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摘要# 目的!筛选痰火草抗肺癌的有效部位% 并初步探讨其作用机制& 方法!采用 #::法检测痰火草的不同部位对
肺癌Q7<9 细胞增殖的抑制作用% 从细胞形态 "显微镜观察#( 细胞凋亡 "QEE;‘(Ea6[W:8K]W染色#( 超氧化物歧化酶
"H$V# 活性和丙二醛 "#VQ# 含有量 "LZRXI检测# 方面检测痰火草有效部位对肺癌 Q7<9 细胞的影响& 结果!痰
火草乙酸乙酯部位 "&Q#U# 对Q7<9 细胞增殖的抑制作用最强% 73( "33( /33 !JK=_的 &Q#U能引起 Q7<9 细胞死
亡( 细胞凋亡% 同时 H$V活性增强% #VQ含有量降低& 结论!乙酸乙酯部位是痰火草抗肺癌的有效部位% 其机制可
能是通过细胞凋亡( 抗氧化及清除自由基实现的&
关键词! 痰火草+ 有效部位+ Q7<9 细胞+ 增殖+ 凋亡
中图分类号! %/17G7!!!!!文献标志码! U!!!!!文章编号! "33"6"7/1"/3"5#""6/<93632
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!!痰火草又称围夹草( 青竹壳菜( 青鸭跖草% 为鸭跖草
科水竹草属植物大苞水竹叶 9>0#’%%&’ (0’61.’1’ "80U0
8,->L;# $0OFECA;;‘o0O0#+>C+E的全草% 具有化痰散结(

清热通淋等功效)"6/* % 民间使用其治疗肺痨咳嗽( 淋巴结结
核( 痔疮等病症% 在肺癌治疗上已有不少案例报道)265* & 目
前% 痰火草广泛用作园林景观植物% 其药用价值未得到利
用% 药理活性及化学成分的相关研究未见报道)461* & 本研究
在前期实验的基础上% 对痰火草醇提物进行萃取分离% 筛
选对肺癌Q7<9 细胞增殖的有效部位% 初步探讨其抗肺癌的
作用与机制% 将为相关新药开发提供依据&
FG材料
"G"!细胞株!人肺癌细胞株 Q7<9% 购自武汉博士德生物
工程有限公司&
"G/!药品与试剂!痰火草采自广东省中药研究所中药园%

经广东省中药研究所曾庆钱副主任中药师鉴定为鸭跖草科
水竹草属植物大苞水竹叶 9>0#’%%&’ (0’61.’1’ "80U0
8,->L;# $0OFECA;;‘o0O0#+>C+E的干燥全草& %]#W"5<3

液体培养基( 标准胎牛血清 [UH( 胰蛋白酶 "美国 X(̂)+

公司#+ 甲基噻唑兰 "#::#( 二甲基亚砜 "V#H$# "H(J6
=-公司#+ QEE;‘(Ea6[W:8K]W凋亡试剂盒 "美国 UV公司%

批号 7757<4#+ 丙二醛 "#VQ#( 超氧化物歧化酶 "H$V#

试剂盒 "南京建成生物工程研究所% 批号分别为
/3"<"3/9( /3"<"3"2#& 其他试剂均为分析纯&
"G2!仪器!#O2 型酶标仪( #H8"G/ 超净工作台( #+M;,
2"" 8$/ 培养箱 "美国 :*;>=+[+>=-公司#+ V#W_倒置相

差显微镜 "德国 _;()-公司#+ [Q8H8-EC+$流式细胞仪
"美国 UV公司#+ U]6/""V型电子天平 "德国 H->C+>(F.

