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白花蛇舌草提取物对结肠癌细胞抑制作用的实验研究
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［摘要］目的 探讨白花蛇舌草乙醇提取物对 BALB/c小鼠 CT-26结肠癌细胞株增殖的抑制作用．方法 采

用甲基噻唑蓝（MTT）法测定不同浓度白花蛇舌草乙醇提取物对 CT-26细胞株的生长抑制作用，计算半数抑制浓

度（IC50）．结果 在同一浓度下，白花蛇舌草乙醇提取物对 CT-26细胞的抑制作用随着作用时间的延长而增强，

0.08 mg/mL的白花蛇舌草乙醇提取物作用 CT-26 细胞 24 h、48 h、72 h，细胞抑制率分别为（16.67±9.35）%，

（34.66±9.23） %， （40.07±9.16）%．白花蛇舌草乙醇提取物作用 24 h、 48 h、 72 h 的 IC50 值分别为

0.315，0.155，0.115．在同一作用时间内，白花蛇舌草乙醇提取物对 CT-26细胞的抑制率随着药物浓度的增加而

增加，在 72 h 内不同浓度药物（0.06 mg/mL，0.08 mg/mL，0.10 mg/mL，0.12 mg/mL，0.14 mg/mL，0.16 mg/mL，

0.18 mg/mL，0.20 mg/mL）作用下，细胞抑制率分别为（35.46±3.59）%，（40.07±9.16）%，（40.77±6.92）%，

（52.81±1.87）%，（54.22±2.35） %，（68.72±3.71）%，（70.04±8.03） %，（71.84±3.12）%．结论 白花

蛇舌草乙醇提取物可以抑制 BALB/c小鼠 CT-26结肠癌细胞株的增殖，其对 CT-26细胞增殖的抑制作用呈现时效

和量效的关系．
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［Abstract］ Objective To explore the inhibitory effect of the ethanol extract of Oldenlandia diffusa on the

proliferation of CT-26 colon cancer cells which come from BALB/c mice. Method We determined the inhibitory

effect of different concentrations of ethanol extract of Oldenlandia diffusa on CT-26 cells' proliferation by using methyl
thiazolyl tetrazolium（MTT），and calculated the 50% inhibiting concentration（IC50） . Results As to the same

concentration，the inhibitory effect of the ethanol extract of Oldenlandia diffusa on CT-26 cells was increased with

time， for exsample: after treated with 0.08 mg/mL of ethanol extract of Oldenlandia diffusa for 24 h， 48 h and 72

h， the inhibitory rates of CT-26 cells were（16.67±9.35） %， （34.66±9.23）% and （40.07±9.16） %，

respectively. After treating CT-26 cancer cells for 24 h， 48 h and 72 h， the IC50 values of the ethanol extract of

Oldenlandia diffusa were 0.315，0.155 and 0.115 mg/mL， respectively. In the same treatment time， the inhibitory

effect of the ethanol extract of Oldenlandia diffusa on CT-26 cells was increased with the increase of concentration:

after treatment for 72 h with different concentrations（0.06 mg/mL，0.08 mg/mL，0.10 mg/mL，0.12 mg/mL， 0.14

mg/mL，0.16 mg/mL，0.18 mg/mL and 0.20 mg/mL） of the ethanol extract of Oldenlandia diffusa，the inhibitory
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rates of CT-26 cells were（35.46±3.59） %，（40.07±9.16）%， （40.77±6.92） %， （52.81±1.87）%，

（54.22±2.35） %，（68.72±3.71）%，（70.04±8.03）% and （71.84±3.12） %， respectively. Conclusion

The ethanol extract of olenlandia diffusa can inhibit the proliferation of CT-26 colon cancer cells from BALB/c mice

in a time and dose dependent manner.

