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是通过抑制哮喘大鼠肺组织内炎性介质及因子的

释放，从而减轻炎性细胞的浸润，减少气道炎症

而具平喘效果。 

综上所述，翘芩清肺剂可有效预防及治疗哮

喘，其作用可能是通过抑制调整哮喘时失衡的

Th1/Th2 及其引起的一系列生物学效应，调节紊乱

的机体免疫功能等途径来实现的。由于哮喘发病

的复杂性，翘芩清肺剂具体的作用机制有待进一

步深入探讨。 
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摘要：目的  观察猫爪草总皂苷体外对人非小细胞肺癌 NCI-H460 细胞活性的影响。方法  采用系统溶剂法提取猫爪草

总皂苷，3H-TdR 掺入法观察猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞增殖的影响；流式细胞仪检测其对 NCI-H460 细胞凋亡和周

期的影响。结果  猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞增殖有较好的抑制作用，呈现较好的量效关系，可促进 NCI-H460 细胞

的早期凋亡，细胞周期出现 G0/G1 期的阻滞。结论  猫爪草总皂苷能较好的抑制 NCI-H460 细胞增殖，其机制可能与诱导

凋亡、G0/G1 期阻滞有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the in vitro activity of Ranunculus Ternati Radix saponins(RRTS) on non-small cell 
lung cancer(NSCLC) cell of NCI-H460. METHODS  Ranunculus Ternati Radix saponins was extracted by the technique of 
solvent-refining. Effect of different concentrations of Ranunculus Ternati Radix saponins on cell NCI-H460 were tested by 
3H-TdR incorporation method. The cell cycle phase and apoptosis were inspected by flow cytometry. RESULTS  The results 
showed that RRTS could inhibit the growth of NCI-H460 cell, showing a dose-effect curve. It could also promote the early 
apoptosis of cell NCI-H460 and arrest the cell cycle in G0/G1 phase. CONCLUSION  Ranunculus Ternati Radix saponins can 
inhibit the proliferation of cell NCI-H460, its mechanism is probably related to apoptosis induction and blockage of cell cycle in 
G0/G1 phase. 
KEY WORDS: Ranunculus Ternati Radix saponins; NCI-H460; apoptosis; cell cycle 

 

中药猫爪草系毛茛科植物小毛茛(Ranunculus 

ternatus Thunb)的干燥块根，性温，味甘、辛，入

肝、肺经，具有清热解毒、消肿散结、止咳祛痰

等功效，临床用于治疗肺结核、淋巴结结核、咽

喉炎、疟疾等症[1]。近年来，猫爪草在中医临床上

用于治疗癌肿，对肺癌、淋巴癌、甲状腺瘤、乳

腺肿瘤等疾病已显示出较好的治疗效果，但其有

效成分及作用机制尚不明确。本研究采用系统溶

剂法提取猫爪草总皂苷，观察其对体外培养的人

非小细胞肺癌 NCI-H460 细胞活性的影响，为猫爪

草临床治疗肺癌和开发抗肺癌药物提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料  猫爪草(杭州华东中药饮片有限

