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［摘要］　目的：比较不同产地鸦胆子的主成分和球蛋白含量，进而分析各产地鸦胆子球蛋白酶解物对人源恶性
黑色素瘤细胞Ａ３７５的细胞毒性。方法：收集广东、广西、云南和福建４个产地鸦胆子，分别采用凯氏定氮法、旋
光法、索氏提取法、烘干法、马弗炉法测定其蛋白质、淀粉、粗脂肪、水分和灰分含量。胃蛋白酶水解鸦胆子球蛋

白，经超滤后收集滤过液，ＭＴＴ法测定多肽组分对人源恶性黑色素瘤细胞 Ａ３７５的细胞毒性。结果：４个产地鸦胆
子各成分存在显著差异，淀粉质量分数均在４５％以上，粗脂肪质量分数为１４８８％～２２１０％，水分和灰分含量均符
合 《中华人民共和国药典》（２０１５版）规定；蛋白质质量分数以广西产地最高，为 １７２３％；福建产地最低，为
１２６１％。广西产地鸦胆子球蛋白含量为１１２ｍｇ·（１００ｍｇ）－１，占总蛋白的６５２％，显著高于其他产地。４个产地鸦胆
子球蛋白源小分子肽作用于Ａ３７５细胞７２ｈ后，最小半数抑制浓度（ＩＣ５０）值分别为８１６、５５４、８３４、２７８μｇ·ｍＬ

－１。

结论：不同产地对鸦胆子蛋白质含量存在一定影响，且球蛋白源生物肽均具有显著体外抗黑色瘤活性。

［关键词］　鸦胆子；球蛋白；黑色素瘤；细胞毒性；产地
［中图分类号］　Ｒ２８５５　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７３４８９０（２０２０）０１００４１０６
ｄｏｉ：１０１３３１３／ｊｉｓｓｎ１６７３４８９０２０１９０４０９００７

ＩｎｖｉｔｒｏＡｎｔｉｍｅｌａｎｏｍａＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰｅｐｔｉｄｅｓＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＢｒｕｃｅａｊａｖａｎｉｃａＧｌｏｂｕｌｉｎｉｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＡｒｅａｓ
ＷＡＮＧＨｕｉｙｕｎ１，ＣＨＥＮＰｅｉｙａｏ１，ＯＵＹＡＮＧＹｕｑｉｎｇ１，ＷＡＮＧＤｏｎｇ２，ＷＡＮＧＬｉｎｇｚｈｉ１

１ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ；
２ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔｓ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｇｌｏｂｕｌｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＢｒｕｃｅａｊａｖａｎｉｃａｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｒｅａｓａｎｄｔｈｅｎａｎａｌｙｚｅｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｇｌｏｂｕｌｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｔｏｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＡ３７５ｃｅｌｌｓＭｅｔｈｏｄｓ：
Ｂｊａｖａｎｉｃａｓｅｅｄｓｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｇｕａｎｇｘｉ，ＹｕｎｎａｎａｎｄＦｕｊｉａｎｐｒｏｖｉｎｃｅＫｊｅｌｄａｈｌｍｅｔｈｏｄ，ｐｏｌａｒｉｍｅｔｒｙ
ｍｅｔｈｏｄ，Ｓｏｘｈｌｅｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄａｎｄｍｕｆｆｌｅｆｕｒｎａｃｅｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｔａｒｃｈ，
ｃｒｕｄｅｆａｔ，ｗａｔｅｒａｎｄａｓｈｃｏｎｔｅｎｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＧｌｏｂｕｌｉｎｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｐｅｐｓｉｎａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｗａｓｆｒａｃｔｉｏｎｅｄｂｙ
ｕｓｉｎｇｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｗｉｔｈ３ｋＤａｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｃｕｔｏｆｆｔｏｃｏｌｌｅｃｔｔｈｅｆｉｌｔｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎＦｉｎａｌｌｙｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓａｇａｉｎｓｔＡ３７５ｃｅｌｌｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｆｏｒｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｍｏｎｇＢｊａｖａｎｉｃａｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｆｏｕｒａｒｅａｓＴｈｅｓｔａｒｃｈｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅａｌｌａｂｏｖｅ４５％ ａｎｄｔｈｅｃｒｕｄｅｆａｔｃｏｎｔｅｎｔｒａｎｇｅｄ
ｆｒｏｍ１４８８％ ｔｏ２２１０％ＴｈｅｗａｔｅｒａｎｄａｓｈｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｉｎａｃｃｏｒｄｗｉｔｈＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａｏｆｔｈｅＰｅｏｐｌｅ＇ｓＲｅｐｕｂｌｉｃｏｆＣｈｉｎａ（ＣｈＰ，
２０１５ｅｄｉｔｉｏｎ）ＴｈｅｈｉｇｈｅｓｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＢｊａｖａｎｉｃａｗａｓｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＧｕａｎｇｘｉｐｒｏｖｉｎｃｅａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ１７２３％，ｗｈｉｌｅｔｈｅ
ｌｏｗｅｓｔｗａｓ１２６１％ ｆｏｒｔｈｅｏｎｅｆｒｏｍＦｕｊｉａｎＴｈｅＢｊａｖａｎｉｃａｇｌｏｂｕｌｉｎｃｏｎｔｅｎｔｆｒｏｍＧｕａｎｇｘｉｗａｓ１１２ｍｇ·（１００ｍｇ）－１ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｆｏｒ６５２％ ｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｏｔｈｅｒｓａｍｐｌｅｓＴｈｅｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＣ５０）ｖａｌｕｅｓｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｅｐｔｉｄｅｓｏｆｇｌｏｂｕｌｉｎｆｒｏｍＧｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｇｕａｎｇｘｉ，ＹｕｎｎａｎａｎｄＦｕｊｉａｎｒｅｇｉｏｎｓｏｎ

