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摘 要 目的：研究无梗五加果实3种提取物对人肝癌细胞SMMC-7721增殖、细胞周期和凋亡的影响，为明确其抗肿瘤作用机制

提供参考。方法：采用MTT法考察低、中、高质量浓度的无梗五加果实乙醇提取物（0.92、1.84、3.68 mg/mL）、粗多糖提取物（0.06、

0.12、0.24 mg/mL）和精多糖提取物（0.04、0.08、0.16 mg/mL）分别作用24、36、48 h后对人肝癌细胞SMMC-7721的增殖抑制作用；

采用流式细胞术考察1.84 mg/mL乙醇提取物、0.24 mg/mL粗多糖提取物和0.16 mg/mL精多糖提取物分别作用24 h后对人肝癌细

胞SMMC-7721细胞周期和细胞凋亡的影响。以上试验均设阴性对照（只加细胞不加药物）。结果：与阴性对照比较，无梗五加果

实3种提取物均可显著抑制人肝癌细胞SMMC-7721的增殖（P＜0.01），显著降低G0/G1、G2/M期细胞的百分率（P＜0.01），显著升

高S期细胞的百分率（P＜0.01），显著升高细胞凋亡率（P＜0.05），其中以无梗五加果实乙醇提取物的作用最为明显。结论：无梗五

加果实3种提取物均能抑制人肝癌细胞SMMC-7721的增殖，阻滞其细胞周期于S期，诱导其凋亡。
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Effects of 3 Extracts of Acanthopanax sessiliflorus Fruits on the Proliferation and Apoptosis of Human

Hepatocarcinoma Cells SMMC-7721

LIU Yuqiang，GUAN Meiyu，SUN Jianzhi，CAI Qian（College of Pharmacy，Liaoning University of TCM，

Liaoning Dalian 116600，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of 3 extracts of Acanthopanax sessiliflorus fruits on the proliferation and

apoptosis of human hepatocarcinoma cells SMMC-7721，and to provide reference for confirming the mechanism of anti-tumor

effect. METHODS：MTT assay was adopted to investigate the effects of low-mass concentration，medium-mass concentration and

high-mass concentration of ethanol extract（0.92，1.84，3.68 mg/mL），crude polysaccharide extract（0.06，0.12，0.24 mg/mL）and

refined polysaccharide extract （0.04， 0.08， 0.16 mg/mL） from A. sessiliflorus fruits on the proliferation and apoptosis of

SMMC-7721 cells after treated for 24，36，48 h，respectively. Flow cytometry was used to investigate the effects of 1.84 mg/mL

ethanol extract，0.24 mg/mL crude polysaccharide extract and 0.16 mg/mL refined polysaccharide extract on cell cycle and cell

从各方面进行综合考虑。
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无梗五加 [Acanthopanax sessiliflorus（Rupr.et Max-

