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新藤黄酸体内外抗肿瘤作用研究
①

程　卉,彭代银,王效山,汤立建,黄　鹏,李庆林3

(安徽中医学院 安徽省现代中药重点实验室,安徽 合肥　230038)

摘　要:目的　初步探讨新藤黄酸的体内外抗肿瘤作用。方法　采用M T T 方法观察新藤黄酸对多种肿瘤细胞的
增殖抑制作用;采用 4、8、16、32 m gökg 剂量新藤黄酸作用于人肿瘤裸小鼠 (BALB öc2nude) 模型,观察新藤黄酸的
体内抗肿瘤作用。结果　M T T 法显示新藤黄酸对培养的人肿瘤细胞 (人结肠癌细胞 HCT 28、人肝癌细胞 Bel2
7402、人胃癌细胞BGC2823、人非小细胞肺癌细胞A 549、人卵巢癌细胞A 2780) 增殖有一定的抑制作用,作用 72 h

的 IC50在 1175～ 3 Λmo löL ; 8、16、32 m gökg 新藤黄酸 iv 给药,对人非小细胞肺癌 A 549 细胞肿瘤移植的模型小鼠
有一定的抑制肿瘤增长作用 (P < 0105)。但 4～ 16 m gökg 剂量的新藤黄酸 iv 给药,对人肝癌Bel27402肿瘤模型的
抑制生长作用不明显。结论　新藤黄酸能够抑制培养的肿瘤细胞生长; iv 给药时对A 549 细胞肿瘤移植的模型小
鼠肿瘤增殖有明显的抑制作用。
关键词: 新藤黄酸; 肿瘤细胞; 细胞增殖; 抗肿瘤
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An titum or effects of neogam bog ic ac id both in vivo and in vitro
CH EN G H u i, PEN G D ai2yin, W AN G X iao2shan, TAN G L i2jian, HUAN G Peng, L IQ ing2lin

(A nhui Key L abo rato ry of M odern Ch inese M ateria M edica, A nhui Co llege of T radit ional

Ch inese M edicine, H efei 230038, Ch ina)

Abstract: Objective　To invest iga te the an t itumo r effects of neogam bogic acid bo th in v ivo and in

v itro. M ethods　Cancer cell lines w ere incubated w ith variou s concen tra t ion s of neogam bogic acid fo r 24,

48, and 72 h, an t ip ro lifera t ive act ivit ies again st cancer cells w ere m easu red by M T T assay; T he BALB öc2
nude m ice w ere tran sp lan ted w ith cancer cells, then iv by 4, 8, 16, and 32 m gökg neogam bogic acid, the

size and w eigh t of the tumo r w ere m easu red. Results　N eogam bogic acid cou ld inh ib it the p ro lifera t ion of

cancer cell lines (hum an co lon carcinom a HCT 28 cell, hum an hepatom a Bel27402 cell, hum an gastric carci2
nom a BGC2823 cell, hum an non2sm all cell lung cancer A 549 cell, and hum an ovarian cancer A 2780 cell).

T he 50% inh ib it ing concen tra t ion ( IC 50) of neogam bogic acid of 72 h w as from 1. 75 to 3 Λmo löL. It a lso

show ed the inh ib it ion on the grow th of A 549 in nude m ice at the do ses of 8, 16, and 32 m gökg of neogam 2
bogic acid in travenou sly (P < 0105). How ever neogam bogic acid did no t show the obviou s inh ib it ion on the
grow th of tumo r Bel27402 at the do se from 4 to 16 m gökg. Conclusion　 It suggests tha t neogam bogic acid

has the inh ib ito ry effects on the p ro lifera t ion of hum an cancer cell lines in v itro and on the tumo r grow th of

nude m ice tran sp lan ted w ith A 549 cell in v ivo.

