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三种冬凌草素和毛萼乙素体外对人血管生成的影响
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摘要 :目的　研究 4种二萜化合物 (冬凌草甲素、信阳冬凌草甲素、冬凌草乙素、毛萼乙素 ,分别简称为 SH2A、SX2A、SH2B 、ER2
B)在体外对血管生成的影响 ,为发现新的抗肿瘤药物提供线索。方法　采用人脐静脉内皮细胞 ECV304增殖、迁移试验及小

管形成试验研究了 4种化合物对血管生成的影响。结果　4种二萜化合物对 ECV304 (人脐静脉内皮细胞系 )的增殖、迁移、小

管形成具有不同程度的抑制作用 , IC50值分别在 1147 ×10 - 5～3176 ×10 - 5 mol·L - 1 (抑制作用 SX2A > SH2A > SH2B > ER2B )、

8101 ×10 - 7～5141 ×10 - 6mol·L - 1 (抑制作用 SH2B最强 ,而 SH2A、SX2A和 ER2B相仿 )和 4125 ×10 - 7～2180 ×10 - 6 mol·L - 1

内 (抑制作用 SH2B > SH2A > SX2A > ER2B) ,抑制血管迁移、小管形成的 IC50值均低于抑制增殖的 IC50。结论　 4种二萜化合

物在体外对人脐静脉内皮细胞系血管形成均有不同程度的抑制作用 ,值得作为抗肿瘤药物的候选物进一步深入研究。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To investigate the effect of O ridonin ( SH2A) , Xindonqnin A ( SX2A) , Ponicidin ( SH2B) and Eriocalyx2
in B ( ER2B) on angiogenesis in vitro1 M ETHOD S　The effects of 4 compounds on angiogenesis in vitro were measured by the p rolifer2
ation, m igration and tube formation assay using ECV304 ( human umbilical vein endothelial cell) 1 RESUL TS　SH2A, SH2B, SX2A
and ER2B had inhibitory effects on the p roliferation of ECV3041Their IC50 to ECV304 were fell in the range of 1147 ×10 - 5～3176 ×

10 - 5 mol·L - 1 , which showed sim ilarity of inhibition1 Four ent2Kaurenoids had different effects on the m igration of ECV304 and their

IC50 were in the range of 8101 ×10 - 7～5141 ×10 - 6 mol·L - 1 1SH2B was much stronger than the other three1 A ll the four ent2Kaure2

noids inhibited the tube formation with IC50 between 4125 ×10 - 7～2180 ×10 - 6 mol·L - 1 1SX2A was weaker than the other three1
CO NCL US IO N　Four ent2Kaurenoids could inhibit the m igration and tube formation of ECV304 at lower concentrations, and they

have no effect on the p roliferation of ECV3041
KEY WO RD S:oridonin; xindonqin A; ponicidin; eriocalyxin B; angiogenesis

　　我国具有丰富的天然资源 ,一些天然化合物已

证明具有较强的抗肿瘤血管生成作用 ,如从毛萼香

茶菜提取出来的二萜类化合物毛萼乙素 [ 1 ]和从豆

科植物槐 (Sophora flavescens A it1)的干燥花蕾提取

出来的黄酮类化合物槲皮素 [ 2 ]都有抑制血管生成

活性。但是 ,目前对天然化合物的抗血管生成活性

的相关研究不多 ,发现具有抗血管生成活性的化合

物更是十分有限 ,因此 ,寻找、筛选具有抑制新血管

生成作用的天然化合物 ,不但对于人类肿瘤疾病的

认识、防治 ,而且对于挖掘、开发和利用我国丰富的

天然资源都有重要意义。

本研究对从豫产冬凌草中提取的 3种冬凌草素

和 1种滇产毛萼乙素在体外对血管生成活性的影响

进行研究 ,为从中发现新的抗肿瘤药物提供了科学

依据。

1　材料与仪器

ECV304 (人脐静脉内皮细胞系 ) (中国科学院

上海细胞生物研究所细胞库 )。SH2A (冬凌草甲素 ,

M r 364)、SX2A (信阳冬凌草甲素 ,M r 432)、SH2B (冬

凌草乙素 ,M r 362)、ER2B (毛萼乙素 ,M r 344)。 SH2
A, SH2B , SX2A 分离自河南省冬凌草 ( Isodon

rubescens) ; ER2B分离自云南省毛萼香茶菜 ( Isodon
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erioca lyx) ; DMSO (二甲基亚砜 , Merck公司 ) ; RP2
M I1640 (Hyclone公司 ) ;特级无支原体新生牛血清

