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摘要:目的 从已知具有抗肿瘤作用的有毒中药或中药化合物中筛选出具有抑制不同发生途径人结肠癌细胞作用的药物。

方法 应用 MTT法检测白花蛇舌草、雷公藤、重楼、龙葵、藤黄、天南星、黄药子、华蟾素、斑蝥酸钠及亚砷酸氯化钠对不同发

生途径的人结肠癌细胞 HCT116(hMLH1缺失结肠癌细胞株)和SW480(错配修复基因正常的结肠癌细胞株)生长抑制作用。

结果 斑蝥酸钠、华蟾素、亚砷酸氯化钠及藤黄提取物对人结肠癌细胞 HCT116及SW480的生长有抑制作用。斑蝥酸钠、华

蟾素及藤黄提取物干预HCT116细胞的IC50值和干预SW480细胞的IC50值比较有统计学差异(P<0.05),亚砷酸氯化钠干预

两细胞株的IC50值无统计学差异(P>0.05)。白花蛇舌草、雷公藤、重楼、龙葵、天南星、黄药子这6种中药的提取物在本实验

条件下无效。结论 藤黄提取物、斑蝥酸钠、亚砷酸氯化钠及华蟾素可有效抑制不同途径的人结肠癌细胞的生长,其中斑蝥

酸钠、华蟾素、藤黄提取物可能具有特异性抗错配修复基因缺失所致结、直肠癌的作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toscreenoutthemedicinesthatcanbespecificallyagainsthumancoloncancercellsfromtheal-
readyknowntoxicantineoplasticChinesedrugs METHODS Oldenlandiadiffusa Tripterygiumwilfordii Parispolyphyl-
la Solanumnigrum Gamboges Rhizomaarisaematis DioscoreabulbiferaL Cinobufacini Sodiumcantharidinateand
SodiumarsenicwereappliedtotreatthehumancoloncancercelllineHCT116 MLH1deficient andSW480 proficientmis-
matchrepair  MTTwereusedtoanalyzethegrowthinhibitionoftwocelllines RESULTS Sodiumcantharidinate Cinobufa-
cini SodiumarsenicandGambogescaninhibitcellgrowthofHCT116andSW480 TheIC50valuesofHCT116celllinewere
significantlylowerthanSW480celllinewhentheywerebothtreatedwithSodiumcantharidinateCinobufaciniandGamboges P
<0 05  Meanwhile therewerenosignificantdifferencebetweentheIC50valuesofHCT116celllineandSW480cellline
whentheyweretreatedwithSodiumarsenic P>0 05  However Oldenlandiadiffusa Tripterygium wilfordii Paris

polyphylla Solanumnigrum Rhizomaarisaematis Dioscoreabulbifera Ldidnotpresentgrowthinhibitioneffecton
HCT116andSW480inthisstudy CONCLUSION Gamboges Sodiumcantharidinate SodiumarsenicandCinobufacinicanef-
fectivelyinhibitthegrowthofhumancoloncancercellsdevelopingfromdifferentgeneticpathways Gamboges Sodiumcan-
tharidinateandCinobufacinimayspecificallyagainstMMRdeficienthumancoloncancercells 
KEYWORDS toxicChinesemedicines humancoloncancer HCT116 SW480 MTT

  结、直肠癌是世界范围内导致癌症死亡的主要

原因之一,进展期结、直肠癌除手术外还需进行辅助

治疗[1]。氟尿嘧啶(FU)联合甲酰四氢叶酸(LV)目
前仍是III期及选择性II期结、直肠癌的标准辅助
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化疗方案[2]。近年来研究发现约80%~85%的结、
直肠癌的发生源自染色体不稳定(Chromosomalin-
stability,CIN),另外约15%~20%左右的原发性

