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Ｒesearch of anti-proliferative effect of α-hederin on colon cancer

Wang Guojuan1，Yu Wenyan2＊＊，Guo Hongfei1，Wu Huiyuan1，Peng Linzhen1，Xu Ting1

( 1Department of Oncology，the Hospital Affiliated to Jingxi University of TCM，Nanchang 330006;
2 Ｒesearch Center for Differentiation and Development of Basic Theory of TCM，Jiangxi University of TCM，Nanchang 330004)

Objective: To discuss the effect of α-hederin on apoptosis and proliferation of colon cancer． Methods: By microscopy，MTT，flow cy-
tometry and Western Blot，the morphology，structure，proliferation，cell cycle，and apoptosis of LoVo cell of colon cancer was observed． Ｒe-
sults: After administration，the morphology of colon cancer LoVo cell was changed． Inhibition rates on LoVo cells were significantly differ-
ence among 4． 18 mg /L，8． 37 mg /L，16． 73 mg /L α-hederin groups，9． 23 × 10-3 g /L Oxaliplatin group，8． 37 mg /L a-hederin + 9． 23 × 10-3

g /L Oxaliplatin group． Among the control group，4． 18 mg /L，8． 37 mg /L，16． 73 mg /Lα-hederin group，9． 23 10-3 g /L Oxaliplatin group，8．
37 mg /L a-hederin + 9． 23 × 10-3 g /L Oxaliplatin group，percentages of LoVo cells in G1 phase，G2 phase，S phase were not significant
difference． Furthermore，apoptosis rates of LoVo cells in treatment groups were more outstanding than the control group． The relative expres-
sion quantity of LoVo cell caspase 3 significantly increased in treatment groups，compared with the control group． Conclusion: α-hederin
could affect the morphology of LoVo cells，change cycle of LoVo cells，increase expression quantity of caspase 3，induce their apoptosis，and
inhibit their proliferation． Simultaneously，there is a synergistic effect with chemotherapy drugs．
Key word α-hederin( α-常春藤皂苷) ; colon cancer; cell cycle; apoptosis; proliferation

基于 Microtox 技术的银杏内酯注射液质量控制初步研究
*

李 欢1，2，鄢良春2，李浩然2，3，孙 毅4，谭 静4，赵军宁1，2＊＊

( 1 西南医科大学药学院，泸州 646000; 2 四川省中医药科学院，成都 610041;
3成都中医药大学，成都 610072; 4 成都百裕制药股份有限公司，成都 610000)

摘 要 目的: 探索 Microtox 技术应用于银杏内酯注射液质量控制检测。方法: 参照本实验室建立的中药注射剂微毒测试技

术平台和方法，首次以新鲜培养的费氏弧菌为测试菌种，对 7 个不同批次银杏内酯注射液及其溶媒进行发光生物效应检测和生物

质量控制研究。结果: 费氏弧菌发光强度随着时间变化呈现先降低后稳定的特点，在平衡后的 15min ～ 60min 处于相对平稳状态。
银杏内酯注射液溶媒 3 个批次的 IC50值分别为( 5． 60 ± 0． 39) %，( 5． 42 ± 0． 22) %，( 5． 59 ± 0． 10) %，各批次比较差异无显著意义，

银杏内酯注射液 7 个批次的 IC50值分别为( 2． 25 ± 0． 46) %，( 3． 77 ± 0． 65) %，( 3． 56 ± 0． 55) %，( 2． 49 ± 0． 40) %，( 2． 73 ± 0． 30) %，

( 2． 95 ± 0． 55) %，( 1． 39 ± 0． 11) %，不同批次比较统计差异有显著意义。结论: 银杏内酯注射液对费氏弧菌的发光效应存在显著的

浓度-效应关系，部分批次之间 IC50值具有显著性差异，提示 Microtox 技术不仅可以用于检测银杏内酯注射液综合生物效应大小，同
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时对于产品质量控制也有很好的应用前景。
关键词 银杏内酯注射液; Microtox 技术; 发光细菌; 质量控制