(杭州四季青生物工程材料研究所 ) ; bFGF ( Invitro2
gen公司 ) ; Endostatin ( Calbiochem公司 , USA ) ; Ma2
trigel(Clontech公司 , USA)。

酶标板自动读数仪 (美国 B ioteck公司 , BL340

型 ) ;真彩色病理图像分析系统 Td - 2000 (北京天地

电子科技公司 ) ; Mustek扫描仪 (美国 Bearpaw公

司 ) ; Leica图像分析仪 (DM IRB公司 ,MPS30型 )。

2　实验方法

211　待测样品的提取、分离和配制

将毛叶香茶菜茎叶 ,用乙醚浸泡 3次 ,回收溶

剂 ,浸膏用甲醇溶解 ,活性炭回流脱色、浓缩、滤出沉

淀部分三萜酸后 ,进行硅胶柱色谱 ,以不同比例的氯

仿 2丙酮进行梯度洗脱 ,分得上述二萜化合物。先用

生理盐水、DMSO将待测试样品 ER2B , SX2A, SH2A,

SH2B倍比稀释成 10 - 2 , 10 - 3 mol·L - 1两个浓度 ,再

用 110%DMSO样品倍比稀释成各实验所需浓度。

212　人脐静脉内皮细胞增殖试验

采用经改进的 MTT法 [ 3 ]来检测 Endostatin对

ECV304增殖的影响。

将对数生长、每 1 mL含 4 ×104个的 ECV2304

细胞加入 96孔板中。24 h后弃培养液 ,加入含

310% FBS和 10μg·L
- 1

bFGF的 RPM I1640培养 ,

培养 12 h后 ,加入不同浓度的待测样品。受试样品

的终浓度分别为 1 ×10
- 4

, 510 ×10
- 5

, 215 ×10
- 5

,

1125 ×10 - 5 , 6125 ×10 - 6 mol·L - 1 ;以重组人 En2
dostatin为阳性对照 ,阳性对照 Endostatin的加样质

量浓度分别为 6215, 125和 25010μg·L
- 1。以含

310% FBS和 10μg·L
- 1

bFGF的 PRM I1640培养基

和 011%的 DMSO分别为 Endostatin和 4种样品的

溶媒对照。各组每浓度均设 4个复孔。置细胞于培

养箱中孵育 48 h后 ,分别加入 MTT 5 g·L - 1。继续

培养 4 h后 ,加入三联液 [ 10% SDS25%异丁醇 2
01012 mol·L

- 1
HCl ] ,放置 12 h后 ,用酶标仪在

570, 630 nm双波长下测定各孔的 A值。本试验重

复 3次。

213　内皮细胞迁移试验 [ 4 ]

将 ECV2304悬液加入 6孔培养板 ,常规培养 ,

待细胞长满 85%底面后用细胞刮擦器刮出 2 cm ×2

cm刮痕 ,用 PBS溶液冲洗净刮痕内内皮细胞。加

入 11μg·L - 1 bFGF与 1% FBS的混合溶液 1 440

μL,再加上不同含量的待测样品各 160μL。样品的

终浓度为 1100 ×10
- 5

, 3133 ×10
- 6、1100 ×10

- 6
,

3170 ×10 - 7和 1123 ×10 - 7 mol·L - 1。以 011%的

DMSO为阴性对照。48 h后吸去培养液 ,用 W right2
Giem sa法固定染色 ,用 Leica图像分析仪随机摄片 4

张 ,计数刮痕内迁移的细胞数。并计算每个浓度的

细胞迁移抑制率。本试验重复 2次。细胞迁移抑制

率 = (阴性对照组的迁移细胞数 -样品某个浓度迁

移细胞数 ) /阴性对照组的迁移细胞数 ×100%。

214　内皮细胞小管形成试验 [ 5 ]

