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广西沿海四种红树植物抗肿瘤活性的筛选
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摘　 要: 该研究采用超声提取法ꎬ得到红海榄的叶、秋茄的茎和叶、水黄皮的叶和桐花树的茎的 ９５％乙醇提

取物ꎬ并用 ＭＴＳ 法检测提取物对前列腺癌 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖抑制效果ꎬ结果桐花树茎 ９５％乙醇提取物

对 ＤＵ１４５ 细胞增殖抑制作用最强ꎬ对 ＤＵ１４５ 干预 ２４、４８、７２ ｈ 的 ＩＣ５０分别为 ７５.２３、８８.８１、７６.５３ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ
在此基础上ꎬ依次采用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇对桐花树茎 ９５％乙醇提取物进行梯度萃取ꎬ得到不同极性

部位后选择桐花树茎乙酸乙酯部位( ＥＡＣＳ) 对 １９ 种肿瘤细胞 ( ＨＴ￣２９ꎬＳＷ４８０ꎬＤＬＤ￣１ꎬＣＯＬＯ２０５ꎬＰＣ３ꎬ
ＤＵ１４５ꎬ ＳＫＯＶ３￣Ｓꎬ Ａ２７８０ꎬ ＳＧＣ￣７９０１ꎬ Ｔｃａ￣８１１３ꎬ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ꎬ ＨｅｐＧ２ꎬ ＳＭＭＣ￣７７２１ꎬ Ｂｅｌ￣７４０２ꎬ ＭＨＣＣ￣９７Ｈꎬ
ＨｅｌａꎬＰＡＮＣ￣１ꎬＥＪꎬＡ５４９)和 ３ 种正常细胞(ＨＵＶＥＣꎬＥＣ３０４ꎬＲＷＰＥ￣１)进行 ＭＴＳ 实验检测其抗增殖作用ꎬ用
集落形成进一步检测 ＥＡＣＳ 对细胞 ＨＴ￣２９、ＤＬＤ￣１、ＳＷ４８０、ＤＵ１４５、ＰＣ３、ＳＫＯＶ３￣Ｓ 的增殖影响ꎮ 结果表明:
ＥＡＣＳ 对 １６ 个肿瘤细胞和 ３ 个正常细胞均具有不同程度的增殖抑制作用ꎬ其中对 ＲＷＰＥ￣１ 的增殖抑制作用

最强ꎬ药物作用 ７２ ｈ 后的 ＩＣ５０为 ２２.７８ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻＥＡＣＳ 对细胞 ＨＴ￣２９、ＤＬＤ￣１、ＳＷ４８０、ＤＵ１４５、ＰＣ３、ＳＫＯＶ３￣Ｓ
的集落形成均具有抑制作用ꎬ抑制作用强度与浓度成正相关关系ꎮ
关键词: 红树植物ꎬ 抗肿瘤活性ꎬ 筛选ꎬ ＭＴＳꎬ 集落形成
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　 　 肿瘤是目前世界上发病率及致死率高的疾病

之一ꎮ ２０１２ 年全球肿瘤新增病例约有１ ４１０万ꎬ死
亡病例有 ８２０ 万ꎻ欠发展国家的新增病例占 ５７％ꎬ
死亡病例占 ６５％(Ｔｏｒｒｅ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ 中国 ２０１５
年的癌症新发病例达 ４２９ 万ꎬ死亡病例 ２８１ 万

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１６)ꎻ中国癌症发病占全球癌症发

病的 ２１.８％ꎬ癌症死亡占全球的 ２６.９％ꎬ发病率处

于世界癌症平均发病水平ꎬ但死亡率相对较高(高
婷等ꎬ２０１６)ꎮ 目前临床上治疗肿瘤的药物种类及

数量较多ꎬ但多数药物均具有恶心、呕吐等毒副作

用从而限制了其使用范围ꎮ 因此ꎬ寻找有效低毒

的新型抗肿瘤药物是极为迫切的ꎮ
药物的传统来源是陆生植物或微生物的天然

产物ꎬ尤其是次生代谢产物ꎬ如阿司匹林、青霉素、
吗啡的发现ꎮ 在肿瘤领域的临床用药至少 ６０％是

天然药物来源(Ｄａｓ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎬ如多柔比星、紫
杉醇ꎮ 相对陆生植物资源的药用研究ꎬ海洋生态

系统相当于药用研究领域的新大陆ꎬ且与陆地生

态系统差异显著ꎬ有望从丰富的资源中分离出化

学结构多样的活性成分(Ｍｏｌｉｎｓｋｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ 红

树植物生长于热带和亚热带沿海潮间带(Ｍｅｒｃｅｒ ＆
Ｈａｍｉｌｔｏｎꎬ １９８４)ꎬ是海洋生态系统的重要组成部

分ꎮ 高盐、高温、潮湿、强风等潮间带环境ꎬ迫使红

树植物通过合成新颖的次生代谢产物来保护自身

(Ｓｃｈｏｌａｎｄｅｒ ｅｔ ａｌꎬ １９６２ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００７)ꎮ 环境

