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摘要!采用基于
8VV

比色法的
L6&1

细胞增殖抑制模型评价中药提取物的抗癌活性"并利用离心超滤

质谱方法对活性最强的中药提取物中抗癌活性成分进行筛选和鉴定%结果表明"长春花提取物对
L6&1

细胞增殖的抑制活性最强"与阳性对照药阿霉素相当"且抑制活性与给药浓度呈正相关%延胡索提取物

在
!

个不同给药浓度下也可以显著抑制
L6&1

细胞的增殖%三尖杉$黄连和喜树果提取物在高浓度时能

够显著抑制
L6&1

细胞的增殖"而刺五加提取物则没有明显抑制作用%利用离心超滤质谱从长春花提取

物中筛选得到
)

种存活素基因启动子片段结合剂和
B

种钙调蛋白结合剂"经多级串联质谱分析鉴定"分

别为蛇根碱$鸡骨常山碱$它波宁$环氧长春碱$长春新碱和
)+

/

?

氧代环氧长春碱%本研究可为中药抗癌

药物的筛选提供一种简便$快速的方法%

关键词!离心超滤质谱&
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中草药具有资源丰富$作用温和以及抗肿

瘤疗效确切等特点"已成为抗肿瘤药物研发的

热点*

+?)

+

%然而"中药资源库庞大$中药化学成

分复杂"并且其药效的发挥往往是多个活性成

分作用于不同的生物靶分子的共同结果"如何

有效$快速筛选并鉴定抗癌活性成分已成为目

前研究中药抗癌药物亟待解决的问题之一%充

分利用现代肿瘤学的研究成果并结合现代分析

技术"建立科学合理的抗肿瘤药物筛选模型和

高效可靠的方法"是研制疗效好$作用机理清楚

的中药抗肿瘤新药的唯一途径%

质谱技术具有高灵敏度$高选择性和应用

快捷等优点"在中药复杂体系研究中得到了广

泛应用*

!?#

+

"尤其与其他分离分析技术的联用"

可以实现对中药复杂体系中活性成分的快速筛

选和鉴定*

C

+

%其中"离心超滤质谱技术常用于

研究小分子药物与生物靶分子之间的相互作

用"主要原理是将药物与生物靶分子混合"得到

活性分子'生物靶分子复合物和游离的非活性

小分子混合溶液"将混合溶液置于可以按分子

质量不同截留部分化合物的超滤管中"通过离

心使生物靶分子及其复合物被膜挡在一侧"游

离态的小分子则自由通过超滤膜"实现活性分

子与非活性分子的分离"然后"利用
O3

)

89

联

用技术对这些活性分子进行分离和鉴别%该方

法应用简单$操作便捷"可以针对与疾病相关的

生物靶分子"从复杂体系中快速筛选得到活性

成分"同时借助质谱强大的定性能力对活性成

分进行结构解析%该方法已被广泛应用于中药

复杂体系活性成分筛选研究*
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本研究拟采用
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二甲基噻唑
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二苯基四氮唑溴盐比色法!

8VV

比色法#考察
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第
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期
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细胞增殖抑制模型结合离心超滤质谱筛选中药抗癌药物



中药提取物对
L6&1

细胞的增殖抑制作用*

"

+

"对

其抗癌活性进行初步评价%然后"选取与肿瘤

细胞增殖和凋亡密切相关的存活素基因启动子

](D

片段和钙调蛋白作为靶点*

E?+)

+

"利用离心

超滤质谱法对抑制活性最强的中药提取物进行

活性成分的进一步筛选与鉴定%
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主要材料与试剂
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细胞株(由中科院细胞库提供&合成

存活素基因启动子片段!
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和
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超滤膜材质为再生纤维素#(美国
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公司产品&甲醇(色
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经美国
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水处理系统纯化%
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样品制备
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中药提取物制备
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称取
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U

干燥的中

药材粉末"加入
)*=O,Cf

乙醇
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水溶液"室温

超声提取
#*=50

%然后"取上清液置于
#* g

水浴中"氮气吹干"用
+**

"

O]89A

溶解并用

水定容至
C=O

"得到生药含量为
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U

)

=O

提

取液%过
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有机相滤膜制得的储备液

于
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保存"备用%

@AGAF
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的合成
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将单链
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分子

分别溶于
85&&5?c

水中"配制成
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液%分别取
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O

含两条互补单链
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分

子的溶液于
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醋酸铵溶液

中混合"
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下保持
+C=50

"然后缓慢冷却至

室温并过夜"即退火形成浓度为
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双链
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溶液%
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钙调蛋白配制
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将钙调蛋白加少量

85&&5?c

水溶解"钙调蛋白浓度通过紫外分光光

度计测定并调整至
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"其浓度根据
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电喷雾电离源!
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公司

;̀1&5J./+̂)

软件采集并处理数据%

@AJ

!

