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摘 要:目的 观察水茄提取物体外对4种肿瘤细胞株的抑制作用,并初步研究其作用机制。方法 采用噻唑蓝染色

法(MTT法)检测水茄提取物对人鼻咽癌细胞株(CNE-1细胞)、人肺腺癌细胞株(A-549细胞)、人舌癌细胞株

(Tca8113细胞)和人肝癌细胞株(HepG-2细胞)的抑制作用,并计算半数生长抑制浓度(IC50);流式细胞仪检测最佳抗

肿瘤活性成分对敏感细胞株凋亡及周期的影响;进一步检测最佳抗肿瘤活性成分对敏感细胞株凋亡相关基因Bcl-2蛋

白表达量和Caspase-3活性的影响。结果 7种水茄提取物中,10%乙醇洗脱部位(Fr-2)对4种肿瘤细胞均有较强的

抑制作用,对Tca8113细胞的抑制作用最强,其IC50为(34.26±6.84)mg/L;Fr-2可使G1 期Tca8113细胞的比例显著

增加,而使S期细胞的比例明显减少;Fr-2可诱导Tca8113细胞凋亡,且作用时间越长,凋亡率越高;经Fr-2作用后,

Bcl-2蛋白在Tca8113细胞的表达明显下降,而Caspase-3酶的活性明显增加。结论 水茄提取物Fr-2体外有较强

的抗肿瘤活性,Fr-2可能通过抑制Bcl-2的表达和增加Caspase-3的活性,从而抑制Tca8113细胞的增殖和诱导其

凋亡。
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  水茄(Solanumtorvumswarta),又名山颠茄、金
衫扣、野茄子、刺茄等,属于茄科茄属植物,分布于我国

广西、广东、云南、贵州、海南等省市。《本草拾遗》记载

水茄主破老血、产后血结、淋沥不尽等。水茄提取物中

主要含有皂甙元、澳洲茄碱、澳洲茄-3,5-二烯、谷甾

醇等化学成分。有文献报道水茄中的甾体皂苷类化合

物有一定的抗肿瘤活性[1-2]。而我们早期实验发现水

茄果实提取物中含有一定量的澳洲茄碱[3]。因此本实

验主要筛选水茄提取物的体外抗肿瘤活性成分,及探

讨其促进肿瘤细胞凋亡的作用机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人鼻咽癌CNE-1细胞、人肺腺癌A
-549细胞、人舌癌Tca8113细胞株和人肝癌HepG-
2细胞,购自于上海细胞库,保存在右江民族医学院科

学实验中心。
1.1.2 药物与试剂 水茄提取物由高洁老师提供[3],
包括Fr-2(10%乙醇洗脱部位样品)、Fr-3(30%乙

醇洗脱部位样品)、Fr-4(50%乙醇洗脱部位样品)、Fr
-6(95%乙醇洗脱部位样品)、Fr-8(乙酸乙酯萃取部

位样品)、Fr-9(正丁醇萃取部位样品)和总提取物等

7种提取物均能溶于二甲亚砜(DMSO),用于后续细

胞实验。RPMI-1640培养基(美国Gibco公司);胎
牛血清(杭州四季青生物公司);细胞凋亡荧光 Ho-
echst33258检测试剂盒(南京凯基生物科技发展技术

有限公司);四甲基偶氮唑盐(MTT,美国Sigma公司)
;其它试剂均为国产分析纯。
1.1.3 主要仪器 酶标仪;电子天平;CO2 培养箱;超
净工作台;倒置显微镜。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 所有细胞均为贴壁细胞,在37℃、
5%CO2 培养箱中,使用含10%胎牛血清的RPMI-
1640培养液进行常规培养及传代,每2~3d换液一

次,收集对数生长期的细胞进行后续实验。
1.2.2 实验药品溶液的制备 将Fr-2、Fr-3、Fr-
4、Fr-6、Fr-8、Fr-9和总提取物等7种提取物溶于

DMSO中,配制成10mg/ml的溶液,再用10%胎牛血

清稀释成1mg/ml的储备液,过滤除菌后,分装置于

-20℃冰箱避光贮存。实验组所用的提取物,实验时

用10%胎牛血清稀释成终浓度分别为1000.00μg/
ml、500.00μg/ml、250.00μg/ml、125.00μg/ml、
62.50μg/ml、31.25μg/ml、15.125μg/ml的样品液;
DMSO组即阴性对照组,实验时用10%胎牛血清稀释

成终 浓 度 为 10%、5%、2.5%、1.25%、0.625%、
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0.3215%、0.15125%待用;阳性对照组即顺铂组,实验

