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细叶卷柏提取物的体外抗肿瘤活性 

李 娟1，2，陈科力2 ，徐嘉成2 

(1． 广西植物研究所，广西 桂林 541006；2．湖北中医学院药学院， 

湖北省和教育部共建中药资源和中药复方重点实验室，武汉 430065) 

摘 要：利用 MTT法检测细叶卷柏乙酸乙酯和正丁醇提取物对 HeLa细胞生长的抑制作用，利用流式细胞 

术(FCM)比较不同提取物对细胞凋亡的影响。结果显示：细叶卷柏的乙酸乙酯和正丁醇部位抑制细胞生长和 

诱导细胞凋亡作用均有明显的剂量依赖性。乙酸乙酯部位的ICso值为 1．927／~g／mL，正丁醇部位的IC5o值为 

24．600／~g／mL。因此，细叶卷柏乙酸乙酯部位的体外抗肿瘤活性相对较强，其次是其正丁醇部位，水提部位 

相对较弱。细叶卷柏是一种潜在的抗肿瘤药用植物。 
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Anti——tumor activities in vitro of extracts 

from Selaginella labordei 
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Abstract：MTT assays were used tO evaluate effects of ethyl acetate and n—butanol extracts from Selaginella 

labordei on inhibiting cell proliferation．Flow cytometry(FCM)was used tO detect cell apoptosis rate．The 

results showed that ethyl acetate and n-butanol extracts had a distinctive dose-dependent relation in inhibiting 

cell proliferation and inducing cell apoptosis．The IC50 values of ethyl acetate and n-butanol extracts were 

1．927／~g／mL and 24．600／~g／mL respectively．So ethyl acetate extracts possessed stronger anti—tumor activi— 

ty，and n—butanol extracts the next，water extracts were relatively weak．S．1aborei is a potential medical plant 

with anti—tumor activities． 
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卷柏属(Selaginella)植物属于蕨类植物石松纲 

卷柏科，分布广泛，资源丰富，是地球上古代和现代 

植物界中的一个重要组成部分，我国约有 6O余种， 

其中2O多种可以作为药用，多具有清热解毒，活血 

止血等功效，其中一些在我国广泛地应用于治疗病 

毒性肝炎、癌症等多种疾病(徐宏峰等，2004；余艳 

等，2007)。在该属植物中已发现了一些具有抗肿 

瘤、抗病毒作用的活性成分(Sun等，1997；Lin等， 

2000；Silva等，1995；Ma等，2OO1；Ma等，2003)。 

细叶卷柏(S．1abordei)在我国民间被认为具有 

清热利湿、消炎、止血等功效，用以治疗d,JL疳积、口 

腔炎、外伤出血、湿热黄疽以及慢性肝炎等疾病。据 

报道，细叶卷柏有较强的抗氧化、抑制黄嘌呤氧化酶 

和脂氧化酶的活性 (Chen等，2005；黎莉等，2006， 
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2007)，以及较强的抗病毒活性(张巧玲等，2005)，并 

能显著下调结肠癌细胞中表达环氧化酶11(COX一2) 

