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摘要： 目的　 研究枇杷叶紫珠 Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ ｋｏｃｈｉａｎａ 的化学成分及其细胞毒活性和抗炎活性。 方法　 枇杷叶紫珠 ９０％ 丙

酮提取物采用硅胶、 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０、 ＭＣＩ、 ＯＤＳ、 重结晶、 半制备 ＨＰＬＣ 进行分离纯化， 根据理化性质及波谱数据鉴

定所得化合物的结构。 采用 ＣＣＫ８ 法、 Ｇｒｉｅｓｓ 法、 ＥＬＩＳＡ 法测定化合物 ４～ ５ 的细胞毒活性和抗炎活性。 结果　 从中分

离得到 ５ 个化合物， 分别鉴定为 ３， ７， ３′， ４′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ⁃ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ （１）、 ｐａｃｈｙｐｏｄｏｌ （２）、 １４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｐｉｍａｒｉｃ ａｃｉｄ
（３）、 １４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃７， １５⁃ｉｓｏｐｉｍａｒａｄｉｅｎ⁃１８⁃ｏｉｃ ａｃｉｄ （４）、 （１６Ｒ） ⁃１６， １７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｙｌｌｏｌｌａｄａｎ⁃３⁃ｏｎｅ （５）。 化合物 ４ 在一

定浓度范围内对 ７ 种肿瘤细胞具有不同程度的抑制作用， 并可以减少 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ、 ＩＬ⁃１０、 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 的

释放量。 结论　 化合物１～５ 均为首次从该植物中分离得到， 化合物 ４ 具有细胞毒活性和抗炎活性。
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　 　 枇杷叶紫珠 Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ ｋｏｃｈｉａｎａ 为马鞭草科紫

珠属植物， 广泛分布在我国广东、 福建、 台湾、 江

西、 浙江、 湖南、 河南南部等地区［１］， 以其干燥

茎叶入药， 功效散瘀消肿、 止血镇痛、 祛痰止咳，
岭南地区民间常用来治疗咳血、 吐血、 鼻出血、 创

伤出血等出血症［２］。 目前， 从枇杷叶紫珠中分离

得到的化合物主要为黄酮类、 萜类和苯乙醇苷类，
药理活性主要集中在抗氧化、 改善记忆功能障碍等

方面［３⁃６］， 但整体研究较少， 不够深入。
现代研究表明， 多数紫珠属植物具有止血、 镇

痛、 抗炎、 抗肿瘤等药理作用［７⁃１１］。 为进一步阐明

枇杷叶紫珠的化学成分， 本研究从其丙酮提取物中

分离得到 ２ 个黄酮类、 ３ 个二萜类化合物， 并采用

ＣＣＫ８ 法、 Ｇｒｉｅｓｓ 法和 ＥＬＩＳＡ 法对 １４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃７，
１５⁃ｉｓｏｐｉｍａｒａｄｉｅｎ⁃１８⁃ｏｉｃ ａｃｉｄ （ ４ ） 和 （ １６Ｒ ） ⁃１６，
１７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｙｌｌｏｌｌａｄａｎ⁃３⁃ｏｎｅ （５） 进行 ７ 种癌细

胞的细胞毒活性筛选， 以及 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的抗

炎活性评价。
１　 材料

高压灭菌锅、 二氧化碳培养箱、 离心机 （广
州飞迪生物科技有限公司）； Ｂｉｏ Ｔｅｋ 酶标仪、 Ｅｏｎ
微孔板分光光度计 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 倒置生物

