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摘要 目的：分离中药五加皮抗肿瘤活性物质，研究五加皮提取物在体内外的抗肿瘤细胞作用，为五加

皮抗肿瘤新药开发、研制提供依据。经皮下注射肿瘤细胞建立荷瘤小鼠动物模型，通过灌胃给药检测五加皮

提取物的体内抗肿瘤作用。方法：用$@7-AB掺入法测定了肿瘤细胞增殖反应；用凝胶层析法初步分离、纯

化了五加皮抗肿瘤成分。结果：五加皮提取物对多种组织来源的肿瘤细胞增殖有较强的抑制作用（!!
%,%(），而且有较好的量效关系。五加皮提取物经口投入荷瘤小鼠后，实验组小鼠一般情况较对照组小鼠好，

肿瘤生长较慢，生存期明显延长（!!%,%(）。经凝胶层析分析，分离得到一种对肿瘤细胞增殖反应有抑制作

用的蛋白质成分，分子量为1+CA4。结论：中药五加皮不仅在体外对多种肿瘤细胞增殖有抑制作用，在体内

也有较好的抗肿瘤效果。其抗肿瘤活性与一种分子量为1+CA4的蛋白质成分有关，该成分的进一步分离、纯

化和作用机理研究，对五加皮抗肿瘤作用的临床应用和新药开发提供科学依据。

关键词 五加皮 抗肿瘤作用 有效成分
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五加 皮 为 五 加 科 落 叶 小 灌 木 细 柱 五 加（A#2&9
’,+12&2B=*2#$3$0’:3.0K#K#<89M=）的根皮，以树皮为

药，既能散风除湿以祛邪，又能补益肝肾以强身，最适

于风湿痹痛兼肝肾亏虚证，也是滋补强身的佳品〔(〕。

五加皮主要药理作用包括增强机体对非特异性刺激的

抵抗和适应能力，如抗疲劳、耐高温、放射性损伤保护

等作用〔&〕；抗炎，调整血压，降血糖，利尿，抑制脂解反

应，调节中枢神经系统兴奋与抑制过程的平衡等。刘

冰等〔$〕报道，五加皮可有效抑制自发的精子畸形，对体

细胞和生殖细胞有抗突变作用，细柱五加皮水煎剂可
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抑制机体的免疫功能，而总皂甙则能提高机体的免疫