5WW

比色法考察中药提取物对
Z&0,

细

胞的增殖抑制作用

取
+**

"

O

对数生长期的
L6&1

细胞"以
+u

+*

# 个)孔的浓度接种到
EB

孔培养皿中"过夜

培养
)#4

后"分别加入
"*

"

O

阿霉素和中药提

取物"使其终浓度分别为
*̂,C

$

+̂C

$

!̂*

U

)

O

"

每个浓度设
C

个复孔!共
B

组平行实验#%未加

药物的细胞作为对照组"培养基作为空白调零

BE#
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孔%分别培养
)#4

后"加入
)*

"

O

浓度为
C

U

)

O

8VV

"继续培养
#4

"舍弃上清液"每孔加入

)**

"

O]89A

"酶标仪或者培养箱中低速振荡

+*=50

"使结晶溶解"用酶标仪检测
#E*0=

处

吸光度
=

值%测定时"用空白孔调零%细胞生

长抑制率
k

!对照组
d

实验组#)对照组
u

+**f

%实验重复
B

次"所有数据均表示为平均

值
i

标准差 !

8610i9]

#"并进行
-

检验分析%

@AK

!

离心超滤质谱筛选

离心超滤质谱法主要通过比较靶分子加

入前后"溶液中游离的药物成分的浓度变化

来推断药物与靶分子的结合程度%加入靶分

子后"游离药物的浓度降低程度越大"药物与

靶分子的作用力越强%由于色谱峰积分面积

与其在溶液中的浓度成正比"故可以利用色

谱峰积分面积在生物靶分子加入前后的变化

程度来反映其对应的化合物与生物靶分子的

结合程度%假设对照组!不加靶分子#药物的

色谱峰积分面积为
=;

"实验组!加入靶分子#

药物的色谱峰积分面积为
=6

"则药物与靶分

子的结合强度可表示为(

Z50H50

U

]6

U

/66k

!

=;d=6

#)

=;

%用这种计算方法对不同的复

杂体系中各组分与靶分子的相对结合强度进

行比较%

@AKA@

!

离心超滤质谱筛选双链
](D

结合剂

用
C*==%&

)

O

醋酸铵溶液将
](D

储备

液和长春花提取物储备液分别稀释为
)C

"

=%&

)

O

和
C

U

)

O

%实验组为稀释的
](D

靶

分子溶液与长春花提取物溶液"按照体积比

#h+

混合"终体积为
)**

"

O

%将混合溶液置

于
)Cg

水浴中反应
!*=50

后"吸取
+"*

"

O

至超滤管中"以
+!***/

)

=50

离心
!*=50

%然

后向滤膜上方加入
+C*

"

OC*==%&

)

O

醋酸铵

洗脱溶液"以
+!***/

)

=50

离心
!*=50

"重复

!

次"收集洗脱液"冷冻干燥%冻干后的样品

用
B*

"

O

甲醇
?

水溶液!

+h+

"

L

)

L

#充分溶解"

待
O3?89

)

89

分析%对照组不加
](D

靶分

子"其他溶液条件和处理方法与实验组相同%

@AKAF

!

离心超滤质谱筛选钙调蛋白结合剂

用含
+*==%&

)

O31

)e的
C*==%&

)

O

醋酸

铵溶液将长春花提取物储备液稀释为
C

U

)

O

%

实验组为
31

)e

3

318

复合物溶液与长春花提

取物稀释溶液"按照体积比
#h+

混合"终体积

为
)**

"

O

%将混合溶液置于
)Cg

水浴中反应

)*=50

后"吸取
+**

"

O

至超滤管中"以
+!C**

/

)

=50

离心
!*=50

%然后向滤膜上方加入
+**

"

O

含
+*==%&

)

O31

)e的
C*==%&

)

O

醋酸铵

洗脱溶液"以
+!C**/

)

=50

离心
!*=50

"重复
!

