映被评价

成分的综合药效
,

并具有准确
、

简便 易行
、

易操作等特点
。

关键词 − 药效评价 层次分析法 石榴叶 减肥降脂

建立科学规范的中药药效评价方法
,

全面
、

科学地

评价中药中复杂成分的药效关系
,

是中药现代化研究

领域的重大前沿课题之一
。

建立一个客观评价中药药

效的方法
,

进而为国际所接受
,

无论是对提高中药在世

界舞台上的竞争力
,

还是对完善治疗方法评价体系
,

都

是非常重要的
。

药物的疗效取决于其内在的物质基础
。

药物的化

学成分组成极其复杂
,

各组分间会存在相互作用
,

药物

的药效往往是各成分作用加和
、

协同和互补或拮抗 的

结果
,

同时由于各成分作用的多靶点性
,

很难用一个指

标对某一或某些成分做出综合判断
。

采用经典的多元

线性 回归等统计建模方法也无法准确反映出中药各成

收稿 日 期
−
� � � 一∋

一

� ∋

修回 日期
−
� � � 刃3一+

分和总体间的复杂关系
。

鉴于药物疗效所面对的对像

是 由各大系统组成的有机生命体
,

具有有序的递阶层

次
,

我室陶佳林采用层次分析法
,

对各项 权重进行估

计
,

并通过判断实验数据的有效性对权重进行校正
,

得

到每个层次的组合权重
。

将这些权重与各个成分药效

的半数有效量 ). /
0。

,相乘
,

再归一化
,

得 出最终 的量

化结果
,

最终实现对中药 复杂体系 中各个成分综合药

效进行数学评判的 目的〔’〕
。

在此基础 上
,

利用上述原

理将其编成软件
,

采用菜单技术和人机对话方式
,

使数

据输人更加方便
,

计算过程更加简单
。

我室多年研究发现
,

石榴叶提取物具有较好的调

节血脂作用
,

并确定其有效部位为总蹂质
。

总棘质不

但可 以降低高脂模型动物的血脂
,

还有预防正常动物

的血脂升高的作用〔’4
。

脂肪 细胞 在脂肪代谢中有着

国家自然科学基金资助 项 目 )5� 3  � 5∋ � ,
−
用 数学模型对石榴 叶总搽质及其主要活性成分对脂肪细 胞作用 的综合评价

,

负责人
−

杜力军
。

联 系人
−

杜力军
,

本子
,

6编委
,

教授
,

主要从 事药理 学研 究
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重要的地位
,

它可以分泌多种活性因子调节机体脂质

的吸收和代谢
。

研究表明
,

减少脂肪细胞内脂质的贮

存可以起到降低血脂
,

纠正糖脂代谢紊乱
,

缓解高脂对

肝脏的毒性的作用 〔’〕
。

所 以
,

我们采用脂肪细胞作为

研究石榴叶总揉质和其中主要单体成分 )Φ1 2
,

Φ1Μ 和

015, 作用的靶细胞
。

我们研究了各个单体成分对脂

肪细胞内脂质合成分解代谢的影响
,

利用该软件进行

了拟合
,

分析了各组分在总揉质减肥降脂中的作用
,

确

定了其中的主要活性成分
,

并进一步验证了该软件的

准确性和适用性
。

参照文献〔5 Ν的方法用组织块天花板贴壁培养法

获得前脂肪细胞
,

以 ∗ < Ι∀
,

个 9 > Ο 接种于培养瓶
,

在

5 ℃
、

3 Π /�
�

条件下 的细胞培养箱中培养
。

当前脂肪

细胞达到接触抑制时
,

加人诱导培养基
,

诱导分化
。

诱

导培养基包括
−
高糖 Θ ϑ .ϑ 培养基

,

含 ∗� Π 胎牛血清
,

∗�
一 吕 ϑ 地塞米松和 �

∃

Φ Α 9 > Ο 胰岛素
。

诱导分化到第

∋ 天可见前脂肪细胞 内聚集大量脂滴
,

成为成熟脂肪

细胞
。

表 ∗ 石榴叶裸质及其中主要成分对脂肪

细胞脂质代谢的 ./3�

药效

. /0。
)林岁> Ο,

一
、

实验材料和方法 石榴 叶裸质 01 2 01Μ 0 15

∗
∃

试剂
、

仪器与材料

)#,试剂
。

高糖 Θ ϑ. ϑ )Θ
Α #Ρ 8 8 8 ∀ ’ 3 > ∀ Χ ?Λ? 8 Χ 8 ; Γ#8 > 8 Χ ?Α > ,

培养基 )Σ? ΡΤ∀ ,
,

地塞米松磷酸钠
,

中性胰岛素注射液
,

考马斯亮蓝 Σ � 3 �
,

磷酸二经丙酮 )Θ Υ ς Ω ,均为 0? Γ > ;