Key words: neogam bogic acid; tumo r cells; cell p ro lifera t ion; an t i2tumo r
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科属植物我国南方也有分布。藤黄具有攻毒蚀疮、破

血散结等功效,中医传统用于消肿、化毒、止血等病。

近年来研究表明藤黄具有抗肿瘤作用,临床上用于

治疗乳腺癌、淋巴肉瘤、皮肤癌均取得一定疗

效[1～ 3 ]。我国学者研究证实藤黄抗癌的有效成分为

藤黄酸、新藤黄酸和别藤黄酸[4 ]。近年来人们对藤黄

酸的抗肿瘤作用进行了较为广泛而深入的研究,表

明藤黄酸具有广谱抗肿瘤活性,不论在体外还是在

体内均能有效抑制多种肿瘤的生长[5 ]。然而对藤黄

的另一重要成分新藤黄酸的抗肿瘤作用研究鲜有报

道。本实验利用体外肿瘤细胞培养和裸鼠移植瘤模

型,观察新藤黄酸对肿瘤细胞株的体外抗增殖和体

内抑制裸鼠荷瘤生长的作用,评价其抗肿瘤作用。

1　材料

111　药物: 新藤黄酸 (质量分数≥98% )、新藤黄酸

粉针 (含新藤黄酸 20% ,批号 20060224) 均为安徽

中医学院自制。

112　细胞株: 人结肠癌细胞 HCT 28; 人肝癌细胞

Bel27402;人胃癌细胞BGC2823;人非小细胞肺癌细

胞A 549; 人卵巢癌细胞A 2780,均购自中国医学科

学院中国协和医科大学药物研究所。

113　动物: BALB öc 裸小鼠, 雄性, 16～ 18 g, 购自

上海斯莱克实验动物有限责任公司, 合格证号:

SCXK (沪) 2004—0005。

114　试剂与仪器: R PM I21640 培养基为 Gibco 公

司产品, 新生牛血清购自杭州四季青公司, 噻唑蓝

(M T T ) 为美国 Sigm a 产品,青霉素和链霉素均购

自华北制药有限公司; 96 孔培养板为德国 Co rn ing

公司产品,阿霉素、顺铂购自江苏恒瑞医药股份有限

公司。E lx800uv 酶标仪为美国伯乐公司产品。

2　方法

211　受试药物处理:新藤黄酸加入适量二甲基亚砜

(DM SO ) 使其充分溶解 (DM SO 终体积分数不超

过 012% ) ,再用完全 R PM I21640 培养基 (含 10%

小牛血清、青霉素 100 U ömL、链霉素 100 ΛgömL )

