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摘 要 目的：探讨小叶莲提取物、有效成分及成分组合对人乳腺癌细胞增殖的影响及机制。方法：采用酸性磷酸酶法测定小叶

莲 4种提取物[乙醇提取物（Xc）、乙醇提取物石油醚萃取物（Xp）、乙醇提取物乙酸乙酯萃取物（Xe）、乙醇提取物正丁醇萃取物

（Xz）]、5种有效成分[鬼臼毒素（S1）、去氧鬼臼毒素（S2）、4-去甲去氧鬼臼毒素（S3）、8-异戊烯基山柰酚（S4）、8，2′-二异戊烯基槲皮

素-3-甲醚（S5）]以及3种有效成分组合{组合1[S1-S2-S3-S4-S5（2 ∶ 4 ∶ 1 ∶ 4 ∶ 32），Z1]、组合2[S2-S4（1 ∶ 1），Z2]、组合3[S3-S4（1 ∶ 4），Z3]}对人

乳腺癌MDA-MB-231、MCF-7细胞增殖的影响；流式细胞仪检测上述样品对MDA-MB-231、MCF-7（或T47D）细胞周期和细胞线

粒体膜电位的影响。结果：小叶莲有效成分组合Z1对MDA-MB-231、MCF-7细胞具有显著抑制作用，其半数抑制浓度（IC50）分别

为（0.27±0.2）、（0.11±0.1）μg/mL；提取物Xc、Xp、Xe，有效成分S2、S4以及成分组合Z2、Z3对MDA-MB-231、MCF-7（或T47D）细胞

的增殖均有较强抑制作用，IC50均小于15 μg/mL；各提取物和有效成分均可阻滞MDA-MB-231、MCF-7细胞周期于G2/M期；各有

效成分组合均可阻滞MDA-MB-231、T47D细胞周期于G0/G1期，并能降低MDA-MB-231、T47D细胞线粒体膜电位。结论：小叶莲

有效成分及成分组合可通过影响细胞周期和线粒体膜电位，从而抑制乳腺癌细胞的增殖。
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Effects of Active Constituents of Sinopodophylli Fructus on Cell Proliferation，Cell Cycle and Mitochon-
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the effects and mechanism of extracts，active constituents and constituent combination of

Sinopodophylli Fructus on cell proliferation of human breast cancer. METHODS：Acid phosphatase method was conducted to deter-

mine the effects of 4 extracts [ethanol extract（Xc），petroleum ether extract from ethanol extract（Xp），ethyl acetate extract from

ethanol extract（Xe），n-butanol extract from ethanol extract（Xz）]，5 active constituents [podophyllotoxin（S1），deoxypodophyllo-

toxin （S2），4-desmethyl deoxypodophyllotoxin （S3），8-isopentenyl kaempferol （S4），8，2′-diisoprenyl quercetin-3-methyl ether

（S5）] and 3 active constituent combination [combination 1，S1-S2-S3-S4-S5（2 ∶ 4 ∶ 1 ∶ 4 ∶ 32），Z1；combination 2，S2-S4（1 ∶ 1），Z2；

combination 3，S3-S4（1 ∶ 4），Z3] on the MDA-MB-231，MCF-7 cell proliferation；flow cytometry was adopted to detect the effects

of above-mentioned samples on MDA-MB-231，MCF-7（T47D）cell cycle and mitochondrial membrane potential. RESULTS：The

active constituent combination Z1 showed significant inhibitory effects on MDA-MB-231，MCF-7 cells，the half inhibitory concen-

trations（IC50）were（0.27±0.2），（0.11±0.1）μg/mL；extracts Xc，Xp，Xe，active constituents S2，S4 and active constituent combi-

nation Z2，Z3 showed relatively strong inhibitory effects on MDA-MB-231，MCF-7（T47D）cell proliferation（IC50＜15 μg/mL）.

Both extracts and active constituents can block MDA-MB-231，MCF-7 cell cycle in G2/M phase；all active constituents can block

MDA-MB-231，T47D cell cycle in G0/G1 phase，and can reduce MDA-MB-231，T47D cell mitochondrial membrane potential.

CONCLUSIONS：The active constituents and constituent combination of Sinopodophylli Fructus can inhibit cell proliferation of

breast cancer by affecting cell cycle and mitochondrial mem-

brane potential.