银杏内酯注射液( Ginkgolide Injections) 是由银杏内酯 A、银
杏内酯 B、银杏内酯 C 和白果内酯为主要成分制成的注射剂，具

有活血化瘀、通经活络等功效，用于治疗中风病中中经络( 轻中

度脑梗塞) 恢复期淤阻血络证，症见半身不遂，口舌歪斜，言语

謇涩，肢体麻木等［1］。随着银杏内酯注射液在临床的广泛使

用，在其有效性得到公认的同时，近年来临床也观察到神经系

统损害、皮肤及其附件损害、血管损害和出凝血障碍等不良反

应［1，2］。与其它中药注射剂类似，银杏内酯注射液按照现行药

典标准进行质量控制，完全达到检测要求，但仍不能有效避免

临床应用时不良反应或者毒副作用的发生。故探索和应用快

速、敏感、可靠的新型毒性测试技术已经成为中药安全性评价，

尤其是中药注射剂毒性与质量控制的技术瓶颈和大势所趋。
赵军宁等［3］提出基于"功效-毒性-物质"的新型中药质量控

制模式的思路与方法，将传统中药的功能主治与现代化药物化

学、药理及毒理研究成果相结合，以最终建立多指标的质量控

制与评价的新型方法体系。本研究探索将 Microtox 技术运用于

银杏内酯注射液质量控制检测，为科学评价银杏内酯注射液的

生物学毒性以及控制其质量提供理论依据。

1 材料和方法

1． 1 试验药物 银杏内酯注射液，由成都百裕制药股份有限

公司提供，无色或浅黄色澄明液体，共 7 个批次，批号分别为

08160310、08150701、08150702、08150706、08150806、08150807、
08150808; 银杏内酯注射液溶媒，共 3 个批次，批号为 170301、
170302、170303。
1． 2 菌种 费氏弧菌冻干粉 CS234，北京滨松光子技术股份

有限公司，－ 20 ℃避光冻存。
1． 3 试剂 复苏稀释液、渗透压调节液，北京滨松光子技术股

份有限公司。胰蛋白胨( 批号 20160103) 北京奥博星生物技术

有限责任公司。MgSO4·7H2O( 批号 2015110601) 、NaH2PO4·
H2O( 批 号 20120313 ) K2HPO4 · 3H2O ( 批 号 2015090101 ) 、
( NH4 ) 2HPO4 ( 批 号 2016053101 ) 、甘 油、琼 脂 粉 ( 批 号

2015051201) 、酵母浸出粉、七水硫酸锌( ZnSO4·7H2O) ，成都

科龙试剂有限公司。
1． 4 仪器 LUMIStox 300 型生物毒性测试仪、LUMIS-therm
型预温槽和测试管，Dr． Bruno Lange GmbH 公司。摇床培养箱，

上海智城分析仪器制造有限公司。
1． 5 方法

1． 5． 1 测试用菌液的制备 取费氏弧菌冻干粉于恒温恒湿

箱( 温度 15℃，湿度 75% ) 平衡 15 分钟后移至超净工作台，加入

1ml 无菌复苏稀释液，用移液枪轻轻吹匀，取 100μl 菌液稀释至

10-3浓度，取 10μl 10-3浓度的菌液涂布平板，于 23． 5℃恒温培养

箱培养 2 ～ 3 天，待于暗环境中肉眼可见蓝绿色荧光时，挑取发

光强度好的单菌落，接种于装有 25ml 液体培养基 ( NaCl 3%
NaH2PO4·H2O 0． 61% K2HPO4·3H2O 0． 275%，MgSO4·7H2O
0． 0204%，( NH4 ) 2HPO4 0． 05%，甘油 0． 3%，胰蛋白胨 0． 25%，

酵母浸出粉 0． 05% ) 的离心管中培养，培养转速 180rpm，温度

23． 5℃，时间 14 ～ 28h，培养至暗环境中肉眼可见蓝绿荧光时，

取 100μl 菌液测定细菌发光强度，当发光强度大于 8000 时将细

菌转移至 EP 管中于 7000g 离心 15min，弃去上清液，用复苏稀

释液重悬 菌 泥，轻 轻 吹 散 菌 泥，混 匀，于 恒 温 恒 湿 箱 中 平 衡

15min 后，取出放于 15℃ 预温槽 10min，即得测试用菌液，可用

于受试样品测定。
1． 5． 2 费氏弧菌稳定性的考察 取测试用菌液 100μl( 设 6
个平行管) ，测定初始发光强度，加入 1ml 复苏稀释液，测定

60min 内费氏弧菌发光强度的衰减情况。
1． 5． 3 银杏内酯注射液质量控制研究 根据预实验所得银杏

内酯注射液 1 ～ 100%抑制率的浓度范围，用蒸馏水配制银杏内

酯注射液受试样品，浓度分别为 25%、20%、15%、12%、8%、
5%、2． 5%、1%，再以渗透压调节液( 17: 3 ) 调节受试样品渗透

压，制成待测样品溶液。以复苏稀释液为空白对照，空白对照和

每个样品浓度均设置三个平行管，每批次样品重复测定 3 次。
取测试用菌液 100μl 加入待测样品溶液 1ml，反应 10 min 后用

生物毒性测试仪测定每管的发光强度。计算各浓度抑制率和

IC50值，绘制相应的剂量 － 效应动力曲线。
1． 5． 4 数据处理［4，5］ 费氏弧菌发光强度抑制率的计算见下

式 1-4:

fkt = Ikt / I0 式( 1)

