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要!对毛花猕猴桃根甲醇提取物进行初步分离!对所得氯仿萃取物活性部位进行定性以及体外抗肿瘤活性

研究'使用系统溶剂法分离毛花猕猴桃根甲醇提取物!获得氯仿萃取物'使用显色反应对氯仿萃取物进行初步定

性'以紫杉醇为阳性对照药!通过
U88

法检测毛花猕猴桃根甲醇提取物的氯仿萃取活性部位对肝癌细胞株
LTY7

CE"E

增殖的抑制作用'结果表明毛花猕猴桃氯仿萃取物的主要成分可能为生物碱类物质'氯仿萃取物对
LTY7

CE"E

有明显的增殖抑制作用并呈剂量依赖性关系!其
PJ

#"

为
%%E?F

"

4

%

GY

'

关键词!毛花猕猴桃#系统溶剂法#氯仿萃取物#

U88

法#抗肿瘤活性
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肝癌是一种高发的恶性肿瘤#目前治疗肝癌的

方法主要包括手术治疗)放射疗法以及化学疗法%

化学疗法对抑制肿瘤的转移和防止复发具有积极的

意义#因而寻求新的有效的抗肿瘤活性结构一直是

肿瘤治疗的热点%天然药物以其作用机制独特)效

果显著)毒副作用较小#越来越受到人们的关注%据

统计#当今使用于临床的化疗药物中有接近
#"X

属

于天然产物或者来自其衍生物'

%

(

%

生物碱是目前研究发展得最快的一类新的天然

物质%它们能通过抑制细胞端粒酶活性)抗肿瘤扩

散及转移)诱导肿瘤细胞凋亡)抑制肿瘤细胞增殖)

细胞毒作用等多个方面'

$

(发挥抗肿瘤作用#其代表

药物紫杉醇以其良好的疗效广泛运用于临床%我国

拥有丰富的植物药物资源#拥有众多传统天然抗肿

瘤植物#目前正成为寻找新的有效的抗肿瘤药物的

重要来源%

毛花猕猴桃"

:GB)0)D)(A!)(0BM(L1+<0?

$为猕

猴桃科猕猴桃属植物#-中药大辞典.记载其有清热

利湿#活血消肿#解毒+治肺热失音#淋浊#带下#颜面

丹毒#淋巴结炎#痈疮肿毒的功能'

!

(

%-福建中草药.

则记载其有治疗胃癌#鼻咽癌#乳癌等功能%而其作

为浙江少数民族用药畲药的一种#在畲族中被广泛

用于肿瘤治疗%本实验选取了毛花猕猴桃根的氯仿

萃取物为研究对象#对其进行了初步的定性分析%

以临床抗癌药紫杉醇为阳性对照药#以肝癌细胞株

LTY7CE"E

作为体外抗肿瘤活性筛选模型'

E7D

(

#对毛

花猕猴桃氯仿萃取物抗肿瘤作用进行研究#并初步

研究了作用机制%

!

!

材料与方法

%?%

!

材料)试剂

毛花猕猴桃根"

$"%%

年
"E

月购于浙江遂昌#并

由浙江中医药大学陈锡林副教授鉴定$)

SUTU

培

养基"

W3a6(

公司$)

ML5

"天津灏洋生物技术有限责

任公司$)

SU5N

"二甲基亚砜#

53

4

G,7K-I*360

公

司$)噻唑蓝"

!7

"

E

#
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=
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U88

#

53

4

G,

公司$$)

紫杉醇"杭州长征化学试剂有限公司$)甲醇)氯仿)

苦味酸)碘化铋钾)碘
7

碘化钾等试剂均为分析纯%

%?$

!

细胞株

肝癌细胞株
LTY7CE"E

由浙江理工大学新元医



学与生物技术研究所提供%

%?!

!

仪器

M(*G,51*31;

)

型
JN

$

培养箱"

801*G(

公

司$+

>,*3(;6,+M-,;0

酶标仪"

801*G(

公司$+

M(*7

G,BF"Z 9Y8M*11V1*

型超低温冰箱"

801*G(

公

司$+

8T$"""79

型荧光显微镜"

@3c(+

公司$+

85%""

型荧光显微镜"

@3c(+

公司$+

R7$#"

型旋转蒸发仪

"上海申胜生物技术有限公司$+低温冷冻干燥机"德

国
U,*3+J0*3;<

公司$+

OeY"C7!

型微波炉"杭州博

泉生物科技有限公司$+

S'7%"K

型高速粉碎机"上海

鼎广机械设备有限公司$+

5O/7S

*

型循环水真空泵

"巩义市予华仪器有限责任公司$%

%?E

!

试验方法
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毛花猕猴桃根氯仿萃取物样品的制备

取毛花猕猴桃干燥根部#粉碎#过
F"

目筛%称

取毛花猕猴桃根部粗粉
#c

4

#用体积分数为
F"X

的

甲醇
!#Y

进行微波提取#提取条件为!温度
E"Z

#

功率
%E"e

#每次提取
CG3+

#反复提取
!

