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·基础研究·

△ ［基金项目］　陕西省重点产业创新链（群）———社会发展领域项目（２０１８ＺＤＣＸＬＳＦ０１０６）
 ［通信作者］　张严磊，讲师，研究方向：中药资源绿色产业化开发；Ｅｍａｉｌ：ｎｗｕｚｙｌ＠１６３ｃｏｍ

文冠果壳提取物体外抑制 ＨｅｐＧ２细胞
增殖活性部位筛选研究

△

张严磊，施欢贤，李世映，段金廒，宋忠兴，唐志书

（陕西中医药大学／陕西省中药资源产业化协同创新中心，陕西　咸阳　７１２０８３）

［摘要］　目的：筛选文冠果壳体外抑制肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖活性部位。方法：分别用水、１０％、３０％、５０％、
７０％、９５％的乙醇水溶液，从文冠果壳中提取得到Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ和Ｆ６个提取部位（ＸＳＨＥ），采用ＭＴＴ法来筛
选抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２增殖的活性部位。结果：显示６个提取部位均有抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖作用，其中提取部位

Ｆ（９５％乙醇水溶液提取物）抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖作用最强，当９５％ ＸＳＨＥ给药质量浓度为７５００μｇ·ｍＬ
－１时，其

对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制率高达（８０４４±２３３）％，高于等浓度的阳性对照丝裂霉素 Ｃ（ＭＭｃ），且 ＨｅｐＧ２细胞在
９５％ ＸＳＨＥ干预下形态发生变化，具体表现为细胞皱缩，细胞间隙变大，从培养板脱落等作用。结论：文冠果壳提取
物在体外具有良好的抑制ＨｅｐＧ２增殖的生物活性，为我们进一步探索文冠果壳提取物抗肿瘤作用机制奠定了基础。

［关键词］　文冠果壳提取物；抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖；筛选
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文冠果 ＸａｎｔｈｏｃｅｒａｓｓｏｒｂｉｆｏｌｉａＢｕｎｇｅ属无患子
科 Ｓａｐｉｎｄａｃｅａｅ文冠果属，该植物较特殊，是一属
一种，原产中国西北，属木本油料植物，为中国

特有的民间植物［１］。其叶［２］、花［３］、果壳［４］、果

柄［５］、种皮［６］等皆含有多种化学成分，有抗风

湿、祛风、消肿止痛等功效，是传统蒙药的一

种，临床上主要用其茎秆治疗风湿性关节炎

等［７１０］。文冠果是国家战略储备木本油料作物之

一，目前对于文冠果资源的开发利用，主要以文

冠果种仁油为主；文冠果的茎叶以及果壳、种皮

等基本没有开发利用。本课题组前期围绕文冠果

资源的叶和果壳做了大量工作，发现文冠果叶提

取物［１１］及多糖［１２］皆有明显的生物活性。文冠果

壳占了文冠果果实生物质量的很大一部分，但是

基本当作废弃物处理。本课题组前期利用文冠果

壳制备了糠醛及活性炭，实现了文冠果废弃物资

源的高值化开发利用。本文将就其提取物抑制人

体 ＨｅｐＧ２细胞的增殖生物活性进行探索性研究，
从而为文冠果资源的综合开发利用提供理论基础

与科学依据。

·３８０１·
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１　仪器和材料

多功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
高速离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；流式
细胞仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；电子显微
镜（ＯｌｙｍｐｕｓＪａｐａｎ）；ＣＯ２细胞培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）。

ＭＴＴ（ＳｉｇｍａＵＳＡ）；双 抗 （ＨｙｃｌｏｎｅＵｔａｈ）；
ＤＭＥＭ培养基（ＨｙｃｌｏｎｅＵｔａｈ）；四季青胎牛血清
（ＨｙｃｌｏｎｅＵｔａｈ）；丝裂霉素 Ｃ（ＳｉｇｍａＵＳＡ）；ＨｅｐＧ２
细胞（中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心）；ＰＩ（碘化丙啶）（上海碧云天生物技术有限公
司）；文冠果壳（陕西杨凌普天农业科技有限公司）。

２　方法

２１样品提取与所需溶液的配制
２１１样品的提取　分别称取６份文冠果壳粉末，每
份２００ｋｇ，按料液比例（ｍ／Ｖ）１∶１０，分别加入水和
１０％、３０％、５０％、７０％、９５％乙醇水溶液，水浴
回流提取，总共提取３次、每次１ｈ，过滤，合并滤
液。滤液浓缩浸膏、冷冻干燥、粉碎，得文冠果壳

提取部位（ＸＳＨＥ）Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ备用。
２１２样品溶液及对照品的配制　分别精密称取对
照品丝裂霉素 Ｃ（ＭＭｃ）和各文冠果壳提取部位粉末
５００ｍｇ，分别用空白培养基溶解（超声助溶），并定
容至５００ｍＬ，分别得到质量浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１

