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莪术醇的分离鉴定及体外抗肿瘤作用机制研究
罗球珠，李穗晖，黄楚燕

（广州中医药大学第一附属医院，广东 广州 ５１０４０７）
摘要：目的 探讨莪术醇的分离鉴定方法及体外抗肿癌作用机制。方法 莪术油减压蒸馏，收集重结晶得莪术醇，采用油醚－乙酸乙酯
条带显色；体外培养宫颈癌细胞、肺癌细胞，采用四氮唑盐（ＭＴＴ）法检测宫颈癌细胞、肺癌细胞的增殖情况；试验分为模型组、莪术醇组
和莪术油组，采用流式细胞仪检测凋亡率，采用蛋白质印迹法检测肿瘤细胞 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ蛋白表达水平。结果 减压蒸馏可分离得到

莪术醇，其纯度为８９．５７％。莪术醇及莪术油均可有效抑制宫颈癌细胞、肺癌细胞的增殖，且莪术醇对宫颈癌细胞、肺癌细胞的抑制率
高于莪术油。与模型组相比，莪术醇组和莪术油组细胞凋亡率、半胱氨酸蛋白酶３牗Ｃａｓｐａｓｅ－３牘及 Ｂ淋巴细胞瘤 －２牗Ｂｃｌ－２牘相关 Ｘ蛋
白牗Ｂａｘ牘表达水平显著升高，Ｋｉ６７，ＰＣＮＡ及 Ｂｃｌ－２蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与莪术油组相比，莪术醇组细胞凋亡率、Ｃａｓ
ｐａｓｅ－３及 Ｂａｘ蛋白表达水平显著升高，Ｋｉ６７，ＰＣＮＡ及 Ｂｃｌ－２蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论 莪术油通过减压蒸馏分离出

的莪术醇，可有效抑制肿瘤细胞增殖并促进其凋亡，且莪术醇效果显著优于莪术油。
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目前对肿瘤特别是恶性肿瘤的治疗，常采用手术治

疗和化学治疗（简称化疗）犤１－２犦。肿瘤化疗药物的选择是

目前重要的研究方向之一犤３犦。莪术醇又名姜黄醇，为白

色针状晶体，主要是从莪术油中提取而来，具有抗肿瘤

作用，临床用于治疗宫颈癌效果较好犤４犦。但莪术油中含

β－榄香烯等成分，不良反应较多，需提纯后使用犤５犦。本

研究中对莪术醇进行了分离鉴定，并探讨其体外抗肿瘤

效果。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞

仪器：９７０ＣＲＴ／ＸＰ型荧光分光光度计（上海仪电分
析仪器有限公司）；ＴＧＬ－１６Ｍ型离心机（济南来宝医疗

器械有限公司）；ＣｙｔｏＦＬＥ型流式细胞仪（贝克曼有限公
司）；ＷＭＳ－１０３７型细显微镜（上海无陌光学仪器有限
公司）；ＺＳＰ－３５０Ｓ型细胞培养箱（上海左乐仪器有限公
司）；蛋白电泳及转膜仪及相关系统（美国伯乐公司）。

试药：复方莪术油栓（湖北四环制药有限公司，国药

准字Ｈ２００５４７９８，规格为每枚５０ｍｇ）；Ｂ淋巴细胞瘤－２
牗Ｂｃｌ－２牘抗体（批号为 ２０１９０６０３）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白
牗Ｂａｘ牘抗体（批号为 ２０１９０６０６），半胱氨酸蛋白酶 ３
牗Ｃａｓｐａｓｅ－３牘抗体（批号为 ２０１９０６０１），均购自 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基（广州威佳科
技有限公司）；Ｋｉ６７抗体、ＰＣＮＡ抗体均购自艾博抗
中国公司；青霉素钠、磷酸缓冲液（天津科密欧有限公司）；
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表１ 莪术醇吸光度比较

Ｔａｂ．１ Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌ

待测成分

供试品

对照品

ＯＤ
０．３９８７
０．４４５１

纯度（％）

８９．５７
９９．９９

Ａ Ｂ

Ａ．对照品 Ｂ．供试品

图１ 对照品与供试品油醚 －乙酸乙酯显色比较
Ａ．ＲｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅＢ．Ｔｅｓｔｓｕｂｓｔａｎｃｅ