显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 超净工作台 （苏净

集团苏州安泰空气技术有限公司）； 细胞培养摇床

（天津市欧诺仪器仪表有限公司）。 ＣＣＫ８ 试剂盒

（日本同仁化学研究所）； ＤＭＥＭ 高糖培养基、 ＲＰ⁃
ＭＩ１６４０ 培养基 （美国赛默飞世尔科技公司）。 鼠

源白细胞介素 １０ 试剂盒 （ ＩＬ⁃１０）、 鼠源肿瘤坏死

因子 （ＭＣＰ⁃１） 试剂盒、 鼠源单核细胞趋化蛋白

（ＴＮＦ⁃α） 试剂盒 （杭州联科生物技术股份有限公

司）。 人肺癌细胞 Ａ５４９ （上海中科院细胞库）； 人

肺癌细胞 Ｈ１２９９ （上海富衡生物科技有限公司）；
人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ （ＡＴＣＣ 细胞库）； 人红细胞白

血病细胞 Ｋ５６２ （ＡＴＣＣ 细胞库）； 人乳腺癌细胞

ＭＣＦ⁃７ （ＡＴＣＣ 细胞库）； 人肝癌细胞 Ｈｅｐｇ２ （广州

赛库公司 ＣＣ０１０１）； 人前列腺癌细胞 ＰＣ３ （ＡＴＣＣ
细胞库）； 小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ （ＡＴＣＣ）。 所

