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白英甾体皂苷对肿瘤细胞的体外增殖抑制作用

"

!刘淑华!魏仙凤!白美姣!!浙江省杭州市余杭区第三人民医院!杭州 "####$"

摘要!目的!研究白英甾体皂苷体外对%&'(等肿瘤细胞的抑制作用" 方法!采用)**法检测白英甾体皂苷体外对小鼠原代腹

水型肉瘤 +

#,-

细胞#小鼠肝癌%

..

细胞#人宫颈癌%&'(细胞#人卵巢癌%/0, 1#- 细胞和人类白血病2$3. 细胞以及正常小鼠脾

细胞的抑制作用" 结果!白英甾体皂苷对人卵巢癌%/0, 1#- 细胞#人宫颈癌%&'(细胞#小鼠原代腹水型肉瘤 +

#,-

细胞均有较

好的抑制作用$而对小鼠肝癌%

..

细胞和人类白血病2$3. 细胞抑制作用稍弱" 对 %&'(细胞的试验表明呈现良好的浓度0效

应依赖关系" 对小鼠正常脾细胞的45$- 为 ".6.7" 结论!白英甾体皂苷体外对%/0, 1#-#人宫颈癌%&'(细胞#小鼠原代腹水

型肉瘤 +

#,-

细胞有较好的抗肿瘤作用"

关键词!白英甾体皂苷% 抗肿瘤% )**法%肿瘤细胞

中图分类号!8.936$!!文献标识码!:

!!茄科植物白英!+;<(=>?<@A(B>?*C>=D"#主产

于江苏$浙江$江西#具有清热解毒#祛风利湿#化瘀

等作用% 临床常用于治疗感冒发热$胆囊炎$ 胆石

病$ 癌症$子宫颈糜烂$白带等病症&#'

% 白英与红枣

以 #E# 混合制成的煎剂$糖浆剂对小鼠艾氏腹水癌

及梭形细胞肉瘤的实体型及腹水型有抑制作用#临

床上对子宫癌有效 &.'

% 有研究表明白英水提物能

抑制小鼠肉瘤 +

#,-

$小鼠肝癌 %

..

细胞的增殖&" '

#脂

溶性提取物能抑制人肝癌 FG'079-. 细胞及人胃腺

癌 +H5071-# 细胞&9'

% 本研究进一步对白英甾体皂

苷提取物体外抗肿瘤作用进行研究#为更好的开发

利用白英提供依据%

#!材料

#6#!仪器

细胞培养箱 )5/0#$:5!日本三洋公司"(超净

工作台 +I05J0#KLM型!上海博迅实业有限公司"(

酶标仪 );N&<3,- 型!F4/08:M公司"(电子天平

%80#.- 型!日本 :OM公司"(倒置显微镜 F%.08K0

5:型!日本;<@?P>Q公司"%

#6.!试剂

8R)4#39-!H4F5/"(胎牛血清!杭州四季青生

物工程材料有限公司"(四甲基偶氮唑盐!)**美国

:?A&QS;公司"(顺铂!MMR#齐鲁制药有限公司"%

#6"!肿瘤细胞株

小鼠肉瘤 +

#,-

细胞$小鼠肝癌%.. 细胞$人宫颈

癌 %&'(细胞$人卵巢癌 %/0, 1#-$人红白血病

2$3. 细胞购于上海细胞所% 用含 #-T胎牛血清$

#-- 4UL?<青霉素#链霉素的 8R)4# 39- 的完全培

养液#于 "7 V $T5/

.

