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Joris[123首次提出胀亡(oncosis)的概念，将其和凋

亡(apoptosis)相对应，代表细胞受损伤后不可逆

的死亡过程，是细胞死亡过程的功能性定义。在同一

刺激因素下细胞采取何种方式死亡——胀亡或是凋

亡与刺激强度，作用时间以及细胞内ATP水平有

关。强度较弱或作用时间较短时，存在一定水平的

ATP，以凋亡为主；反之，刺激强度大，作用时间长，

细胞损伤相对严重时，能量不能满足，凋亡无法完成

其程序，细胞以胀亡的方式死亡。

本实验结果显示在未用转铁蛋白增加肺腺癌细

胞内铁离子浓度时，青蒿琥酯在24 h并不引起多数

细胞有明显形态学改变，48 h后，细胞无论从形态

上还是DNA电泳、流式细胞仪检测均出现典型的

凋亡样死亡的改变，与国内学者报道的相一致口3；当

细胞内铁离子浓度增加后，青蒿琥酯在24 h时，就

可引起细胞肿胀，细胞质空泡化，DNA电泳出现不

同于凋亡时的“梯状”条带，而是仅仅在1 000 bp及

2 000 bp左右出现条带，这点与Ohno M等n朝报道

的细胞胀亡样死亡时电泳的条带相一致。该结果显

示全铁转运蛋白／铁离子增强了青蒿琥酯抗肺腺癌

细胞的作用，加速了其死亡的速度。其原因可能为细

参考文献：

[1]Balint G A．Artemisinin and its derivatives：An important

new class of antimalaria agents口]．Pharmaco／Ther，2001，
90：261—265．

[2]张星，杨小平．播启超．青蒿醇钠抗人肝癌(BEL一7402)

与诱导凋亡[J]．中草药，1998．29(7)：467—469．
[3]Beekman A C．Wierenja P K，Woerdenbag H J，矗a1．

Artemisinin—derived sesquiterpene lactones as potential
antitumour compounds：cytotoxic action against bone marrow

and tumour cells[J]．Plants Med，1998，64：615-619．

[4]Efferth T，Dunstan H，Sauerbrey A．以a1．The anti．

malarial artesunate is also active against cancer[J]．Int J

Ovid．2001，18：767—773．

Cs]Dhingra V，Vishweshwar Rao K．Lakshmi Narasu M．

Current status of artemisinin and its derivatives¨

antimalaria drugs口]．Life Sci，2000，66：279·30．

[6] 苗立云，张祖贻．青蒿琥酯选择性抗肺腺癌细胞的作用及其

机制口]．现代医学，2006，34(1)：15一i7．

[7]郑青．郭建红，周仲楼，等．转铁蛋白对青蒿琥醇体外抗
肿瘤活性的增效作用研究[J]．中草药。2008．39(6)t 887—

889．

[8]周立国．药物毒理学[M]．武汉：湖北科学技术出版杜，
2001．

[9]彭黎明，王曾礼．细胞凋亡的基础与临床[M]．北京，人民卫

生出版杜．2000．

[10]Lieu P T，Heiskala Marua，Peterson P A．et a1．The roles of

iron in health and disease[J]．Mol Aspects Med．2001．22 l

1_87．

[11]Richardson D R，Ponka P．The molecular mechanisms of the

metabolism and transport of iron in normal and neoplastic

cells FJ]．Biochim Biophys Acts，1997，1331：1-40．

[123

胞内铁离子浓度的增加，增强了青蒿琥酯裂解的速 [13]

度，增加了细胞内自由基浓度，从而加速细胞的

死亡。

Majno G，Joris I．Apoptosis，oncosis。and necrosis．An

overview of cell death口]．Am J Path01．1995，146：3—15．

Ohno M，Takemura G，Ohno A，et a1．。Apoptotie”

myocytes in infarct area in rabbit hearts may be oncotic

myocytes with DNA fragmentation：analysis by immunogold
electron microscopy combined with in situ nick end—labeling

