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异常黑胆质成熟剂是维吾尔医复方制剂!由甘草"红枣"破布木"牛舌草"铁线蕨"地锦草"小茴香"薰衣草"蜜蜂花和刺糖 -,
味药组成!用于治疗由异常黑胆质所导致的肿瘤"糖尿病和心血管疾病等#研究了异常黑胆质成熟剂中各单味药$除刺糖外%对 ()*
+, 细胞增殖的抑制作用# ()*+, 细胞暴露于各单味药两种不同提取物$二氯甲烷和甲醇%!于 ./!&012体积分数为 34的恒温孵
箱中培养后 25&56&/2 7!用台盼蓝染色法检测细胞存活率# 结果表明!各单味药的二氯甲烷提取物除小茴香外均显著降低 ()*+,
癌细胞的存活率 $!8,9,3%# 在甲醇提取物中! 只有甘草和地锦草两味药的甲醇提取物可显著降低 :)*+, 癌细胞的存活率 $!8
,9,3%# 与各单味药甲醇提取物相比!其二氯甲烷提取物均显著降低 ()*+, 癌细胞的存活率$!8,9,3%# 结果显示!破布木&地锦草&
铁线蕨&甘草&红枣&薰衣草&牛舌草和蜜蜂花 6 味药的二氯甲烷提取物和甘草&地锦草两味药的甲醇提取物均能抑制 ()*+, 癌细
胞的体外增殖# 各单味药二氯甲烷提取物对 ()*+,细胞增殖的抑制作用均明显强于其相应的甲醇提取物#

异常黑胆质成熟剂’单味药’薄层色谱’()*+, 细胞’细胞存活率
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表 ! 各单味药两种不同提取物的产率和颜色
"#$%& ! ’(&%)* #+) ,-%-./* -0 12- )(00&/&+1 &31/#,1* 0/-4

&#,5 (+)(6().#% 5&/$

药材
甲醇提取物

产率!" 产率!" 颜色

甘草

红枣

破布木

牛舌草

铁线蕨

地锦草

小茴香

薰衣草

蜜蜂花

#$%&
&’(#
)’*+
)’,&
*’()
-’#*
&’%+

))’(,
.’&,

##’#%
+-’+.
,’,)
+’#)
,’&&

))’,+
)&’%(
(’*.
-’#.

绿

褐

褐

深绿

褐绿

褐绿

褐

绿

褐绿

二氯甲烷提取物

颜色

褐

黄绿

淡绿

深绿

褐绿

深绿

黄绿

绿

褐绿

/012 /01/ 34 5/6 789: 8;/<1=/’
1>23<?1@ 61AB1 ?C2D5EF 52B5A5BC1@ 08<>6F /052 @1G8<

=0<3?1/3H<1I0GF :JK-& =8@@6F =8@@ A51>5@5/G

9 引言
异常黑胆质成熟剂 !国家发明专利第 L&.#)*&&.#’. 号"

是维吾尔医复方制剂# 用于治疗由异常黑胆质所导致的肿
瘤$糖尿病和心血管疾病等% 现代研究证实#异常黑胆质成熟
剂具有清除超氧阴离子自由基$羟自由基 M)N#抑制氧化应激诱
导的淋巴细胞凋亡 M#K*N#降低羟自由基诱导的氧化损伤#保护
线粒体膜结构及功能 M+N#加速细胞质泄漏#抑制蛋白质$OPQ
和 RPQ 合成 M,N#抑制 :8IS# 细胞生长#改变细胞膜整体性 M-N#
增强巨噬细胞吞噬能力 M(N等作用%
异常黑胆质成熟剂由甘草!!"#$#%%&’() *%)"+,-’- T56=0’的

干燥根"$ 红枣 !.’(’/&*- 0*0*1) 75@@’ 的干燥果实"$ 破布木
!23%4’) 4’5&36378 T3<6/’ 4 的干燥果实 "$ 牛舌草 !9,5&*-)
’6)"’5) R8/D’的干燥全草"$铁线蕨!94’),6*7 5)/’""*-:;+,+%’- J’
的全草"$地锦草!<*/&3%=’8 &*7’>*-8 U5@@B’的全草"$小茴香
!?3+,’5*"*7 ;*"@8%+ 75@@’ 的干燥果实 "$ 薰衣草 !A8;8,4*"8
8,@*-6’>3"’8 75@@’的地上部分"$蜜蜂花!B+"’--8 3>>’5’,8"’- J’的
干燥全草"和刺糖!9"&8@’ /-+*438"&8@’ O86A’的含糖分泌物")&
味药组成#其水提物中总糖$总皂苷$总酚含量分别为 ,.’&V$