KEYWORDS Sinopodophylli Fructus；Active constituent；

Active constituent combination；Human breast cancer MDA-

MB-231 cells；Human breast cancer MCF-7 cells；Human
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小叶莲为小檗科植物桃儿七 [Sinopodophyllum

hexandrum（Rolyle）Ying]的干燥成熟果实，具有活血调

经的功效，用于血瘀经闭、难产、死胎、胎盘不下等多种

妇科病[1]，被誉为专治妇女病的特效藏药。小叶莲主要

含有黄酮类和木脂素类成分，其中以 8，2′-二异戊烯基

槲皮素-3-甲醚和 8-异戊烯基山柰酚等异戊烯基黄酮以

及鬼臼毒素、去氧鬼臼毒素和 4′-去甲去氧鬼臼毒素等

芳基四氢萘类木脂素为主要成分[2-6]。文献报道，小叶莲

乙醇提取物对小鼠移植性肝癌、艾氏腹水癌和裸鼠移植

性乳腺癌均具有明显的抑瘤作用[7-8]，对人乳腺癌、人口

腔上皮癌、前列腺癌及大鼠神经胶质细胞具有显著的细

胞毒活性[2，8-9]。鬼臼毒素类木脂素是公认的具有抗肿瘤

活性的一类成分[10]；而黄酮类，特别是异戊烯基黄酮被

认为是很有前景的抗肿瘤药物，具有抗氧化、抗菌、抗

炎、雌激素样作用等多种生物活性[11-14]。

本课题组前期研究发现，小叶莲乙醇提取物、乙酸

乙酯萃取物以及小叶莲主要成分8，2′-二异戊烯基槲皮

素-3-甲醚和槲皮素对人乳腺癌细胞MCF-7裸鼠移植瘤

具有明显的抑瘤作用，对人乳腺癌 T47D、MCF-7 和

MDA-MB-231细胞增殖有明显抑制作用[2，8]。在前期研

究基础上，本研究采用人乳腺癌T47D、MCF-7和MDA-

MB-231细胞株，对小叶莲乙醇提取物及其不同极性萃

取部分、从小叶莲抗乳腺癌有效部位乙酸乙酯萃取物中

分离得到的各种有效成分以及有效成分组合进行体外

乳腺癌细胞增殖抑制试验，并初步探讨其对乳腺癌细胞

周期和细胞线粒体膜电位的影响，为进一步明确小叶莲

抗乳腺癌的有效成分和作用机制提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

680 型 Microplate Reader 酶标仪（美国 Bio-Rad 公

司）；FACS Clibur型流式细胞仪（美国Becton Dickinson

公司）。

1.2 药品与试剂

注射用顺铂（无菌分装粉针剂，齐鲁制药有限公司，

批号：1060171DB，规格：10 mg）；紫杉醇注射液（扬子江

药业集团有限公司，批号：10031812，规格：16.7 mL ∶
100 mg）；鬼臼毒素（S1）、去氧鬼臼毒素（S2）、4′-去甲去

氧鬼臼毒素（S3）、8-异戊烯基山柰酚（S4）和8，2′-二异戊

烯基槲皮素-3-甲醚（S5）为笔者从小叶莲中分离得到，通

过 1H-NMR、13C-NMR谱等方法鉴定其化学结构，经高效

液相色谱（HPLC）-二级管阵列检测（DAD）面积归一化

法测定各化合物纯度均高于98％；小叶莲有效成分组合

1[S1-S2-S3-S4-S5（2 ∶4 ∶1 ∶4 ∶ 32），m/m/m/m，Z1]、组合 2[S2-S4

（1 ∶1），m/m，Z2]、组合3[S3-S4（1 ∶4），m/m，Z3]；小叶莲乙醇

提取物（Xc）、乙醇提取物石油醚萃取物（Xp）、乙醇提取

