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s。80和H。：小鼠肿瘤细胞均可使DNA和RNA荧光

强度较生理盐水组有不同程度的降低。说明药物已

经与肿瘤细胞DNA和RNA产生了不同程度的结

合，抑制了AO与DNA和RNA的结合，导致AO

与核酸结合的复合物荧光强度有不同程度的降低；

甘草黄酮低剂量组对RNA／13NA无影响(P>

0．05)；甘草黄酮中剂量组的RNA／DNA值较生理

盐水组明显升高，可能是DNA损伤严重，合成量减

少，而RNA合成抑制程度较轻，DNA减少的程度

超过RNA；甘草黄酮高剂量组RNA／DNA值较生

理盐水组无显著差异，分析原因可能是随剂量增加

RNA损伤加重，致使RNA／DNA值与生理盐水组

接近。提示药物作用后可能是肿瘤细胞DNA先受

损，随后RNA由于没有模板合成才开始下降。环磷

酰胺组DNA和RNA荧光强度较生理盐水组降

低；RNA／DNA值较生理盐水组显著升高。有研究

报道环磷酰胺对体外淋巴细胞AO—DNA荧光抑制

率很低‘9j。结合起来看这与环磷酰胺的作用机制是

非常吻合的。环磷酰胺原无烷化活性，需在体内经代

谢成有活性的磷酰胺氮芥后发挥烷化作用。磷酰胺

氮芥性质活泼，能与DNA发生交叉联结，抑制

DNA合成+干扰DNA和RNA功能。从丽达到很

好的抗肿瘤作用。综上所述，甘草黄酮可明显抑制

S。。。和H”荷瘤小鼠肿瘤细胞DNA和RNA复制与

合成，这可能是其抗肿瘤作用的机制之一。
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轮叶婆婆纳中二萜类化学成分的体外抗癌活性研究
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摘要：目的研究轮叶婆婆纳Veronica sibirica中二萜类成分的体外抗癌作用。方法以TJ905和HeLa细胞为

研究对象，采用MTT{去对获得的化合物进行抗癌括性初筛并对初筛活性高的化合物进行剂量依赖性实验，测定

其Ic*值。结果对轮叶婆婆纳石油醚及醋酸乙酯提取物中的7个二萜共化台物：二氢丹参酮I(I)、丹参酮I

(I)、丹参酮ⅡA(Ⅱ)，隐丹参酮(IV)、婆婆纳对醌A(V)、婆婆纳对醌B(Ⅵ)、弥罗松酚(Ⅶ)进行了体外抗肿瘤活性

考察，表明化合物1和IX／具有显著的抗癌活性．化合物I对TJ905及Hel。a细胞生长的1cs。值分别为3．038、1．816

／tg／mL。化合物IV对TJ905及HeLa细胞生长的Ic5。值分别为3，637、4．391,ug／mL。结论轮叶婆婆纳中的二氢

丹参酮【和隐丹参酮对TJ905及HeLa细胞具有较强的生长抑制括性。
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Anticancer activity of diterpenes from Veronica sibirica in vitro
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轮叶婆婆纳Veronica sibirica I，．为玄参科婆婆

