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刺头复叶耳蕨总提取物与总黄酮体外抗肿瘤活性的比较研究 
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摘要：目的  比较刺头复叶耳蕨总提取物与总黄酮体外抗肿瘤活性。方法  以不同浓度的刺头复叶耳蕨总提取物与刺头

复叶耳蕨总黄酮分别作用于人肝癌 HepG2 细胞、人肺癌 A549 细胞和人成骨肉瘤 Saos2 细胞，400 nmol·L1 槲皮素作阳性

对照，0.1% DMSO 的完全培养基为阴性对照，倒置显微镜下连续观察 3 d 各组细胞形态及密度的变化；CCK-8 法检测药

物的抑制率及半数抑制浓度(IC50)，流式细胞仪检测 HepG2 细胞凋亡情况。结果  与阴性对照组比较，人肝癌 HepG2 细

胞和肺癌 A549 细胞加入不同终浓度复叶耳蕨总提取物与总黄酮，1 d 后发现细胞生长出现明显抑制，细胞收缩变圆、裂

解，且呈浓度依赖，而人骨肉瘤 Saos2 细胞形态无明显改变。CCK-8 法检测显示复叶耳蕨总提物、总黄酮对人肝癌 HepG2

细胞和肺癌 A549 细胞的抑制呈时间及浓度依赖关系，复叶耳蕨总提物和复叶耳蕨总黄酮对 HepG2 作用的 IC50 分别为

76.62，36.75 µg·mL1，对 A549 作用的 IC50 分别是 170.13，117.60 µg·mL1。一定浓度刺头复叶耳蕨总黄酮可引起 HepG2

细胞凋亡。结论  刺头复叶耳蕨总黄酮体外抗肿瘤活性优于总提取物。 
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Comparison of Anti-tumor Activities of Total Flavones and Extracts from Arachniodes Exilis(Hance) 
Ching in Vitro 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To compare the anti-tumor activities of total flavones and extracts from Arachniodes Exilis(Hance) 
Ching in vitro. METHODS  Total extracts and flavones from Arachniodes exilis(Hance) Ching in different concentration were 
respectively used on human hepatocellular carcinoma HepG2 cells, human lung cancer A549 cells and osteosarcoma Saos2 cells. 

Positive control was 400 nmol·L1 quercetin, and negative control was 0.1% DMSO complete medium. The changes of shape and 
density of cells were observed continuously in inverted phase contrast microscope for 3 d. CCK-8 detection was used to detect 
inhibition ratio and half maximal inhibitory concentration(IC50). Apoptosis of HepG2 cells were detected by flow cytometry. 
RESULTS  Compared with the negative control group, the growth of A549 cells and HepG2 cells in different concentration of 
total extracts and flavones were inhibited after 24 h. The cells shrinked, turned round and cracked with concentration dependence. 
However, Saos-2 cells did not show obviously morphological changes. The result of CCK-8 detection suggested that the 
inhibition of total extracts and flavones on HepG2 cells and A549 cells had a concentration and time dependence. The IC50 of 

total extracts and flavones on HepG2 cells were 76.62, 36.75 µg·mL1 and 170.13, 117.60 µg·mL1 on A549 cells. Certain 
concentration of flavones induced apoptosis of HepG2 cells. CONCLUSION  The anti-tumor activity of total flavones from 
Arachniodes exilis(Hance) Ching is better than total extracts. 
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刺头复叶耳蕨 Arachniodes exilis(Hance) Ching

为鳞毛蕨科复叶耳蕨属植物，广泛分布于世界热

带和亚热带湿润区域，我国主要分布于长江流域

以南及山东、河南等地区，具有清热利湿、抗菌

消炎、镇静作用，民间用于治疗急性黄疸型肝炎、

关节炎、腰腿疼、痢疾等[1]。有研究表明鳞毛蕨类

植物有抗病毒、抗肿瘤等药理作用，产生这些药

理作用的成分是黄酮类化合物或总间苯三酚类化

合物[2]。鳞毛蕨科植物抗肿瘤机制与一般化疗药不

同，在杀伤细胞的同时不损伤宿主的骨髓造血细

胞。体外实验表明，鳞毛蕨类植物醇提物作用于

肿瘤细胞后，导致 DNA 单链断裂，阻碍了 DNA

的合成，并能损伤肿瘤细胞的线粒体，干扰瘤细

胞的呼吸等作用[3]。本研究选用人肝癌 HepG2 细

胞、人肺癌 A549 细胞、人成骨肉瘤 Saos2 细胞，

采用药物体外评价抗肿瘤活性 常见的方法(倒置

生物显微镜观察细胞生长、CCK-8 比色法)，比较

刺头复叶耳蕨总提物及刺头复叶耳蕨总黄酮对人
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不同肿瘤细胞体外生长增殖的抑制作用，从而确