Ａ３７５ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ８１６，５５４，８３４，２７８μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｏｒｉｇｉｎｓｈａｄｃｅｒｔａｉｎｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆＢｊａｖａｎｉｃａａｎｄｂｉｏａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓｏｆＢｊａｖａｎｉｃａｇｌｏｂｕｌｉｎｅｘｉｓｔｅｄｃｅｒｔａｉｎａｎｔｉｍｅｌａｎｏｍａａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｂｒｕｃｅａｊａｖａｎｉｃａ；ｇｌｏｂｕｌｉｎ；ｍｅｌａｎｏｍａ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ；ｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｒｅａｓ

·１４·



２０２０年１月　第２２卷　第１期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊａｎ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ１

鸦胆子是苦木科植物鸦胆子属鸦胆子 Ｂｒｕｃｅａ
ｊａｖａｎｉｃａ（Ｌ）Ｍｅｒｒ的干燥成熟果实，味苦，性寒，
有小毒，归大肠、肝经，具有清热解毒、治疟、治

痣等功效，主产于广东、广西、云南、福建等地［１］。

抗肿瘤是鸦胆子最显著的药理作用之一，其中鸦胆

子油及苦木内酯类化合物为重要有效成分［２３］，目前

鸦胆子油已广泛应用于胃癌［４］、非小细胞肺癌［５］、

宫颈癌［６］、大肠癌［７］、肝癌［８］等疾病的治疗。生物

肽在体内发挥着重要的生理调节作用，肽类药物具

有分子量小、对肿瘤敏感、成本低等传统化疗药物

和大分子抗体药物所不具备的特点，因而成为近年

来国内外研究热点［９］。该类药物可通过免疫调节、

抑制肿瘤血管生成、促进细胞凋亡、影响细胞周期、

抑制细胞内信号传导等机制来发挥抗肿瘤作用［１０］。

课题组前期研究表明鸦胆子球蛋白源生物肽可抑制

乳腺癌细胞ＭＣＦ７增殖［１１］。不同地理位置、气候条

件等对中药材质量和功效均有一定程度的影响，产

地对鸦胆子蛋白质品质及相关药理作用是否存在影

响，尚未见详细报道，本研究拟对其进行系统研究，

并对其球蛋白源小分子肽的细胞毒性进行评价。

１　材料与仪器

１１　材料

鸦胆子分别采购自广东、广西、云南、福建 ４
个产地，产地信息见表１，经北京中医药大学刘春
生教授鉴定为苦木科鸦胆子属植物鸦胆子 Ｂｒｕｃｅａ
ｊａｖａｎｉｃａ（Ｌ）Ｍｅｒｒ的干燥成熟果实。

