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显齿蛇葡萄总黄酮对兔口腔黏膜溃疡的作用

陈立峰，陈莉萍，徐琳本，王晓洪

（湖南省中医药研究院中药研究所，湖南 长沙　４１００１３）

摘要：目的　研究显齿蛇葡萄总黄酮抗口腔黏膜溃
疡的作用。方法　分别采用表皮葡萄球菌或１０％
乙酸注射到新西兰兔颊黏膜，或用同种异体口腔黏

膜匀浆上清液作为免疫抗原注射于兔背部皮下，制

备３种口腔黏膜溃疡模型。显齿蛇葡萄总黄酮剂量
为８４，２６６和８４０ｍｇ·ｋｇ－１，西地碘为１ｍｇ·ｋｇ－１，每
天分４次口腔局部涂布给药３～４ｄ。观察溃疡发
生情况和溃疡愈合时间，检查溃疡直径和局部炎症

指数，检测抗口腔黏膜抗体滴度和局部病理改变。

结果　显齿蛇葡萄总黄酮能使表皮葡萄球菌性、乙
酸性口腔黏膜溃疡模型的溃疡直径明显缩小，炎症

指数降低，愈合时间缩短，并随药物剂量增加作用增

强；对免疫性口腔黏膜溃疡，可使溃疡发生率明显降

低，抗体滴度下降，局部病理变化明显减轻。结论

显齿蛇葡萄总黄酮有减轻口腔黏膜溃疡炎症、促进

溃疡愈合的作用。
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显齿蛇葡萄总黄酮来自葡萄科植物显齿蛇葡萄

〔Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ（ＨａｎｄＭａｚｚ．）Ｗ．Ｔ．Ｗａｎｇ〕，
为异黄酮、黄酮及苷类化学成分的复合物，在显齿蛇

葡萄中黄酮类化合物含量高达 ４５．５２％［１］。近年

来，国内、外学者对显齿蛇葡萄总黄酮的生物活性进

行了大量研究，发现其有抑菌［２］、抗炎［３］、镇痛［３］、

抗氧化［４］、保肝［５］和免疫调节［６］等多种生物活性，

无明显毒副作用。民间常用显齿蛇葡萄当茶饮防治
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口腔炎症［７］，但关于其抗口腔黏膜溃疡的实验研究

还未见报道。本研究观察了显齿蛇葡萄总黄酮对兔

口腔黏膜溃疡的影响。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂
显齿蛇葡萄总黄酮（总黄酮），由湖南省中医药

研究院中药研究所制剂实验室提供，批号为

２００１０３１２。显齿蛇葡萄购自湖南省张家界市，由湖
南省中医药研究院中药研究所生药实验室鉴定。自

显齿蛇葡萄中水提、浓缩，收集沉淀，乙醇回流提取，

低温析出粗晶，得总黄酮［８］，以二氢杨梅素计纯度

为８３．２％。西地碘片为北京四环制药厂产品，批号
为００１１０８２５６。实验时将药物置研钵中研细，用蒸
馏水配成所需浓度，摇匀使用。冰乙酸、羊毛脂、液

体石蜡、磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）和磷酸二氢
钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）均为市售ＡＲ试剂。
１．２　实验动物与菌种

新西兰兔，由湖南农业大学动物科技学院实验动

物养殖场提供〔ＳＣＸＫ（湘）２００３０００３〕。表皮葡萄球
菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）标准菌株，编号为
２８２７３，由湖南中医学院微生物教研室提供。卡介苗
干粉，由湖南九芝堂斯奇生物制药有限公司提供。

１．３　表皮葡萄球菌性口腔黏膜溃疡模型制备与药
物处理

新西兰兔５０只，体重１．６５～２．１０ｋｇ，♀♂兼
用，按体重分层随机分为５组，参照文献方法［９］分别

按每只０．０３ｍＬ将表皮葡萄球菌菌液（１．５×１０１２

ＣＦＵ·Ｌ－１）注射到新西兰兔口腔颊黏膜下，２４ｈ后形
成脓疮且自行破溃成溃疡。自溃疡形成开始，分别

给蒸馏水（模型对照）、总黄酮８４，２６６，８４０ｍｇ·ｋｇ－１

和西地碘１ｍｇ·ｋｇ－１，体积均为２．０ｍＬ·ｋｇ－１，１ｄ内
分４次给予，间隔３ｈ，溃疡局部给药３ｄ。药物用１
ｍＬ注射器抽取，经 ＧＪ８３０１Ａ型大鼠灌胃针头，缓慢
涂布于溃疡部位和溃疡周围１～２ｃｍ范围内。给药
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前和末次给药后２ｈ，分别用分规和游标卡尺小心
测量溃疡直径和溃疡周围红晕大小，判断炎症指

