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摘要 目的:探讨美洲大蠊提取物( CⅡ － 3) 对两株人肺癌细胞( NCI － H446、NCI － H460) 的细胞毒活性及细胞周期的影响。
方法:采用改良 MTT法检测了 CⅡ － 3 对 NCI － H446 和 NCI － H460 人肺癌细胞的细胞毒活性，流式细胞术检测 CⅡ － 3 对 2
株细胞凋亡、坏死率及细胞周期的的影响。结果:CⅡ － 3 对 NCI － H446 和 NCI － H460 细胞的 IC50分别为( 48． 98 ± 6． 63) μg·

mL －1、( 33． 00 ± 10． 57) μg·mL －1。对 NCI － H446 和 NCI － H460 细胞凋亡、坏死率的影响具有一定的剂量依赖性。对 NCI －
H446 细胞，25，50 μg·mL －1 CⅡ － 3 诱导细胞的不同时期发生阻滞，75 μg·mL －1 CⅡ － 3 主要诱导细胞发生坏死;对 NCI －
H460 细胞，20，80 μg·mL －1 CⅡ － 3 主要诱导细胞 S期、G2 /M期发生阻滞，40 μg·mL －1 CⅡ －3主要诱导细胞 S期发生阻滞。
结论:美洲大蠊提取物 CⅡ－3对 2株人肺癌细胞有一定的细胞毒活性，且对 2株细胞的凋亡、坏死率和细胞周期分布有一定的影响。
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Effect of Periplaneta americana extract on two human lung tumor cell lines*
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Abstract Objective: To investigate the cytotoxicity and effect of cell cycle of Perplaneta americana extract ( CⅡ
－3) on two human lung tumor cell lines．Methods:The cytotoxicity of CⅡ － 3 assessed with modified MTT assa-
ying，and the apoptotic，necrotic rate and distibution of cell cycle were analysed by flow cytometry． Results:The IC50

values of CⅡ － 3 on NCI － H446 and NCI － H460 were ( 48． 98 ± 6． 63) μg·mL －1 and ( 33． 00 ± 10． 57) μg·
mL －1 ． The apoptotic，necrotic rate of two cell lines，there existed some dose － dependment manners． For NCI －
H446，25，50 μg·mL －1 CⅡ － 3 induced cell cycle arrests and 75 μg·mL －1 induced necrosis; For NCI － H460，
20，80 μg·mL －1 CⅡ － 3 induced S，G2 /M arrests，and 40 μg·mL －1 induced S arrest． Conclusion:Periplaneta a-
mericana extract ( CⅡ － 3) exists some cytotoxicity，and affect the apoptosis，necrosis and distrbution of cell cycle
of NCI － H446，NCI － H460．
Key words: Periplaneta americana( cockroch) ; extract; modified MTT; cytotoxicity; flow cytometry

肺癌( lung cancer) 是目前对人类健康及生命危
害性最大的恶性肿瘤之一。在肺癌的恢复疗法中，
早期肺癌仍以手术治疗为主要手段，但由于大多数

肺癌病人在临床确诊时已属于中、晚期而无法接受
手术治疗，因此以放射治疗和药物治疗为主。而在
放射治疗和大部分药物治疗的过程中，杀灭肿瘤细

胞的同时，对增殖较快的正常人体细胞也有较大影

响。近年来，为了寻找安全、高效的抗癌药物，许多
学者对多种动物提取物或提取物配合化疗药物使用

进行了一系列实验，发现对荷瘤小鼠肿瘤及体外培

养的多种人肿瘤细胞具有一定的抑制作用，这些研

究为药物研究者开发安全、高效、价廉的天然动物抗
肺癌药奠定了一定的基础。
美洲大蠊 ( Periplaneta americana) 为昆虫纲有

翅亚纲蜚蠊目蜚蠊科大蠊属昆虫，俗称“蟑螂”。它
在地球上已经生存了 3． 2 亿年，是世界上最古老，至
今繁衍最成功的昆虫类群。至今以美洲大蠊为原料
已研制出多个新药，如康复新、心脉隆注射液、肝龙
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胶囊等。近年来，蒋永新等人［1 ～ 3］
的实验研究表明:

体外实验观察美洲大蠊多个提取物对多种人肿瘤细

胞具有一定的抑制作用，体内实验发现美洲大蠊提

取物能够抑制 3LL、Lewis 肺癌小鼠肿瘤细胞的生
长，能够诱导 3LL肺癌细胞周期发生阻滞。大理学
院科研工作者经过一系列的实验发现，美洲大蠊多

个提取物对多株人肿瘤细胞都有较好的抑制作

用
［4 ～ 6］。本实验通过观察美洲大蠊提取物 ( CⅡ －

3) 对 2 株人肺癌细胞的细胞毒活性及细胞周期的
影响，为开发动物抗肺癌药物的研究提供科学依据。
1 材料与方法
1． 1 实验细胞株 NCI － H460( 人大细胞肺癌细胞
株) 、NCI － H446 ( 人小细胞肺癌细胞株) 均由中科
院上海细胞库提供。
1． 2 试药 CⅡ－ 3，浅黄色冻干粉，由大理学院药学
院天然药物化学教研室提供; RPMI 1640，Gibco公司;
顺铂( DDP) ，云南个旧生物药业有限公司; MTT( 二甲
基噻唑二苯基四唑溴盐) ，Amresco公司; SDS( 十二烷
基硫酸钠) ，广州南方化玻公司; 胰蛋白酶，Amresco
公司; EDTA( 乙二胺四乙酸二钠) ，华美生物工程公
司;灭菌超级无支原体新生牛血清，杭州四季青生物

工程材料有限公司; PI( 碘化丙啶) ，宝信生物工程公
司分装; RNase酶，宝信生物工程公司分装。
1． 3 主要仪器 BB16UV /BB5060UV 型 CO2培养

箱; IX － 7 型倒置相差显微镜; IX － 31 型光学生物显
微镜; 680 型酶标仪;一次性培养瓶﹑ 96 孔培养板;
XW － 80A 型旋涡混合器; METTLERAE240 型电子
分析天平; 1． 0 R型低温高速离心机。
2 实验方法
2． 1 改良 MTT法测受试物对细胞的影响［7］ 取对
数生长期的肿瘤细胞，将贴壁细胞浓度调整为 4 ×
104 mL －1，以 90 $L·孔 － 1

种入 96 孔培养板中。细
胞种板后，置 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h，受
试组分别加入 10 $L 不同浓度的样品( 终浓度分别
为3 μg·mL －1、10 μg·mL －1、30 μg·mL －1、100 μg
·mL －1、300 μg·mL －1 ) ，阴性对照加等体积的生理

盐水或 3%DMSO的生理盐水，阳性对照组加 10 $L
不同浓度的 DDP( 终浓度为 0． 1 μg·mL －1、1 μg·
mL －1、10 μg·mL －1 ) ，空白对照孔仅加培养基，每组

至少设 3 个复孔。加药后将 96 孔板置 37 ℃、5%
CO2培养箱中培养一段时间后，每孔加 10 $L的MTT
( 5 mg·mL －1 ) ，继续培养 4 h，每孔分别加入 100 $L
三联液［10% SDS － 5% 异丁醇 － 0． 012 mol·L －1

HCl( w /v /v) ］，置 37 ℃、5% CO2培养箱中继续培养

12 h，以 570 nm为测量波长，630 nm 为参考波长测
定各孔的吸光度。
2． 2 流式细胞术测受试物对细胞凋亡、坏死的
影响
［8，9］
取对数生长期的 NCI － H446、NCI －