纳属植物，又名草本威灵仙，主要分布于东北、华北、

陕西北部、新疆西北部、甘肃东部、山东等省区，具有

祛风除湿、清热解毒的功效，主要用于治疗感冒风

热、咽喉肿痛、腮腺炎、风湿痹痛、虫蛇所伤⋯。文献

报道轮叶婆婆纳的乙醇提取物具有较强的抗炎、镇

痛作用，并从中分离出异阿魏酸、3一。一乙酰齐墩果

酸、3，4-二甲氧基桂皮酸、胡萝h苷、p谷甾醇、甘露

醇等6个化合物o]，其他化学成分及药理作用研究

均未见报道。

本课题组在轮叶婆婆纳的化学成分研究中分离

了7个二萜类化合物：二氢丹参酮I(1)、丹参酮I

(Ⅱ)、丹参酮Ⅱn(Ⅲ)、隐丹参酮(Ⅳ)、婆婆纳对醌A

(sibiriquinone A，V)、婆婆纳对醌B(sibiriquinone

B，Ⅵ)、弥罗松酚(Ⅶ)，其中化合物V和Ⅵ为新化合

物”]。本实验对轮叶婆婆纳的石油醚、醋酸乙酯和正

丁醇提取物及7个二萜类化合物进行抗癌活性研

究，结果表明提取物和化学单体均有不同程度的抗

癌生物活性，其中以化合物I和Ⅳ作用最强，进而对

其进行了剂量依赖性实验研究。

l材料

芬兰LABSYSTEMS Multiskan MS酶标仪；

美国REVCO CO。培养箱。胎牛血清为Hyclone公

司产品；RPMI一1640为Gibco公司产品；MTT和

DMSO为Sigma公司产品i其余试剂均为分析纯。

轮叶婆婆纳于2001年9月采自中国东北，经佳木斯

医学院王良信教授鉴定为玄参科婆婆纳属植物轮叶

婆婆纳V．sibitqca L．Pennell，标本存放于天津医

科大学药学院。7rJ905和HeLa细胞均由天津医药

科学研究所提供。

2方法与结果

2．】 提取与分离：将轮叶婆婆纳药材2 kg粉碎，

95％乙醇50 c温浸提取，减压回收溶剂，得浸膏

0．5 kg。依次用石油醚、醋酸乙酯和正丁醇进行萃

取i将各部分萃取物减压浓缩后，得浸膏分别为：石

油醚部分24．3 g、醋酸乙酯部分48．2 g、正丁醇部

分150．9 g。将石油醚和醋酸乙酷提取物反复经过

硅胶柱色谱分离，最后以反相制备HPLC分离纯

化，得化合物I～Ⅶ(质量分数均>95％)。

2．2体外抗癌活性实验：

2．2．1 石油醚、醋酸己酯、正丁醇萃取物的体外抗

癌活性：取对数生长期的TJ905或Hel．a细胞，用

含10％胎牛血清的RPMI 1640培养液稀释成5x

104 mL单细胞悬液，接种于96孔培养板中，每孔

180 pI．，于37 C、5％CO：条件下培养24 h后，加入

不同质量浓度样品液20 pL，样品用DMSO溶解

(DMsO≤0．05％，实验证实该浓度对细胞生长无影

响)后，配制成终质量浓度为400、200、100 pg／mI。

溶液，每个质量浓度平行4孔，对照组加入等体积

的RPMI一1640培养液。培养72 h后，小心吸去上清

液，每孔加入以无血清培养液新鲜配制的l mg／mI．

MTT，37 C温育4 h，弃去MTT，每孔加入150 pL

DMSO，于酶标仪570 llm处测吸光度(A)值，并计

算细胞增殖抑制率，结果见表1。

细胞增殖抑制率一[】一(^mg／A”M)]×100％

裹1轮叶婆婆纳萃职物对TJ905和HeLa

细胞生长的抑制作用(j士j，n一4)

Table 1 Inhibition of V．sibirica extracts 011 TJ90$

and HeLa cell growth h土s，n一4)

结果显示轮叶婆婆纳的各萃取部位均有较强的

抑制癌细胞生长作用，其对于Hel。a细胞作用相似，

但对TJ905细胞，以石油醚萃取物和醋酸乙酯萃取

物抑制作用较强。

2，2。2化合物的体外抗癌活性：应用MTT法对从

石油醚萃取物和醋酸乙酯萃取物分离获得的7个化

台物进行体外抗癌活性初筛，药品用DMsO溶解
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(DMSO≤0．01％)后，配制成终浓度为30和10

btg／mL溶液，作用于TJ905细胞，每个质量浓度平

行4iL，其余操作方法同2．2．1项。结果见表2。结

果表明，化合物I和Ⅳ对TJ905细胞生长的抑制作

用较强。根据美国NCI推荐的细胞增殖抑制率为

50％时，药物质量浓度在10 pg／mL以下值得迸一

步研究的原则，对化合物I和Ⅳ进一步进行荆量依

赖性实验。

2．2．3化台物I和Ⅳ体外抗癌活性剂量依赖性实

验；应用MTT法进行体外抗癌活性荆量依赖性实

验，给药剂量为终质量浓度30、20、10、5、2．5、1．25、

0．625 Vfi／mI，，每个质量浓度平行6孔，测定A值。

重复3次。计算细胞增殖抑制率及Ic。。。结果见表

3。结果显示，化合物I和Ⅳ对TJ905和HeLa细胞

具有较强的细胞杀伤作用，与对照组比较，两化合物

(2．5 vg／mL以上的药物质量浓度)均显示出显著

裹2化合物l、Ⅶ对TJ905细胞生长

的抑捌作用(i±s．n一4)