的特殊性使红树植物相对于其他陆生植物更易产

生一些结构新颖的生物活性成分ꎬ从中找到新药

先导化合物的可能性极大ꎮ 此外ꎬ红树植物在传

统医学中应用广泛ꎬ可用于治疗肿瘤、糖尿病、麻
风病、眼病、肝炎等病症( Ｂａｎｄａｒａｎａｙａｋｅꎬ １９９８)ꎮ
基于生理特异性和传统医学应用ꎬ红树植物是值

得应用现代医药技术进行深入研究的ꎮ
现代研究表明红树植物中的主要化合物有脂

肪族醇、氨基酸、多不饱和脂肪酸、萜类、黄酮类、
生物碱类、醌类、木脂素类、甾醇类、鞣质、杂环化

合物等ꎬ并具有抗肿瘤、抗病毒、抗菌、抗高血压、抗
炎、抗氧化、虫鱼毒性等生物活性(Ｂａｎｄａｒａｎａｙａｋｅꎬ
２００２ꎻＰａｔｒａ ＆ Ｔｈａｔｏｉꎬ ２０１１ꎻ杨维等ꎬ ２０１１)ꎮ 近年

来ꎬ红树植物的抗肿瘤研究证明其具有广泛的抗

肿瘤活性ꎬ并从中分离出众多具有抗肿瘤活性的

成分(Ｄａｓ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎬ如桐花树果甲醇提取物对

ＶＥＲＯ、ＮＩＨ３Ｔ３、ＡＧＳ、ＨＴ￣２９、ＭＣＦ￣７、ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１
具有较强的细胞毒性ꎬＩＣ５０在 ０.０００ ５ ~ ０.９９８ ｍｇ􀅰

ｍＬ￣１之间(Ａｋｔｅｒ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎮ 从桐花树中分离出

具有抗肿瘤活性的 ａｅｇｉｃｏｒｏｓｉｄｅ Ａ、ｓａｋｕｒａｓｏｓａｐｏｎｉｎ、
ｓａｋｕｒａｓｏｓ￣ａｐｏｎｉｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ( Ｖｉｎｈ ｅｔ ａｌꎬ２０１７)、５￣
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氧￣乙基信筒子醌、５￣氧￣甲基信筒子醌(徐岷涓等ꎬ
２００８)和 Ｅｍｂｅｌｉｎ 及其洐生物(Ｔｈｏｔａ ｅｔ ａｌꎬ２０１６ꎻ李
勇ꎬ ２０１０ )ꎮ 此 外ꎬ 还 从 木 果 楝 ( Ｘｙｌｏｃａｒｐｕｓ
ｇｒａｎａｔｕｍ)中分离出具有抗肿瘤活性的 ｘｙｌｏｇｒａｎａｔｉｎ
Ａ、ｘｙｌｏｇｒａｎａｔｉｎ Ｂ、ｘｙｌｏｇｒａｎａｔｉｎ Ｃ、ｘｙｌｏｇｒａｎａｔｉｎ Ｄ(Ｙｉｎ
ｅｔ ａｌꎬ２００６)等ꎮ 但据文献报道ꎬ目前对于桐花树抗

肿瘤作用的系统研究偏少ꎬ对其抗肿瘤作用的机

理及活性成分研究仍有待深入ꎮ 总的来说ꎬ红树

植物仍是一类资源丰富但药物开发研究相对较少

的物种 ( Ｋａｔｈｉｒｅｓａｎ ｅｔ ａｌꎬ ２００６ꎻＨａｒｓｈａｄꎬ ２０１６)ꎮ
应当在现有的研究基础上开展更深入的研究ꎬ以
期从中分离出更多具有生物活性的天然化合物及

开发出优于当前临床治疗肿瘤的药物ꎮ 本研究对

广西沿海的四种红树植物进行细胞毒性检测来评

价它们对前列腺癌细胞 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 的增殖抑制

作用ꎬ并进一步选择作用较强的桐花树进行体外

抗肿瘤活性评价ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料、试剂、耗材和仪器

四种红树植物:红海榄( １０９°４０′０３. ３″ Ｅꎬ２１°
３２′１１.８″ Ｎ)、水黄皮(１０９°３９′５８.４″ Ｅꎬ２１°３２′０４.９″
Ｎ)、秋茄( １０９°４０′０５. ２″ Ｅꎬ２１°３２′１４. ３″ Ｎ)ꎬ２０１６
年 ７ 月采自广西北海市合浦县山口国家级红树林