H460 细胞，调整细胞密度为 2 × 105 mL － 1，以

5 mL·瓶 － 1
接种于 25 cm2

细胞培养瓶中。设空
白对照组、受试物 3 个剂量组，细胞经样品处理
48 h 后 ( 对 NCI － H446 细胞，CⅡ － 3 浓度分别
为 25，50，75 μg·mL － 1 ; 对 NCI － H460 细胞，C
Ⅱ － 3 浓度分别为 20，40，80 μg·mL － 1 ) ，用 0 ． 2
mL 预冷 PBS 液洗涤 1 次 ( 1000 r· min － 1，5
min) ，然后用 300 $L 预冷的 PBS 重悬细胞，分别
逐滴加入 700 $L 预冷的无水乙醇，充分吹打以固
定细胞，放入 4 ℃冰箱保存备用。取出 4 ℃冰箱
保存的各待测样本，离心收集细胞 ( 1500 r·
min － 1，5 min) 弃固定液，加入 R － Nase 酶室温下
处理 10 min，然后加入 1 mL 的碘化丙啶 ( PI) 染
液于室温下避光染色 30 min，上机分析。
3 结果处理
计算 CⅡ － 3 不同测试浓度吸光度的均数及标

准差，并用( 对照组吸光度 －给药组吸光度) /对照
组吸光度 × 100%计算细胞的抑制率。
细胞的 IC50值由 GWBASIC软件计算得到，应用

SPSS 11． 5 统计软件对数据进行处理，多组数据比
较采用方差分析。
3． 1 CⅡ － 3 对 2 株人肺癌细胞作用 48 h的 IC50由

表 1 可看出 CⅡ － 3 对 NCI － H446 和 NCI － H460 细
胞的 IC50值均较小，均小于 50 μg·mL －1。

表 1 CⅡ －3 及 DDP对 2 株人肺癌细胞
作用 48 h的 IC50值( x ± s，n =3)

Tab 1 IC50value of CⅡ －3 and DDP on two
human lung tumor cell lines

分组( group)
IC50 /μg·mL －1

NCI － H446 NCI － H460

CⅡ －3 48． 94 ± 6． 63 33． 00 ± 10． 57

DDP 0． 387 ± 0． 06 0． 239 ± 0． 035

3． 2 CⅡ － 3 作用 48 h后对 2 株细胞凋亡、坏死率
及细胞周期的影响

3． 2． 1 CⅡ － 3 作用 48 h 后对 NCI － H446 细胞凋
亡、坏死率及细胞周期的影响
由表 2 可见，CⅡ － 3 3 个剂量组细胞凋亡、坏

死率与对照组比较，都显著增大( P ＜ 0． 01 ) ，且随
剂量增加而增大，具有一定的剂量依赖性 ( r =
0． 989) 。从细胞周期来看，25 μg·mL －1 CⅡ － 3
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组，细胞 G0 /G1、S期含量下降，G2 /M 期含量显著增
加，细胞可能被阻止于 G2 /M; 50 μg·mL －1 CⅡ － 3

组，细胞 G0 /G1、S 期含量增加，G2 /M 期含量下降，
细胞可能被阻滞于 S期。

表 2 CⅡ －3 对 NCI －H446 细胞凋亡、坏死及细胞周期的影响( x ± s，n =3)
Tab 2 Effects of apoptosis，necrosis and cell cycle of NCI － H446 treated with CⅡ －3

分组( group) C /μg·mL －1
细胞凋亡、坏死率

( apoptotic and necrotic rate) /%
G0 /G1 /% S / /% G2 /M /%

对照( control) 3． 30 ± 0． 49 60． 00 ± 2． 64 21． 50 ± 2． 13 18． 44 ± 2． 10

CⅡ －3 25 20． 02 ± 2． 33* 51． 87 ± 3． 53＊＊ 17． 60 ± 1． 72＊＊ 29． 88 ± 2． 65▲▲

50 37． 16 ± 4． 47* 72． 90 ± 1． 73＊＊ 26． 21 ± 2． 52＊＊ 0． 89 ± 3． 26▲▲

75 50． 07 ± 1． 85* ——— ——— ———

注( note) :与对照组比较( compare with control group) ，* P ＜ 0． 01，＊＊P ＜ 0． 05，▲▲P ＜ 0． 001