公司#&
HG方法
/G"!痰火草提取物制备!采集痰火草全草% 阴干% 粉碎过
/3 目筛% 称取药粉 733 J% 用 "3 倍量 13!乙醇浸泡 /< *%

回流提取 / 次% 每次 " *% 分别过滤% 收集 / 次滤液% 减压
浓缩 "温度不超过 53 f# 至无乙醇味% 得醇提物浸膏&

将浸膏悬浮于水中% 依次用石油醚( 氯仿( 乙酸乙酯( 正
丁醇萃取% 分别得到以上 < 个部位及水溶液层共 7 个部分%

减压浓缩及干燥% 得 7 个部位的干膏粉& 使用前% 各部位
干膏粉先用少量 V#H$助溶% 再用 %]#W"5<3 配制成质量
浓度为 "G3 =JK=_的各部位药液的贮备液+ 使用时% 以完
全培养基稀释至实验所需的质量浓度&
/G/!细胞培养!人肺癌细胞Q7<9 采用含 "3! [UH 的 %]6
#W"5<3 培养基% 在 24 f( 7! 8$/( 饱和湿度条件下常规
培养和传代% 取对数生长期细胞用于实验&
/G2!#::法测定!收集对数生长期人肺癌细胞 Q7<9% 以
3G/7!胰蛋白酶消化制成单细胞悬液% 调整细胞悬液密度%

按每孔 7 h"32 个接种于 95 孔细胞培养板% 在 8$/ 培养箱
培养过夜& 贴壁 "/ *后% 弃原培养基% 加入含不同质量浓
度的提取物部位溶液% 每组设 5 个复孔% 并设对照组% 继
续培养 <1 *& 吸除每孔培养基% ]UH 洗 2 次% 加入 "33 !_

含#::"" =JK=_# 的完全培养基% 培养 < * 后% 弃去上
清液% 每孔加入 "33 !_V#H$% 避光振荡 7 =(E% 置于酶标
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仪上% 在 <9/ E=波长处测定各孔的吸光度 "I#& 计算各
给药质量浓度的抑制率% 公式为细胞增殖抑制率 g "" j
I加药KI对照# h"33!&

/G<!细胞形态观察!取密度为 7 h"3< K=_的 Q7<9 细胞株
接种于 5 孔板中培养% 待细胞完全贴壁后% 弃原培养基%
加有效部位的含药培养基% 培养 <1 *后% 在倒置相差显微
镜下观察细胞形态的变化&
/G7!流式细胞仪检测!取密度为 " h"37 K=_的 Q7<9 细胞
株接种于 5 孔板中% 待细胞完全贴壁后% 弃去培养基% 加
入提取部位的含药培养基培养& <1 * 后用胰酶消化% 离心
"/ 333 >K=(E# 7 =(E后弃上清液% ]UH洗涤 / 次% 用U(EM6
(EJUFYY;>调整细胞密度为 " h"35 K=_% 分别加入 7 !_异硫
氰酸荧光素QEE;‘(E a6[W:8和 7 !_碘化丙啶 "]W# 染液%
混匀% 室温避光孵育 "7 =(E% " *内上流式细胞仪检测&
/G5!H$V% #VQ测定!同 ./G2/ 项接种细胞% 加入有效
部位的含药培养基% 培养 <1 *% 弃培养液% 细胞裂解( 离
心条件同上% 取上清作为待测样品& 采用氮蓝四唑 "’U:#
显色法% 检测样品中 H$V活性& 待测样品与 #VQ检测工
作液 沸 水 浴 加 热 反 应 "7 =(E% 水 浴 冷 却 至 室 温%
" 333 >K=(E离心 "3 =(E% 取上清液 /33 !_加入 95 孔板%
用酶标仪检测% 计算#VQ含有量&
/G4!统计学处理!采用 H]HH "2G3 软件% 数据以 De8表
示% 多组间比较采用单因素方差分析% 两组间比较用 1
!!!

检验&
IG结果
2G"!各部位对细胞增殖的影响!由图 " 可见% 在 /7 c
" 333 !JK=_范围内% 痰火草石油醚( 氯仿( 乙酸乙酯部
位对Q7<9 细胞的增殖有较强的抑制作用% 而正丁醇( 水层
部位作用较弱% 其中乙酸乙酯部位 "&Q#U# 对 Q7<9 细胞
增殖的抑制最强% 并呈剂量依赖性% W873为 "21G3" !JK=_%
为其抗肺癌的有效部位&

图 FG痰火草不同部位对5WVa 细胞增殖的抑制曲线

2G/!有效部位对细胞形态的影响!以&Q#U低( 中( 高质
量浓度 "73( "33( /33 !JK=_# 作用于 Q7<9 细胞% 观察
细胞形态变化& 由图 / 可见% 对照组细胞贴壁成团生长%
细胞近似梭形+ 实验组随 &Q#U质量浓度的增大% 细胞贴
壁能力减弱% 细胞间连接松散% 悬浮细胞和颗粒增加% 出
现越来越多的坏死细胞&

