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自首乌提取物体外抗肝癌Bel7402活性物质的筛选
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摘 要：以Bel7402，L02两株细胞为筛选模型，研究了滨海白首乌抗癌活性。用乙醇做溶媒，通

过对不同提取条件下提取的产物进行体外细胞毒活性试验及优化，确定了滨海白首鸟抗癌活性物

质的最佳提取条件为：温度37℃，时间2 h，料液比为1：10，提取1次。醇提物经过大孔吸附树

脂、硅胶柱进一步分离，得到活性成分最佳的组分Ⅱ，经过定性研究，确定此组分是由甾体、三萜、

酚类、生物碱为主及少量的糖类组成。
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Screening of Bioactive Substances from the Root of Cynanchum auriculatum

Royleex Wight by Anti—Liver Cancer Bel7402 in vitro
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Abstract：By using Bel7402，L02 cell lines as the screening model，the anti—tumor activity of the

root of Cynanchum auriculatum Royleex Wight was studied．The cytotoxicity of ethanol elution

by different extraction condition was studied by determining cell growth curve in vitro．The

viability of cells was assessed in the MTT assay，by the IC50 values the best extracting conditions

were confirmed as the temperature 37℃for 2 h in solid／ethanol ratio 1：10 and the extracting

only once．The fractionⅡof the ethanol elution was separated through resin and gel and

identified by chemical method．It was consisted mainly of steroidal，triterpene，hydroxybenzene，

alkaloid and a little sugar．
。
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乌。全国以“白首乌”为名的有数种，如戟叶牛皮消

Cynanchum bungei Decne的块根、飞来鹤(耳叶牛

皮消)C．auriculatum Royleex Wight的根、隔山消

C．wilfordi Hemsl的根、青洋参C．otophyllum

Schneid的根等。但1977年版的《中国药典》以“白

首乌”药名收入的为萝摩科植物戟叶牛皮消uJ。首

乌的主要化学成分是含磷脂酰胆碱(phosphatidyl—

choline)、磷脂酰乙醇胺(phosphatidyletha—no—

lamine)、磷脂酰肌醇(phosphatidylinositos)及C21

甾甙等。

白首乌C。。甾甙能够清除超氧阴离子自由基[2]

和羟自由基，能够极其显著地提高小鼠的免疫功能

和抗氧化能力[3]，是白首乌中公认的主要活性成

分。宋俊梅等n1研究结果表明，总甙通过腹腔注射

给药时，能够显著延长荷$180瘤小鼠的寿命，但通

过灌胃给药时，仅表现出抑制肿瘤的倾向，却无统

计学意义。这说明活性物质的给药途径对其显效

能力具有非常显著的影响，而给药途径的影响与其

药理作用机制具有密切的关系。

陈捷等通过总结近10年来有关自首乌抗癌活

性成分的实验研究来探讨其抗癌机理。结果发现，

自首乌甾体酯甙抗肿瘤作用与其表面活性样作用

有关；白首乌甙与其诱导肿瘤细胞凋亡有关，同时

发现白首乌新苷A、B也有显著的抗癌作用[5]。体

外试验表明，自首乌的提取物对Hce-8693，PC3，

Hela，PAA 4株癌细胞都有较强的抑制作用，但对

肝癌的抑制作用报道较少。近年来作者所在研究

室对江苏滨海出产的耳叶自首乌的提取物进行了

研究，作者研究了自首乌乙醇提取物抗肝癌活性成

分的提取分离。

1材料与方法

1．1试验仪器

粉碎机：上海淀久中药机械制造有限公司制

造；恒温水浴锅：GKC上海电理仪器厂制造；JJ一1精

密定时电动搅拌器：江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司制造；旋转蒸发仪：BUCHI ROTAVAPOR