认刺头复叶耳蕨总黄酮是否为该植物发挥抗肿瘤

作用的活性部位之一或关键活性物质，并通过流

式细胞仪双染法进行验证。 

1  材料与仪器 

1.1  材料   

刺头复叶耳蕨根茎采自江西省星子县，由九

江学院基础医学院高春华教授鉴定为鳞毛蕨科复

叶耳蕨属刺头复叶耳蕨 Arachniodes exilis(Hance) 

Ching；刺头复叶耳蕨总提取物：取刺头复叶耳蕨

75%乙醇提取液浓缩，冷冻干燥得到冻干粉，以芦

丁对照品 (购自中国生物制品检定所，批号：

100080-200306)为对照测得其中总黄酮含量为

47.56%；刺头复叶耳蕨总黄酮：取以上总提物冻

干粉经聚酰胺纯化得到刺头复叶耳蕨洗脱液，浓

缩、冷冻干燥而得，测定黄酮含量为 82.86%；槲

皮素(中国生物制品检定所，批号：100081-200406)；

人肝癌 HepG2 细胞株、人肺癌 A549 细胞株、人

成骨肉瘤 Saos2 细胞株均由九江学院基础医学院

生化分析检测中心库存；胎牛血清(FBS，北京全

式金生物技术公司)；CCK-8 细胞活力检测试剂盒

(北京庄盟生物基因科技有限公司，批号：JK-021)；

DMEM/F-12 培养基(HyClone 公司)；PBS 溶液

(0.01 mol·L1，pH 7.2~7.4)、0.25%胰蛋白酶-EDTA

消化液、青霉素、链霉素、DMSO 均来源于 Solarbio

公司，分析纯。 

1.2  仪器  

BT224S 型电子天平 ( 德国赛多利斯 ) ；

GALAXY170 型 CO2 恒温细胞培养箱 ( 德国

Eppendorf 公司)；TDL-80-2B 型台式室温高速离心

机(上海安亭科学仪器厂)；TGL-18R 型冷冻高速离

心机(珠海黑马医学仪器有限公司)；SW-CJ-2D 型

超净工作台(苏州净化设备有限公司)；EON 型

Model680 酶标仪(美国伯腾仪器有限公司)；24 孔

板、96 孔板(美国 Corning)；DW-86L486 型超低温

冰箱 (Haier)；TS100 型倒置相差显微镜 (日本

NIKON)；可调式移液器(赛默飞世尔上海仪器有限

公司)。 

2  方法 

2.1  样品的配制 

分别精密称取刺头复叶耳蕨总提取物与纯化

后的总黄酮各 5.0 mg，加入适量的 DMSO，超声

溶 解 ， 加 超 纯 水 一 定 量 配 制 得 到 浓 度 为

100.0 mg·mL1 的样品母液，其中 DMSO 占总体积

比<10%。取 0.22 µm 的无菌滤膜，过滤除菌，得

滤液。精密吸取滤液适量，加入含胎牛血清的培

养基，配制得到一定浓度的工作溶液 (78.125，

156.25，312.5，625，1 250 µg·mL1)，在 4 ℃冰箱

中保存备用。 

2.2  细胞培养 

从液氮中取出人肝癌 HepG2 细胞、人肺癌

A549 细胞及人成骨肉瘤 Saos2 细胞后迅速置于

37 ℃水浴箱中解冻，分别移至已加入 10 mL 无血

清培养基的 15 mL 无菌离心管中，1 000 r·min1

离心 5 min，弃去上清液，加入 5 mL 含 10% FBS、

10 kU·mL1青霉素及 10 g·mL1链霉素的完全培养

基，重悬细胞并接种于培养瓶中，在 37 ℃、5%CO2

培养箱中培养，第 2 天更换 1 次培养基，以后每

隔 2~3 d换液 1次至细胞生长至铺满瓶底 90%左右

时传代。 

2.3  药物干扰细胞生长及形态观察 

取对数生长期的 HepG2 细胞、A549 细胞及

Saos2 细胞常规消化后分别取适量接种于 24 孔板

中，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h，加入不

同终浓度(15.625，31.25，62.5，125，250 μg·mL1)