生态自然保护区ꎻ桐花树(１０８°０３′４９.７″ Ｅ ꎬ２１°３２′
０６.７″ Ｎ)ꎬ２０１６ 年 ７ 月采自广西防城港市北仑河

口红树林保护区ꎮ 由广西中医药大学韦松基教授

分别鉴定为红海榄(Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ)的成熟叶及

嫩叶ꎬ水黄皮 ( Ｐｏｎｇａｍｉａ ｐｉｎｎａｔａ) 的成熟叶及嫩

叶ꎬ秋茄 (Ｋａｎｄｅｌｉａ ｃａｎｄｅｌ)的茎和叶(成熟叶及嫩

叶)ꎬ桐花树(Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ)的茎ꎮ 干燥标

本保存于广西中医药大学中药药效研究重点研究

室中ꎮ
细胞 系: 人 结 直 肠 癌 细 胞 ＨＴ￣２９ꎬ ＳＷ４８０ꎬ

ＤＬＤ￣１ꎬＣＯＬＯ２０５ꎻ 人前列腺癌细胞 ＰＣ３ꎬＤＵ１４５ꎻ
人卵 巢 癌 细 胞 ＳＫＯＶ３￣Ｓꎬ Ａ２７８０ꎻ 人 胃 癌 细 胞

ＳＧＣ￣７９０１ꎻ 人舌癌细胞 Ｔｃａ￣８１１３ꎻ人乳腺癌细胞

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ꎻ 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ꎬ ＳＭＭＣ￣７７２１ꎬ
Ｂｅｌ￣７４０２ꎬＭＨＣＣ￣９７Ｈꎻ 人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａꎻ 人胰

腺癌细胞 ＰＡＮＣ￣１ꎻ 人膀胱癌细胞 ＥＪꎻ 人非小细

胞肺癌细胞 Ａ５４９ꎻ 人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣꎻ
人血管内皮细胞 ＥＣ３０４ꎻ 人正常前列腺上皮细胞

ＲＷＰＥ￣１ꎮ
试剂:９５％乙醇(批号为 ２０１６０７０６０１ꎬ厂家为

成 都 科 龙 化 工 试 剂 厂 )、 乙 酸 乙 酯 ( 批 号 为

２０１６０９０６０１ꎬ厂家为成都科龙化工试剂厂)、正丁

醇(批号为 ２０１６０９２２０１ꎬ厂家为成都科龙化工试剂

厂)、石油醚(批号为 ２０１６０６０１０１ꎬ厂家为成都科

龙化工试剂厂)、水 溶 性 甲 臢 盐 ＭＴＳ ( 批 号 为

２１９９０４ꎬ厂家为 Ｐｒｏｍｅｇａ)、培养基 ＲＰＭＩ １６４０(批

号为 ３５０００６０２６ꎬ厂家为 ＷＩＳＥＮＴ)、ＤＭＥＭ(批号

为 ２０１７０３１５ꎬ厂家 为 江 苏 凯 基)、 Ｌ１５ (批 号 为

１６１１０９ꎬ厂家为江苏凯基)、 ＭｃＣｏＹ’ ｓ ５Ａ(批号为

２０１７０４０７ꎬ厂 家 为 江 苏 凯 基 )、 ＭＥＭ ( 批 号 为

１６１２２７ꎬ 厂 家 为 江 苏 凯 基 )、 Ｆ１２Ｋ ( 批 号 为

３１９０８５０２０ꎬ厂家为 ＷＩＳＥＮＴ)、胎牛血清 ＦＢＳ(批号

为 １７３９４６３ꎬ厂家为 Ｇｉｂｃｏ)、青霉素 /链霉素双抗溶

液(批号为 １８６４８４４ꎬ厂家为 Ｇｉｂｃｏ)、胰酶 ０. ２５％
Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ(批号为 １８５９５０９ꎬ厂家为 Ｇｉｂｃｏ)、平
衡盐溶液 Ｄ￣ＰＢＳ (批号为 ３１１４２５０１６ꎬ厂家为 ＷＩ￣
ＳＥＮＴ)ꎬＤＭＳＯ(批号为 １０２９Ｂ０３３ꎬ厂家为 Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎮ

耗材:９６ 孔板(批号为 ３５９９ꎬ厂家为 Ｃｏｒｎｉｎｇ)、
５ ｍＬ 移液管 (批号为 ４４８７ꎬ厂家为 Ｃｏｒｎｉｎｇ)、１０
ｍＬ 移液管(批号为 ４４８８ꎬ厂家为 Ｃｏｒｎｉｎｇ)、１５ ｍＬ
离心管(批号为 ４３０７９１ꎬ厂家为 Ｃｏｒｎｉｎｇ)、５０ ｍＬ
离心管(批号为 ４３０８２９ꎬ厂家为 Ｃｏｒｎｉｎｇ)ꎮ

仪器:显微镜(型号为 ＥＣＬＩＰＳＥ ＴＳ１００￣Ｆꎬ厂家

为 Ｎｉｋｏｎ)、生物安全柜(型号为 １３８９ꎬ厂家为 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏ)、酶标仪(型号为 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎꎬ厂家为 Ｔｈｅｒｍｏ)、
扫描仪(型号为 ９０００Ｆꎬ厂家为 Ｃａｎｏｎ)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 细胞培养　 细胞分别接种在含有 １０％ 胎牛