将其稀释成 80 Λmo löL 的工作液,置于 4 ℃保存供

体外试验用。注射用新藤黄酸冻干粉针剂,溶解在

5% 葡萄糖注射液中并稀释成所需的剂量供动物试

验用。

212　细胞培养: 分别将人结肠癌细胞 HCT 28、人肝

癌细胞 Bel27402; 人胃癌细胞 BGC2823、人非小细

胞肺癌细胞A 549、人卵巢癌细胞A 2780 接种于培

养瓶中, 加入适量完全 R PM I21640 培养基 (含

10% 小牛血清、青霉素 100 U ömL、链霉素 100 Λgö

mL ) , 于 37 ℃、5% CO 2及饱和湿度的培养箱中培

养,细胞呈单纯贴壁生长,每 3～ 5 d 传代 1次。

213　新藤黄酸对肿瘤细胞的体外抑制作用: 采用

M T T 方法,分别将上述培养的细胞株胰酶消化并

稀释成 110×104～ 210×104ömL 的活细胞悬液,接

种于 96 孔培养板中,每孔 180 ΛL ,设 6 个复孔,于

24 h 后加入不同浓度的药物每孔 20 ΛL ,使其终浓

度分别为 8、6、4、3、115、0175 Λmo löL ,对照孔加入

20 ΛL 完全培养基,置于 37 ℃、5% CO 2的培养箱中

培养至预定时间, 每孔加入 5 m gömL 的M T T 20

ΛL ,继续培养 4 h 后,小心吸弃全部上清液,每孔加

入 150 ΛL DM SO , 振荡后, 于酶联仪波长 570 nm

处测定用药后 24、48、72 h 各孔吸光度 (A ) 值,计

算细胞增殖抑制率。实验重复 3次。将剂量和抑制

率经一定变换后用非线性回归拟合计算,求得 72 h

药物的半数抑制浓度 ( IC 50)。
增殖抑制率= (1- A 实验öA 对照)×100%

214　体内抗肿瘤实验: BALB öc 裸小鼠皮下分别接

种人肝癌Bel27402 和肺癌A 549 细胞,待肿瘤生长

至 50～ 150 mm 3后,将动物随机分组。Bel27402 肝癌

实验: 新藤黄酸 iv 给药, 剂量分别为 4、8、16 m gö

kg, 隔日给药, 共 6 次; 阳性对照药阿霉素剂量为

1215 m gökg,于分组当日 iv 给药,共 1次。A 549 肺

癌实验: 新藤黄酸 iv 给药, 剂量分别为 8、16、32

m gökg, 隔日给药, 共 6 次; 阳性对照顺铂剂量为 5

m gökg, iv 给药,共 2次。每周测 2～ 3 次瘤体积,称

小鼠体重,共观察 2周。按以下方法评价药物的抑瘤

作用[6 ]。肿瘤体积 (TV ) 计算公式为: TV = a×b2ö2,

其中 a、b 分别表示肿瘤的长径和短径。相对肿瘤体积

(R TV ) = V töV 0 (V 0 为开始给药时测量的 TV , V t 为

给药后每次测量的 TV )。用相对肿瘤增殖率 (T öC)

评价药物抗肿瘤活性, T öC = 治疗组 R TV ö对照组

R TV×100% , T öC > 40% 为无效, T öC≤40% , 且

差异有统计学意义 (P < 0105) 为有效[7 ]。

215　数据处理: 计量资料数据用 x±s 表示, 应用

SPSS 1110 统计软件对所有数据进行统计处理。实

验组与对照组比较采用配对 t 检验,实验组间的比

较采用单因素方差分析。

3　结果

311　新藤黄酸对肿瘤细胞的体外抑制作用:新藤黄

酸在 0175～ 8 Λmo löL 的浓度下能显著抑制人结肠
癌细胞 HCT 28、人肝癌细胞 Bel27402、人胃癌细胞

BGC2823、人非小细胞肺癌细胞A 549、人卵巢癌细

胞A 2780 的体外增殖,并呈现一定的量效和时效关
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系, 结果见表 1 和 2。作用 72 h 的半数抑制浓度

( IC 50) 为 1175～ 3 Λmo löL ,其中,作用于 HCT 28 细

胞的 IC 50为 2117 Λmo löL ; 作用于Bel27402 细胞的

IC 50为 2130 Λmo löL ;作用于BGC2823 细胞的 IC 50为

2137 Λmo löL ; 作用于 A 549 细胞的 IC 50为 2192

Λmo löL ;作用于A 2780 细胞的 IC 50为 1175 Λmo löL。
表 1　新藤黄酸体外对人结肠癌 HCT-8 和肝癌 Bel-7402 细胞增殖的影响 (x±s, n= 6)

Table 1　Effect of neogambog ic ac id on prol iferation of human colon carc inoma HCT-8

and human hepatoma Bel-7402 cell l ines (x±s, n= 6)

药物ö

(Λmo l·L - 1)

HCT 28 细胞 A 值

24 h 48 h 72 h (增殖抑制率ö% )

Bel27402 细胞 A 值

24 h 48 h 72 h (增殖抑制率ö% )

0 (对照) 01389±01019 01646±01023 11034±01017 (0) 01289±01039 01546±01043 01984±01057 (0)

0175 01387±01017 01635±01024 01909±010263 (12108) 01284±01027 01535±01024 01823±010363 (16130)

115 01385±01019 01576±010533 01677±010433 3 (34156) 01285±01028 01446±010533 01663±010463 3 (32161)

3 01289±010363 01342±010163 3 01319±010533 3 (69112) 01269±010363 01422±010363 01342±010343 3 (65122)

4 01276±010433 01345±010213 3 01309±010333 3 (70111) 01250±010333 01209±010283 3 01128±010333 3 (86196)

6 01246±010343 3 01246±010183 3 01289±010263 3 (72105) 01146±010343 3 01119±010583 3 01111±010163 3 (88175)

8 01234±010463 3 01250±010453 3 01212±010563 3 (79150) 01089±010463 3 01099±010353 3 01092±010463 3 (90166)