表１　不同产地鸦胆子来源
样品编号 产地 采购地

１ 广东 北京同仁堂望京药店

２ 广西 北京同仁堂望京药店

３ 云南 毫州润鼎药业销售有限公司

４ 福建 广东亿凡星医药科技有限公司

１２　试剂

胃蛋白酶（批号：１０１６４４９９０，Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＥＭ
培养 基 （批 号：１８３０７６１，Ｇｉｂｃｏ）；ＦＢＳ（批 号：
９０８０７６３，Ｖｉｓｔｅｃｈ）；双抗（批号：３０００２２８３，Ｃｏｒｎｉｎｇ）；
蛋白质标准品（批号：００５４４００５，普科利莱）。所有
化学试剂均为分析纯。

１３　仪器

ＦＷ１００型高速万能粉碎机（天津泰斯特仪器有

限公司）；ＢＰ２２１Ｓ型电子分析天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
全自动旋光仪（美国鲁道夫公司）；ＴＧＬ２０Ｍ型台式
高速冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公

司）；ＧＴＲ１０２型高速冷冻离心机（北京时代北利离
心机有限公司）；ＤＦ１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌
器（巩义市予华仪器有限责任公司）；ＦＤ５０冷冻干
燥机（上海比朗仪器制造有限公司）；ＤＬＣＪ１Ｎ高性
能无菌工作台（北京东联哈尔仪器制造有限公司）；

ＭＣＯ１８ＡＩＣ（ＵＶ）ＣＯ２培养箱（日本 ＳＡＮＹＯ公司）；
Ｅｐｏｃｈ酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＴＥ２０００Ｓ倒置
显微镜（日本ＮＩＫＯＮ公司）。

２　方法

２１　鸦胆子主成分含量测定

２１１　蛋白质含量和纯度测定　采用凯氏定氮
法［１２］９６：不同产地的鸦胆子粉碎后，过四号筛。精密

称定鸦胆子粉末或量取蛋白溶液于凯式烧瓶中，依次

加入浓硫酸和催化剂进行消化直至终点，消化液定容

后，取适量溶液进行蒸馏，进而用０００５ｍｏｌ·Ｌ－１的
硫酸滴定。按公式（１）（２）根据滴定所用硫酸量计算
蛋白质含量。每个样品重复３次。

固体样品中蛋白含量＝（Ａ－Ｂ）×０１４×６２５×ＮＣ×１０００ ×１００％

（１）
液体样品中蛋白含量［ｍｇ·（１００ｍｇ）－１］＝

（Ａ－Ｂ）×０１４×６２５×Ｎ （２）
式中：Ａ为滴定样品所用稀硫酸的体积（ｍＬ）；

Ｂ为滴定空白样品所用稀硫酸的体积（ｍＬ）；Ｎ为样
品的稀释倍数；Ｃ为粉末样品的质量（ｇ）。
２１２　水分含量测定　采用烘干法［１２］１０３：称取

（２００±００１）ｇ样品平铺于干燥至恒质量的称量瓶
（质量记为 ｍ０）中，精确称量其质量记为 ｍ１，开口
放置于１０５℃的烘箱内５ｈ，取出冷却后称质量记为
ｍ２，再次放入烘箱中重复上述步骤，直至连续２次
称量的质量相差不超过 ０００５ｇ。每个样品重复
３次。

水分含量＝
ｍ２－ｍ０
ｍ１－ｍ０

×１００％ （３）

２１３　灰分含量测定　采用马弗炉法［１２］１０５：精确称

取样品平铺于干燥坩埚（质量ｍ０）中，精确称量其质
量ｍ１，置于马弗炉内，５００～６００℃使样品完全炭
化，取出冷却，称量其质量 ｍ２，再次放入马弗炉内
至恒质量。

·２４·
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灰分含量＝
ｍ２－ｍ０
ｍ１－ｍ０

×１００％ （４）

２１４　粗脂肪含量测定　采用索式提取法［１３］：精

确称取样品放置于干燥滤纸筒（质量记为ｍ０）内，称
质量（记为 ｍ１）后放入索氏提取器内，石油醚回流
８～１０ｈ，烘干称质量（记为 ｍ２）。每个样品平行３
份，根据所得数据计算粗脂肪含量。

