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摘要　目的：探讨不同浓度蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌ＬＯＶＯ细胞增殖、周期的影响。方法：光学显微镜下观察蜜炙紫菀水
煎剂对ＬＯＶＯ细胞形态的影响；利用ＭＴＴ观察药物处理后对ＬＯＶＯ细胞的生长增殖情况的影响；采用流式细胞术检测蜜
炙紫菀水煎剂对大肠癌ＬＯＶＯ细胞增殖周期的影响。结果：光学显微镜和 ＭＴＴ结果发现，低浓度的蜜炙紫菀水煎剂（≤
２０ｍｇ·ｍＬ－１）对大肠癌ＬＯＶＯ细胞的增殖具有明显的促进作用，增殖率可达到９９７％；光学显微镜下可见细胞生长状态
良好，细胞死亡少。高浓度的蜜炙紫菀水煎剂（＞２０ｍｇ·ｍＬ－１）对大肠癌 ＬＯＶＯ细胞的增殖具有明显的抑制作用，抑制
率达到８０３４％以上；光学显微镜下可见细胞的形态改变，细胞大量死亡。流式细胞术结果显示，蜜炙紫菀水煎剂可以使
大肠癌ＬＯＶＯ细胞周期各个时相（Ｇ１期、Ｓ期和Ｇ２期）的细胞所占百分数发生改变。１０ｍｇ·ｍＬ－１和２０ｍｇ·ｍＬ－１的蜜
炙紫菀水煎剂使Ｓ期中细胞所占的百分数增加；３０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀水煎剂使Ｓ期细胞所占的百分数明显减少，Ｇ２期
细胞百分数明显增加。结论：蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌ＬＯＶＯ细胞增殖的作用是双向的，低浓度（≤２０ｍｇ·ｍＬ－１）的蜜
炙紫菀水煎剂具有明显的促进ＬＯＶＯ细胞增殖作用；高浓度（＞２０ｍｇ·ｍＬ－１）的蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌ＬＯＶＯ细胞的
增殖具有明显的抑制作用，且可能是通过Ｇ２期阻滞来抑制大肠癌ＬＯＶＯ细胞增殖的，这为大肠癌的临床治疗提供了新的
思路。
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　　大肠癌包括结肠癌和直肠癌，是常见的消化道
恶性肿瘤之一，严重威胁着人类的健康。目前，在全

世界范围内大肠癌的发病率男女均处于恶性肿瘤第

３位，其中西方发达国家大肠癌的发病率处于第 ２
位。且随着生活水平的提高，饮食结构的变化，大肠

癌的发病率呈上升的趋势。手术治疗作为大肠癌治

疗的首选方法，５年生存率仅在５０％左右。近年来
随着吻合器的广泛应用及各种新式化疗药物的出

现，国际上很多学者建议采用在手术的基础上辅助

以化疗、放疗、同步放化疗、生物治疗和中医药治疗

等在内的一系列综合治疗手段［１］。紫菀为菊科植

物，味苦、辛、甘，性微温，归肺经。功效润肺、化痰、

止咳，可用于咳嗽有痰诸证。在中医学中将大肠癌

分为气滞血瘀、痰浊阻滞、湿热蕴毒等类型，说明大

肠癌的发生与痰浊关系密切，紫菀或可通过其化痰

功效对大肠癌的发生产生抑制作用。现代研究［２７］

显示，紫菀中的一些化学成分，如表木栓醇、环状五

肽（ＡｓｔｉｎＡ、Ｂ、Ｃ）、卤代环状五肽Ａｓｔｅｒｉｎ（２）、紫菀多
糖、槲皮素、大黄素、微量元素（Ｃａ、Ｍｎ、Ｓｅ、Ｆｅ、Ｃｕ、
Ｍｎ、Ｍｏ）均具有抗肿瘤活性。本实验基于中医“肺
与大肠相表里”的理论，依据紫菀的化痰功效及其现

代研究，采用细胞培养、ＭＴＴ法以及流式细胞术来探
讨入肺经的中药蜜炙紫菀对大肠癌ＬＯＶＯ细胞增殖
和周期的影响，为深入研究蜜炙紫菀治疗大肠癌提

供实验基础。

１　资料
１１　药品及试剂　胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国），Ｆ１２Ｋ
培养基（Ｇｉｂｃｏ），０２５％胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），生
理盐水，碘化丙啶（ＰＩ，Ｓｉｇｍａ公司），ＲＮＡ酶（Ｓｉｇｍａ
公司），３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴
盐噻唑蓝（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
Ｓｉｇｍａ公司）。蜜炙紫菀（同仁堂）购自北京中医药
大学国医堂门诊部；ＬＯＶＯ细胞购自北京协和医学
院基础学院细胞中心。