　　　与对照组比较: 3 P < 0105　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105　3 3 P < 0101 vs con tro l group

表 2　新藤黄酸体外对人胃癌 BGC-823、人非小细胞肺癌 A549、人卵巢癌 A2780 细胞增殖的影响 (x±s, n= 6)

Table 2　Effect of neogambog ic ac id on prol iferation of human gastr ic carc inoma BGC-823, human non - small

cell lung cancer A549, and human ovar ian cancer A2780 cell l ines (x±s, n= 6)

药物ö

(Λmo l·L - 1)

BGC2823 细胞A 值

24 h 48 h 72 h (增殖抑制率ö% )

A 549 细胞A 值

24 h 48 h 72 h (增殖抑制率ö% )

A 2780 细胞A 值

24 h 48 h 72 h (增殖抑制率ö% )

0 (对照) 01349±01019 01546±01023 01834±01017 (0) 01319±01049 01576±01050 01987±01047 (0) 01419±01049 01776±01050 11167±01047 (0)

0175 01387±01017 01535±01024 01702±010263 (15182) 01327±01043 01585±01037 01860±010363 (12184) 01413±01043 01765±01037 01917±010363 (21143)

115 01315±010193 01476±010533 01571±010433 (31164) 01305±010243 01476±010613 01733±010483 3 (25168) 01327±010243 01469±010613 3 01667±010483 3 (42186)

3 01269±010363 01342±010163 3 01307±010533 3 (63129) 01269±010423 01342±010413 3 01480±010633 3 (51137) 01269±010423 3 01245±010413 3 01167±010633 3 (85171)

4 01250±010433 3 01145±010213 3 01130±010333 3 (84139) 01209±010433 3 01285±010523 3 01311±010393 3 (68149) 01199±010433 3 01189±010523 3 01122±010393 3 (89154)

6 01146±010343 3 01106±010183 3 01093±010263 3 (88197) 01186±010563 3 01208±010463 3 01231±010563 3 (76164) 01153±010563 3 01135±010463 3 01116±010563 3 (90112)

8 01067±010463 3 01089±010453 3 01087±010563 3 (89154) 01109±010643 3 01123±010233 3 01184±010373 3 (81140) 01143±010643 3 01126±010233 3 01117±010373 3 (89194)

　　　与对照组比较: 3 P < 0105　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105　3 3 P < 0101 vs con tro l group

312　体内抗肿瘤作用

31211　新藤黄酸对人肺癌 A 549 裸小鼠移植瘤生

长的影响:新藤黄酸 8、16、32 m gökg 作用于裸小鼠

移植瘤模型,结果显示新藤黄酸能够明显抑制人非

小细胞肺癌A 549 肿瘤的生长,与模型组比较有显

著性差异, 结果呈现一定的剂量依赖性 (表 3、图

1) ,其作用强度与顺铂相当。

31212　新藤黄酸对人肝癌 Bel27402 裸小鼠移植瘤

生长的影响:新藤黄酸 4、8、16 m gökg iv 给药时,对

人肝癌Bel27402 肿瘤模型的抑制作用不明显,数据

无明显的统计学意义。见表 4,图 2。

4　讨论

　　寻找安全有效、不良反应小的抗肿瘤药物一直

是肿瘤药物研发的主要目标,从天然产物和中药中

表 3　新藤黄酸对人非小细胞肺癌 A549 裸小鼠移植肿瘤的抑制作用 (x±s)

Table 3　Inh ibition of neogambog ic ac id on tumor growth of nude m ice tran splan ted

with human non - small cell lung cancer A549 cell (x±s)

组　别
剂量ö

(m g·kg- 1)

动物ö只

给药前 给药后 14 d

TV ömm 3

给药前 给药后 14 d
RTV

(T öC) ö

%

模型 - 12 12 117±24 2 952±1 263 26130±14110 -

新藤黄酸 8 6 6 104±22 1 353± 668 13114± 7109 50103 3

16 6 6 109±17 1 241± 651 12116± 7139 46123 3

32 6 5 102±18 779± 359 7165± 2184 29113 3

顺铂 5 6 6 102±12 994± 536 8189± 5139 33183 3

　　　与模型组比较: 3 3 P < 0101

　　　3 3 P < 0101 vs model group
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表 4　新藤黄酸对人肝癌 Bel-7402 裸小鼠移植瘤生长的影响 (x±s)