结、直肠癌系由错配修复基因缺失(DefectiveDNA
mismatchrepair,dMMR)所致[3],后者错配修复蛋

白表达下降、不表达或出现截短,DNA复制错误增

加,微卫星不稳定(Microsatelliteinstability,MSI)
而致结、直肠癌及其它肠外肿瘤的发生。临床研究

表明与单纯手术相比,FU/LV方案并不能提高甚

至可能降低dMMR 结、直肠癌患者的无病生存

率[34]。因此寻找可特异性针对不同发生途径结、直
肠癌的有效药物已成为当务之急。近年来,随着对

中草药研究的深入,已报道有抗癌作用的约500种,
其中常用的约100余种[5],我们从中筛选出白花蛇

舌草、雷公藤、重楼、龙葵、藤黄、天南星、黄药子、华
蟾素、斑蝥酸钠及亚砷酸氯化钠这10种确实具有抗

肿瘤作用的有毒中药或中药化合物对不同发生途径

人结肠癌细胞 HCT116(错配修复基因hMLH1缺

失结肠癌细胞株)和SW480(错配修复基因正常的

结肠癌细胞株)进行体外干预,并用 MTT法检测2
种细胞的生长抑制情况,为进一步开发针对不同发

生途径结、直肠癌的新型靶向制剂提供依据。

1 材料

1.1 仪器与试剂

Multiskanspectrum MSS1500320 酶 标 仪、

3111型细胞培养箱:ThermoElectron公司;SWCJ
IF超净台:苏州安泰空气技术有限公司;XSZD2
倒置显微镜:重庆光学仪器厂;115K低温离心机:

Sigma公司。RPMI1640培养基:美国Gibco公司;
胎牛血清、噻唑蓝(MTT):美国Sigma公司。人结

肠癌细胞HCT116及SW480:中国科学院上海细胞

生物研究所;亚砷酸氯化钠:黑龙江哈尔滨医大药业

有限公司,批号:H20030347;华蟾素注射液:安徽金

蟾生化股份有限公司,批号:Z34020273;斑蝥酸钠:
贵州金桥药业有限公司,批号 H52020602;藤黄、白
花蛇舌草、雷公藤、重楼、龙葵、黄药子、天南星:南京

中医药大学附属医院药剂科。

1.2 细胞培养

HCT116和SW480细胞常规培养于含10%胎

牛血清的RPMI1640培养液(青霉素100U/mL、
链霉素100U/mL)中,置于37℃、5%CO2 的培养

箱中培养。每2~3d传代1次,取对数生长期细胞

进行实验。

2 实验方法

2.1 药物的粗提和制备

1)白花蛇舌草、雷公藤、重楼、龙葵、黄药子提取

物的制备。分别取药材200g,依次用8倍量、6倍

量的95%乙醇回流提取2次,每次1h,合并滤液,
浓缩得醇提物,药渣依次用8倍量、6倍量的蒸馏水

回流提取2次,每次1h,合并滤液,浓缩得水提物。
将醇提物与水提物合并,稀释至200mL,得总提取

物,生药量为1g/mL。取总提物100mL,加蒸馏水

稀释至500mL,离心(转速3000r/min,离心10
min),取上清液,得浓度为0.2g/mL的药液。

2)天南星提取物的制备。取天南星200g,按白

花蛇舌草项下提取,得总提取物,生药量为1g/mL。
取总提物100mL,加蒸馏水稀释至500mL,盐酸调

pH至4.5,离心(转速3000r/min,离心10min),取
上清液,得浓度为0.2g/mL的药液。

3)藤黄提取物的制备。取藤黄200g,依次用8
倍量、6倍量的95%乙醇回流提取2次,每次1h,合
并滤液,浓缩至无醇味,用蒸馏水稀释至200mL,得
醇提取物。取醇提取物100mL,加蒸馏水稀释至

