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恶性肿瘤严重威胁人类健康，给人类带来了巨大的精神

压力和经济负担。随着现代技术的发展，抗肿瘤中草药的发

掘和筛选成为抗肿瘤的主要发展方向之一。夜香树又名夜来

香，主要分布于我国南方地区，为茄科夜香树属植物（Cestrum

nocturnum，Linn.，简称 CN）。CN 性温、味辛，具行气止痛、镇

定之功效，民间用于治疗胃脘痛。研究报道，CN提取物具有

镇痛、中枢抑制、局部麻醉[1]和抗糖尿病[2]作用。然而，其抗肿

瘤方面的研究却鲜见报道。研究发现，CN花、叶及嫩枝具有

良好的抗肿瘤作用 [3-4]，且其活性部位主要在正丁醇部位 [5-6]。

为进一步研究CN正丁醇部位抗肿瘤作用的有效组分，笔者采

用不同比例氯仿-甲醇（1 ∶ 9、1 ∶ 7）梯度洗脱正丁醇提取物得到

流份C6和C7，并选用人胃癌SGC7901细胞为受试细胞，通过

体外试验研究流份C6和C7的抗肿瘤活性，为开发CN的抗肿

瘤功效提供依据。

1 材料
1.1 仪器

381型CO2培养箱（美国Life Technologies 公司）；TE2000-

U型倒置荧光显微镜（日本尼康株式会社）；Sunrise型酶标仪

（美国Biocell Technology公司）。
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摘 要 目的：研究夜香树（CN）叶正丁醇提取物中流份C6、C7对人胃癌细胞SGC7901增殖和凋亡的影响。方法：采用不同比例

的氯仿-甲醇（1 ∶9、1 ∶7）对CN叶正丁醇部位梯度洗脱，得到流份C6和C7。将SGC7901细胞分为空白对照组和C6、C7组。分别用

0（空白对照）、5、10、20、40、80 μg/ml的C6、C7培养SGC7901细胞72 h后采用MTT法检测其对细胞的增殖抑制作用，计算增殖抑

制率、半数抑制浓度（IC50）；用10 μg/ml C6、C7培养SGC7901细胞72 h后，采用集落形成法检测其对细胞的集落形成能力的影响，

计算集落形成率；瑞氏-姬姆萨混染法、Hoechst 33258/碘化丙啶（PI）染色法观察细胞形态学变化。结果：MTT结果显示，流份 C6、

C7对SGC7901细胞增殖有不同程度的抑制作用，抑制率分别为22.1％～80.0％、19.6％～79.7％，IC50分别16.4、18.05 μg/ml。与空

白对照组比较，C6和C7组细胞的集落形成率降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；给药组细胞凋亡细胞、死细胞更多。结论：CN叶

正丁醇提取物中流份C6、C7可显著抑制SGC7901细胞增殖并诱导其凋亡。
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Effects of Flow Components C6 and C7 in N-butyl Alcohol Extract from the Leaves of Cestrum nocturnum
on the Proliferation and Apoptosis of Human Gastric Cancer Cell SGC7901
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of flow components C6 and C7 in n-butyl alcohol extract from the leaves of Ces-

trum Nocturnum（CN）on the proliferation and apoptosis of human gastric cancer cell SGC7901. METHODS：C6 and C7 were ob-

tained by using different ratio of chloroform and methanol（1 ∶ 9，1 ∶ 7）to the gradient elution of CN leaves. After cultured with 0

（blank control），5，10，20，40，80 μg/ml C6 and C7 for 72 h，inhibitory effect of C6 and C7 on the proliferation of SGC7901 was

determined by MTT assay. Inhibitory rate and IC50 were calculated. After SGC7901 were cultured with 10 μg/ml C6 and C7 for 72

h，colony formation assay was utilized to detect the effects of C6 and C7 on the cell colony formation，and the rate of colony for-

mation was calculated. In addition，Wright/Giemsa and Hoechst33258/PI staining assay were used to observe the change of cytomor-

phology. RESULTS：MTT showed that C6 and C7 had inhibitory effect on the proliferation of SGC7901 to different extent；inhibi-

tory rates were 22.1％ -80.0％ and 19.6％ -79.7％，and IC50 were 16.4，18.05 μg/ml，respectively. Compared with blank control

group，colony formation rate of C6 and C7 group decreased，with statistical significance（P＜0.05）. The number of apoptotic cells

was more in treatment group than in other groups. CONCLUSIONS：Flow components C6 and C7 in n-butyl alcohol extract from

the leaves of CN can inhibit the proliferation of SGC7901 cells and induce the apoptosis of them.