Table 4　Effect of neogambog ic ac id on tumor growth of nude m ice tran splan ted

with human hepatoma Bel-7402 cell (x±s)

组　别
剂量ö

(m g·kg- 1)

动物ö只

给药前 给药后 14 d

TV ömm 3

给药前 给药后 14 d
RTV

(T öC) ö

%

模型 - 12 12 115±25 1 424±454 12166±4104 -

新藤黄酸 4 6 6 121±19 1 344±526 11180±5195 9312

8 6 6 113±20 1 306±225 12139±3115 9813

16 6 6 104± 8 781±139 8114±1157 6413

阿霉素 1215 6 6 108±21 611±139 5167±1100 44183 3

　　　与模型组比较: 3 3 P < 0101

　　　3 3 P < 0101 vs model group

图 1　新藤黄酸对人非小细胞肺癌 A549 裸小鼠

移植肿瘤生长的抑制作用 (x±s)

F ig. 1　Inh ibition of neogambog ic ac id on tumor growth

of nude m ice tran splan ted with human non -

small cell lung cancer A549 cell (x±s)

图 2　新藤黄酸对人肝癌 Bel-7402 裸小鼠移植瘤生长

的作用 (x±s)

F ig. 2　Effect of neogambog ic ac id on tumor growth

of nude m ice tran splan ted with human

hepatoma Bel-7402 cell (x±s)

发现有活性的抗肿瘤药物是目前的研究热点。中药

藤黄的抗肿瘤应用历史悠久,研究表明藤黄中的藤

黄酸是发挥抗肿瘤作用的主要活性成分之一[8, 9 ]; 而

新藤黄酸作为藤黄中的主要成分,其抗肿瘤活性鲜

见文献报道; 因此实验从体内外两个方面对新藤黄

酸的抗肿瘤活性进行了初步研究。

国家新药 (西药)研究指导原则规定,当植物提

取物对肿瘤细胞增殖的 IC 50小于 30 m göL 被确定
其体外具有抗肿瘤活性。本实验选择了人结肠癌

HCT 28 细胞、人肝癌 Bel27402 细胞; 人胃癌 BGC2
823 细胞、人非小细胞肺癌 A 549 细胞、人卵巢癌

A 2780 细胞作为靶向细胞,结果显示新藤黄酸能明

显抑制肿瘤细胞株增殖,其作用 72 h 的 IC 50值均在

11127～ 11887 m göL , 表明新藤黄酸有一定的体外

抗肿瘤活性,抗瘤谱较广,而且呈剂量依赖性。

曲宝玺等[10 ]研究表明新藤黄酸具有抗癌谱广,

毒性低特点。对艾氏腹水癌的抑制作用研究表明新

藤黄酸抗肿瘤作用呈现明显的剂量依赖关系; 同时

对 S180、L ew is 肺癌、L a795肺腺癌等实体瘤均有较好

的抑制作用。本实验研究表明新藤黄酸可以抑制结

肠癌、肝癌、胃癌、非小细胞肺癌和卵巢癌细胞增殖。

体内实验研究也表明新藤黄酸有一定的选择性

抗肿瘤生长作用, 4～ 16 m gökg 新藤黄酸能显著抑

制裸鼠移植肺癌A 549 细胞的增殖; 但同样剂量的

新藤黄酸对裸鼠移植肝癌Bel27402 细胞的抗肿瘤

作用统计学无显著差异。因此,新藤黄酸体内抗肿瘤

的选择性是进一步研究的方向; 同时藤黄作为一种

有毒中药,新藤黄酸作为其中的主要成分之一,其毒

性范围与其抗肿瘤活性剂量之间的关系仍有待深入

研究。
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杜鹃花总黄酮对在体大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及其机制
①

范一菲1,王云海2,张建华3,陈志武33

(11安徽医科大学 生理学教研室,安徽 合肥　230032; 21 安徽医科大学第一附属医院 普胸外科,

安徽 合肥　230032; 31安徽医科大学 药理学教研室, 安徽 合肥　230032)