在 4 ℃下 ,将 013 mL Matrigel平铺 24孔培养板

后 , 37 ℃、5%湿化 CO2培养箱内固定 30 m in,每孔

接种上含 10%胎牛血清培养液的 ECV304细胞悬液

200μL (细胞为每 1 mL含 210 ×105 ) ,然后分别加

上不同浓度的待测样品和加样质量浓度为 100

μg·L
- 1的 bFGF各 25μL。每个浓度 1个孔。待测

样品的终浓度分别为 1100 ×10
- 5

, 3133 ×10
- 6

,

1111 ×10 - 6 , 3170 ×10 - 7和 1123 ×10 - 7 mol·L - 1。

以溶媒 (终浓度为 011% DMSO )为阴性对照。培养

箱 6 h后 ,用 Leica图像分析仪随机摄片 4张 ,采用

TD2000真彩色病理图像显微分析系统计算小管形

成长度。并计算每个浓度的小管形成抑制率。本试

验重复 2次。小管形成抑制率 = (阴性对照组的小

管长度 -样品某个浓度小管长度 ) /阴性对照组的

小管长度 ×100%。

215　数据处理

本研究各实验数据均以均数 ±标准差 ( �x ±s)

表示 ,用 SPSS 910版统计软件包进行单因素方差分

析处理。检验水准均为α = 0105。用 GWBASIC软

件计算各受试样品在体外对 ECV304增殖、迁移、小

管形成的半数抑制浓度 ( IC50 )。

3　实验结果

311　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304

增殖的影响

用 MTT法检测阳性对照 Endostatin和 4种对

映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304细胞增殖的

影响 ,结果发现 , Endostatin对 ECV304增殖的 IC50是

8173 ×10
- 3

mol·L
- 1

,而 4种化合物对 ECV304细

胞增殖的影响见表 1。

　　从表 1可以看出 , 4种化合物在 6125 ×10 - 6～

110 ×10
- 4

mol·L
- 1内 ,对 ECV304增殖的抑制作用

强弱顺序为 SX2A > SH2A > SH2B > ER2B。
312　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304

迁移的影响

4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304迁

移的影响结果见表 2。
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表 1　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物在体外对 ECV304增

殖的 IC50

Tab 1　 IC50 of four ent2Kaurenoids on the p roliferation of

ECV304 cells

Samp le Endostatin SH2A SH2B SX2A ER2B

IC50 /mol·L - 1 4139×10 - 10 2153×10 - 5 3104×10 - 5 1147×10 - 5 3176×10 - 5

　　从表 2可以看出 ,与各自的阴性对照组相比 ,

SH2A、SX2A、ER2B在 111 ×10 - 6 mol·L - 1及其以上

浓度时均对 ECV304迁移有抑制作用 ( P < 0101) ;

SH2B在 1123 ×10
- 7

mol·L
- 1及其以上浓度时对

ECV304迁移有抑制作用 ( P < 0105 ) ; SX2A、ER2B
在 317 ×10 - 7 mol·L - 1及其以下浓度时对 ECV304

表 2　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304迁移的影响 1n = 8, �x ±s
Tab 2　Effect of four ent2Kaurenoids on the m igration of ECV304 cells1n = 8, �x ±s

Concentration

/mol·L - 1

SH2A SH2B SX2A ER2B
Cell count

( �x ±s )

Inhibition rate

/%

Cell count

( �x ±s )

Inhibition rate

/%

Cell count

( �x ±s )

Inhibition rate

/%

Cell count

( �x ±s )

Inhibition rate

/%

0 14913 ±618 15210 ±912 12713 ±718 12410 ±2114

1123 ×10 - 7 14810 ±1613 018 13713 ±8131) 917 17110 ±15162) - 3414 16715 ±15182) - 3511

3170 ×10 - 7 15113 ±612 - 113 8315 ±9102) 4511 14715 ±16142) - 1519 15310 ±13162) - 2314

1111 ×10 - 6 11315 ±13162) 2410 4915 ±4182) 6714 8615 ±5132) 3210 10118 ±6141) 1719

3133 ×10 - 6 9010 ±12132) 3917 4515 ±7112) 7011 5118 ±4152) 5913 5610 ±7192) 5418

1100 ×10 - 5 4113 ±8152) 7214 4110 ±6112) 6718 4018 ±7172) 6711

注 : 1) P < 0105, 2) P < 0101,与对照组相比

Note : 1) P < 0105, 2) P < 0101, vs control group

迁移有促进作用 ( P < 0105)。SH2A, SH2B, SX2A和
ER2B对 ECV304迁移的 IC50值分别为 5141 ×10

- 6、

8101 ×10
- 7、4126 ×10

- 6和 4165 ×10
- 6

mol·L
- 1。

313　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304

小管形成的影响

4种二萜化合物对 ECV304小管形成的影响结

果见表 3。

从表 3可以看出 ,与各自的阴性对照组相比 ,

表 3　4种对映 2贝壳杉烯类二萜化合物对 ECV304小管形成的影响 1n = 8, �x ±s
Tab 3　Effect of four ent2Kaurenoids on the tube formation of ECV304 cells1n = 8, �x ±s