的样品溶液，每个浓度设 3 个复孔，并设阴性对

照组(含 0.1%DMSO 的完全培养基)、阳性对照组

(含终浓度为 400 nmol·L1 槲皮素)，连续作用 3 d，

分别于 1，2，3 d 在倒置相差显微镜下观察细胞生

长及形态学变化。 

2.4  CCK-8 法检测药物对细胞的抑制率  

通过“2.3”项下实验筛选出对复叶耳蕨总提

物与总黄酮敏感的细胞，分别取对数生长期细胞

常规消化后稀释，以每孔 4 000 个细胞的浓度接种于

96 孔板中，常规培养 24 h，分别加入终浓度为

7.812 5，15.625，31.25，62.5，125，250 μg·mL1

的样品溶液，每个浓度设 3 个复孔，同时设 1 个

平行空白对照孔，阴性对照孔则加含 0.1%DMSO

的完全培养基，培养 24 h，每孔加入 10 μL CCK-8

试剂，继续在 CO2 培养箱中孵育 4 h 后取出用酶标

仪在 450 nm 处测定其吸光度，并计算均值。细胞

生长抑制率=[1(A 给药组A 空白孔)/(A 阴性对照组A 空白孔)]

×100%，应用 SPSS 19.0 软件求其半数抑制浓度

(half maximal inhibitory concentration，IC50)。 

2.5  Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡[4] 

根据 CCK-8 法试验结果，检测刺头复叶耳蕨



 

中国现代应用药学 2015 年 9 月第 32 卷第 9 期                       Chin J Mod Appl Pharm, 2015 September, Vol.32 No.9      ·1039· 

总黄酮对 HepG2 细胞凋亡影响。选对数期生长的

细胞，以每孔 4×105 的浓度接种于 6 孔板中，在

37 ℃、5%CO2 的培养箱中培养 24 h，分别加入不

同终浓度(15.0，30.0，60.0 μg·mL1)的刺头复叶耳

蕨总黄酮，阴性对照孔则加含 0.1%DMSO 的完全

培养基，培养 24 h，按凋亡试剂盒说明进行操作，

弃去培养基，以 4 ℃预冷的 PBS 缓冲溶液轻柔洗

涤细胞 2 次，每孔加入浓度为 0.25%的胰酶(含

EDTA)200 μL 消化细胞，调节细胞浓度为每毫升

1×106；将细胞悬浮于 5 mL 流式管中，1 000 r·min1

离心 5 min，弃上清，取 100 μL 细胞悬液于 5 mL

流式管中，每管分别加入 5 µL Annexin V-FITC 和

10 µL 碘化丙锭，混 ，室温下避光放置 15 min，

采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。 

2.6  统计学处理 

本研究采用 SPSS 16.0 统计软件处理数据，组

间比较采用 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  细胞生长及形态学观察  

体外培养的人肝癌 HepG2 细胞和肺癌 A549

细胞在加入不同终浓度复叶耳蕨芯提取物和总黄

酮，1 d 后发现细胞生长出现明显抑制、细胞收缩

变圆，还有一些细胞裂解，2 d 后多数细胞已看不

见完整的结构，周围出现细胞碎片，细胞浓缩裂

解数量与药物浓度成正比，而人骨肉瘤 Saos2 细胞

形态无明显改变。细胞生长及形态学结果见图

1~3。 

 
图 1  HepG2 细胞形态(100×)  

Fig. 1  HepG2 cellular morphology(100×)  

3.2  CCK-8 法细胞增殖活力检测   

刺头复叶耳蕨总提物与纯化后的总黄酮对肝

癌 HepG2 和肺癌 A549 细胞增殖活力均有抑制作

用。与药物 小浓度比较，同种药物的不同浓度 

 
图 2  A549 细胞形态(100×)  

Fig. 2  A549 cellular morphology(100×) 

 
图 3  Saos-2 细胞形态(100×)  

Fig. 3  Saos-2 cellular morphology(100×) 

组的抑制率均有显著差异(P<0.05)，抑制作用随浓

度增加而增强，提示复叶耳蕨总提物与总黄酮对 2

种肿瘤细胞的抑制作用在一定范围内呈剂量依赖

关系，结果见表 1。复叶耳蕨总提物对 HepG2 和

A549 的 IC50 分别为 76.62，170.13 µg·mL1；复叶

耳蕨总黄酮对HepG2和A549的 IC50分别为 36.75，

117.60 µg·mL1。 

表 1  24 h 后刺头复叶耳蕨总提物与总黄酮对肝癌 HepG2

和肺癌 A549 细胞增殖的抑制作用 

Tab. 1  Inhibitory effects of total flavones and extract from 
Arachniodes exilis(Hance) Ching on the growth of HepG2 
cells and A549 cells after 24 h 