次#过滤后

合并提取液%减压浓缩回收甲醇提取液至无醇味#

将所得的水悬液使用等体积的氯仿进行萃取#萃取

!

次#合并萃取液#减压浓缩#冷冻干燥#得毛花猕猴

桃氯仿萃取物冻干粉末%

%?E?$

!

毛花猕猴桃根氯仿萃取物生物碱显色反应

取氯仿萃取物粉末#使用酸性甲醇溶解#配置成

终浓度为
#G

4

&

GY

供试液#过滤#得澄清滤液%取

上述滤液
!

管#各
$GY

#于每管中分别滴加苦味酸

试液
%

$

$

滴+碘
7

碘化钾试液
%

$

$

滴+碘化铋钾试

液
!

$

E

滴#同时设置空白组对照+观察上述各管中

是否有沉淀及颜色变化%

%?E?!

!

细胞培养和样品溶液配制

将肝癌细胞株
LTY7CE"E

培养于含
%"X

胎牛血

清的
SUTU

培养基中#置于
!CZ

)

#XJN

$

饱和湿

度的细胞培养箱中培养#每隔
EF0

更换新鲜培养

基%每隔
!I

使用含
TS8K

的
"?$#X

胰蛋白酶消

化后传代%

将毛花猕猴桃氯仿萃取物冻干粉末用
SU5N

配置成
E"G

4

&

GY

的母液#

%$"""*

&

G3+

#

%"G3+

离

心#取上清#过滤除菌后分装待用%

%?E?E

!

U88

法检测细胞增殖

取对数生长期的
LTY7CE"E

#接种于
&D

孔板内#

每孔加入
%&"

"

Y

细胞液#调整细胞密度#每孔种入

!"""

个细胞%接种后培养
F0

#待细胞贴壁后#使用

培养基将上述氯仿萃取物母液稀释#在实验组培养

孔中加入
%"

"

Y

不同浓度的氯仿萃取物溶液#使培

养孔中氯仿萃取物的终浓度分别为
$""

)

%C#

)

%#"

)

%!C?#

)

%$#

)

%%$?#

)

%""

)

FC?#

"

4

&

GY

#同时设置终浓

度为
"?#X

的
SU5N

溶剂对照组和终浓度分别

![!$#

)

%?DD!

)

!?!$#]%"

B%

)

%?DD!]%"

B%

)

!?!$#]

%"

B$

)

%?DD!]%"

B$

"

4

&

GY

的紫杉醇阳性对照组)空

白调零组#各组均设置
!

个复孔%将加药后的
&D

孔

板放回培养箱中继续培养
C$0

#取出培养板#每孔

加入新鲜配置的
"?#G

4

&

GYU88

溶液
%"

"

Y

#继

续培养
E0

#取出培养板#

!"""*

&

G3+

#

%"G3+

离心#

吸弃上清#每孔加入
%#"

"

YSU5N

#于摇床上摇动

%"G3+

#使培养孔中的蓝紫色结晶充分溶解#用酶标

仪在
E&"+G

处测定各孔吸光度"

K

$#计算样品对细

胞生长的抑制率#并计算
PJ

#"

值%实验重复
!

次%

使用下列公式计算抑制率!

抑制率
^

溶剂对照组吸光值
K

均值
B

实验组吸光度
K

均值
溶剂对照组吸光度

K

均值
B

调零组吸光度
K

均值]%""X

%?E?#

!

统计学分析

以均数
n

标准误"

U1,+n5TU

$表示#所有数据

采用
dK5e;<,<3;<36;%F

统计学软件进行分析%

'

!

结
!

果

$?%

!

毛花猕猴桃根氯仿萃取物显色反应

毛花猕猴桃根氯仿萃取物甲醇溶液#在滴加苦

味酸试液后#产生黄白色沉淀+滴加碘化铋钾试液

后#溶液产生橘红色沉淀+滴加碘
7

碘化钾溶液后产

生棕色沉淀#可见三个典型的生物碱显色反应皆成

阳性#提示毛花猕猴桃氯仿萃取物的主要化合物可

能为生物碱类物质%

$?$

!

氯仿萃取物对肝癌细胞株
LTY7CE"E

的增殖

抑制作用

!!

在所设定的
FC?#

$

$""

"

4

&

GY

给药浓度范围

内#毛花猕猴桃根氯仿萃取物对肝癌细胞株
LTY7

CE"E

有显著的增殖抑制作用#结果如表
%

所示%由

所得的数据可知#随着给药浓度的增高#氯仿萃取物

对
LTY7CE"E

的抑制率越高#可见氯仿萃取物对

LTY7CE"E

的抑制作用呈剂量依赖性关系%在

$""

"

4

&

GY

给药浓度下作用
C$0

抑制率达到
F#X

以上#半抑制浓度
PJ

#"

约为
%%E?F

"

4

&

GY

%阳性对

照药紫杉醇组呈现相似的抑制规律#其半抑制浓度

PJ

#"

约为
D?&&&]%"

B%

"

4

&

GY

%

&#C
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表
!

