
基金项目：四川省科技支撑计划（编号：１５ＺＣ１９７８）；四川省科研院所科技成果转化资金项目（编号：１４０１０１３９）；四川省公益性科研院所基本
科研业务专项

作者简介：武蕊娟（１９８９０８—），女，硕士在读，研究方向：中药新药与新型给药系统研究，Ｅｍａｉｌ：３４４３５４３１９＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：徐超群（１９６３０９—），女，博士，研究员，研究方向：中药新药与新型给药系统研究，Ｅｍａｉｌ：ｃｈａｏｑｕｎ＿ｘｕ＠ｓｉｎａｃｏｍ

中药研究

马甲子叶提取物抗肿瘤活性部位的筛选

武蕊娟１，２　谭　镭２　詹　雁２　阮　佳２　徐　超２

（１成都中医药大学，成都，６１００７５；２四川省中医药科学院，成都，６１００４１）

摘要　目的：从药用植物马甲子叶醇提物中分离筛选具有抗肿瘤作用的活性组分。方法：采用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇
萃取马甲子叶醇提物，并将这三个萃取部位进行体外抗肿瘤实验，再把筛选得到的具有较好抗肿瘤活性的部位进行硅胶

柱层析分离，并采用ＭＴＴ法对分离得到的组分进行体外抗肿瘤活性比较。结果：通过体外抗ＨｅｐＧ２细胞和ＨｅＬａ细胞实
验表明，乙酸乙酯萃取部位具有较好抗肿瘤活性。通过硅胶柱分离，获得５个组分，通过ＭＴＴ实验发现这５个组分中，石
油醚：乙酸乙酯为１∶１和１∶２洗脱所得到的两个组分具有明显的体外抗肿瘤活性，其中石油醚：乙酸乙酯为１∶２的洗脱具
有更好的杀伤作用，对ＨｅｐＧ２细胞和ＨｅＬａ细胞的ＩＣ５０分别为４５７９，１３１６μｇ／ｍＬ。结论：从马甲子叶醇提物乙酸乙酯部
位中分离得到２种具有抗肿瘤作用的活性组分，为进一步分离抗肿瘤活性成分提供一定的指导作用。
关键词　马甲子叶提取物；抗肿瘤活性；溶剂法和硅胶柱分离法；ＭＴＴ；活性组分
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　　马甲子 Ｐａｌｉｕｒｕｓｒａｍｏｓｉｓｓｉｍｕｓ（Ｌｏｕｒ）Ｐｏｉｒ系
鼠李科马甲子属植物，又名铁篱笆、铜钱树。在我国

长江流域以南各省均有分布，多生于丘陵林边灌丛

中或荒山草地上。其根、果实、叶均可供药用，根能

除寒活血，解热消肿，治疗跌打损伤及心腹疼痛；果

实能化瘀止血，活血止痛，台湾地区民间用于治疗牙

痛和腹痛［１２］；叶能治疗无名肿痛，民间多用于治痈

疮溃疡等。也有报道证实马甲子醇提物具有镇咳祛

痰的功效［３４］。经课题组的前期研究证实其叶也具

有抗肿瘤方面的作用且疗效较好。此次实验主要从

马甲子叶醇提物中分离出具有抗肿瘤作用的活性组

分，对其中活性成分进行活性追踪并分离纯化，为阐

明马甲子的抗肿瘤作用机制奠定物质基础。

１　材料与方法
１１　药材　马甲子鲜叶，于２０１４年５月７日采于
四川省成都市牧马山，经四川省中医药科学院舒光

·４２３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２



明研究员鉴定为鼠李科马甲子属植物马甲子 Ｐａｌｉ
ｕｒｕｓｒａｍｏｓｉｓｓｉｍｕｓ（Ｌｏｕｒ）Ｐｏｉｒ的鲜叶。
１２　药品与试剂　ＤＭＥＭ／ＨＩＧＨＧＬＵＣＯＳＥ培养
基，胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），３（４，５二甲基噻唑
２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ），青霉素、链霉素
（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国），胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国），其他试剂
均为分析纯。人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、人宫颈癌细胞
ＨｅＬａ（四川大学华西药学院靶向药物及释药系统教
育部重点实验室提供），９６孔板。
１３　仪器　ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ系列ＣＯ２培养箱（Ｓａｎｙｏ，
日本）；Ｍｏｄｅｌ５５０型酶联免疫检测仪（ＢｉｏＲａｄ，美
国）；ＳＷＣＪ２Ｄ型超净工作台（苏州市净化设备总
厂）；倒置显微镜（型号：Ｆｘ３５ＤＸ，Ｎｉｋｏｎ）；离心机
（型号：ＴＧＬ１６Ｇ，上海医用分析仪器厂）。
２　方法［５１０］