摘　要:目的　观察杜鹃花总黄酮 (T FR S) 对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法　采用在体结
扎大鼠心脏冠状动脉左前降支法,观察心电图 ST 段和 T 波的变化, T TC 染色法测定心肌梗死面积并测定大鼠血
清乳酸脱氢酶 (LDH )、肌酸激酶 (CK) 活性,血清丙二醛 (M DA ) 及一氧化氮 (NO ) 水平,并应用逆转录酶链式反
应 (R T 2PCR ) 方法测大鼠心肌中诱导型一氧化氮合酶 ( iNO S) mRNA 表达情况。结果　T FR S 100 m gökg 对缺血
30 m in 时 ST 段的抬高有明显抑制作用, T FR S 25、50、100 m gökg 对再灌注 30 m in 时 ST 段的抬高有明显抑制作
用; T FR S 50 m gökg 能显著的降低心肌梗死面积; T FR S 50、100 m gökg 能不同程度降低血清中的 LDH、CK 的活
性。T FR S 50 m gökg 可降低血清中M DA 的水平; T FR S 100 m gökg 能显著提高心肌 iNO S mRNA 的表达。结论
　T FR S 对心肌和缺血再灌注损伤有一定的保护作用,其作用机制可能与抗自由基和提高心肌 iNO S 基因mRNA

的表达及增加NO 产生有关。
关键词: 杜鹃花总黄酮 (T FR S) ; 心肌缺血再灌注; 诱导型一氧化氮合酶 ( iNO S)
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Protection and m echan ism of tota l f lavones from R hododend ron s im s ii

on m yocard ia l ischem ia-reperfusion in jury ra ts
FAN Y i2fei1, W AN G Yun2hai2, ZHAN G J ian2hua3, CH EN Zh i2w u3

(11D epartm ent of Physio logy, A nhuiM edical U niversity, H efei 230032, Ch ina; 2. D epartm ent of Chest Surgery,

F irst A ffilia ted Ho sp ita l, A nhuiM edical U niversity, H efei 230032, Ch ina; 3. D epartm ent

of Pharm aco logy, A nhuiM edical U niversity, H efei 230032, Ch ina)

Abstract: Objective　 To study the p ro tect ive effect of to ta l f lavone from R hod od end ron sim sii

(T FR S) on m yocard ia l ischem ia2reperfu sion in ju ry ra ts and its m echan ism. M ethods　T he ischem ic model

w as m ade by occluding the an terio r descending of the lef t artery (LAD ) in ra ts. T he change of ST segm en t

and T w ave of electrocard iograph (ECG) w ere ob served, and the act ivity of lacta te dehydrogenase (LDH ) ,

crea t ine k inase (CK ) , levels of the m aleic d ia ldehyde (M DA ) , and n it ric ox ide (NO ) in serum w ere

m easu red. A nd by tetrazo lium ch lo ride (T TC) sta in ing, the areas of m yocard ia l infarct ion w ere ob served.

T he exp ression of inducib le n it ricox ide syn thase ( iNO S) in ra ts w as detected by emp lo ring the reverse
tran scrip t ion2 po lym erase chain react ion (R T 2PCR ) techn ique. Results　O n the m yocard ia l infarct ion

model by occluding the an terio r descending of the LAD in ra ts, T FR S (100 m gökg) obviou sly reduced the

heigh t of ST segm en t after occluding 30 m in and T FR S (25, 50, and 100 m gökg) obviou sly reduced the

heigh t of ST segm en t after reperfu sion 30 m in. T FR S (50 m gökg) reduced by m yocard ia l infarct ion area.

T FR S (50 and 100 m gökg) obviou sly reduced the act ivity of CK and LDH. T FR S (50 m gökg) decreased

the level of M DA in serum. By R T 2PCR techn ique, it w as found that the exp ression of iNO S mRNA in

m yocard ium in IR rats p ret rea ted w ith T FR S (100 m gökg) w as h igher than that in IR and no rm al group s.

Conclusion s　T FR S has the sign if ican t p ro tect ion again st m yocard ia l ischem ia2reperfu sion in ju ry via a t te2
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