粗脂肪含量＝
ｍ２－ｍ０
ｍ１－ｍ０

×１００％ （５）

２１５　淀粉含量测定　采用旋光法［１４］：精确称取３份
样品，分多次加入２１ｍＬ稀盐酸（０３０９ｍｏｌ·Ｌ－１），沸
水浴加热１５ｍｉｎ，冷却后，依次加入亚铁氰化钾和
醋酸锌溶液，摇匀后定容过滤，测定溶液旋光值

α１。另称取 ３份样品，加入 ４０％的乙醇室温放置
１ｈ，定 容 后 过 滤，取 ５０ ｍＬ滤 液 加 稀 盐 酸
（７７ｍｏｌ·Ｌ－１），再依次加入亚铁氯化钾和醋酸锌溶
液，摇匀后定容过滤，测定溶液旋光值 α２。样品淀
粉含量见公式（６）。

样品淀粉含量＝２０００
α２０Ｄ
×
２５α１
ｍ１

－
５α２
ｍ( )
２
×１００％
ω１
（６）

式中：ｍ１为第 １次称取的鸦胆子粉末的质量
（ｇ）；ｍ２为第２次称取的鸦胆子粉末的质量（ｇ）；α

２０
Ｄ

为纯淀粉在５８９３ｎｍ波长下测得的比旋光度；ω１为
样品中干物质质量分数（％），ω１＝１００－ω０（样品的
水分含量）。

２２　鸦胆子球蛋白提取

鸦胆子球蛋白提取方法参考文献［１５］等。药材
用双蒸水４℃振荡１ｈ，４℃ １００００ｒ·ｍｉｎ－１离心（离
心半径５为 ｃｍ）３０ｍｉｎ，弃上清液，重复操作１次；
再加入５％ ＮａＣｌ溶液于４℃振荡１ｈ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３０ｍｉｎ获得鸦胆子球蛋白提取液，重复操作
１次，合并２次提取液；球蛋白提取液经布氏漏斗
过滤后，４℃透析（ＭＷＣＯ＝３ｋＤａ）２４ｈ，期间每４ｈ
换１次水，蛋白溶液冷冻干燥后备用。

２３　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

采用垂直不连续体系［１６］：分离胶浓度为１２％，
浓缩胶浓度为５％。蛋白样品溶液加入适量上样缓
冲液后，沸水浴变性５ｍｉｎ，冰浴１０ｍｉｎ，上样量为
２０μｇ，室温恒压电泳；考马斯亮蓝Ｒ２５０染色。

２４　鸦胆子小分子肽（≤３ｋＤａ）的制备

参考文献［１７］将４个产地的鸦胆子球蛋白分别
用胃蛋白酶进行水解（底物浓度１％，酶与底物浓度

比１∶１０，酶解液 ｐＨ＝２０，３７℃），酶解 ４８ｈ后，
１００℃水浴５ｍｉｎ以终止反应，随即冰浴１０ｍｉｎ，于
４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１、离心（离心半径为 ５ｃｍ）
２０ｍｉｎ，取上清液并转移至超滤管（ＭＷＣＯ＝３ｋＤａ）
中，４０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃下超滤离心，收集滤过液冷
冻干燥。

２５　鸦胆子小分子肽对Ａ３７５的增殖抑制作用

取对数生长期的人源恶性黑色素瘤细胞 Ａ３７５，
经胰酶消化后，使其成均匀单细胞悬浮态，调整细

胞密度为２×１０４个?ｍＬ，按１００μＬ?孔接种于９６孔细
胞培养板，放置于ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后弃去旧
培养基，给药组分别加入１５０μＬ受试样品（质量浓
度为１、２、４、８、１６μｇ·ｍＬ－１），阴性对照组加入
完全培养基。培养７２ｈ后弃去培养基，加入１００μＬ
ＭＴＴ，培养箱中孵育４ｈ，弃上清液，加入二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ），于５７０ｎｍ处测定吸光值 （Ａ），计算细
胞增殖抑制率。

