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摘要# 目的!研究中华补血草 #O.(*).2(0.)#)0#"N6A5A@& eJ>Lb$ 中主要抗癌活性成分之一异鼠李素诱导人结直肠癌
"CS/&&.& 细胞自噬的机理) 方法!采用四唑盐比色法 "*//& 检测异鼠李素对CS/&&. 细胞的抑制作用% 单丹尸磺
酰胺 "*+S& 染色法检测自噬小泡的形成% 蛋白印迹法 "G0KL0A> R1;L& 检测自噬相关蛋白 =S) 的表达情况) 结果!
异鼠李素明显抑制CS/&&. 细胞的增殖% 且呈剂量依赖性效应) 异鼠李素处理 %" [后% 自噬小泡形成增多% =S) 蛋白
表达增强) )’甲基腺嘌呤 ")’*E& 预处理能够明显降低异鼠李素对肿瘤细胞的抑制作用) 结论!实验结果显示中华
补血草中的异鼠李素可以诱导CS/&&. 细胞发生自噬% 导致细胞死亡)
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!! 中华补血草 # O.(*).2( 0.)#)0#"N6A5A@ &
eJ>Lb$ 是蓝雪科补血草属植物% 为多年泌盐草本
植物% 具有耐盐* 耐瘠* 耐旱* 耐湿等特点% 广泛
分布于我国东北* 华北等地区% 尤以江苏* 浙江*

福建省沿海滩涂分布甚广#&$ ) 该植物适应性强%
人工栽培产量高#%$ ) 中华补血草是一种传统的中
草药% 具有清热解毒* 止血散瘀* 祛风消炎* 抗癌
等作用#)$ % 它的活性成分主要包括异鼠李素* 甘
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露醇* )’谷甾醇* 齐墩果酸* 槲皮素* 没食子酸乙
酯* 山柰酚等#"’#$ )

异鼠李素 "6K;A[54>0L6>&% 也称 )%#%(’三羟基
’%’""’羟基’)’甲氧基苯基& 苯并吡喃’"’酮% 是一
种黄酮类化合物% 存在于多种植物中% 是中华补血
草中主要单体之一#.$ ) 已有研究表明% 异鼠李素
具有清除氧自由基* 扩张血管降血压* 降低血胆固
醇* 防止冠状动脉粥样硬化等作用#($ ) 另外% 异
鼠李素还具有显著的抗肿瘤作用% 可抑制如胃癌*
肺癌* 肝癌等细胞的生长#2’-$ ) 目前% 有关异鼠李
素抗肿瘤作用的机理研究主要集中在其抑制细胞增
殖* 诱导凋亡方面#&$’&%$ % 而细胞的死亡方式不仅
有凋亡% 作为细胞发生死亡的另一种机制(自噬%
在抗肿瘤的研究中日渐引起广泛注意#&)$ ) 因此%
本实验从抑制肿瘤细胞生长% 诱导细胞自噬方面对
异鼠李素抑制CS/&&. 细胞的作用进行了研究)
HI材料与仪器

+*3*培养基 "美国 N6R:;公司&’ 胎牛血清
"杭州四季青生物工程公司&’ *//* 胰酶 "美国
E4A0K:;公司&’ *+S "美国 <6?45公司&’ =S) 抗
体 "美国 S011<6?>516>?/0:[>;1;?‘公司&’ 中华补
血草% 采自江苏省盐城滩涂% 由盐城师范学院于延
球副教授鉴定)