［Key words］ Oldenlandia diffusa；BALB/c mice CT-26 colon cancer cell strain； IC50； MTT；Inhibition

化疗作为癌症的治疗方法之一，被广泛应用于

肿瘤的治疗，但目前所采用的大剂量给药的化疗方

法和所使用的化疗药物，毒副作用大，在治疗肿瘤

的同时，也对人体正常细胞具有杀伤作用，引起患

者恶心、呕吐、脱发、血小板减少、白细胞死亡

等．因此，寻找毒副作用小而效果明显的肿瘤治疗

药和采用小剂量给药的化疗方法，则成为目前肿瘤

化学治疗的方向之一．近年来的研究证明，中医药

在大肠癌的治疗过程中具有确切的疗效，表现为改

善临床症状、延长生存期、提高生活质量、控制疼

痛、防止复发等方面，与化疗配合，尚有增效减毒

的作用，在治疗大肠癌中有不可替代的优势[1]．目

前已有大量传统的中草药被证实具有抑癌作用，如

蒿甲醚的抑癌及抗血管生成作用[2]等．

白花蛇舌草（Oldenlondia diffusa Willd. Roxb或
Hedyotis diffusa Willd.）为茜草科耳草属一年生草本

植物，别名蛇舌草，蛇利草，目目生珠草，小叶锅

巴草等，始载于《广西中药志》，我国分布广泛，

主要分布于我国西南地区与浙江，福建，广州等地
[3].中药以全草入药，具有清热解毒，活血化瘀，消

肿止痛等功效．近年来大量研究报道表明白花蛇

舌草具有增强免疫力，抗氧化作用和抑瘤作用等

功效．另据报道，不同工艺白花蛇舌草提取物抗

肿瘤作用有差异：乙醇提取物＞冷水提取物＞煎煮

提取物[4]．但白花蛇舌草乙醇提取物的抗肿瘤作用

的物质基础及作用机制目前并不十分明确，并且其

对结肠癌抑制作用的文献报道也不多．本项研究通

过建立 BALB/C小鼠皮下 CT26结肠癌动物模型，

探讨白花蛇舌草乙醇提取物对小鼠 CT26结肠癌的

抑癌作用及其可能机制，为结肠癌的治疗提供一

种新的药物选择．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 BALB/c小鼠 CT-26结直肠癌细胞

株，购自美国 ATCC公司，保存于液氮．

1.1.2 药物 白花蛇舌草乙醇提取物，由云南大

学化学科学与工程学院高诚伟教授提供．

1.1.3 试剂 胎牛血清购自中国医学科学生物工

程研究所；RPMI 1640、PBS以及青霉素和链霉素

混合液购自 GIBCO 公司；0.25%胰蛋白酶购自

Hyclone公司；DMSO购自 SIGMA公司；MTT购自

SIGMA公司．

1.1.4 主要仪器 一次性细胞培养瓶和细胞培养

板（GIBCO公司），二氧化碳培养箱、生物安全柜

（Forma公司），倒置显微镜（Leica公司），BALB/c

小鼠饲养 IVC系统（苏州苏杭实验动物设备厂），

高速低温离心机（Heraeus公司），Bio-Rad550型

酶标仪（Bio-Rad公司）．

1.2 方法

1.2.1 CT-26 细胞的复苏 从 -80℃冰箱内取出

细胞，立即放入 38℃的水浴锅内，并摇动，使其

在 1 min内迅速溶解，用酒精擦拭外壳，全部转入

离心管，加入适量完全培养基 （改良型 1640 培
养液 +10%FBS+1%青霉素与链霉素混合液），以

1 000 r/min 的转速离心 5 min；小心吸去上清液，

加入少量完全培养基，小心吹打，使细胞悬浮均

匀，然后转入培养瓶，加入 2～3 mL的完全培养

基，摇匀，使细胞均匀分散在培养瓶底面，镜检细

胞后放入 37℃，5%CO2培养箱内培养．

1.2.2 培养换液 每天镜检细胞形态，观察细胞

数目，并作详细记录．如果观察到培养基内漂浮的

死亡细胞过多或培养基变色，便要进行换液．先去

除旧的培养基，用生理盐水清洗 2遍后，加入 2～

3 mL新的完全培养基，放入 37℃，5%CO2培养箱

内继续培养．

1.2.3 传代 当细胞大约长到铺满培养瓶底的

80%时（处于对数生长期），为避免细胞过多而造

成生长抑制要对细胞进行传代培养．首先倒掉旧

的培养基，用生理盐水清洗 2～3 遍，加入适量

0.25%胰酶恰好覆盖培养瓶底，置于培养箱内消化

3～5 min，镜检观察大部分细胞变圆浮起，立即加

入适量的完全培养基终止消化，小心吹打数次以使

细胞脱落，悬浮，转入离心管，以 1 000 r/min 的

转速离心 5 min；吸去上清液，加入少量完全培养

基吹打使细胞悬浮，将细胞悬液平均分到 2个新的

培养瓶中，每个培养瓶中加 2～3 mL完全培养基，

摇匀使细胞分散均匀，镜检后放入 37℃，5%CO2

培养箱内培养．
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1.2.4 细胞计数 倒掉旧的培养基，用生理盐水