+’("$*’."M.K%N% 研究发现#异常黑胆质成熟剂总酚提取物!含
黄酮"对 :JK-&细胞增殖的抑制作用明显强于该复方总多糖$
总皂苷提取物M)&N%异常黑胆质成熟剂总黄酮提取物可明显抑制

:8IS#细胞体外生长M))K)#N#并且对肝癌耐药细胞株 W8)!TC细胞
多药耐药有逆转作用M)*N#能够抑制该细胞株 7OR) ?RPQ的表
达#提高其 X3I3YY ! ?RPQ 水平M)+N#说明异常黑胆质成熟剂总
酚!含黄酮"具有体外抗癌活性% 为探讨各单味药对异常黑胆
质成熟剂总酚提取物抗癌作用的贡献#本文运用加速溶剂萃
取!QZ["技术分别提取该复方中各单味药!除刺糖外"#并对
其抑制细胞增殖的作用进行对比% 刺糖成分大部分为糖类化
合物 M),N#作为细胞$微生物等培养基的主要成分#糖有助于细
胞体外生长M)-N#故本研究未对刺糖进行体外抗癌活性试验%此
外#本研究对各单味药两种提取物$异常黑胆质成熟剂总酚
提取物![;/<K+"及其固相萃取活性部位!Z\[K+&"进行薄层色
谱!X052 J1G8< L0<3?1/3H<1I0G#XJL"分析%

: 材料与试剂
:;: 药物
甘草$红枣$破布木$牛舌草$铁线蕨$地锦草$小茴香$薰

衣草和蜜蜂花 % 味药均购自新疆维吾尔自治区维吾尔医医
院制剂中心#药材由该中心鉴定%
异常黑胆质成熟剂总酚提取物 ![;/<K+" 为自制# 批号

#&&(&,).#国家发明专利申请号为 #&&%)&))**,,’&%异常黑胆
质成熟剂总酚提取物活性组分!Z\[K+&"为自制%

:;! 细胞株及培养液
人急性早幼粒细胞白血病细胞株 :JK-& 细胞购自美国

典型培养物保藏中心 !Q?8<5=12 XGI8 LC@/C<8 L3@@8=/532#
QXLL"% R\7Y )-+& 培养液及其附加成分购自美国 J548
X8=023@3H586公司%
:;< 试剂
硅胶 -& T#,+ 薄层层析板购自德国 78<=] 集团% 二氯甲

烷$甲醇$乙醇均为 QR级%
:;= 仪器

QZ[#&&加速溶剂提取仪!美国 O5328; 公司"&UW#&&) 旋
转蒸发器!德国 :85B3@I0 公司"&Z1</3<5C6 WZ))&Z 精密电子天
平 !德国 Z1</3<5C6 公司"&Z1</3<5C6 WZ##&#Z 电子天平 !德国

Z1</3<5C6 公司 "&^5KL[JJX7 _R 细胞存活率分析仪 !美国

W8=]?12公司"等%

! 方法与结果
!;: 各单味药二氯甲烷和甲醇提取物制备
将各单味药!除刺糖外"粉碎成末#分别置于加速溶剂提

取仪 % 个萃取池!底部均有滤膜"中#拧紧池盖并将其固定在
圆盘式传送装置上#提取时依次以二氯甲烷和甲醇作为提取
溶剂# 其余参数见表 )% 所得提取液转移至圆底烧瓶中#于
+&!水浴中旋转蒸发成浓浸膏#吹干#即得各单味药的二氯甲
烷提取物和甲醇提取物#其颜色和产率见表 #%

表 : 加速溶剂提取仪参数
"#$%& : >#/#4&1&/* 0-/ ?@A

参数单位 设定值

提取温度!"L
压力!\1
加热时间!?52
静态提取时间!?52
冲洗体积!V
清洁时间!6
静态循环次数

+&
),&
,
#
)&
-&
)
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!"! 各单味药对 #$%&’细胞增殖的抑制作用
!"!"( 待测溶液配制
精确称取甘草!红枣!破布木!牛舌草!铁线蕨!地锦草!