２１　溶剂法和硅胶柱分离法提取不同组分　称取
马甲子鲜叶适量，粉碎，用１０倍量９５％乙醇浸渍提
取２ｄ，过滤，减压浓缩，浓缩液冷冻干燥得马甲子叶
醇提物。马甲子叶醇提物依次用石油醚、乙酸乙酯、

正丁醇萃取，分别得到以上３个部位及水溶液层，将
各溶剂挥干，备用。将以上萃取得到的乙酸乙酯部

位采用硅胶柱色谱分离，分别用石油醚：乙酸乙酯为

１５∶１，５∶１，３∶１，１∶１和１∶２配制的不同极性溶剂洗脱
得到５个组分（Ｐｌ，Ｐ２，Ｐ３，Ｐ４和 Ｐ５），蒸去溶剂，备
用。

２２　ＭＴＴ法测细胞增殖的抑制率　样品配制：马甲
子各萃取部位和乙酸乙酯部位不同组分分别用异丙

醇超声溶解，１０００ｒ／ｍｉｎ离心２次，０２２μｍ微孔滤
膜过滤除菌，用培养基稀释至所需浓度，备用。

按文献方法［１１１２］复苏两种细胞，常规培养。取

对数生长期的ＨｅｐＧ２、ＨｅＬａ细胞，均制备成浓度为
６２５×１０４个／ｍＬ的单细胞悬液，接种于９６孔板，每
孔１６０Ｌ（即每孔接种１０×１０４个细胞），３７℃、５％
ＣＯ２培养箱培养至细胞贴壁后，加入不同浓度的药
物，设阳性对照００２５ｍｇ／ｍＬ５Ｆｕ注射液、阴性对
照、空白对照组，复孔４个，继续培养４８ｈ。吸去上
清液，用含０５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的无血清 ＤＭＥＭ孵育３
ｈ后，弃上清液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，在酶标仪
上于４９０ｎｍ处检测各吸光度 ＯＤ值。实验重复 ３
次。按下列公式计算细胞生长抑制率：

抑制率 ＝１（实验组 ＯＤ值空白对照组 ＯＤ
值）／（阴性对照组 ＯＤ值空白对照组 ＯＤ值）×
１００％。

表１　马甲子醇提物不同萃取部位作用于ＨｅｐＧ２
细胞２４ｈ的实验结果

浓度

／μｇ／ｍＬ
抑制率／％

石油醚部位 乙酸乙酯部位 正丁醇部位 水部位

４０ ２１５５±０６３２７８３±０４５ — —

６０ ２６７８±０３７３００２±０５８ — —

８０ ３２１１±０５３３７８２±０３３ — —

１００ ３６４７±０３９４４６７±０７９ — —

２００ ４５２５±０３６５２１５±０６１ — —

４００ ６２０４±０５８６４９３±０４２１６１１±０４１ —

表２　马甲子醇提物不同萃取部位作用于ＨｅＬａ
细胞２４ｈ的实验结果

浓度

／μｇ／ｍＬ
抑制率／％

石油醚部位 乙酸乙酯部位 正丁醇部位 水部位

４０ ２２９４±０６４２６０３±０５６ — —

６０ ２７５１±０３８２９１０±０５４ — —

８０ ３３７８±０４５３５６９±０６２ — —

１００ ４３４５±０６１４２１８±０８０ — —

２００ ５０３１±０５３５４３８±０４９ — —

４００ ６５０２±０４７６６５４±０５７１８５４±０４６ —

表３　马甲子醇提物乙酸乙酯部位不同组分作用于
ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ的实验结果