饱和湿度的细胞培养箱中传

代培养#取对数生长期的细胞用含 #-T胎牛血清

8R)4# 39- 完全培养液制成单个细胞悬液#以台盼

蓝拒染方法计数后#将细胞悬液稀释成所需的浓度%

#69!动物

昆明种小鼠#雌性#体重 #, W.. X#购自浙江省

药品检验所%

#6$!药品配制

白英通过 1-T乙醇冷浸提取#浓缩$硅胶柱粗

分离$氯仿0甲醇梯度洗脱等步骤提取白英甾体皂苷

组分#使用时用M)+/溶解%

.!方法

.6#!白英甾体皂苷对肿瘤细胞的体外增殖抑制活

性

用)**法测定白英甾体皂苷对肿瘤细胞增殖

抑制率及45

$-

% 方法如下)取对数生长期的小鼠原

代腹水型肉瘤细胞 +

#,-

$小鼠肝癌细胞 %

..

$人宫颈

癌细胞 %&'($人卵巢癌细胞 %/0, 1#- 和人类白血

病细胞2$3. 细胞#以 # Y#-

$ 个L?<密度接种于 13

孔板#每孔 #--

!

'#埋板 #. 小时后加药% 白英甾体

皂苷设 " 个剂量#分别为 $$.-$9-

!

XL?'#阳性对

照药MMR.$

!

XL?'#每个剂量均设 " 个复孔% 给

*#7*
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药 9, 小时后#每孔加)**液 #-

!

'#"7 V $ T 5/

.

保湿继续孵育 9 小时后中止培养#离心#小心吸弃孔

内培养上清% 每孔加入 #$-

!

'M)+/#振荡 #- 分

钟#使结晶物充分溶解% 用酶标仪测定 $7- =?处吸

光度!/M值"%

细胞生长抑制率! T" Z& !溶剂平均/M值[

实验平均/M值" L溶剂对照平均/M值' Y#-- T

45

$-

计算采用软件进行#'/H4*方法求出45

$-

%

.6.!对%&'(细胞生长的影响

取对数生长期 %&'(细胞按 " Y#-

9

L?<接种于

.9 孔细胞培养板#每孔接种 # ?<#分成 9 组#其中 "

组分别加入 $-

!

'白英甾体皂苷各浓度稀释液#使

细胞培养体系药物终浓度分别为 $$.-$9-

!

XL?<#

另一组为阴性对照组#加入 $-

!

'RF+#每组重复 "

次#期间不换液% 分别于细胞培养的第 #$.$"$9 天

取实验组和对照组细胞#用台盼蓝拒染法#用血球计

数板在光镜下计算活细胞数!无色的为活细胞#蓝

色为死细胞"#取活细胞数与培养时间作图得生长

曲线%

.6"!白英甾体皂苷对正常细胞的毒性作用

以)**方法测定白英甾体皂苷对小鼠脾细胞

的毒性% 无菌取小鼠脾脏#加适量的%(=\Q研磨#以

绸布过滤## $-- AP?离心 $ 分钟#弃上清#加 %(=\Q

洗涤 . 次% 收集脾脏细胞加适量 8R)4# 39- 培养

液混悬#以 -69T台盼蓝拒染方法计数#活细胞比例

不小于 1$T#加8R)4# 39- 完全培养液稀释#并调

整细胞浓度至 " Y#-

9 个L?<#接种于 13 孔细胞培养

板中#每孔 #--

!

<#于 "7V $T 5/

.

培养箱内孵育 .9

小时#加入 #--

!

<不同浓度的白英甾体皂苷稀释液

!.]$#$##-#.-#9-

!

XL?<"#每个浓度重复 " 孔% 继

续培养 9, 小时#各孔加入 $-

!

<)**溶液!. ?XL

?<"#再继续培养 . 小时% 弃去各孔培养液#分别加

入 #$-

!

<酸性 M)+/溶液#震荡 #- 分钟使结晶紫

溶解#于室温暗处放置 #- 分钟#用酶标仪于波长

$7- =?测定/M值#计算抑制率及45

$-

%

"!结果

"6#!白英甾体皂苷对各肿瘤细胞的增殖抑制作用

用)**方法测定了白英甾体皂苷对小鼠肉瘤

+

#,-

细胞$小鼠肝癌 %

..

