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不同植物中柯里拉京的含量测定及其
对人胃癌细胞增殖的抑制作用
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2.厦门华侨亚热带植物引种园,厦门市植物引种检疫与植物源产物重点实验室,福建 厦门 361002)

摘要:建立高效液相色谱(HPLC)测定柯里拉京含量的方法,比较不同植物材料中柯里拉京的含量,筛选出柯里拉京含

量高的植物,并初步研究柯里拉京对人胃癌细胞增殖的抑制作用.HPLC结果显示:龙眼核、叶下珠全草、龙眼壳、榄仁树

叶和纤梗叶下珠全草的柯里拉京含量较高,依次为643,619,569,271和159μg/g.通过体外实验初步研究了柯里拉京对

人胃癌细胞生长的抑制作用,噻唑蓝(MTT)法测得柯里拉京对人胃癌SGC7901细胞的半抑制浓度(IC50)为(42.46±
3.31)μmol/L;吖啶橙/溴化乙锭(AO/EB)和 Hoechst33258染色结果表明,柯里拉京能诱导人胃癌SGC7901细胞凋亡.
建立的 HPLC检测方法能较快速、准确地检测出不同植物的柯里拉京含量,所测的12种材料中龙眼核的柯里拉京含量

最高;柯里拉京具有抑制人胃癌SGC7901细胞增殖的活性,并且能够诱导其凋亡.
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  柯 里 拉 京 (corilagin,β-1-O-galloyl-3,6-(R)-
hexahydroxydiphenoyl-D-glucose),又名鞣云实精,属
可水解鞣质,相对分子质量634.45,分布在叶下珠

(PhyllanthusurinariaL.)[1]、龙眼(Dimocarpuslon-
ganLour.)[2]、余甘子(PhyllanthusemblicaLinn.)[3]

和榄李(Lumnitzeraracemosa Willd.)[4]等多种植物

中,是老鹳草(Geranium wilfordii Maxim.)、叶下珠

等中草药及制剂的指标成分,但关于柯里拉京单体的

研究近几年才逐渐深入.
已有研究发现柯里拉京具有抗氧化[5]、抗炎[6]、

保护肝脏[7]等活性,特别是有良好的抗肿瘤[1]活性,
在体外可显著抑制人肝癌[8]、卵巢癌[9]、喉癌[10]、胆管

癌[11]等多种癌细胞的生长,在体内也可以明显抑制卵

巢癌和肝癌移植瘤细胞的生长,且对正常卵巢上皮细

胞毒性非常低[9,12].
目前,柯里拉京的主要来源是植物提取.随着柯里

拉京的需求量越来越大,急需寻找可大量提取柯里拉

京的植物,但关于柯里拉京在植物中的分布、含量等

的研究报道很少.近年来,厦门华侨亚热带植物引种园

对柯里拉京的提取制备及其抗肿瘤活性进行了较深

入的研究,并已申请柯里拉京作为抗癌植物新药的国

家发明专利[13].本研究在前期工作的基础上选择10
种植物12个部位的材料,建立高效液相色谱(HPLC)
测定方法对它们进行柯里拉京的含量测定,通过比较

筛选出其中柯里拉京含量较高的植物,并在体外实验

中检测柯里拉京对人胃癌SGC7901细胞的抑制效果.

1 材料与方法

1.1 材 料

6科8属10种植物的12个部位为供试植物样

品:叶下珠全草、纤梗叶下珠(P.tenellusRoxb.)全
草、锐尖叶下珠(P.debilisKleinexWilld.)全草、铁
苋 菜 (Acalypha australis L.)全 草、火 炭 母
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(Polygonum chinense L.) 带 叶 嫩 枝、三 白 草

(Saururuschinensis(Lour.)Baill.)叶、榄仁树(Ter-
minaliacatappaL.)叶、龙眼壳、龙眼核、荔枝(Litchi
chinensisSonn.)壳、荔枝核、石榴(Punicagranatum
L.)籽.12种材料均由厦门华侨亚热带植物引种园专

家鉴定;柯里拉京对照品购自成都瑞芬思生物科技有

限公司(产品号:23094-69-1),纯度>98%;色谱纯乙

腈、甲醇、吖啶橙(AO)购自Sigma公司;溴化乙锭

(EB)购自生工生物工程(上海)股份有限公司;Ho-
echst33258购自碧云天生物技术研究所;新生胎牛血

清(FBS)购自美国 Hyclone公司;细胞培养基 RP-
MI1640购自美国 Gibco公司;其他试剂均为国产分

析纯;人胃癌SGC7901细胞购自中国科学院上海细胞

生物学研究所.