浓度

／ｇ／ｍＬ
抑制率／％

Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ５

４０ — １５２２±０３３２０９２±０４９４２５９±０５３５９９４±０６１
６０ — ２１６１±０７４２５６６±０４６４７４４±０７４６２８０±０５７
８０ — ２２２７±０５２３１６３±０４２５２２３±０６５６８１５±０５２
１００ — ２８５６±０６９３３０９±０７７６１２１±０４７７０３４±０４３
２００ — ３５５１±０４４４３５１±０５１７５５３±０５６７９１１±０７８
４００ — ５７９０±０４５５３９２±０５８８４３３±０４４８７７６±０６５

表４　马甲子醇提物乙酸乙酯部位不同组分作用于
ＨｅＬａ细胞２４ｈ的实验结果

浓度

／μｇ／ｍＬ
抑制率／％

Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ５

４０ — １５５７±０７３ ６５６±０８５ ４７７０±０６３６９０１±０５２
６０ — ２１４５±０５９１０７３±０４９５２８１±０６０８０５６±０４１
８０ — ２８４４±０６３１６４１±０５６６６６９±０４７８８５９±０６４
１００ — ３０２７±０６６２２０４±０５８７０１５±０５３８９６３±０４４
２００ — ６１７８±０５１３３５７±０６１７６４２±０３８９３３９±０７５
４００ — ７９９５±０７８６０３０±０５５９０３２±０４９９５９２±０４７

３　结果
３１　不同极性部位对 ＨｅｐＧ２细胞、Ｈｅｌａ细胞增殖
的抑制作用　实验结果显示，马甲子石油醚和乙酸
乙酯部位对 ＨｅｐＧ２和 ＨｅＬａ细胞的增殖有较强的
抑制作用，正丁醇及水溶液部分则无明显作用。石

油醚部位作用于 ＨｅｐＧ２和 ＨｅＬａ细胞２４ｈ的 ＩＣ５０
分别为２２３１７，１８０８０ｇ／ｍＬ；乙酸乙酯部位作用于
ＨｅｐＧ２和 ＨｅＬａ细胞 ２４ｈ的 ＩＣ５０分别为 １３８２９，
１２５１１ｇ／ｍＬ。２个部位对ＨｅｐＧ２和Ｈｅｌａ细胞增殖
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抑制率有明显的量效关系。水提物部位对２种细胞
体外增值均无明显的抑制作用，正丁醇部位在最大

浓度４００ｇ／ｍＬ才有抑制作用。
３２　不同组分对ＨｅｐＧ２细胞、ＨｅＬａ细胞增殖的抑
制作用　乙酸乙酯部位采用硅胶柱层析分离得到的

５个组分中，Ｐ４和Ｐ５２个组分对 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｌａ细胞
增殖具有显著的抑制作用。其中 Ｐ４组分抑制
ＨｅｐＧ２和 ＨｅＬａ细胞 ２４ｈ的 ＩＣ５０分别为 ６２９１，
４５７９ｇ／ｍＬ。Ｐ５组分抑制 ＨｅｐＧ细胞和 ＨｅＬａ细胞
２４ｈ的ＩＣ５０分别为２６１１，１３１６ｇ／ｍＬ。

图１　不同组分对ＨｅｐＧ２和ＨｅＬａ细胞增殖的抑制曲线

４　讨论
本实验以人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和人子宫颈癌细

胞ＨｅＬａ的体外抗肿瘤活性为指标，用不同极性溶
剂对马甲子醇提物进行萃取分离得到的４个溶剂部
位，并对４个溶剂部位采用 ＭＴＴ法测定抗肿瘤活
性。实验结果表明，石油醚和乙酸乙酯部位的抗肿

瘤活性较明显，其中乙酸乙酯部位的抗肿瘤活性最

强。故将乙酸乙酯部位过硅胶柱层析分离，洗脱得

到５个组分，得到活性较好的Ｐ４和Ｐ５组分，为马甲
子分离得到有效抗肿瘤活性单体提供了有效的实验

基础。

由于中药活性成份多而复杂，并且成份之间有

可能存在相互作用，作用机制也各有不同。目前研

究表明，应用中药和其中的有效成分预防和治疗肿

瘤可以达到更好的效果。目前对马甲子的研究主要

集中在其根、茎、果实中化学成分的分离鉴定，而马

甲子叶中化学成分的研究还未见报道［１３１５］，课题组

拟对马甲子的抗肿瘤药效物质基础及其作用机制进

行深入研究，为进一步将马甲子开发成一个新的抗

肿瘤药物提供实验依据。
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