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　　摘要：研究了牡丹种皮乙酸乙酯提取物对人源性乳腺癌细胞株（ＭＣＦ－７）的增殖抑制率及细胞活性的影响。制
备不同浓度梯度的牡丹种皮乙酸乙酯提物作用于ＭＣＦ－７细胞，通过细胞形态学分析，ＡＯ／ＰＩ双染色，ＭＴＴ法和线粒
体膜电位法检测ＭＣＦ－７细胞的生长活力，增殖抑制能力和线粒体膜电位变化。研究结果表明，当牡丹种皮乙酸乙酯
提物质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，对ＭＣＦ－７细胞的抑制效果最佳，细胞抑制率可达８９．６７％，并且在药物作用下，细胞活
性和线粒体膜电位均明显下降。牡丹种皮乙酸乙酯提取物对乳腺癌细胞ＭＣＦ－７的生长有抑制作用，能够降低细胞
活性，促使ＭＣＦ－７细胞线粒体膜电位降低，诱导细胞产生凋亡现象。
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　　癌症是剥夺人类生命的重要疾病之一，全球患
癌人数在不断增加，癌症已经成为危害社会发展、

人类生活以及健康的主要因素之一［１］。全球范围

内，每年约有 １２０万的女性被乳腺癌折磨，超过
５０％的人死亡［２］，每年增加的乳腺癌患者数量达２０
多万，其中青年得病率占同期患者的２０％，并呈逐
渐上升趋势［３－４］。在我国癌症排行榜中，肝癌、乳腺

癌、肺癌居于前十。近年来，由于人们生活习性、饮

食等方面的变化，我国乳腺癌的发生率增长近３％，
对女性健康产生极大影响，相关部门已将其列为重

点防治对象。为减弱其发病率和死亡率应适时做

一些早期检查，同时加强女性对乳腺癌疾病的

认识［５］。

牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）是我国的本土花卉。
２０１１年国家卫生部正式将凤丹（Ｐ．ｏｓｔｉｉＴ．Ｈｏｎｇｅｔ
Ｊ．Ｘ．Ｚｈａｎｇ）和紫斑牡丹（Ｐ．ｒｏｃｋｉｉ）的籽仁油作为新
资源食品应用（中华人民共和国卫生部２０１１年第９
号公告）［６］。牡丹籽油中含丰富的不饱和脂肪

酸［７］，兼具保健和药用价值。牡丹种皮作为牡丹榨

油后的副产物，鲜少有关于其的应用研究。刘普等

于２０１４年对牡丹饼粕的化学成分进行分析，首次在
该品种中分离得到１０个低聚

!

类化合物，并通过有

机波谱分析明确了这些物质的组成［８］；Ｇａｏ等于
２０１７年对牡丹种子研究分析其１０种低聚

!

化合物

在癌细胞中的抗增殖和抗转移的作用，并且研究发

现的
!

类化合物（ＳｕｆｆｆｒｕｔｉｃｏｓｏｌＡ、ＳｕｆｆｆｒｕｔｉｃｏｓｏｌＢ、
ＳｕｆｆｆｒｕｔｉｃｏｓｏｌＣ）是牡丹种子所特有的［９］。

目前，关于牡丹种皮提取物对癌细胞作用效果

的研究报道较少。本试验以牡丹种皮乙酸乙酯提

取物为研究对象，设置不同的药物浓度梯度作用于

乳腺癌ＭＣＦ－７细胞，研究其对 ＭＣＦ－７细胞的细
胞活性、增殖抑制作用等的影响，为牡丹种皮今后

的药用价值提供一定的理论依据，同时增强牡丹种

皮的附加价值，符合循环经济发展的新方向。

１　材料与方法

１．１　试验材料
牡丹种子为山西汾河牡丹实业股份有限公司

提供油用牡丹凤丹种子；ＭＣＦ－７人源性乳腺癌细
胞株为中国科学院上海生命科学研究院细胞资源

中心提供。

ＤＭＥＭ培养基，ＦＢＳ胎牛血清，美国 ＧＩＢＣＯ实
验室；胰蛋白酶，美国Ｓｉｇｍａ公司；双抗，北京全式金
生物技术有限公司；吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，简称
ＡＯ）、碘 化 丙 啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，简 称 ＰＩ）、
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液、ＪＣ－１染色剂，江苏凯基生物技
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术股份有限公司；ＭＴＴ、ＰＢＳ缓冲液，北京索莱宝科
技有限公司。其他试剂均为国产分析纯等级。试

