
!教育部博士点基金资助课题（!"#$%&&%&’()）

浙江大学细胞生物学研究所（杭州*+&&*+）

通讯作者：李继承；,-.：&’(+/0(%+(+*1；23456.：.678!456.#9:#:7#8;

·博士之窗·

栝蒌根提取物对<-.5细胞作用的初步研究!
豆长明 李继承

摘要 目的：研究栝蒌根提取（简称栝蒌根）物体外对<-.5细胞毒作用，探讨其抑癌作用机理。方法：用

=,,法检测栝蒌根对<-.5细胞毒作用，扫描电镜和透射电镜观察细胞超微结构变化，>!?琼脂糖凝胶电
泳法检测其生化特征改变。结果：<-.5细胞经栝蒌根作用%@"@09后，细胞体外杀伤作用明显，呈量效、时
效关系（!"&A00&，"#&A&+）；电镜观察可见<-.5细胞表面微绒毛明显减少或消失，胞膜发泡，细胞核固缩，
核染色质浓缩边集，并出现凋亡小体；细胞>!?经琼脂糖凝胶电泳可见典型的梯形带。结论：栝蒌根提取
物对<-.5细胞具有良好的抗癌活性，其作用机制与诱导细胞凋亡相关。
关键词 栝蒌根提取物 <-.5细胞 细胞凋亡
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中药栝蒌（=!(>3+&5$’3*&?(!(.+@((=5L64）为葫芦
科多年生草质藤本植物，其根块提取分离出的一种高

分子植物蛋白，即天花粉蛋白（JN689"I5;J96;，,DV），其
药理作用已有系统深入的研究，但其对<-.5细胞的作
用鲜见报道。本研究旨在探讨其根块提取物对<-.5
细胞生长抑制作用及其可能机制，为药物的进一步开

发提供实验依据。

材料与方法

+ 药品与仪器 栝蒌根提取物由新鲜栝蒌根
（%&&%年0月采自浙江省杭州余杭区金山吊瓜种植基

地），经提取，冷冻干燥制得〔+〕（本实验样品所得产率为

&A((Y）。使用时用培养液稀释，并过滤除菌。四氮唑
蓝（=,,）为ZFCD?公司产品；二甲基亚砜为无锡鸿
声化工厂产品；[\=G+)@&培养基为]GXDB公司产
品；小牛血清为杭州四季青生物制品产品；动物细胞

>!?提取试剂盒为北京鼎国生物试剂公司产品；DB%
培养箱为ZB[=?公司产品；酶标仪为D.6;6T6"公司
产品；,2D!?G+&透射电子显微镜为\<GFG\公司产
品；V,2[2BVD?!%)&扫描电子显微镜为 D?=3
X[G>]2公司产品；电泳仪为2/D?SS5N5JUID"NS"3
N5J6";产品；>̂ 3#电泳槽为北京六一仪器厂产品；凝
胶成像系统分析仪为上海天能科技有限公司产品。

% 细胞株 <-.5细胞为本所保存细胞株。

* <-.5细胞敏感性检测 采用=,,法。取对
数生长期细胞，在平底1)孔细胞培养板上每孔加入
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!"!#$细胞／%&!##!&，加入不同浓度的栝蒌根提取物

!##!&，使其在细胞培养孔中的终浓度分别为#’!!(／

%&、!!(／%&、!#!(／%&、$#!(／%&、!##!(／%&、$##!(／%&，
每个浓度及对照均设)个复孔。以加有细胞而不含药
物的培养液孔为对照孔。*+,、$-./0培养箱培养

0)1、*21、)31后分别取出培养板，弃上清，每孔加入浓
度为0#%(／%&的 4550#!&，继续培养)1，快速弃上
清，每孔加细胞溶解液二甲基亚砜!##!&，震荡!$%67，
使455还原产物甲 （89:%;<;7）完全从胞内溶解
出。最后用酶联免疫测定仪于)=07%下测定各孔的

/>值，计算肿瘤细胞杀伤率。
细胞杀伤率（-）?（!@实验孔/>值／对照孔/>

值）"!##-
) 细胞形态学电镜观察 取对数生长期细胞与
不同浓度的栝蒌根提取物共培养)31，按扫描电镜及
透射电镜标本制作要求取材，常规制样，观察细胞超微

结构变化。

$ 细胞生化特征检测 不同浓度（$##!(／%&、

!##!(／%&、$#!(／%&）药物作用于细胞（0)")31）后，提
取其>AB，作琼脂糖凝胶电泳。>AB提取按动物细
胞>AB提取试剂盒使用说明书操作。样品>AB于