数；以后每天观察２次，间隔１２ｈ，记录溃疡愈合时
间。

１．４　乙酸性口腔黏膜溃疡模型的制备与药物处理
新西兰兔５０只，体重１．６０～２．１０ｋｇ，♀♂兼

用，按体重分层随机分为５组，参照文献方法［９］分别

按每只０．０２ｍＬ将１０％乙酸溶液注射到兔口腔颊
黏膜下形成小丘，２４ｈ后形成溃疡。自溃疡形成开
始，同上述方法分组、给药并检测指标。

１．５　免疫性口腔黏膜溃疡模型的制备与药物处理
取家兔，处死，口腔用灭菌生理盐水冲洗３次，

无菌操作下于口腔黏膜下注射生理盐水，剥离黏膜，

用生理盐水冲洗３次，称重，加入０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
缓冲液（ｐＨ７．４）制成１０％匀浆。取口腔黏膜匀浆，
加等量弗氏完全佐剂（羊毛脂 ８０ｇ，液体石蜡 １２０
ｍＬ，卡介苗１ｇ），用两个注射器对抽乳化得口腔黏
膜液作为免疫抗原。

取家兔６０只，体重１．６０～２．０９ｋｇ，♀♂兼用，
按性别、体重分层随机分为 ６组，参照文献［１０－
１１］，分别背部脊柱两侧脱毛，乙醇消毒，每只动物
于脱毛处取２０个点，第１组注射弗氏完全佐剂作为
正常对照组，其他 ５组注射免疫抗原，每点 ０．０５
ｍＬ，每２周１次，共５次。于末次免疫后ｄ７，第１、２
组给蒸馏水，其他组分别给总黄酮８４，２６６，８４０ｍｇ·
ｋｇ－１和西地碘１ｍｇ·ｋｇ－１，体积为２．０ｍＬ·ｋｇ－１，１ｄ
内分４次给予，间隔３ｈ，按方法１．３所述，于口腔两
侧颊黏膜、上下唇黏膜涂布给药４ｄ。实验期间每天
观察动物口腔黏膜发生溃疡的情况，记录溃疡发生

次数（在同一时间不同部位或者同一部位溃疡愈合

后再发生的溃疡均分别记为 １次）；末次给药后 ｄ
２，耳缘静脉取血，分离血清，采用孔间吸光度值 ＜
０．００３的９６孔酶标板，以８倍稀释的口腔黏膜匀浆
为抗原，磷酸缓冲液为对照，用 ＭＫ３型酶标仪４９０
ｎｍ处测定与不同稀释度血清反应后的吸光度值，以
比相应对照孔吸光度＞０．００５的血清稀释度作为抗
口腔黏膜抗体滴度。然后耳缘静脉注入空气处死动

物，取口腔黏膜发生溃疡部位的组织，用４％甲醛溶
液固定做病理学检查。

１．６　炎症指数的判断
炎症指数按溃疡周围红肿程度即红晕大小记

分［９］。红晕直径在６ｍｍ以上者为２分，２～６ｍｍ
为１分，小于２ｍｍ或有红晕但不甚清晰者为０．５
分，红晕完全消退为０分。
１．７　统计学处理

计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，用单因素方差分析和 ｑ
检验判断组间差异显著性；计数资料用直接概率法

双侧检验比较组间差异显著性。抗体滴度表示为血

清稀释倍数的对数（ｌｇＴ）。

２　结果

２．１　总黄酮对表皮葡萄球菌性口腔黏膜溃疡的影
响

与模型对照组比较，总黄酮８４，２６６和８４０ｍｇ·
ｋｇ－１给药３ｄ使兔表皮葡萄球菌性口腔黏膜溃疡直
径明显缩小，炎症指数明显减轻，溃疡愈合时间明显

缩短，并随剂量增加其作用增强（表１）。
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ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ（１０％）ｗａｓｕｓｅｄｉｎｓｔｅａｄｏｆＳ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．２　总黄酮对乙酸性口腔黏膜溃疡的影响
与模型对照组比较，总黄酮８４，２６６和８４０ｍｇ·