500mL,调pH 至8,离心(转速3000r/min,离心

10min),取上清液,得浓度为0.2g/mL的药液。
实验时中药提取物以上述浓度为基准,稀释成

终浓度为0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10μg/mL的

药液,中药化合物以原液浓度为基准,分别稀释成相

应浓度。

2.2 MTT检测法

取对数生长期 HCT116细胞和SW480细胞配

制成密度为105mL-1细胞悬液,接种于96孔细胞

培养板,每孔4×103个细胞,加入不同浓度的待测

药物。实验分为空白对照组和6个浓度梯度的药物

组,以不含细胞的 RPMI1640培养液为空白对照

组,培养72h后,每孔加入5mg/L的MTT溶液20

μL,继续孵育4h,弃上清后,加入150μL的二甲基

亚砜(DMSO)原液,振荡10min,待结晶完全溶解

后,在酶标仪570nm处测定吸光度 A值。实验至

少重复2次,每次3个复孔。按以下公式计算细胞

增殖抑制率:

抑制率=
空白对照组A570-化合物组A570

空白对照组A570
×100%。

2.3 统计学方法

使用SPSS17.0软件进行统计学分析。计量资

料用x±s表示,计数资料用%表示,2组间比较采
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用独立样本t检验,确定P<0.05为差异有显著性

意义。

3 结果

藤黄提取物,中药化合物中的亚砷酸氯化钠、斑
蝥酸钠和华蟾素在实验浓度下干预72h后对人结

肠癌细胞 HCT116及SW480的增殖有抑制作用,
结果见图1。实验浓度的白花蛇舌草、雷公藤、天南

星、龙葵、重楼和黄药子作用于2种细胞72h后无

明显增殖抑制作用,结果见表1、表2。计算藤黄、亚
砷酸氯化钠、斑蝥酸钠和华蟾素的半数抑制浓度值

(IC50),结果见表3。藤黄、斑蝥酸钠和华蟾素干预

HCT116细胞和干预SW480细胞的IC50值之间比

较,差异有统计学意义(P<0.05),亚砷酸氯化钠干

预两细胞的IC50无统计学差异(P>0.05),结果见

图2。以上实验结果提示进行筛选的药物中藤黄、
斑蝥酸钠、华蟾素、亚砷酸氯化钠可有效抑制人结肠

癌细胞HCT116和SW480的增殖,藤黄、斑蝥酸钠

和华蟾素对 HCT116细胞的抑制作用要好于对

SW480的,而亚砷酸氯化钠对2种细胞的作用相

似。

    藤黄           亚砷酸氯化钠

   斑蝥酸钠            华蟾素

图1 不同浓度藤黄、亚砷酸氯化钠、斑蝥酸钠、华蟾素

分别干预 HCT116细胞及SW480细胞72h后的

生长抑制情况

4 讨论

祖国医学认为癌瘤多为毒陷邪深,非攻不克,故
治疗常用有毒之品,借其性峻力猛以攻邪,此即为中

医药学“以毒攻毒”的医理和治则,现代临床广泛应

用的化疗药,亦多属于“以毒攻毒”的范畴。随着现

代分子生物学技术的发展,有毒中药抗肿瘤作用的

机制得到了深入的研究,本研究采用的10种有毒中

药及中药化合物,均已被证明具有抑制多种实体肿

瘤生长的作用,但目前尚缺乏特异性针对结、直肠

癌,特别是染色体不稳定和微卫星不稳定这2条结、
直肠癌不同发生途径作用机制的研究。

表1 白花蛇舌草等6种药物对 HCT116细胞的

增殖抑制率(%)

浓度/

(mg·mL-1)
白花蛇

舌草
雷公藤 天南星 龙葵 重楼 黄药子

0.3125 -6.3 -3.1 -3.8 -14.8 -16.4 -28.0
0.6250 1.3 9.4 1.5 0.65 -2.8 -24.0
1.2500 -6.9 4.9 5.9 8.5 1.9 -19.8
2.5000 -11.6 -3.3 -1.2 19.6 11.1 -13.4
5.0000 3.2 7.1 6.1 20.9 21.5 43.4
10.0000 21.5 -8.2 22.7 36.5 59.3 84.5

表2 白花蛇舌草等6种药物对SW480细胞的

增殖抑制率(%)

