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左旋多巴结晶母液萃取物对抑制 NG108􀆼15细胞增殖作用的
研究*

赵小超1,张雯艳2,李学坚2**,柴 玲3,黄 艳3

(1.宿迁市中医院,江苏宿迁 223800;2.广西中医药大学,广西南宁 530200;3.广西中药质量标准研究重点实验室,广西南宁

 530022)

摘要:本实验研究不同极性萃取溶剂制备的左旋多巴结晶母液萃取物体外抑制NG108􀆼15细胞增殖的作用。
在以猫豆为原料生产左旋多巴过程中,分别用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇对结晶母液浓缩物进行萃取,然后采

用四氮唑盐法(MTT法)检测各萃取物体外对NG108􀆼15细胞增殖的抑制作用。实验结果显示,与空白组比

较,石油醚、乙酸乙酯和正丁醇的萃取物对NG108􀆼15细胞增殖均表现出明显的抑制作用(P<0.05或P<
0.01),且抑制作用随着浓度的增加而增强;IC50 分别为37.14

 

μg·mL
-1、44.89

 

μg·mL
-1、49.03

 

μg·

mL-1。说明左旋多巴结晶母液对NG108􀆼15肿瘤细胞的增殖有显著的抑制作用,提示母液中含有一些具有良

好抑制肿瘤细胞活性的成分,有待进一步研究开发。
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0 引言

  左旋多巴(Levodopa)是治疗帕金森综合征(Par-
kinson's

 

Disease,PD)的经典药物,历经100多年的

研究发展依然是治疗PD的首选药物之一,主要用于

帕金森病和肝昏迷,也可用于治疗心力衰竭、消化性

溃疡病、溢乳症、某些脑梗死后精神症状、促进小儿生

长发育、增强性功能、神经性疼痛等[1􀆼3]病症。长期服

用左旋多巴会引起一些不良反应,如剂量终止恶化、

胃肠道反应、开关现象和服务器异常非自主运动

(AIM)等[4􀆼6]
 

。生产左旋多巴的工艺主要有化学合成

法、植物提取法、微生物转化法以及新兴的代谢转化

法等[7􀆼13]方法。目前,国内生产左旋多巴以从猫豆中

提取为主,生产过程中存在大量的废水,处理起来极

其麻烦,大大增加了成本,一旦处理不当就会对环境

带来严重污染;另外,从猫豆中提取天然左旋多巴的

纯化工艺复杂,成本大,且杂质含量高难以控制质量。
综合分析,左旋多巴生产中亟待解决的关键问题就是
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其结晶母液的富集。目前,暂无左旋多巴结晶母液的

萃取物活性研究的相关报道。因此,本文对左旋多巴

结晶母液的萃取物进行活性研究,拟为左旋多巴生产

工艺废水的处理及再利用提供参考依据,进一步有利

于天然左旋多巴的质量控制,增加经济效益。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 精制母液

  左旋多巴结晶母液由广西邦尔药业有限公司提

供,是以猫豆为原料生产左旋多巴的精制工艺过程中

的生产废水。

1.1.2 试剂

  DMEM 培 养 基 (MULTICELL ,批 号 :

319006015), 无 菌 PBS
 

(BOSTER, 批 号:

03C02A21),胎牛血清(FBS,Biological
 

Industries,批
号:1729601),胰蛋白酶􀆼EDTA消化液(Solarbio,批
号:20170306),青 链 霉 素 混 合 液(Solarbio,批 号:

20171025),MTT(Sigma,批号:298􀆼93􀆼1);95%乙

醇、石油醚(60~90℃)、乙酸乙酯、正丁醇、DMSO等

试剂均为分析纯;HAT:5
 

mmol/L次黄嘌呤钠,20
 

μmol/L氨蝶呤,0.8
 

mmol/L胸腺嘧啶的混合物

(Sigma,批号:1212508)。

1.1.3 肿瘤细胞

  NG108􀆼15肿瘤细胞购于上海细胞生物研究所

细胞库,是小鼠神经细胞瘤与大鼠神经胶质细胞杂交

瘤细胞。

1.1.4 实验仪器

  超净工作台(SW􀆼CJ􀆼1FD),CO2 细胞培养箱

(MCO􀆼18AIC,SAYO),全 波 长 酶 标 仪 (TE-
CAN1510,INFINITE

 