浓度/ 

μg·mL1 

对 HepG2 细胞的 

平均抑制率/% 

对 A549 细胞的 

平均抑制率/% 

总提物组 总黄酮组 总提物组 总黄酮组 

7.812 5 0.136 0.221 0.054 0.102 

15.625 0.2371) 0.3431) 0.1331) 0.1621) 

31.25 0.3301) 0.5131) 0.2751) 0.3381) 

62.5 0.4751) 0.6901) 0.3851) 0.4271) 

125 0.6171) 0.8261) 0.4391) 0.4781) 

250 0.7571) 0.9321) 0.5211) 0.6161) 

注：与 7.812 5 μg·mL1 比较，1)P<0.05。 

Note: Compared with 7.812 5 μg·mL1, 1)P<0.05. 
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3.3  刺头复叶耳蕨总黄酮对 HepG2 细胞凋亡的影响 

刺头复叶耳蕨总黄酮给药浓度逐渐增加，

HepG2 细胞均出现不同程度的凋亡。浓度为 15.0，

30.0，60.0 µg·mL1 的样品溶液作用 HepG2 细胞

24 h 后，早期凋亡细胞比例分别为 16.7%，20.3%，

9.6%(位于散点图右下象限)，对应晚期凋亡细胞比

例分别为 25.2%，59.8%，84.2%(位于散点图右上

象限)。本试验进一步证明一定浓度刺头复叶耳蕨

总黄酮可引起 HepG2 细胞凋亡。结果见图 4。 

 

 
图 4  刺头复叶耳蕨总黄酮对 HepG2 细胞凋亡的影响 
A 空 白 对 照 组 ； B15.0 µg·mL1 组 ； C30.0 µg·mL1 组 ；

D60.0 µg·mL1 组。 

Fig. 4  Apoptosis of HEPG2 cell by flow cytometry 
Ablank control group; B15.0 µg·mL1 group; C30.0 µg·mL1 group; 

D60.0 µg·mL1 group. 

