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基于灰色关联法研究胆矾中元素对 A549 细胞的体外抑制作用 
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摘要：目的  探讨胆矾水煎液的元素组成，及其中与体外 A549 细胞抑制率关联度最大的元素。方法  通过 ICP-MS 对胆

矾水煎液中的元素组成进行分析；用 MTT 法测得不同浓度下胆矾水煎液对 A549 细胞的抑制率；通过灰色关联度软件分

析与抑制率关联系数最大的元素；用流式细胞术验证促进肺肿瘤细胞凋亡的元素种类。结果  胆矾水煎液的主要元素组

成为 Cu、Zn、Fe、Cd、Mn、Al、Na、Ca 等，其中 Cu 与 A549 细胞的抑制率关联系数最大，流式细胞研究进一步验证

了促进肺癌细胞凋亡的元素种类。结论  胆矾水煎液中铜离子与抑制肿瘤生长的关系较大。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the component elements in the water decoction of traditional Chinese mineral 
drugs Danfan, and the most important element associated with the inhibition rate of A549 cells in vitro. METHODS  The total 
elements in the water decoction of traditional Chinese mineral drugs Danfan were analyzed by ICP-MS. The inhibition ratio of 
different elements of water decoction of Danfan to the A549 cell were detected by MTT assay. Then the Grey relational grade 
between the inhibition ratio and elements was analyzed, and flow cytometry was used to verify the results that which element 
was promoting apoptosis of lung tumor cells. RESULTS  The main elements of the water decoction of Danfan were Cu, Zn, Fe, 
Cd, Mn, Al, Na, Ca and so on. The correlation coefficient between Cu and A549 cell inhibition rate was the largest. The flow 
cytometry research further validated that which elements promoting apoptosis of lung cancer cells. CONCLUSION  The 
copper element in Danfan is an important element in the tumor cell apoptosis activity. 
KEY WORDS: traditional Chinese mineral drugs; grey correlation degree; cancer; ICP-MS; flow cytometry 
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矿物类药物在我国有着上千年的应用历史，

在传统中医药中占有重要的一席之地。在《山海

经》中，已经有将矿物入药的记载。随着南北朝

时期炼丹术的盛行，矿物药一度成为帝王们追求

“长生不老”的秘方，赤石脂、雄黄、硝石、矾

石、磁石、云母等矿物药在中药的历史舞台上成

为主角[1]。经过时间的推移，后世对矿物药的认识

逐步完善，各医家对矿物药的使用方法也有着自

己独到的见解[2]。虽然对炼丹术本身的评价毁誉参

半，但不可否认的是，矿物药用法得当，可以产

生良好的疗效，有些甚至可以用“神奇”来形容[3]。

李时珍在《本草纲目》中记载，胆矾“散癥积，

咳逆上气，及鼠痿恶疮”，其中癥，有腹内结块之

意。这与现代医学对于肿瘤的描述十分相似。现

代化疗方法治疗肿瘤已实践多年，顺铂等药物对

多种癌症均能显示疗效，但显著的不良反应也是

这些药物的明显短板，在带来疗效的同时，也会

对机体产生伤害。本实验结合体外培养与现代药

物分析手段，将胆矾水煎液中各元素与癌症细胞

抑制率指标进行灰色关联，从中筛选出评分最高
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的一种元素，笔者期待能在矿物药中找到一种或