次"收集洗脱液"冷冻干燥%冻干后的样品用

#*

"

O

甲醇
?

水溶液!

+h+

"

L

)

L

#充分溶解"待

O3?89

)

89

分析%对照组不加
31

)e

3

318

复

合物"其他溶液条件和处理方法与实验组相同%

F

!

结果与讨论

FA@

!

中药提取物对
Z&0,

细胞增殖的抑制作用

分别将长春花$延胡索$三尖杉$喜树果$黄

连和刺五加等
B

种中药提取物在
*̂,C

$

+̂C

和

!̂*

U

)

O

浓度下对
L6&1

细胞作用
)#4

%结果

表明"均对
L6&1

细胞增殖有不同程度的抑制作

用%其中"长春花提取物对
L6&1

细胞增殖的抑

制活性最强"浓度为
!̂*

U

)

O

时的抑制率为

#Cf

"与阳性对照药阿霉素接近!

!̂*

U

)

O

时的

抑制率为
#"̂"f

#"且抑制活性与给药浓度呈

正相关&延胡索提取物在
!

个不同浓度下也可

以显著抑制
L6&1

细胞的增殖&三尖杉$黄连和

喜树果提取物在高浓度时能够显著抑制
L6&1

细胞的增殖&而刺五加提取物则没有明显地抑

制作用"结果示于图
+

%

FAF

!

长春花提取物中双链
SQ*

结合剂的离心

超滤质谱筛选

FAFA@

!

离心超滤质谱筛选
!

长春花提取物与

目标
](D

反应"用离心超滤方法将与双链

](D

结合的药物和未结合的药物分离"分别进

行
O3

)

89

/ 分析%长春花提取物与双链
](D

作用后的和不加双链
](D

对照组的液相色谱

图示于图
)

%当提取物中的成分与双链
](D

发生特异性结合后"对应化合物的峰面积将小

于其对照组%结果表明"共检测到
)

种化合物

可以与双链
](D

结合"结合率分别为
#*̂!"f

和
#,̂,!f

%

紫外吸收数据显示"这
)

种化合物具有类

似的紫外吸收峰"即均在
)#,0=

和
!*B0=

有

最大紫外吸收"说明这
)

种化合物可能具有相

似的母核结构%

,E#

第
#

期
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注(

#

代表
'

"

*̂*C30

对照组"

##

代表
'

"

*̂*+30

对照组

图
@

!

K

种中药提取物在
G

种浓度下对
Z&0,

细胞增殖的抑制率 '

5&,(b6S

$

/aK

(

B$

<

C@

!

8(4$=$)$#(1,)&-#DKH$("-#D.4$(&-&4&1=,0&E)1,')-

#(Z&0,'&00

/

1#0$D&1,)$#(,))41&&"$DD&1&()'#('&()1,)$#(-

'

5&,(b6S

$

/aK

(

图
F

!

长春花提取物经过双链
SQ*

结合剂筛选之后的液相色谱图

B$

<

CF

!

Y0)1,D$0)1,)$#(Z9T.'41#7,)#

<

1,7#D)4&&E)1,')-D1#74*2(*3*/2(963#6,96

FAFAF

!

活性成分的
O3

)

89

/ 鉴定
!

在电喷雾

质谱正离子扫描模式下"化合物
+

的全扫描质

谱图$

*

)

>!#E

二级串联质谱图$

*

)

>!+,

和

*

)

>)B!

三级串联质谱图示于图
!

%化合物
+

和
)

的准分子离子均为
*

)

>!#E

"由此判断"这

)

个化合物互为同分异构体"且根据其相对分

子质量信息"并结合文献报道"初步判定它们可

能分别为蛇根碱和鸡骨常山碱*

++

+

%为了确认

其结构"分别对这
)

个化合物进行了串联质谱

研究%结果显示"它们具有相同的碎裂规律%

*

)

>!#E

离子在串联质谱中得到的主要碎片离

子为
*

)

>!+,

和
*

)

>)B!

"即准分子离子峰丢

失质量数为
!).

!

3L

#

A

#和
"B.

!