D = ( fkt ± fkt ) / fkt × 100% 式( 2)

Ict = Ic × fkt 式( 3)

Ht = ( Ict － It ) / Ict × 100% 式( 4)

注: 式( 1) 中 I0 为对照管发光菌初始发光强度，Ikt为对照管

发光菌与复苏稀释液接触一定时间后的发光强度，fkt 为发光系

数。式( 2) 中 D 为发光系数的均值偏差，fkt 为 3 个平行管 fkt 的
平均值。式( 3) 中 Ict为样品管发光菌加入样品前的发光强度，Ic
为样品管发光菌初始发光强度。式( 4) 中 It 为样品管发光菌与

样品接触一定时间后的发光强度。
采用 SPSS 进行数据处理和统计分析，拟合样品浓度-效应

曲线，计算样品的 IC50值。

2 结果

2． 1 费氏弧菌稳定性考察结果 由图 1 可见，费氏弧菌发光

强度随着 时 间 变 化 呈 现 先 降 低 后 稳 定 的 特 点，在 平 衡 后 的

15min ～ 60min 处于相对平稳状态。

图 1 不同初始发光强度值的费氏弧菌发光强度随着时间变化呈现先

降低后稳定的特点，在平衡后的 15min ～ 60min 处于相对平稳状态
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2． 2 不同批次银杏内酯注射液及溶媒对费氏弧菌的 IC50 值

由表 1 可见，银杏内酯注射液 7 个批次的 IC50值分别为( 2． 25 ±
0． 46) %，( 3． 77 ± 0． 65) %，( 3． 56 ± 0． 55) %，( 2． 49 ± 0． 40) %，

( 2． 73 ± 0． 30) %，( 2． 95 ± 0． 55) %，( 1． 39 ± 0． 11) %。银杏内

酯注射液 0815808 批次与其他 6 个批次比较，差异均具有显著

意义，0815701 批次与 0816310 批次、0815807 批次、0815806 批

次比较，差异均具有显著意义。
由表 2 可见，银杏内酯注射液溶媒 3 个批次的 IC50 值分别

为( 5． 60 0． 39) %，( 5． 42 ± 0． 22 ) %，( 5． 59 ± 0． 10 ) %，各批次

比较差异无显著意义。

表 1 不同批次银杏内酯注射液对费氏弧菌的 IC50值 ( 珋x ± s，n = 3)

样品批号 0816310 0815701 0815702 0815706 0815806 0815807 0815808
IC50值( % ) 2． 25 ± 0． 46* ## 3． 77 ± 0． 65＊＊ 3． 56 ± 0． 55＊＊ 2． 49 ± 0． 40＊＊## 2． 73 ± 0． 30＊＊## 2． 95 ± 0． 55＊＊# 1． 39 ± 0． 11

与 0815808 比较 * P ＜0． 05，＊＊ P ＜0． 01; 与 0815701 比较 # P ＜0． 05，## P ＜0． 01

表 2 不同批次溶媒对费氏弧菌的 IC50值 ( 珋x ± s，n = 3)

批号 170301 170302 170303
IC50值 5． 60 0． 39 5． 42 ± 0． 22 5． 59 ± 0． 10

2． 3 不同批次银杏内酯注射液及溶媒对费氏弧菌的剂量 － 效

应动力曲线图 见图 2、图 3。

图 2 银杏内酯注射液剂量-效应动力曲线图

银杏内酯注射液对费氏弧菌的发光效应存在显著的浓度-效应关系，Ｒ2 ＞ 0． 9

图 3 银杏内酯注射液溶媒剂量-效应动力曲线图

银杏内酯注射液溶媒对费氏弧菌的发光效应存在显著的浓度-效应关系，Ｒ2 ＞ 0． 9

3 讨论 现代药理研究表明，银杏叶提取物中含有抗氧化、抗衰老、
降压、促进血液循环、提高脑部功能、有效预防血栓的作用。银
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杏叶提取物也被制成各种制剂及膳食补充物广泛使用，美国药