ｋｇ－１使兔乙酸性口腔黏膜溃疡直径明显缩小，炎症
指数明显减轻，溃疡愈合时间明显缩短（表２）。
２．３　总黄酮对免疫性口腔黏膜溃疡的影响

正常对照组家兔给药前后均未观察到口腔黏膜

溃疡。注射免疫抗原３次后，部分家兔口腔黏膜出
现溃疡；注射免疫抗原４次后，８０％以上的家兔数量
不一、程度不同地发生口腔黏膜溃疡，多发部位为

上、下唇黏膜。口腔黏膜溃疡一般自抗原注射后ｄ３
开始发生，溃疡大小和持续时间不一，同一只家兔口

腔黏膜溃疡的发生和消失陆续出现，可持续到下次

抗原注射前，密集出现时间在抗原注射后ｄ７～１２。
给药前，模型对照、总黄酮８４，２６６，８４０ｍｇ·ｋｇ－１和西
地碘组口腔黏膜溃疡发生的次数分别为（１．７±
０．５），（１．６±０．７），（１．８±０．４），（１．７±０．７）和
（１．５±０．５）次，无显著差异。给药后，模型对照组
全部家兔发生口腔黏膜溃疡，抗口腔黏膜抗体滴度

明显升高；与模型对照组比较，总黄酮２６６和８４０ｍｇ·
ｋｇ－１给药期间，家兔口腔黏膜溃疡发生率明显降低，
大剂量时明显降低抗体滴度；总黄酮８４ｍｇ·ｋｇ－１和
西地碘１ｍｇ·ｋｇ－１也使口腔黏膜溃疡发生率和抗体
滴度有所降低，但统计学意义不显著（表３）。
　　组织病理学镜检显示，正常对照组家兔口腔黏
膜上皮未见溃疡，组织结构清晰。模型对照组家兔

全部口腔黏膜上皮炎症细胞浸润，出血、坏死，形成

溃疡，溃疡底部及上皮下有小血管扩张充血。给予

总黄酮和西地碘的家兔，部分动物口腔黏膜可见上

皮细胞增生，溃疡部位上皮细胞层和角化层修复，偶

见炎症细胞浸润（图１）。

Ｔａｂ３．　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌａｖｏｎｅｓｆｒｏｍ Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓ
ｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｏｎｕｌｃｅｒｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒ
ｏｆｏｒａｌｕｌｃｅｒｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｇｅｎｆｒｏｍｈｏｍｏ
ｇｅｎｅｏｕｓｏｒａｌｍｕｃｏｓａｉｎｒａｂｂｉｔｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒａｂｂｉｔ
ｏｃｃｕｒｅｄｕｌｃｅｒ Ａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒ（ｌｇＴ）

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０．４０±０．５２

Ｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２．２６±０．３４

Ｆｌａｖｏｎｅｓ　８４ ８ ２．０８±０．２１

　　　　２６６ ５＃ １．９９±０．３３

　　　　８４０ ３＃ １．８４±０．３７＃

Ｃｙｄｉｏｄｉｎｅ　１ ６ １．９９±０．３５

Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎ，ｓｕｐｅｒｎａｔｅｏｆｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｏｒａｌｍｕｃｏｓａ，ｗｉｔｈ
Ｆｒｅｕｎｄ′ｓｃｏｍｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ（ＦＣＡ）ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｒａｂｂｉｔｂａｃｋ
ｏｎｃｅｅｖｅｒｙｔｗｏｗｅｅｋｓｆｏｒ５ｔｉｍｅｓ，ａｎｄｏｎｌｙＦＣＡｉｎｊｅｃｔｅｄａｓｎｏｒ
ｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅｄｒｕｇｓｗｅｒｅｄａｕｂｅｄｏｖｅｒｂｕｃｃａｌｍｕｃｏｓａｆｒｏｍｄ
７ａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｆｏｒ４ｄ．Ｗａｔｅｒｗａｓｕｓｅｄｉｎ
ｓｔｅａｄｏｆｄｒｕｇｓｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．Ｕｌｃｅｒｏｃｃｕｒ
ｒｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｏｎｄ４ａｆｔｅｒ
ｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｌｇＴ：Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍ．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ．