血清、１００ Ｕ􀅰ｍＬ￣１青霉素、１００ μｇ􀅰ｍＬ￣１链霉素的

相应培养基中ꎬ于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２恒温孵箱中培养ꎮ
不完全培养基及相应的细胞系依次为 ＲＰＭＩ １６４０
( ＰＣ３ꎬ ＤＵ１４５ꎬ Ｂｅｌ￣７４０２ꎬ ＤＬＤ￣１ꎬ ＥＪꎬ ＳＧＣ￣７９０１ꎬ
ＳＭＭＣ￣７７２１ꎬ Ｔｃａ￣８１１３ꎬ ＣＯＬＯ２０５ꎬ ＥＣ３０４)、 ＤＭＥＭ
(Ａ２７８０ꎬ ＰＡＮＣ￣１ꎬ ＨＵＶＥＣꎬ ＭＨＣＣ￣９７Ｈ)、Ｌ１５ (ＭＤＡ￣
ＭＢ￣２３１ꎬ ＳＷ４８０)、ＭｃＣｏＹ’ ｓ ５Ａ (ＨＴ￣２９ꎬ ＳＫＯＶ３￣Ｓ)、
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ＭＥＭ (ＨｅｐＧ２ꎬ Ｈｅｌａ)、Ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ￣ＳＦＭ (ＲＷＰＥ) 和

Ｆ１２Ｋ (Ａ５４９)ꎮ
１.２.２ 样品的制备 　 将红树植物晒干ꎬ分拣茎、叶ꎬ
粉碎后分别用 ９５％乙醇超声提取 １ ｈꎬ滤过后用冷

冻真空旋转蒸发仪回收乙醇(低于 ６０ ℃)ꎬ浓缩至

无醇味ꎬ６０ ℃水浴干燥即得 ９５％乙醇提取物ꎮ 桐

花树茎的 ９５％乙醇提取液在浓缩至无醇味后ꎬ依
次进行石油醚、乙酸乙酯、正丁醇的萃取ꎬ萃取物

浓缩干燥得桐花树茎不同极性部位ꎮ 取以上的

９５％乙 醇 提 取 物 和 桐 花 树 茎 乙 酸 乙 酯 部 位

(ＥＡＣＳ)进行肿瘤细胞的细胞毒性筛选ꎮ 将提取

物溶解于 ＤＭＳＯ 中ꎬ配成 １００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的储备液ꎬ
提取物不易溶解时ꎬ置于超声仪超声溶解ꎬ并用

０.２２ μｍ 微孔滤膜过滤后分装于 ＥＰ 管ꎬ保存

于－２０ ℃ꎮ
１.２.３ 体外肿瘤细胞增殖抑制实验(ＭＴＳ 法) 　 将

对数生长期的细胞种植在 ９６ 孔板中ꎬ每孔 ２ ０００
个细胞ꎬ每组设置 ３ 个复孔ꎬ置于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２恒

温孵箱中过夜贴壁后给药ꎮ ９５％乙醇提取物给药

梯度各不同ꎬＥＡＣＳ 设 ５ 个给药梯度组(５０.０、７５.０、
１００.０、１５０.０、２００ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ每组给药组分别设

置相应的药物颜色扣除孔ꎬ以及培养液对照组、
ＤＭＳＯ 对照组ꎬ设置 ３ 块板ꎬ分别进行 ２４、４８、７２ ｈ
的检测ꎮ 给药后置于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２恒温孵箱中进

行常规培养ꎮ 分别在培养 ２４、４８、７２ ｈ 后ꎬ每孔加

入 ２０ μＬ 完全融化后的 Ｃｅｌｌ Ｔｉｔｅｒ ９６ Ａｑｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔꎬ将细胞放回培养箱中继续培养

２ ｈꎬ于酶标仪上在 ４９０ ｎｍ 波光处读取吸光度值ꎮ
细胞活力 ＝药物干预组 /对照组×１００％ꎮ 用 Ｇｒａｐｈ￣
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 作折线图ꎬ用 ＳＰＳＳ ２１ 计算 ＩＣ５０ꎮ
１.２.４ 集落形成实验　 将细胞以每个孔 ４００ 个的密

度均匀地铺于 ６ 孔板中ꎬ２４ ｈ 之后给予药物 ＥＡＣＳ
(１２.５、２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１)干预ꎬ并设置对照组ꎮ ４ ｄ 后

换一次液ꎬ新的液体分别为完全培养基、相同浓度

的药物组ꎬ８ ｄ 后终止克隆形成ꎮ 将 ６ 孔板从培养

箱中取出并吸走液体ꎬ用 Ｄ￣ＰＢＳ 缓冲液清洗两遍

后用 ４％的多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬ吸走 ４％多聚甲

醛后用结晶紫染色液染色 １８ ｍｉｎꎮ 吸走结晶紫并

用 Ｄ￣ＰＢＳ 清洗干净ꎬ将 ６ 孔板用扫描仪扫描ꎮ 克

隆形成率 ＝克隆形成数 /种板细胞数×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 四种广西沿海红树植物对人前列腺癌细胞