物乙酸乙酯萃取物（Xe）、乙醇提取物正丁醇萃取物（Xz）

按文献[8]方法制备，单体化合物和有效成分组合以二甲

基亚砜（DMSO）制备成浓度均为10 µmol/mL的贮备液，

即 S1、S2、S3、S4的质量浓度分别为 4.14、3.98、3.84、3.54、

4.52 mg/mL，Z1、Z2、Z3的质量浓度分别为4.34、3.76、3.60

mg/mL；将小叶莲提取物以DMSO制备成质量浓度均为

10 mg/mL的贮备液；DMEM培养基、新生小牛血清（美

国Gibco公司）；硝基苯磷酸盐（美国Fluka公司）；其余试

剂均为国产分析纯，均由北京化工厂生产。

1.3 细胞株

人乳腺癌 MDA-MB -231细胞株、人乳腺癌 MCF-7

细胞株和人乳腺癌T47D细胞株由北京大学医学部肿瘤

生物中心杜晓娟副教授提供。

2 方法
2.1 细胞培养

人乳腺癌 MDA-MB -231细胞株、人乳腺癌 MCF-7

细胞株和人乳腺癌T47D细胞株均用含10％新生小牛血

清、100 u/mL青霉素和 100 u/mL链霉素的DMEM培养

基于 37 ℃、95％湿度、5％CO2的孵箱中培养，细胞接近

融合时用2.5 g/L胰蛋白酶消化传代，同时接种细胞进行

试验。

2.2 酸性磷酸酶法检测细胞增殖及增殖抑制率

按照文献[15]方法，取对数生长期细胞消化后制成

细胞悬液，按1.5×103个/孔的密度接种于96孔培养板中，

培养 24 h待细胞完全贴壁后，实验组分别加入 1、5、25、

50、100 µg/mL质量浓度的小叶莲提取物或者浓度为 1、

5、10、50、100 µmol/L的单体化合物和有效成分组合；阴

性对照组加入DMEM培养液；顺铂组（阳性对照）分别

加入 1、2、4、6、8、10 µg/mL质量浓度的顺铂溶液。每个

浓度设6个复孔，分别于作用24、48、72 h后弃去培养基，

各孔用磷酸盐缓冲液（PBS）100 µL洗2遍，弃PBS，加入

10 mmol/L的硝基苯磷酸盐溶液 100 µL（0.1 mol/L醋酸

缓冲液制备，含 0.1％Triton X-100），置于 37 ℃孵育 2 h

后，每孔加入1 mol/L氢氧化钠溶液10 µL终止反应。用

酶标仪检测 405 nm 波长处吸光度（A），重复试验 3次。

计算细胞的增殖抑制率[增殖抑制率（％）＝（1－实验组

平均 A 值/阴性对照组平均 A 值）×100％]。采用 SPSS

21.0软件计算半数抑制浓度（IC50）。

2.3 流式细胞术检测细胞周期

小叶莲提取物和单体化合物的实验组采用人乳腺

癌MDA-MB-231和MCF-7细胞，Xc和Xe加入的质量浓

度均为25 µg/mL，S2、S3、S4加入的质量浓度分别为3.98、

3.84、17.7 µg/mL；有效成分组合的实验组采用人乳腺癌

MDA-MB-231和 T47D 细胞，Z1、Z2、Z3加入的质量浓度

分别为0.217、0.94、51.8 µg/mL；阴性对照组加入DMEM

培养液；紫杉醇组（阳性对照）加入紫杉醇 2 µg/mL。上

述各组分别于作用 24、48 h后，用胰蛋白酶溶液消化细

胞，PBS洗涤，加入冰预冷的 70％乙醇 3 mL，4 ℃固定 1

h，PBS 洗涤 2次，加入 0.2 mg/mL RNA 酶室温保温 30
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min，加入终质量浓度为 20 mg/L 的碘化丙啶，温育 30

