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摘要:目的:对110种植物藏药进行抗肿瘤筛选。方法 :干燥植物样品粉碎后分别以石油醚及 90%乙醇提取。用 90%

乙醇提取物对体外培养的 5种人体肿瘤细胞: 乳腺癌、肺癌、直肠癌、口腔上皮癌(耐药性及非耐药性两种 )、前列腺癌

及一种大鼠神经胶质肿瘤细胞进行筛选实验。结果:有五种藏药:桃儿七果实、藏木香、裸茎金腰、祁连圆柏、苍耳草具

有较好的抗肿瘤作用。结论:本研究对进一步研究、开发藏药提供科学的理论依据。
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ABSTRACT:OBJECTIVE: To screen antitumour medicine from 110 T ibetan medicines. METHODS: Dried plant materials were

ground and were extracted by petrol ether and 90% ethanol separately. The 90% ethernal extracts were used to test cultured five hu-

man tumour cells: BC1, Lu1, Co12, KB and LNCaP and one rat tumour cell ASK. RESULTS: Five Tibetan medicines were found to

display cytotoxic effects in cultured tumor cells. CONCLUSION :The result would be used as reference for further T ibetan medicine

research.
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藏药是我国尚待开发的民族药物, 在我国传统医药

中占有重要地位。发掘、整理、研究藏药对进一步开发利

用藏药具有深远意义。本研究对 110 种植物藏药进行体

外筛选实验,有五种藏药显示具有抗肿瘤作用。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 藏药 110 种藏药植物样品采自青海省海北州、

海西州、果洛州、玉树州、黄南州、大通县、湟中县、海东地

区、西宁地区。采集时间为 6、7、8、9 月,部分药材购自黄

南州藏医院、青海省藏医院。所有样品经过学名鉴定。

鉴定人:青海省药品检验所骆桂法。

1 1 2 肿瘤细胞 人体乳腺癌( BC1)、人肺癌 ( Lu1)、人

结肠癌( Co12)、人口腔上皮癌( KB)、对长春花碱具耐药

性的 KB( KB- V)、KB- V加长春花碱 KB- V( + VLB)、

KB- V未加长春花碱 KB- V( - VLB)、前列腺癌( LNCaP)

及大鼠神经胶质细胞( ASK)由美国伊犁诺大学药学院 J.

M. Pezzuto教授提供。

1 1 3 试药 试剂均为分析纯, 各类培养基及对照品秋

水仙碱、长春花碱、鬼臼毒素、美登木素购自美国 Fisher

公司。

2 方法

2 1 肿瘤细胞培养方法[ 1]

BC1及 Co12 细胞: Eagle MEME培养基加牛胚胎血清

( 15% ) , Penicillin G ( 100U/ ml) , Streptomycin ( 100mg/ ml) ,

Amphotericin B( 0 25 g/ ml)和氨基酸( 1% )。

Lu1细胞: Eagle MEME培养基加牛胚胎血清( 10% ) ,

Amphotericin B( 0. 25 g/ ml)和氨基酸 1% )。

KB及 KB- V( - VLB)细胞: Dulbecco D- MEM 培养

基加牛胚胎血清( 10% )和 Amphotericin B( 0 25 g/ ml)。

KB- V( + VLB)细胞: Dulbecco D- MEM 培养基加牛

胚胎血清 ( 10% ) , Amphotericin B( 0 25 g/ ml)和 Vinblastine

( 1 g/ ml)。

LNCaP细胞: RPMI - 1640 培养基加牛胚胎血清

( 10% , 不含激素 ) , Amphotericin B ( 0 25 g/ ml) 和睾酮

( 0 1nM)。

ASK 细胞: Eagle MEME 培 养基加牛 胚胎血 清

( 10% ) [ 2- 3]

所有细胞均在温度 37 C、湿度 100%、含 5% 二氧化

碳空气中培养。

2 2 药材提取方法

取干燥药材粗粉 100g, 以石油醚( 30- 60 C)浸提至

无色, 药渣再以 90% 乙醇浸提至无色。90%乙醇回收溶

剂, 浸膏室温真空干燥,制得供试样品。

2 3 细胞毒活性试验

样品 90%乙醇提取物先以少量 DMSO 溶解, 然后用

双重蒸馏水稀释 10 倍, 再以 10% DMSO 水溶液重复稀
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释,于 96 孔细胞培养板的每一孔内加入10 l不同浓度的