200
 

PRO德国),高速离心机

(Thermo
 

SCIENTIFIC),倒置显微镜(DMI3000B,

Leica),冰箱(BCD􀆼268WBCS,Haier),高压蒸气灭菌

锅(HV􀆼50,HIRAYAMA);Research
 

plus系列可调

微量移液器(德国Eppendorf公司)。

1.2 方法

1.2.1 供试品萃取物的制备

  左旋多巴精制工序的结晶母液,用 NaOH 水溶

液调节至pH 值为6.0,减压浓缩成稠膏,60℃真空

烘干,得干膏5.28
 

kg。然后粉碎,用10倍量95%乙

醇回流提取4次,每次提取时间2
 

h,过滤,合并提取

液,减压回收乙醇,得醇提物150.81
 

g。醇提物用

600
 

mL蒸馏水混悬,先后用石油醚(60~90℃)(萃

取5次)、乙酸乙酯(萃取5次)和正丁醇(萃取5次)
进行萃取,回收溶剂,得到不同极性萃取物,分别为石

油醚萃取物5.88
 

g、乙酸乙酯萃取物3.95
 

g、正丁醇

萃取物57.82
 

g。3个不同极性部位萃取物即为供试

品原料。

1.2.2 细胞培养

  参照文献[14]的做法,有修改。NG108􀆼15的细

胞培养液为10%
 

FBS+1%
 

HAT+
 

DMEM,置于

37℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,1~2
 

d更换1次培养

液,每天观察细胞状态,保证细胞状态良好。

1.2.3 MTT法直接给药

  参照文献[14]的做法,有修改。取对数生长期的

NG􀆼108细胞,倒置显微镜下观察状态良好,消化混

悬均匀并调整细胞浓度为3×105 个/mL,接种于96
孔培养板中,每孔加200

 

μL细胞混悬液,置于37℃、

5%
 

CO2 的培养箱中培养24
 

h。吸去培养液,分组加

入药液,共分为5组:空白组、石油醚供试组、乙酸乙

酯供试组、正丁醇供试组和对照组(纯度为98.8%左

旋多巴配置成的不同浓度对照品溶液)。空白组设6
个复孔,每孔加200

 

μL培养液;供试组和对照组均分

别设7个不同浓度,分别为6.25
 

μg·mL
-1、12.50

 

μg·mL
-1、25

 

μg·mL
-1、50

 

μg·mL
-1、100

 

μg·

mL-1、200
 

μg·mL
-1、400

 

μg·mL
-1,每个浓度设6

个复孔,每孔加200
 

μL供试品溶液;加药后在培养箱

中继续培养48
 

h后离心吸去溶液,加PBS溶液,每孔

200
 

μL,再加 MTT溶液,每孔10
 

μL,继续培养4
 

h,
弃上清液。每孔加200

 

μL二甲基亚砜,摇床轻轻振

摇(转速为200
 

r·min-1)10
 

min,570
 

nm波长处测

OD 值,计 算 细 胞 抑 制 率 (IR)和 半 数 抑 制 浓 度

(IC50),计算公式:IR=[1-(给药细胞OD 值-板底

OD 值)/(空白细胞OD 值-板底OD 值)]×100%,

lgIC50=Xm-I(P-(3-Pm-Pn)/4),其中,Xm:

lg最大剂量,I:lg(最大剂量/相邻剂量),P:阳性反

应率之和,Pm:最大阳性反应率,Pn:最小阳性反

应率。

1.2.4 数据分析

  采用SPSS
 

20.0软件进行统计分析,结果以x±
s表示,组间采用t检验进行比较,P<0.05或P<
0.01表示有统计学显著性差异。

2 结果与分析

  如表1所示,石油醚萃取物、乙酸乙酯萃取物和

正丁醇萃取物体外对 NG108􀆼15细胞增殖均具有明
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显的抑制作用(P<0.05或P<0.01),且随着浓度

的增加抑制作用增强。给药浓度为6.25
 

μg·mL
-1

时,萃取物的抑制率均超过10%;给药浓度为200
 

μg·mL
-1 时,抑制率基本达到95%左右。3种萃取

物体外对NG108􀆼15细胞增殖的抑制作用IC50 分别

为37.14
 

μg·mL
-1,44.89

 

μg·mL
-1,49.03

 

μg·

mL-1。通过对比IC50 数值可以看出,石油醚萃取物

体外对NG108􀆼15细胞增殖的抑制作用最强,乙酸乙

酯萃取物的抑制作用次之,正丁醇萃取物的抑制作用

最弱。
表1 各组体外对NG108􀆼15细胞增殖的抑制作用数据(X±

S,n=5)

Table
 

1 Inhibition
 

data
 

of
 

each
 

group
 

on
 

NG108􀆼15
 

cell
 

prolif-

eration
 

in
 

vitro
 

(X±S,n=5)

组别
Group

浓度
Concentration
(μg·mL

-1)
OD 值

OD
 

value

抑制率
Inhibition

 

rate
 

(%)

IC50
(μg·
mL-1)

空白组
Blank

——— 0.888±0.179 ——— ———

左旋多巴
对照组
Levodopa

 

control
 

group

6.25 0.780±0.022 3.2
12.5 0.735±0.034 8.8
25 0.654±0.072** 18.6
50 0.368±0.067** 54.4
100 0.046±0.005** 94.3
200 0.042±0.002** 94.8
400 0.093±0.006** 88.4 44.56

石油醚组
Petroleum

 

ether
 

group

6.25 0.885±0.065 17
12.5 0.780±0.030## 26.9
25 0.703±0.010**## 34.0
50 0.474±0.034* 55.6
100 0.294±0.021**## 72.5
200 0.056±0.004** 94.7
400 0.031±0.005**## 97.1 37.14