１２　仪器　倒置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ日本），酶标仪
（ＢｉｏＴｅｋ美国），流式细胞仪（ＢＤ美国），ＣＯ２培养
箱（ＢＩＮＤＥＲ德国），９６孔细胞培养板、细胞培养瓶
（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）。
２　方法
２１　药物制备　将同仁堂生产的蜜炙紫菀用精密
电子天平秤取６０ｇ，按照常规中药煎煮方法煎煮。
待煎至约１００ｍＬ时将煎剂倒入１５０ｍＬ的烧杯中，

用培养皿盖住烧杯口（此烧杯和培养皿均经无离子

水浸泡、高压灭菌），进行浓缩，直至３０ｍＬ。然后将
其转移至超净工作台，转移至无菌离心管进行１０００
ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液。取少许上清液加入培养基，
置３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱内静置培养以检菌。２４
ｈ后观察培养基，结果显示无菌后，密闭保存上清液
备用。制取的蜜炙紫菀水煎剂浓度为２ｇ·ｍＬ－１，
作为原液。

２２　细胞培养及光学显微镜下观察　结肠癌 ＬＯ
ＶＯ细胞株由北京协和医学院基础学院细胞中心提
供，用含１０％胎牛血清的 Ｆ１２Ｋ培养基，置３７℃，
５％ＣＯ２的培养箱内静置培养，取对数生长期的 ＬＯ
ＶＯ细胞以每孔１３×１０５·ｍＬ－１接种于９６孔细胞
培养板中，每孔１００μＬ，置３７℃，５％ＣＯ２的培养箱
内培养２４ｈ后换液，加入含不同质量浓度蜜炙紫苑
水煎剂的培养基（终浓度分别为 ５、１０、２０、４０、５０、
６０、７０、８０ｍｇ·ｍＬ－１），同时设置阴性对照孔，每个
组设６个平行孔，继培养４８ｈ后，光学显微镜下观
察细胞的形态和密度。

２３　ＭＴＴ法测定蜜炙紫菀水煎剂对 ＬＯＶＯ细胞的
增殖和抑制作用　取对数生长期的ＬＯＶＯ细胞以每
孔１３×１０５·ｍＬ－１接种于９６孔细胞培养板中，每
孔１００μＬ，置３７℃，５％ＣＯ２的培养箱内培养２４ｈ
后换液，加入含不同质量浓度蜜炙紫苑水煎剂的培

养基（终浓度分别为０２、０８、３２、５、６４、１０、２０、４０、
５０、６０、７０、８０ｍｇ·ｍＬ－１），同时设置阴性对照孔，每
个组设６个平行孔，继续培养４８ｈ后每孔加入质量
浓度为５ｇ·ｍＬ－１的 ＭＴＴ溶液１００μＬ，继续培养４
ｈ，弃上清，每孔加入 １５０μＬＤＭＳＯ，摇床震荡 １０
ｍｉｎ，放入酶标仪上测定５７０ｎｍ处的光吸收值，计算
细胞生长增殖率和抑制率，细胞增殖率（％）＝（实
验组平均吸光度值对照组平均吸光度值）／对照组
平均吸光度值 ×１００％；抑制率（％）＝（１实验组平
均吸光度值／对照组平均吸光度值）×１００％。
２４　流式细胞仪检测细胞增殖周期　将对数生长
期的ＬＯＶＯ细胞以２×１０５个·ｍＬ－１接种于２５ｃｍ２

培养瓶中，待８０％细胞汇合成片后，弃培养瓶中液
体，实验组加入不同浓度的蜜炙紫菀水煎剂，终浓度

分别为１０、２０、３０ｍｇ·ｍＬ－１，并设立对照组，置于３７
℃，５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后，收集细胞；用冷生
理盐水洗涤细胞（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清液，加
入４℃预冷的７５％乙醇，于４℃固定过夜。取固定
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好的细胞，用４℃生理盐水洗两次，分别加入５０μｇ
·ｍＬ－１的ＰＩ和５０μｇ·ｍＬ－１的ＲＮＡ酶１∶１混合液
１ｍＬ，避光 １０ｍｉｎ后上机检测分析细胞的增殖周
期。