产品 Ξ 脂肪乳注射剂 购 自广州绿 十字药业有 限公 司

)∗� Ψ � �  = 02 一 � , − Θ & ς ϑ; ΙΖ 8 Ι ∗∗ 和 7 Ι?Κ ∀ #均为天为时

代公司产品
。

甘油和甘油三醋)7 Σ ,试剂盒购自北京中

生生物高技术公司 )�∗ �∋ �∗ ,
,

禽类成髓细胞瘤病毒中逆

转录酶)ς?Λ; ?Λ; > ∀ Φ ; ?8 [?ΙΑ Φ ,

ςϑ ! ,一步法 ∴7
一 Ω/∴ 试

剂盒为上海生工产品 Ξ其余试剂均为国产分析纯
。

)� ,分析仪器
。

7 / 一 3 � 9 Υ 型基因扩增仪)Ψ ?∀ 8 Ι ,
,

酶标仪)> ?8 Ι ∀ ]

⊥ #; Ε8 Ι 8 ; Χ 8 Ι ,

ϑ ∀ Χ 8 # 3 3 �
,

Ψ ?∀ 一 ∴ ; Χ ,
,

Θ 1/Κ 一 ∋ ∀ Θ 型转

移电泳槽和 Θ 11 一
>

一 3 型水平电泳仪 )北京 六一

厂 ,
,

凝胶 成像 分析 系统 )上 海复 日 ,
,

/∀
Μ

培养箱

)ϑ /_ 一 ∗3 ς / ,
。

)5, 实验材料
。

石榴叶采 自山东枣庄
,

由本室 向兰博士鉴定为石

榴科植物石榴 ⊥ ΑΒ ?Τ; Γ Ι; Β; ΕΑ > Ο
∃

的干燥叶
,

其植物标

本编 号为 � � � � ∗� ∗�
。

石榴叶蹂质
,

批号为 � ∗� � � 5
,

总

揉质含量为 = ∋ Π
,

其 中 01 2 含量为 ∗� Π
,

01Μ 含量 为

5Π
,

015 含量为 ∋ Π
。

01 2
,

批号 − � � � + ∗ ∗ Ξ 01Μ
,

批号 −

� � � ∋ ∗� Ξ 01 5
,

批号 − � � � 5 ∗+
。

均由本室向兰博士提供
。

�
∃

实验方法

)#, 前脂肪细胞培养和诱导分化成脂肪细胞
。

抑制胞 内脂质量

抑制 ΟΩΟ 活性

促进 脂质分解

抑制 Σ ΩΘ Υ

抑制 ΩΩς∴ , > ∴ & ς 表达

=
∃

� 5

∗
∃

= ∗

∋
∃

5 =

%
∃
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∃
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∋

�
∃

 � 5
∃

∗�

�
∃

∗ 3 �
∃

+ ∗
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 ∗
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∃

∗∋
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∃
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石榴叶操质及主要成分对

脂肪细胞脂质代谢的影响

前脂肪细胞分化

,
=

脂肪细胞内脂质代谢

二
3 了

一尤,
对分化

过程中

关键酶

Σ ΩΘ Υ

活性的

影响

对

ΩΩς∴ 丫

> ∴ & ς

表达量

的影响

对脂

质合

成的

影响

对脂

质分

解的

影响

注 −
图 中数字表示 同一层 次 中各个实验的权重

图 ∗ 石榴叶裸质及其中主要成分对脂肪

细胞脂质代谢影响的递阶层次结构图

表 � 实验数据用层次分析法数学模型处理后最后结果

石 榴叶探质 01 2 0 1 � 01 5

得分

排序

�
∃

� =+ 3

∋

�
∃

=  + = �
∃

� +� ∗ �
∃

∗  � +

注 − 01 2 得分最高 �
∃

= +=
,

排序第一
。

即以 上述 四 方面 综合评

价
,

012 药效最好
。

肠Ι# Χ 08 ?Φ Β 8 8 ; Β Χ 78
8 ΗΒ ∀ #∀群 9 ϑ ∀ Χ 8 Ι Β ?Φ ; Ε?∀ Β

∀Λ 7Ι ; Χ ?‘?∀ Β ; # /Η?Β 8 Φ 8 ϑ 8Χ ?8?Β 8 ; Β Χ ϑ ; 名8 Ι ?; ϑ8 Χ ?8;