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 的抑制作用

细胞增殖实验表明ꎬ除了红海榄ꎬ秋茄、桐花

树、水 黄 皮 的 ９５％ 乙 醇 提 取 物 对 人 前 列 腺 癌

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 增殖均表现出一定的抑制作用ꎬ且抑

制作用随着药物浓度的增加而增强ꎬ呈量效关系ꎮ
秋茄茎 ９５％乙醇提取物对 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖

抑制效果在作用了 ７２ ｈ 时最强ꎬＩＣ５０分别为 ８１.４８、

９７.７７ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ秋茄叶 ９５％ 乙醇提取物抑制

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞的增殖也是在 ７２ ｈ 时最强ꎬＩＣ５０

分别为 ９３.２１、５９.７５ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 桐花树茎 ９５％乙

醇提取物对 ＤＵ１４５ 细胞增殖抑制作用在 ２４ ｈ 时

最强ꎬＩＣ５０为 ７５.２３ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ而对 ＰＣ３ 细胞增殖

抑制作用则是在 ４８ ｈ 时最强ꎬＩＣ５０为 ９７.１３ μｇ􀅰

ｍＬ￣１ꎮ 水黄皮叶 ９５％乙醇提取物对 ＤＵ１４５、ＰＣ３
细胞增殖抑制作用均在 ７２ ｈ 时最强ꎬＩＣ５０分别为

１７０.５７、１８４.８２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 结果见图 １ 和表 １ꎮ

表 １　 四种红树植物 ９５％乙醇提取物作用于

ＤＵ１４５ 和 ＰＣ３ 细胞的 ＩＣ５０

Ｔａｂｌｅ １　 ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ
ｆｏｕｒ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ＤＵ１４５ ａｎｄ ＰＣ３

红树植物
Ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

干预时间
Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｈ)

ＤＵ１４５
(μｇ􀅰
ｍＬ ￣１)

ＰＣ３
(μｇ􀅰
ｍＬ ￣１)

桐花树
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ

ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

茎
Ｓｔｅｍ

２４ ７５.２３ １４０.７５
４８ ８８.８１ ９７.１３
７２ ７６.５３ １２６.７７

秋茄
Ｋａｎｄｅｌｉａ
ｃａｎｄｅｌ

茎
Ｓｔｅｍ

２４ — ２４０.９８
４８ １７８.４４ １３９.５４
７２ ８１.４８ ９７.７７

叶
Ｌｅａｆ

２４ １１８.３７ １２０.０１
４８ １１６.０４ ８８.６５
７２ ９３.２１ ５９.７５

红海榄
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ
ｓｔｙｌｏｓａ

叶
Ｌｅａｆ

２４ １ ９６６.８９ ８３９.６０
４８ — １ ０１６.８９
７２ — —

水黄皮
Ｐｏｎｇａｍｉａ
ｐｉｎｎａｔａ

叶
Ｌｅａｆ

４８ ７４５.９１ ２１９.３７

７２ １７０.５７ １８４.８２

　 注: “—”表示无明显细胞毒性ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “—”ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

０７２１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



　 　 在药物干预了 ４８、７２ ｈ 时ꎬ均是桐花树茎 ９５％
乙醇提取物对 ＤＵ１４５ 细胞增殖抑制作用的 ＩＣ５０最

小ꎬ表明其对 ＤＵ１４５ 细胞增殖抑制作用最强ꎮ
２.２ ＥＡＣＳ 对 １９ 种人肿瘤细胞和 ３ 种人正常细胞

的抑制作用

ＥＡＣＳ 对 １９ 种人肿瘤细胞和 ３ 种人正常细胞中

的细胞增殖实验结果表明ꎬＥＡＣＳ 在药液浓度 ５０ ~
２００ μｇ􀅰ｍＬ￣１的范围内对人肝癌细胞 ＭＨＣＣ￣９７Ｈ、
ＳＭＭＣ￣７７２１ 和人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９ 无明显细

胞毒性ꎬ而对其他 １６ 种肿瘤细胞和 ３ 个正常细胞均

具有不同程度的增殖抑制效果ꎬ抑制作用随着浓度

的增加而增强ꎬ呈量效关系ꎮ 结果见图 ２ 和表 ２ꎮ
以药物作用 ４８ 和 ７２ ｈ 的 ＩＣ５０为参照ꎬ在 １６ 个

肿瘤细胞中ꎬＥＡＣＳ 对结直肠癌 ＣＯＬＯ２０５ 细胞增

殖抑制作用最强ꎬＩＣ５０分别为 ８３.５１、１１７. ０３ μｇ􀅰

ｍＬ￣１ꎻ其次是结直肠癌 ＤＬＤ￣１ 细胞ꎬ细胞增殖抑制

作用 的 ＩＣ５０ 分 别 为 １４２. ４５、 １４６. ２８ μｇ 􀅰 ｍＬ￣１ꎮ
ＥＡＣＳ 对 ３ 个正常细胞的增殖也具有抑制作用ꎬ对
ＨＵＶＥＣ、ＥＣ３０４、ＲＷＰＥ￣１ 细胞增殖抑制作用依次