!

不同浓度氯仿萃取物对
,S-+#)()

细胞株的抑制率"

!\E

#

给药种类 给药浓度&"
"

4

&

GY

$ 抑制率&
X

$""

F#?!%n"?"$$D

&&

%C# F%?FEn"?"C!$

&&

%#"

CC?!"n"?%"E!

&&

氯仿萃取物
%!C?# C$?!#n"?%&!$

&&

%$#

EE?D%n"?$%F$

&

%%$?# !F?CDn"?$E%&

&

%""

!$?&%n"?%#!#

&&

FC?# %$?""n"?"&#

&

!?!$#

F$?C%n"?"#CD

&&

%?DD!% C&?$$n"?"#$!

&&

紫杉醇
!?!$#]%"

B%

#C?CDn"?%!F%

&&

%?DD!]%"

B%

C?"&n"?%#!%

!?!$#]%"

B$

#?EFn"?%F$$

%?DD!]%"

B$

F?&Fn"?$#$%

!!

注!

&

Q

'

"R"#

#

&&

Q

'

"?"%

#

6(G

A

,*1Ib3<06(+<*(-?

$
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讨
!

论
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毛花猕猴桃根氯仿萃取物样品的制备

微波提取法'

C

(具有提取效率高)选择性好)能耗

低)设备简单便于操作等优点#用于处理大批量样品

有着突出的优点#陈雷等'

F

(使用微波萃取提取丹参

中有效成分#结果显示
EG3+

所得到的有效成分的

提取率与索氏提取
%F"G3+

的提取率相当#远高于

超声提取
!"G3+

的产率%此结果充分体现了密闭

微波萃取法快速)高效的优点%本实验采用微波提

取法提取毛花猕猴桃根粗粉#通过正交实验法优化

提取条件得出温度
E"Z

#功率
%E"e

#料液比
%kC

"

4

kGY

$#每次
CG3+

#提取
!

次为最佳条件%

!?$

!

毛花猕猴桃氯仿萃取物成分及其抗肿瘤活性

由三个生物碱鉴别反应可知氯仿萃取物中主要

成分为生物碱类物质%在目前对毛花猕猴桃根部化

学成分的研究中#只有研究其挥发油的具体成分'

&

(

#

报道的大部分是萜类#而生物碱类物质并未见报道%

在对其抗肿瘤活性的报道中#目前对毛花猕猴桃活

性的研究仅见有报道其多糖成分具有抗肿瘤活性#

作为疫苗佐剂应用'

%"

(

#

Q)

等'

%%

(研究了毛花猕猴桃

根部分得的总糖和
E

种多糖组分#并在体内实验中

证明了其对
5%F"

)

O$$

肿瘤小鼠有明显的抑制肿瘤

作用+同时通过研究所得多糖成分对
5%F"

)

O$$

肿

瘤小鼠细胞免疫和体液免疫实验#提示多糖成分可

以提高
8

)

L761--

的活性%增强特异性和非特异性

细胞溶解活性#对抗自身肿瘤细胞#由此证明毛花猕

猴桃提取多糖可以提高机体的免疫反应来实现其抗

肿瘤作用%

由本实验中所得的实验数据可知#毛花猕猴桃

氯仿萃取物在体外抗肿瘤活性筛选实验中#对肝癌

细胞株
LTY7CE"E

细胞的增殖存在着显著抑制作

用#且这种抑制作用呈现出浓度依赖性关系%由显

色反应可知#氯仿萃取物中含有生物碱类物质#而目

前研究中#最常见的生物碱类抗肿瘤机制有两类!一

类是直接杀伤肿瘤细胞+另一类是干扰细胞周期的

有丝分裂阶段#抑制肿瘤细胞的分裂和增殖'

%$

(

%此

外#生物碱类抗肿瘤成分在促进肿瘤细胞凋亡'

%!7%#

(

)

提高机体免疫力'

%D

(以及诱导肿瘤细胞分化方面'

%C

(

亦表现出一定的作用%

综上所述#推测毛花猕猴桃根对肿瘤细胞的抑

制作用#可能是多靶点协同作用的过程%一方面多

糖类物质可以促使机体提高其自身免疫能力#对抗

机体中存在的肿瘤细胞#另一方面#其中的小分子化

合物可能通过细胞毒性直接杀伤肿瘤细胞%

在本研究中利用
U88

法初步测定分析了氯仿

萃取物对肝癌细胞
LTY7CE"E

的增殖抑制作用#根

据体外抗肿瘤活性筛选实验的结果#指导下一步的

活性成分分离#并为进一步深入研究其抗肿瘤作用

机制提供了初步实验依据%关于其氯仿萃取物有效

成分及其抗肿瘤的作用分子机制有待深入研究%
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