小茴香!薰衣草和蜜蜂花 ! 味药二氯甲烷提取物和甲醇提取
物"各约 "# $%"分别溶于 !&’乙醇"配成浓度为 "#(# $%)$*
的待测溶液"超速离心#+, ### -)$./"+# $./$"备用% 用前以
#0,1 !$的微孔滤膜过滤&
!"!"! 细胞培养

2*3&# 细胞培养基含 +#’小牛血清’+’ *3谷氨酰胺和
+’青霉素3链霉素的 4567 +&,#"置于 89!!1:;<"体积分数

的恒温孵箱中培养"隔 8 天传代 + 次"每次传代时培养基中
细胞密度保持在 #0+"+#&)$*&
!"!") 台盼蓝染色法检测细胞存活率
取对数生长期细胞"用细胞培养基将其细胞密度调整为

#0+"+#&)$*"加至 +" 孔培养板中(每孔 "0# $*$"分为 +! 组"
每组设 8 个平行孔& 培养 ", = 后" 第 + 组加入 !&’乙醇
+#0#1 !*"作为空白对照组"其余 +> 个组依次加入甘草二氯
甲烷’甘草甲醇’红枣二氯甲烷’红枣甲醇’破布木二氯甲烷’
破布木甲醇’牛舌草二氯甲烷 ’牛舌草甲醇 ’铁线蕨二氯甲
烷’铁线蕨甲醇’地锦草二氯甲烷’地锦草甲醇’小茴香二氯
甲烷’小茴香甲醇’薰衣草二氯甲烷’薰衣草甲醇’蜜蜂花二
氯甲烷和蜜蜂花甲醇的提取物的待测溶液各 +#0#1 !*(各提
取物在细胞培养基中的终浓度均为 +## !%)$*$"于恒温孵箱
中培养后 ",’,>’9" = 后"取 +0# $*"用台盼蓝染色法检测细
胞存活率&

!"!"* 统计学分析
采用 ?5?? +80# 统计学软件对各单味药作用于 2*3&# 细

胞 9" = 后的细胞存活率进行多重比较&对数据进行方差齐性
检验"若数据满足方差齐性要求"则采用 @ABCD 检验)若不满
足方差齐性要求"则采用 EA//CFF !8 检验& "##0#1 为差异具
有统计学意义&

!"!"+ 实验结果
甘草’红枣’破布木’牛舌草’铁线蕨’地锦草’小茴香’蜜

蜂花和薰衣草 ! 味药的二氯甲烷提取物’甲醇提取物分别作
用于 2*G&#细胞 ",’,>’9" =后各组细胞存活率见表 8&
实验方差齐性检验表明 "*CHC/C 统计量为 80"+1""I

#0##+"认为方差不齐("##0#1$"故采用 EA//CFF !8 检验"结果
见表 ,& 可以看出"除小茴香外"! 味药的二氯甲烷提取物均
能明显降低 2*3&#癌细胞存活率& 在所有甲醇提取物中"只
有甘草和地锦草 " 味药的甲醇提取物可降低 2*3&# 癌细胞
存活率&各单味药二氯甲烷提取物降低 2*3&# 细胞体外存活
率的作用均明显强于其相应的甲醇提取物&

!") 各单味药!,-./%* 和 01,%*’ 的 2$3 对比
!")"( 待测溶液配制
精确称取 JKF-3,’?5J3,# 各约 "# $%"溶于 &#:乙醇"分

别配成浓度为 "#’& $%)$* 的待测溶液"备用)称取各单味药
二氯甲烷提取物和甲醇提取物"其中二氯甲烷提取物溶于氯

仿" 甲醇提取物溶于甲醇" 配成浓度为 +# $%)$* 的待测溶
液"备用&

!")"! 显色剂配制
显色剂选用固蓝 L 盐 (ML?$’ 天然产物)聚乙二醇试剂

(N5)5JO$&
+$ ML?& 取固蓝 L盐"加入 +## $* 水溶解即得& 薄层板

喷以 &P> $* 显色剂"吹干后于自然光下检视& 喷 +#Q NR<2
的乙醇溶液能改善色斑"便于观察S+9T&

"$ N5)5JO& 薄层板先喷以 +:二苯基硼酸3"3氨基乙基
酯甲醇溶液"再喷以 1:聚乙二醇 ,### 乙醇溶液"吹干后于
8&& /$紫外光下检视 S+9T&