[J]．Circulation，1998，98：1422—1430．

水杨梅和水团花提取物体外抑菌活性的实验研究

白 雪1，林晨”，李药兰2，岑颖洲2，沈伟哉3

(1．暨南大学医学院微生物学与免疫学教研室，广东广州 510632；2．暨南大学生命科学院

化学系，广东广州 510632I 3．暨南大学解剖学教研室，广东广州 510632)

摘 要：目的 比较水杨梅和水团花不同提取物的抑菌活性，探寻该两种水团花属植物的有效抑菌成分。方法 用

肉汤稀释法测量水杨梅和水团花的乙醇粗提物、石油醚、醋酸乙酯和正丁醇萃取部位，余水部位以及水杨梅甾体混

合物、水团花单体化合物对6种实验菌株的最低抑菌浓度(MIC)。结果 水杨梅各萃取部位及水团花醋酸乙酯萃

取部位在实验质量浓度范围内分别对金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、铜绿假单胞杆菌、枯草芽胞杆菌或猪霍乱沙门

氏菌显示出了不同程度的抑制活性；从水团花醋酸乙酯萃取部位分离出的化合物中，槲皮素一3一O—pD一葡萄糖苷显

示出了较好的抑菌作用。结论 水杨梅和水团花均含有抑制细菌的有效成分，为水团花属抑菌药物的开发提供了

理论依据。
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水团花Adina pilulifera(Lam．)Franch．ex

Drake、细叶水团花(水杨梅，Adina rubella Hance)

为水团花属茜草科植物，具有抗病毒、抑菌等生物活

性[1]。本实验着重分析了化学分离后的水杨梅与水

团花各萃取物的抑菌活性，为开发新型的植物抗菌

药物提供理论基础。

1材料

1．1菌株：实验菌种均为暨南大学医学院微生物与

免疫教研室保存菌种。其中革兰阳性菌有金黄色葡

萄球菌(Staphylococcus aureus，ATCC6538p)，藤

黄微球菌(Micrococcus luteus，ATCC9341)和枯草

芽胞杆菌(Bacillus subtilis，ATCC6633)；革兰阴性

菌有大肠埃希氏菌(Escherichia coli，A丁cc8739)，

猪霍乱沙门氏菌(Salmonella choleraesuis，

DMS4224)和铜绿假单胞杆菌(Pseudomonas

aeruginosa，ATCC9027)。

1．2供试样品：瑶药水杨梅Adina rubella Hance

与水团花A．pilulifera(1ain．)Franch．ex Drake

均采自广东韶关始兴县大瑶山，由中国科学院华南

植物研究所标本馆陈炳辉高级工程师鉴定，经暨南

大学化学系天然药物研究室分离提纯得到以下样

品：水杨梅的乙醇粗提物(A)、石油醚萃取部位

(A。)、醋酸乙酯萃取部位(A．)、正丁醇萃取部位

(A．)和余水部位(A。)，以及从水杨梅石油醚萃取

部位分离出的甾体混合物(A_)；水团花的乙醇粗

提取(B)、石油醚萃取部位(B。)、醋酸乙酯萃取部

位(B。)、正丁醇萃取部位(B。)和余水部位(B。)，

以及从水团花醋酸乙酯萃取部位分离得到的6个单

体化合物分别为化合物1(B1)Sarracenin[23；化合物

2(B。)柚皮素；化合物3(B。)圣草酚；化合物4(B4)