的基因mRNA(Chen等，2005)，表明它可能有潜在 

的抗肿瘤作用。本文对其乙酸乙酯，正丁醇和水提 

取物的抗肿瘤活性进行了研究，为进一步发掘细叶 

卷柏的药用价值和活性成分的分离提供借鉴。 

1 材料与方法 

1．1实验材料 

细叶卷柏(S．1abordei)全草，原植物于2004年 7 

月采自江西庐山，由中南民族大学万定荣教授鉴定。 

样品标本存放于湖北中医学院中药标本中心。 

1．2试剂 

DMSO(二甲基亚砜)、胰蛋白酶、氯霉素、青霉 

素、EDTA(Amresco公司)；RPMI 1640(GIBCO公 

司)；MTT、PI(Sigma公司)；新生牛血清(三利生物 

制品厂)；甲醇、乙酸乙酯、正丁醇等其它试剂均为国 

产分析纯。 

1．3仪器 

SHELLRB CO 恒温细胞培养箱(Sheldon)； 

CK2一TRC一3倒置显微镜 (Olympus)；SHZ一82A恒 

温震荡器(国华企业)；SUNRISE酶标仪(tecan公 

司)；FACSCalibur流式细胞仪(BD公司)；90～2型 

定时恒温磁力搅拌器(上海沪西分析仪器厂)；PHS一 

3C pH计(上海雷磁仪器厂)等。 

1．4细胞株 

宫颈癌细胞 HeLa由武汉大学中国典型培养物 

保藏中心(CCTCC)提供。 

1．5样品制备 

细叶卷柏干燥全草用 l0倍量 95 乙醇渗漉， 

合并渗漉液，减压浓缩至小体积，水分散后依次用石 

油醚、乙酸乙酯、正丁醇提取，分别得到石油醚部位 

(Ⅱ)、乙酸乙酯部位(Il1)。正丁醇部位(IV)和剩余 

的水部位(I)，所得各部位分别减压浓缩，得各部位 

的干膏。精密称取水(I)、石油醚(1I)、乙酸乙酯 

(Ⅲ)、正丁醇部位(Ⅳ)等各部位的干膏 10 mg，用 

DMSO溶解(DMSO的终浓度<1 9／6)，备用。临用 

时用细胞培养液稀释至所需浓度。阴性对照组加入 

同浓度的DMSO溶液。 

1．6细叶卷柏提取物对体外培养肿瘤细胞形态的影响 

HeLa细胞培养于含 1O 9／5新生牛血清的 RP- 

MI1640培养液中，5 CO2，37℃培养箱内常规传 

代培养，取对数生长期细胞用于实验。细胞传代培 

养 24 h后，加入不同提取物，培养 24 h后，在Olym— 

pus倒置显微镜下观察细胞形态变化。 

1．7细叶卷柏提取物对体外培养肿瘤细胞生长的抑 

制作用 

取对数期细胞制成细胞悬液，稀释至浓度为 

2。5x10。～5O×10。／mL，接种于 96孔培养板内，每 

孔 200 tLL，24 h后倾出培养液，加人含不同浓度提 

取液的培养液，终浓度分别为 1，1O，4O，80~g／mL， 

每一浓度组均设 4孔。对照孔加含等量 DMSO的 

培养液，空白调零组加 200．uL培养液(不含细胞)。 

在加药后 24 h加入 MTT溶液 2O L，继续培养 4 

h，小心倒去培养液，加人 200~LDMSO，在酶标仪 

上测定各孔 A值，测定波长为 492 nm。按下列公 

式计算抑制率(IR)：IR(9，6)=(1一给药孔平均A值／ 

对照孔平均 A值)×1。O ，半数细胞抑制浓度 I 。 

为抑制一半细胞生长所需的药物浓度。具体步骤见 

参考文献(Sargent，2003；Mosmann，1983)。 

1．8细叶卷柏提取物对细胞凋亡的影响 

细胞生长 24 h以后，分别加入不同提取物继续 

培养 l2 h(终浓度 50 t~g／mL)。0．25 胰酶消化细 

胞，经 PBS清洗后，离心去上清，用 70 的冰乙醇固 

定。检测前离心，用 PBS清洗后，弃上清液。后加 

入 l mL染色液(含 P10．1 mg／mL，RNase 0．1 mg／ 

mL)，室温避光 2O rain，过 300目尼龙网后上机，用 

CELLQuest软件分析，测定凋亡细胞的比例。 

1．9统计学分析 

采用 SPSS10．5软件系统，不同处理组间抑制 

率的比较采用 t检验，以P<O．05为差异有显著性。 

2 结果与分析 

2．1细叶卷柏提取物对体外培养肿瘤细胞形态的影响 

加入乙酸乙酯和正丁醇提取物的 HeLa细胞均 

有不同程度的受损现象，细胞密度明显降低，细胞的 

体积变小，变形，某些细胞出现皱缩、变圆、甚至脱落 

现象。而加入水和石油醚提取物的细胞与阴性对照 

相比区别不大。 

2．2细叶卷柏提取物对体外培养肿瘤细胞生长的抑 

制作用 

从实验结果可以看到：细叶卷柏水和石油醚提 

取物对 HeLa细胞生长的抑制作用没有明显的剂量 

依赖关系，而乙酸乙酯和正丁醇提取物可以看到明 
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表 1 细叶卷柏乙酸乙酯和正丁醇提取物 

对 HeLa细胞的抑制作用 

Table 1 Antiproliferative effects of EtOAc and 

n-butanol extracts 0n HeLa cell line 

浓度 OD值 抑制率
C 样品 sa唧 【e

，

tra

on cen

n

-

、 

。 t囊io n IC so (
t~g／mI ) ～  ⋯ 

与对照组比较Compared with control P<0．05，”P<0．01，n=4 

显的剂量依赖关系，其 IC 。值见表 1。乙酸乙酯提 

取物和正丁醇提取物抑制细胞生长作用较强。 

2．3细叶卷柏提取物对体外培养肿瘤细胞凋亡的影响 

由表 2可知，细叶卷柏乙酸乙酯和正丁醇提取 

物对细胞凋亡的影响呈剂量依赖性，在高浓度下细 

胞凋亡率高。而水提取物即便在 100 t~g／mL 

表 2 细叶卷柏不同提取物对细胞凋亡的影响 (n一4) 

Table 2 Effects of extracts on inducing 

HeLa cell apoptosis( ) 

提取物 Extracts 
浓度 Concentration(~g／mL) 

0 25 50 1OO 

图 1 细叶卷柏不同提取物对细胞凋亡的影响 

Fig．1 Effects of extracts on inducing HeLa cell apoptosis 

Counts：细胞数目；FL2一A：荧光通道 2一面积；M1：凋亡峰；M2：GO／G1期}M3：S期；M4：G2期。 

下诱导细胞凋亡作用与阴性对照也没有显著性差 

异。同时从 FCM图中可以看到在 100／~g／mL下， 

加入乙酸乙酯提取物的细胞其周期分布较阴性对照 

区别较大，大部分细胞处于凋亡期，看不到明显的 

G1／G0和 G2期。因此乙酸乙酯提取物对细胞凋亡 

的影响大于正丁醇提取物，远大于水提取物。 

3 讨论 

该实验发现细叶卷柏乙酸乙酯部位体外抗肿瘤 

活性相对较强，其次是正丁醇部位，水提部位相对较 

弱。而石油醚部位通常为去除鞣质等干扰性成分。 
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用体外筛选的方法选择有活性的抗肿瘤药物， 

是世界上广泛应用的筛选方法。经体外筛选，如果 

中药提取物的 Ic6。<10／zg／mL，且呈现剂量依赖 

性，该药即被认为有杀伤作用(司徒镇强等，1996)。 

细叶卷柏的乙酸乙酯提取物IC。。值为 1．92#g／mL， 

细胞毒作用呈剂量依赖性。因此，细叶卷柏乙酸乙 

酯提取物抑制 HeLa细胞的作用非常显著，具有继 

续开发研究的价值。 

据报道，卷柏属药用植物具有抗肿瘤、调节机体 

免疫功能等多种功效，该研究证实细叶卷柏中的乙 

酸乙酯提取物具有显著的体外抗肿瘤活性。 
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