清洗 2～3遍，充分清洗去除漂浮的死细胞，加入

适量 0.25%胰酶恰好覆盖培养瓶底，置于培养箱内

消化 3～5 min，镜检观察大部分细胞变圆浮起，立

即加入完全培养基终止消化，小心吹打数次，使细
胞充分混匀，吸取 20 滋L用生理盐水稀释 10倍，

用血球计数板进行计数，剩余细胞以传代处理并置

于培养箱内继续培养．准备干净的血球计数板，在

计数区上盖上盖玻片，将稀释好的细胞悬液充分混

匀，用移液器将细胞悬液从计数板中间平台两侧的

沟槽内沿盖玻片的下边缘滴入，让细胞悬液充满计

数区，勿使气泡产生，并用吸水纸吸去沟槽中流出

的多余细胞悬液．静置 5 min，细胞沉降到计数板

上，不再随液体漂移．将细胞计数板放置于显微镜

的载物台上，先在低倍镜下找到计数区，再转换高

倍镜观察并计数．25格×16格的细胞计数板计算

公式：细胞数 /mL＝80 小格内细胞个数 /80×

400×10 000×稀释倍数．根据用血球计数板计数

得到结果，用完全培养基调整细胞浓度为 1×105

个 /mL．

1.2.5 MTT比色法 取 3个 96孔板，在细胞板的

外周各孔均加入 200 滋L的生理盐水，其它各孔每
孔用移液器加入细胞浓度为 1×105个 /mL的细胞

悬液 200 滋L，使每孔细胞数 2.0×104个，其中设

置空白对照组 1个包括 6个复孔、实验组 9个在此

后的实验中依次用于加入不同浓度的药液（0.06、

0.08、 0.10、 0.12、 0.14、 0.16、 0.18、 0.20

mg/mL），每个浓度的药物组均设 6 个复孔，置

37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h；取出 96孔板，

用移液器小心吸去上清液，实验组每孔分别加入用

完全培养液配制的相应浓度的药物溶液 200 滋L，

每个浓度 6个复孔．空白对照组加 200 滋L的完全

培养液，置 37℃ 、5%CO2 培养箱中分别培养 24

h、48 h、72 h； 称取 10 mg MTT 溶于 2 mL PBS

中，过滤，取滤液 1.5 mL与 13.5 mL完全培养基混

匀；取出已培养到相应时间的培养板，用 25 mL注

射器吸干孔内的液体，每孔加入 200 滋L MTT 溶

液，放入培养箱内继续孵育 4 h，去除 MTT，每孔

加入 150 滋L DMSO，暗处振荡 15 min， 450 型
ELISA-Reader 酶标仪（Bio-Rad 公司） 490 nm 主

波长，630 nm副波长检测吸光度．以对照组细胞

活力为 100％，按公式计算不同浓度白花蛇舌草乙

醇提取物对 CT-26细胞增殖的抑制率：

细胞抑制率（%）＝ 1－药物组吸光度
对照组吸光度

×100％

借助 SPSS17.0软件求的 IC50值．

2 结果

MTT 法检测白花蛇舌草乙醇提取物处理后

BALB/c小鼠 CT-26结肠癌细胞的抑制率及半数抑

制浓度（IC50）．MTT法检测不同浓度的白花蛇舌

草乙醇提取物对 BALB/c小鼠 CT-26结肠癌细胞作

用不同时间后细胞的抑制率，见表 1．由表中可

见，经 0.06 mg/mL、 0.08 mg/mL、 0.10 mg/mL、

0.12 mg/mL、0.14 mg/mL、0.16 mg/mL、0.18 mg/mL

、0.20 mg/mL的白花蛇舌草乙醇提取物处理 24 h、

48 h、72 h后，CT-26细胞生长均受到不同程度的

抑制，抑制率随药物浓度和作用时间的增加而增

大，重复测量的方差分析结果显示，不同浓度各组

之间以及同一浓度不同时间各组之间差异有统计学
意义（ ＜0.05）．实验结果表明白花蛇舌草乙醇

提取物对大肠癌 CT-26细胞的增殖抑制不仅具有

量效关系而且还具有一定的时间依赖关系．量效时

效关系曲线见图 1.