im.）Seem]为五加科五加属一种重要的药用植物，主产

于东北、河北、朝鲜等地[1]，其果实具有补肝肾、强筋骨的

功效，主治肝肾亏虚、小儿行迟和筋骨痿软等症[2-3]，临床

上主要用无梗五加制剂治疗白细胞减少症和脾肾阳虚

型眩晕症[4]。另有报道称，无梗五加果实中多糖成分具

有免疫调节、抗肿瘤的药理作用[5]。在本研究中，笔者拟

采用MTT法考察无梗五加果实乙醇提取物、粗多糖提

取物和精多糖提取物在不同给药时间、不同浓度下对人

肝癌细胞SMMC-7721的增殖抑制作用，确定最佳作用

时间和最佳给药浓度。并在此基础上，进一步研究无梗

五加果实 3种提取物对人肝癌细胞SMMC-7721细胞周

期和凋亡的影响，从而明确其体外抑瘤作用机制。

1 材料
1.1 仪器

SUNRISE 酶标仪（瑞士Tecan公司）；FACE Vantage

SE 流式细胞仪（美国BD公司）；AE31倒置相差显微镜

（德国Motic公司）；冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有

限公司）；FA1004电子天平（上海越平科学仪器有限公

司）。

1.2 药材与试剂

无梗五加果实购自辽宁省丹东农业科学院，由辽宁

中医药大学药用植物教研室王冰教授鉴定为 Acantho-

panax sessiliflorus（Rupr.et Maxim.）Seem的干燥果实；细

胞周期与细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物技术有限公

司，批号：KGA108）；MTT（美国Sigma公司）；胰蛋白酶、

RPMI 1640培养基、胎牛血清（美国Gibco公司）；其他试

剂均为分析纯，细胞试验用水为三级纯化水。

1.3 细胞

人肝癌细胞株 SMMC-7721购自北京北纳创联生物

技术研究院。

2 方法
2.1 无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞 SMMC-

7721细胞增殖的影响

2.1.1 无梗五加果实 3种提取物的制备 （1）乙醇提取

物的制备。取无梗五加果实粗粉1 kg，石油醚回流提取

3次，每次 2 h，药渣晾干，加 80％乙醇回流提取 3次，每

次2 h，滤过，合并提取液，浓缩，干燥得无梗五加果实乙

醇提取物 178.2 g，得率为 17.82％。（2）粗多糖的制备。

取无梗五加果实粗粉 1 kg，用 8倍量水提取 3次，每次 2

h，滤过，滤液减压浓缩后，加入 95％乙醇使含醇量达到

50％，静置 24 h，将沉淀冷冻干燥，得粗多糖提取物12.1

g，得率为 1.21％。（3）精多糖的制备。取无梗五加果实

粗粉 1 kg，按照上述粗多糖的制备方法制备得到粗多

糖，再将粗多糖提取物用水溶解制成一定浓度的溶液，

采用Sevage法进行脱蛋白（Sevage试剂中氯仿和正丁醇

的比例为3 ∶ 1，粗多糖溶液和Sevage试剂的比例为4 ∶ 1，
混合振摇，以达到除去蛋白的目的）[6]，将除去蛋白的多

糖溶液进行减压浓缩，冷冻干燥，得精多糖提取物8.0 g，

得率为0.8％。

2.1.2 给药溶液的制备 根据各提取物收率的不同，按

生药量均为5、10、20 mg/mL将3种提取物分别制备成不

同质量浓度的药液：其中乙醇提取物给药浓度分别为

0.92、1.84、3.68 mg/mL，粗多糖的给药浓度分别为0.06、

0.12、0.24 mg/mL，精多糖的给药浓度分别为 0.04、0.08、

0.16 mg/mL，微孔滤膜过滤，备用。

2.1.3 细胞培养 按照常规贴壁细胞的培养方法将人

肝癌细胞SMMC-7721接种于含 10％胎牛血清的RPMI

1640培养液中，在温度为 37 ℃、5％CO2、饱和湿度的条

件下进行培养，隔天换液并传代1次，选取对数生长期的

细胞用于研究。

2.1.4 MTT法检测 选取培养了2～3 d、处于对数生长

期并且生长状态良好的人肝癌细胞 SMMC-7721，用磷

酸盐缓冲液（PBS）清洗1～2次，再用0.25％ 的胰酶进行

消化传代，等到细胞状态趋于变圆的时候，使用培养液

清洗，然后吹打细胞将其制成细胞悬液。采用细胞计数

板进行细胞计数，用 RPMI 1640培养液将细胞稀释至

5×104 个/mL的密度，然后接种于96孔细胞培养板中，每

孔100 μL，将其置于CO2培养箱中继续进行培养12 h，待

细胞贴壁完全后，进行试验分组。试验分为 3种提取物

的不同质量浓度的给药组（浓度设置见“2.1.2”项下）、阴

性对照组（加细胞，但不加药液）和空白调零组（只加培

养液，供酶标仪调零用），每组设立 5个复孔，将细胞置

于CO2培养箱中继续进行培养。在培养24、36、48 h后，

分别在避光条件下每孔加入 20 μL（5 mg/mL）MTT 溶

液，再次将细胞置于CO2培养箱中继续进行培养4 h，吸

apoptosis after treated for 24 h. The above tests were all negative control（only adding cells without drugs）. RESULTS：Compared

with negative control，3 extracts of A. sessiliflorus fruits could significantly inhibit the proliferation of SMMC-7721 cells（P＜

0.01），could significantly decrease the percentage of SMMC-7721 cells in G0/G1 and G2/M phase（P＜0.01），could significantly

increase the percentage of SMMC-7721 cells in S phase （P＜0.01） and the apoptosis rate of SMMC-7721 cells （P＜0.05）；

especially the effects of ethanol extract from A. sessiliflorus fruits were the most obvious. CONCLUSIONS：Three extracts of A.

sessiliflorus fruits can inhibit the proliferation of human hepatocarcinoma SMMC-7721 cells，block SMMC-7721 cells in S phase

and induce the apoptosis of SMMC-7721 cells.