时用10%胎牛血清稀释成终浓度为32μg/ml、16μg/
ml、8μg/ml、4μg/ml、2μg/ml、1μg/ml的溶液待用。
1.2.3 MTT法检测提取物抗肿瘤活性部位的筛选 
收集对数生长期的细胞,密度调整为5×104/ml,以每

孔100μl接种于96孔板,常规培养24h后,吸去上清

液,加入90μl培养基和10μl制备好的提取物、DMSO
或顺铂溶液。每个样品浓度设3个复孔,每块96孔板

设3个空白对照,继续培养44h后,每孔加10μl的

MTT溶液(5mg/ml),4h后吸去上清,每孔加DMSO
100μl,低速振荡5min,于酶标仪上测定各孔吸光度

值(A),计算半数抑制浓度lgIC50=Xm-I×[P-(3-
Pm-Pn)/4],[公式中,Xm:1g最大剂量;I:1g(最大

剂量/相临剂量);P:阳性反应率之和;Pm:最大抑制

率;Pn:最小抑制率]。
1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡率 根据

MTT实验结果,选择IC50值最低的Fr-2,检测其对

Tca8113细胞周期和凋亡率的影响。Fr-2组为终浓

度40μg/ml的Fr-2溶液,顺铂组为4μg/ml的顺铂

溶液,DMSO组为10%胎牛血清稀释的DMSO溶液,
具体药品溶液的制备参照1.2.2步骤。检测药物作用

24h、48h和72h后Tca8113细胞的周期和凋亡率,
具体实验步骤按照试剂说明书操作。重复实验3次,
取其平均值。
1.2.5 Bcl-2蛋白表达量和Caspase-3活性的检测

 Tca8113细胞培养及分组如前述步骤,药物作用48
h后,消化收集细胞,PBS洗涤2次备用。Bcl-2蛋白

的检测采用武汉博士德公司的人Bcl-2ELISA试剂

盒,按 照 说 明 书 的 步 骤 使 用 ELISA 方 法 检 测。
Caspase-3活性的检测采用碧云天公司的Caspase-
3活性检测试剂盒,具体实验步骤按说明书进行。重

复实验3次,取其平均值。
1.3 统计学方法 采用SPSS17.0软件进行数据分

析,计量资料以(췍x±s)表示,组间比较采用t检验,P
<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果

2.1 水茄提取物体外抗肿瘤活性部位的筛选 实验

结果显示:7种水茄提取物中,Fr-2(10%乙醇洗脱部

位样品)对4种肿瘤细胞均有较强的抑制作用,抑制活

性表现为Tca8113>CNE-1>HepG-2>A-549,
其IC50分别是(34.26±6.84)mg/L、(45.52±8.26)
mg/L、(76.84±15.81)mg/L和(189.37±13.42)
mg/L,见表1。
2.2 Fr-2对Tca-8113细胞周期分布的影响 实

验结果显示:Fr-2处理 Tca8113细胞24h后,与
DMSO组相比,Fr-2组G1 期、G2 期、S期细胞的比

例差异无统计学意义(P>0.05);48h及72h后,与
DMSO组相比,Fr-2组G1 期细胞的比例有所增加,S
期细胞的比例有所减少,差异具有统计学意义(P <
0.05或P<0.01),见表2。

表1 水茄提取物体外抗肿瘤活性部位的筛选 (췍x±s)

组别
IC50(mg/L)

CNE-1细胞 A-549细胞 Tca8113细胞 HepG-2细胞

Fr-2 45.52±8.26 189.37±13.42 34.26±6.84 76.84±15.81
Fr-3 402.47±17.85 641.39±35.48 169.03±12.54 735.34±65.87
Fr-4 459.51±28.41 215.58±28.41 174.14±19.83 419.12±45.26
Fr-6 445.91±16.52 422.23±28.25 236.44±29.78 554.19±55.02
Fr-8 440.09±26.57 403.12±30.01 247.47±37.46 637.82±42.39
Fr-9 427.47±27.19 614.82±44.21 318.34±33.55 405.21±50.27
总提取物 733.75±56.34 638.27±52.11 387.31±40.29 508.37±49.51
顺铂 1.66±0.32 9.67±1.13 3.82±0.69 2.59±0.48

表2 Fr-2对Tca-8113细胞周期分布的影响 (췍x±s,%)

组别
24h

G1期 G2期 S期

48h

G1期 G2期 S期

72h

G1期 G2期 S期

Fr-2组 63.12±2.17 9.54±1.61 27.34±0.94 66.16±1.28b 9.21±0.93 24.62±1.20b 70.00±1.02a 9.42±0.86 20.58±0.77a