验所涉及细胞培养相关的溶液均已无菌处理。

１．２　主要仪器
ＣＯ２恒温培养箱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；超净工作

台，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；移液枪，德国 Ｅｐｐｅｎｄｄｏｒｆ公
司；ＳＺＸ１６型显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＣＫＸ４１型
倒置荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＴＣ２０自动细
胞计数器，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＫＤＣ－４０型离心机，
安徽中科中佳科学仪器有限公司；超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　牡丹种皮乙酸乙酯提取物的制备　称取适
量牡丹籽粕粉末，加入６０％乙醇，利用闪式提取器
进行提取。将提取液离心处理后取上清，在温度为

７０℃ 条件下减压蒸发去除乙醇，将乙醇提取物与
超纯水混合，超声完全溶解，获得水悬液，之后放置

于分液漏斗中；加适量乙酸乙酯，振荡混匀，静置分

层，上层为乙酸乙酯层，经一系列处理后冷冻干燥

得到乙酸乙酯提取物（ＺＴ），称质量。
１．３．２　细胞培养　采用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
高糖培养基，依照 Ｓｏｎｇ等的方法［１０］在温度为

３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养，之后取对数生长
期的细胞用于后续试验研究。

１．３．３　四甲基偶氮唑盐微量酶反应（ＭＴＴ）法检测
细胞致死率　ＭＴＴ法能够对细胞活性进行检测［１１］。

ＭＴＴ可使细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶还原成较难
溶的蓝色结晶，之后通过二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）将其
溶解，在４９０ｎｍ下测量吸光度（Ｄ）。本试验通过
ＭＴＴ法检测药物作用下ＭＣＦ－７细胞的致死率。

（１）取处于对数生长期的ＭＣＦ－７细胞，经胰蛋
白酶消化处理后，ＤＭＥＭ培养基制成细胞悬液，接种
于９６孔板，每孔１００μＬ。（２）放入ＣＯ２恒温培养箱
中孵育至细胞贴壁。（３）贴壁后弃去原有培养液，分
别加入９０μＬ不同质量浓度（１、２、３、４、５ｍｇ／ｍＬ）牡
丹种皮乙酸乙酯提取物，３个重复，试验设置阴性对
照组和阳性对照组，调零孔（仅含有 ＤＭＥＭ培养
基），放入培养箱培养。（４）药物处理 ２４、３６、４８、
７２ｈ后，各组每孔加入ＭＴＴ溶液１０μＬ，９０μＬ新鲜
培养基，置于培养箱中连续孵育４～６ｈ。（５）弃上
清，每孔加入１１０μＬ甲"

（ｆｏｒｍａｚａｎ）溶解液，摇床
上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物完全溶解。（６）酶联
免疫检测仪４９０ｎｍ处进行每孔 Ｄ值的收集，每组

设定３个复孔。（７）计算相关的细胞抑制率。
细胞抑制率 ＝（阴性对照组 Ｄ值 －试验组 Ｄ

值）／阴性对照组Ｄ值×１００％。
１．３．４　细胞染色　ＡＯ能够透过正常细胞完整的
细胞膜，在荧光显微镜下激发出的绿色荧光是 ＡＯ
与细胞中的ＤＮＡ结合，而激发出的橘黄色或橘红色
荧光则是其与细胞中的ＲＮＡ结合［１２］。ＰＩ则无法透
过正常细胞的细胞膜进入细胞内，但是能够穿过凋

亡或已经死亡细胞破损的细胞膜进入细胞内，在荧

光显微镜下激发出的红色荧光是由于其嵌入到凋

亡细胞双链 ＤＮＡ中［１３］。本试验利用 ＡＯ／ＰＩ双染
法［１４］和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色法在显微镜下观察在药
物作用下ＭＣＦ－７细胞的形态变化，分析正常细胞
与凋亡细胞的分布情况。

１．３．５　线粒体膜电位检测　癌细胞内线粒体膜电
位的高低能够表示细胞生长活性的强弱，正常的癌

细胞中线粒体膜电位比较高，而细胞发生凋亡时早

期的一个标志事件即线粒体膜电位降低。ＪＣ－１荧
光染料［１５］通常用来检测细胞线粒体膜电位，其以单

体和多聚体的状态与细胞结合，在显微镜下可呈现

出绿色或红色荧光。正常状态下的细胞线粒体膜

电位较高，ＪＣ－１聚集在线粒体基质上，生成多聚
体，表现出红色荧光；相反，当细胞线粒体膜电位降

低时，ＪＣ－１则不能聚集，只能以单体形式存在，表
现为绿色荧光［１６］。

本试验通过染色剂ＪＣ－１对乙酸乙酯提取物作
用后的ＭＣＦ－７细胞进行染色，将细胞（细胞密度为
１×１０６ ＣＦＵ／ｍＬ）接种于 ４８孔板，次日用 ０、１、
３ｍｇ／ｍＬ乙酸乙酯提取物作用于细胞。４８ｈ后冲
去原有培养基，加入配制好的染液，于培养箱中避