抑制率＝

１－ 实验组平均Ａ值－空白组平均Ａ值
阴性对照组平均Ａ值－空白组平均Ａ( )值 ×１００％

（７）

２６　数据分析

采用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计学分析，数据均
用（珋ｘ±ｓ）表示，以Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

３　结果

３１　不同产地鸦胆子主成分含量比较

４个产地鸦胆子主成分含量如表２所示。各产
地鸦胆子蛋白质含量存在显著差异，广西产地质量

分数最高，为 １７２３％；其次是云南产地，为
１４２０％；福建和广东产地鸦胆子蛋白质量分数分
别为１３２０％和１２６１％。粗脂肪质量分数中，广
西产地最高，为 ２２１０％，广东产地质量分数最
低，仅占１４８８％。淀粉质量分数中，广西产地最
低，为４６７３％，广东产地最高，为 ５６４１％。水
分均不超过１０％，总灰分均不超过６５％，均符合
《中华人民共和国药典》规定。

３２　不同产地鸦胆子球蛋白含量比较

不同产地鸦胆子球蛋白含量及纯度结果见表３。广
西产地鸦胆子质量分数最高，为１１２ｍｇ·（１００ｍｇ）－１，

·３４·
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表２　不同产地鸦胆子检查项目比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
％

产地 蛋白质 水分 灰分 粗脂肪 淀粉

广东 １２６１±０２９ｄ ７７６±００４ａ ５９７±００５ａ １４８８±０１１ｃ ５６４１±２０７ａ

广西 １７２３±００５ａ ６８４±０００ｃ ４９２±００３ｃ ２２１０±００６ａ ４６７３±３００ｄ

云南 １４２０±００４ｂ ６６９±００３ｄ ４８７±００５ｃ ２０２０±０３７ｂ ５２４９±１６３ｂ

福建 １３２０±０３０ｃ ７５３±００３ｂ ５３５±００７ｂ ２１８４±０３３ａ ５００９±０７２ｃ

　　注：同一列不同字母表示差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；下同。

表３　不同产地鸦胆子球蛋白含量（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

产地
质量分数／

ｍｇ·（１００ｍｇ）－１
占总蛋白

百分比／％ 纯度／％

广东 ０３４±００１ｄ ２６３±００４ｃ ９４５６±０４４ｂ

广西 １１２±００１ａ ６５２±００３ａ ９６５８±０２８ａ

云南 ０５８±００１ｂ ４０７±００６ｂ ８７０３±０５０ｄ

福建 ０５４±００１ｃ ４０６±００４ｂ ９０２１±０１４ｃ

占总蛋白的６５２％，显著高于其他３个产地鸦胆子
（Ｐ＜００５）。同时，广西鸦胆子球蛋白纯度最高，
为９６５８％，其次是广东、福建和云南，蛋白纯度依
次为９４５６％、９０２１％和 ８７０３％，且差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。

３３　不同产地鸦胆子球蛋白分子量分布

不同产地鸦胆子球蛋白电泳图谱如图 １所示。
产地对鸦胆子球蛋白条带分布未造成明显影响，主

要分布在３３、１９、１１ｋＤａ附近，但不同产地蛋白条
带丰度略有不同。

注：１标准蛋白；２广东产地；３广西产地；４云南产

地；５福建产地。

图１　不同产地鸦胆子球蛋白电泳图

３４　不同产地鸦胆子小分子肽细胞毒性研究

不同产地的鸦胆子小分子肽作用于 Ａ３７５细
胞，均呈现出一定的增殖抑制作用，且随着作用

时间的延长细胞数目逐渐减少，细胞均呈现出皱

缩变圆、细胞膜破裂、细胞碎片增加的现象（见

图２），而阴性对照组细胞数目随时间呈现正常增
长趋势。

注：Ａ阴性对照组；Ｂ广西产地鸦胆子球蛋白小分子肽给药组；

１给药后２４ｈ；２给药后４８ｈ；３给药后７２ｈ；各组给药质量

浓度均为８μｇ·ｍＬ－１。

图２　鸦胆子球蛋白小分子肽作用于
Ａ３７５细胞的形态学观察

不同产地鸦胆子球蛋白源小分子肽对人源恶性

黑色素瘤 Ａ３７５细胞的增殖抑制率见图 ３。结果表
明，鸦胆子生物肽对Ａ３７５细胞均呈现一定的增殖抑

制作用，且呈时间依赖性和剂量依赖性。以广西产

地鸦胆子生物肽为例，当药物质量浓度为４μｇ·ｍＬ－１

时，给药２４、４８、７２ｈ后，药物对 Ａ３７５细胞的抑
制率分别为１９２９％、２６１４％、４１０１％，呈时间
依赖性；当药物作用时间为 ４８ｈ时，随着药物浓
度的增加，对 Ａ３７５细胞的抑制率分别为 ３９６％、
８４８％、２６１４％、４８９８％、６８０７％，呈 递 增
趋势。