KEYWORDS Leaves of Cestrum Nocturnum；N-butyl alcohol extract；SGC7901 cell；Proliferation；Apoptosis
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1.2 药材与试剂

CN叶采自广西境内，经广西中医药大学药用植物教研室

刘寿养教授鉴定为茄科夜香树属植物夜香树Cestrum noctur-

num，Linn.的叶；胚胎牛血清（FBS）、RPMI1640培养基（美国

Life Technologies 公司）；MTT、碘化丙啶（PI）、Hoechst 33258

染液（美国 Sigma-Aldrich 公司，批号：080521、P-4170、23491-

45-4，纯度：98％、94％、98％）；其余试剂均为国产分析纯。

1.3 细胞株

人胃癌SGC7901细胞株购自上海细胞生物研究所。

2 方法
2.1 细胞培养

人胃癌SGC7901细胞株用含10％ FBS的RPMI 1640培养

液于37 ℃、5％ CO2培养箱中培养，0.25％胰蛋白酶消化传代，

取对数生长期细胞用于试验。

2.2 CN叶正丁醇部位流份C6、C7的提取

CN叶经日晒干燥后分别用 95％、50％乙醇渗漉提取，并

将两部分浸膏合并得乙醇总浸膏。乙醇总浸膏用硅胶拌匀

后，用水饱和正丁醇回流提取，得正丁醇部位浸膏，将浸膏烘

干至恒质量，精密称定，计算浸膏得率：浸膏得率（％）＝浸膏

质量/药材总质量×100％。经计算，正丁醇部位浸膏得率为

1.25％。将正丁醇部位浸膏加无水乙醇溶解后用100～200目

的硅胶拌样并装柱，依次用1 ∶ 9、1 ∶ 7（V/V）的氯仿-甲醇进行梯

度洗脱，分别获得流份C6、C7。

2.3 分组及干预方法

将对数生长期细胞分为空白组和给药组。前期MTT试验

结果显示，流份C6、C7在 20 μg/ml时对SGC7901细胞的增殖

抑制率分别为 59.2％和 55.5％。为进一步探讨其对SGC7901

细胞的增殖抑制作用，笔者在本次MTT试验中将给药组C6、

C7质量浓度均设置为 5、10、20、40、80 μg/ml；在集落形成试

验、瑞氏-姬姆萨混染试验和Hoechst33258/PI染色试验中给药

组C6、C7的质量浓度均为 10 μg/ml。上述试验中的空白对照

组则加入等体积的培养液。

2.4 MTT法测定流份C6、C7对SGC7901细胞的增殖抑制率

在 96孔培养板中按 1 000个细胞/孔加入 200 μl 含 10％

FBS的RPMI 1640培养液。将细胞置于培养箱中培养24 h，待

细胞贴壁后，分别加入不同质量浓度的C6、C7，置于培养箱中

培养72 h。培养结束前4 h弃去上清液，按200 μl /孔加入新鲜

制备的含0.2 mg/ml MTT的无血清培养液，37 ℃继续培养4 h，

弃去上清液，按 200 μl/孔加入二甲基亚砜，振荡混匀后，在酶

标仪上以波长为 450 nm测定光密度（OD450）值。按以下公式

计算药物对肿瘤细胞增殖的抑制率：增殖抑制率（％）＝（1－

试验组 OD450值/空白对照组 OD450值）×100％；用 SPSS 11.5软

件计算半数抑制浓度（IC50）。试验重复3次。

2.5 集落形成试验

取对数生长期的细胞制成单个分散细胞悬液，活细胞计

数，用含 10％ FBS 的 RPMI 1640培养液配成细胞密度为 100

ml－1的细胞悬液，于35 mm培养皿中分别加入含和不含药物的

细胞悬液 2 ml，置于培养箱中培养 7 d，弃去培养液，先用瑞氏

染色液染色 5 min，然后用姬姆萨染液与Sorensen磷钼酸缓冲

液以 1 ∶ 9混合成工作液（现配现用）染色 10 min，流水冲洗、晾

干，在20倍的显微镜下计数含50个细胞以上的集落。空白对

照组以培养液代替受试药物，结果以集落形成率和集落形成

抑制率表示。集落形成率（％）＝集落数/接种细胞数×100％，

集落形成抑制率（％）＝1－集落数/空白对照组集落数×

100％。试验重复3次。

2.6 瑞氏-姬姆萨混染法观察细胞形态

取对数生长期细胞，用含 10％ FBS 的 PRMI1640培养液

配成 1×105 ml－1的细胞悬液，接种在 35 mm的培养皿中，细胞

贴壁后，分别加入含和不含药物的培养液2 ml，置于培养箱中

培养 72 h。培养结束后，弃培养液，用甲醇固定 10 min。染色

操作同“2.5”项下方法。流水冲洗、晾干，镜检。

2.7 Hoechst33258/PI染色法观察细胞形态

细胞的接种、培养同“2.6”项下方法。培养结束后，弃去培

养液用 PBS 洗 1次，加入 2 mmol/L Hoechst 33258 2 μl 和 50

μg/ml PI染色液20 μl。37 ℃下染色15 min，滴加封片液，在倒

置荧光显微镜下紫外光激发，40倍物镜观察。

2.8 统计学方法

采用 SPSS 11.5统计软件处理数据。数据以x±s表示，计

量资料采用 t检验分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 流份C6、C7对SGC7901细胞增殖的影响