乙酸乙
酯组
Ethl

 

ace􀆼
tate

 

group

6.25 0.732±0.129*# 15.3
12.5 0.669±0.155** 22.9
25 0.602±0.139** 30.6
50 0.470±0.167** 45.6
100 0.259±0.086**## 70.1
200 0.015±0.002**## 98.3
400 0.017±0.002**## 98.0 44.89

正丁醇组
N􀆼butanol

 

group

6.25 0.717±0.020 12.0
12.5 0.631±0.021*## 22.6
25 0.570±0.031## 29.9
50 0.477±0.085# 41.3
100 0.262±0.024*## 67.8
200 0.018±0.002**## 97.9
400 0.015±0.010**## 98.2 49.03

注:与空白组比较,*P<0.05,**P<0.01;与左旋多巴组比较,#

P<0.05,##P<0.01

Note:Compared
 

with
 

blank,*P<0.05,**P<0.01;compared
 

with
 

levodopa
 

control
 

group,#P<0.05,##P<0.01

3 讨论

  本实验通过 MTT法检测左旋多巴结晶母液(精
制工序的废水)的石油醚萃取物、乙酸乙酯萃取物和

正丁醇萃取物体外对 NG108􀆼15细胞增殖的抑制作

用,提示左旋多巴结晶母液中含有某些具有抗肿瘤活

性的化学成分。通过实验对比,可以发现废水不同极

性萃取物随着极性的增强,其对NG108􀆼15细胞增殖

的抑制作用强度减弱,抗肿瘤活性同样具有此规律,
这给今后开展深入研究提供方向。废水来自天然左

旋多巴的生产过程中精制工艺,其化学成分极有可能

包含天然左旋多巴的相关物质,即存在某种天然左旋

多巴的相关物对NG108􀆼15细胞增殖具有抑制作用,
此信息对于天然左旋多巴的相关物研究具有重要意

义。另有研究者发现,猫豆乙醇提取物不仅能有效刺

激3T3􀆼L1脂肪细胞消耗葡萄糖,改善胰岛素抵

抗[15],还能显著降低糖尿病小鼠体内的高血糖水平

并同时改善伴随Ⅰ型糖尿病所导致的机体氧化应

激[16]。左旋多巴结晶母液是以猫豆为原药材生产天

然左旋多巴的精制工序废水,也就是说其结晶母液与

猫豆提取物之间可能存在交叉,或许结晶母液中亦存

在某种成分具有改善胰岛素抵抗等作用,有待进一步

研究考证。

4 结论

  左旋多巴结晶母液的石油醚萃取物、乙酸乙酯萃

取物和正丁醇萃取物体外对 NG108􀆼15细胞增殖具

有明显的抑制作用,即具有一定的抗肿瘤活性,但具

体的有效成分等信息仍需要进一步深入研究。
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Abstract:The
 

proliferation
 

inhibition
 

effect
 

of
 

levodopa
 

crystallization
 

mother
 

liquor
 

extracts
 

prepared
 

by
 

dif-
ferent

 

polar
 

extraction
 

solvents
 

on
 

NG108􀆼15
 

cell
 

in
 

vitro
 

was
 

investigated.
 

In
 

the
 

process
 

of
 

producing
 

levo-
dopa

 

from
 

Stizolobium
 

cochinchinensis
 

(Lour),
 

petroleum
 

ether,
 

ethyl
 

acetate
 

and
 

n􀆼butanol
 

were
 

used
 

to
 

extract
 

the
 

crystallization
 

mother
 

liquor
 

concentrate
 

respectively,
 

and
 

then
 

MTT
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

each
 

extract
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

NG108􀆼15
 

cell.
 

The
 

experimental
 

results
 

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 

the
 

extracts
 

of
 

petroleum
 

ether,
 

ethyl
 

acetate
 

and
 

n􀆼butanol
 

all
 

showed
 

a
 

significant
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

NG108􀆼15
 

cell
 

(P<0.05
 

or
 

P<0.01),
 

and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

became
 

stronger
 

while
 

the
 

extract
 

concentrations
 

increased.
 

The
 

IC50 was
 

37.14
 

μg·mL
-1,

 

44.89
 

μg·mL
-1,49.03

 

μg·mL
-1,

 

respectively.
 

It
 

shows
 

that
 

the
 

levodopa
 

crystal
 

mother
 

liquor
 

has
 

a
 

significant
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

NG108􀆼15
 

tumor
 

cell,suggesting
 

that
 

the
 

mother
 

liquor
 

contains
 

some
 

components
 

that
 

have
 

good
 

tumor
 

cell
 

inhibitory
 

activity,
 

which
 

needs
 

further
 

research
 

and
 

development.
Key

 

words:Stizolobium
 

cochinchinensis
 

(Lour),levodopa,extract,MTT
 

assay,NG108􀆼15
 

cell
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