光放置 ２０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ洗涤２～３次，之后在显微
镜下观察ＭＣＦ－７细胞的线粒体膜电位变化情况。

２　结果与分析

２．１　ＭＴＴ法结果
不同浓度乙酸乙酯提取物作用于ＭＣＦ－７细胞

７２ｈ后细胞的形态变化情况见图１，发现对照组中
的细胞生长良好，呈贴壁生长状态，杂质少，细胞轮

廓较为清晰，细胞密度大；而上药组中细胞形态发

生变化，形状变小，出现死亡或凋亡细胞以及细胞

残渣和废弃物。说明乙酸乙酯提取物对ＭＣＦ－７细
胞有明显的抑制作用，并且其对细胞的抑制效果随

着药物浓度的增大而增大。
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　　表１显示，随着药物浓度和作用时间的增大，细
胞抑制率呈上升趋势，当药物作用７２ｈ后，ＺＴ质量
浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，药物对细胞的抑制效率最佳，

细胞抑制率为８９．６７％，说明牡丹种皮乙酸乙酯提
取物对ＭＣＦ－７细胞有明显的抑制作用，并且抑制
效果呈现出一定的时间依赖性和剂量依赖性。

表１　不同浓度乙酸乙酯提取物及作用时间对ＭＣＦ－７细胞生长的影响

乙酸乙酯质量浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｄ值 抑制率（％） Ｄ值 抑制率（％） Ｄ值 抑制率（％） Ｄ值 抑制率（％）
对照 １．３０１±０．００９ １．２９９±０．０１ １．２６９±０．００６ １．２８４±０．００７
１ １．１４４ ８．４０ ０．９８５ ２１．１４ ０．８１５ ３４．４３ ０．７１７ ４２．３０
２ １．１３３ １１．０７ ０．９５１ ２５．３５ ０．７３６ ４０．２１ ０．５７３ ５４．３１
３ １．０２５ １９．１０ ０．８６８ ３１．７６ ０．６４３ ４８．１５ ０．４４９ ６３．８２
４ ０．９５４ ２４．３５ ０．７５０ ４０．３１ ０．５３５ ５６．６１ ０．２７３ ７８．２６
５ ０．８９５ ２９．１４ ０．６７４ ４６．８０ ０．３８６ ６８．５７ ０．１２９ ８９．６７

　　从图２可以看出，乙酸乙酯提取物对 ＭＣＦ－７
细胞有较强的抑制效果，药物质量浓度相同时，细

胞生长抑制率随着药物作用时间的延长而增加；药

物作用时间一定时，药物质量浓度越大，对细胞的

抑制效果越佳。

２．２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色
利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液对 ＭＣＦ－７细胞进行

活力检测，不同浓度乙酸乙酯提取物作用下 ＭＣＦ－
７细胞的形态变化见图３，发现对照组中的细胞生长
状态正常，活性良好，细胞与染液结合，被染成均匀的

蓝色。而给药组中的细胞在药物作用下，形态产生变

化，体积变小，与染液结合后，蓝色荧光增强，并且随

着药物浓度的增加，细胞死亡的数量越来越多。

２．３　ＡＯ／ＰＩ双染
本试验通过牡丹乙酸乙酯提取物对ＭＣＦ－７细

胞生长作用的影响来评估提取物的抗癌活性。不
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同浓度乙酸乙酯提取物作用于 ＭＣＦ－７细胞 ４８、
７２ｈ后的形态变化见图４，结果表明，对照组中激发
出的绿色荧光区域较多，红色荧光则鲜有出现，表

明细胞生长状态良好。与对照组比较，给药组中绿

色荧光区域较少，并且变暗，而指示凋亡小体的红

色荧光则愈发明显，随着给药时间的增加，红色荧

光区域不断扩大，说明对 ＭＣＦ－７细胞进行给药治
疗后，出现了细胞凋亡现象，且随着作用时间和药

物浓度的增加，细胞凋亡现象愈加明显。
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２．４　ＪＣ－１染色
不同浓度药物作用４８ｈ后 ＭＣＦ－７细胞线粒