功能〔!〕。古医书记载五加皮可用于治疗骨瘤、 积（肝

癌）、奔豚（肾癌）等。《全国中草药汇编》写到，五加皮

醇提取物能抑制大白鼠瓦克氏癌瘤的转移扩散〔"〕。徐

建国等体外试验结果显示，五加皮水提液#"$内可完

全杀死早幼粒白血病细胞株（%&’()）〔*〕。但有关五加

皮抗肿瘤基础研究的详细报道还甚少。我们对五加皮

的抗肿瘤作用、有效成分分离、作用机理及免疫学调节

活性进行了一系列研究，现报道五加皮的体内外抗肿

瘤活性及有效成分的初步分离。

材料与方法

! 实验动物 +,&+／-纯系小鼠（一级动物），雌

雄各半，.!!#周龄，体重#)!##/，购自河北医科大学

实验动物中心。

# 五加皮提取液制备 五加皮干品*/，加蒸馏

水!))01浸泡过夜，!))2水浴!$，滤纸过滤除去不溶

物质，用无菌滤器除菌后作为五加皮提取液，"2冰箱

保存备用（五加皮提取液原液浓度为*)0/／01）。

3 细胞株和主要试剂 人4细胞白血病细胞株

（54’#）、人早幼粒细胞白血病细胞株（%&’()）、人+
细胞白血病细胞株（6789）、人胃癌细胞株（45:’!）和

人口腔癌细胞株（%;<’#）由日本产业医科大学山下优

毅教授惠赠。6=5>!(")培养基、&=;（美国?>+><@
公司产品）；胎牛血清为杭州四季青生物材料公司产

品；;AB$7-CD1;’#))凝 胶 为 =$7C07-97+9EFA-$公 司

产品。

" 荷瘤小鼠模型的建立 收集培养中的 54’#
细胞，=+;洗涤后，6=5>!(")培养基重悬细胞，调整

细胞浓度为!G!)H个／01，接种于小鼠右腋皮下，每只

)I#01，于接种后第*天可见小鼠右腋皮下有肿瘤结节

形成。将荷瘤小鼠")只随机分成实验组和对照组，每

组#)只，于接种肿瘤细胞后#"$，实验组小鼠给予五

加皮提取液灌胃，每只!I)01（每天!))"/／J/），对照组

给予生理盐水!I)01，连续!*天。测定肿瘤结节体积

变化（用微量标尺测定肿瘤结节长和宽，计算肿瘤体积

003），记录小鼠生存期。

* 细胞增殖实验分析 收集培养中的 54’#、

6789、%&’()、45:’!、%;<’#肿瘤细胞，=+;洗涤后，

6=5>!(")培养基重悬细胞，调整细胞浓度为!G!)*

个／01，加于K(孔培养板中，每孔!))"1（!G!)" 细

胞），实验孔每孔加不同浓度（以五加皮提取液原液作

倍比稀释，最高稀释浓度为!L*!#)，每个浓度设*个

复孔）的五加皮提取液各!)"1（原液孔终浓度为生药

*0/／01），阳性对照孔加羟基喜树碱!)"1（终浓度为

#*"/／01），阴性对孔加!)"1=+;，于3H2，*M<@#条

件下培养".$，每孔加入!))"13%’4N6（放射活性(<9，

中国原子能研究所提供）。继续培养#"$，用细胞收集

器（上海跃进医疗器械厂产品）将细胞收集到滤纸上，

用液闪仪（美国+AJA07O&;(*))型）测定细胞放射线

活性（-B0）。结果用结合于肿瘤细胞3%’4N6的平均

每分钟放射活性计数（-B0）表示。

( 化学成分的凝胶层析分离 ;AB$7-CD1;’#))
层析柱（#G()-0），上样#01（五加皮提取液），用=+;
平衡并洗脱五加皮成分，调整流速!)01／$，每管接收

#01层析液。层析液中蛋白质含量用紫外分光光度计

测定#.)O0吸光度值；中性糖含量用酚P硫酸法测

定，结果用"K#O0吸光度值表示。各成分的抗肿瘤活

性通过测定对肿瘤细胞增殖活性的影响来分析。各成

分的 分 子 量 由 标 准 分 子 量 物 质 测 定：+1QARASFC7O，

TFU#))))))；牛血清白蛋白，TFU(()))；<7CVEO9-
7O$DNC7WA，TFU#K))（均为;9/07产品，各种蛋白质

#0/溶于!I301=+;后上样，洗脱条件同上。以析出

的管数为横坐标，分子量为纵坐标绘制标准曲线），从

标准曲线上查出五加皮各成分的分子量。

H 统计学处理 所有数据资料用;=;;!)I)统

计软件包进行处理，各组间均数比较用单因素方差分

析、实验组与对照组组间均数比较用独立样本!检验。

结 果

! 五加皮提取液对血液病细胞株54’#细胞增

殖的抑制作用 将54’#细胞（!G!)"）加于K(孔培

养板，实验孔加!)"1不同稀释倍数的*M五加皮提取

液，阴性对照孔加!)"1的=+;，阳性对照孔加!)"1羟

基喜树碱。如图!,所示，与阴性对照孔（=+;）比较，

五加皮提取液与阳性对照羟基喜树碱一样对白血病细

胞株54’#的增殖有较强的抑制作用（图!,），并有较

好的浓度依存性（图!+），而且，经#*()倍稀释的五

加皮提取液（终浓度为#"/／"1）仍对54’#的增殖有明

显的抑制作用。

# 五加皮提取液抗肿瘤成分的初步分离 将五

加皮提取液用;AB$7-CD!;’#))层析柱进行成分分离

后，将每一种成分测定对54’#细胞增殖的抑制试验，

如图#所示，第#个蛋白质峰（命名为;#))X#）对54’
#细胞的增殖反应有较强的抑制作用。初步认为五加

皮提取液的抗肿瘤活性物质是一种蛋白质。将该蛋白

峰的层析液混合后获得!"01（!*0/）的抗肿瘤活性蛋

白，得率为3)M。
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! 五加皮蛋白对其他肿瘤细胞株增殖反应的抑

制 作 用 我 们 将 层 析 分 离 的 抗 肿 瘤 蛋 白 成 分

（"#$$%#）收集起来，调整蛋白浓度&’(／’)。对其他

肿瘤细胞株增殖反应的影响进行了实验，包括白血病

细胞株*+,-和./01$，口腔上皮细胞癌株."20#和胃

腺癌细胞株3450&。将各种肿瘤细胞（&6&$7）与不

同浓度的五加皮蛋白!89共同培养，用同位素法测定

增殖实验结果。如表&所示，五加皮蛋白对这些肿瘤

细胞的增殖反应有较强的抑制作用。

表! 五加皮蛋白对不同肿瘤细胞增殖反应的抑制作用

肿瘤细胞:不同浓度的
"#$$%#蛋白（!(／’)）

!.03;*摄取（<=’，!!>"）

*+,- ./01$ 3450& ."20#
（?） 71@#>A$& &@18>#$& A#&$>78& @B81>@@1
#$ A@&>8@" &A1>78" !1#>@$" @1>&1"

&$ &71B>&18" #!$>B1" !71>18" &!B>7#"