公司)，经浙江省中医药研究院蔡钟钦副主任药师

鉴定为毛茛科植物小毛茛 Ranunculus ternatus 

Thunb 的干燥块根。5-氟尿嘧啶(5-Fu，天津金耀氨

基酸有限公司，批号：1105131)。 

1.1.2  细胞株  人非小细胞肺癌 NCI-H460 细胞

(中国科学院上海细胞库)，本实验室液氮保存。 

1.1.3  试剂  RPMI-1640(吉诺生物医药技术有限

公司，批号：20110720)；新生牛血清(杭州四季青

生物工程材料研究所，批号：110304)；0.25%胰蛋

白酶 (吉诺生物医药技术有限公司，批号：

11090901)；氚-胸腺嘧啶核苷(3H-TdR)(中国科学院

上海应用物理研究所，浓度 1 mCi·mL1，比度

4 Ci·mM1，批号：100430)；Annexin V-FITC/PI

凋亡检测试剂盒(北京庄盟国际生物基因科技有限

公司，批号：20110608)；细胞周期检测试剂盒(南

京凯基生物科技发展有限公司，批号：111228)；

二甲基亚砜(上海凌峰化学试剂有限公司，批号：

20110310，分析纯)。石油醚、乙酸乙酯、正丁醇

均为分析纯。 

1.1.4  仪器 3111 型 CO2 培养箱(美国 Forma)；

2450 型液闪仪(PerkinElmer 公司)；细胞收集仪

(PerkinElmer 公司)；GS-6R 型离心机(Beckman 公

司)；HR40-Ⅱ-A2 型医用净化工作台(青岛海尔特

种电器有限公司)；CK40-F200 型倒置显微镜(日本

OLYMPUS 公司 )；XL-4 型流式细胞仪 (美国

Beckman Coulter 公司)；细胞培养板(美国 Costar

公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  猫爪草总皂苷的制备[2]  精密称取干燥的

猫爪草 600 g，粉碎成粗颗粒，用 6 倍量 85%乙醇

加热回流提取 3 次，每次 3 h，醇提液回收乙醇，

用石油醚萃取 3 次，再以水饱和的正丁醇萃取 3

次，正丁醇萃取液用 0.1 mol·L1 NaOH 萃取 2 次，

正丁醇液回收，浓缩至浸膏，置真空干燥箱干燥

至无溶剂残留，得总皂苷。以人参皂苷 Rg1 为对

照品，采用比色法，测定 560 nm 处的吸光度值，

测定总皂苷含量为 52%。临用时用 RPMI-1640 培

养液溶解，过滤除菌，4 ℃冰箱内保存备用。 

1.2.2  细胞形态学观察  取对数生长期NCI-H460

细胞配制成 5×104·mL1 细胞悬液，接种于 96 孔

板中，每孔 100 μL，培养 24 h 后，分别加入不同

浓度的猫爪草总皂苷 100 μL，使终浓度为 6.25，

12.5，25，50，100，200 μg·mL1，每一药物浓度

做 3 个复孔，同时设 25 μg·mL1 的 5-FU 对照和

10%FCS的 RPMI-1640 培养液对照，37 ℃、5%CO2

培养箱培养，倒置显微镜观察经猫爪草总皂苷

6.25，12.5，25，50，100，200 μg·mL1 作用 48 h

后的细胞形态学改变。 

1.2.3  3H-TdR 掺入法观察猫爪草总皂苷对

NCI-H460 细胞增殖的影响 [3]  取对数生长期

NCI-H460 细胞，按“1.2.2”项下方法处理培养 48 h

后分别加入含 0.3 μCi 3H-TdR 的 1 640 培养液

50 μL，继续培养 16 h，常规收集细胞，测定每个

样品每分钟脉冲数(cpm)，用三孔的平均脉冲数计

算出猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞的抑制率。按

下列公式计算细胞生长抑制率：细胞生长抑制率= 
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(1实验组平均 cpm/对照组平均 cpm)×100%。 