柚皮素一7一。一}D一葡萄糖苷；化合物5(B。)圣草酚一

7一O—a—D一葡萄糖苷；化合物6(B6)槲皮素一3—0一pD一

葡萄糖苷。

1．3 试剂：红四氮唑(TTC，北京化学试剂公司)，

二甲基亚砜(DMSO，天津市化学试剂一厂)；新洁

尔灭(黑龙江康新制药有限公司)；青霉素钠(华北

制药股份有限公司，8．0×105 U／支，批号：

A0511005)；头孢拉定(上海普康药业有限公司，批

号：060208)。

1．4 培养基：水解酪蛋白胨(MH)琼脂、MH肉

汤，广东省科学院微生物研究所。

2方法

2．1样品的制备：准确称取水杨梅及水团花的各种

样品，溶于DMSO中配制成40 mg／mL的溶液，巴

氏消毒后待用。

2．2 菌液的配制[3]：将菌种于MH琼脂平板上分

区划线，37℃培养12～48 h。用接种环挑起单个菌

落接种于MH肉汤中，于37℃培养24 h。用BaCI：

比浊法确定每种菌的浓度，然后用生理盐水校正含

菌量为1．5×108CFU／mL(Colony Forming Units，

CFU，集落形成单位)，再用MH肉汤稀释100倍，

即为1．5×106CFU／mL。

2．3 体外抑菌实验[4]：在塑料离心管里用MH肉

汤将各样品对倍稀释成所需的质量浓度梯度，起始

质量浓度(最大质量浓度)设定为2．5 mg／mL。然

后在96孔板中分别加入50弘L稀释好的样品，及

50弘L稀释好的菌液。每个质量浓度梯度设4个复

孔；同时设青霉素、头孢拉定阳性对照组，阴性对照

组(只加菌液和肉汤)和空白对照组(只加肉汤)，

37℃培养24 h。培养结束后，每个孔中加入5弘L

质量分数为0．5％的TTC，37℃继续培养1～3

h，肉眼观察细菌的生长，培养孔呈现红色为有细菌

生长，结果判断以不显色的组其样品质量浓度为该

样品对测试菌的最低抑菌浓度(MIC)。

3结果

3．1 水杨梅各萃取物对实验菌株的抑制作用：水杨

梅粗提物的各溶剂萃取部位(A。、A。、A。、A。)在

实验质量浓度范围内对金黄色葡萄球菌、藤黄微球

菌或铜绿假单胞杆菌有一定的抑制作用。其中醋酸

乙酯萃取部位(A。)对此3个菌种均有不同程度的

体外抑制活性，对金黄色葡萄球菌和藤黄微球菌的

MIC为1．25 mg／mL。从水杨梅石油醚萃取部位分

离得到的甾体混合物(Am)的金黄色葡萄球菌、藤

黄微球菌、铜绿假单胞杆菌和枯草芽胞杆菌均表现

出不同的抑制作用，显示了一定的广谱抑菌效果。其

对革兰阳性菌的作用优于革兰阴性菌，对金黄色葡

萄球菌和藤黄微球菌的MIC仅为0．625 mg／mL。

见表1。

3．2水团花各萃取物对实验菌株的抑制作用：水团

花各溶剂萃取部位(B、B。、B．、B。)在实验质量浓

度范围内，对大肠埃希菌等6种菌均没有明显的体

外抑菌活性。而水团花醋酸乙醋萃取部位(B。)则

对上述菌种(大肠埃希菌除外)都显示出了不同程

度的抑制活性；其中对金黄色葡萄球菌的MIC为

1．25 mg／mL。见表2。

3，3水团花单体化合物对实验菌株的抑制作用：从

水团花醋酸乙酯萃取部位分离出的6个化合物中，

槲皮素一3一O一}D一葡萄糖苷(B。)显示出了较好的抑
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菌作用，对金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌和铜绿假单

胞杆菌的MIC仅为0．125 mg／mL。而柚皮素(B：)

和圣草酚(B。)则分别对枯草芽孢杆菌和铜绿假单

胞杆菌有一定的抑制作用(MIC分别为0．125和

0．25 rng／mL)。见表3。

寰1 水杨梅各提取部位对6种细菌的体外抑苗作用(厅=4)

Table 1 Bacteriostasis of extractives from A．rubella

against six kinds of strains in vitro(一=4)

。一”：没有抑菌活性

。一”l no bacteriostasis

表2水团花各提取部位对6种细菌的体外抑菌作用(一=4)