1.2 方 法

1.2.1 HPLC条件

色谱柱,WatersXBridgeTMShieldRP18(4.6mm
×250mm,5μm);二极管阵列(DAD)检测器,检测波

长280nm;柱温30℃;流动相流速1mL/min;进样量

20μL;流动相为乙腈(A)-0.1%(体积分数)磷酸水溶

液(B).洗脱程序:0~10min,V(A)∶V(B)=15∶85;

10.01~15min,V(A)∶V(B)=20∶80;15.01~20
min,V(A)∶V(B)=25∶75.

1.2.2 标准曲线的绘制

精密称取柯里拉京对照品2.5mg,50%(体积分

数,下同)甲醇定容至10mL,得到0.25mg/mL的标

准溶液.将标准溶液分别稀释成质量浓度为25,50,

75,100,125μg/mL,各进样20μL,按1.2.1条件进

行HPLC分析.记录峰面积,以质量浓度为横坐标,峰
面积为纵坐标绘制标准曲线.

1.2.3 植物样品制备及其柯里拉京的含量测定

精密称取烘干粉碎的植物样品5g,95%(体积

分数,下同)乙醇25mL常温下浸渍提取3次,每次

12h.合并提取液用旋转蒸发仪于旋蒸瓶中真空浓缩

至干,50%甲醇溶解并定容至10mL即得样品提取

液.其中,龙眼壳、龙眼核以及叶下珠的样品提取液

稀释10倍后,与其他样品提取液分别经0.22μm的

滤膜过滤后取20μL,按1.2.1进行 HPLC分析.记
录峰面积,根据标准曲线计算出样品中柯里拉京的

含量.

1.2.4 细胞培养及分组

人胃癌SGC7901细胞常规培养于含10%(体积

分数)热灭活FBS、100U/mL青霉素、100U/mL链

霉素的RPMI1640完全培养基中,于37℃恒温、5%
(体积 分 数)CO2 及 饱 和 湿 度 条 件 下 培 养.人 胃 癌

SGC7901细胞经胰酶消化、磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤

后悬浮于培养基中,台盼蓝染色计数活细胞后,调节

细胞悬浮液密度至3×104mL-1;在平底96孔板中,
每孔接种100μL,使每孔中细胞总数约为3000,培养

过夜;次日,向每孔中加入200μL用培养基稀释的柯

里拉京,柯里拉京作用浓度分别为0,6.25,25,50,75,

100μmol/L.

1.2.5 噻唑蓝(MTT)法测定计算细胞的存活率

按1.2.4处理后,培养48h,向每孔中加入20μL
5mg/mLMTT溶液(溶于PBS),继续培养4~8h;
用真空泵吸去培养液,加入200μLPBS洗涤后离心,
并小心地吸去 PBS;每孔加入200μL二甲基亚砜

(DMSO),置于微孔振荡器上,以500r/min震荡20
min,测定492nm处的吸光度(OD);计算细胞在柯里

拉京作用后的存活率(每个浓度设6个孔,重复3次):
存活率=[1-(OD空白 -OD药物)/OD空白]×
 100%.

1.2.6 AO/EB和Hoechst33258染色

AO/EB荧光染色:按1.2.4处理后,培养24h;

AO和EB按体积比1∶1混合后,混合液与培养基以体

积比1∶3再混合配成染色液;将细胞培养板培养液去

除,每孔加入200μLAO/EB染色液,孵育1~2min,
显微镜下拍照.

Hoechst33258染色:按1.2.4处理后,培养24h,
将细胞培养板培养液去除;Hoechst33258与75%乙

醇按体积比1∶2混合配成染色液;每孔加入200μL
Hoechst33258染色液,避光孵育10min,显微镜下

拍照.

2 结果与分析

2.1 HPLC分析

按1.2.1进行 HPLC分析,如图1中箭头所示,
样品的HPLC谱图中柯里拉京的峰均在7.7min左

右,说明柯里拉京的保留时间及分离度都比较理想.

2.1.1 柯里拉京标准曲线

根据不同质量浓度对照品溶液所测得数据,得出

回 归 方 程 为 Y =24742.3X +1.03333 (R =
0.9947),表明柯里拉京在0~125μg/mL范围内峰

面积与质量浓度呈良好的线性关系,可见本研究确定

·848·
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图1 柯里拉京对照品(a)和各样品(b~m)的 HPLC谱图

Fig.1 HPLCspectraofcorilaginstandard(a)andsamples(b-m)

的HPLC条件能较好地实现12种材料的柯里拉京与

其他成分分离,从而能较快速、准确地测定样品中柯

里拉京的含量.

2.1.2 精密度试验

以20μL的100μg/mL柯里拉京对照品溶液为

样品进行 HPLC分析,重复6次,测得柯里拉京含量

的相 对 标 准 差(RSD)为3.3%,表 明 仪 器 精 密 度

良好.

2.1.3 重复性试验

精密称取龙眼核粉末6份,按1.2.3方法制备,按

1.2.1测定龙眼核的柯里拉京含量,其RSD为1.9%,
表明方法的重复性良好.