3

#

L

B

A

)

#的

碎片%继续对碎片离子
*

)

>!+,

和
*

)

>)B!

进

行串联质谱分析"

*

)

>!+,

离子碎裂主要产生

*

)

>)"E

$

)B!

$

),+

$

)#,

等碎片离子%

*

)

>)B!

离子碎裂主要产生
*

)

>)B+

$

)!C

$

)*C

等碎片离

子%根据串联质谱分析"推测化合物
+

和
)

分

别为蛇根碱和鸡骨常山碱%据文献报道"蛇根

碱和鸡骨常山碱在液相色谱中难以分离"且相

比之下"蛇根碱的出峰时间较早%因此"化合

物
+

可能为蛇根碱"化合物
)

可能为鸡骨常山

碱*

+!

+

%化合物
+

可能的质谱裂解途径示于

图
#

%

"E#
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图
G

!

化合物
@

的全扫描质谱图'

,

(%

%

&

&GIO

二级串联质谱图'

=

(%

%

&

&G@N

'

'

(和
%

&

&FKG

'

"

(三级串联质谱图

B$

<

CG

!

B:007,---

/

&')1:7#D'#7

/

#:("@

'

,

($

56

F

-

/

&')1:7#D%

&

&GIO

'

=

($

56

G

-

/

&')1:7#D%

&

&G@N

'

'

(

,("%

&

&FKG

'

"

(

图
I

!

化合物
@

可能的质谱裂解途径

B$

<

CI

!

B1,

<

7&(),)$#(

/

,)4?,

2

-#D'#7

/

#:("@

EE#

第
#

期
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FAG

!

长春花提取物中钙调蛋白结合剂的离心

超滤质谱筛选

FAGA@

!

离心超滤质谱筛选
!

利用离心超滤质

谱技术考察长春花提取物中各组分与蛋白靶分

子之间的相互作用%提取物与钙调蛋白作用后

和不加钙调蛋白对照组的液相色谱图示于

图
C

%当提取物中的成分与靶分子发生特异性

结合后"对应的化合物峰面积将小于对照组%

结果表明"共检测到
B

种化合物可以与钙调蛋

白结合"其结合率分别为
!)̂!)f

$

!#̂#+f

$

+,̂ECf

$

!̂+!f

$

)*̂*#f

和
#B̂**f

%

FAGAF

!

活性成分的
O3

)

89

/ 鉴定
!

在电喷雾

质谱正离子扫描模式下"这
B

种化合物按照出

峰顺序对应的准分子离子峰分别为
*

)

>!#E

$

!#E

$

!!,

$

"+*

$

")C

和
")!

%为确定化合物结构"

对其进行了串联质谱分析"结果列于表
+

%

化合物
+

和
)

的鉴定参照
)̂)̂)

节%化合

物
!

在串联质谱中丢失
!).

和
B*.

产生
*

)

>

!*C

!

+**f

#和
*

)

>),,

特征碎片离子"分别对

应丢失中性分子
3L

!

AL

和
L3A

)

3L

!

%通过

文献检索"这与它波宁的串联质谱规律是一致

的"因而推测该化合物可能为它波宁*

+#

+

%

在电喷雾正离子扫描模式下"化合物
#

$

C

和

B

的准分子离子峰均为*

8eL

+

e和*

8e\

+

e

离子%串联质谱中均存在丢失最小分子质量

+".

的碎片离子"即丢失
+

分子的
L

)

A

"说明

图
J

!

长春花提取物经过钙调蛋白结合剂筛选之后的液相色谱图

B$

<

CJ

!

Y0)1,D$0)1,)$#(Z9T.'41#7,)#

<

1,7-#D)4&&E)1,')-D1#74*2(*3*/2(963#6,96

表
@

!

长春花提取物中钙调蛋白结合剂的质谱信息

W,=0&@

!

5,---

/

&')1#7&)1

2

$(D#17,)$#(#D',07#":0$(=$("&1--'1&&(&"D1#74*2(*3*/2(96'#6,96&E)1,')

化合物编号

(%̂

保留时间

-

_

)

=50

质荷比

*

)

>

质谱数据

89

/

化学式

!

8N

#

化合物鉴定

PH60<525;1<5%0

+ )!̂C !#E

*

89

)

+

!#E

%

!+,

"

)B!

*

89

!

+

!+,

%

)"E

"

)B!