从图 1 和图 2 可以看出: CⅡ － 3 作用 48 h后，3
个剂量组都出现亚二倍体峰，即“亚 G1峰”，

亚二倍体峰为细胞发生凋亡的标志，且随着 CⅡ － 3
浓度的增加，亚 G1峰增大。

图 1 NCI － H446 细胞凋亡、坏死率
Fig 1 The apoptotic and necrotic rate of NCI － H446

a．对照组( control group) b． 25 μg·mL －1 c． 50 μg·mL －1 d． 75 μg·mL －1

图 2 NCI － H446 细胞周期分布
Fig 2 Distribution of cell cycle of NCI － H446

a．对照组( control group) b． 25 μg·mL －1 c． 50 μg·mL －1
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3． 2． 2 CⅡ － 3 作用 48 h 后对 NCI － H460 细胞细
胞凋亡、坏死率及细胞周期的影响
由表 3 可见，与对照组比较，40 和 80 μg·

mL － 1 CⅡ － 3 组细胞凋亡、坏死率均显著增大，有
一定剂量依赖关系( r = 0． 965 ) 。从细胞周期来
看，20 μg·mL － 1 CⅡ － 3 组 G0 /G1期细胞含量增

加，结合图 3_b 看，推测可能诱导细胞 S 和 G2 /M

期发生阻滞 ; 40 μg·mL － 1 CⅡ － 3 组 G0 /G1和

G2 /M 期含量减少，S 期含量增加，细胞可能阻滞
于 S 期 ; 80 μg·mL － 1 CⅡ － 3 组 G0 /G1期细胞含

量显著下降，S、G2 /M 期含量显著升高，细胞可能
阻滞于 S、G2 /M 期。

表 3 CⅡ －3 对 NCI －H460 细胞凋亡、坏死及细胞周期的影响( x— ± s，n =3)
Tab 3Effects of apoptosis ，necrosis and cell cycle of NCI － H460 treated with CⅡ －3

分组( group) C /μg·mL － 1
细胞凋亡、坏死率

( apoptotic and necrotic rate) /%
G0 /G1 /% S / /% G2 /M /%

对照( control) 0． 96 ± 0． 09 65． 00 ± 2． 17 20． 89 ± 2． 58 6． 44 ± 1． 39

CⅡ －3

20 1． 14 ± 0． 85 76． 92 ± 1． 98▲▲ 20． 40 ± 2． 86 2． 68 ± 3． 26*

40 5． 73 ± 0． 09* 61． 50 ± 2． 35 36． 84 ± 3． 15▲▲ 1． 65 ± 1． 86*

80 14． 84 ± 4． 52* 37． 87 ± 2． 98▲▲ 51． 50 ± 2． 17▲▲ 10． 15 ± 1． 98*

注( note) :与对照组比较( compare with control group) ，* P ＜ 0． 01，▲▲P ＜ 0． 001

从图 3 和图 4 中可以看出: CⅡ － 3 作用 48 h
后，20 μg·mL －1

组亚 G1峰较小，随着 CⅡ － 3 浓度
的增加，亚 G1峰也增大。

图 3 NCI － H460 细胞凋亡、坏死率
Fig 3 The apoptotic and necrotic rate of NCI － H460

a．对照组( control group) b ． 20 μg·mL －1 c ． 40 μg·mL －1 d． 80 μg·mL －1
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图 4 NCI － H460 细胞周期分布
Fig 4 Distribution of cell cycle of NCI － H460

a．对照组( control group) b． 20 μg·mL －1 c． 40 μg·mL －1 d． 80 μg·mL －1

4 讨论
4． 1 CⅡ － 3 对 NCI － H446 和 NCI － H460 细胞的
抑制作用 本实验采用改良 MTT 法证实美洲大蠊
活性部位 CⅡ － 3 对 NCI － H446、NCI － H460 2 株
人肺癌细胞的 IC50均小于 50 μg·mL －1，表明该样

品对这 2 株细胞具有一定的细胞毒活性［10］。
4． 2 CⅡ － 3 对 NCI － H446 和 NCI － H460 细胞凋
亡、坏死率及细胞周期的影响
4． 2． 1 细胞凋亡、坏死率 增殖状态的细胞处于不
同的周期时相，其 DNA含量在 2 n － 4 n 之间，凋亡
的细胞由于发生 DNA 裂解，小分子量的 DNA 片段
穿过细胞而丢失，大片段 DNA 可形成 1 个 DNA 含
量小于 2 n的分布区，称“亚 G1 峰”，亚 G1 峰是细
胞发生凋亡的标志

