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(２): ７７－７９.

　 　 吴茱萸属(Ｅｖｏｄｉａ Ｊ. Ｒ. ｅｔ Ｇ. Ｆｏｒｓｔ.)植物的提取物及单体

化合物不仅具有镇痛抗炎[１] 、改善胃肠道功能[２] 、保护心血

管[３]和治疗阿尔茨海默病[４]等作用ꎬ还具有抑制乳腺癌[５] 、结
肠癌[６] 、肝癌[７] 和黑色素瘤[８] 等肿瘤相关疾病的药理活性ꎮ
目前ꎬ对吴茱萸属植物的研究主要集中在«中华人民共和国药

典»中收录的吴茱萸〔Ｅ. ｒｕｔａｅｃａｒｐａ ( Ｊｕｓｓ.) Ｂｅｎｔｈ.〕、石虎〔Ｅ.
ｒｕｔａｅｃａｒｐａ ｖａｒ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ( Ｄｏｄｅ) Ｈｕａｎｇ〕 和疏毛吴茱萸 〔 Ｅ.
ｒｕｔａｅｃａｒｐａ ｖａｒ. ｂｏｄｉｎｉｅｒｉ (Ｄｏｄｅ) Ｈｕａｎｇ〕３ 种基源植物[９] ꎮ 本课

题组前期对吴茱萸属植物的资源调查和化学成分动态分析等

方面进行了研究[１０－１２] ꎮ 依据亲缘关系和生源合成途径ꎬ同属

植物在化学成分和药理活性方面具有相似性[１３] ꎮ

鉴于此ꎬ本文以云南吴萸(Ｅｖｏｄｉａ ａｉｌａｎｔｈｉｆｏｌｉａ Ｐｉｅｒｒｅ)、华
南吴萸(Ｅ. ａｕｓｔｒｏｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.)、臭檀吴萸〔Ｅ. ｄａｎｉｅｌｌｉｉ

(Ｂｅｎｎ.) Ｈｅｍｓｌ.〕和丽江吴萸(Ｅ. ｄｅｌａｖａｙｉ Ｄｏｄｅ)为研究对象ꎬ

通过回流提取和分段萃取的方法获得 ４ 种植物叶片和果实的

不同极性提取物ꎬ采用 ＭＴＴ 法测定各提取物对 ３ 种肿瘤细胞

(包括乳腺癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、结肠癌细胞 ＬｏＶｏ 和肝癌细

胞 ＨｅｐＧ２)增殖的抑制率ꎬ并考察其对正常细胞(人主动脉平

滑肌细胞 ＨＡＳＭＣ)的毒性作用ꎬ从而评价其安全性ꎬ以期探究

这 ４ 种吴茱萸属植物的药理活性ꎬ并为中药吴茱萸的同属植

物资源在医药方面的综合利用提供参考依据ꎮ
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１　 材料和方法

１.１　 材料

云南吴萸、华南吴萸和丽江吴萸于 ２０１４ 年 １０ 月采自云南

西双版纳ꎬ臭檀吴萸于 ２０１４ 年 ９ 月采自江苏连云港ꎮ 参照

ＬＹ / Ｔ １２１１—１９９９ 中的方法ꎬ在植物停止生长前 １ 个月左右ꎬ
分别从每种植物同一植株树冠中上部向阳面采集适量叶片和

果实ꎮ 以上植物样品均由江苏省中国科学院植物研究所袁昌

齐研究员鉴定ꎬ植物标本保存于江苏省中国科学院植物研究

所天然产物化学研究中心ꎮ
乳腺癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、结肠癌细胞 ＬｏＶｏ、肝癌细胞

ＨｅｐＧ２ 及人主动脉平滑肌细胞 ＨＡＳＭＣ 购自中国科学院上海

生科院细胞资源中心ꎮ 高糖型 ＤＭＥＭ 培养基(１×)、１６４０ 培养

基(１×)、胎牛血清(ＦＢＳ)和青霉素－链霉素购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 提取方法　 取上述 ４ 种吴茱萸属植物的叶片和果实ꎬ
于 ５５ ℃烘干至恒质量ꎬ各取 ３００ ｇꎬ按料液比(ｍ ∶ Ｖ)１ ∶ ８ 加