几种毒性相对较小[4]，又促进肿瘤细胞凋亡效果较

好或者对细胞的凋亡有直接作用的元素，明确中

医药治疗肿瘤顽疾的现代医学基础，并为化疗药

物的发展提供一个新的思路。 

1  材料与仪器 

1.1  主要仪器与试剂 

NUAIRETM US AUTOFLOW 型 CO2 培养箱

(德国 NUAIRE 公司)；ICP-MS Aglient 7500a 型(美

国 Agilent)；HD2-BCN-1360B 型生物洁净工作台

(哈尔滨东联电子技术开发有限公司)；SUNRISE

酶标仪(瑞士 TECAN 公司)；DW-SGL388A 型超低

温冰箱(海尔公司)；AE31 型倒置相差显微镜(Motic

公司)；C6 Accuri 流式细胞仪(美国 BD 公司)。 

硝酸(优级纯 GR)(天津市科密欧化学试剂有

限公司，批号：20160920)；多元素混合标准溶液(国

家标准物质研究中心，Fe、K、Ca、Na、Mg 浓度

均为 1 mg·mL1，Ag、Al、As、Ba、Be、Cd、Co、

Cr、Cu、Mn、Mo、Ni、Pb、Sb、Se、Tl、V、Zn、

Th、U 浓度均为 0.01 mg·mL1)；Hg 单元素标准溶

液(100 μg·mL1，美国 Accustandard Inc.公司)；调

谐液(Li、Y、Ce、Ti、Co 质量浓度为 10 μg·L1，

美国 Agilent)；内标液(Li、Sc、Ge、Y、In、Tb、

Bi 质量浓度为 10 μg·mL1，美国 Agilent)；氩气[高

纯氩气 φ(Ar)>99.99%]；水为超纯水。 

人肺癌 A549 细胞株(中国科学院上海细胞

库)；DMEM培养基(美国Gibco公司，编号：00916)；

胎 牛 血 清 ( 四 季 青 公 司 ， 编 号 ：

02427001826544209)；双抗(北京全式金生物，编

号：FG101-01L40523Y028)；顺铂注射液(江苏豪

森药业股份有限公司，批号：20170311)。 

1.2  药材 

矿物药材胆矾来源于大连民大饮片有限公司，

经辽宁中医药大学翟延君教授鉴定本品为胆矾。 

2  方法 

2.1  胆矾水煎液中无机元素含量的测定 

2.1.1  供试品的制备  取胆矾 5 g，粉碎，过 120

目筛。置于圆底烧瓶中并加 100 mL 超纯水进行回

流提取 1 h，抽滤。取水煎液 5 mL，用超纯水定容

至 100 mL。 

2.1.2  测定方法和结果  调节仪器参数，等离子

体流量 15 L·min1，RF 功率 1.35 kW，载气流量

1.16 L·min1，采样深度 7.8 mm，雾室温度 2 ℃，

分析时间 30 s，平行测定 3 次。结果显示，铜元素

的量占总元素量的比例最大。测定结果见表 1。 

表 1  胆矾水煎液的各元素含量 

Tab. 1  The elements valum of the water decoction of 

traditional chinese mineral drugs Danfan        μg·mL1 

Na Mg Al K Ca 

990.47 168.83 1 029.33 123.67 890.93 

V Cr Mn Fe56 Fe57 

3.86 69.58 2 168.67 3 035 294.37 

Co Ni Cu63 Cu64 Zn 

26.13 326.97 4 586 000 17 700 20 076.67

As Se Ag Cd Sb 

365.87 16.11 19.81 2 371.33 23.26 

Ba Tl Pb U  

20.38 7.61 594.43 3.99  

2.2  胆矾体外药效学研究 

将人肺癌 A549 细胞株按常规贴壁细胞培养

法接种于培养基中，在温度、湿度、CO2 浓度适宜

的条件下常规培养。长满后用移酶消下，铺入 96

孔板中。分别取 0.1，0.2，0.3，0.4，0.5 mL 定容

好的胆矾水煎液与 3 mL体积分数为 10%胎牛血清

的 DMEM 培养液混合，铺入 96 孔板。培养 48 h

后，加入 MTT 染料，继续培养 4 h 后，加入 DMSO，

使用酶标仪测定吸光度值。结果显示，随着给药

量的增加，抑制率逐渐上升，结果见表 2。 

表 2  胆矾水煎液的体外抑制率 

Tab. 2  The in vitro inhibition ratio of the water decoction 
of traditional Chinese mineral drugs Danfan 

药量/mL 平均 OD 值 sx   抑制率/%

0(空白) 1.426 2 1.426 2±0.136 3 0 

0.1 1.339 1 1.339 1±0.169 1  6.10 

0.2 0.561 8 0.561 8±0.054 0 60.60 

0.3 0.309 9 0.309 9±0.044 3 78.26 

0.4 0.132 4 0.132 4±0.010 7 90.71 

0.5 0.092 9 0.092 9±0.007 4 93.48 

2.2.1  各个元素与抑制率的相关性分析  胆矾水

煎液由不同种类的元素组成，本试验使用

GreyModeling V3.0 软件将胆矾中各种元素的含量

与胆矾水煎液对于肿瘤细胞的抑制率进行灰色关

联度分析，将胆矾水煎液中元素组成以及抑制率

导入 GreyModeling V3.0 软件中，结果见表 3。结

果显示，铜元素与抑制率的关联系数最大，即胆

矾水煎液中的铜元素对于 A549 细胞体外抑制率

有直接影响。 
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表 3  GreyModeling V3.0 软件测得的关联系数值 