样品, 每一浓度设三个复孔, 测定五个不同浓度, 估算

IC50,调整浓度重复试验, 求得 IC50。

对照组不含样品, 以 10 l 10% DMSO 水溶液代替样

品,空白组为不含细胞的培养基。加入样品以后, 自培养

瓶吸取细胞, 以 tripsin 消化, 再以新鲜培养基稀释, 每孔

加入 190 l含细胞的培养基, 细胞浓度为:

BC1 10 104

Co12 6 5 104

Lu1 5 104

KB 5 104

KB- V 6 104

LNCaP 6 5 104

细胞培养板置 37 含 5%二氧化碳及饱和湿度的培

养箱内,培养 72 小时后,加入 50 l冷 trichloroacetic acid 溶

液将细胞固定于板上, 4 培养 1 小时,用水冲洗四次, 吹

干,细胞以 0 4% sulforhodamine B( W/ V )染色 30 分钟, 经

1%醋酸冲洗四次,吹干, 以200 l 10mM Tris base( pH10)溶

解附于塑料板上的色素,轻微振荡 5 分钟, 在 ELISA 板量

读仪上, 515nm 处测定吸收值。

每组试验设零天对照, 细胞培养时间为 10 分钟。

计算方法: 求出三个相同浓度的平均吸收值, 减去零

天对照组的吸收值, 以不含试验样品的对照组的吸收值

为基数, 计算试验组的百分比,以线性回归计算 IC50。

2 4 ASK 细胞有丝分裂试验

ASK 细胞( 1 105)放在 35- mm Petri dish 培养 48 小

时, 加入 Dibutyryl cyclic- AMP( 1mM)诱导细胞变形 (由纺

锤形变成星形 ) , 1 小时后加入 100 g/ ml样品, 阳性对照

组分别为秋水仙碱、长春花碱、鬼臼毒素、美登木素, 空白

对照组加培养液。继续培养 1 小时后, 将 Petri dish 置显

微镜下, 观察细胞数目及形态。

3 结果

样品筛选结果的判断标准为: BC1、Co12、Lu1、KB、KB

- V、LNCaP肿瘤细胞半数致死量的浓度小于 20 g/ ml为

有效。ASK细胞由星形逆转变为纺锤形达 50%以上(与

空白对照组比较) , 活细胞数目不少于空白对照组 50%

为阳性。筛选结果见表 1 及表 2。

110 种藏药除表 1 中所列样品, 其余样品 90%提取

物均为> 20 g/ ml。

表 1 藏药抗癌筛选结果 IC50( g/ ml)

细胞样品(90%乙醇提) BC1 Lu1 Co12 KB KB- V( + VLB) KB- V( - VLB) LNCaP ASK

桃儿七果实 Sinopodophyllum hexandrum( Royle) Ying > 20 > 20 > 20 0 22 1 1 4 1 2 1 +

藏木香 Inula racemosa Hook. f . 3 7 3 1 4 8 3 7 4 0 4 3 4 6 -

祁连圆柏 Sabina prewalskii Kow > 20 > 20 7 3 2 2 4 1 5 1 2 0 -

裸茎金腰 Chrysosplenium nudicaule Bge. > 20 > 20 13 4 17 2 > 20 > 20 14. 6 -

苍耳草 Xanthium sibiricum Patrin 6 6 > 20 5 4 13 2 > 20 > 20 15 5 -

表 2 不同样品对 ASK 抑制作用

样品浓度( g/ml) 100 0 20 0 4 0 0 8 0 16 0 032 0 0064 0 00128

秋水仙碱 100% 100% 100% 70% 0% 0% 0% 0%

长春花碱 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% 0%

鬼臼毒素 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% 0%

美登木素 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

桃儿七果实 90% 100% 100% 75% 25% 0% 0% 0% 0%

乙醇提取物

结果表明,桃儿七果实, 藏木香,祁连圆柏, 裸茎金腰

及苍耳草具有程度不同的抑制肿瘤细胞活性。桃儿七果

实 90%提取物与已知抗癌药物在相同条件下试验, 结果

表明,对肿瘤细胞抑制率为 75%。

4 讨论

采用本试验条件对 110 种藏药 90%乙醇提取物进行

抗癌筛选,以五种人体肿瘤细胞及一种大鼠神经胶质细

胞为筛选模型,结果表明, 有五种藏药具有程度不同的抗

肿瘤活性。其中药物桃儿七果实、苍耳草、祁连圆柏为本

次实验首次发现具有抗癌活性[ 4- 5]。
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