Table 2 Baeteriostasis of extractives from A．pilulifera

against six kinds of strains in vitro(疗一4)

⋯．． MIC／(mg·mL一1)水团花——
提取部位

金黄色葡 藤黄教 枯草芽 大肠埃 猪霍乱抄 铜绿假单

萄球菌 球菌 胞杆菌 希菌 门氏菌 童杆茁

B 一 一 一 一 一 一

B- 一 一 一 一 一 一

BI 1．25 2．5 2．5 — 2．5 2．5

BI 一 一 一 一 一 一

B～ 一 一 一 一 一 一

青霉素0．009 8 0．009 8 0．009 8 一 一0．009 8

头孢拉定0．009 8 0．009 8 0．009 8 0．009 8 0．009 8 0．009 8

。一”：没有抑菌活性

。一”．no bacteriostasis

表3水团花单体化合物对6种细菌的体外抑菌作用(厅=4)

Table 3 Bacteriostasis of six monomer compounds

from A．pilulifera against six kinds

of strains in vitro(H=4)

“一”：没有抑菌活性

。～”：nO bacteriostasis

3讨论

近年来，由于抗生素的不合理使用，引起菌群失

调，菌种变异、产生耐药性等一系列棘手问题。寻找

和研制具有抗菌活性的新型抗菌药物成为当今世界

迫切需要解决的问题。中草药是我国具有悠久历史

的并被证明非常行之有效的医药，深入开发研究中

草药活性成分具有重大现实意义[5’6]。

水杨梅石油醚萃取部位(A。)及从中分离出的

甾体混合物(A皆)、水杨梅醋酸乙酯萃取部位

(A。)、水团花醋酸乙酯萃取部位(B。)及从中分离

出的单体化合物槲皮素一3一O—pD一葡萄糖苷(B。)均

对金黄色葡萄球菌表现出了较好的抑菌效果。其中

两种植物的醋酸乙酯萃取部位对金黄色葡萄球菌的

MIC为1．25 mg／mL；A崔的MIC为0．625 mg／

mL；而单体化合物槲皮素一3—0一pD一葡萄糖苷的

MIC更低至0．125 mg／mL，其对金黄色葡萄球菌

的抑制作用较醋酸乙酯萃取部位提高了10倍。该结

果提示了从水杨梅石油醚萃取部位分离出的甾体混

合物和从水团花醋酸乙酯萃取部位分离出的单体化

合物槲皮素一3—0一pD一葡萄糖苷为主要抗菌成分

之一。

猪霍乱沙门氏菌和大肠埃希菌是肠道感染中常

见的致病菌。本实验结果也显示出，水团花醋酸乙酯

萃取部位对猪霍乱沙门氏菌有较强抑菌作用(MIC

为2．5 mg／mL)，而槲皮素一3一O一肛D一葡萄糖苷对大

肠埃希氏菌有很强的抑菌作用(MIC为0．25 mg／

mL)。水团花醋酸乙酯萃取部位与从中分离出的6

个单体化合物的抑菌范围发生偏离，这可能是由于：

(1)水团花醋酸乙酯萃取部位中存在其他能抑制猪

霍乱沙门氏菌的活性成分；(2)在水团花醋酸乙酯萃

取部位中槲皮素一3—0一pD一葡萄糖苷可能是由于量

较低，在本实验质量浓度范围内尚不足以抑制大肠

埃希菌增殖。本实验同时也表明水杨梅和水团花的

醋酸乙酯萃取部位及水杨梅甾体混合物对条件致病

菌，如铜绿假单胞杆菌、枯草芽胞杆菌表现出了一定

的抑制活性。

综上所述，本实验对瑶药水团花属植物进行了

探索研究，初步揭示了水杨梅与水团花的有效抑菌

成分。从水团花醋酸乙酯萃取部位分离出的槲皮素一

3一D—pD一葡萄糖苷被证明为有效的抑菌成分之一。

而两者的醋酸乙酯萃取部位以及从水杨梅石油醚萃

取部位分离得到的甾体混合物均表现出较好的广谱

抑菌活性。这为今后对其抑菌活性成分的进一步分

离与分析奠定了基础；对筛选天然药物，促进中药现

代化，合理开发和利用植物资源有一定的指导意义。
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葛根素对人小细胞肺癌H446细胞周期和相关周期蛋白表达的影响