增强ꎻ在 ＥＡＣＳ 干预 ４８、７２ ｈ 时ꎬＲＷＰＥ￣１ 细胞增殖

抑制作用的 ＩＣ５０分别为 ８７.６４、２２.７８ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 由

此可见ꎬＥＡＣＳ 对细胞增殖抑制作用不具有选择特

异性ꎬ不能区分肿瘤细胞与正常细胞ꎮ 若进一步

对 ＥＡＣＳ 进行分离ꎬ得到的细胞增殖抑制作用活性

成分ꎬ可考虑化学结构修饰ꎬ以期从中得到具有选

择特异性的抗肿瘤活性成分ꎮ
ＥＡＣＳ 干预 ＤＵ１４５ 细胞ꎬ在 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 时ꎬ

细胞增殖抑制作用的 ＩＣ５０ 分别是 １４４. ３６、１６６. ０２

和 １５８.６４ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻＥＡＣＳ 干预 ＰＣ３ 细胞ꎬ在 ２４、
４８ 和 ７２ ｈ 时ꎬ抑制增殖的 ＩＣ５０ 分别是 ３５７. ５１、

２１９.８１ 和 ２０３.８１ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 以上 ６ 个值均比桐花

树茎 ９５％乙醇提取物对 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖抑

制作用的 ＩＣ５０大ꎬ说明桐花树茎 ９５％乙醇提取物对

前列腺癌 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖抑制作用的活性

成分不富集在 ＥＡＣＳ 上ꎬ而在石油萃取物或者正丁

醇萃取物中ꎮ
２.３ ＥＡＣＳ 对 ＨＴ￣２９、ＤＬＤ￣１、ＳＷ４８０、ＤＵ１４５、ＰＣ３
细胞集落形成的影响

ＥＡＣＳ 对人结肠癌细胞 ＨＴ￣２９、ＤＬＤ￣１、ＳＷ４８０

的集落形成干预效果见图 ３ꎬ对人前列腺癌细胞

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 及人卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３￣Ｓ 的集落形成

干预效果见图 ４ꎮ 通过克隆形成实验ꎬ进一步证实

了 ＥＡＣＳ 对 细 胞 ＨＴ￣２９、 ＤＬＤ￣１、 ＳＷ４８０、 ＤＵ１４５、
ＰＣ３、ＳＫＯＶ３￣Ｓ 的增殖抑制作用ꎮ 如图 ３ 和图 ４ 所

示ꎬＥＡＣＳ 对这 ６ 种细胞的克隆形成的抑制作用强

度与浓度成正相关关系ꎬ药物浓度越高ꎬ抑制作用

越强ꎮ 在与对照组比较的情况下ꎬＥＡＣＳ 对 ＳＷ４８０
的克隆形成无明显的抑制效果ꎬ而对其他 ５ 种细胞

的克隆形成的抑制效果较强ꎬ均具有统计学意义ꎮ
在 １２.５ μｇ􀅰ｍＬ￣１的 ＥＡＣＳ 干预下ꎬＤＵ１４５ 细

胞克隆形成数与空白对照组比较ꎬ差异具有极显

著意义(Ｐ < ０.０１)ꎻ而 ＤＬＤ￣１、ＰＣ３、ＳＫＯＶ３￣Ｓ 细胞

克隆形成数与对照组比较ꎬ差异在浓度为 ２５. ０
μｇ􀅰ｍＬ￣１ 时才具有极显著意义 (Ｐ < ０. ０１)ꎮ 在

２５.０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ ＥＡＣＳ 干预下ꎬＨＴ￣２９ 细胞克隆形成

数与对照组比较ꎬ差异具有显著意义(Ｐ < ０.０５)ꎮ

３　 讨论与结论

恶性肿瘤是目前世界上仅次于心血管疾病的

第二大致死疾病ꎮ 尽管现在有许多可应用于治疗

恶性肿瘤的药物ꎬ但是这些药物往往会产生副作

用ꎮ 红树植物历来被人们用来治疗各种疾病ꎬ其中

就包括治疗肿瘤ꎮ 红树林植物生长于陆地与海洋

的交界处ꎬ环境的特殊性使得红树植物易于产生新

颖的次生代谢产物ꎮ 目前为止ꎬ研究者发现多种红

树植物具有抗肿瘤作用ꎬ并从中分离出了多种具有

抗肿瘤活性的化学成分(韦林垚等ꎬ ２０１８)ꎮ
红树植物的提取物或者从中分离出来的活性

成分ꎬ它们的抗肿瘤机理各不相同ꎬ主要有阻滞细

胞周期、诱导细胞凋亡、抑制细胞转移和侵袭、抑
制肿瘤血管生成等ꎮ 从桐花树中分离出的抗肿瘤

活性成分 ５￣氧￣乙基信筒子醌和 ５￣氧￣甲基信筒子

醌阻断肿瘤细胞周期在 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ并诱导肿瘤细

胞凋亡来抗肿瘤(徐岷涓等ꎬ２００８)ꎻ从红海榄中分

离出的环木菠萝苷可激活肿瘤细胞的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
和 Ｃａｐａｓｅ７ꎬ 从 而 诱 导 细 胞 凋 亡 ( Ｈｕｏｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４)ꎻ从白骨壤中分离出来的 ｎａｐｈｔｈｏ [１ꎬ２￣ｂ]
ｓｄｆｇｈｉｊｕｆｕｒａｎ￣４ꎬ５￣ｄｉｏｎｅ 通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路抑