Concentration

/mol·L - 1

SH2A SH2B SX2A ER2B
Tube length

/μmol·L - 1

Inhibition rate

/%

Tube length

/μmol·L - 1

Inhibition rate

/%

Tube length

/μmol·L - 1

Inhibition rate

/%

Tube length

/μmol·L - 1

Inhibition rate

/%
0 321. 9 ±6. 8 283. 5 ±9. 8 305. 1 ±3. 5 130. 2 ±23. 5

1. 23 ×10 - 7 282. 0 ±11. 01) 12. 4 169. 2 ±5. 51) 40. 3 265. 5 ±12. 41) 13. 0 119. 4 ±8. 4 8. 3

3. 70 ×10 - 7 189. 0 ±19. 41) 41. 3 114. 7 ±8. 21) 59. 6 249. 8 ±8. 81) 18. 1 121. 6 ±13. 9 6. 6

1. 11 ×10 - 6 144. 1 ±7. 11) 55. 2 174. 9 ±16. 01) 38. 3 217. 8 ±5. 81) 28. 6 69. 9 ±17. 91) 46. 3

3. 33 ×10 - 6 60. 6 ±13. 91) 81. 2 81. 9 ±6. 051) 71. 1 131. 1 ±3. 91) 57. 0 63. 0 ±15. 71) 51. 6

1. 00 ×10 - 5 0. 01) 100. 0 65. 3 ±18. 91) 77. 0 87. 2 ±12. 61) 71. 4 48. 0 ±3. 51) 63. 1

注 : 1) P < 0101,与对照组相比

Note: 1) P < 0101, vs control group

　　SH2A, SH2B, SX2A在 1123 ×10
- 7

mol·L
- 1及

其以上浓度时对 ECV304小管形成均有抑制作用

( P < 0101) ; ER2B在 1111 ×10 - 6 mol·L - 1及其以

上浓度时对 ECV304小管形成才有抑制作用 ( P <

0101)。经计算 , SH2A、SH2B、ER2B 和 SX2A 对
ECV304小管形成的 IC50值分别为 5108 ×10 - 7、4125

×10
- 7、6192 ×10

- 7和 2180 ×10
- 6

mol·L
- 1。4种

二萜化合物 ,在 1123 ×10
- 7～110 ×10

- 5
mol·L

- 1

内 ,对 ECV304小管形成的抑制作用的顺序为 SH2B
> SH2A > ER2B > SX2A。

4　讨　论

长期以来 ,人们一直试图寻找抗肿瘤治疗的新

药物和新途径。天然药物以其抗肿瘤活性强、毒副

反应低日益受到药物研究者的重视。从天然产物中

寻找抗肿瘤血管生成的药物已成为国内外药物研究

的一个重要策略。研究证实 [ 1 ]
,许多具有环外α,β2

不饱和酮 D环的对映 2贝壳杉烯类二萜化合物具有
抗肿瘤活性 ,其中一部分抗肿瘤活性与其抗肿瘤血

管生成的作用有关。本研究所筛选的 4种化合物都

是从香茶菜属植物中分离鉴定出来的此类化合物。

其中 SH2A、SH2B二种冬凌草素及 ER2B (毛萼乙素 )

具有抗肿瘤作用 [ 1 ]。我们前期研究表明 [ 1 ] , ER2B
还具有在鸡胚尿囊膜上抑制肿瘤血管生成活性 ,其

抑制鸡胚尿囊膜血管生成的有效剂量为每胚 20

μg。在前期研究基础上 ,进一步探讨它们抗血管生

成的作用环节是十分重要的。本研究通过 ECV304

增殖试验、迁移试验、小管形成试验 ,对它们在体外

对血管生成的影响进行了研究。
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本研究发现 , 4种化合物对 ECV304的细胞毒活性