随着C6和C7质量浓度增加，对 SGC7901细胞增殖的抑

制作用也增加，5 μg/ml C6和C7对SGC7901细胞增殖的抑制

率分别为22.1％和19.6％；当C6和C7质量浓度增加至80 μg/ml

时，细胞增殖的抑制率分别达到80％和79.7％，表明流份C6和

C7对SGC7901细胞增殖的抑制作用呈浓度依赖性。流份C6、

C7对SGC7901细胞的 IC50分别为16.14、18.05 μg/ml，结果详见

表1。

表1 细胞增殖抑制率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Results of inhibitory rate of cells（x±±s，n＝3）

受试药物
空白对照
C6

C7

药物质量浓度，μg/ml

0

80

40

20

10

5

80

40

20

10

5

抑制率，％

80.0±2.05

72.1±4.53

57.2±3.73

41.7±3.64

22.1±4.25

79.7±3.54

69.3±3.23

55.3±4.73

37.5±3.62

19.6±2.44

IC50，μg/ml

16.14

18.05

3.2 流份C6和C7 对SGC7901细胞集落形成的影响

与空白对照组比较，流份C6、C7组（10 μg/ml）SGC7901细

胞集落数、集落形成率降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；

C6、C7组（10 μg/ml）细胞集落形成抑制率分别为 55.26％和

50.00％，结果详见表2。

表2 细胞集落形成率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of colony formation rate of cells（x±±s，n＝3）

组别
空白对照

C6

C7

集落数
114±7

51±8＊

57±9＊

集落形成率，％
57.16±0.03

25.66±0.04＊

28.67±0.04＊

集落形成抑制率，％

55.26

50.00

注：与空白对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control，＊P＜0.05
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图1 细胞形态学观察结果

Fig 1 Morphology of cells

A

空白对照 C6 C7

空白对照 C6 C7

B

3.3 流份C6、C7对SGC7901细胞形态的影响

瑞氏-姬姆萨混染法染色结果显示，空白对照组细胞的细

胞膜较完整、胞质透明、核膜完整、核大而圆；而C6和C7组的

细胞均出现凋亡而变圆变小、核质固缩，详见图1A。

Hoechst33258/PI 染色结果显示，由于正常细胞对染料有

拒染性，故空白对照组细胞蓝色和红色的荧光较少；C6和C7

组均出现呈强蓝色荧光的凋亡细胞及呈弱蓝色、强红色荧光

的死细胞，详见图1B。

4 讨论
利用MTT和集落形成法，以抑制肿瘤细胞增殖为活性指

标，是目前一种经济、快速、简便的药物筛选方法。MTT法可

通过溶解于二甲基亚砜中甲臜结晶颜色的深浅来反映活细胞

的生长能力[7]；而集落形成法可反映肿瘤细胞中具有增殖活性

的干细胞的增殖能力[8]。细胞集落形成率下降说明肿瘤细胞

群体中干细胞比例减少，对肿瘤细胞增殖产生抑制作用[9]。本

试验首先对流份C6和C7进行MTT试验，结果表明，流份C6

和C7对SGC7901细胞的增殖有明显的抑制作用，且抑制作用

呈浓度依赖性（见表1）；然后采用集落形成法进一步评价流份

C6和 C7对 SGC7901细胞增殖的影响，结果表明，流份 C6和

C7在质量浓度为10 μg/ml时即可显著抑制SGC7901细胞的集

落形成，且集落形成率与空白对照组相比有显著性差异（P＜

0.05）。上述结果提示，流份C6和C7可显著抑制SGC7901细

胞增殖。

抗肿瘤药物的抗肿瘤作用除了体现在抑制肿瘤细胞增殖

以外，还包括促进肿瘤细胞坏死或凋亡[10]。肿瘤细胞发生凋亡

时，由于不断脱水，会出现细胞质不断浓缩、细胞体积减少、细

胞核裂解产生凋亡小体等细胞形态学改变[11]。因此，本试验首

先采用瑞氏-姬姆萨混染法观察药物作用后 SGC7901细胞的

形态学变化。结果表明，给药组出现细胞变圆、体积变小、核

质固缩等典型的凋亡特征（图1A）。此外，笔者还采用Hoech-

st33258/PI 染色法观察药物对 SGC7901细胞凋亡形态的影

响。PI可使坏死细胞着色，呈强红色荧光；而Hoechst 33258可

渗透过细胞膜，使活细胞染成红色荧光，凋亡细胞染成蓝色荧

光[12]。由图 1B可观察到，给药组可观察到很多强蓝色荧光的

调亡细胞和呈弱蓝色、强红色荧光的死细胞，而空白对照组这

两种细胞少见。这些结果表明，CN正丁醇提取物C6和C7可

诱导SGC7901细胞凋亡。

综上，CN 叶正丁醇提取物中流份 C6和 C7可显著抑制

SGC7901细胞增殖并可诱导其凋亡，具有很好的抗肿瘤作用，

但其抗肿瘤作用的确切机制以及体内抗肿瘤活性还需进一步

研究。此外，对筛选出的活性流份还需进一步分离纯化，以明

确具有抗肿瘤活性的单体化合物。本试验为CN叶的进一步

研究提供了依据。
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