入体积分数 ８０％乙醇ꎬ回流提取 ３ 次ꎬ每次 ３ ｈꎬ抽滤后合并滤

液ꎬ分别用 Ｒ－１００ 旋转蒸发仪(瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司)减压浓缩至

流浸膏 ３００ ｍＬꎬ取 ５ ｍＬ 作为总提取物留样ꎻ然后分别依次加

入 １５０ ｍＬ 二氯甲烷和乙酸乙酯ꎬ于 ４８ ℃ 水浴旋转热萃取

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ分别合并萃取液并浓缩ꎬ于 ５５ ℃烘干至恒

质量ꎬ分别得到二氯甲烷部位和乙酸乙酯部位ꎬ剩余浸膏于

５５ ℃干燥至恒质量作为水部位ꎮ 以上浸膏各取 ０.１ ｇꎬ用二甲

基亚砜(ＤＭＳＯ)配置成质量浓度 １０ ｍｇｍＬ－１的溶液ꎮ 测定

前ꎬ将其加入含体积分数 １０％胎牛血清的培养基中ꎬ稀释至给

药浓度 １０ μｇｍＬ－１ꎮ
１.２.２　 细胞增殖抑制率的测定方法 　 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＨｅｐＧ２
和 ＨＡＳＭＣ 细胞培养于含体积分数 １０％胎牛血清和体积分数

１％青霉素－链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬＬｏＶｏ 细胞培养于相同

方法配制的 １６４０ 培养基中ꎬ然后置于体积分数 ５％ ＣＯ２、温度

３７ ℃、饱和湿度的细胞培养箱中培养ꎬ每隔 １ ｄ 更换培养液进

行细胞传代ꎮ 取处于对数生长期的细胞进行活性测定ꎬ调整

细胞浓度为 １×１０５ ｍＬ－１ꎬ接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔 １００ μＬ 细胞悬

浮液ꎮ 阳性对照组为 １０ ｍｇｍＬ－１ 吴茱萸碱(ＥＶＯ)ꎬ溶剂为

ＤＭＳＯꎻ空白对照组为不含药物的 ＤＭＳＯꎮ 给药组和阳性对照

组均用培养液稀释至 １００ μｇｍＬ－１ꎬ空白对照组进行同等倍

数的稀释ꎬ每孔加药体积均为 １０ μＬꎬ使最终给药浓度为 １０
μｇｍＬ－１ꎮ 将 ９６ 孔培养板置于 ３７ ℃培养箱中孵育 ７２ ｈꎻ然
后向各孔中加入 １０ μＬ ５ ｍｇｍＬ－１ ＭＴＴ(溶剂为 ＰＢＳ 缓冲

液)ꎬ置于培养箱中继续孵育 ４ ｈ 后吸出培养液ꎬ向各孔加入

１００ μＬ ＤＭＳＯꎬ振摇 １０ ｍｉｎꎮ 用 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ 酶标仪(瑞士

Ｔｅｃａｎ 公司)在波长 ５７０ ｎｍ 处测量每孔的吸光度(ＯＤ)ꎮ 实验

设置 ３ 次重复ꎮ

１.３　 数据处理和分析

根据公式“各部位提取率 ＝ (各部位浸膏质量 /原植物样

品干质量)×１００％”计算各部位样品的提取率ꎮ 根据公式“细
胞增殖抑制率＝(１－给药组或阳性对照组的 ＯＤ 值 /空白对照

组 ＯＤ 值)×１００％”计算样品对细胞的增殖抑制率ꎮ 采用 ＳＰＳＳ
２２.０ 统计分析软件对实验数据进行统计和分析ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ４ 种吴茱萸属植物叶片和果实提取物的提取率

结果表明:４ 种吴茱萸属植物叶片和果实体积分数 ８０％乙

醇总提取物 (以下简称总提取物) 的提取率在 １３. ００％ ~
３０.３５％之间ꎬ其中ꎬ云南吴萸果实的提取率最高(３０.３５％)ꎬ臭
檀吴萸叶片及丽江吴萸叶片和果实的提取率均高于 ２０％ꎮ
２.２　 对肿瘤细胞增殖的抑制作用

在 １０ μｇｍＬ－１给药浓度下ꎬ吴茱萸属 ４ 种植物叶片和果

实总提取物及其二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位和水部位对３ 种

肿瘤细胞及 １ 种正常细胞增殖的抑制率见表 １ꎮ 结果显示:云
南吴萸叶片总提取物及其水部位、华南吴萸果实总提取物的

乙酸乙酯部位以及臭檀吴萸果实总提取物对乳腺癌细胞

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ 和肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 的抑制率均高于 ５０％ꎬ云南