用试剂均为分析纯。
枇杷叶紫珠于 ２０１７ 年 １０ 月 １５ 日采自广东省

普宁市， 经华南植物园叶华谷教授鉴定为马鞭草科

紫珠属植物枇杷叶紫珠 Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ ｋｏｃｈｉａｎａ， 药材

凭证标本保存于广东药科大学中药标本馆。
２　 提取与分离

枇杷叶紫珠 １５ ｋｇ 粉碎为粗粉后， 用 ９０％ 丙

酮⁃水冷浸提取 ４ 次， 每次 ３ ｄ， 回收溶剂， 浓缩得

流浸膏 １ ９２１ ｇ。 将浸膏加水分散后， 依次以相同

体积的石油醚、 乙酸乙酯萃取 ４ 次。 浓缩萃取液后

得石油醚部位流浸膏 ２２ ｇ、 乙酸乙酯部位流浸膏

９３２ ｇ、 水部位流浸膏 ４８ ｇ。
石油醚部位流浸膏 （２２ ｇ） 经硅胶柱色谱， 石

油醚⁃乙酸乙酯 （１００ ∶ １ ～ ６ ∶ １） 梯度洗脱， 得 ６
个组分 Ｓｉ．Ａ～ Ｓｉ．Ｆ， Ｓｉ．Ｅ 经凝胶柱色谱， １００％ 甲醇

洗脱， 得 ６ 个组分 Ｓｉ．Ｅ．１ ～ Ｓｉ．Ｅ．７。 Ｓｉ．Ｅ．３ 经凝胶

柱色谱， 二氯甲烷⁃甲醇 （１ ∶ １） 洗脱， 得化合物

１ （５ ｍｇ）； Ｓｉ．Ｅ．４ 经凝胶柱色谱， 二氯甲烷⁃甲醇

（１ ∶ １ ） 洗 脱， 半 制 备 ＨＰＬＣ 纯 化 ［ 乙 腈⁃水
（８０ ∶ ２０） ］， 得化合物 ２ （４ ｍｇ）。

乙酸乙酯部位浸膏 （９３２ ｇ） 经ＭＣＩ 柱色谱， 甲

醇⁃水 （６０％ ～１００％ ） 梯度洗脱， 得 ５ 个组分 Ｆｒ．Ａ～
Ｆｒ．Ｅ。 Ｆｒ．Ｂ （６９􀆰 ３７ ｇ） 经硅胶柱色谱， 石油醚⁃乙酸

乙酯 （２００ ∶ １～６ ∶ １） 梯度洗脱， 得 ５ 个组分 Ｆｒ．Ｂ．１
～ Ｆｒ．Ｂ．５。 Ｆｒ．Ｂ．５ 经硅胶柱色谱反复洗脱和半制备

ＨＰＬＣ 纯化 ［甲醇⁃水 （８０ ∶ ２０） ］， 得到化合物 ３
（１２ ｍｇ）、 ５ （４３ ｍｇ）； Ｆｒ．Ｃ （１０６ ｇ） 经硅胶柱色

谱、 ＯＤＳ 柱色谱反复洗脱， 再经半制备 ＨＰＬＣ 纯化

［甲醇⁃水 （８０ ∶ ２０） ］， 得化合物 ４ （１５５ ｍｇ）。
３　 结构鉴定

化合物 １： 黄色粉末， 易溶于甲醇， 分子式

Ｃ１９Ｈ１８Ｏ７。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ７􀆰 ７４ （１Ｈ，
ｄｄ， Ｊ ＝ １􀆰 ９３， ８􀆰 ６２ Ｈｚ， Ｈ⁃６′）， ７􀆰 ６９ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝
２􀆰 １０ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ７􀆰 ００ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 ５４ Ｈｚ， Ｈ⁃５′），
６􀆰 ４５ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ２􀆰 ２１ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ６􀆰 ３７ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝
２􀆰 ２４ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ３􀆰 ９８ （３Ｈ， ｓ， ⁃ＯＣＨ３）， ３􀆰 ９７ （３Ｈ，
ｓ， ⁃ＯＣＨ３）， ３􀆰 ８８ （３Ｈ， ｓ， ⁃ＯＣＨ３）， ３􀆰 ８７ （３Ｈ， ｓ，
⁃ＯＣＨ３）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： １５６􀆰 ０ （Ｃ⁃
２）， １３９􀆰 ２ （ Ｃ⁃３）， １７８􀆰 ９ （ Ｃ⁃４）， １０６􀆰 ３ （ Ｃ⁃４ａ），
１５６􀆰 ９ （Ｃ⁃５）， ９８􀆰 ０ （Ｃ⁃６）， １６５􀆰 ６ （Ｃ⁃７）， ９２􀆰 ４ （Ｃ⁃
８）， １６２􀆰 ２ （Ｃ⁃８ａ）， １２３􀆰 １ （Ｃ⁃１′）， １１１􀆰 ５ （Ｃ⁃２′），
１４９􀆰 ０ （Ｃ⁃３′）， １５１􀆰 ５ （Ｃ⁃４′）， １１１􀆰 ０ （Ｃ⁃５′）， １２２􀆰 ３
（Ｃ⁃６′）， ６０􀆰 ４ （⁃ＯＣＨ３ ）， ５６􀆰 ２ （⁃ＯＣＨ３ ）， ５６􀆰 ２
（⁃ＯＣＨ３）， ５６􀆰 ０ （⁃ＯＣＨ３）。 以上数据与文献 ［１２］
基本一致， 故鉴定为 ３， ７， ３′， ４′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ⁃ｑｕｅｒ⁃
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ｃｅｔｉｎ。
化合物 ２： 黄色粉末， 易溶于甲醇， 分子式

Ｃ１８Ｈ１６Ｏ７。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ Ｈｚ， ＤＭＳＯ） δ： ７􀆰 ６６ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ ＝ １􀆰 ９２ Ｈｚ， Ｈ⁃２′）， ７􀆰 ６２ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ ２􀆰 ０５，
８􀆰 ４６ Ｈｚ， Ｈ⁃６′）， ６􀆰 ９４ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 ５１ Ｈｚ， Ｈ⁃５′），
６􀆰 ７７ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １􀆰 ２９ Ｈｚ， Ｈ⁃８）， ６􀆰 ３４ （１Ｈ， ｄ，
Ｊ＝ １􀆰 ５５ Ｈｚ， Ｈ⁃６）， ３􀆰 ８０， ３􀆰 ８５， ３􀆰 ８６ （３Ｈ， ｓ， ３′⁃，
７⁃， ３⁃ＯＣＨ３）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ Ｈｚ， ＤＭＳＯ） δ： １５５􀆰 ９
（Ｃ⁃２）， １３７􀆰 ８ （Ｃ⁃３）， １７７􀆰 ９ （Ｃ⁃４）， １５６􀆰 ３ （Ｃ⁃５），
９７􀆰 ８ （Ｃ⁃６）， １６５􀆰 １ （Ｃ⁃７）， ９２􀆰 ４ （Ｃ⁃８）， １６０􀆰 ９ （Ｃ⁃
９）， １０５􀆰 ２ （Ｃ⁃１０）， １２０􀆰 ０ （Ｃ⁃１′）， １１２􀆰 ０ （Ｃ⁃２′），
１４７􀆰 ７ （Ｃ⁃３′）， １５０􀆰 ８ （Ｃ⁃４′）， １１５􀆰 ８ （Ｃ⁃５′）， １２２􀆰 ５
（Ｃ⁃６′）， ５９􀆰 ７ （ ３⁃ＯＣＨ３ ）， ５６􀆰 １ （ ７⁃ＯＣＨ３ ）， ５５􀆰 ８
（３′⁃ＯＣＨ３）。 以上数据与文献 ［１３⁃１４］ 基本一致，
故鉴定为 ｐａｃｈｙｐｏｄｏｌ。