１７２１１０ 期 谭德超等: 广西沿海四种红树植物抗肿瘤活性的筛选



表 ２　 ＥＡＣＳ 作用于 １９ 种人肿瘤细胞和 ３ 种人正常细胞的 ＩＣ５０

Ｔａｂｌｅ ２　 ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＥＡＣＳ ａｇａｉｎｓｔ ｎｉｎｅｔｅｅｎ ｈｕｍａｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

细胞类型
Ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ

桐花树茎乙酸乙酯部位 (ＥＡＣＳ)
Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ ｓｔｅｍｓ

细胞系
Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

２４ ｈ
(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

４８ ｈ
(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

７２ ｈ
(μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

人结直肠癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＣＯＬＯ２０５ １１１.８０ ８３.５１ １１７.０３

ＤＬＤ￣１ １２０.６５ １４２.４５ １４６.２８

ＨＴ￣２９ — ２７１.９９ ３５３.００

ＳＷ４８０ ２４３.４５ １８６.９１ ２９７.４６

人前列腺癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＤＵ１４５ １４４.３６ １６６.０２ １５８.６４

ＰＣ３ ３５７.５１ ２１９.８１ ２０３.８１

人卵巢癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

Ａ２７８０ — ２４３.６６ ４２０.１５

ＳＫＯＶ３￣Ｓ ８１８.５０ ５１５.７０ —

人乳腺癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ １１０.８２ — ２４１.９８

人肝癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

Ｂｅｌ￣７４０２ ２０１.５９ — —

ＨｅｐＧ２ ４８２.２９ ３４６.２８ ２１１.１２

ＭＨＣＣ￣９７Ｈ — — —

ＳＭＭＣ￣７７２１ — — —

人胃癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＳＧＣ￣７９０１ １４５.６６ ２４１.１４ ３８１.８３

人舌癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｔｏｎｇｕｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

Ｔｃａ￣８１１３ ２４４.１４ １９３.４４ ２５７.９９

人宫颈癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

Ｈｅｌａ １５９.７７ ２０５.９６ １６９.４９

人胰腺癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＰＡＮＣ￣１ ３７８.４１ — —

人膀胱癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

ＥＪ ２３１.３３ １７５.７２ １７１.９５

人肺癌细胞
Ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

Ａ５４９ — — —

人血管内皮细胞
Ｈｕｍａｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ

ＥＣ３０４ １２９.０９ １２４.５２ １５１.５０

人脐静脉内皮细胞
Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ

ＨＵＶＥＣ — ７２６.４９ １６１.９５

人正常前列腺上皮细胞
Ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ

ＲＷＰＥ￣１ １７０.６３ ８７.６４ ２２.７８

制 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞的转移和侵袭(Ｈｓｉｅｈ ｅｔ ａｌꎬ
２０１３)ꎻ小花老鼠簕的提取物可抑制 ＶＥＧＦ 的表

达ꎬ从而抑制肿瘤血管生成 (Ｍａｈａｓｉｒｉｐａｎｔｈ ｅｔ ａｌꎬ
２０１２)ꎮ 通过文献检索发现ꎬ多种红树植物具有抗

肿瘤活性ꎬ并且机理多种多样ꎮ 此外ꎬ红树植物的

抗肿瘤活性具有一定肿瘤选择性ꎬ如从红海榄叶

中提取出来的环木菠萝苷对扁平上皮癌 ＫＢ 细胞、
肺腺癌 ＬＵ￣１ 细胞、黑色素瘤 ＳＫ￣Ｍｅｌ￣２ 细胞均具有

显著的细胞毒性作用(Ｈｕｏｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎬ但在本

研究中ꎬ红海榄叶 ９５％乙醇提取物对前列腺癌

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞无明显细胞毒性ꎮ 同一种红树植

物对不同肿瘤细胞增殖抑制作用不同ꎬ提示对同

一红树植物提取物或者从中分离出来的抗肿瘤活

性成分进行扩大肿瘤细胞系筛选是很有必要的ꎮ
同时ꎬ要对筛选出的抗肿瘤活性成分进行进一步

的抗肿瘤机理研究ꎮ
本研究中ꎬ通过对红海榄、秋茄、水黄皮、桐花

树不同部位的 ９５％乙醇提取物抗肿瘤活性的筛

选ꎬ发现桐花树茎 ９５％乙醇提取物对 ＤＵ１４５ 细胞

增殖抑制作用最强ꎮ 红海榄叶 ９５％乙醇提取物对
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注: 数值是 ３ 个重复的平均值ꎬ以误差线表示标准偏差ꎮ 下同ꎮ ＡꎬＢ. 桐花树茎 ９５％乙醇提取物ꎻ ＣꎬＤ. 秋茄茎 ９５％乙醇