细胞$人宫颈癌 %&'(细胞$

人卵巢癌 %/0, 1#-$人红白血病 2$3. 细胞等 $ 个

具有代表性的肿瘤细胞株的增殖抑制率#以顺铂

!MMR"为阳性对照#45

$-

结果见表 # W$% 结果表明

白英甾体皂苷体外对 $ 个试验细胞株都有明显的增

殖抑制作用#尤其对人 %&'(细胞和 %/0, 1#- 细胞

的作用更明显%

表 #!白英总苷对 +

#,-

细胞的增殖抑制作用

药物 药物浓度L

!

X*?<

[# 抑制率! T"

45

$-

值

白英甾

体皂苷

$ #76"# -̂611

.- "96$$ .̂6-3 #,6"9 -̂6$#

9- ,"6#9 .̂6..

顺铂 .$ ,#6"7 .̂6"3

表 .!白英总苷对%.. 细胞的增殖抑制作用

药物 药物浓度L

!

X*?<

[# 抑制率! T"

45

$-

值

白英甾

体皂苷

$ ."6"3 .̂6,7

.- 9$6$" .̂6,# ..6.# #̂6$.

9- 3"6.7 .̂6-$

顺铂 .$ 7$699

表 "!白英总苷对%&'(细胞的增殖抑制作用

药物 药物浓度L

!

X*?<

[# 抑制率! T"

45

$-

值

白英甾

体皂苷

$ #$6.$ .̂6,"

.- 33619 #̂6$ #96$" -̂6,9

9- ,-63# #̂6"$

顺铂 .$ ,"6.

表 9!白英总苷对%/0, 1#- 细胞的增殖抑制作用

药物 药物浓度L

!

X*?<

[# 抑制率! T"

45

$-

值

白英甾

体皂苷

$ ""613 .̂6$#

.- $"691 .̂6$, #96$$ 9̂6-9

9- 7"6,# .̂617

顺铂 .$ ,"61"

表 $!白英总苷对2$3.&悬浮'细胞的增殖抑制作用

药物 药物浓度L

!

X*?<

[# 抑制率! T"

45

$-

值

白英甾

体皂苷

$ .16,3 -̂6$1

.- 9"6,. .̂6.. .-6$, #̂6#1

9- 3969. .̂67

顺铂 .$ 7"61.

"6.!对%&'(细胞生长的影响

不同浓度白英甾体皂苷作用于 %&'(细胞生长

的结果表明各浓度的白英甾体皂苷对%&'(细胞增

殖均有抑制作用#并呈现浓度和时间依赖性% 结果

见表 3%

表 3!白英甾体皂苷对%&'(细胞生长的影响

组别 剂量L

!

X*?<

[#

细胞数

- 小时 .9 小时 9, 小时 7. 小时 13 小时

空白对照组 -

" Y#-

9

96#" Y#-

9

76$ Y#-

9

#$6.7 Y#-

9

.769 Y#-

9

! $

" Y#-

9

"6, Y#-

9

36.7 Y#-

9

#

#.6$" Y#-

9

#

.-697 Y#-

9

#

白英甾体皂苷组 .-

" Y#-

9

"67" Y#-

9

"6"" Y#-

9

$

$6#7 Y#-

9

$

,6" Y#-

9

$

! 9-

" Y#-

9

"69" Y#-

9

#

"6#" Y#-

9

$

"6$" Y#-

9

$

.6," Y#-

9

$

!!!!注)与空白对照且比较#

#

!_-6-$#

$

!_-6-#%

*.7*
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反相高效液相色谱法测定体外培育牛黄制剂牛黄上清
胶囊中胆红素的含量

"

!刘海涛!!江西天施康中药股份有限公司!鹰潭 ""$---"

摘要!目的!建立反相高效液相色谱法测定体外培育牛黄制剂牛黄上清胶囊中胆红素的含量的方法" 方法!固定相!%@P&AQ̀<

FM+ 5

#,

色谱柱&963 ??Y.$- ??$$

!