化合物 ３： 白色结晶， 易溶于氯仿， 分子式

Ｃ２０Ｈ３０Ｏ３。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ５􀆰 ８７ （１Ｈ，
ｄｄ， Ｊ ＝ １７􀆰 ７， １０􀆰 ８ Ｈｚ， Ｈ⁃１５）， ５􀆰 ６５ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝
４􀆰 ９ Ｈｚ， Ｈ⁃７）， ５􀆰 １１ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ １０􀆰 ９， １􀆰 ０ Ｈｚ，
Ｈ⁃１６ｂ）， ５􀆰 ０７ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ＝ １７􀆰 ９， １􀆰 ０ Ｈｚ， Ｈ⁃１６ａ），
３􀆰 ６０ （１Ｈ， ｓ⁃ｌｉｋｅ， Ｈ⁃１４β）， １􀆰 ２３ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１９），
０􀆰 ８７ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１７）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３）：
δ： ３８􀆰 ８ （Ｃ⁃１）， １８􀆰 １ （Ｃ⁃２）， ３７􀆰 １ （Ｃ⁃３）， ４６􀆰 ２ （Ｃ⁃
４）， ４４􀆰 ７ （Ｃ⁃５）， ２５􀆰 ３ （Ｃ⁃６）， １２７􀆰 １ （Ｃ⁃７）， １３７􀆰 ５
（Ｃ⁃８）， ４７􀆰 １ （Ｃ⁃９）， ３４􀆰 ８ （Ｃ⁃１０）， １９􀆰 ３ （Ｃ⁃１１），
２７􀆰 ５ （Ｃ⁃１２）， ４１􀆰 ０ （Ｃ⁃１３）， ７９􀆰 ７ （Ｃ⁃１４）， １４６􀆰 ６
（Ｃ⁃１５）， １１３􀆰 ４ （Ｃ⁃１６）， ２２􀆰 １ （Ｃ⁃１７）， １８１􀆰 ５ （Ｃ⁃
１８）， １７􀆰 ４ （Ｃ⁃１９）， １５􀆰 ２ （Ｃ⁃２０）。 以上数据与文献

［１５⁃１６］ 基本一致， 故鉴定为 １４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｐｉｍａ
ｒｉｃ ａｃｉｄ。