Ｆｉｇ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｏｌｅｙｌｅｔｈｅｒ－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｓｔｒｉｐｏｆ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｔｅｓｔｓｕｂｓｔａｎｃｅ

抑制率 ／％
８０

６０

４０

２０

０ Ｃ／ｍｇ·ｍＬ－１

宫颈癌细胞

肺癌细胞

１ ２ ５ １０ ２０
Ａ

抑制率 ／％

Ｃ／ｍｇ·ｍＬ－１
１ ２ ５ １０ ２０

Ｂ

８０

６０

４０

２０

０

宫颈癌细胞

肺癌细胞

Ａ．莪术油 Ｂ．莪术醇
图２ 肿瘤细胞增殖结果

Ａ．Ｚｅｄｏａｒｙｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌ Ｂ．Ｃｕｒｃｕｍｏｌ

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

ＡＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒（上海贝博生物科技
公司，批号为ＢＢ－４１０１）；其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

细胞：宫颈癌细胞及肺癌细胞（中国科学院细胞

库）。

１．２ 方法

莪术醇的分离与鉴定犤６－７犦：取莪术油样品５０ｍＬ，置
圆底烧瓶中减压蒸馏牗２０８～２１６℃牘，收集馏分，用石油
醚洗涤，用无水乙醇将馏分重结晶为白色晶，重复操作

３次，得莪术醇供试品。莪术醇对照品和提取的莪术醇
以石油醚溶解，采用油醚 －乙酸乙酯显色，以紫外 －可
见分光光度法，于 ５２０ｎｍ波长处测定并比较对照品和
供试品的吸光度（ＯＤ）。

肿瘤细胞增殖的检测：在５％ＣＯ２、３７℃条件下培养
宫颈癌细胞、肺癌细胞，在 ＲＰＭＩ１６４０培养基中加入青
霉素和链霉素各１００Ｕ／ｍＬ。取上述培养的对数生长期细
胞接种至９６孔板中，接种密度为５０００个／孔，分别加入
１．０，２．０，５．０，１０．０，２０．０ｍｇ／ｍＬ的莪术醇供试品和对
照品继续培养 ７２ｈ，加入 ２０μＬＭＴＴ溶液，静置４ｈ，去
上清液后使用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）振荡溶解，在 ５７０ｎｍ
波长处测定 ＯＤ。抑制率（％）＝（１－ＯＤ）／ＯＤ×１００％。

宫颈癌细胞蛋白表达的检测：试验分为模型组、莪

术醇组、莪术油组，分别加入相应培养液培养宫颈癌细

胞。４℃下离心１０ｍｉｎ，裂解后取上清。用１０％ＳＤＳ－聚
丙烯酰胺凝胶电泳法后半干法电转至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，３７℃下封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，加入相
应抗体，常规孵育。加入 ＥＣＬ化学发光试剂，将 ＰＶＤＦ
膜放入暗盒，压上 Ｘ胶片，然后取出胶片显影、定影、清
洗。将目的蛋白的灰度值与内参蛋白 β－ａｃｔｉｎ条带灰度
值比值为目的蛋白的相对表达水平。

宫颈癌细胞凋亡的检测：分组与培养同上，将上述宫

颈癌细胞离心 ５ｍｉｎ牗４℃，５ｇ牘；收集细胞，分别加入
１００μＬ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ及 ５μＬ的 ＰＩ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ，在室温条件下避光孵育，加入 ４００μＬ的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ后以流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
１．３ 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件绘图及统计分析。多组
间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ
法，检验水准α＝０．０５。
２ 结果