·948·
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2.1.4 回收率试验

根据10种植物的取材部位的不同,选择龙眼核、
龙眼壳、叶下珠全草和榄仁树叶4种样品进行回收率

试验.精密称取5g上述4种样品各3份,分别加入与

样品含量相当的柯里拉京对照品.按1.2.3方法提取、
制备,按1.2.1分析计算.结果表明,柯里拉京在龙眼

核、龙眼壳、叶下珠全草及榄仁树叶中的平均回收率

分别为100.3%(RSD 为4.6%),102.8%(RSD 为

3.7%),101% (RSD 为 5.9%),95.2% (RSD
为4.0%).

表1 不同植物材料的柯里拉京含量

Tab.1 Contentsofcorilaginindifferentsamples

植物名 拉丁学名 科 属 部位 含量/(μg·g-1)

铁苋菜 AcalyphaaustralisL. 大戟科 铁苋菜属 全草 2.16

火炭母 PolygonumchinenseL. 蓼科 蓼属 叶、枝条 3.76

三白草 Saururuschinensis(Lour.)Baill. 三白草科 三白草属 叶 5.73

榄仁树 TerminaliacatappaL. 使君子科 诃子属 叶 271

龙眼 DimocarpuslonganLour. 无患子科 龙眼属 壳 569

核 643

叶下珠 PhyllanthusurinariaL. 大戟科 叶下珠属 全草 619

纤梗叶下珠 P.tenellusRoxb. 大戟科 叶下珠属 全草 159

锐尖叶下珠 P.debilisKleinexWilld. 大戟科 叶下珠属 全草 67.90

石榴籽 PunicagranatumL. 石榴科 石榴属 籽 -

荔枝 LitchichinensisSonn. 无患子科 荔枝属 核 -

壳 -

2.2 不同植物的柯里拉京含量

根据各供试植物样品的峰面积,代入2.1.1所得

的回归方程,计算出12种样品中柯里拉京的含量(表

1).结果表明:在所测的12种样品中,龙眼核与叶下珠

的柯里拉京含量较高,分别为643和619μg/g,远高

于其他样品;与叶下珠同是大戟科的其他3种植物样

品中,柯里拉京含量差别甚大,叶下珠中柯里拉京的

含量是铁苋菜的286.57倍,是同属纤梗叶下珠的

3.89倍,是锐尖叶下珠的9.12倍.

2.3 柯里拉京对人胃癌SGC7901细胞生长的

影响

  如图2结果所示,柯里拉京对人胃癌SGC7901细

胞的生长具有明显的抑制作用.随着柯里拉京浓度的

升高,SGC7901细胞的存活率也相应降低,呈浓度依

赖性.在柯里拉京浓度由6.25μmol/L增加到100

μmol/L时,SGC7901细胞的存活率由97.4%下降到

12.4%,其中柯里拉京浓度为25~50μmol/L时存活

率下降最快.根据存活率用SPSS19.0软件计算得柯

里拉京对SGC7901细胞的半数抑制浓度(IC50)为
(42.46±3.31)μmol/L.

图2 柯里拉京对胃癌细胞SGC7901的抑制作用

Fig.2 Inhibitioneffectofcorilagin
onthegrowthofSGC7901cells

2.4 AO/EB染色观察细胞凋亡

AO和EB是2种不同的荧光核酸染料:AO能透

过细胞膜完整的细胞,嵌入细胞核DNA,使之发出明

亮的绿色荧光;EB只能透过细胞膜破损的细胞,与细

胞核DNA结合,发出橘红色荧光.AO/EB双染色时,
凋亡细胞发橙色、橘红色荧光.如图3所示:人胃癌

SGC7901细胞在柯里拉京浓度为50μmol/L及以上

时发橙色、橘红色荧光,凋亡特征十分明显(图中箭头

所指);而浓度在25μmol/L及以下时未观察到明显

·058·
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箭头所指为凋亡细胞(下同).

图3 AO/EB染色观察不同浓度柯里拉京

作用24h后人胃癌SGC7901细胞的凋亡情况

Fig.3 Effectofvariousconcentrationsofcorilaginonthe
apoptosisofSGC7901cellsbystainingwithAO/EB

的发橙色、橘红色荧光的细胞.以上结果表明,柯里拉

京能诱导人胃癌SGC7901细胞凋亡.