李娟，胡永华。

(北京大学医学部公共卫生学院，北京100083)

摘要：目的观察葛根素诱导人小细胞肺癌H446细胞周期的阻滞作用，进一步探讨其作用机制。方法采用

MTT法测定葛根素对H446细胞生长的影响；采用流式细胞术检测处理后H446细胞周期分布和周期蛋白cyclin

D。、CDK．和P27表达水平。结果MTT法表明葛根素对H446细胞生长有较强的抑制作用；流式细胞仪检测结果

发现细胞周期阻滞在Go／G，期，量效关系良好，并检测到细胞周期蛋白cyclin D。、CDK。表达减弱，P27表达增强。结

论葛根素可通过诱导细胞周期阻滞而发挥体外抗肺癌作用。其机制可能涉及细胞周期相关蛋白eyclin Dz、CDK．

和P27表达的调控。

关键词：葛根素；H446细胞；cyclin Dl蛋白；CDK。蛋白；P27蛋白

中图分类号：R286．91 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)10—1535—03

肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，在我国许

多城市已位居全部恶性肿瘤死因的首位口]。长期大

量的临床证明，化学治疗肿瘤副作用大，植物来源抗

癌药物越来越受到人们的青睐。葛根素是豆科多年

生落叶藤本植物野葛Pueraria lobata(Willd．)

Ohwi或甘葛藤P．thomsonii Benth．的根中葛根异

黄酮的主要有效成分之一[2]。以往研究表明，葛根总

黄酮具有明显的抗肿瘤作用[3]，但其主要成分葛根

素对人小细胞肺癌H446细胞的影响还不清楚。本

实验的目的在于研究葛根素对人小细胞肺癌H446

细胞生长的抑制作用和对细胞周期的阻滞作用，并

初步探讨其作用机制。

1材料

人小细胞肺癌H446细胞株由中国科学院上海

生命科学院营养所提供；RPMI一1640培养基和胎牛

血清为Gibco公司产品；胰蛋白酶和MTT为

Sigma公司产品；鼠抗人cyclin Dl、CDK4、P27单克

隆抗体和羊抗鼠IgG抗体均购自武汉博士德生物

工程有限公司；96孔细胞培养板为美国Corning公

司产品；HERAcell 150型C0。培养箱为德国

Heraeus公司产品；LH50A型倒置相差显微镜为日

本Olympus产品；流式细胞仪FACS Calibur为美

国BD公司产品。葛根素，棕黄色粉末(质量分数

90％)，中国药品生物制品检定所产品，批号752—

200511，试验时，用含0．1％二甲基亚砜(DMSO)

的RPMI一1640培养基溶解，一次性滤器滤过除菌。

2方法

2．1 H446细胞悬液制备：将H446细胞培养于含

10％灭活胎牛血清，青霉素及链霉素各100 U／mL

的RPMI一1640培养基中，置于37℃、饱和湿度、

5％CO。培养箱中培养，隔日换液，待细胞进入对数

生长期后，贴壁细胞弃去上清液，磷酸盐缓冲液

(PBS)冲洗2次，0．25％胰蛋白酶消化，传化细胞。

2．2 MTT法检测葛根素对H446细胞生长的抑制

作用：将1×104／mL H446细胞悬液接种于96孔细

胞培养板中，每孔100弘L，培养24 h后细胞贴壁，

弃去原培养液，分别加入不同终质量浓度的葛根素

(40、80、160、320、640 pg／mL)各100弘L，另设不加

药物的对照组，培养72 h后，每孔加入20 pL MTT

溶液，继续孵育4 h终止培养，弃去MTT，每孔加
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