1.2.4  流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对NCI-H460

细胞凋亡的影响  将细胞以 1×105·mL1 接种于 6

孔板中，平行 3 复孔，每孔 4 mL，24 h 后分别加

入 12.5，25，50 μg·mL1 的猫爪草总皂苷 4 mL，同

时设 10%FCS 的 1 640 培养液对照和 5 μg·mL1 的

5-FU 对照，48 h 后用 0.25%胰蛋白酶消化，

1 500 r·min1离心 5 min，PBS 洗 2 次，收集 1~5×

105 个细胞，1 500 r·min1 离心 5 min 后弃上清，加

入 500 μL 的 1×Binding Buffer，加入 5 μL Annexin 

V-FITC，10 μL PI，混 ，室温下避光反应 15 min，

1 h内进行流式细胞仪检测，每个样本测 3个平行孔。 

1.2.5  流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对NCI-H460

细胞周期的影响  将细胞以 5×104·mL1 接种于 6

孔板中，平行 3 复孔，每孔 3 mL，24 h 后分别加

入 12.5，25，50 μg·mL1 的猫爪草总皂苷 3 mL，

同时设 10% FCS 的 1640 培养液对照和 5 μg·mL1

的 5-FU 对照，48 h 后用 0.25%胰蛋白酶消化，

1 500 r·min1 离心 5 min，PBS 洗 2 次，调整浓度

为 1×106·mL1，用 1 mL 单细胞悬液离心去上清，

加入体积分数为 70%的冷乙醇 500 μL 固定过夜，

4 ℃保存。第 2 天用 PBS 洗去固定液，加 100 μL 

RnaseA 37 ℃水浴 30 min，再加入 400 μL PI 染色

混 ，4 ℃避光 30 min，上机检测，每个样本测 3

个平行孔。 

1.2.6  统计学分析  计量资料数据用 sx  表示，

2 个样本均数方差分析后用 SNK 或 LSD 检验，多

组间均数比较采用方差分析，所有数据均由 SPSS 

17.0 统计软件进行处理，P<0.05 为差异具有统计

学意义。 

2  结果 

2.1  细胞形态学观察  

各处理组细胞经猫爪草总皂苷处理 48 h 后，

镜下均可见有贴壁细胞不同程度脱落，悬浮在培

养液中。光镜下见细胞变圆，体积缩小，细胞质

内可见较多颗粒、空泡颜色加深，呈深褐色，并

出现片状无细胞生长区。对照组细胞呈多角形，

贴壁生长，几乎无脱落，光镜下见细胞完整，胞

质饱满，相邻细胞生长融合成片，结果见图 1。 

2.2  3H-TdR 掺入法观察猫爪草总皂苷对 NCI- 

H460 细胞增殖的影响 

不同剂量组猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞

增殖有较好的抑制作用，呈现较好的量效关系，

结果见表 1。 

 
图 1  猫爪草总皂苷对细胞形态学的影响(200×) 
A对照组；B猫爪草皂苷 200 μg·mL1 组 

Fig 1  Effect of Ranunculus Ternati Radix saponins on cell 

morphology(200×) 
Acontrol; BRanunculus Ternati Radix saponins 200 μg·mL1 group 

表 1  猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞体外增殖的抑制率 

(n=3, sx  ) 

Tab 1  The inhibition rate of Ranunculus Ternati Radix 
saponins on the proliferation of cell NCI-H460 in vitro 
(n=3, sx  ) 

组别 浓度/ μg·mL1 cpm 值 抑制率/%

对照组  21 192±102 

5-FU 25 416±1141) 98.0 

6.25 21 034±1 202 0.7 

12.5 19 541±6851) 7.8 

25 18 304±15341) 13.6 

50 15 409±2 4711) 27.3 

100 12 068±6541) 43.1 

猫爪草总皂苷

200 7 619±3251) 64.0 

注：与对照组比较，1)P<0.05 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05 

2.3  流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对 NCI-H460

细胞凋亡的影响 

与对照组比较，5-Fu 和各剂量组猫爪草总皂

苷组细胞凋亡率明显升高(P<0.05)，说明猫爪草总

皂苷能够诱导 NCI-H460 细胞凋亡，结果见表 2 和

图 2。 

表2  猫爪草总皂苷对NCI-H460细胞凋亡的影响(n=3, sx  ) 

Tab 2  Effect of Ranunculus Ternati Radix saponins on 
apoptosis of NCI-H460 cell(n=3, sx  ) 

组别 浓度/μg·mL1 细胞凋亡率/% 

对照组  4.13±0.07 

5-FU 5 26.79±0.121) 

12.5 22.04±0.141) 

25 24.28±0.161) 

猫爪草总皂苷

50 34.16±0.121) 

注：与对照组比较，1)P<0.05 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05 
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图 2  流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞凋亡的影响 

Fig 2  Effect of Ranunculus Ternati Radix saponins on apoptosis of NCI-H460 cell 

2.4  流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对 NCI-H460

细胞周期的影响 

猫爪草总皂苷 12.5~50 μg·mL1 可使 NCI- 

H460 细胞周期阻滞在 G0/G1 期，表现在 G0/G1 期

细胞比例增加，且随着猫爪草总皂苷浓度的增加，

G0/G1 期的阻滞作用增强，与对照组比较差异有统

计学意义(P<0.05)，结果见表 3 和图 3。 

表3  猫爪草总皂苷对NCI-H460细胞周期的影响(n=3, sx  ) 