化合物 ４： 白色结晶， 易溶于氯仿， 分子式 Ｃ２０

Ｈ３０Ｏ３。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ５􀆰 ８７ （１Ｈ， ｍ，
Ｈ⁃１５）， ５􀆰 ６７ （２Ｈ， ｍ， Ｈ⁃７）， ５􀆰 １３ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝１０􀆰 ８６
Ｈｚ， Ｈ⁃１６ｂ）， ５􀆰 ０９ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １７􀆰 ７１ Ｈｚ， Ｈ⁃１６ａ），
３􀆰 ６５ （１Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１４β）， １􀆰 ２４ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１９）， ０􀆰 ８７
（３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１７）， ０􀆰 ８６ （ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃２０）； １３Ｃ⁃ＮＭＲ
（１２５ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ３８􀆰 ８ （Ｃ⁃１）， １８􀆰 １ （Ｃ⁃２）， ３６􀆰 ７
（Ｃ⁃３）， ４６􀆰 ２ （Ｃ⁃４）， ４４􀆰 ６ （Ｃ⁃５）， ２５􀆰 ３ （Ｃ⁃６）， １２７􀆰 ３
（Ｃ⁃７）， １３７􀆰 ２ （Ｃ⁃８）， ４７􀆰 １ （Ｃ⁃９）， ３４􀆰 ８ （Ｃ⁃１０），
１９􀆰 ３ （Ｃ⁃１１）， ２７􀆰 ５ （Ｃ⁃１２）， ４１􀆰 ０ （Ｃ⁃１３）， ７９􀆰 ６ （Ｃ⁃
１４）， １４６􀆰 ５ （Ｃ⁃１５）， １１３􀆰 ７ （Ｃ⁃１６）， ２２􀆰 １ （Ｃ⁃１７），
１８２􀆰 ９ （Ｃ⁃１８）， １７􀆰 ３ （Ｃ⁃１９）， １５􀆰 ２ （Ｃ⁃２０）。 以上数

据与文献 ［１７］ 基本一致， 故鉴定为 １４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃
７， １５⁃ｉｓｏｐｉｍａｒａｄｉｅｎ⁃１８⁃ｏｉｃ ａｃｉｄ。

化合物 ５： 白色粉末， 易溶于氯仿， 分子式

Ｃ２０Ｈ３２Ｏ３。１Ｈ⁃ＮＭＲ （５００ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ３􀆰 ６７ （１Ｈ，
ｄ， Ｊ＝ １０􀆰 ９ Ｈｚ， Ｈ⁃１７ａ）， ３􀆰 ５３ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ １０􀆰 ９ Ｈｚ，
Ｈ⁃１７ｂ）， ２􀆰 ４０ （１Ｈ， ｄｄｄ， Ｊ ＝ １５􀆰 ９， １０􀆰 ９， ７􀆰 ３ Ｈｚ，
Ｈ⁃２ａ）， ２􀆰 ２７ （１Ｈ， ｄｄｄ， Ｊ＝ １５􀆰 ８， ７􀆰 ０， ４􀆰 ０ Ｈｚ， Ｈ⁃
２ｂ）， １􀆰 ９８ （１Ｈ， ｄｄｄ， Ｊ ＝ １４􀆰 ４， ８􀆰 １， ２􀆰 ０ Ｈｚ， Ｈ⁃
１４ａ）， １􀆰 ９６ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ １４􀆰 ５， １􀆰 ７ Ｈｚ， Ｈ⁃１５ａ），
１􀆰 ７７ （１Ｈ， ｄｄｄ， Ｊ＝ １３􀆰 ２５， ７􀆰 ２７， ４􀆰 ０２ Ｈｚ， Ｈ⁃１ａ），
１􀆰 ６０ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃７）， １􀆰 ５９ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃１２ａ）， １􀆰 ４６
（１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃１１ｂ）， １􀆰 ３８ （ １Ｈ， ｍ， Ｈ⁃６ｂ）， １􀆰 ３７
（１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ４􀆰 ７２ Ｈｚ， Ｈ⁃１２ｂ）， １􀆰 ３３ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃
１ｂ）， １􀆰 ２９ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃６ａ）， １􀆰 ２７ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃５），
１􀆰 ２１ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃１１ａ）， １􀆰 １５ （１Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ １４􀆰 ７ Ｈｚ，
Ｈ⁃１５ｂ）， １􀆰 ０４ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝ １２􀆰 ３， ４􀆰 ７ Ｈｚ， Ｈ⁃９），
１􀆰 ００ （１Ｈ， ｄ， Ｊ＝ １１􀆰 ３９ Ｈｚ， Ｈ⁃１４ｂ）， ０􀆰 ９７ （３Ｈ， ｓ，
Ｈ⁃１８）， ０􀆰 ９２ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃１９）， ０􀆰 ８８ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃２０）；
１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１２５ Ｈｚ， ＣＤＣｌ３） δ： ３８􀆰 ３ （Ｃ⁃１）， ３４􀆰 １ （Ｃ⁃
２）， ２１７􀆰 ８ （Ｃ⁃３）， ４７􀆰 ４ （Ｃ⁃４）， ５５􀆰 ５ （Ｃ⁃５）， ２１􀆰 ４
（Ｃ⁃６）， ４０􀆰 ６ （Ｃ⁃７）， ４３􀆰 ６ （Ｃ⁃８）， ５５􀆰 ９ （Ｃ⁃９）， ３７􀆰 ３
（Ｃ⁃１０）， １９􀆰 ８ （Ｃ⁃１１）， ２６􀆰 ８ （Ｃ⁃１２）， ４４􀆰 １ （Ｃ⁃１３），
４８􀆰 ２ （Ｃ⁃１４）， ４４􀆰 ７ （Ｃ⁃１５）， ８４􀆰 ６ （Ｃ⁃１６）， ６５􀆰 ８ （Ｃ⁃
１７）， ２６􀆰 ９ （Ｃ⁃１８）， ２１􀆰 ７ （Ｃ⁃１９）， １４􀆰 ９ （Ｃ⁃２０）。 以

