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!摘要"%目的& 探讨圆齿野鸦椿醇提物的抗肝癌活性) 方法& 制备圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和种子的乙醇

提取物& 采用&QQ法体外检测这 V 种醇提物对人肝癌细胞 -̂PH!* \&&)977!# 和 48W97V"V 的增殖抑制作用& 流式

细胞法检测上述 V 种醇提物体外诱导 -̂PH! 细胞凋亡的情况& 采用小鼠肝癌 !̂! 移植瘤模型进行体内抑瘤实验& 探

讨圆齿野鸦椿各部位醇提物的抗肝癌效果) 结果& 圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和种子的乙醇提取物处理细胞 V$ *

后& 发现果皮醇提物对 -̂PH!* \&&)977!# 和48W97V"V 肝癌细胞的抑制效果最好& 其半数抑制浓度6)

E"

可分别达到

#"$0FV* #"U0DV* ##V07D

#

?!:W

c#

) 采用质量浓度为 !""

#

?!:W

c#的圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和种子醇提物&

处理 -̂PH! 细胞 V$ *& 均可诱导 -̂PH! 细胞凋亡& 其中以果皮醇提物的效果最好) 体内实验以圆齿野鸦椿果皮* 枝

条* 叶片和种子醇提物 !"" :?!Z?

c#对 !̂! 移植瘤小鼠灌胃给药 #V (& 其抑瘤率可分别达到 V70$g* VV0Dg*

V!0Eg和 V"0Ug) 结论& 圆齿野鸦椿的乙醇提取物具有良好的抗肝癌作用)

!关键词"%圆齿野鸦椿( 乙醇提取物( 抗肝癌
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圆齿野鸦椿G.85$?>389*038>33̂ ;>;K;为省沽油科

$ \K;P*>2-;C-;-% 野鸦椿属 $ G.85$?>38% 常绿小乔

木+#9!,

) 在民间& 圆齿野鸦椿的根* 根皮* 花* 果实

均可作药用& 具有温中理气* 抗炎镇痛* 清热解毒*

消肿散结等功效& 常用来治疗胃痛* 寒疝* 泻痢*

脱肛* 子宫下垂* 睾丸肿痛* 跌打损伤等疾病+!9V,

)

目前& 国内外对圆齿野鸦椿的研究主要集中在组织

培养* 种子发芽* 栽培技术等方面+E97,

& 而圆齿野

鸦椿化学成分及其药理药效活性等研究尚属空白&

相关的报道也仅是对同属植物野鸦椿的提取物在消

炎* 抗癌等方面的初步研究+$9#",

) 本研究通过制备

圆齿野鸦椿不同部位的乙醇提取物& 采用四甲基偶

氮唑盐比色法$&QQ法%和流式细胞术检测肝癌细

胞凋亡的体外实验* 小鼠肝癌 !̂! 移植瘤体内抑

瘤实验& 探讨圆齿野鸦椿不同部位提取物的抗肝癌

效果& 该研究可为今后对圆齿野鸦椿的深入研究奠

定基础)

89材料

8;8 植物

圆齿野鸦椿于 !"#U 年 #" 月采自福建省邵武市

天成岩& 经福建农林大学邹双全教授鉴定为省沽油

科野鸦椿属圆齿野鸦椿 G.85$?>389*038>33̂ ;>;K;) 圆

齿野鸦椿果实晒干后分离果皮和种子( 取顶端去叶

枝条& 长度为 V" dE" C:( 取顶端枝条上当年生

叶片)

8;< 试剂

E9氟尿嘧啶 $E9.B%质量分数 jDDg $J+?:;公

司%) 胎牛血清* X̀&6#UV" 培养液* _&8&培养液*

"0!Eg胰蛋白酶和 "0"# :'2!W

c#

X4\ 溶液$ >̂C2',-

公司%( 四甲基偶氮唑盐 &QQ$5:M-JC'公司%&

5,,-<+, 19.6Q)TX6双染细胞凋亡检 测 试 剂 盒

$YH5#"U& 江苏凯基生物技术股份有限公司%( 二甲

基亚砜$_&\[%及其余试剂均为分析纯)