Tab 3  Effect of Ranunculus Ternati Radix saponins on the 
cell cycle phase of cell NCI-H460(n=3, sx  ) 

组别 
浓度/ 

μg·mL1 
G0/G1 S G2/M 

对照组  49.8±0.05 21.0±0.09 29.2±0.06 

5-FU 5 69.7±0.061) 16.3±0.101) 14.0±0.081) 

12.5 65.9±0.031) 17.1±0.051) 17.0±0.041) 

25 69.9±0.031) 16.6±0.081) 13.5±0.031) 
猫爪草

总皂苷 
50 72.3±0.061) 14.0±0.071) 13.7±0.041) 

注：与对照组比较，1)P<0.05 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05 

3  讨论  

肺癌是临床上 常见的恶性肿瘤之一，其中

80%~85%为非小细胞肺癌，其恶性程度高，生物

学特性复杂，且预后差，目前治疗以手术、化疗、

放疗为主，但 5 年生存率不到 15%[4-5]。西医治疗

在缩小瘤体方面有一定的优势，而中医治疗除具

有直接抗肿瘤的作用外，还可以配合放疗和化疗，

起到增效减毒的作用，增强患者对放疗和化疗的

耐受性，提高生存质量，对某些晚期肺癌无法手

术者，可服抗癌中药延长生存期，因此，综合治

疗是首选。 

猫爪草在中医临床上具有较好的抗肿瘤活

性，李穗晖等[6]报道仙鱼汤(由仙鹤草、鱼腥草、

猫爪草等药物组成)有良好的抗肺癌效果。柴可群

等[7]将猫爪草与黄芪、党参、沙参、麦冬、生地、

山慈菇等中药组合成“抑肺饮”复方，进行肺癌

的治疗和实验研究。 

现代药理研究表明，猫爪草皂苷及多糖对肉

瘤 S180、艾氏腹水瘤 EAC 及人乳腺癌细胞株

MCF-7 的 3 种肿瘤细胞株的生长和集落形成均有

不同程度的影响，皂苷比多糖抑瘤效果好[7]。猫爪

草皂苷具有明显抑制人结肠癌 LoVo 细胞增殖和

诱导凋亡作用，下调 Bcl-2、Bcl-2/Bax，增加 Bax、

Caspase-3 蛋白的表达可能是其作用机制之一[8]。

猫爪草皂苷可明显抑制 MCF-7 增殖，诱导其凋亡[9]。

猫爪草皂苷(100 mg·L1)作用 MCF-7 细胞 48h 后可

明显促进 MFN2 基因表达，来抑制 MCF-7 细胞增

殖及诱导其凋亡[10]。 
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图 3  流式细胞仪猫爪草总皂苷对 NCI-H460 细胞周期的影响 

Fig 3  Effect of Ranunculus Ternati Radix saponins on the cell cycle phase of cell NCI-H460 

有关猫爪草皂苷抗肺癌方面的实验研究尚未

见报道。本实验研究结果显示，猫爪草总皂苷对

NCI-H460 细胞增殖有较好的抑制作用，呈现较好

的量效关系。采用流式细胞仪检测猫爪草总皂苷对

NCI-H460 细胞早期凋亡和细胞周期的影响时可

见，随着药物浓度的增加，细胞早期凋亡率增加，

且可引起 NCI-H460 细胞 G0/G1 期的细胞增多和 S

期细胞的减少，表明猫爪草总皂苷可能导致

NCI-H460 细胞的 G0/G1 期阻滞和 S 期细胞合成减

少，抑制其增殖，从而抑制非小细胞肺癌发生和发

展。深入研究猫爪草总皂苷抗非小细胞肺癌作用及

其机制，将为从猫爪草中开发天然抗肺癌药物提供

科学依据，为猫爪草资源的可持续开发利用提供新

途径，也为猫爪草的临床应用提供实验依据。 
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