KEYWORDS Acanthopanax sessiliflorus fruits；Ethanol extract；Crude polysaccharide extract；Refined polysaccharide extract；

Human hepatocarcinoma cells SMMC-7721；Proliferation；Apoptosis
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净孔内上清液，然后每孔加入 150 μL 二甲基亚砜

（DMSO），等到紫色的结晶充分溶解后，使用酶标仪在

492 nm波长处进行扫描[1]，测定光密度（OD）值，计算无

梗五加果实各提取物对人肝癌细胞SMMC-7721的增殖

抑制率[6-8]：细胞增殖抑制率（％）＝（1－给药组平均OD

值/阴性对照组平均OD值）×100％。

2.2 无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞 SMMC-

7721细胞周期和凋亡的影响

2.2.1 无梗五加果实3种提取物给药溶液的制备 根据

前期 MTT 试验确定的各提取物抑制人肝癌细胞

SMMC-7721细胞增殖的最佳浓度，将无梗五加乙醇提

取物、粗多糖、精多糖分别加水溶解制备成质量浓度分

别为1.84、0.24、0.16 mg/mL的溶液，微孔滤膜过滤，备用。

2.2.2 无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞SMMC-

7721细胞周期的影响 取培养至对数生长期的人肝癌

细胞SMMC-7721，用 0.25％的胰酶消化，用滴管吹打至

单细胞悬液，调整细胞密度为 1×105个/mL，接种于 6 孔

板中，每孔1 mL。将试验分为无梗五加果实乙醇提取物

组（1.84 mg/mL）、粗多糖组（0.24 mg/mL）、精多糖组

（0.16 mg/mL）和阴性对照组，将细胞置于37 ℃、5％CO2

的饱和湿度细胞培养箱中培养24 h后，给药组每孔分别

给予无梗五加果实各提取物1 mL，阴性对照组每孔加入

1 mL 细胞培养液，每组设 3个复孔。将培养板置于

37 ℃、5％CO2的饱和湿度细胞培养箱中培养48 h后，收

集细胞，制备单细胞悬液，以 802×g 离心 5 min，用预冷

的 PBS 洗涤细胞 2次，然后以离心半径为 5 cm、3 000

r/min 离心5 min，去上清，加入400 μL 的碘化丙啶（PI），

混匀，4 ℃避光反应 30 min，采用流式细胞仪检测 488

nm波长处的红色荧光，ModFit细胞周期拟和软件进行

分析。

2.2.3 无 梗 五 加 果 实 3 种 提 取 物 对 人 肝 癌 细 胞

SMMC-7721细胞凋亡的影响 取培养至对数生长期的

人肝癌细胞SMMC-7721，按“2.2.2”项下方法进行消化、

接种、给药、培养。培养48 h后，收集细胞及相应的细胞

上清液，用 PBS 洗涤细胞 2次，802×g 离心 5 min，去上

清，加入荧光素FITC标记的膜联蛋白Ⅴ（FITC-Annexin

Ⅴ）5 μL，混匀，再加入PI染液5 μL，混匀，室温避光反应

5～15 min，1 h内进行流式细胞仪检测，采用Cell Quest

软件分析细胞凋亡情况[9-14]。

2.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析。计量资料以

x±s 表示，采用单因素方差分析和 t 检验进行组间比

较。 P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖抑制率测定结果

无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞 SMMC-

7721细胞的增殖均有一定抑制作用。与阴性对照组比

较，在给药24、48 h后各给药组细胞的OD值均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01），且乙醇提取物中浓度组和精多糖