３　讨论

创伤、感染和免疫异常是引起口腔黏膜溃疡的

常见病因［１２］，采用对症处理，清除病因后溃疡多可

愈合。本文采用乙酸口腔黏膜局部注射模拟化学性

创伤，采用表皮葡萄球菌口腔黏膜局部注射模拟细

菌感染，采用同种异体口腔黏膜匀浆作为抗原免疫

动物，成功制备了创伤性、感染性和免疫异常性口腔

黏膜溃疡模型。显齿蛇葡萄总黄酮能促进创伤性、

·１５·中国药理学与毒理学杂志　　２００７年２月；２１（１）



Ｆｉｇ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｌａｖｏｎｅｓｆｒｏｍＡｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｏｎｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｏｒａｌｕｌｃｅｒｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｏｒａｌｍｕｃｏｓａｉｎｒａｂｂｉｔｓ．ＳｅｅＴａｂ３ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ｆｌａｖｏｎｅｓ
（８４０ｍｇ·ｋｇ－１）；Ｄ：ｃｙｄｉｏｄｉｎｅ（１ｍｇ·ｋｇ－１）．（×４００）

感染性口腔黏膜溃疡愈合，减轻炎症反应，缩短溃疡

愈合时间；能降低血清抗口腔黏膜抗体滴度，减少和

减轻免疫性口腔黏膜溃疡的发生，促进溃疡部位组

织修复。因此，认为显齿蛇葡萄总黄酮对口腔黏膜

溃疡有治疗作用。

　　复发性口腔黏膜溃疡是口腔黏膜溃疡病中常见
的黏膜疾病，发病率高，病因复杂，可能的致病原因

有免疫、遗传、感染、环境和系统性疾病等多种因素。

据报道［１２］，采用免疫球蛋白和补体直接免疫荧光法

测定，发现４５％的复发性口腔黏膜溃疡患者有基底
膜荧光效应；采用间接免疫荧光抗体测定，发现有

６６％的患者血循环中存在抗口腔黏膜抗体，表明免
疫异常是复发性口腔黏膜溃疡发生的可能原因之

一。近年来，一些学者用口腔黏膜作为免疫原成功

制备了兔口腔黏膜溃疡模型［１０－１１］，其临床表现与人

类复发性口腔黏膜溃疡相似，从而支持了复发性口

腔黏膜溃疡发生的免疫异常学说。本研究采用同种

异体口腔黏膜作为抗原复制的兔口腔黏膜溃疡模

型，其溃疡发生情况、血清抗体滴度和病理改变与前

述报道基本一致，且溃疡反复发生，溃疡大小和愈合

时间长短不一，因此认为用免疫方法制备的口腔溃

疡为复发性口腔黏膜溃疡模型。显齿蛇葡萄总黄酮

对免疫性口腔黏膜溃疡的发生有较好的抑制作用，

使溃疡局部黏膜的病理改变明显减轻。在溃疡愈合

期，显齿蛇葡萄总黄酮明显降低了动物血清抗口腔

黏膜抗体的滴度。该结果提示显齿蛇葡萄总黄酮的

作用之一可能是对血清抗口腔黏膜抗体有中和作

用，从而抑制了口腔黏膜溃疡的发生。

复发性口腔黏膜溃疡患者血清超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性降低［１３］，血清抗氧

化维生素 Ａ、Ｅ、Ｃ水平下降，过氧化物丙二醛
（ＭＤＡ）水平升高［１４－１５］。超氧自由基的生成和清除

系统失衡，使细胞膜脂质双层过氧化，破坏细胞膜的

正常结构，可能是复发性口腔黏膜溃疡发病机理之

一。显齿蛇葡萄总黄酮中的主要成分为二氢杨梅

素。二氢杨梅素能升高ＳＯＤ活性，降低ＭＤＡ水平，
有抗氧自由基损伤的作用［１６］，这可能是显齿蛇葡萄

总黄酮抗口腔溃疡的作用机理之一。另外，显齿蛇

葡萄总黄酮对口腔常见致病菌有抑菌作用［２］，可预

防溃疡局部细菌感染，促进溃疡愈合。

·２５· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００７　Ｆｅｂ；２１（１）



本研究采用口腔溃疡局部给药，由于动物依从

性差，给药后大部分药物可能由于动物的吞咽动作

进入消化道或溢出口腔，使药物在局部停留时间较

短，影响药物作用评价。因此，实验中采用１ｄ内多
次给药的方法，延长药物在口腔溃疡局部的累积停

留时间，以提高局部的药物浓度。在免疫性口腔黏

膜溃疡模型中，由于口腔黏膜溃疡的发生和消失时

间不固定，而且溃疡大小不一，其中小的只有针尖

大，因此，应当每天定时仔细观察。复发性口腔黏膜

溃疡属于反复发作性疾病，显齿蛇葡萄总黄酮对复

发性口腔黏膜溃疡的后期疗效如何，需要进一步研

究。

致谢：组织病理学检查及图片拍摄由中南大学湘雅三医院病

理室杨元华教授完成。
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