典和欧洲药典、中国药典都对银杏叶提取物如内酯类和黄酮类

质量标准有严格的要求［6］。因此银杏内酯作为口服制剂未见

不良反应报道。而银杏内酯注射液，作为一种起效快，生物利用

度高，疗效确切的新剂型，在临床上得到广泛应用，临床不良反

应可见神经系统损害、皮肤及其附件损害、血管损害和出凝血

障碍等。目前中药注射剂常用检测项目包括鉴别、性状、重金

属、pH 值、有关物质( 蛋白质、鞣质、树酯、草酸盐、钾离子) 、灼

炽残渣、热原或细菌内毒素、装量、无菌、不溶性微粒、含量测定、
可见异物、降压物质、过敏反应检查、异常毒性、溶血与凝聚、有
害元素、渗透压、聚山梨酯 80、指纹图谱［7，8］、5-HMF、大分子蛋

白检查等，但仍然无法避免不良反应的发生。因此，有必要引入

新的方法辅助其质量控制。
Microtox 技术是一种以非致病细菌( 费氏弧菌) 作为试验对

象，以其发光强度变化为检测指标的一种快速、便捷的生物毒

性测试方法［9 ～ 16］。发光细菌种类繁多，但是其发光原理基本相

同，都属于酶促氧化反应［4，17，18］，主要参与物质有 FMN、NAD
( P) H、荧光酶、O2、ＲCHO 等，与发光细菌相关的代谢过程如图

4。

图 4 发光细菌发光的原理图［17］

操纵子上的 Lux 基因编码的各种酶参与细菌发光过程中的反应，产生蓝

绿荧光。

该技术评价体系优点如下: ①发光菌具有同高等生物类似

的物理化学性质和酶作用过程特点，模拟性强，是一种综合毒

性检测方法;②该方法为国际公认的客观可靠的方法，且方法

简单，便于操作，重复性好;③反应灵敏度高，比一般生物反应细

胞灵敏几个数量级;④可以同时获得多个定量参数，EC50、标准

毒物参比值、毒性剂量-效应动力曲线等多个定量参数的测定，

综合表征上述注射剂毒性特点［19 ～ 22］。
本研究首次使用新鲜培养的费氏弧菌对不同批次银杏内

酯注射液及溶媒进行质量控制检测。研究表明，银杏内酯注射

液对费氏弧菌的发光生物效应存在显著的浓度-效应关系，部分

批次间 IC50值差异具有统计学意义( p ＜ 0． 05 ) ，提示 Microtox
( 微毒) 技术可以用于检测银杏内酯注射液综合生物效应( 毒

性) 检测，对于产品质量控制具有很好的应用前景。在下一步

研究中应扩大受试样品数量，建立银杏内酯注射液质量控制微

小毒性生物效应上下限值，为进一步控制银杏内酯注射液质量

提供帮助。
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Microtox assay for the quality control of Ginkgolide Injections

Li Huan1，Yan Liangchun2，Li Haoran2，3，Sun Yi4，Tan Jing4，Zhao Junning1，2＊＊

( 1 School of Pharmacy Southwest Medical University，Luzhou 646000; 2 Sichuan Academy of chinese medicine sciences，
Chengdu 610041; 3 Chengdu University of TCM 610072; 4 Chengdu pharmaceutical Limited by Share Ltd，610000)

Objective: To explore how microtox assay is applied to the quality control of Ginkgolide injections． Methods: Based on the optimal de-
tection system of microtox assay for TCM injections established by our laboratory and freshly prepared Vibrio fischeri，we evaluated the lumi-
nous biological effect and the quality control of 7 batches of Ginkgolide injections and their vehicle． Ｒesults: The luminescence intensity of
Vibrio fischeri decreased with the time prolonged，then tended to be stable state from 15 to 60 minutes． IC50 values of 3 batches of ginkgolide
vehicles were: ( 5． 60 ± 0． 39) %，( 5． 42 ± 0． 22) %，( 5． 59 ± 0． 10) % respectively，there was no significant difference among these batches
( P ＞ 0． 05) ． IC50 values of 7 batches of ginkgolide injections were ( 2． 25 ± 0． 46 ) %，( 3． 77 ± 0． 65 ) %，( 3． 56 ± 0． 55 ) %，( 2． 49 ± 0．
40) %，( 2． 73 ± 0． 30) %，( 2． 95 ± 0． 55) %，( 1． 39 ± 0． 11) % respectively，differences were significant comparing Batch 0815808 with oth-
er 6 batches( P ＜ 0． 05 or 0． 01) ; differences among Batch 0816310，0815807，0815806 and Batch 0815701were obviously ( P ＜ 0． 05 or 0．
01，table1) ． Conclusion: There is a significant concentration-effect relationship of ginkgolide injections，and IC50 values of some batches are
significant different． Our data suggested that microtox assay could be applied to not only the biological effect of ginkgolide injections，but also
the quality control of medicine products．
Key words Ginkgolide Injections( 银杏内酯注射液) ; microtox assay; Luminescent bacteria; quality control