!")") 色谱条件及结果
按文献S+9T方法试验"取供试品溶液即 JKF-3,’JKF-3"(异

常黑胆质成熟剂经过大孔吸附树脂柱后用 "#:乙醇洗脱所
得提取物"与本文无关$’JKF-38(异常黑胆质成熟剂总皂苷提
取物"与本文无关$以及甘草’红枣’EU(一种天然药物"与本
文无关$’破布木’牛舌草’铁线蕨’地锦草等的二氯甲烷提取
物及其甲醇提取物各 +# !*"点于同一硅胶 &# M"1,板上"以氯
仿3甲醇3水(9#V""V801"#)#)#$为展开剂"上行展开"待展开剂
前沿离顶端约 +01 W$ 时"将色谱板取出"挥干溶剂后用 ML?
喷雾显色"在自然光下检视并成像"结果见图 +(R$&
按文献S+9T方法进行试验"取供试品溶液即 ?5J3,# 以及

表 ) 暴露于单味药两种不同提取物的 #$%&’
细胞的体外存活率

24567 ) !" #$%&’ 8766 9:45:6:.; <= #$%&’ 8766> 7-?<>7@ .< .A<
@:==7/7B. 7-./48.> =/<C 748D :B@:9:@E46 D7/5

样品
提取

溶剂

细胞存活率):
", = 后 ,> = 后 9" = 后

空白对照

甘草

红枣

破布木

牛舌草

铁线蕨

地锦草

小茴香

蜜蜂花

薰衣草

*
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小茴香!蜜蜂花!薰衣草!牛舌草!甘草!铁线蕨!地锦草等的
二氯甲烷提取物及其甲醇提取物各 !" !#"点于同一硅胶 $"
%&’(板上"以乙酸乙酯)冰醋酸)甲酸)水#!""*!!*!!*&$"!+!+!+!$
为展开剂"上行展开"待展开剂前沿离顶端约 !,’ -. 时"将色
谱板取出"挥干溶剂后用 /0+012 喷雾显色"在自然光下检视
并成像"结果见图 !#3$%
由图 !&!$可以看出"牛舌草’铁线蕨!地锦草和甘草含有

酚类化合物"其中"甘草尤其是它的二氯甲烷提取物显示明
显斑点"1456)( 与甘草在相同的位置显示相同颜色的斑点(由
图 !&"$可以看出"701)(" 8#9 中检出 $ 个黄酮类化合物的
斑点中": 的颜色和位置与地锦草’铁线蕨’薰衣草相应斑点
相同"3 的颜色和位置与地锦草’薰衣草的相应斑点相同"- 的
颜色和位置与薰衣草’蜜蜂花’小茴香的斑点相同"; 和 < 的
颜色和位置与牛舌草相应斑点相同"= 的颜色和位置与牛舌
草’地锦草’小茴香相应斑点相同%

! 讨论
维吾尔医通常用异常黑胆质成熟剂治疗肿瘤等难治性

疾病%异常黑胆质成熟剂是由 !"味药组成的复方制剂%本研
究中运用加速溶剂提取技术制备了异常黑胆质成熟剂中 >
味药的二氯甲烷提取物和甲醇提取物% 异常黑胆质成熟剂是
水提物?!"@"说明其所含化合物极性强"而单味药二氯甲烷提取
物所含化合物极性弱"可以认为异常黑胆质成熟剂化学成分
与单味药二氯甲烷提取物所含成分差别较大"不能用单味药
二氯甲烷提取物的抗癌活性组分解释异常黑胆质成熟剂的

抗癌物质基础"但作为异常黑胆质成熟剂活性部位的总酚提
取物即 1456)( 是聚酰胺柱 $"A乙醇洗脱物 ?!"@"根据相似相溶
原理"其所含化学成分的极性更接近于甲醇提取物% 实验结
果表明"只有甘草和地锦草两味药甲醇提取物对 B#)$" 细胞
的体外增殖具有明显抑制作用"因此 1456)( 体外抗癌活性成
分很可能来自甘草和地锦草 & 味药% 此外"各二氯甲烷提取
物对 B#)$" 细胞增殖的抑制作用均明显强于其相应的甲醇
提取物"提示弱极性有机组分的体外抗癌活性可能强于强极