顺铂组 67.16±0.77b 10.57±1.16 22.27±1.91b 73.53±2.65a 10.53±1.44 16.59±1.59a 80.42±3.27a 9.88±1.29 9.69±1.98a

DMSO组 61.62±2.08 9.34±0.92 29.04±2.99 62.01±2.00 9.46±0.39 28.53±2.38 61.06±2.16 9.88±0.58 29.06±2.42

   注:与DMSO组比较,a:P<0.01;b:P<0.05

2.3 Fr-2对Tca-8113细胞凋亡的影响 实验结

果显示:Fr-2可诱导Tca8113细胞凋亡,并随着药物

作用的时间增加,其凋亡率也增加;与DMSO组相比

较,Fr-2组Tca8113细胞的凋亡率显著增加,差异具

有统计学意义(P<0.05),见表3。
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表3 Fr-2对不同时点Tca8113细胞

凋亡率的影响 (췍x±s,%)

组别 24h 48h 72h

Fr-2组 9.44±1.94b 15.13±1.90a 21.04±2.12a

顺铂组 20.45±2.16a 29.30±2.93a 36.92±3.56a

DMSO组 5.70±0.47 5.85±0.21 5.83±0.31

  注:与DMSO组比较,a:P<0.01;b:P<0.05

2.4 Fr-2对 Tca8113细胞Bcl-2蛋白表达量和

Caspase-3活性的影响 实验结果显示:Fr-2作用

Tca8113细胞48h后,Bcl-2蛋白表达量下降,与
DMSO组相比,差异具有统计学意义(P <0.05);Fr
-2组中催化的Caspase-3酶活力单位量与DMSO
组比较,差异具有统计学意义(P<0.01),见表4。

表4 Fr-2对Tca8113细胞Bcl-2表达

和Caspase-3活性的影响 (췍x±s)

组别
Bcl-2
(ng/ml)

Caspase-3
(酶活力单位)