苦瓜皂苷改善非酒精性脂肪肝大鼠中氧化应激的作用研究

刘 波，翟玉荣，丁汀汀，罗建周，高 原
( 遵义医学院珠海校区，珠海 519041)

摘 要 目的: 探讨苦瓜皂苷对非酒精性脂肪性肝病大鼠肝脏的保护作用及通过减轻氧化应激缓解非酒精性脂肪性肝病的

情况。方法: 60 只雄性 SD 大鼠随机分为 6 组，空白对照组( n = 10) 给予普通饲料喂养，非酒精性脂肪性肝病模型组( n = 10) 、多烯

磷脂酰胆碱治疗组( 50mg /kg·d，n = 10) 以及苦瓜皂苷 ( 25 mg /kg·d，n = 10) 、( 50 mg /kg·d，n = 10) 以及 ( 100 mg /kg·d，n
= 10) 治疗组给予高脂饲料喂养，4 周后，测定大鼠肝功能、空腹血糖、胰岛素、甘油三酯( TG) 、总胆固醇( TC) 、低密度脂蛋白(

LDL-C) 、丙二醛( MDA) 、谷胱甘肽( GSH) 和超氧化物歧化酶( SOD) 含量; HE 染色后光镜观察肝脏病理变化; 分别采用 ＲT-qPCＲ
和 Western blot 法检测 Nrf2 和 HO-1 的表达水平。结果: 与模型组比较，苦瓜皂苷( 50 mg /kg) 和( 100 mg /kg) 组胰岛素抵抗指数、
AST、ALT、TG、TC、LDL-C 和 MDA 水平均明显降低，SOD 和 GSH 水平升高; HE 染色显示各大鼠肝细胞脂肪变性明显减少，肝细胞排

列趋于规则; ＲT-qPCＲ 与 Western Blot 结果显示 Nrf2 和 HO-1 表达明显升高。结论: 苦瓜皂苷可降低非酒精性脂肪性肝病大鼠胰

岛素抵抗、血脂，减轻肝细胞脂肪变性，其作用机制可能与缓解机体氧化应激有关。
关键词 苦瓜皂苷; 非酒精性脂肪性肝病; 氧化应激; Nrf2; HO-1

脂肪肝( fatty liver) 是临床上一种常见的慢性肝脏疾病，其

病因多种多样，病理上一般表现为肝脏脂肪( 多为甘油三酯) 堆

积。按照发病机制分类，脂肪肝可分为酒精性脂肪肝、非酒精性

脂肪肝 ( non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD) 、病 毒 性 脂 肪

肝、药物性脂肪肝以及由特殊病因所导致的脂肪肝等［1］。非酒

精性脂肪性肝病指的是排除由酒精和其他对肝脏有明确伤害

的因素所引起的，以肝细胞内过度沉积脂肪颗粒为主要病征的

临床病理综合症，如不及时治疗可发展为肝炎以及肝硬化［2，3］。
且临床数据显示，非酒精性脂肪性肝病是慢性肝病发病的重要

因素，仅次于病毒性肝炎，居第 2 位。目前，非酒精性脂肪性肝

病的发病率呈逐年上升趋势，在发达国家的发病率已达到 20%
～ 30%，而非酒精性脂肪性肝炎 ( nonalcoholic steatohepatitis，
NASH) 的发病率则为 10% ～20%，其中 2% ～3%会发展为肝硬

化［4］。关于非酒精性脂肪性肝病的发病机制，现在普遍接受的

是 "二次打击学说"，其中一次打击是由于胰岛素抵抗所引起

的肝脏脂质沉积，接着是氧化应激、脂质过氧化、炎症、肝细胞坏

死、内质网应激以及肝纤维化所导致的二次打击［5 ～ 7］。近年来，

越来越多研究发现，氧化应激与非酒精性脂肪性肝病的发生发

展密切相关，而我们前期研究发现苦瓜提取物含有多种活性化

学成分且具有显著提高免疫力、抗氧化、降血糖及抗肿瘤等的生

理效果，其中苦瓜皂苷( momordica saponins，MS) 是最重要的活

性成分之一［8，9］。本文研究了苦瓜皂苷对非酒精性脂肪性肝病

大鼠肝脏的保护作用，并从核转录因子 E2 相关因子 2( nuclear
factor-erythroid 2 related factor 2，Nrf2 ) /血红素加氧酶( heme
oxygenase，HO) -1 信号途径探讨苦瓜皂苷通过减轻大鼠体内

氧化应激反应，缓解非酒精性脂肪性肝病的分子机制。
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