表 " 多重比较结果
#$%&’ " (’)*&+) ,- .*&+/0&’ 1,.0$2/),3)

对比组 "
空白对照组与甘草二氯甲烷提取物

空白对照组与甘草甲醇提取物

空白对照组与红枣二氯甲烷提取物

空白对照组与红枣甲醇提取物

空白对照组与破布木二氯甲烷提取物

空白对照组与破布木甲醇提取物

空白对照组与牛舌草二氯甲烷提取物

空白对照组与牛舌草甲醇提取物

空白对照组与铁线蕨二氯甲烷提取物

空白对照组与铁线蕨甲醇提取物

空白对照组与地锦草二氯甲烷提取物

空白对照组与地锦草甲醇提取物

空白对照组与小茴香二氯甲烷提取物

空白对照组与小茴香甲醇提取物

空白对照组与蜜蜂花二氯甲烷提取物

空白对照组与蜜蜂花甲醇提取物

空白对照组与薰衣草二氯甲烷提取物

空白对照组与薰衣草甲醇提取物

甘草二氯甲烷提取物与甘草甲醇提取物

红枣二氯甲烷提取物与红枣甲醇提取物

破布木二氯甲烷提取物与破布木甲醇提取物

牛舌草二氯甲烷提取物与牛舌草甲醇提取物

铁线蕨二氯甲烷提取物与铁线蕨甲醇提取物

地锦草二氯甲烷提取物与地锦草甲醇提取物

蜜蜂花二氯甲烷提取物与蜜蜂花甲醇提取物

薰衣草二氯甲烷提取物与薰衣草甲醇提取物

#","’
#","’
#","’
$","’
%","’
&","’
%","’
&","’
%","’
&","’
%","’
%","’
&","’
&","’
%","’
&","’
%","’
&","’
%","’
%","’
%","’
#","’
%","’
%","’
%","’
%","’

4!5678"9":!小茴香甲醇提取物"!!蜜蜂花甲醇提取物"

"!5678"9";!薰衣草甲醇提取物"<!牛舌草甲醇提取物"

=!5678"9">!甘草甲醇提取物"?!铁线蕨甲醇提取物"

49!5678""44!地锦草甲醇提取物"$!-!5678"9 中检出的斑点

图 4 异常黑胆质成熟剂#其提取物和复方中单味药的 #@A 图
B/CD 4 #@A 02,-/&’) ,- $%3,2.$& )$EF$ .*3G/HI ’J+2$1+)

+K’2’,- $3F /3F/E/F*$& K’2%) /3 +K’ -,2.*&$

4!异常黑胆质成熟剂":!7J+2L""!!7J+2M:""!7J+28!";!甘
草二氯甲烷提取物"<!甘草甲醇提取物"=!红枣二氯甲烷提取
物">!红枣甲醇提取物"?!NO 的二氯甲烷提取物"49!NO 甲醇
提取物"44!破布木二氯甲烷提取物"4:!破布木甲醇提取物"

4!!牛舌草二氯甲烷提取物"4"!牛舌草甲醇提取物"
4;!铁线蕨二氯甲烷提取物"4<!铁线蕨甲醇提取物"

4=!地锦草二氯甲烷提取物"4>!地锦草甲醇提取物
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性有机组分的体外抗癌活性!

! 结论
破布木"地锦草"铁线蕨"甘草"红枣"薰衣草"牛舌草和蜜

蜂花 ! 味药的二氯甲烷提取物以及甘草和地锦草 " 味药的
甲醇提取物均能明显降低 #$%&’ 癌细胞的存活率!各单味药
的二氯甲烷提取物对 #$%&( 细胞增殖的抑制作用均明显强
于其相应的甲醇提取物!
薄层色谱分析结果表明#牛舌草"铁线蕨"地锦草和甘草

可能含有酚类化合物#其中甘草尤其二氯甲烷提取物显出明
显的褐色斑点#提示甘草可能含有丰富的酚类化合物#)*+,-.
与甘草在相同的位置显相同颜色的斑点#提示 )*+,-. 所含酚
类化合物可能至少部分来自甘草! 薄层色谱分析结果还提
示#/0)-.(中黄酮类化合物可能分别来自地锦草"铁线蕨"薰
衣草"牛舌草"小茴香和蜜蜂花 &味药!
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