［10］。表 2、表 3 和图 1、图 3 可以
看出，CⅡ － 3 作用 48 h 后，G0 /G1峰前出现亚 G1
峰，且随着 CⅡ － 3 浓度的增加，亚 G1峰也增大，具

有一定的剂量依赖关系。
4． 2． 2 细胞周期 从 NCI － H446 的细胞周期来看
( 表 2、图 1 和图 2) ，与对照组比较，25 μg·mL －1 C
Ⅱ － 3 组可能诱导细胞 G2 /M 期发生阻滞，50 μg·
mL －1 CⅡ － 3 组可能诱导细胞 G0 /G1期和 S 期发生
阻滞，而 75 μg·mL －1 CⅡ － 3 组，结合图 1_d G1 峰
前以楔型峰的形式出现，G1峰的区分度不是很好，

推测此剂量主要诱导细胞发生坏死，DNA 链的不规
则降解，致使细胞周期未能检测出［11 － 15］。从 NCI －
H460 的细胞周期来看( 表 3、图 3 和图 4) :与对照组
比较，20 μg·mL －1 CⅡ － 3 组 G0 /G1 含量显著增
高，但从图 3_b中可以看出，G0 /G1峰前的亚 G1峰较

小，说明此剂量可能诱导细胞的 S 期、G2 /M 期发生
阻滞
［16］; 40 μg·mL －1 CⅡ － 3 组可能诱导细胞的 S
期发生阻滞; 80 μg·mL －1 CⅡ － 3 组可能诱导细胞
的 S期和 G2 /M期发生阻滞。
本研究结果显示，美洲大蠊提取物 CⅡ － 3 对

NCI － H446 和 NCI － H460 细胞具有一定的细胞毒
活性，对细胞的凋亡、坏死率的影响存在一定的剂量
依赖关系，且能诱导细胞周期发生阻滞。
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《药物分析杂志》2011 年编委会工作会议计划
一、预备会及编辑工作委员会的安排

2011 年 1 月 25 在北京开了预备会，初步拟定 2011 年下半年召开编委会，讨论编辑部未来工作计划，
并就相关内容决议。
二、编委会工作会议初步意见
1．讨论编委会章程，编辑部起草章程
联系人:粟晓黎，联系电话: 010 － 67095698; E － mail: xiaolisu@ yahoo． com． cn

2．讨论工作标准，编辑部起草工作标准
联系人:陈立亚，联系电话: 010 － 67095868; E － mail: yfchenly@ yahoo． com． cn

3．讨论新增栏目( 药物安全，涉药器械、食品、化妆品)
联系人:粟晓黎，联系电话: 010 － 67095698; E － mail: xiaolisu@ yahoo． com． cn

4．讨论编委换届，编辑部根据近年工作情况提出方案
联系人:刘小帅，联系电话: 010 － 67095201; E － mail: suxiaoli@ nicpbp． org． cn

5．听取编委意见，关于稿件分配、审稿时间、审稿费、刊出内容反馈、期刊管理、稿件质量等建议
联系人:于宝珠，联系电话: 010 － 67095775; E － mail: ybz@ nicpbp． org． cn

6．汇报编委会工作、编辑部准备总结
联系人:陈唯真，联系电话: 010 － 67095698; E － mail: chenwz23@ yahoo． com． cn

7．讨论发展规划，编辑部根据近年期刊发展情况起草规划
联系人:粟晓黎，联系电话: 010 － 67095698; E － mail: xiaolisu@ yahoo． com． cn
编辑部电话( 传真) : 010 － 67058427; 010 － 67012819 邮箱: ywfx@ nicpbp． org． cn
诚请各位编委专家对以上各项计划内容提出您的宝贵建议，并请向联系人提交书面意见。感谢您的

支持!
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