２．１ 莪术醇的鉴定

莪术醇供试品与对照品在同一位置显色（见图１），
ＯＤ值及纯度见表１。
２．２ 肿瘤细胞增殖结果

结果见图 ２。莪术醇对宫颈癌细胞、肺癌细胞的抑
制率均高于莪术油，莪术油对宫颈癌细胞、肺癌细胞的

半数致死浓度（ＬＤ５０）分别为９．０１ｍｇ／ｍＬ，９．９１ｍｇ／ｍＬ；
莪术醇分别为８．２１ｍｇ／ｍＬ，１０．０１ｍｇ／ｍＬ。
２．３ 蛋白表达及细胞凋亡结果

各组细胞增殖蛋白表达情况见图３，细胞凋亡蛋白
表达情况见图４，细胞凋亡情况见图５。
３ 讨论

莪术油属常见氢化 类混合物，目前主要分离方法

包括柱分离法和薄层色谱法犤８犦。莪术醇与莪术油中其他

成分的结晶温度不同，也可使用减压蒸馏法或重结晶法

·药学论著·
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注：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与莪术油组比较，＃Ｐ＜０．０５。
下图同。

图３ 肿瘤细胞 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ蛋白表达
Ａ．Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｃｕｒｃｕｍｏｌｇｒｏｕｐ Ｃ．Ｚｅｄｏａｒｙｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌｇｒｏｕｐ

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｏｓｅｉｎｃｕｒｃｕｍｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５；ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

Ｆｉｇ．３ ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ａｎｄＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ
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细胞凋亡百分比 ／％
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Ａ．模型组 Ｂ．莪术醇组 Ｃ．莪术油组 Ｄ．数据统计
图５ 流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况

Ａ．Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｃｕｒｃｕｍｏｌｇｒｏｕｐ Ｃ．Ｚｅｄｏａｒｙｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌｇｒｏｕｐ Ｄ．Ｄａｔａｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｈｉｓｔｏｇｒａｍ
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９０％，说明本试验成功提纯并鉴定了莪术醇。
莪术醇具有抑制肿瘤细胞增殖、侵袭等作用，同时

可加快肿瘤细胞凋亡犤９犦。本研究中 ＭＴＴ试验结果显示，
莪术醇对宫颈癌细胞、肺癌细胞均有较高的抑制率，且

均高于莪术油对宫颈癌细胞抑制率。莪术醇对肿瘤细胞

也有一定抑制作用，可能是因为莪术醇作用了肿瘤细胞

的线粒体，使其受到抑制，影响其增殖能量代谢，从而抑

制肿瘤细胞的增殖。蛋白质印迹试验结果显示，增殖细

胞周期相关核抗原 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ表达水平均降低，说
明肿瘤细胞分裂减慢。可能因为莪术醇中含有抑制增殖

蛋白的氢化 类化合物，减弱了其增殖能力。马希中犤１０犦

研究发现，莪术醇抑制癌细胞增殖，作用机制与下调

ＰＣＮＡ基因的表达相关，与本研究结论一致。
调控细胞凋亡可有效阻滞肿瘤进展犤１１犦。Ｃａｓｐａｓｅ家

族是调控细胞凋亡的重要基因之一，主要包括 Ｃａｓ
ｐａｓｅ－３及 Ｃａｓｐａｓｅ－９等促凋亡基因，其水平升高说明
细胞趋向凋亡。Ｂｃｌ－２和Ｂａｘ也是较常见调控凋亡的基
因，其中 Ｂｃｌ－２为抗凋亡蛋白，Ｂａｘ为促凋亡蛋白犤１２犦。

本试验中发现，莪术油组和莪术醇组促凋亡蛋白表达水

平均显著升高，抗凋亡蛋白表达水平显著降低；相比莪

术油组，莪术醇组 Ｃａｓｐａｓｅ－３和 Ｂａｘ蛋白表达水平均
显著升高。同时，使用莪术醇的效果优于莪术油。莪术油

中除了莪术醇可有效促进肿瘤细胞的凋亡外，还存在其

他成分，使用同等浓度的两种物质，莪术醇的相对浓度

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

来分离，操作简单，对于纯度要求不高的莪术醇是较为

合理的提取方法犤６犦。莪术醇的检测方法主要有红外分光

光度法、气相色谱法等。本试验中采用减压蒸馏和重结

晶后使用红外分光光度法检测，所得莪术醇纯度接近

相对表达量

模型组

莪术醇组

莪术油组＃

＃







＃

２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０
Ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２

图４ Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２表达情况
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