2.5 Hoechest33258染色观察细胞凋亡

Hoechst33258是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧

光染料,对细胞的毒性较低.其为特异性DNA染料,
与A-T键结合,对死细胞或经70%冷乙醇固定的细

胞可立即染色;而活细胞的着色是渐进性的,在10
min内可达饱和.在荧光显微镜下,活细胞核呈弥散均

匀荧光,出现细胞凋亡时,细胞核或细胞质内可见浓

染致密的颗粒块状荧光.如图4所示:人胃癌SGC7901
细胞在柯里拉京浓度为50μmol/L时大部分为浓染

致密的颗粒块状荧光,凋亡特征十分明显(如图中箭

头所指);而在25μmol/L时仅观察到少量的浓染致

密的颗粒块状荧光,无明显的凋亡现象.以上结果表

明,柯里拉京能诱导人胃癌SGC7901细胞凋亡,与
AO/EB染色结果一致.

3 讨论与结论

本研究参考相关文献建立了针对柯里拉京含量

测定的 HPLC法.结果表明,利用该方法测定10种植

物(12个部位)中柯里拉京含量,能实现12种材料的

柯里拉京与其他成分较好的分离,且基线平稳,分析

时间适中.因此,本研究建立的 HPLC法可作为快速

测定植物中柯里拉京含量的手段之一.
目前,植物提取还是柯里拉京的主要来源.本研究

测定的12种材料经比较后,结果显示龙眼核与叶下

图4 Hoechest33258染色观察不同浓度柯里拉京

作用24h后人胃癌细胞SGC7901的凋亡情况

Fig.4 Effectofvariousconcentrationsofcorilagin
ontheapoptosisofSGC7901cellsby

stainingwithHoechst33258

珠中柯里拉京含量较高.随着龙眼酒、龙眼罐头、桂圆

干、龙眼膏等龙眼深加工产品的不断增多[14],大量的

龙眼核被当作加工废弃物.叶下珠为一年生草本,高

10~60cm,产于河北、山西、陕西、华东、华中、华南、
西南等省区[15],分布广,易采集.根据本研究的结果,
龙眼核与叶下珠都可以作为柯里拉京大量提取的植

物来源.
柯里拉京对肿瘤细胞的生长具有广泛的抑制效

应[16],而对正常细胞(NOE01,NOE02,NOE03)的毒

性作用非常低[9],因此柯里拉京在抗肿瘤方面的应用

越来越 引 起 重 视.本 研 究 对 柯 里 拉 京 抑 制 人 胃 癌

SGC7901细胞生长的活性进行检测,MTT实验结果

表明柯里拉京对人胃癌SGC7901细胞的增殖具有抑

制作用;AO/EB和 Hoechst33258染色观察发现人胃

癌细胞经柯里拉京处理后,在一定的浓度下展现出明

显的凋亡特征.
本研究为筛选适合进行柯里拉京大规模提取的

植物提供了科学的方法,确定龙眼核与叶下珠都可作

为柯里拉京大量提取的植物来源,这对柯里拉京的规

模化提取制备具有指导意义.此外,通过研究柯里拉京

对人胃癌细胞增殖的抑制作用,证实了柯里拉京的抗

胃癌活性,为深入研究柯里拉京抗胃癌的机制提供了

一定的基础.
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DeterminationofContentsofCorilagininDifferentPlantsand
ItsInhibitoryActivityonHumanGastricCancerCellProliferation

LINZhican1,2,ZHENGYi1,2,LINi1,2,LINJingyi2,LINHetong1*,MINGYanlin1,2*
(1.CollegeofFoodScience,FujianAgricultureandForestryUniversity,Fuzhou350002,China;

2.TheResearchandDevelopmentCenterforMedicinalPlantsandPlantMedicine,XiamenOverseas
ChineseSubtropicalPlantIntroductionGarden,Xiamen361002,China)

Abstract:Tofilterplantswithhighcorilagincontent,ahighperformanceliquidchromatography(HPLC)methodwasestablished
fordeterminationofcorilagincontentsindifferentplants,andtheanti-gastriccanceractivityofcorilaginwasalsoinvestigatedbythi-
azolylblue(MTT)assay,acridineorange/ethidiumbromide(AO/EB)staining,andHoechst33258staining.HPLCanalysesshowed
thatlongan(DimocarpuslonganLour.)seed,PhyllanthusurinariaL.,longanshell,TerminaliacatappaL.leafandP.tenellus
Roxb.containedhigherlevelsofcorilagin,whichwere643,619,569,271and159μg/grespectively.MTTassayresultsshowedthat

gastriccancercellsSGC7901hadIC50valueof(42.46±3.31)μmol/Lwithcorilagintreatment.AO/EBstainingandHoechst33258
stainingshowedthatcorilagininducedapoptosisofgastriccancercellsSGC7901.Asaconclusion,theconditionsofHPLCexploredin
thisstudycanquicklyandaccuratelydetectcorilagincontentofdifferentplants,andlonganseedcontainsthehighestlevelofcorila-

ginamongthe12kindsofplantsamples,andcorilaginexhibitsanti-gastriccanceractivity.

Keywords:corilagin;highperformanceliquidchromatography(HPLC);contentdetermination;anti-gastriccanceractivity
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