的对照品溶液和质量浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１样品溶液
母液，－８０℃保存，备用。
２１３完全细胞培养基的配制　往５００００ｍＬＤＭＥＭ
培养基中，按比例１０∶１加入５０００ｍＬ已灭活的胎
牛血清，之后，加入５００ｍＬ的双抗（１００Ｕ·Ｌ－１青
霉素和１００００μｇ·ｍＬ－１链霉素），摇匀，即得。

２２细胞培养

将ＨｅｐＧ２细胞置于２５００ｍＬ细胞培养瓶中，用
移液枪吸入５００ｍＬ的完全培养基，吹匀，放置于
恒温３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱培育，待 ＨｅｐＧ２细胞
生长达到 ９５％融合度时，加入 ０２５％的胰蛋白酶
２００ｍＬ消化，传代，３ｄ传代１次。

２３细胞冻存

待 ＨｅｐＧ２细胞生长达到 ９５％汇合度时，用
２００ｍＬ０２５％的胰蛋白酶消化，加入２００ｍＬ的
冻存液 ［空白培养基二甲亚砜胎牛血清（５∶４∶１）］，
吹打，使ＨｅｐＧ２细胞脱离瓶壁，之后将 ＨｅｐＧ２细胞
转入冻存管中，分别在４℃、 －２０℃恒温３０ｍｉｎ、

－８０℃恒温７２ｈ后，液氮保存。
２４不同溶剂 ＸＳＨＥ抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖活性部位
筛选

２４１实验分组　空白组：１００００μＬ完全ＤＭＥＭ培
养基；样品组：质量浓度分别为 ２５００、５０００、
１００００μｇ·ｍＬ－１文冠果壳不同溶剂提取物；每组设
６个复孔。
２４２ＨｅｐＧ２细胞增殖活性检测　待 ＨｅｐＧ２细胞生长
达到９５％汇合时，用２００ｍＬ０２５％的胰蛋白酶消化
后，加入２００ｍＬ的完全培养基，吹打，使ＨｅｐＧ２细
胞脱落瓶壁。之后用移液枪将细胞吹匀，计数后，

按细胞接种浓度为２×１０５个·ｍＬ－１用培养基调整，
接种至９６孔板上，接种体积为１００００μＬ／孔。放
置于５％ ＣＯ２的培养箱中，３７℃恒温培养，２４ｈ后
将１００００μＬ“２４１”中各组药物加至９６孔板中，
培养２４ｈ后将 ＭＴＴ溶液 １５００μＬ加至各培养孔，
放入培养箱孵育４ｈ后去除培养基，加入１５０００μＬ
ＤＭＳＯ，放回培养箱，孵育１５ｍｉｎ后在波长４５０ｎｍ
下测吸光度（Ａ）值，按公式（１）计算细胞抑制率。

细胞抑制率（％）＝ ［１（Ａ空白 －Ａ样）／Ａ空白］ ×
１００％ （１）
２５９５％ ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞增殖及细胞形态的影响

２５１实验分组　空白组：１００００μＬ完全ＤＭＥＭ培养
基；阳性对照（ＭＭｃ）组：质量浓度为７５００μｇ·ｍＬ－１；
样品组：质量浓度分别为 １２５０、２５００、５０００、
７５００μｇ·ｍＬ－１的９５％ ＸＳＨＥ；每组设６个复孔。
２５２９５％ＸＳＨＥ干预后 ＨｅｐＧ２细胞增殖活性检测
待ＨｅｐＧ２细胞生长达到 ９５％融合时，用２００ｍＬ
０２５％的胰蛋白酶消化后，加入２００ｍＬ的完全培
养基，用移液枪吹打，使细胞脱落瓶壁。轻轻将细

胞吹匀，在计数板计数后，按细胞接种浓度为２×
１０５个·ｍＬ－１用培养基调整，接种至９６孔板上，接种
体积为 １００００μＬ／孔。放置于 ５％ ＣＯ２培养箱中，
３７℃恒温培养２４ｈ后，将１００００μＬ２５１中各组
药物加至９６板中，将细胞放回培养箱，培养２４ｈ，
之后将１５００μＬＭＴＴ溶液加至培养孔放入培养箱孵
育４ｈ后去除培养基，加入１５０００μＬＤＭＳＯ，放回
培养箱，孵育 １５ｍｉｎ后在波长 ４５０ｎｍ下测 Ａ值，
按公式（１）计算细胞抑制率。此外，在电镜下，观
察ＨｅｐＧ２细胞在不同浓度的９５％ＸＳＨＥ干预后的形
态变化，拍照，分析。

２６统计学分析

数据使用 ＳＰＳＳ１９０软件处理（ＳＰＳＳＩｎｃ，Ｃｈｉ
·４８０１·
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ｃａｇｏ），计量资料用（珋ｘ±ｓ）形式表示。实验组间，采
用ｔ检验，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１表示有统计学差异。