8;= 仪器

8̀9E!5旋转蒸发仪 $上海亚荣生化仪器厂%&

倒置显微镜$日本[2>:PBJ%& 二氧化碳培养箱$美国

Q*-M:'.'M:;%& QHW9#UH台式离心机$上海安亭科

学仪器厂%& 超净工作台$苏州博莱尔净化设备有限

公司%& 酶标仪$美国 4+'Q-Z%& .5)\);BK'Q&

*

型

流式细胞仪$美国4_%)

8;> 细胞株

-̂PH!* \&&)977!# 和48W97V"V 肝癌细胞& 小

鼠 !̂! 肝癌细胞株& 均购自上海细胞微生物研究所)

8;? 动物

普通级昆明种小鼠& 体重 #$ d!! ?& 均为雄性

小鼠& 由福建医科大学实验动物中心提供& 动物生

产许可证号' \)IY$闽%!"#U9"""7)

<9方法

<;8 圆齿野鸦椿醇提物的制备

取干燥的圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和种子&

切碎& E" o烘干& 粉碎得到粉末) 加 E" W体积分数

为 7"g的乙醇加热至 $" o回流提取 ! 次& 每次提取

! *& 合并提取液& 回收乙醇并减压浓缩至无醇味&

干燥& 得圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和种子的醇

提物)

<;< 细胞培养

-̂PH!* \&&)977!# 和48W97V"V 肝癌细胞培养

条件为含有胎牛血清$体积分数为 "0#%* 青霉素

$# p#"

E

6N!W

c#

%和链霉素 $#"" :?!W

c#

%的 X̀&6

#UV" 培养液& F7 o* Eg)[

!

饱和湿度培养箱中培

养& 取对数生长期细胞用于实验)

<;= &QQ法测定药物的半数抑制浓度

在 DU 孔培养板上接种细胞& 每孔接种量为 E p

#"

F个细胞& 每孔 #$"

#

W& 实验组分别加入不同浓度

的药物& 对照组不加药& 另设空白孔组$只加培养

基& 无细胞%& 每组设 F 个平行孔& F7 o培养至所

需的时间& 加入 E ?!W

c#的 &QQ溶液 !"

#

WT孔& 继

续培养 V *后& 弃去上清液& 加入 #E"

#

W_&\[溶

解& 培养箱孵育!" :+,后& 用酶标仪$Q*-M:'公司%

在 E7" ,:波长下测吸光度值$5%) 根据公式$#%计

算细胞生长抑制率)

细胞生长抑制率$g% l

$5对照 c5实验%

$5对照 c5空白%
p#""g

$#%

以同一药物的不同浓度对细胞生长抑制率作图&

可得到剂量反应曲线& 根据线性回归方程求出该药

的半数抑制浓度 6)

E"

& 即细胞存活率减少 E"g时的

药物浓度)

<;> 流式细胞术测定细胞凋亡

取对数生长期的 -̂PH! 细胞& 用 !""

#

?!:W

c#

!"$#!
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果皮* 叶片* 枝条和种子的乙醇提取物处理细胞

V$ * 后& 调整密度为 # dE p#"

E

:W

c#细胞悬液&

用 X4\ 洗 ! 遍& 再将细胞重悬于 4+,(+,?4BLL-M悬

浮细胞) 设置阴性对照和两个单染对照) 阴性对

照为对照组细胞不加染料& 两个单染对照为阳性

药物处理过的细胞只加入 E

#

W5,,-<+, 19.6Q)或

E

#

WX6) 测试组细胞加入 5,,-<+, 19.6Q)混匀

后& 再加入 E

#

WX6混匀& 室温* 避光* 反应 E d

#E :+,) 在 # * 内& 进行流式细胞仪的检测) 流

式细胞仪采集的荧光强度用自带的软件进行数据

处理)

<;? 小鼠肝癌 !̂! 移植瘤模型的建立

接种 !̂!瘤种腹腔传代U d$ (后& 腹部隆起明显&

将腹水瘤小鼠以脱颈法处死& 无菌条件下从腹腔抽出瘤

液& 用 "0Dg氯化钠注射液稀释至 # p#"

7个!:W

c#

& 采

用该浓度肿瘤细胞悬液对实验小鼠右腋进行皮下接

种& 接种量为 "0! :WT只& 构建小鼠肝癌 !̂! 移植

瘤模型)

<;@ 动物分组和给药

接种 !V *后& 将小鼠随机分为 U组& 每组 #"只)