各浓度白花蛇舌草乙醇提取物作用 72 h后，

利用 SPSS17.0分别计算白花蛇舌草乙醇提取物作

用 CT-26细胞 24 h、48 h、72 h的半数抑制浓度，

见表 2．由表 2可见随着作用时间的延长，白花蛇

舌草对 CT-26细胞的半数抑制浓度（IC50）逐渐减

小，其中 CT-26 细胞作用 24 h 的 IC50 为 0.315

mg/mL，48 h的 IC50为 0.155 mg/mL，72 h的 IC50为

0.115 mg/mL．

3 讨论

流行病学研究结果提示大肠癌是一种典型的与

环境和生活方式有关癌症，环境因素作用大于种族

和遗传因素．中医学的湿聚学说认为大肠癌是由于

饮食不节，醉饮无时，恣食肥腻；或久坐湿地，或

寒温失节，湿邪侵入；或情志失调，脾胃不和湿邪

留滞肠道，湿毒凝聚，反复发作而成[1]．

白花蛇舌草为民间常用药，现代研究表明其具

有广泛的药理活性，尤其以增强免疫与抗肿瘤活性

引起中外学者极大的关注，而且目前已有相应的注

射剂性白花蛇舌草药液应用与临床，适应症为呼吸

道感染、扁桃体炎、肺炎、胆囊炎、阑尾炎、痈疖

脓肿及手术后感染及癌症辅助治疗．研究表明，白
花蛇舌草能够通过刺激机体的免疫系统抵抗肿瘤的

生长和其他疾病的发生，从而对小鼠和人产生免疫

调节作用[4]．



项 目 24 h 48 h 72 h

IC50 0.315 mg/mL 0.155 mg/mL 0.115 mg/mL

浓 度 24 h 48 h 72 h

0.06 15.09±9.42* 27.04±8.78* 35.46±3.59

0.08 16.67±9.35*△ 34.66±9.23*△ 40.07±9.16△

0.10 20.56±6.05*△ 39.16±11.89*△ 40.77±6.92△

0.12 23.15±7.17*△ 46.52±4.37*△ 52.81±1.87△

0.14 25.18±7.33*△ 46.67±2.48*△ 54.22±2.35△

0.16 27.59±7.22*△ 53.22±8.53*△ 68.72±3.71△

0.18 29.63±6.51*△ 55.62±6.14*△ 70.04±8.03△

0.20 32.59±5.65*△ 56.18±3.03*△ 71.84±3.12△

表 1 MTT法检白花蛇舌草处理后 CT-26细胞的抑制率［%，（x±s）］
Tab. 1 Inhibition rate of CT-26 cells treated with Oldenlandia diffusa by MTT assay［%，（x±s）］

表 2 MTT法检测白花蛇舌草乙醇提取物对 CT-26的半数
抑制浓度(IC50) (mg/mL)

Tab. 2 50% inhibiting concentration (IC50) of CT-26
cells treated with Oldenlandia diffusa by MTT
assay(mg/mL)

图 1 MTT法检测白花蛇舌草对 CT-26细胞抑制作用的量

效时效关系曲线

Fig. 1 Dose-effect and Time-effect curve of Olden-

landia diffusa on CT-26 cells by MTT assay

本研究结果显示，随着白花蛇舌草乙醇提取物

浓度的增加，对大肠癌 CT-26细胞株增殖的抑制
率逐渐增高，表明白花蛇舌草乙醇提取物对大肠癌

CT-26细胞株的抑制作用具有一定的量效关系；

研究结果还显示，随着白花蛇舌草乙醇提取物对

大肠癌 CT-26细胞株作用时间的增加，对大肠癌

CT-26细胞株增殖的抑制率逐渐增高，表明白花蛇

舌草乙醇提取物对大肠癌 CT-26细胞株的抑制作

用具有明显的时间效应关系．

综上所述，白花蛇舌草乙醇提取物对大肠癌

CT-26细胞的抑制作用具有一定的时效和量效关

系.
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与 72 h比较，* ＜0.05；与 0.06组比较，△ ＜0.05.
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