#’3-琼脂糖凝胶，+$%B恒流!’$"01。电泳完毕，在
凝胶成像分析仪内观察、拍照。

2 统计学方法 用CDCC统计软件，进行!检验。

结 果

! 栝蒌根提取物对 EF&;细胞的细胞毒作用
见图!。栝蒌根提取物对EF&;细胞具有较强的细胞毒
作用。随着时间的延长、浓度的增加，细胞毒作用明显

加强，呈良好的时效、量效关系（"!#’33#，#"#’#!）。
在同一作用时间内，随栝蒌根提取物浓的度增加，细胞

杀伤率随之增加；而同一药物浓度，作用时间越长，细

胞杀伤率越高。EF&;细胞经栝蒌根提取物$##!(／%&
作用0)1，细胞杀伤率达$+’=#-，而作用)31，更可高
达3=’)!-。

0 >AB琼脂糖凝胶电泳 EF&;细胞经$##!(／

%&、!##!(／%&、$#!(／%&栝蒌根提取物作用0)1后，

>AB电泳可见阶梯形状（&;GGF:H;IIF:7）；)31后

!##!(／%&和$#!(／%&栝蒌根提取物作用>AB梯形更
趋明显，但高浓度栝蒌根提取物（$##!(／%&）作用组电
泳谱呈涂片状（J%F;:），说明凋亡细胞继发性坏死（见
图0）。

* 细胞形态学观察 扫描电镜下可见，药物作
用0)"*21后的细胞膜表面可见典型的细胞凋亡特

图! 不同浓度的栝蒌根提取物对EF&;细胞的杀伤作用

图" EF&;细胞经栝蒌根提取物作用后>AB片段分析
注：!’4;:KF:；0’正常对照；*’$##!(／%&作用0)1；)’

!##!(／%&作用0)1；$’$#!(／%&作用)31；2’$#!(／%&作用

0)1；+’!##!(／%&作用)31；3’$##!(／%&作用)31
征，即泡状突起，微绒毛消失或基本消失，并可见分离

出的凋亡小体（见图*）。透射电镜下可见细胞体积缩
小，微绒毛消失，核固缩，染色质浓集靠近于核膜，形成

沿核膜收缩的新月状体，可见具有完整膜性结构的凋

亡小体的分离（见图)）。

讨 论

近年来，从细胞凋亡角度探讨中药抗肿瘤机制及

从天然药物中筛选抗癌药已成为研究热点。大量证据

表明，来源于传统抗癌中药的喜树碱、紫杉醇等抗癌机

理均与诱导肿瘤细胞凋亡有关。目前，新的抗癌中药

陆续发现，如蟾蜍灵、甘草提取物、小柴胡汤提取物、灵

芝复方等都具有诱导细胞凋亡活性。已有研究表
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图! !"#$细胞扫描电镜观察
注：%&正常对照组!"#$细胞；’&药物())!*／+#作用,-.后!"#$细胞，微绒毛消失，膜发泡，并有凋亡小体分离；/&正常!"#$细胞表面；0&药

物())!*／+#作用12.后!"#$细胞，膜表面微绒毛基本消失，并可见泡状突起

图" !"#$细胞透射电镜观察
注：%&正常对照组!"#$细胞；’&药物())!*／+#作用12.后!"#$细胞，核固缩，染色质边集，并可见凋亡小体（!）

明〔1〕，应用双光子及共聚焦激光扫描显微术结合特异

性荧光探针!3"4.56,,,21、17，879二氯荧光黄双乙酸
酯（0/:!90%）、;<=39(和:#>3,9%?，天花粉蛋白（6@A9
4.35$<6.A<，B/C）引起人绒癌细胞（D%E细胞）〔/$1F〕A
升高和EGC形成，诱导D%E细胞凋亡。张曙等研究
发现，天花粉蛋白在体外能诱导人胃癌细胞发生凋亡，

下调H4#91基因的表达〔,〕，上调野生型IJ,基因的表
达〔2〕，同时，B/C对胃癌多药耐药细胞也有较强的细胞

毒和诱导凋亡作用〔J〕。另外，天花粉蛋白对白血病细

胞、黑色素瘤细胞凋亡均有诱导作用〔-，8〕。

本实验探讨了栝蒌根提取物对!"#$细胞生长抑
制作用，并从凋亡角度定性检测其可能的作用机制。

本研究证实，栝蒌根提取物对!"#$细胞生长具有明显
的抑制作用，并呈量效、时效关系。电镜下可观察到细

胞凋亡典型形态学变化，细胞膜表面泡状突起，微绒毛

明显减少或消失，细胞固缩，染色质浓集靠近于核膜，
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形成沿核膜收缩的新月状体，并出现凋亡小体。细胞

!"#经琼脂糖凝胶电泳呈典型的梯形带。本结果从
细胞形态学和生物化学特征提示栝蒌根提取物可诱导

$%&’细胞凋亡。
本研究所用栝蒌为浙江省杭州余杭区金山吊瓜种

植基地多年培育出的一新品种，其根所含多糖、蛋白等

成分及其含量均高于普通栝蒌。实验所得根提取物为

天花粉蛋白粗品，其具体成分不详〔(〕。但实验结果表

明，该提取物具有良好的抗癌活性，诱导$%&’细胞发
生凋亡。至于栝蒌根提取物中引起抗癌活性作用的具

体成分及其抗癌活性与诱导细胞凋亡详细内在机制，

还有待进一步研究。当前，国内栝蒌资源丰富，但其多

运用于计划生育，其药物的潜在价值未得到充分研究

与开展，这一点远远落后于发达国家。因此，对其深入

研究，对于栝蒌的潜在药物价值的研究开发具有深远

意义。
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