４产地小分子肽作用细胞７２ｈ后，计算其最小
半数抑制浓度（ＩＣ５０）值，由表４可知，福建产地的

ＩＣ５０值最低，为２７８μｇ·ｍＬ
－１（Ｐ＜００５），其次是广

西产地（５５４μｇ·ｍＬ－１），云南和广东产地的 ＩＣ５０值

较高，分别为８３４、８１６μｇ·ｍＬ－１，说明福建和广
西产地的鸦胆子球蛋白酶解物对人源恶性黑色素瘤

·４４·
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细胞Ａ３７５的细胞毒性较其他２个产地强。

图３　不同产地质量浓度鸦胆子球蛋白小分子肽对
Ａ３７５细胞的增殖抑制率

表４　不同产地鸦胆子球蛋白小分子肽对Ａ３７５细胞的
半数抑制浓度（ＩＣ５０）

产地 ＩＣ５０／μｇ·ｍＬ－１

广东 ８１６±００１ｃ

广西 ５５４±００３ｂ

云南 ８３４±００４ｃ

福建 ２７８±００３ａ

４　讨论

黑色素瘤具有恶性程度高、转移早且广泛等特

点，目前该病临床常用的药物治疗方法主要有干扰

素、分子靶向和免疫治疗等，但均存在一定缺陷，

如易产生耐药性［１８］、延迟反应等，且获益者有

限［１９］。因此，寻找新型高效低毒抗黑色素瘤药物亟

待解决。

生物肽是由少于１００个的氨基酸通过肽键连接
形成的、相对分子质量低于１００００、对生命活动有
益或具有一定生理活性的化合物［２０］，可以通过酶解

法、发酵法和化学合成法等来制备。目前已从多种

动植物中获得抗肿瘤肽。Ｋａｎｎａｎ等［２１］从米糠中分离

得到五肽ＧｌｕＧｌｎＡｒｇＰｒｏＡｒｇ具有抑制结肠癌、乳腺
癌、肺癌和肝癌细胞生长的作用。Ｗａｎｇ等［２２］从油菜

籽制备得到的多肽 ＴｒｐＴｈｒＰｒｏ可引起 ＨｅｐＧ２细胞凋
亡。Ｗａｎｇ等［２３］酶解牡蛎得到的多肽组分对Ｓ１８０荷瘤
小鼠的抑瘤率可达４８％。Ｓｕ等［２４］等从山羊脾脏中分

离得到的抗癌活性肽（ＡＣＢＰ）通过阻滞细胞周期和细
胞凋亡信号通路抑制人胃癌细胞（ＢＧＣ８２３）生长。

产地对有效成分含量及药效有着重要影响。孙

向阳等［２５］研究表明，不同产地黄芪的解热抗炎作用

存在差异；刘英等［２６］研究表明云南不同产地人参皂

苷总含量差异较大；罗宇东等［２７］比较了广西不同产

地的滕苦参强心苷含量，发现钦州八塞沟产地含量

最高；卢聪［２８］等研究结果表明不同产地人参蛋白表

达具有显著性差异，且与产地纬度相关。中药材中

大分子的药效及物质基础逐渐引起科研工作者重视。

本研究对不同产地鸦胆子蛋白质含量和小分子肽细

胞毒活性进行了深入研究，结果显示广西产地鸦胆

子总蛋白和球蛋白含量最高；且其小分子肽对人源

恶性黑色素瘤细胞Ａ３７５的增殖抑制作用仅次于福建
产地，从而为该药的质量标准制定和临床应用提供

进一步理论依据，也为恶性黑色素瘤药物的研发提

供了新的候选材料。
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