Table 2 Inhibition of compounds I一ⅦOH TJ90$

cell growth(j土s，#一4)

化台物p／(pg·mL 1)抑制率／蹦 化台物P／fpg-mL 1)抑制串／蹦

j 30 99．S5士0．44 V 30 {3．08士4．84

10 93．59土2．03 10 1 2．34±5．13

l 30 3216±2 44 Ⅵ 30 1 9 50士4．55

iO 26 99士6．孙 10 10 89士217

l 3D 47 2S士2∞ Ⅶ 30 81．77士“54

10 31．74士5 24 j0 】8．70士5．49

Ⅳ 30 92．98土l 07

10 59．53士3．58

Ⅳ的药物质量浓度及所对应的抑制率，推算出化合

物I对TJ905和HeI。a细胞的Ic。。值分别为

1．038、1．81 6／tg／mL，化合物Ⅳ对TJ905和Hel。a

细胞的1Cso值分别为3．637、4．391 vg／mI。。

衰3不问质量浓度的化台鞠I和Ⅳ对TJ905和HeLa细胞生长的抑耕作用(；±，．n一6)

Table 3 Inhibition oF compounds 1 and w at different coneen*ratlons on T$905 and HeLa cell growth(j士s，n=6)

与对照组比较：‘P<0．05一j’<0t 0I ⋯P<0 001

。P<0·05。’P<O 01⋯P<O．001"f control group

3讨论

应用TJ905和HeLa细胞株对轮叶婆婆纳石

油醚、醋酸乙酯、正丁醇提取物的体外抗癌活性初筛

结果显示，3部分均有明显的体外抗癌细胞生长的

活性。进一步实验表明从石油醚和醋酸乙酯萃取物

中分离得到的二氢丹参酮I(I)和隐丹参酮(Ⅳ)两

个丹参酮类化合物具有很强的体外抗癌活性。对于

丹参酮类化合物的抗癌作用，大量研究集中于丹参

酮Ⅱnn“]，Mosaddik口1的体外试验研究表明，与丹

参酮I和丹参酮Ⅱn相比．二氢丹参酮1和隐丹参

酮对P388淋巴细胞白血病细胞具有微弱的细胞毒

活性，药物质量浓度为25 pg／mI。所产生的抑制率

仅为13．7l％和39．21％，并认为这类二萜类化合

物不饱和的c一15位以及饱和的A环是产生细胞杀

伤作用的重要结构。但亦有研究表明，二氢丹参酮I

对人肝癌细胞株(QGY一7703)和人肺腺癌细胞株

(SPC—A—1)有较强的细胞毒作用，半数致死剂量

LD50分别为8．86和7．736 btmol,／L，且其与x射线

联合作用能增强细胞对射线的敏感性o]。本实验结

果表明化合物I和I【f对TJ905和HeLa细胞具有

强大的杀伤作用，与不加药物仅加等体积RPMI，

1640培养液的对照组比较，两化合物2．5 vg／mI，
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以上的药物质量浓度均显示出显著的差异(P<