?'%流动相!二甲基亚砜0乙腈0-6$ ?;<L'醋酸铵缓冲液&用冰醋酸调 P%值为 $6"'&3E3

E7'%流速 #6- ?'L?̀=%检测波长 9$. =?" 结果!胆红素在 76"- W7.61"

!

XL?<的浓度范围内$线性关系良好&4Z-6111 1'%胆

红素平均回收率&5 Z3'1169T&*2.Z#6""T'" 结论!该含量测定方法快速#准确#有效$可以用于含体外培育牛黄的牛黄上

清胶囊的质量控制"

关键词!胆红素%体外培育牛黄%牛黄上清胶囊%反相高效液相色谱法%含量测定

中图分类号!8.,96#!!文献标识码!F

!!牛黄上清胶囊是根据 1- 版+中国药典,所载的

牛黄上清丸剂改而成的中药新药% 该药处方由牛

黄$薄荷$菊花等 #1 味中药组成% 具有清热泻火#

散风止痛功效% 牛黄具有清心$开窍$豁痰$凉肝$息

风$清热解毒的作用#为该药之君%

在牛黄上清胶囊质量标准中#

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

作为君药的牛黄

"6"!白英甾体皂苷对正常脾细胞的毒性作用

用)**方法测定了白英甾体皂苷对小鼠脾细

胞的细胞毒性#试验结果见表 7% 结果显示白英甾

体皂苷对小鼠脾细胞亦显示一定的细胞毒性#但对

比肿瘤细胞的45

$-

值可见#白英甾体皂苷对正常细

胞毒性相对较低%

表 7!白英甾体皂苷对小鼠脾细胞的毒性45

$-

药物浓度!

!

XL?<" .6$ $ #- .- 9-

抑制率 .6"# #̂6-9 9691 .̂6-" ,639 #̂6"9 .961 #̂6"$ $76,$ .̂67#

45

$-

".6.7 #̂677

9!讨论

肿瘤防治方法主要有手术治疗$化学药物治疗$

放射治疗治疗$中医治疗$生物治疗$基因治疗等方

法#中医治疗具有副作用小等优点% 本试验结果表

明#白英甾体皂苷对 +

#,-

细胞等五个有代表性的肿

瘤细胞都有增殖抑制作用#尤其对 %&'(细胞$人白

血病%/0, 1#- 细胞的抑制作用更加显著% 表明白

英甾体皂苷的抑制肿瘤生长具有普遍性#只是抑制

程度稍有不同% 任氏&$'等人的研究也表明白英总

苷对人肝癌 FG'079-. 细胞及人胃腺癌 +H5071-#

有显著的抑制作用% 因此白英甾体皂苷的抑制肿瘤

的作用还是比较广泛的%

为了进一步研究白英甾体皂苷抑制肿瘤细胞增

殖的时效和量效关系#本试验以台盼蓝拒染细胞方

法测定了白英甾体皂苷处理%&'(细胞后的生长曲

线#试验结果显示白英甾体皂苷以浓度和时间依赖

性地抑制肿瘤细胞增殖% 在作用 9, 小时后作用已

经比较明显#继续作用到 7.$13 小时作用更加明显#

显示白英的抗癌作用有比较长的药效作用%

现在临床上的很多药物由于对肿瘤细胞的选择

性不强$全身用药毒性较大#而限制了其进一步的使

用% 本实验进一步研究了白英甾体皂苷对小鼠脾细

胞的细胞毒性#结果显示白英甾体皂苷对小鼠脾细

胞虽然有一定的细胞毒性#但是对比对 %/0, 1#-$

%&'($+

#,-

等肿瘤细胞的 45

$-

值可见#白英甾体皂苷

对于正常细胞的毒性相对较小#此结果提示白英甾

体皂苷对肿瘤细胞的抑制作用有一定的选择性%

总之#本试验显示白英甾体皂苷具有较强的抗

肿瘤作用#这种作用呈现一定的时效和量效关系#白

英甾体皂苷对正常细胞毒性很小%
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