吴萸叶片总提取物的二氯甲烷部位对 ３ 种肿瘤细胞的抑制率

均高于 ５０％ꎬ云南吴萸叶片总提取物的乙酸乙酯部位对乳腺

表 １　 ４ 种吴茱萸属植物叶片和果实乙醇提取物对细胞增殖的抑制率
(Ｘ±ＳＤ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ
ｆｏｕｒ Ｅｖｏｄｉａ Ｊ. Ｒ. ｅｔ Ｇ. Ｆｏｒｓｔ. ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ (Ｘ±ＳＤ)

提取物１)

Ｅｘｔｒａｃｔ１)
细胞增殖抑制率 / ％２) 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ２)

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ ＬｏＶｏ ＨｅｐＧ２ ＨＡＳＭＣ

云南吴萸 Ｅｖｏｄｉａ ａｉｌａｎｔｈｉｆｏｌｉａ
ＴＬ ５３.１１±４.１０ａ ３５.２２±２.１１ｂ ６０.２２±３.２２ａ　 １８.９９±０.９４ｃ
ＤＣＭＬ ５１.８６±０.９７ｃ ６０.１３±１.２４ｂ ７４.１６±２.００ａ ３９.２３±８.４６ｄ
ＥＡＣＬ ６３.４１±３.１７ａ ５０.１２±０.９８ｂ １２.７５±４.９０ｃ １１.５４±５.９５ｃ
ＷＬ ５１.８６±０.９７ａ １８.８８±３.４５ｂ ５３.４７±３.８７ａ ２６.０７±０.８９ｂ
ＴＦ ６７.０９±６.１０ｃ ８０.２２±１.３９ｂ ７４.２２±０.８１ｃ ９０.１１±３.００ａ
ＤＣＭＦ ９４.７９±１.０７ａ ９５.４４±０.２５ａ ９５.１３±０.５６ａ ９５.１０±０.３３ａ
ＥＡＣＦ ９４.７０±０.２３ａ ９２.２４±０.３３ａ ９０.７０±７.８０ａ ９４.９８±０.０８ａ
ＷＦ ６３.４１±３.１７ｂｃ ６１.２９±３.２９ｃ ７４.９９±５.７１ａｂ ８８.９５±０.８６ａ

华南吴萸 Ｅｖｏｄｉａ ａｕｓｔｒｏｓｉｎｅｎｓｉｓ
ＴＬ ９５.３３±６.９７ａ ４０.７０±５.３７ｃ ８４.０８±１.０６ａｂ ８３.５６±１.２２ｂ
ＤＣＭＬ ８４.５３±４.３１ａ ２９.４９±８.０８ｃ ９２.８９±０.７２ａ ６５.１８±２.５３ｂ
ＥＡＣＬ ７７.２４±０.５５ｂ ５０.３６±５.５８ｃ ９１.２５±０.７５ａ ９３.６７±０.４０ａ
ＷＬ ９４.６２±０.１３ａ ２２.６１±２.５９ｃ ９１.５５±０.６１ａ ６８.４４±４.１６ｂ
ＴＦ ５０.５７±２.１２ｂ １３.４５±５.１１ｃ ７３.１０±１.２１ａ ４５.９７±３.４１ｂ
ＤＣＭＦ ９６.０３±０.３６ａ ９４.０１±０.６３ａ ９５.２３±０.３１ａ ９２.４０±１.２７ａ
ＥＡＣＦ ８２.６４±２.４８ａ １９.２０±２.８５ｂ ８０.１４±１.７８ａ ２５.６３±６.０５ｂ
ＷＦ －１１.２３±３.２３ｂ ６.７６±７.０５ａ ７.２８±７.０２ａ ６.２４±５.６８ａ

８７
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续表１　 Ｔａｂｌｅ １ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

提取物１)

Ｅｘｔｒａｃｔ１)
细胞增殖抑制率 / ％２) 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ２)