模型组灌胃给予 "0Dg氯化钠注射液& 阳性组给予

E9.B !" :?!Z?

c#

& 给药组分别给予圆齿野鸦椿果皮*

枝条* 叶片和种子的醇提物 !"" :?!Z?

c#

& 用 "0Dg

氯化钠注射液配成混悬液进行给药& 每天 # 次& 连

续给药 #V ()

<;A 组织样品的收集与处理

末次给药 !V * 后称小鼠体质量& 颈椎脱臼处死

动物& 剥离瘤块& 剖取胸腺* 脾脏& 用滤纸吸干后

称重并记录) 分别按公式$!% $F% $V%计算各组的肿

瘤抑瘤率* 胸腺指数和脾脏指数)

抑瘤率l# c

给药组平均瘤质量

模型组平均瘤质量
p#""g $!%

胸腺指数+:?!$#" ?%

c#

, l

胸腺质量$:?%

$结束体质量c瘤体质量%$?%

p#" $F%

脾脏指数+:?!$#" ?%

c#

, l

脾脏质量$:?%

$结束体质量c瘤体质量%$?%

p#" $V%

<;B 统计学处理

采用 \X\\!!0" 软件进行统计学分析& 实验结果

以$

'

De8%表示& 多组间比较采用完全随机设计方差

分析 $53[15%& 组间比较采用 W\_9#检验& !k

"0"E 表示差异有统计学意义)

=9结果与分析

=;8 圆齿野鸦椿各部位的醇提物的制备

圆齿野鸦椿果皮* 叶片* 枝条和种子经过烘干粉

碎后& 各取 #" Z?样品采用 7"g乙醇回流提取 !次& 提

取液过滤后& 减压浓缩分别得到圆齿野鸦椿果皮* 叶

片* 枝条和种子的醇提物 !0UE* !0F7 * !0V!* !0!E Z?)

=;< 圆齿野鸦椿各部位的醇提物对肝癌细胞增殖的

抑制

%%取上述圆齿野鸦椿果皮* 叶片* 枝条和种子

醇提 物& 以 _&\[配 制& 分 别 处 理 -̂PH!*

\&&)977!# 和 48W97V"V 肝癌细胞 V$ *& 用 &QQ

法检测上述醇提物对肝癌细胞增殖的影响& 以同

一药物的不同浓度对细胞生长抑制率做图& 得到

剂量反应曲线& 根据线性回归方程求出该药的半

数抑制浓度 6)

E"

& 即细胞存活率减少 E"g时的药

物浓度) 果皮醇提物* 枝条醇提物* 叶片醇提物

和种子醇提物对 -̂PH!* \&&)977!# 和 48W97V"V

的6)

E"

见表 #) 结果表明& 圆齿野鸦椿各提取物对肝

癌细胞 -̂PH!* \&&)977!# 和 48W97V"V 均有明显

的增殖抑制作用& 其中果皮提取物的抑制作用最为

明显)

表 89圆齿野鸦椿各部位醇提物对V(K1<' O))HEAA<8 和

!P:EA>D> 细胞的WH

?D

#

(

> [+% )\=$

#

?!:W

c#

组别 -̂PH! \&&)977!# 48W97V"V

果皮醇提物 #"$0FV e#70U$ #"U0DV e#E07# ##V07D e#E0FU

枝条醇提物 ##F07D e#U0VE #!!0VD e#U0D$ #FE0E" e#$0F$

叶片醇提物 #!V0F$ e#$0EV #F#0E7 e#D0FF #VU0!E e!"0D7

种子醇提物 #FV07" e#D07# #VE0FV e#70E7 #E"0UF e!!0EE

=;= 圆齿野鸦椿各部位醇提物对 -̂PH! 细胞凋亡诱

导作用

%%!""

#

?!:W

c#圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和

种子的乙醇提取物处理 -̂PH! 细胞 V$ *& 以

!"

#

?!:W

c#

E9.B为阳性对照& 用流式细胞仪检测&

果皮* 枝条* 叶片和种子醇提物诱导的 -̂PH! 细胞

早期凋亡率分别 为 #"0!7g* D07Fg* D0FEg*

$0UFg& 晚 期 凋 亡 率 分 别 为 D0EEg* $0DVg*

U07Fg* E0!7g& 与空白对照组相比& 均可显著引

起 -̂PH! 细胞凋亡$!k"0"E& 见图 # 和表 !%& 而果

皮提取的凋亡诱导效果最好)

!#$#!
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注' 50空白组( 40!""