Fr-2 6.99±0.56b 15.56±1.61a

顺铂组 2.90±0.31a 32.09±3.91a

DMSO组 10.85±1.50 9.77±1.12

  注:与DMSO组比较,a:P<0.01;b:P<0.05

3 讨论

MTT法和磺酰罗丹明B(SRB)比色法是体外筛

选抗肿瘤药物的常用检测方法,MTT法即四甲基偶

氮唑盐法广泛用于人类各种肿瘤细胞药敏试验,其具

有简单、快速和精确等特点,而且不涉及作用放射性无

素。SRB法也是标准抗肿瘤药物筛选的方法之一,其
操作过程需要同位素掺入法,且实验环节要求严格,步
骤较多,操作繁琐,易造成人为误差,主要适用于大规

模药物筛选。综合上述因素本实验采用 MTT法进行

水茄提取物体外抗肿瘤活性筛选。对水茄提取物抗肿

瘤活性的初步筛选结果表明:Fr-2对CNE-1、A-
549、Tca8113和HepG-2等四种细胞均有抑制增殖

作用,其48h的IC50值分别是(45.52±8.26)mg/L、
(189.37±13.42)mg/L、(34.26±6.84)mg/L和

(76.84±15.81)mg/L。虽然Fr-2对四种细胞的

IC50值均高于当前联合化疗中最常用药物之一的顺

铂,但是也能说明10%乙醇洗脱部位样品(Fr-2)有
较强的诱导肿瘤细胞凋亡的能力,其抑制Tca8113细

胞增殖的能力最强。在我们前期实验中发现提取物

Fr-2中含有澳洲茄碱的量最多[3],生物碱不仅有很

强的促进肿瘤细胞凋亡的作用,还能抑制肿瘤的转

移[4],所以我们推测可能是Fr-2的澳洲茄碱发挥了

抗肿瘤活性的作用。黄文斯等[5]的研究也发现澳洲茄

碱可以诱导肺癌细胞株 H446凋亡,其机制与上调促

凋亡相关蛋白Bax表达、下调抑凋亡蛋白Bcl-2表达

有关。
采用流式细胞法定性定量检测发现水茄10%乙

醇洗脱部位样品(Fr-2)能够抑制Tca8113细胞增殖

并诱导其凋亡。Fr-2处理Tca8113细胞24h后,G1
期、G2 期和S期细胞比例与对照组比较,差异无统计

学意义(P>0.05);但是48h及72h后,与对照组相

比,Fr-2组G1 期细胞的比例增加,S期细胞的比例

减少,据差异有统计学意义(P<0.05)。这些实验结

果表明Fr-2可使Tca8113肿瘤细胞生长周期阻滞于

G1 期,即S期的肿瘤细胞向G1 期平移,从而达到抑制

肿瘤细胞增殖的目的。进一步检测Tca8113细胞的凋

亡率,发现Fr-2可诱导Tca8113凋亡,药物作用时间

越长,凋亡率越高。
肿瘤细胞凋亡过程受多种基因严格调控,参与调

控的基 因 包 括 癌 基 因 如 C-myc、抑 癌 基 因 P53、
caspase家族、Bcl-2家族等[6]。Bcl-2为凋亡抑制基

因,是膜的整合蛋白,具有保护细胞的功能,其过度低

表达 可 引 起 细 胞 核 内 氧 化 还 原 的 失 衡,从 而 提 高

Caspase酶的活性[7]。本实验中采用ELISA方法来研

究Bcl-2蛋白的表达变化,结果显示药物Fr-2能够

抑 制 Tca8113 细 胞 中 的 Bcl-2 蛋 白 的 表 达 量。
Caspase(Cysteine-requiringAspartateProtease)是
一个在细胞凋亡过程中起重要作用的蛋白酶家族。
Caspase-3是细胞凋亡过程中的一个关键酶,Caspase
-3可以剪切Procaspase-3、6、7和9,并可以直接特

异性剪切许多Caspase底物,这些由Caspase-3介导

的蛋白剪切是细胞凋亡分子机制的重要组成部分[8]。
本实验采用ELISA方法来研究Caspase-3蛋白酶活

性的变化,结果显示药物Fr-2能够提高Tca8113细

胞中的Caspase-3蛋白酶的活性。而一般在肿瘤细

胞中,Caspase-3蛋白酶的活性较低,若细胞产生凋

亡,其Caspase-3蛋白酶的活性则出现增高。所以我

们推测Fr-2可能通过抑制凋亡抑制分子Bcl-2蛋

白的表达,进而激活Caspase-3蛋白酶的活性,最终

达到诱导Tca8113细胞产生凋亡和降低细胞增殖的作

用。
综上所述,本研究发现10%乙醇洗脱部位(Fr-

2)是水茄提取物抗肿瘤作用的主要活性部位,Fr-2
能抑制人CNE-1细胞、A-549细胞、Tca8113细胞

和 HepG-2细胞增殖并诱导细胞凋亡,其抗肿瘤的作

用机制与降低Bcl-2蛋白的表达、激活Caspase-3蛋

白酶的活性有关。但是,从10%乙醇洗脱部位分离出

具有抗肿瘤活性的单体化合物及其诱导肿瘤细胞凋亡

的机制有待于进一步研究。

(下转第167页)
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度,增强支气管黏膜纤毛运动,促进痰液的排出,从而

改善患者通气功能和呼吸困难情况。其不良反应少

见,常见一般是上消化道反应。AECOPD患者气道内

一般分泌大量的黏液分泌物,可以促进感染,影响气道

通畅,加重病情。另外,也有相关的研究[6]报道了氨溴

索联合吸入糖皮质激素、β2 受体激动药(沙美特罗替卡

松合剂)治疗AECOPD的情况,也取得较好的治疗效

果。故本研究基于上述原因设计了三种药物(在沙丁

胺醇和布地奈德的基础上加用氨溴索)联合治疗AE-
COPD,结果证明治疗效果明显优于两种药物(沙丁胺

醇和布地奈德)联合治疗,不良反应也没有相应增加,
说明三种药物联合治疗安全可靠。

布地奈德为糖皮质激素类药物,对进行性肺功能

下降的患者无明显的作用,所以一般情况下不主张全

身长期使用,仅在一些重度AECOPD的情况下使用,
故本次研究是基于此理论来设计。该药使用后少数患

者可能出现声音嘶哑和口腔咽喉部念珠菌感染等不良

反应。国内也有有关这方面的研究,如贠春梅等[7]用

布地奈德/福莫特罗联合丹参注射液治疗老年AECO-
PD患者,结果发现可以改变患者的血气指标、血液流

变学、内皮细胞功能。
综上所述,结合本次研究结果来分析,观察组采用

三种药物联合治疗AECOPD患者,发现观察组患者的

PaO2、PaCO2、FEV1 及FVC的指标改善明显优于用

沙丁胺醇和布地奈德二联药物治疗的对照组患者,疗

效方面观察组也优于对照组,不良反应方面两组出现

的概率也没有明显区别,说明三种药物联合治疗AE-
COPD患者是可取的,值得在临床上借鉴。
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