３　结果

３１不同溶剂ＸＳＨＥ抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖活性的筛选
结果

　　利用经典的ＭＴＴ法分析文冠果壳各溶剂提取物
对ＨｅｐＧ２活力的影响，结果如图１所示。在２５００～
１００００μｇ·ｍＬ－１，文冠果壳各提取物中除文冠果壳
水提物、文冠果壳１０％乙醇水溶液（１０％ ＸＳＨＥ）表
现出促进 ＨｅｐＧ２增殖作用外。其余溶剂提取物对
ＨｅｐＧ２细胞表现出不同程度的毒性作用，且与空白
组相比有显著性差异（Ｐ＜００１）。其中，９５％
ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细胞活力的抑制效果尤为明显，且
表现出良好的量效关系。当９５％ ＸＳＨＥ给药质量浓
度为１００００μｇ·ｍＬ－１时，其对 ＨｅｐＧ２细胞毒性作用
达到（７２６８±０２１）％。

注：与空白组对比，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５；下同。

图１　不同溶剂ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞抑制作用

３２９５％ ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响

基于３１初步筛选结果，本课题组进一步研究
９５％ ＸＳＨＥ与ＨｅｐＧ２细胞增殖之间的量效关系，结
果如图２所示。不同浓度９５％ ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细胞
活力均展现了较好的抑制作用，相较于空白组，有

统计学差异（Ｐ＜００１），且给药浓度与ＨｅｐＧ２细胞存
活率之间表现出良好的负相关性，当９５％ ＸＳＨＥ给
药浓度为７５００μｇ·ｍＬ－１时，其对 ＨｅｐＧ２细胞增殖
的抑制率高达（８０４４±２３３）％，高于等浓度的阳性
对照ＭＭｃ组（Ｐ＜００５）。
３３９５％ ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞形态的影响

通过比较各组细胞形态，可以看出 ＨｅｐＧ２细胞

图２　９５％ ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响

在不同浓度９５％ ＸＳＨＥ干预后其形态有较为明显变
化，结果如图３所示。正常情况下，ＨｅｐＧ２细胞贴壁
紧凑，细胞间隙小，形态不一，假足向周围铺展，

边缘难分；与空白组相比，ＨｅｐＧ２细胞在不同质量
浓度９５％ ＸＳＨＥ干预后，细胞皱缩，并且随着给药
质量浓度的上升，细胞皱缩越发明显，细胞间隙变

得更大，尤其是在质量浓度为 ７５００μｇ·ｍＬ－１的
９５％ ＸＳＨＥ干预下，细胞皱缩成圆形尤为明显，细
胞假足几乎不向周围铺展，边缘易见，细胞间隙最

大，并且有从培养板脱落的趋势。而在阳性药

ＭＭｃ干预下，细胞同样可见上述现象，且漂浮于
培养板。

图３　９５％ ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞形态的影响

·５８０１·
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４　小结与讨论

本研究结果显示，在２５００～１００００μｇ·ｍＬ－１，
文冠果壳各提取物中除水提物、１０％乙醇水溶液的
ＸＳＨＥ对ＨｅｐＧ２细胞活力没有明显抑制作用外，文冠
果壳其余溶剂提取物均对 ＨｅｐＧ２细胞活力有抑制作
用，相较于空白组而言，皆有统计学差异（Ｐ＜
００１）。其中，９５％ ＸＳＨＥ抑制 ＨｅｐＧ２细胞活力效
果最 强，当 ９５％ ＸＳＨＥ 的 给 药 质 量 浓 度 为
７５００μｇ·ｍＬ－１时，其抑制作用能达到（８０４４±
２６７）％，高于等质量浓度的阳性对照 ＭＭｃ。此
外，研究还发现，质量浓度为１００００μｇ·ｍＬ－１的
９５％ ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细 胞 的 抑 制 作 用 不 如
７５００μｇ·ｍＬ－１的９５％ ＸＳＨＥ强；分析认为，可能
是由于１００００μｇ·ｍＬ－１的 ＸＳＨＥ对 ＨｅｐＧ２细胞呈
现了一定的促增殖作用，也可能是药物质量浓度过

大，在酶标仪下有较大的吸收，从而干扰了测量结

果。ＨｅｐＧ２细胞在 ９５％ ＸＳＨＥ干预下形态发生变
化，具体表现为细胞皱缩，细胞间隙变大，从培养

板脱落等作用。

综上结果表明，冠果壳提取物在体外具有良

好的抑制 ＨｅｐＧ２增殖的生物活性，为我们进一步
探索文冠果壳提取物抗肿瘤作用机制奠定了

基础。
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　　本文比较过超声提取和热回流提取对 ＤＣ含量
测定的影响，结果显示无统计学差异，因超声提取

操作方便，故最终选择超声提取。考察过甲醇、

７０％甲醇、５０％甲醇、３０％甲醇作为提取溶剂，超
声时间分别为３０、４５、６０ｍｉｎ时的提取效率，实验
结果表明最佳提取工艺为７０％甲醇超声４５ｍｉｎ。本文
建立的含量测定方法简便、准确、重复性好，含量测

定结果表明川芎中均含有较高含量的ＤＣ，可为川芎
药材质量标准的制定及资源的开发利用提供参考。
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