min。应用流式细胞仪检测样品对乳腺癌细胞周期的影

响，不同分期细胞所占比例采用ModFit LT细胞周期分

析软件进行分析。

2.4 流式细胞术检测细胞线粒体膜电位

人乳腺癌 MDA-MB-231和 T47D 细胞株在 DMEM

培养液中培养。小叶莲有效成分组合实验组Z1、Z2、Z3加

入质量浓度分别为 0.217、0.94、1.8 µg/mL，阴性对照组

加入DMEM培养液，紫杉醇组（阳性对照）加入紫杉醇2

µg/mL。作用24 h后，经胰蛋白酶溶液消化细胞，冷PBS

洗涤，500 μL PBS重悬细胞，再加入 500 μL Rhodamine

123（10 mg/L）用以标记活细胞，终浓度为 0.14 μmol/L。

37 ℃孵育30 min 后，PBS洗涤细胞3 次，PBS重悬细胞，

流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位（激发波长为 488

nm，发射波长为525 nm）。

3 结果
3.1 小叶莲提取物、有效成分和成分组合对人乳腺癌细

胞增殖的影响

3 种小叶莲提取物 Xc、Xp、Xe 均可较好地抑制

MDA-MB-231细胞的增殖，Xz作用不明显；5种单体化

合物对MDA-MB-231细胞的增殖均有一定抑制作用，以

S3作用最强；在高浓度（100 µmol/L）时 2种异戊烯基黄

酮类成分S4、S5表现出较强的抑制作用，其抑制率分别为

94.8％、98.6％，其作用强于 3种木脂素类成分 S1、S2、S3

（抑制率分别为50.0％、60.2％、69.9％）；3种有效成分组

合中以Z1作用最强。

各样品对MCF-7细胞的增殖均有一定的抑制作用，

4种不同极性小叶莲提取物中以Xe的作用最强；5种单

体化合物中以 S2 作用最强，S4、S5 则在高浓度（100

µmol/L）下表现出较强的抑制活性（抑制率分别为

81.2％、92.1％）；3种有效成分组合中以 Z1作用最强。

IC50测定结果见表1。

3.2 小叶莲提取物、有效成分和成分组合对细胞周期的

影响

3.2.1 小叶莲提取物及有效成分对 MDA-MB-231和

MCF-7细胞周期的影响 小叶莲各提取物和单体化合

物与MDA-MB-231细胞分别作用24 h后，与阴性对照组

比较，各实验组G0/G1期细胞比例明显降低，G2/M期细胞

比例明显升高；小叶莲各提取物和单体化合物与MCF-7

细胞分别作用24 h后，与阴性对照组比较，各实验组G0/G1

期细胞比例显著升高、S期细胞比例明显降低；紫杉醇组

也表现出同样的抑制作用，结果见表2。

3.2.2 小叶莲有效成分组合对 MDA-MB-231、T47D 细

胞周期的影响 小叶莲有效成分组合与MDA-MB-231、

T47D细胞分别作用24 h后，与阴性对照组比较，各实验

组G0/G1期细胞比例明显降低，G2/M期细胞比例明显升

高；紫杉醇组也表现出同样的抑制作用，结果见表3。

表 3 小叶莲有效成分组合作用 24 h 后对 MDA-MB-

231、T47D细胞周期的影响（％％）

Tab 3 Effects of Sinopodophylli Fructus active constit-

uents on MDA-MB-231 and T47D cell cycle af-

ter 24 h（％％）

组别

阴性对照组
紫杉醇组
Z1组
Z2组
Z3组

MDA-MB-231细胞周期分布
G0/G1

45.72

3.07

2.86

2.34

1.82

S

39.25

14.53

23.70

20.90

20.21

G2/M

15.03

82.40

73.44

76.76

77.97

T47D细胞周期分布
G0/G1

71.29

6.86

5.05

4.53

3.97

S

19.17

17.15

22.56

18.05

17.43

G2/M

9.54

75.99

72.39

77.42

78.10

3.3 小叶莲有效成分组合对细胞线粒体膜电位的影响

小叶莲有效成分组合Z1、Z2、Z3作用MDA-MB-231、

T47D细胞24 h后，弱荧光细胞（M1）与阴性对照组比较

开 始 增 多 ，常 荧 光 细 胞（M2）相 应 地 减 少 ，提 示

MDA-MB-231和T47D细胞在不同的小叶莲有效成分组

表 1 小叶莲提取物、有效成分和成分组合作用 48 h后

对细胞的 IC50测定结果（x±±s，µg/mL，n＝6）

Tab 1 Determination results of IC50 of Sinopodophylli

Fructus extracts，active constituents，constitu-

ent combination on cell after 48 h（x ±± s，µg/

mL，n＝6）

组别
阴性对照组
顺铂组
Xc组
Xp组
Xe组
Xz组
S1组
S2组
S3组
S4组
S5组
Z1组
Z2组
Z3组

MDA-MB-231

21.27±0.3