0．001)；化合物t对TJ905和HeI，a细胞的Ic。。值

分别为1．038和1．816／19／mI．，化合物Ⅳ对TJ905

和Hel，a细胞的ICs。值分别为3．637和4．391"g／

mL，而丹参酮I(Ⅱ)和丹参酮Ⅱ。(m)的初筛结果

显示其对于TJ905缅胞的杀伤作用并不明显，说明

丹参酮类化合物对于癌细胞的体外杀伤作用具有

选择性，其抗癌作用机制和构效关系值得进一步

研究。

此外，本实验研究从化合物单体水平证明药用

植物轮叶婆婆纳具有抗癌活性，从而为进一步对此

植物的开发利用奠定了一定的理论基础。

Refetellees：

E1]Jiangsu New Medical College．D&tionary—Chinese Materia

Medica(中药大辞典>[M]Shanghai：Shanghai Sciemific

and Teehnical Publishers，1977．

[2]Zhou R X，Meng x s．The pharmacoiogieal research on

Veronica sibirica[J]．China J Chin Mater Med(中国中药杂

志)，1992，17(8)：403—496．

[33 GaoW Y，Zhang R，JiaW．H a1．]mmunosuppressive diter—

penes from Veronica sibiriea EJ]．c^柙l尸hrm Bull．2004。

52(1)：136—137．

[卑]Tang Zz，Tang Y，Fu乙B E[[ect“tanshinone I A Onthe

growth behavior of human hepatoma ceil fine BEL一7402 in

vitro and its mechanism[J]．Acad J，i州Med CdlPLA(第

一军医大学学报)，2003，Z3(6)：595—596．

[5]Chen J，Lin G J．The advance of re$egtrehes oil ailtieailcer

effects of tanshinones[J]．Fudan Um'v J{Med Scz(复旦学

报}医学版)，2003．30(6)t 626—628

[5]Y呦s L，Song Y，Wangx J，et a1．Theinhlbltlng effec{。f

tanshinone II Aon the growth of tUnlOF cell linesⅢvitro[J]．

West China J Pharm Sci(华西药学杂志)，2003，18(5)：
327—329．

[73 Mosaddik M A．In 71igro cytotoxity of tanshinones isolated

from snb㈣jntwrh2zn Bunge agains*P388 lymphocytic

leukemia cells[J]．Phytemediclne，2003，10(8)l 682—685，

[8]Li R B，Wu Q．Xu S J．The influence of dlhydr。tⅡnshinone

l on tke rad[oseasitimtion effect of QGY一7703 and SPC-A一1

[J]．d Radiat Res Radrat Proces(辐射研究与辐射工艺学

报)．1986，j6(1)：20．33．

oc一环丙氨酸对缺血性脑神经损伤的保护作用

赵铮蓉，朱沁未，朱旭祥

(浙江省医学科学院，浙江杭州310013)

摘要：目的研究中药有效成分a一环丙氨酸(1一aminocyclopropaneearboxylic acid，ACPC)对缺血性脑神经损伤

的保护作用。方{蠹采用二乙酸荧光索(FDA)和Hoechst33258 DNA染色法．观察大鼠4、脑颗粒神经元存括率及

形态学特征，用琼脂糖凝胶电泳分析神经元凋亡的生化特征；采用小鼠断颅法和小鼠局灶性胺缺盘法，观察ACPC

对小鼠喘息时间和脑梗死体积的影响。结果在细胞水平上，ACPC(o．5、1 mmol／L)使小脑颗粒神经元的存活率

明显提高；使200／trnol／L谷氨酸(Glu)引起的细胞核固缩、凝聚和断裂现象消失,Glu使神经元的DNA电泳图谱

出现明显的“梯形”条带，ACPC使此现象消失。在组织水平上．ACPC(200、400mg／kg)明显减小小鼠脑梗死体积．

在整体水平上．ACPC(100、200、400 mg／kg)显著延长小鼠断颅后的喘息时间。结论ACPC对缺血性脑神经损伤

具有显著保护作用。

关键词心环丙氨酸(ACPC)；小脑颗粒神经元；谷氨酸
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研究表明谷氨酸(Glu)是脑内主要的兴奋性

神经递质，介导绝大多数兴奋性突触的正常活动，参

与可塑性的发生机制，是一种内源性神经毒性物质。

Glu介导的神经元兴奋性毒性死亡与许多神经系统
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疾病的发生、发展有着密切的关系Ⅲ。在正常生理情

况下，Glu主要储存在神经元末梢突触囊内，细胞外

Glu水平很低(o．6 mol／L)。当神经束梢受到刺激

时，Glu才从突触囊内释放至突触间隙内，但很快又