Tab. 3  The result of correlation coefficient by 
GreyModeling V3.0 software   

Na Mg Al K Ca 

0.504 0 0.513 5 0.506 1 0.527 9 0.500 7 

V Cr Mn Fe56 Fe57 

0.501 0 0.501 2 0.519 6 0.502 9 0.501 8 

Co Ni Cu63 Cu64 Zn 

0.504 2 0.502 7 0.868 9 0.641 8 0.507 9 

As Se Ag Cd Sb 

0.502 4 0.501 3 0.540 5 0.500 7 0.501 0 

Ba Tl Pb U  

0.501 6 0.528 6 0.500 7 0.5015  

2.2.2  细胞凋亡的检测  取浓度为 1×106·mL1

的对数生长期细胞悬液 1 mL 接种于 6 孔培养板中

培养，待细胞长至 80%时，分别加入空白、顺铂、

胆矾水煎液培养液，顺铂浓度为 6 μg·mL1，胆矾

水煎液浓度为 0.05 mL·mL1。培养 48 h 后，用不

含 EDTA 的胰酶消化，相应培养液收集细胞于离

心管中，备用。2 000 r·min1，离心 5 min，弃上

清，预冷的 PBS 溶液洗涤 2 次，重悬细胞，过 300

目细胞筛，离心，弃去上清，加入 Binding Buffer 

500 μL 重悬细胞，分别加入 5 μL Annexin V 及 5 μL 

Propidium Iodide，混合均匀，室温下避光反应

15 min 后，通过流式细胞仪检测细胞凋亡。 

3 组实验的细胞数量显示，胆矾组的凋亡坏死

率比空白组有所增加，结果见图 1。 

2.2.3  细胞周期的检测  同上文细胞培养的步骤

一致，将细胞接种于 6 孔板中培养。依次加入空

白、顺铂、胆矾培养液，培养 48 h 后，胰蛋白酶

消化后分别收集细胞悬液于标号的离心管中。离

心弃上清，使用预冷的 PBS 溶液洗涤 2 次，再次

离心，弃上清，向沉淀中加入 1 mL 预冷的 70 %

乙醇并轻轻吹打混匀，4 ℃过夜固定。次日以

1 000 r·min1 的转离心 5 min，并在预冷的 PBS 溶

液中洗涤 2 次，过 300 目细胞筛，离心，弃去上

清液。向每个细胞样品中加入配好的碘化丙啶染

色液 500 µL，轻揉吹打使细胞重悬，加入预冷的 

PBS 缓冲液 500 µL，避光冰浴 30 min。使用流式

细胞仪在激发波长 488 nm 下进行检测。 

3 组实验的细胞周期结果显示，胆矾组细胞 S

期比空白组显著增加，结果见图 2。 

 
图 1  细胞凋亡试验结果 

Fig. 1  The experimental results of apoptosis  

 
图 2  细胞周期试验结果 

Fig. 2  The experimental results of cell cycle 
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3  讨论与结论 

传统中医典籍中对矿物药的记载非常丰富，

我国传统矿物药种类繁多，仅在《本草纲目》一

书中就记载了 80 余种。其中胆矾被归为上品，本

经中关于胆矾治疗疮毒、息肉、肿毒不破均有记

载。本实验通过对胆矾水煎液的无机元素进行分

析，确定了元素的组成，铜元素占测得元素组成

的绝大多数。后又进行了胆矾水煎液的体外药效

学研究，MTT 法测得不同药量的胆矾水煎液对人

肺癌 A549 细胞的抑制作用分别为 6.1%，60.60%，

78.26%，90.71%，93.48%；通过灰色关联软件进

行分析，结果显示铜元素与肿瘤细胞的抑制率关

联系数为 0.868 9，即铜元素与抑制率关系最大。

该实验结果为有效利用矿物药胆矾作为潜在的抗

肿瘤药用资源提供了一定的前期实验基础。 

流式细胞仪检测结果显示：各组作用 48 h 后，

胆矾组与空白组相比，细胞的凋亡坏死率随着增

大。肿瘤细胞的分裂过程分为几个时相，包括

G0/G1 期、S 期、G2/M 期，G0/G1 期。G0/G1 期

细胞增大并且制造新的蛋白质为细胞分裂做准

备；S 期细胞复制 DNA，细胞有二倍体变成四倍

体的过程；G2 期的细胞处于分裂前期，M 期细胞

进行有丝分裂。随着给药剂量的增大，不同的时

相所占的比例也发生了改变。与空白组相比，给

药组 S 期的比例增多较显著。可以得出结论：胆

矾水煎液能通过抑制 S 期，阻断细胞由 S 期向

G2/M 期转化，增加 S 期细胞比例，从而抑制肺癌

细胞的增殖及其 DNA 的合成。 

中药治疗癌症相对海外放疗、化疗实践起步

较晚，积累的经验相对较少。天然药物中成分复

杂，目前针对黄酮、皂苷、生物碱等复杂的复合

化合物的活性筛选手段有一定的提高，分析方法

不断丰富，但和社会对维护人民健康药物的需求

还有一定差距。客观地决定了目前中草药中有抗

肿瘤活性的药物种类较少。其中被开发成为成药

的品种更是屈指可数。而矿物药相比于天然药物，

组成成分较简单，即由不同种类的无机元素构成，

通过 ICP-MS 即可进行定量分析[5-6]。其数据结果

比传统的天然药物指纹图谱直观，简洁明了[7]，而

微量元素在人体内与细胞位点、蛋白的特异性结

合、在跨膜运输和引导细胞各种功能方面均起到

重要的作用[8-9]。中药中的微量元素更是其发挥药

效的重要物质基础[10]。如能在癌细胞的特异性位

点的相关研究上有所突破，相信矿物药在治疗癌

症方面将起到更重要的作用[11]。 
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