R一200型；DZF一6090真空干燥箱：上海益恒实验仪

器有限公司制造；二氧化碳培养箱：ThermoForma

公司制造；Muhiskan MK3酶标仪：芬兰Muhiskan

公司制造；层析柱40 mm×400 mm；大孔吸附树脂

AB-8：上海华羚树脂有限公司生产；96孔细胞培养

板：美国Costar公司生产。

1．2试验材料

1．2．1材料 自首乌块根，江苏滨海出产。

1．2．2细胞株Bel7402，L02由江南大学生物工

程学院金坚教授惠赠。

1．2．3试剂 工业乙醇，氯仿(分析纯)，甲醇(分

析纯)；RPMI 1640细胞培养基，GIBCO公司产品；

MTT[3一(4，5-dimethyhhiazol～2y1)一2，5-dipheny—

ltetrazoloium]，Sigma公司产品；小牛血清，上海华

美生化试剂公司产品。

1．3试验方法

1．3．1提取分离 称量白首乌干燥块根160 g，粉

碎后，搅拌均匀并用EtOH萃取，并分别对提取温

度、时间、溶剂浓度、提取次数等进行单因素考察。

减压回收溶剂，得EtOH提取浓缩物12．6 g。各因

素得到的样品上柱后分别以不同浓度的EtOH做

洗脱剂，得到不同浓度的洗脱物，减压回收溶剂后，

在45℃真空浓缩、干燥。

1．3．2 白首乌分离组分的定性分析 甾体三萜

类：醋酐浓硫酸法；黄酮类：盐酸镁粉反应；糖苷类：

盐酸镁粉反应；酚类：三氯化铁溶液显色；生物碱：

碘一碘化钾试剂显色。

1．4体外活性试验

1．4．1体外传代人肿瘤细胞株的培养 复苏的

Bel7402，L02细胞在含10％小牛血清的RPMll640

培养掖内，置37℃、饱和湿度、5％CO：条件下培养，

并以0．25 g／dL胰蛋白酶消化传代。

1．4．2白首乌分离组分时Bel7402，L02细胞株生

长增殖的影响 参照文献[7—8]，培养48 h后将不

同药物按不同浓度分别以150 uL／孔加入96孔板。

每个实验组设3个复孔，另设无药物的阴性对照

组。培养板置于37℃，5％COz培养箱中培养48 h

后，用PBS缓冲溶液洗涤后，分别加0．5／-g／mL的

MTT 100 uLI孔，继续孵育4 h后弃去，然后每孔加

DMSO 150 ttL／孔，置于37℃培养箱中孵育10

min，用酶标仪于570 nm下测定吸光度值A，并计

算细胞生长抑制率。细胞生长抑制率一(1一实验

组A／阴性对照组A)×100％。

2结果与讨论

2．1以Bel 7402，L02细胞为筛选模型。提取条件

的优化

不同的提取条件下提取的产物组成可能有不

同，以Bel7402，L02两株细胞为筛选模型，以乙醇

做溶媒，通过对不同的提取条件下提取的产物进行

体外细胞毒活性试验及优化，可以确定自首乌抗癌

活性物质的最佳提取条件。

自首乌块根经粉碎后，工业乙醇搅拌提取，通
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过不同的时间、温度、料液比确定最佳提取条件。

从单因素分析的结果来看，自首乌用乙醇提取2 h

后对肝癌细胞株Bel7402的活性最高，同时对正常

肝细胞L02的毒性最小，见图1；从提取温度的效果

来看，虽然随着提取温度的升高，提取物对正常肝

细胞的损害逐渐减小，但是对Bel7402的活性却大

大降低了，因此选择37℃的提取温度应当是较好

的选择，见图2；从不同的料液比提取的产物的活性

来看，虽然以失去了一定的抗癌活性为代价，但是

大大降低了对肝细胞的损伤，有利于临床的应用，

因此采用1；10的比例，见图3；从提取次数的对比

可以看出，较少的提取次数可以大大减少非活性物

质的带入，见表1。
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图l 不同提取时间对白首乌粗提物的IC。的影响

Fig．1 Effect of extraction time On IC"of Cynanchum
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图2不同提取温度对自首乌粗提物的IC蛐的影响

Fig．2 Effect of extraction temperature on IC”of

Cynanchum auriculatum
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图3不同料液比对自首乌粗提物的IC。的影响

Fig．3 Effect of ratio of material to liquid on Ic5·of

Cynanchum auriculatum

表1不同提取次数对自首乌粗提物的Ic。的影响

Tab．1 Effect of extraction times on lC∞of Cynanchum口H-

riculatum

(／19／mL)

2．2最佳条件提取物的树脂和硅胶柱洗脱分离条

件和安全性探索

根据自首乌提取物对两株细胞的活性试验结

果，综合各单因素分析，确定白首乌乙醇提取的最

佳条件为：温度37℃，时间2 h，料液比为1：10，提

取次数为一次。提取物经AB-8大孔吸附树脂吸

附，以体积分数10％，30％，50％，70％，95％的醇洗

脱，在较低的体积分数下洗脱的物质基本上没有活

性，但是随着洗脱液体积分数的增加，尤其当洗脱

液的体积分数超过50％时，得到的分离物的活性越

来越高，其洗脱物的IC。。见表2。

表2不同体积分数洗脱液对洗脱物ICs．的影响

Tab．2 Effect of eluent concentration on IC”of eluate

(／．￡g／mL)

由此收集50％～95％的醇洗脱物，浓缩后进一

步经硅胶柱分离，以氯仿、氯仿：甲醇(40：1，20 s

1，10：1，5：1)、甲醇逐级进行洗脱分离，得到8个

组分。从表3可以看出，尽管I组分的安全性最大，

但是由于应用于抑制肿瘤细胞的IC5。高达746 pg／

mL，如果应用于临床，必将给患者带来很大的痛苦，

兼顾两个方面的效果，Ⅱ组分最具应用前景。

表3不同组分的安全性考察

Tab．3 Review of the security of different eluate

(弘g／mL)

细胞种类 I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅶ

Bel7402 746．98 64．76 81．85 57．32 72．32 110．29 47．15 96．03

L02 2860．51 138．98 74．89 68．24 69．12 78．66 68．38 99．07

安全指数3．83 2．15 0．91 1．19 0．96 0．71 1．45 1．03

2．3 自首乌组分u中活性成分的定性分析

长期以来，自首乌作为保健品或者作为药品主

要的问题就是它的安全问题。陆琮明嘲等人对自

首乌片的食品安全性毒理学进行了研究，结果表
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明：小鼠经I=1 LD。。大于10 g／kg，为实际无毒，但是

30 d喂养试验显示，白首乌片在一定的剂量下，出

现了明显的毒性作用：兴奋性增高，易激怒且明显

消瘦，动物体重呈下降趋势，食物利用率低，动物陆

续死亡。推算得到60 kg体重的人体，一天允许摄

入白首乌片2．4 g，作为食品显然是不合适的。如

果可以分离出毒性较小、药物活性较高的组分，则

自首乌做为抗癌药物还是具有光明前景的。经过

对组分II的初步定性研究，确定此组分主要由甾

体、三萜、酚类、生物碱及少量的糖类组成，见表4。

抗肿瘤药物作为一把双刃剑，既能够把患者从

死神手里夺回来，但同时由于其具有很强的毒副作

用，也可能会给癌症患者带来巨大的痛苦，甚至死

亡，所以寻找更安全的抗肿瘤药物是目前科研工作

者亟待解决的首要问题。随着中草药的效用被世
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