A &!17>8A" #7#>A$" 11@>A!" A@@>1A"

#CA #!1$>&!#" B@A>&@" &$B!>&!&" &7!#>#A&"

&C#A !81$>!A& &!81>B#" &1B@>#$B" #1@7>&A#"

$C1A !B1A>#B! &1@#>B&" #A88>#1!" @$7!>#1A
$C!& !A8&>&7B &81@>!!" !BB&>#!$" 8B7B>AB$

注：与对照组比较，"##$C$&

7 五加皮提取物对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作

用 见表#。对照组小鼠一般情况差，精神萎靡，行动

迟缓；肿瘤生长较快，生存期明显短于实验组（##
$C$&）。实验组一般情况明显好于对照组，给药第A天

实验 组 小 鼠 肿 瘤 体 积 与 对 照 组 无 明 显 差 异（#$
$C$A），而给药第&$天和第&A天实验组肿瘤体积明显

小于对照组（##$C$&）。

表" 五加皮提取液对荷瘤小鼠肿瘤体积

大小的影响 （!!>"）

组别 $
肿瘤体积（’’!）

给药第A; 给药第&$; 给药第&A;
生存期（;）

对照#$ $C1$#>$C$! &C#BB>$C$# &CA!8>$C$8 !8C#>&C8
实验#$ $CAB1>$C$! $CB11>$C&&" &C$B8>$C&#"" 7ACA>#C#""

注：与对照组比较，"##$C$A，""##$C$&

讨 论

肿瘤是人类健康的第一杀手，治疗肿瘤还没有特

效药。虽然通过手术和放化疗等治疗手段可使部分肿

瘤患者走上康复之路，但对晚期或全身情况较差的肿

瘤患者，手术也无能为力，放、化疗对某些病灶确实有

效，但副作用较大，而且有一定的致畸、致突变等毒副

作用，所以治疗肿瘤仍是一项十分艰巨的任务。中药

含有多种化学成分，具有不同的生物学效应。中药治

疗肿瘤历史悠久，有副作用小、成本低等特点，所以从

中药中开发 抗 肿 瘤 成 分 是 目 前 抗 肿 瘤 研 究 的 热 点

之一。

五加皮为五加科落叶小灌木细柱五加的根皮，以

树皮为药。古医书中有报道五加皮用于治疗骨癌、肝
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癌、肾癌等肿瘤的记载，但缺乏有关五加皮抗肿瘤的基

础研究报道。我们就五加皮的体内外抗肿瘤作用、有

效成分分离、纯化、对肿瘤细胞的作用机理、对免疫功

能的调节活性以及有效成分的吸收机制等进行了系列

研究，本文主要报道五加皮提取液的抗肿瘤活性。

图!结果显示，五加皮提取液对肿瘤细胞株"#$
%细胞的增殖有较强的抑制作用，抑制率与其浓度有

较好的量效关系。为了分析其抗肿瘤的有效成分和作

用机理，我们对五加皮提取物进行了化学成分的初步

分离。如图%所示，经&’()*+,-!&$%..层析分析，五

加皮提取物中有/个蛋白质峰和一个多糖峰。将分离

得到的各个成分测定其对 "#$%细胞增殖活性的影

响，结果显示第%个蛋白质峰对"#$%细胞的增殖反

应有较强的抑制作用。将该蛋白成分收集到一起，对

蛋白质成分进行定量测定，调整了蛋白质浓度。分析

了经不同稀释倍数稀释的五加皮蛋白对其他肿瘤细胞

如血液病细胞株0*12和34$5.，口腔上皮细胞癌株

3&6$%和胃腺体细胞癌株#"7$!的作用。结果显

示，五加皮蛋白对这几种细胞的增殖活性在很低的浓

度下都有较强的抑制作用，提示中药五加皮中5/78*
的蛋白质具有较强的抗肿瘤活性。

随后，建立了荷瘤动物模型，将五加皮蛋白投入荷

瘤小鼠，观察五加皮提取液的体内抗肿瘤效果。经五

加皮提取物灌胃后，实验组动物的一般情况改善，肿瘤

结节明显小于对照组，生存期也明显延长。说明五加

皮提取物在体内也同样具有抗肿瘤作用，既能延长荷

瘤小鼠的生存期，又能提高其生存质量。

随着对五加皮研究的不断深入，新药理作用的发

现，尤其是抗肿瘤作用、免疫调节作用的发现和作用机

制的进一步明确，对开发新的抗肿瘤药物必将产生重

大影响。通过以上的体内外实验研究，初步表明五加

皮中一种分子量为5/9:*的蛋白质对肿瘤细胞有较

强的抑制作用，这将对五加皮药效的充分利用和开发

有较大的帮助。本研究小组正在进行五加皮有效成分

的进一步纯化、精制和作用机理研究。
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