#

?!:W

c#果皮醇提物( )0!""

#

?!:W

c#枝条醇提物( _0!""

#

?!:W

c#叶片醇提物( 80!""

#

?!:W

c#种子醇提

物( .0!"

#

?!:W

c#

E9.B( _# 象限代表坏死细胞( _! 象限代表晚期凋亡细胞( _F 象限代表正常细胞( _V 象限代表早期凋亡细胞)

图 89圆齿野鸦椿各部位醇提物对V(K1< 细胞凋亡的影响

表 <9<DD

"

J(G:

]8圆齿野鸦椿各部位醇提物对V(K1<

细胞凋亡诱导作用#

(

> [+% )\=$

组别 早期凋亡$g% 晚期凋亡$g% 坏死$g%

空白组 F07! e"0!E #0UF e"0#! "0E! e"0"$

果皮醇提物
#"0!7 e!0"!

"""

D0EE e"07!

"""

F0$F e"0F!

"

枝条醇提物
D07F e#0#$

"""

$0DV e"0U$

"""

V0VE e"0V$

"

叶片醇提物
D0FE e#0VV

""

U07F e#0!V

"

!0F# e"0#V

"

种子醇提物
$0UF e"0$U

""

E0!7 e#0"U

"

!0E$ e"0VU

"

E9.B%%%

D0UF e#0!U

"""

#U0FV e!0#U

"""

E0EU e"07U

""

注' 与空白组相比&

"

!k"0"E&

""

!k"0"#&

"""

!k"0""#)

=;> 圆齿野鸦椿各部位醇提物对小鼠肝癌 !̂! 移植

瘤体内抑瘤效果的研究

%%用小鼠肝癌 !̂! 移植瘤模型来考察圆齿野鸦椿

果皮* 枝条* 叶片和种子的乙醇提取物的体内抗肿

瘤活性) 取圆齿野鸦椿各部分提取物 !"" :?!Z?

c#

&

对肝癌 !̂!移植瘤小鼠连续灌胃给药 #V (& 以 E9.B

!" :?!Z?

c#为阳性对照& 以 "0Dg氯化钠注射液给

模型组& 于第 #E ( 称体重& 颈椎脱臼处死动物&

剥离瘤块& 计算圆齿野鸦椿各部分醇提物的抑

瘤率)

表 F* 图 ! 结果显示& 圆齿野鸦椿果皮* 枝条*

叶片和种子的乙醇提取物 !"" :?!Z?

c#连续灌胃给

药 #V (& 对肝癌 !̂! 移植瘤小鼠瘤块增殖的抑制率

可分别达到 V70$g* VV0Dg* V!0Eg和 V"0Ug& 显

示了良好的体内抗肝癌活性)

表 =9圆齿野鸦椿各部位醇提物对小鼠肝癌

V<< 移植瘤的抑制作用#

(

> [+% )\8D$

剂量组

给药

浓度T

:W!Z?

c#

小鼠体质量T?

起始 结束
瘤质量T?

抑瘤率

$g%

模型组 !"0U e"07 FU0U eF0$ !0"7 e"0!7

果皮醇提物 !"" !"0U e"07 FF0E e!0E #0"$ e"0!E

V70$

""

枝条醇提物 !"" !"0E e"0U FF0U e!0F #0#V e"0!7

VV0D

""

叶片醇提物 !"" !"0V e"07 FF0U e!0E #0#D e"0!U

V!0E

""

种子醇提物 !"" !"07 e"0U FF0D e!0V #0!F e"0!F

V"0U

""

E9.B !" !"0$ e"0E F!0" e!0$ "0$! e"0#7

U"0#

""

注' 与模型组比较&

"

!k"0"E&

""

!k"0"#)

注' 模型组以 "0Dg氯化钠注射液腹腔给药( E9.B 阳性对照组

以 !" :?!Z?

c#腹腔给药( 果皮* 叶片* 枝条和种子醇提物以

!"" :?!Z?

c#灌胃给药)

图 <9圆齿野鸦椿各部位醇提物对小鼠肝癌

V<< 移植瘤生长的作用效果

!!$#!
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=;? 圆齿野鸦椿各部位醇提物对 !̂! 小鼠免疫器官