高浓度组细胞在培养 36 h 后的 OD 值显著降低（P＜

0.05）。比较各给药组细胞在给药 24、36、48 h后结果可

知，在给药48 h 后3种提取物对细胞增殖的抑制作用最

强。粗多糖和精多糖的给药浓度越高，抑制作者用越

强，存在一定的量效关系；而乙醇提取物对细胞的增殖

抑制作用则不存在量效关系，中浓度给药时抑制作用最

强，结果见表1。

表 1 无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞 SMMC-

7721细胞增殖的影响结果

Tab 1 Effects of 3 extracts from A. sessiliflorus fruits

on the proliferation of SMMC-7721 cells

组别

阴性对照组

乙醇提取物低浓
度组

乙醇提取物中浓
度组

乙醇提取物高浓
度组

粗多糖低浓度组
粗多糖中浓度组
粗多糖高浓度组

精多糖低浓度组

精多糖中浓度组
精多糖高浓度组

浓度，
mg/mL

0.92

1.84

3.68

0.06

0.12

0.24

0.04

0.08

0.16

24 h

OD值

0.938 8±0.038 2

0.474 4±0.005 2＊＊

0.448 2±0.002 4＊＊

0.532 4±0.006 2＊＊

0.660 3±0.009 6＊＊

0.505 4±0.005 2＊＊

0.481 3±0.053 7＊＊

0.711 8±0.009 8＊＊

0.541 6±0.002 3＊＊

0.472 4±0.029 0＊＊

抑制
率，％

49.47

52.26

43.29

29.67

46.17

48.73

24.18

42.31

49.68

36 h

OD值

1.365 6±0.036 8

0.964 4±0.078 3

0.786 7±0.027 9＊

0.986 2±0.005 1

1.240 0±0.006 5

1.190 2±0.009 5

1.072 1±0.009 1

1.224 3±0.007 9

1.062 8±0.002 5

0.877 1±0.038 5＊

抑制
率，％

29.38

42.39

27.78

9.20

12.84

21.49

10.34

22.17

48.85

48 h

OD值

1.638 0±0.030 1

1.059 6±0.103 8＊

0.691 2±0.012 4＊＊

0.988 8±0.063 3＊＊

1.135 2±0.039 9＊

0.949 9±0.033 9＊＊

0.735 7±0.005 7＊＊

1.081 4±0.038 0＊

0.993 5±0.047 5＊＊

0.716 8±0.009 5＊＊

抑制
率，％

35.31

57.80

39.63

30.70

42.01

55.09

33.54

39.35

56.24

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 细胞周期测定结果

与阴性对照组比较，乙醇提取物组、粗多糖组和精

多糖组G0/G1、G2/M期细胞百分率显著降低（P＜0.01），S

期细胞百分率显著增加（P＜0.01），其中乙醇提取物的

作用效果优于粗多糖和精多糖。细胞周期检测的流式

图见图1，测定结果见表2。

3.3 细胞凋亡率测定结果

与阴性对照组比较，乙醇提取物组、粗多糖组和精

多糖组细胞的凋亡率均显著升高（P＜0.05），其中以乙

醇提取物组细胞凋亡率最高。阴性对照组、乙醇提取物

组、粗多糖组和精多糖组细胞总凋亡率分别为 5.6％、

50.2％、17.9％、20.8％，细胞凋亡检测的流式图见图2。

4 讨论
本研究首先采用MTT法检测无梗五加果实乙醇提

取物、粗多糖和精多糖的抗肿瘤活性，分别设立24、36和

48 h这 3个给药时间，每种提取物设立高、中、低 3个给

药浓度，通过对给药时间和给药浓度进行筛选，发现乙

醇提取物、粗多糖提取物和精多糖提取物均在48 h后药

效最强。在给药剂量方面，发现粗多糖提取物和精多糖

提取物都是在高浓度时药效最强，而乙醇提取物则是在

中浓度时药效最强，故确定乙醇提取物、粗多糖和精多
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糖的最佳给药浓度分别是1.84、0.24、0.16 mg/mL。在采

用MTT法明确了无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细

胞SMMC-7721的抑制作用后，进一步采用PI染色法和

FITC-AnnexinⅤ/PI 双染色法分别观察无梗五加果实 3

种提取物对人肝癌细胞SMMC-7721细胞周期和细胞凋

亡的影响。研究发现，各提取物均可显著降低G0/G1和

G2/M期细胞的百分率，显著升高S期细胞百分率，诱导

细胞的凋亡。

试验中之所以对粗多糖和精多糖分别进行考察，是

因为粗多糖与精多糖相比，主要区别是粗多糖含有一定

量的蛋白质。分别考察粗多糖和精多糖抗肿瘤作用的

目的，主要就是排除蛋白质的干扰，为后续实验进一步

筛选抗肿瘤有效部位及单体奠定基础。

综合分析以上试验结果，可初步推测无梗五加果实

3种提取物的抗肿瘤作用可能是通过抑制肿瘤细胞的增

殖和诱导细胞凋亡而产生的。
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图1 细胞周期检测的流式图

Fig 1 Flow charts of cell cycle detection
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表 2 无梗五加果实 3种提取物对人肝癌细胞 SMMC-

7721细胞周期的影响结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of 3 extracts from A. sessiliflorus fruits

on cell cycle of SMMC-7721 cells（x±±s，n＝3）

组别

阴性对照组
乙醇提取物组
粗多糖组
精多糖组

细胞周期分布，％
G0/G1

63.02±3.25

55.83±6.48＊＊

58.42±5.89＊＊

58.75±4.25＊＊

S

6.62±0.64

24.21±2.18＊＊

21.53±3.26＊＊

22.24±4.02＊＊

G2/M

29.28±0.84

20.34±2.51＊＊

19.52±1.24＊＊

19.29±0.98＊＊

注：与阴性对照组比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control group，＊＊P＜0.01

图2 各组细胞凋亡检测的流式图

Fig 2 Flow charts of cell apoptosis detection

107

106

105

104

103

F
L
1-

A

102 103 104 105 106 107

FL2-A
A.乙醇提取物组

107

106

105

104

103

F
L
1-

A

102 103 104 105 106 107

FL2-A
B.粗多糖组

107

106

105

104

103

F
L
1-

A

102 103 104 105 106 107

FL2-A
C.精多糖组

107

106

105

104

103

F
L
1-

A

102 103 104 105 106 107

FL2-A
D.阴性对照组

··1255