浓度/

(mg·mL-1)
白花蛇

舌草
雷公藤 天南星 龙葵 重楼 黄药子

0.3125 -6.9 -6.9 -4.7 9.9 16.4 3.6
0.6250 -9.5 -5.6 -0.5 5.6 0 2.7
1.2500 1.0 -5.1 5.5 17.5 15.2 28.1
2.5000 12.5 11.0 6.4 19.1 27.3 40.0
5.0000 21.2 7.0 22.4 67.1 60.0 56.0
10.0000 28.7 15.4 32.4 83.2 58.2 47.2

表3 斑蝥酸钠等4种药物干预 HCT116细胞和SW480
细胞的IC50值(x±s,μg·mL-1)

药物 HCT116细胞 SW480细胞

斑蝥酸钠 1.51±0.01 2.16±0.04
华蟾素 1.96±0.71 29.38±3.78
藤黄 1.75±0.13 3.13±0.70

亚砷酸氯化钠 3.32±0.39 3.14±0.21

   斑蝥酸钠(P<0.01)     华蟾素(P<0.01)

   藤黄(P<0.05)     亚砷酸氯化钠(P>0.05)

图2 斑蝥酸钠、华蟾素、藤黄、亚砷酸氯化钠分别干预

HCT116细胞及SW480细胞72h后的IC50值的比较
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我们采用 MTT法检测有毒中药影响结、直肠

癌细胞增殖的情况,其原理是只有存活的细胞能使

外源性的 MTT 还原为 难 溶 的 蓝 色 结 晶 物 甲 赞

(formazan)并沉积在细胞中,在二甲亚砜中溶解显

色,其浓度可用分光光度计测定出光密度值(A值)。

MTT方法的优点为操作简便,费用低,重复性好,
可批量实验,是目前最常使用的高通量的筛选方法。
半数抑制浓度(IC50)是指在用药后存活的细胞数量

减少一半时所需的药物浓度,作为反映药效的定量

指标,在各种药物的筛选中广泛应用,已成为标志药

物效应的一种重要定量指标[6]。
本研究发现白花蛇舌草、雷公藤、重楼、龙葵、天

南星和黄药子这6种中药的提取物在初始实验浓度

下对HCT116细胞和SW480细胞的抑制率较低,
而相同浓度级别的藤黄、斑蝥酸钠、华蟾素及亚砷酸

氯化钠则具有较高的抑制率,藤黄在2.5μg/mL及

以上浓度时对HCT116细胞和SW480细胞均有抑

制作用,且其抑制率可以达到80%以上。斑蝥酸钠

浓度在2.5μg/mL时对 HCT116细胞和对SW480
细胞均有抑制作用,其抑制率可以达60%以左右。
华蟾素浓度在3.125μg/mL即对 HCT116细胞产

生抑制作用,且与浓度的增加正相关,呈浓度依赖

性;在50μg/mL方对SW480细胞产生抑制作用。
亚砷 酸 氯 化 钠 在 5μg/mL 对 HCT116 细 胞 和

SW480细胞产生抑制作用,呈浓度依赖性。通过计

算并比较两细胞的IC50值,发现藤黄、斑蝥酸钠和华

蟾素对HCT116细胞的IC50值小于对SW480细胞

的IC50值,2者比较差异有统计学意义(P<0.05),

亚砷酸氯化钠干预两细胞的IC50无统计学差异(P
>0.05)。以上结果提示筛选的10味有毒中药中藤

黄、斑蝥酸钠、亚砷酸氯化钠及华蟾素可有效抑制不

同途径的人结肠癌细胞的生长,其中斑蝥酸钠、华蟾

素、藤黄可能具有特异性抗错配修复基因缺失所致

结、直肠癌的作用,其作用机理有待进一步研究。
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称之前加与作者姓名序号相同的序号;通信作者应加注 “* ”号上标。

首页脚注中注明[基金项目](注明项目名称及编号)、[作者简介](第一作者出生日期、性别、籍贯、职称、学历等)、[通信作

者](Tel,Fax或E-mail)。
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