的影响

%%E9.B组小鼠胸腺指数和脾脏指数均明显小于正

常组和模型组$!k"0"#%& 而圆齿野鸦椿果皮* 枝

条* 叶片和种子醇提物给药组小鼠的胸腺指数与正

常组和模型组相比& 有明显的提高$!k"0"E%& 而

对脾脏指数无影响$!j"0"E& 见表 V%& 说明圆齿野

鸦椿各部分醇提物对荷瘤小鼠具有一定的免疫增强

作用)

表 >9圆齿野鸦椿各部位醇提物对V<< 小鼠免疫器官的

影响#

(

> [+% )\8D$

剂量组
给药浓度

T:W!Z?

c#

胸腺指数

T:?!$#" ?%

c#

脾脏指数

T:?!$#" ?%

c#

正常组 !!0U7 eF07# UF0FE e#$0#U

模型组 !F0!E eV0F! UU0F7 e!"0FV

果皮醇提物 !""

FE0VE eV0!U

"

w

7F0FU e#V0U"

枝条醇提物 !""

FV0U7 eU0F$

"

w

7#0!V e#F0DE

叶片醇提物 !""

FV0$U eE07U

"

w

U$0U7 e#V0VU

种子醇提物 !""

FF0$D eE0DF

"

w

UE0!U e#E0E7

E9.B !"

##07$ eF0E7

""

ww

F!0!U eD0UD

""

ww

注'与正常组相比&

"

!k"0"E&

""

!k"0"#( 与模型组比较&

w

!k

"0"E&

ww

!k"0"#)

>9讨论

肝癌是病死率最高的恶性肿瘤之一& 我国每年

约有 F$0F 万人死于肝癌& 占全球肝癌死亡病例数的

E#g& 严峻的形势对国人的健康和社会经济带来严

峻的挑战) 采用化学合成药物来治疗癌症& 疗效显

著& 但是具有较高的毒副作用& 容易产生耐药性&

且停药后有 "反跳# 现象& 治疗效果有限) 中药作

为天然产物& 具有不良反应小* 遗传毒性低等优点)

因此& 中药抗癌药物的研发一直受到关注) 野鸦椿

属植物野鸦椿在消炎和抗癌方面有显著的体外疗

效+#F9#U,

& 但目前尚未有圆齿野鸦椿抗肝癌研究的

报道)

本研究通过制备圆齿野鸦椿果皮* 枝条* 叶片和

种子的乙醇提取物& 通过&QQ法检测这 V种醇提物对

F株人肝癌细胞 -̂PH!* \&&)977!# 和 48W97V"V 有

不同程度的增殖抑制作用& 其中果皮醇提物的抑制

效果最强& 对上述 F 株肝癌细胞作用 V$ * 的半数抑

制浓度分别为 #"$0FV* #"U0DV* ##V07D

#

?!:W

c#

) 我

们进一步观察了圆齿野鸦椿不同部位醇提物诱导

-̂PH! 细胞凋亡的效果& 结果显示& 当这 V 种醇提

物浓度为 !""

#

?!:W

c#处理 -̂PH! 细胞 V$ *后& 均

可显著引起 -̂PH! 细胞的凋亡& 其中果皮醇提物的

活性最好) 在体内活性检测中& 圆齿野鸦椿果皮*

枝条* 叶片和种子的乙醇提取物 !"" :?!Z?

c#对小

鼠肝癌 !̂! 移植瘤小鼠瘤块增殖的抑制率分别达到

V70$g* VV0Dg* V!0Eg和 V"0Ug& 显示了良好的

体内抗肝癌活性) 同时& 对 !̂! 移植瘤小鼠进行解

剖时发现& 圆齿野鸦椿醇提物处理的 !̂! 小鼠肿瘤

浸润范围较小& 瘤块较易剥离& 而与传统的化疗药

E9.B相比& 圆齿野鸦椿醇提物的抑制肿瘤生长作用

虽有所不及& 但对荷瘤小鼠的体重影响较小& 各部

位醇提物给药组的胸腺指数均高于正常组和模型组&

且差异有统计学意义$!k"0"E%& 说明圆齿野鸦椿

醇提物具有明显的抗肝癌活性& 可以提高肿瘤小鼠

的免疫功能& 值得深入研究其抗肿瘤的成分或有效

组分)
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