２５　数据处理　所有实验均重复３次以上，实验结
果用（珋ｘ±ｓ）表示，数据采用 ＳＰＳＳ１６０软件进行统
计分析，２个独立样本组间均数比较用 ｔ检验，多组
间采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５表示差异具有
统计学意义。

３　结果
３１　光学显微镜下不同浓度的蜜炙紫菀水煎剂对
ＬＯＶＯ细胞生长状态的影响　实验结果如图 １所
示，对照组 ＬＯＶＯ细胞大小均匀，形态完好，细胞膜
舒展，未见细胞核固缩，死亡细胞较少，细胞生长状

态良好；不同质量浓度的蜜炙紫菀水煎剂处理 ＬＯ
ＶＯ细胞４８ｈ后，ＬＯＶＯ细胞的形态与对照组相比，５
ｍｇ·ｍＬ－１、１０ｍｇ·ｍＬ－１、２０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀水
煎剂组细胞大小均匀，密度较大，形态完好，细胞膜

舒展，生长状态良好；其他质量浓度处理组（４０ｍｇ·
ｍＬ－１、５０ｍｇ·ｍＬ－１、６０ｍｇ·ｍＬ－１、７０ｍｇ·ｍＬ－１、
８０ｍｇ·ｍＬ－１）发现 ＬＯＶＯ细胞有不同程度的细胞
形态改变，细胞中空泡增加，细胞体积变小，细胞间

隙变大，细胞变圆透亮，细胞膜皱缩，可见不同程度

的细胞脱落，同时发现随着蜜炙紫菀水煎剂的质量

浓度的增高，ＬＯＶＯ细胞生长状态越差，细胞死亡越
多。

图１　不同质量浓度紫菀水煎剂作用大肠癌ＬＯＶＯ细胞
４８ｈ后对其形态的影响

３２　低浓度蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌 ＬＯＶＯ细胞
的生长具有促进作用　分别用不同浓度的蜜炙紫菀
水煎剂处理细胞（终浓度分别为０２ｍｇ·ｍＬ－１、０８
ｍｇ·ｍＬ－１、３２ｍｇ·ｍＬ－１、５ｍｇ·ｍＬ－１、６４ｍｇ·
ｍＬ－１、１０ｍｇ·ｍＬ－１、２０ｍｇ·ｍＬ－１），同时设立对照
组。ＭＴＴ结果如表１所示，与对照组相比，在质量浓
度为０２～１０ｍｇ·ｍＬ－１之间的蜜炙紫菀水煎剂处
理细胞４８ｈ后，发现对 ＬＯＶＯ细胞的增殖具有明显
的促进作用，且随着质量浓度的增加，促进增殖的能

力越强，增值率分别是 ５４５％，１０８２％，１９４０％，
２３９６％，４０８８％，９９７０％，在１０ｍｇ·ｍＬ－１时增值
率达到最高９９７０％，统计学分析显示 Ｐ＜００１，差
异具有统计学意义。蜜炙紫菀水煎剂浓度达到２０
ｍｇ·ｍＬ－１时增值率由１０ｍｇ·ｍＬ－１的９９７０％降低
到３６５６％，但和对照组相比 Ｐ＜００１，差异具有统
计学意义。ＭＴＴ结果和我们在倒置显微镜下观察到
的细胞生长状态相符。

表１　ＭＴＴ测定蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌ＬＯＶＯ细胞的
增殖的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
药物浓度