图 HG不同质量浓度$5<6对5WVa 细胞形态的影响 $ UFQQ&

2G2!有效部位对细胞凋亡率的影响!以&Q#U低( 中( 高
质量浓度作用Q7<9 细胞% 采用流式细胞仪检测& 由表 " 可
见% 以&Q#U作用于Q7<9 <1 *后% 可促进Q7<9 细胞凋亡%

而且随着质量浓度增加% 凋亡率上升% 与对照组比较% 差
异有统计学意义 "4l3G3"#% 进一步证明 &Q#U可诱导
Q7<9 细胞发生凋亡&

表 FG$5<6对5WVa 细胞凋亡的影响 $+J,% %KX&

组别 质量浓度K"!J’=_j"# 细胞凋亡率K!
对照组 j 7G/< e3G47
痰火草乙酸乙酯部位 73 22G97 e7G35!!

痰火草乙酸乙酯部位 "33 73G// e7G75!!

痰火草乙酸乙酯部位 /33 55G23 e4G"1!!

!!注! 与对照组比较%!!4l3G3"

2G<!有效部位对 H$V活性% #VQ含有量的影响!以
&Q#U低( 中( 高质量浓度作用 Q7<9 细胞% 检测 #VQ含
有量( H$V活性& 由表 / 可见% 与对照组比较% 实验组
H$V活性明显增加% #VQ含有量降低 "4l3G37% 4l

3G3"#&

表 HG$5<6对5WVa 细胞7>?活性’ <?5含有量的影响
$+J,% %KX&

组别
质量浓度K

"!J’=_j"#

H$VK

"T’=_j"#

#VQK

"E=+,’=_j"#
对照组 j /5G<7 e2G<9 2G2/ e3G""
痰火草乙酸乙酯部位 73 23G31 e7G72 /G54 e3G/2!

痰火草乙酸乙酯部位 "33 2<G42 e7G"1! /G21 e3G2<!!

痰火草乙酸乙酯部位 /33 24G25 e4G/9!! /G"7 e3G2"!!

!!注! 与对照组比较%!4l3G37%!!4l3G3"

VG讨论和结论

非小细胞肺癌 "’H8_8# 是最常见的一类肺癌% 占肺
癌发病率的 13! c17!% 7 年内生存率不到 "7!)9* & Q7<9

细胞是从人’H8_8患者癌组织中分离出来的肺腺癌上皮细
胞系% 常用作筛选药物抗肺癌活性模型的细胞株)"3* % 而
#::法是检测细胞增殖率或存活率的可靠方法% 也是从大

量药物中筛选抗肿瘤细胞作用的常用手段& 前期实验采用
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#::法比较了痰火草水提物( 醇提物对Q7<9 细胞增殖的影
响% 发现后者抑制作用较强+ 本研究进一步将痰火草醇提
物分离得到石油醚( 氯仿( 乙酸乙酯( 正丁醇和水层 7 个
部位% 结果显示乙酸乙酯部位 "&Q#U# 为痰火草抗肺癌
活性最强部位% 可显著影响 Q7<9 细胞形态的变化% 诱导
Q7<9 细胞的凋亡% 并呈现剂量依赖关系&

氧化损伤是许多内外源致癌物诱导正常细胞和组织癌
变的一个重要机制% 吸烟产生自由基的危害要远远大于烟
碱% 是导致肺癌发病率升高的主要原因)""* & 在肿瘤患者或
者荷瘤小鼠体内% 抗氧化防御体系会受到抑制% 自由基清
除率降低% 氧化应激反应增强)"/6"2* & 实验结果表明% &Q#U
可增强 H$V活性% 降低 #VQ含有量% 从而调节细胞内的
氧化平衡% 提示&Q#U抑制Q7<9 细胞的机制可能与其抗氧
化及清除自由基作用有关&

本实验以肺癌Q7<9 细胞为筛选模型% 以体外抗肿瘤活
性为指标% 筛选出痰火草抗肺癌的有效部位为乙酸乙酯部
位% 并初步探讨了其抗肺癌的作用机制& 目前% 痰火草治
疗肺癌仅在民间使用% 故对于其抗肺癌药效物质基础及作
用机制有待深入研究&
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