提取物ꎻ ＥꎬＦ. 秋茄叶 ９５％乙醇提取物ꎻ ＧꎬＨ. 红海榄叶 ９５％乙醇提取物ꎻＩꎬＪ. 水黄皮叶 ９５％乙醇提取物ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓꎬ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. ＡꎬＢ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｆｒｏｍ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ
ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ (ｓｔｅｍｓ)ꎻ ＣꎬＤ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｆｒｏｍ Ｋａｎｄｅｌｉａ ｃａｎｄｅｌ (ｓｔｅｍｓ)ꎻ ＥꎬＦ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｆｒｏｍ Ｋａｎｄｅｌｉａ ｃａｎｄｅｌ (ｌｅａｖｅｓ)ꎻ

ＧꎬＨ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ (ｌｅａｖｅｓ)ꎻ ＩꎬＪ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｆｒｏｍ Ｐｏｎｇａｍｉａ ｐｉｎｎａｔａ (ｌｅａｖｅｓ).

图 １　 四种红树植物 ９５％乙醇提取物对前列腺癌细胞 ＤＵ１４５ 和 ＰＣ３ 的增殖抑制作用

Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＵ１４５ ａｎｄ ＰＣ３ ｃｅｌｌｓ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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图 ２　 ＥＡＣＳ 对 １９ 种肿瘤细胞和 ３ 种人正常细胞的增殖抑制作用

Ｆｉｇ. ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＡＣＳ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅｔｅｅｎ ｈｕｍａｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

前列腺癌 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖抑制作用的 ＩＣ５０大

于 ８００ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ推断其对前列腺癌 ＤＵ１４５、ＰＣ３
细胞不具有抗肿瘤活性ꎮ 进一步对桐花树茎 ９５％
乙醇提取物进行分离ꎬ并选择了乙酸乙酯萃取物

４７２１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



注: ∗ 表示 Ｐ < ０.０５ꎬ∗∗ 表示 Ｐ < ０.０１ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｍｅａｎｓ Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ ｍｅａｎｓ Ｐ < ０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 ＥＡＣＳ 对人结肠癌细胞 ＨＴ￣２９、ＤＬＤ￣１、ＳＷ４８０ 集落形成的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＣＳ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｆ ＨＴ￣２９ꎬ ＤＬＤ￣１ ａｎｄ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ

图 ４　 ＥＡＣＳ 对人前列腺癌细胞 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 及人卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３￣Ｓ 的集落形成的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＣＳ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｆ ＤＵ１４５ꎬ ＰＣ３ ａｎｄ ＳＫＯＶ３￣Ｓ ｃｅｌｌｓ

进行多种肿瘤细胞的抗肿瘤活性筛选ꎬ结果表明

ＥＡＣＳ 对多种肿瘤细胞具有一定增殖抑制作用ꎬ但
具有一定的选择性ꎬ对 ＭＨＣＣ￣９７Ｈ、ＳＭＭＣ￣７７２１、
Ａ５４９ 细 胞 增 殖 无 明 显 抑 制 作 用ꎮ ＥＡＣＳ 对

ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞增殖抑制作用比桐花树茎 ９５％
乙醇提取物小ꎬ表明在石油醚或者正丁醇萃取物

中具有抗肿瘤作用更强的活性成分ꎬ应进一步研

究桐花树茎石油醚、正丁醇萃取物的抗肿瘤活性ꎮ
ＭＴＳ 实验中ꎬＥＡＣＳ 在 ４８、７２ ｈ 的干预下对结肠癌

ＣＯＬＯ２０５ 细胞增殖抑制作用最强ꎬ但因 ＣＯＬＯ２０５
是半悬浮细胞ꎬ不利于进行集落形成实验ꎬ所以在

集落形成实验中选择了细胞增殖抑制作用仅次于

ＣＯＬＯ２０５ 的 ＤＬＤ￣１ 细胞及其同一肿瘤系的 ＨＴ￣２９
和 ＳＷ４８０ꎻ此外还选择了乙醇提取物初筛抗肿瘤

活性的前列腺癌 ＤＵ１４５、ＰＣ３ 细胞ꎮ
通过对红海榄、秋茄、水黄皮、桐花树等广西

四种红树植物抗肿瘤活性进行筛选研究ꎬ发现秋

茄、水黄皮、桐花树均具有不同程度的抗肿瘤活

性ꎬ其中桐花树的抗肿瘤活性最强ꎮ 桐花树乙醇

提取物的细胞增殖实验(ＭＴＳ)和 ＥＡＣＳ 的细胞增

殖实验及集落形成实验ꎬ说明桐花树具有显著的

抗肿瘤活性ꎬ并为进一步明确桐花树的抗肿瘤活

性部位ꎬ从中发现活性成分提供了基础数据ꎮ 后

期可以该抗肿瘤活性筛选实验为指导ꎬ针对性研
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究具有抗肿瘤活性红树植物的化学成分ꎬ以期发

现结构新颖、疗效显著的天然抗肿瘤药物ꎮ
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