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ ＬｏＶｏ ＨｅｐＧ２ ＨＡＳＭＣ

臭檀吴萸 Ｅｖｏｄｉａ ｄａｎｉｅｌｌｉｉ
ＴＬ ３.２０±１.０８ｂ ３０.５５±８.３７ａ　 ３５.０７±２.１０ａ ３５.３６±１.２２ａ　
ＤＣＭＬ ２０.６６±４.２６ｂ １９.９７±４.１１ｂ ２２.６７±９.０８ｂ ８８.７３±０.３５ａ
ＥＡＣＬ １２.２１±３.５９ｂ ４２.５１±７.５７ａ １５.９１±４.９０ｂ ７.２１±１.５２ｃ
ＷＬ －５.２２±２.１１ｄ １２.７０±３.９０ｂ ３７.０５±６.１７ａ ４.６８±３.８４ｃ
ＴＦ ５０.８５±１.４６ｂ １８.８７±４.９６ｄ ７５.０３±７.２３ａ ３１.３８±２.１１ｃ
ＤＣＭＦ ８７.００±２.８２ａ １５.１４±３.７２ｃ ６６.６９±２.２０ｂ ６５.３７±１.５８ｂ
ＥＡＣＦ ８９.７４±２.４７ａ ２３.０３±７.８２ｄ ７４.６９±４.２９ｂ ５０.０５±５.６７ｃ
ＷＦ ３.３２±２.３８ｄ １２.５１±１０.８４ｂ ５１.３７±７.８１ａ １１.９１±２.３０ｃ

丽江吴萸 Ｅｖｏｄｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ
ＴＬ ３.１９±５.２９ｂ ５.６３±２.０８ｂ ２３.４４±１.５０ａ ５.３９±０.８８ｂ
ＤＣＭＬ －１８.２１±３.２５ｃ １２.６８±６.９３ａ ５.９５±４.９８ｂ ６.７６±２.０２ｂ
ＥＡＣＬ ２２.６１±３.３７ｂ ２１.１７±４.０９ｂ ４３.１３±４.７５ａ １９.９２±４.７８ｂ
ＷＬ ６.２３±２.３６ａ ４.６３±５.０６ａ ７.２３±２.５８ａ ８.９４±５.０７ａ
ＴＦ ８５.０９±６.０３ａ ２６.７７±０.７５ｂ ７５.９０±８.０５ａ ８０.４３±３.２４ａ
ＤＣＭＦ ７７.０４±３.４３ｂ ２３.７１±６.７６ｃ ９３.９０±０.１６ａ ９５.１１±０.１０ａ
ＥＡＣＦ ３０.６７±４.５２ｂ ２３.８９±６.４４ｂ ７６.９６±１１.８５ａ ７２.０４±１.６２ａ
ＷＦ ８１.７１±１.５６ｂ １２.１３±２.６９ｃ ９４.０７±０.３１ａ ９５.００±０.１５ａ

ＥＶＯ ５３.８４±４.５１ａ ５５.３０±２.９５ａ ５８.８５±５.９８ａ ４９.２０±５.１０ａ

　 １) ＴＬ: 叶片总提取物 Ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓꎻ ＤＣＭＬ: 叶片总提取物
的二 氯 甲 烷 部 位 Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ
ｌｅａｖｅｓꎻ ＥＡＣＬ: 叶片总提取物的乙酸乙酯部位 Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓꎻ ＷＬ: 叶片总提取物的水部位 Ｗａｔｅｒ
ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓꎻ ＴＦ: 果实总提取物 Ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔｓꎻ ＤＣＭＦ: 果实总提取物的二氯甲烷部位 Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔｓꎻ ＥＡＣＦ: 果实总提取物的乙酸乙
酯部位 Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔｓꎻ ＷＦ: 果实总
提取物的水部位 Ｗａｔｅｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔｓꎻ ＥＶＯ: 吴
茱萸碱(阳性对照)Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ (ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ) .

　 ２)ＭＤＡ－ＭＢ－２３１: 乳腺癌细胞 Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌꎻ ＬｏＶｏ: 结肠癌细胞
Ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌꎻ ＨｅｐＧ２: 肝癌细胞 Ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌꎻ ＨＡＳＭＣ: 人主
动脉平滑肌细胞 Ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ. 同行中不同小写
字母表示差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ 和结肠癌细胞 ＬｏＶｏ 的抑制率均高于

５０％ꎬ且对正常的人主动平滑肌细胞 ＨＡＳＭＣ 的抑制率均低于

４０％ꎬ表明其对肿瘤细胞的选择性较好ꎬ可作为天然抗肿瘤物

质资源ꎮ
本研究得到的是粗有效提取物ꎬ由于粗有效提取物中化

学成分较复杂ꎬ具体发挥药效的是哪一种或哪几种成分还有

待进一步分离、纯化及结构鉴定ꎬ其有效部位的提取工艺也有

待进一步研究ꎮ 此外ꎬＭＴＴ 法只适用于抗肿瘤前体药物的体

外初筛实验ꎬ有效提取物的抗肿瘤活性还有待通过动物体内

实验和进一步的机制探究进行验证ꎮ
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