C051F;A:0SM%孵箱’ /<&$$ Q6Z;> 倒置相差显
微镜 "日本 Q6Z;> 公司&’ <^0:LA5*5O&-$ 酶标仪
"美国*;10:J15A+0T6:0公司&’ Q6Z;> 0:16̂K0/6’3荧
光显微镜 "日本Q6Z;>公司&’ *6>6’HDM/3PQ电泳
系统 "美国I6;A5@公司&)
MI方法
%U&!异鼠李素提取与分离方法!中华补血草根
)U. Z?% 粉碎% 用 -#!乙醇回流提取 ) 次% 滤过%
合并滤液% 减压浓缩回收溶剂% 得粗浸膏% 加水依
次用等体积石油醚* 氯仿* 乙酸乙酯* 正丁醇各萃
取浓缩物 ) 次% 回收溶剂得各部分萃取物% 分别合
并萃取物% 得到 # 个萃取部位% 分别为! 石油醚部
位 "=<HF& .%U( ?% 氯仿部位 "=<SF& "$U. ?%
乙酸乙酯部位 "=<3F& #2U% ?% 正丁醇部位 "=<’
IF& 2&U) ?和水部位 "=<GF& -)U" ?) 取氯仿部
位和乙酸乙酯部位% 利用凝胶柱色谱* 制备薄层色
谱* M+<柱色谱* <0̂[5@0O=C’%$ 进一步纯化% 从
氯仿部位得到化合物 H ")$U( 4?&* M "&.U2 4?&*
N "%"U& 4?&* V "#.U2 4?&* R "".U% 4?&’ 从乙
酸乙酯部位得到化合物 O "&$)U" 4?&* ] "%%U.
4?&* ^ "%$.U$ 4?&* _ ")&U- 4?&* HX " -)U"

4?&* HH "-U( 4?&* HM ")%U( 4?&* HN " "#U)
4?&* HV "%&U( 4?&) 经过抗肿瘤活性筛选% 取活
性较好的化合物 H* V* R* O* ^* HX% 经结构鉴定
分别为异鼠李素 "纯度"-#!&* 齐墩果酸* 乌苏
酸* 槲皮素* 没食子酸* 木犀草素)
%U%!细胞培养!人肿瘤细胞% 用含 &$!胎牛血清
的+*3*培养液在 )( g* #! SM% 及饱和湿度的
培养箱中培养)
%U)!*//法检测细胞活性!取对数生长期细胞%
以 " o&$" 个W4=的密度接种于 -. 孔培养板中% 每
孔 &$$ (=) 以不同剂量的化合物处理细胞 "2 [后%
去上清% 每孔加入 &$$ (=*//"& 4?W4=&% 继续
培养 " [% 弃上清% 每孔加入 &$$ (=二甲基亚砜%
振荡混匀% 用酶标仪在 #($ >4处测定吸光度值
""& 值% 每组 # 个复孔% 实验重复 ) 次) 计算抑
制率% 公式! 抑制率"!& n "& h给药组吸光度
值W对照组吸光度值& o&$$!)
%U"!*+S染色检测自噬小泡的形成!取对数生
长期的 CS/&&. 细胞% 以 " o&$" 个W4=的密度接
种于 %" 孔板中% 每孔 #$$ (=% 以一定剂量的化
合物处理细胞后% 加入 #$ (4;1W=*+S染液 )$$
(=避光孵育 )$ 46>% 荧光显微镜下观察自噬小
泡的产生)
%U#!G0KL0A> R1;L检测 =S) 蛋白的表达!收集细
胞% 离心% HI< 洗两次% 加入一定量的细胞裂解
液% 置冰上裂解 )$ 46>% &% $$$ oA离心 # 46>% 吸
上清) 用ISE "R6:6>:[;>6>6>:5:6@& 蛋白定量法进
行定量% 其余样品按比例加入 . o<+< 凝胶上样缓
冲液溶解% 煮沸 # 46>) 取 %$ (?蛋白样品进行
&#!的 <+<’聚丙烯酰胺凝胶电泳’ 在 )$$ 4E恒流
的条件下* 将蛋白转至聚偏二氟乙烯膜 "Hc+F&
上’ 将膜置于封闭液中封闭 % [’ 一抗孵育 " g过
夜’ 之后用磷酸盐吐温缓冲液 "HI</& 清洗’ 二
抗室温孵育 % [’ 再用 HI</清洗’ 3S=发光液检
测目的条带)
NI结果
)U&!异鼠李素抑制 CS/&&. 细胞的增殖!将不同
剂量的异鼠李素作用于 ) 种肿瘤细胞株 "CS/&&.*
C015* C0̂N%&% "2 [后检测细胞活性% 计算 PS#$)
从表 & 可以看出% 异鼠李素对不同肿瘤细胞作用效
果不同% 对CS/&&. 细胞的效果最为明显% 如图 &
所示% 随着剂量的增加% 异鼠李素对CS/&&. 细胞
的抑制率也有所增加) 用倒置相差显微镜观察细胞
的生长情况 "图 %&% 与空白组相比% 异鼠李素处
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理组随着剂量的增加% 细胞的形态学发生明显改
变% 细胞数目减少)
表 HI异鼠李素作用 V^ +抑制不同肿瘤细胞增殖的>1RX值
</9KHI>1RX "%#)"+/6,&(#,",!#%%&5&,((36"5’&444#,&)%"5