〕 ∋  
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)�, 药物对脂肪细胞 内脂质合成和分解的影响
。

大 鼠前脂肪细胞用诱导培养基培养 3 天后
,

加人

不同浓度的药物
,

阳性对照组采用异丙肾上腺素 ∗卜Γ 9

> Ο
,

空白对照组加入 同体积 的 #Π Θ ϑ 0_ 溶液
。

细胞

与药物共培养 ∗� 天
,

隔 日换培养液
。

细胞用 ⎯ Ι8 Ρ
’ Φ

∴ ?Β Γ 8 Ι
缓冲液冲洗后加人含肝素钠 2α 9 > Ο 的 ⎯ Ι8 Ρ

’ 0

∴? ΒΓ 8Ι 磷酸盐缓冲液
,

在 5 ℃
、

/_
Μ

条件下的培养箱中

培养 5 � > ?Β
。

吸取上 清液
,

一部分用 Ψ Ι;Χ Λ∀ ΙΧ 法测定

蛋白质含量
,

另一部分加人预冷 的脂肪乳溶液
,

用文献

〔∋ Ν 的方法测定溶液中脂蛋白醋酶)ΟΩΟ ,活力
。

用甘

油三醋试剂盒检测细胞内甘油三醋含量
。

每组设四个

平行孔
。

结果表示药物对胞内脂质合成的影响
。

前脂

肪细胞诱导分化 3 天后
,

加人不 同浓度药物
,

药物与细

胞共孵 Φ Η
,

取出培养基
。

用甘油试剂盒检测其中的甘

油含量
。

计算药物对甘油释放的百分率
,

它代表药物

对脂肪细胞内脂质分解的影响
。

)5, 药物对前脂肪细胞分化的作用
。

前脂肪细胞加人含药物的诱导培养基培养
,

阴性

对照细胞换用基础 Θ ϑ . ϑ 培养基培养
。

药物与细胞

共培养 ∗� 天
。

破膜液破细胞膜检测其中甘油 5 一
磷

酸脱氢酶 )Σ ΩΘ Υ ,活性
一

’Ν
。

另取细胞破膜液
,

用 Ψ Ι; Χ
]

Λ∀ ΙΧ 法测定蛋 白质含 量
,

用 卜Γ 9 > Ο 表 示
。

结果计算
−

Σ ΩΘ Υ 活力单位 2α 二 ∗ Β ϑ & ς Θ Υ 变化9 > ?Β Ξ ΣΩΘ Υ 比

活 二 Σ ΩΘ Υ 活力 9 卜Γ 蛋白
。

细胞用含药物的诱导培养

基培养 ∗� 天
。

按 照 7Ι ?Κ ∀# 说明书操作方 法提取 细胞

总 ∴ & ς 后
,

按照一步法 ∴ 7 一 Ω/∴ 试剂盒使用说明书

操作扩增 ΩΩς ∴ 丫 > ∴ & ς
。

大 鼠 ΩΩς ∴ 丫引物序列
− 3

‘ ]

ς Σ /ςΣ ς Σ /ς ς ς Σ ςΣ Σ 7 Σ Σ 一 5
‘

和 3
‘ 一 Σ ς 7 Σ Σ Σ /7

]

7 /ς /Σ 7 7 /ς Σ 一 5
’
Ξ Σ ς ΩΘ Υ 引物序列

− 3
’ 一 Σ ς //ς

]

/ς Σ 7 // ς 7 Σ / /ς7 / ς/7 一 5
‘

和 3
‘ 一 7 // ς/ /ς /

]