（ｍｇ·ｍＬ－１）
Ａ值（ＯＤ） 增值率（％）

空白对照组 ０ １１９５２±００４０３ ０
蜜炙紫菀水煎剂 ０２ １２６０３±００２９６ ５４５
作用４８ｈ ０８ １３２４５±００３００ １０８２

３２ １４２７１±００９０３ １９４０
６４ １６８３９±００６６７ ４０８８

组别
药物浓度

（ｍｇ·ｍＬ－１）
Ａ值（ＯＤ） 增殖率（％）

空白对照组 ０ ０８２６０±００８０９ ０
蜜炙紫菀水 ５ １０２３９±０１２０５ ２３９６
煎剂作用４８ｈ １０ １６４９６±０１９３０ ９９７０

２０ １１２８０±０１９７１ ３６５６

　　注：与空白对照组相比，Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。

３３　高浓度蜜炙紫菀水煎剂对 ＬＯＶＯ细胞增殖的
影响　如３２结果中表１所示，与对照组相比，在质
量浓度２０ｍｇ·ｍＬ－１之前，蜜炙紫菀水煎剂对ＬＯＶＯ
的增殖有明显的促进作用，并且在１０ｍｇ·ｍＬ－１时
达到峰值。然后利用终浓度分别为４０ｍｇ·ｍＬ－１、
５０ｍｇ·ｍＬ－１、６０ｍｇ·ｍＬ－１、７０ｍｇ·ｍＬ－１、８０ｍｇ·
ｍＬ－１的蜜炙紫菀水煎剂处理细胞４８ｈ后，ＭＴＴ结果
显示如表２所示，与对照组相比，不同浓度实验组均
对ＬＯＶＯ细胞的生长增殖有不同程度的抑制，抑制
率分别为 ８０３４％、８９５０％、９０７６％、９０８０％、
９４９０％，统计学分析显示 Ｐ＜００１，与对照组相比
差异具有统计学意义。ＭＴＴ结果和我们在倒置显微
镜下观察到的细胞生长状态相符。
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表２　ＭＴＴ法测定蜜炙紫菀水煎剂对ＬＯＶＯ细胞的抑制
情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别
药物浓度

（ｍｇ·ｍＬ－１）
Ａ值（ＯＤ）

抑制率

（％）
空白对照组 ０ １０９６３±００９６３ ０

４０ ０２１５２±００１９９ ８０３４
蜜炙紫菀水煎剂作用 ５０ ０１１５１±００１４２ ８９５０

６０ ０１０１３±０００５２ ９０７６
４８ｈ实验组 ７０ ０１００８±０００７２ ９０８０

８０ ００９７１±０００６７ ９４９０

　　注：与空白对照组相比，Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。

３４　流式细胞术检测蜜炙紫菀水煎剂对 ＬＯＶＯ细
胞周期的影响　流式细胞术分析结果如表３与图２
所示，０、１０、２０、３０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀水煎剂作用
４８ｈ后，随着质量浓度的增加细胞增殖周期中的三
个时期 Ｇ１期、Ｓ期和 Ｇ２期的细胞所占百分数有不
同的改变，其中Ｇ１期细胞所占的百分数平均值分别
为７４５０％、７３８４％、５８９１％、５６１２％，经Ｔ检验发
现与对照组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｓ期中
细胞所占百分数平均值分别为 １４０４％、２３８６％、
１８９８％、１１８２％。经 Ｔ检验后发现与对照组相比
差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；Ｇ２期中细胞所占
百分数平均值分别是 １０４６％、５６４％、２３７８％、
３２２６％，与对照组相比Ｐ＜００１，具有统计学意义。

表３　流式细胞术检测ＬＯＶＯ细胞周期中各时相
所占百分数（珋ｘ±ｓ），ｎ＝３）

药物浓度

（ｍｇ·ｍＬ－１）
细胞数占总细胞数的百分比（％）

Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期
０ ７４５０±００２４２ １４０４±０００６６ １０４６±００１６６
１０ ７３８４±００３９４ ２３８６±００２７１ ５６４±００２５７

２０ ５８９１±００１７２１８９８±００２７０ ２３７８±００１２３

３０ ５６１２±００４１６１１８２±００３１２ ３２２６±００１１４

　　注：与空白对照组相比，Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。

图２　不同质量浓度的蜜炙紫菀水煎剂对ＬＯＶＯ细胞
周期中各期细胞百分数的影响

４　讨论
研究发现多种祛湿化痰药物可以用于肺癌的治

疗，其中，紫菀水提物能选择性地抑制荷 Ｓ１８０小鼠
肿瘤生长［８－９］；紫菀多糖能抑制胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１
的增殖和生长，诱导ＳＣＧ７９０１细胞株的凋亡［１０］；Ｄｕ
Ｌ等［１１］从紫菀提取物中分离纯化得到一种多聚糖类

物质，命名为 ＡＴＰ２，该物质能抑制神经胶质瘤 Ｃ６
的增殖。

本实验基于紫菀的化痰功效和抗肿瘤活性，探

讨蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌 ＬＯＶＯ细胞增殖的影
响。实验结果表明蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌 ＬＯＶＯ
细胞增殖的作用是双向的，低浓度的蜜炙紫菀水煎