V^ +

肿瘤细胞株 PS#$ W"(4;1,=h&&
CS/&&. #)U" j$U%#
C015 .)U" j$U-"
C0̂N% (-U$ j&U)#

图 HI异鼠李素剂量依赖性抑制 @1<HHO 细胞增殖 $’! P
"% #QR&

J#-KHIB")&U!&2&,!&,(&%%&’("%#)"5+/6,&(#,",’&4425"U
4#%&5/(#","%@1<HHO ’&44)$’!P"% #QR&

图 MI异鼠李素诱导 @1<HHO 细胞损伤的形态学观察
$ WMXX&

J#-KMI?"52+"4"-#’/4’+/,-&)"%@1<HHO ’&44)8&5&#,U
!3’&!97 #)"52+/6,&(#,$ WMXX&

)U%!异鼠李素诱导自噬小泡的形成!*+S染色结
果表明% &$* )$* &$$ (4;1W=异鼠李素作用于
CS/&&. 细胞 %" [% 随着剂量的增大细胞内点状荧
光增多% 荧光强度增加% 即自噬小泡显著增多% 如
图 ) 所示)
)U)!异鼠李素诱导=S) 蛋白表达增加!为了进一

图 NI异鼠李素诱导自噬小泡形成 $?B1染色% WMXX&
J#-KN I J"56/(#", "%/3("2+/-")"6&)8/)#,!3’&!97

#)"5+/6,&(#,$ WMXX&

步验证异鼠李素诱导CS/&&. 细胞发生自噬% 我们
还对其自噬标志性的蛋白 =S) 的表达情况进行了
检测) 如图 " 所示% 以不同剂量 "$* &$* )$* &$$
(4;1W=& 的异鼠李素处理细胞 %" [% 能增加细胞
内=S) 总蛋白的量以及活性形式 =S)’#的表达%
且在 )$ (4;1W=时最为显著) 以上结果均说明% 异
鼠李素可剂量依赖性诱导CS/&&. 细胞发生自噬)

图 VI异鼠李素剂量依赖性诱导D1N 表达增加
J#-KVIB")&U!&2&,!&,(&%%&’("%#)"5+/6,&(#,",(+&&0U

25&))#","%25"(&#,D1N

)U"!)’*E降低异鼠李素对CS/&&. 的抑制作用!
为了检测本实验中异鼠李素诱导的自噬在细胞死亡
过程中发挥的作用% 我们使用 )’*E "自噬阻断
剂& 预处理细胞% 结果如图 # 所示% 当自噬被阻
断后% 异鼠李素对细胞的抑制率明显降低% 表明本
实验中异鼠李素诱导的自噬是导致细胞死亡的一种
方式)
VI讨论

本研究采用 *//法* 细胞形态学观察等方法
考察了异鼠李素对结肠癌细胞 CS/&&. 体外生长的
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注! 与同剂量异鼠李素组比较%!!V$U$#

图 RINU甲基腺嘌呤降低异鼠李素对@1<HHO细胞的抑制
率 $ #QR&

J#-KRINU?:#,!3’&)(+&#,+#9#(#",5/(&"%#)"5+/6,&(#,
#,@1<HHO ’&44)$ #QR&

影响) 结果表明% 异鼠李素可以剂量依赖性抑制
CS/&&. 的生长) 从本实验结果可以看出异鼠李素
处理过的细胞% 出现自噬的特征性变化% 随着异鼠
李素剂量的增加% 自噬小泡增多% 自噬标志性蛋白
=S) 的总量及其活化形式 =S)’PP表达增多) 自噬
抑制剂 )’*E预处理后能够明显降低异鼠李素对细
胞的抑制作用) 因此% 我们推测异鼠李素的抗肿瘤
活性除了通过抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡外% 诱
导细胞自噬在此过程中也起着重要作用) 异鼠李素
诱导自噬的发生的信号通路则需进一步的研究) 综
上所述% 中华补血草活性成分异鼠李素对肿瘤有一
定的调节作用% 将来可被开发用于肿瘤治疗)
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