//7 Σ 7 7 Σ / 7 Σ 7ς Σ 一 5
‘ 。

5
∃

结果统计分析

实验得到的数据经 . β / . Ο 软件进行统计学处理
。

数据表示为均数 士标准差
,

进行组 间 Ε 检验
,

以 尸 χ �
∃

� 3 为显著性差异标准
。

各组均数 与相应 的对照组数

据相 比
,

得到抑制百分率或作用增加百分率
,

用序贯法

求出各个药物的半数有效量 ). / 0。

,
,

将各成分的 . Τ
, 。

代人层次分析软件进行拟合
。

建立降脂减肥相关药理作用 的递阶层次结构
,

并

对各层次结构的权 重进行赋值
。

运 行层次分析软件

)Υ . /Ω ! #
∃

� 版
,

由本室 陶佳林博士编制 ,
,

输人相应

的数据和权重
,

得到最终综合分析结果
。

二
、

结果与分析

)# ,石榴叶揉质
、

0 1 2
、

01 Μ 和 01 5 在上述各个

实验中的 . /
0。

数据结果 见表 ∗
。

表 ∗ 显示
,

石榴叶蹂

质中各个成分对脂肪细胞脂质代谢中的不同方面具有

强弱不同的作用
,

每个单体都在不同的作用环节发挥

最大的作用
。

)� ,按照 陶佳林方法建立问题 的递 阶层次结构及

各个结构的权重
。

石榴叶揉质及其中主要成分对脂肪

细胞脂质代谢影响的递阶层次结构见图 ∗
。

)5, 将石 榴叶靴质对脂代谢作用数据代人软件
,

通过数学拟合计算得到各个成分的得分和排名
。

程序

运行过程如下
。

首先运行程序
。

按照提示输人最高层次的平行元素的数 目)本

实验平行元数为 � ,
。

∋ + 〔δ
∀ Ι#Χ 08 ?8 Β 8 8 ; Β Χ 78

8 ΗΒ ∀ #∀群9 ϑ ∀ Χ 8 Ι Β ?Κ ; Ε?∀ Β
∀Λ 7Ι ; Χ ?Ε?∀ Β ; # /Η ?Β 8 Φ。 ϑ 8 Χ ?8 ?Β 8 ; Β Χ ϑ ; Ε8 Ι ?; ϑ 8Χ ?8 ;

〕
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依次输人名称
,

对应权重 比例 )�
∃

∋ − �
∃

=, 和下层

次中元素量 )下一层次中各有 � 个元素,
。

最后检验数据输人正确
,

点击计算 )
。;# ∀ Α# ;Ε 8

,
,

得出最

依次按照提示输人各元素对应的下层次名称和 后结果 )见表 � ,
。

对应权重
,

直到输入全部层次
。

三
、

讨 论

我国的药理工作者就如何运用和运用何种数学模

型评价中药药效进行 了多方位的探讨
,

并提出了不 同

的药效评价方法
,

包括最早的水闸门法 〔‘」
,

总分法叫

和聚类
一 矩阵和法 εΦ∗

,

以及近年来发展起来的人工神

经网络模 型 ε%Ν 和 非线性建模
一 多 目标 优化 的三 联

肠Ι#Χ 0 8?8 Β 8 8 ; Β Χ 78
8Η Β ∀ #∀ Γ少9 ϑ ∀

Χ8 ΙΒ 娜Ε?∀ Β

∀Λ 7Ι ; Χ ?Ε?∀ Β ; # /Η ?Β 8 Φ8 ϑ ∀ Χ?8 ?Β 8 ;

ΒΧ ϑ ; Ε8 Ι?; ϑ 8 Χ比;

〕 ∋ 夕
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法 4’。〕等
。

这些药效评价方法从 不同角度对 中药复杂

成分的药效关系进行了探讨
。

上述各评价方法中都包

括两点
−
评价参数和数学模型

。

评价参数指的是我们

以什么来衡量药效
,

从以上几个研究组 提出的方法来

看
,

主要是有效率或抑制率和半数有效量
。

这两类参

数应该说是各有优缺点
,

并且各 自在表现药效的细微

差别上分别使用了统计结果和量效曲线的相关参数
,

比较科学和严密
。

数学模型的作用在于综合各药效参

数值
,

把样品的综合药效客观真实地体现出来
。

陶佳

林的层次分析法采用 . /
0。

作为评价参数
,

而在数学模

型上采用 了矩阵理论
。

从 目前初步的研究来看
,

矩阵

法 由于使用了公认 的数学模型
,

因此 比那些加减乘除

显得更有说服力
。

从上面数学模型处理后的最后结果可 以看出
,

如

果不考虑各个单体成分在石榴 叶总揉质中含量
,

各个

单体成分对脂肪细胞脂质代谢影响程度为
− 012 φ 01 5

φ Φ1Μ
。

01 2 为药理活性最 强的单体物质 Ξ 如果 考虑

到 01 2 在总蹂质中含量约为 ∗� Π
,

其数学模型拟合之

后的得分约是总靴质得分的 ∗� 倍
,

证明了 012 是总

蹂质中的主要活性成分
,

其他揉酸类成分起到较弱的

辅助作用
。

此结论和我们通过其他实验所得到的结果

相一致
,

佐证了本法的科学性
。
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