剂（≤２０ｍｇ·ｍＬ－１）对大肠癌 ＬＯＶＯ细胞的增殖具
有明显的促进作用，并在１０ｍｇ·ｍＬ－１时促进作用
最明显，达到了９９７０％；高浓度的蜜炙紫菀水煎剂
（＞２０ｍｇ·ｍＬ－１）对大肠癌 ＬＯＶＯ细胞的增殖有明
显的抑制作用，在４０ｍｇ·ｍＬ－１时抑制率即可以达
到８０３４％，光学显微镜下可见细胞的形态改变，细
胞大量死亡。５０～８０ｍｇ·ｍＬ－１的蜜炙紫菀水煎剂
和４０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀水煎剂对大肠癌细胞的抑
制率差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）。由此确定蜜
炙紫菀水煎剂在质量浓度２０～４０ｍｇ·ｍＬ－１的范围
内对大肠癌细胞具有细胞毒性，可以抑制大肠癌细

胞的增殖。

从中草药中提取的抗肿瘤药物，其细胞毒性作

用的主要机制是诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡。抗

肿瘤药物可以通过诱导细胞周期阻滞而抑制细胞增

殖［１２］。一个完整的细胞周期包括间期（Ｇ１期、Ｓ期
和Ｇ２期）和分裂期（Ｍ期），药物可使细胞周期阻滞
在不同时期，包括Ｇ１期阻滞、Ｇ１／Ｓ期阻滞、Ｇ２期阻
滞和Ｇ２／Ｍ期阻滞等。研究发现抗肿瘤药物常通过
引起肿瘤细胞 ＤＮＡ损伤而导致细胞周期阻滞。有
ＤＮＡ损伤的细胞常被阻滞在 Ｇ１期，防止受损的
ＤＮＡ进入Ｓ期复制；或被阻滞在Ｇ２期，以防止在 Ｍ
期进行异常分裂［１３］。ｐ５３基因与 Ｇ１期阻滞关系密
切，缺失ｐ５３的肿瘤细胞不能启动 Ｇ１期关卡，因而
在抗肿瘤药物使肿瘤细胞 ＤＮＡ受损后主要表现为
Ｇ２期阻滞［１４］。而在所有肿瘤细胞中，５０％以上有
ｐ５３基因功能缺陷［１５］。这种情况下，Ｇ２期阻滞就成
了抗肿瘤药物使肿瘤细胞发生周期阻滞的重要途

径。本实验研究发现蜜炙紫菀水煎剂可以使大肠癌

ＬＯＶＯ细胞周期各个时相（Ｇ１期、Ｓ期和 Ｇ２期）的
细胞所占百分数发生改变。与对照组相比，１０ｍｇ·
ｍＬ－１和２０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀水煎剂实验组细胞周
期中Ｓ期中细胞所占百分数增加，具有统计学意义，
说明细胞增殖处于旺盛时期，这与光学显微镜结果

及ＭＴＴ结果相一致。但是３０ｍｇ·ｍＬ－１蜜炙紫菀
水煎剂实验组细胞周期中Ｓ期细胞所占百分数较对
照组明显减少，Ｇ２期细胞百分数明显增加，细胞增
殖周期可能停滞在Ｇ２期，这表明蜜炙紫菀水煎剂对
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大肠癌ＬＯＶＯ细胞的增殖的抑制作用，可能是通过
Ｇ２期阻滞来完成的，由此我们推断 Ｇ２期可能是蜜
炙紫菀水煎剂作用于大肠癌 ＬＯＶＯ细胞的治疗靶
点。蜜炙紫菀水煎剂导致大肠癌细胞 Ｇ２期阻滞是
否和ｐ５３的表达相关，是我们进一步的研究重点。

由上可知，中药紫菀在剂量范围２０～４０ｍｇ·
ｍＬ－１内对大肠癌ＬＯＶＯ细胞的增殖具有抑制作用。
在低浓度时（≤２０ｍｇ·ｍＬ－１）对大肠癌具有明显的
促进增殖作用，在高浓度（＞２０ｍｇ·ｍＬ－１）时对抑
制大肠癌ＬＯＶＯ细胞的增殖具有明显的抑制作用，
并且很可能将其阻滞在 Ｇ２期。这为中医临床用药
剂量的选择提供了生物学基础，但其作用于大肠癌

ＬＯＶＯ细胞的分子机制仍有待深入探讨。
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