体膜电位的变化情况见图５，可以明显观察到，同正
常的细胞相比，给药组中的细胞随着药物浓度的增

加，其荧光现象表现为红色荧光区域逐渐变少、变

暗，而绿色荧光区域增多、变亮，说明细胞内的线粒

体膜电位降低，ＪＣ－１没有聚集于线粒体基质内，因
而被激发出绿色荧光，这种现象表明牡丹种皮提取

物可以造成线粒体膜电位下降，诱导细胞产生凋

亡，并且呈一定的剂量依赖性。

３　讨论与结论

本试验以牡丹榨油后的种皮为材料，采用乙酸

乙酯溶剂对其进行提取。提取物作用于ＭＣＦ－７细
胞，之后通过ＡＯ／ＰＩ双染、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色、ＭＴＴ
法和ＪＣ－１染色等对 ＭＣＦ－７细胞的细胞形态、增
殖抑制率、生长活力等进行分析研究。结果发现，

乙酸乙酯提取物作用于 ＭＣＦ－７细胞后，细胞形态
产生变化，形状变小，呈浑浊状态，部分细胞死亡；细

胞抑制率随着药物质量浓度的增大和作用时间的延

长而升高，在药物质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ，作用７２ｈ后，
细胞抑制率可达８９．６７％；细胞活力明显降低。试验
结果表明，牡丹种皮乙酸乙酯提取物对ＭＣＦ－７细胞
的增殖作用有一定的抑制性，呈现出一定的剂量依

赖性和时间依赖性，并且细胞线粒体膜电位也随着

药物作用浓度的增加呈下降趋势，绿色荧光区域增

多、变亮，而红色荧光区域逐渐变少、变暗，表明牡

丹种皮乙酸乙酯提物可促使ＭＣＦ－７细胞线粒体膜
电位降低，诱导细胞产生凋亡。本研究为今后牡丹

种皮的回收利用提供了一定的研究基础，可增强牡

丹种皮的附加价值，符合循环经济发展的方向。
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基于质量差异的翠碧１号烟叶分切研究及应用
李少鹏，胡宗玉，张天兵，纪铭阳，许　强，毛文龙，胡钟胜，张　莉

（江苏中烟工业有限责任公司，江苏南京２１００１９）

　　摘要：为探索烟叶原料合理的分切方法及在生产线上的应用，以福建省三明市产的翠碧一号 Ｃ３Ｆ烟叶为研究对
象，将整片烟叶切成１４段，并对各段烟叶进行常规化学成分及感官质量检测、聚类和差异分析。结果表明，翠碧一号
Ｃ３Ｆ等级烟叶各分切段通过聚类可分为３个类，叶基、叶中、叶尖分切长度比分别为３３．３３％、４０．００％、２６．６７％。３个
类别中，除浓度、劲头和香气量指标以叶尖最高外，其余各感官指标均以叶中最高；叶基整体质量最差，其杂气（木质

气和青杂气）较显露，烟碱含量最低。通过质量差异分析可确定三明烟叶Ｃ３Ｆ适宜的分切方式为切除叶基２０ｃｍ，切
后烟叶品质改善，工业适用性进一步提升；叶基通过配方打叶合理使用，实现了单片烟叶的价值最大化。

　　关键词：质量差异；烟叶；分切；应用；化学成分；感官质量
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｉ＠ｊｓｚｙｇｓ．ｃｏｍ。

　　烟叶原料在卷烟工业企业的发展中具有至关重
要的地位，是决定卷烟产品品质的基础性要素，是影

响卷烟产品内在质量稳定的关键因素。由于大田生

长期同一叶片的不同区段（叶尖、叶中和叶基）所受

的光照条件不同，所以同一叶片的不同区段内含物质

的代谢、转化和积累的程度不同，导致同一叶片的不

同区段在外观、化学成分、感官质量等方面存在一定

的差异［１－７］。这些差异不仅影响烟叶的精细化配方

和加工性能，而且还降低了烟叶可用性［８－９］。

因此，研究人员根据单片烟叶质量差异，研究

不同的分切方法以提高打叶复烤烟叶质量。陈伟

等根据烟叶中石油醚提取物含量的高低将烟叶从

叶尖到叶基依次分切为３段［１０］。刘江豫等利用单

片烟叶外观质量差异进行烟叶分切，将Ｘ２Ｆ、Ｃ３Ｆ切
为２段，将 Ｂ２Ｆ切为 ３段，以此提升烟叶使用价
值［１１］。杨晨龙等分别对玉溪Ｋ３２６和昆明红大２个
品种３个典型等级初烤烟叶进行纵向等面积分切，
并分析不同分切部位的近红外漫反射光谱，可将烟

叶分切为叶基和非叶基２类［１２］。胡巍耀等提出了
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