相差不大 ,都在 1147 ×10 - 5 ～3176 ×10 - 5 mol·L - 1

(6100～13100 mg·L
- 1 )之间。本试验阳性对照 En2

dostatin对 ECV304增殖 IC50是 4139 ×10
- 10

mol·L
- 1。

国内研究发现 ,雷公藤红素 [6 ]对 ECV增殖的 IC50是

2196×10
- 6

mol·L
- 1

,青蒿琥酯 [7 ]对 HUVEC增殖的

IC50为 211×10
- 5

mol·L
- 1

;国外用 ANUP
[ 8 ]有效抑制

bFGF诱导的内皮细胞增殖是在 011 mg·L
- 1

;鲨鱼软

骨纯化物 U2995为 15～30 g·L
- 1 [ 9 ]。与本试验所选

的阳性对照 Endostatin相比 , 4种二萜化合物对

ECV304增殖的抑制作用明显弱于 Endostatin,也弱于

雷公藤红素 ,与青蒿琥酯相近。SH2A, SH2B, SX2A和
ER2B对 ECV304增殖的抑制强度处于中等水平 ,值

得进一步研究。4种二萜化合物抑制内皮细胞的增

殖可能是其抑制血管生成的环节之一。

从 4种化合物对 ECV304迁移的影响结果可

知 , 4种化合物对其迁移均有一定的影响 ,其中 SH2
A、SH2B只能抑制其迁移 ,而 SX2A、ER2B对其迁移
影响具有双重作用 ,较低浓度具有促进作用 ;高浓度

又具有抑制作用。具有这种双重作用的原因 ,可能

与它们在不同浓度时 ,分别作用于内皮细胞的不同

靶点有关 ,其作用机制有待进一步探讨。4种天然

化合物对 ECV304迁移的 IC50值 8101 ×10
- 7 ～

5141 ×10
- 6

mol·L
- 1内。从其 IC50值可知 ,在 4种

化合物中 , SH2B对 ECV304迁移的抑制作用最强 ,

ER2B、SX2A、SH2A相近。研究表明 ,雷公藤红素 [ 6 ]

对 ECV (血管内皮细胞株 )迁移的 IC50为 2122 ×

10
- 6

mol·L
- 1

,青蒿琥酯 [ 7 ]对 HUVEC迁移的 IC50

为 5146 ×10
- 6

mol·L
- 1

, Endostatin
[ 10 ]对 bFGF刺激

下的人表皮微血管内皮细胞 ( HDMEC)迁移的 IC50

是 3 ×10
- 9

mol·L
- 1

,对 VEGF刺激下 HUVEC迁移

的 IC50在 3 ×10 - 12 mol·L - 1水平。从上述研究可

知 ,本研究的 4种二萜化合物抑制内皮细胞的迁移

活性弱于细胞因子 ,但与天然产物雷公藤红素和青

蒿琥酯的活性相当。雷公藤红素 [ 6 ]对 ECV (血管内

皮细胞株 )小管形成的 IC50在 8189 ×10
- 8～4124 ×

10
- 7

mol·L
- 1之间 ,青蒿琥酯 [ 7 ]对 HUVEC小管形

成的 IC50为 2145 ×10
- 5

mol·L
- 1

,本研究的 4种化

合物对小管形成的 IC50值在 4125 ×10
- 7～2180 ×

10
- 6

mol·L
- 1

,其抗小管形成能力活性略弱于雷公

藤红素 ,但强于青蒿琥酯。

通过比较 ECV304增殖和 ECV304迁移、小管

形成的 IC50值 ,可以发现 ,每种化合物对 ECV304增

殖的 IC50值均大于其对 ECV304迁移和小管形成的

IC50值 ,即抑制迁移、小管形成所需的浓度明显低于

抑制增殖所需的浓度 ,说明它们在产生抑制

ECV304迁移、ECV304小管形成作用的浓度时对

ECV304无细胞毒活性 ,减少了细胞毒活性对迁移、

小管形成的影响 ,也间接证实了所建立的 ECV304

迁移、小管形成两种模型的正确性与有效性。上述

研究说明 ,本研究 4种化合物在一定浓度时 ,对内皮

细胞迁移与小管形成都有一定抑制作用 ,其中 SH2A
(信阳冬凌草甲素 )对 ECV304迁移、小管形成作用

最强 ,值得进一步深入研究。抑制内皮细胞迁移与

小管形成可能是 4种二萜化合物在体外抑制血管生

成的靶点之一。

总之 , 4种化合物对 ECV304的增殖有一定的

抑制活性 ,而且在一定浓度时对 ECV304迁移、小管

形成有抑制作用 ,它们体外在不同的环节抑制血管

生成 ,都有可能成为有潜在前途的抑制血管生成的

药物。
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