4  讨论 

近年来，抗肿瘤药物发展迅速，许多天然物

质有效成分具有毒性低、成本低等特点，在新药

先导化合物和新药的开发中占有不可替代的地位[5]。

复叶耳蕨类植物的主要成分为黄酮类成分与酚类

成分[6]。许多研究表明，总黄酮类化合物能够诱导

肺癌、肝癌、卵巢癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞的

凋亡从而发挥抗肿瘤作用[7-8]。本研究旨在通过细

胞水平的研究，了解刺头复叶耳蕨总黄酮是否具

有抗肿瘤作用。 

在预试中，笔者曾采用 MTT 法测定刺头复叶

耳蕨总提物及总黄酮对细胞的抑制率，但由于药

物自身具有一定的颜色，对测定影响较大，结果

不稳定，与倒置相差显微镜下所见实验结果往往

不符。在 MTT 法中，操作说明要求反应显色后、

测定前要完全弃去上清液，以 DMSO 溶解紫蓝色

的结晶物，故不能通过增加药物空白对照孔，扣

除药物颜色的吸收对生长抑制率计算的影响，而

CCK-8 法在检测之前不必弃去上清，在试验中增

加药物空白对照孔，便可排除药物自身颜色对吸

光度的影响，从而获得真实的数据。因此 后采

用 CCK-8 法来进行细胞活性检测。同时，与传统

的 MTT 检测法相比，CCK-8 法检测药物对细胞生

长的抑制率具有操作简便、检测时间短、细胞毒

性低、试剂稳定性高等优点，是细胞增殖测定、

肿瘤药敏试验的常用方法。 

大量研究证实黄酮类化合物对肿瘤细胞具有

一定的生长抑制及促凋亡作用[7-8]。黄酮类化合物

抗肿瘤的作用机制多种多样，如槲皮素的抗肿瘤

活性与其抗氧化性、抑制相关蛋白酶活性、降低

肿瘤细胞的耐药性、抑制肿瘤细胞信号转导、抑

制侵袭及转移作用等有关，并具有时间和剂量依

赖性；水飞蓟素的抗肿瘤活性与其抗氧化性、诱

导细胞周期阻滞等作用有关。 

本研究取植物黄酮类单体化合物槲皮素为阳

性对照，证实了刺头复叶耳蕨总黄酮对肝癌

HepG2 和肺癌 A549 细胞的生长增殖均呈现一定

的抑制作用，其作用明显强于其总提物，在测定

的浓度范围内，该抑制作用与剂量之间呈现良好

的依赖关系。在研究中还发现刺头复叶耳蕨总黄

酮对人肝癌 HepG2 细胞的作用更为明显，应用流

式细胞仪 Annexin V-FITC/PI 双染法进行了药物促

HepG2 细胞凋亡的作用检测，进一步证实其促人

肝癌 HepG2 细胞凋亡的作用。 
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miR-363 对顺铂耐药乳腺癌细胞的作用及机制 
 

吕晓皑，王蓓*，陈建彬，叶荆(浙江中医药大学附属第一医院乳腺病中心，杭州 310006) 

 
摘要：目的  研究 miR-363 对顺铂耐药乳腺癌细胞的作用及机制。方法  采集以顺铂为主要化疗药物的中晚期乳腺癌患

者血清，用定量 PCR 法检测化疗前和化疗后血清标本 miR-363 的表达水平。构建顺铂抵抗 MCF-7 细胞系(MCF-7-R)，

MTT 法检测不同浓度顺铂对 MCF-7 及 MCF-7-R 细胞活力的影响。在 MCF-7-R 细胞中转染 miR-363，MTT 法检测 miR-363

是否能提高顺铂对 MCF-7-R 的杀伤活性。利用生物信息学、定量 PCR 及 Western blot 方法验证 miR-363 是否调节 MCF-7-R

细胞中 Mcl-1 的表达。构建 Mcl-1 真核表达载体，MTT 法检测 Mcl-1 表达载体转染对 miR-363 联合顺铂治疗 MCF-7-R

疗效的影响。结果  中晚期乳腺癌患者顺铂治疗后血清 miR-363 水平相较化疗前显著下降。MTT 结果表明相同浓度顺铂

对 MCF-7-R 的杀伤活性显著低于 MCF-7 细胞，且 miR-363 转染能显著提高顺铂对 MCF-7-R 的杀伤活性。生物信息学、

定量 PCR 及 Western blot 结果表明 miR-363 转染可显著降低 MCF-7-R 细胞中 Mcl-1 的表达。miR-363 联合顺铂在 Mcl-1

表达载体转染后对 MCF-7-R 细胞的杀伤活性显著低于未转染 Mcl-1 表达载体的 miR-363 联合顺铂组。结论  MiR-363 能

增强耐顺铂乳腺癌细胞对顺铂杀伤作用的敏感性。 

关键词：miR-363；Mcl-1；MCF-7-R；顺铂 
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Effect and Mechanism of miR-363 on Cisplatin-treated Breast Cancer Cells 
 
LYU Xiaoai, WANG Bei*, CHEN Jianbin, YE Jing(Center of Breast Disease, the First Affiliated Hospital of Zhejiang 

Chinese Medical University, Hangzhou 310006, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the role and mechanism of miR-363 on cisplatin-resistant breast cancer cells. 
METHODS  Collected the serum from the advanced breast cancer patients who were treated with cisplatin-based chemotherapy. 
Then the expression of miR-363 in breast cancer patients’ serum was detected before or after chemotherapy using qPCR analysis. 
Constructed the cisplatin-resistant MCF-7 cell line, the cytotoxicity of cisplatin to MCF-7 cell line and MCF-7-R cell line was 
measured by MTT assay. Transfected the MCF-7-R cells with miR-363 to determine whether the transfection of miR-363 
enhanced cytotoxicity of cisplatin to MCF-7-R cells. Confirmed whether the expression of Mcl-1 was regulated by miR-363 
using bioinformatics, qPCR and Western blot. Constructed the Mcl-1 expression vector, and detected the cytotoxicity of cisplatin 
combing with the cotransfection of miR-363 and Mcl-1 expression vector by MTT assay. RESULTS  MiR-363 levels were 
significantly decreased in advanced breast cancer patients treated with cisplatin-based chemotherapy. MiR-363 levels were also 
lower in MCF-7-R cells than in MCF-7 cells. Exogenous miR-363 significantly overcame cisplatin resistance in MCF-7-R cells, 
whereas miR-363 knockdown increased the cell viability during cisplatin treatment. It was demonstrated that miR-363 directly 
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