上数据与文献 ［１８］ 基本一致， 故鉴定为 （１６Ｒ） ⁃
１６， １７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｙｌｌｏｌｌａｄａｎ⁃３⁃ｏｎｅ。
４　 生物活性

４􀆰 １　 细胞毒活性

４􀆰 １􀆰 １　 细胞复苏与培养　 将 Ａ５４９、 Ｈ１２９９、 Ｈｅｌａ、
Ｋ５６２、 ＭＣＦ⁃７、 Ｈｅｐｇ２、 ＰＣ３ 细胞株分别从－８０ ℃
冰箱中取出， ３７ ℃ 恒温水浴中快速溶解， 然后将

冻存管中的细胞悬液转移至已加入 １０ ｍＬ 完全培养

基的离心管中， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 低速离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上

清液， 细胞沉淀加入适量完全培养基， 轻轻吹打均

匀， 最后转移至细胞培养瓶中， 放置在 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱内培养。 其中 Ａ５４９、 Ｈ１２９９、 Ｈｅｌａ、
Ｋ５６２ 细胞株完全培养基由 ９０％ ＲＰＭＩ１６４０ 培养基＋
１０％ 胎牛血清混合而成， ＭＣＦ⁃７、 Ｈｅｐｇ２、 ＰＣ３ 细

胞株完全培养基由 ９０％ ＤＭＥＭ 高糖培养基培养基＋
１０％ 胎牛血清混合而成。
４􀆰 １􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 法测定细胞毒性 　 将对数生长期细

胞接种于 ９６ 孔板中， 调整细胞浓度为 ７×１０４ ／ ｍＬ，
每孔 １００ μＬ， ９６ 孔板边缘加 １００ μＬ ＰＢＳ， 预培养

２０ ｈ 后分组处理为①正常对照组， 细胞不做任何

处理， 常规培养； ②实验组， 化合物 ４ ～ ５ 的 ２００、
２５０、 ３００、 ３５０、 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 药液； ③阳性对照
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组， ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂药液。 将加入药物的细胞分

别培养 ２４、 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液，
放置在 ＣＯ２ 培养箱中培养 １ ｈ， 终止培养， 放在细

胞培养摇床上， 在 １００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ３７ ℃下振摇 ６ ｍｉｎ，
调整波长为 ４５０ ｎｍ， 温度为 ３７ ℃， 检测吸光度，
计算抑制率。 设置 ５ 个复孔， 每个重复 ３ 次。
４􀆰 ２　 抗炎活性