"

),+

"

)#,

"

)!#

*

89

!

+

)B!

%

)B+

"

)!C

"

)*C

3

)+

L

)*

(

)

A

!

!

!#"

# 蛇根碱

96/

:

60<506

) )#̂! !#E

*

89

)

+

!#E

%

!+,

"

)B!

*

89

!

+

!+,

%

)"E

"

)B!

"

),+

"

)#,

"

)!#

*

89

!

+

)B!

%

)B+

"

)!C

"

)*C

3

)+

L

)*

(

)

A

!

!

!#"

# 鸡骨常山碱

D&7<%0506

! )ĈE !!,

*

89

)

+

!!,

%

!*C

"

),,

"

)C)

"

)))

"

)*B

"

+E#

*

89

!

+

!*C

%

)",

"

),,

"

)B)

"

+EC

3

)+

L

)#

(

)

A

)

!

!!B

# 它波宁

V1J6/7%0506

# !!̂) "*E

*

89

)

+

"*E

%

,E+

"

,#E

"

,!+

"

,+,

"

B#,

"

C#*

*

89

!

+

,#E

%

,!+

"

B"E

"

B#,

"

C#*

"

#E*

"

!C!

3

#B

L

CB

(

#

A

E

!

"*"

# 环氧长春碱

$50&6./%7506

C !#̂! ")C

*

89

)

+

")C

%

"*,

"

,BC

"

BB!

"

CCB

*

89

!

+

,BC

%

,*C

"

BB!

"

CCB

"

C!*

"

!#+

3

#B

L

CB

(

#

A

+*

!

")#

# 长春新碱

$50;/57<506

B !"̂+ ")!

*

89

)

+

")!

%

"*C

"

,B!

"

,!+

"

CC#

*

89

!

+

,B!

%

,!+

"

BB+

"

CC#

"

C))

3

#B

L

C#

(

#

A

+*

!

"))

#

)+

/

?

氧代环氧长春碱

)+

/

?%I%?&6./%7506

**C
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它们均含有
dAL

基团%同时"其丢失
B*.

产

生的碎片离子丰度最高"即丢失
L3A

)

3L

!

"对

应的碎片离子分别为
*

)

>,#E

$

,BC

$

,B!

"说明

它们均含有
dA3A3L

!

基团%最为重要的是"

化合物
#

$

C

和
B

在串联质谱中均存在开环碎裂

!碎片离子分别为
*

)

>C#*

$

CCB

$

CC#

#和丢失一

分子吲哚生物碱!碎片离子分别为
*

)

>!C!

$

!CC

$

!B,

#的特征碎片离子"示于图
B

%这种特

征碎片离子与其母核结构和取代基密切相关%

由串联质谱规律可知"这
!

个化合物有类似的

母核结构"其差别在于取代基%通过查阅文献"

推测化合物
#

$

C

和
B

分别为环氧长春碱$长春

新碱和
)+

/

?

氧代环氧长春碱*

+#

+

%

图
K

!

化合物
I

'

,

($

J

'

=

(和
K

'

'

(的二级串联质谱图及特征离子碎裂途径

B$

<

CK

!

56

F

-

/

&')1:7,("D1,
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结论

本研究基于
8VV

比色法"采用
L6&1

细胞

增殖抑制模型"并结合离心超滤质谱方法"建立

了中药抗癌药物的筛选及其活性成分鉴定方法%

结果显示"在筛选的
B

种中药提取物中"长春花

提取物抑制
L6&1

细胞增殖的活性最强%利用离

心超滤质谱方法对长春花提取物中的抗癌活性

成分进行进一步筛选和鉴定"结果表明"长春花

+*C

第
#

期
!!

魏忠宝等(

L6&1

细胞增殖抑制模型结合离心超滤质谱筛选中药抗癌药物



中含量较高的
)

种成分'''蛇根碱和鸡骨常山

碱与存活素基因启动子片段和钙调蛋白均有较

强的作用%该结果有助于探讨长春花提取物的

抗癌活性成分及可能的作用机制%本研究方法

的建立"不仅可以对中药资源库中具有抗癌活性

的中药进行快速筛选"并且有助于发现其中主要

的活性成分和可能的作用机制"为中药抗癌药物

的筛选提供了一种简便$快速的方法%
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