14.01±0.1

1.00±0.4

0.62±0.1

-

2.68±0.2

2.10±0.3

0.28±0.1

10.20±0.5

11.50±0.4

0.27±0.2

2.72±0.3

1.27±0.2

MCF-7

25.96±0.4

2.67±0.2

2.08±0.3

1.26±0.1

16.59±0.5

9.08±0.4

1.00±0.1

16.55±0.4

10.24±0.6

24.40±0.5

0.11±0.1

5.43±0.4

0.74±0.1

注：“-”表示 IC50＞100 µg/mL

Note：“-”means IC50＞100 µg/mL

表 2 小叶莲提取物及有效成分作用 24 h后对MDA-

MB-231、MCF-7细胞周期的影响（％％）

Tab 2 Effects of Sinopodophylli Fructus extracts and

active constituents on MDA-MB-231，MCF-7

cell cycle after 24 h（％％）

组别

阴性对照组
紫杉醇组
Xc组
Xe组
S2组
S3组
S4组

MDA-MB-231细胞周期分布
G0/G1

56.07

6.01

7.58

9.57

9.44

8.39

7.94

S

40.24

37.01

48.12

37.40

49.95

46.98

49.96

G2/M

3.69

56.98

44.29

53.02

40.61

44.62

42.10

MCF-7细胞周期分布
G0/G1

65.55

89.09

90.10

89.62

90.18

90.19

90.24

S

19.24

3.41

2.48

3.84

3.79

1.71

6.07

G2/M

15.22

7.50

7.42

6.54

6.03

8.10

3.68
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合作用下，线粒体跨膜电位受到影响而下降，使得进入

细胞内的荧光染料减少、M1百分比增高。

表 4 小叶莲有效成分组合对人乳腺癌MDA-MB-231

和T47D细胞线粒体膜电位的影响（％％）

Tab 4 Effects of Sinopodophylli Fructus active con-

stituents on mitochondrial membrane poten-

tial in MDA-MB-231，T47D cell after 24 h（％％）

组别

阴性对照组
紫杉醇组
Z1组
Z2组
Z3组

MDA-MB-231细胞比例
M1

6.62

14.91

42.37

38.32

39.25

M2

93.38

85.09

57.63

61.68

60.75

T47D细胞比例
M1

2.43

30.26

35.92

34.66

35.90

M2

97.57

69.74

64.08

65.34

64.10

4 讨论

本研究在前期研究工作的基础上通过细胞试验进

一步证明了小叶莲提取物乙酸乙酯部位为小叶莲抑制

乳腺癌的有效部位。从小叶莲乙酸乙酯萃取物中分离

得到的5种单体化合物，其中3种鬼臼毒素类木脂素S1、

S2和S3对2种类型乳腺癌细胞均表现出了较强的抑制作

用，S3对 MDA-MB-231细胞的抑制作用最强，S2则对

MCF-7细胞的抑制作用最强；异戊烯基黄酮类化合物S4

和 S5 在 高 浓 度（100 µmol/L）下 对 人 乳 腺 癌 细 胞

MDA-MB-231 和 MCF-7的增殖表现出较强的抑制作

用。3种有效成分组合分别为根据各单体化合物在小叶

莲药材中的含量比例配合而成，其中Z1为3种鬼臼毒素

类木脂素和2种异戊烯基黄酮类成分按一定比例组合而

成，其对乳腺癌细胞的抑制作用强于各单体化合物。结

果提示，小叶莲中所含的木脂素类和异戊烯基黄酮类化

合物可能通过不同的作用途径发挥抗乳腺癌活性，各有

效成分组合会产生叠加作用。

本研究用实验样品对3种乳腺癌细胞周期的影响不

同（因不同实验阶段实验室内细胞生长等原因，小叶莲

提取物和单体化合物选择MDA-MB-231和MCF-7细胞

株，化合物组合样品选择 MDA-MB-231和 T47D 细胞

株）。对于乳腺癌细胞株MDA-MB-231，Xc、Xe及S2、S3、

S4及成分组合Z1、Z2、Z3均将细胞阻滞在G2/M期；对于乳

腺癌细胞株T47D，各有效成分组合Z1、Z2、Z3均将细胞阻

滞在G2/M期；而对于乳腺癌细胞株MCF-7，提取物及各

单体化合物将细胞阻滞在G0/G1期。小叶莲提取物、有

效成分及成分组合对不同的乳腺癌细胞周期产生的影

响不同，各有效成分组合均能降低 MDA-MB-231细胞

和 T47D细胞线粒体膜电位，具体作用机制有待进一步

研究。
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