４􀆰 ２􀆰 １　 细胞复苏与培养 　 按 “４􀆰 １􀆰 １” 项下方法

进行细胞复苏与培养。
４􀆰 ２􀆰 ２　 Ｇｒｉｅｓｓ 法测定化合物对细胞上清液中 ＮＯ 释

放的影响　 取对数生长期的细胞接种于 ９６ 孔板中，
调整细胞浓度为 １×１０５ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ， 边缘加

１００ μＬ ＰＢＳ， 预培养 １６ ｈ 后分组处理为①正常对照

组， 细胞不做任何处理， 常规培养； ②ＬＰＳ 组， 只

加 ＬＰＳ； ③ 实 验 组， 化 合 物 ４ 的 ７５、 １５０、
３００ μｍｏｌ ／ Ｌ药 液＋ ＬＰＳ， 化 合 物 ５ 的 ３７􀆰 ５、 ７５、
１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ药液＋ＬＰＳ； ④阳性对照组， 布洛芬 ＋
ＬＰＳ。 将加入药物的细胞培养２４ ｈ后终止， 分别取

各给药组细胞上清液５０ μＬ于 ９６ 孔板中， 加入 ５０ μＬ

Ａ 液， 静置１０ ｍｉｎ， 待其充分反应后再加入 ５０ μＬ Ｂ
液， 避光， 放在空气摇床上， 调整条件为 ３７ ℃、
１００ ｒ ／ ｍｉｎ， 振摇 ６ ｍｉｎ， 波长设置为 ５４６ ｎｍ， 在酶

标仪上测定吸光度， 将其代入标准曲线中， 计算

ＮＯ 释放量。 设置 ５ 个复孔， 每个重复 ３ 次。
４􀆰 ２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法测定化合物对细胞上清中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１０、 ＭＣＰ⁃１ 释放量的影响 　 严格参照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒操作说明进行。
４􀆰 ３　 细胞毒活性　 与空白组比较， 当化合物 ４ 浓

度在 ２５０ ～ ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 对 Ａ５４９ 细胞、 Ｈ１２９９
细胞作用 ２４、 ４８ ｈ 均有抑制性， 对 Ｈｅｐｇ２ 细胞作

用 ４８ ｈ 无抑制性， 作用 ２４ ｈ 有一定的抑制性， 对

ＰＣ３ 细胞作用 ４８ ｈ 有抑制性； 各浓度下化合物 ４
对 Ｈｅｌａ 细胞、 Ｋ５６２ 细胞均无抑制性， 对 ＰＣ３ 细胞

作用 ２４ ｈ 均有抑制性； 当化合物 ４ 浓度在 ３００ ～
４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞作用 ２４、 ４８ ｈ 均有

抑制性； 与空白组比较， 各浓度下化合物 ５ 作用

２４、 ４８ ｈ 对细胞均无抑制性。 见图 １。

图 １　 化合物 ４～ ５ 对 ７ 种细胞的抑制率

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ４－５ ｏｎ ｓｅｖｅｎ ｃｅｌｌｓ

４􀆰 ４　 抗炎活性　 与模型组比较， 当化合物 ４ 浓度

在 ７５ ～ ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 均能够减少 ＮＯ、 ＩＬ⁃１０、
ＭＣＰ⁃１ 的释放量， 且呈剂量依赖性； 当化合物 ４ 浓

度为 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 能够减少 ＴＮＦ⁃α 的释放量

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各个浓度化合物 ５ 均能减少 ＴＮＦ⁃α 的

释放量， 但不呈剂量依赖性。 见图 ２。
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 化合物 ４～ ５ 对 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１０ 释放量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ４－５ ｏｎ ｒｅｌｅａｓｅｓ ｏｆ ＮＯ， ＴＮＦ⁃α， ＭＣＰ⁃１ ａｎｄ ＩＬ⁃１０

５　 讨论

枇杷叶紫珠资源丰富， 应用历史悠久， 本实验

首次从中分离得到化合物 １～５， 其中 ４ 具有一定的

细胞毒活性和抗炎活性， 可为该植物后续药理研究

及抗炎、 抗肿瘤药物开发提供参考。
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