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眼还原酶法进行芥蓝抗癌活性的快速检测

张海峰向南王平汪俏梅*

(浙江大学园艺系，农业部园艺植物生长发育与生物技术重点开放实验!宅，杭州 310029)

摘要 研究了不同提取方法，不同细胞裂解剂和眼还原酶(QR)反应泣的培育时间对 QR 法

分析的影响。结果表明，芥蓝组织用磷酸缓冲液(5 mmol/L KzHP04-KHzP04' 1 mmol/L EDTA, pH 

7.6)提取效果良好，与常用的三元试剂提取法效果相当。这种方法简单而有效，优于其他有机溶剂

提取法。 0.4%乙基苯基聚乙二醇(NP40)可以替代细胞裂解剂-0.8% 毛地黄皂苦用于 QR 分析，

且效果良好， QR反应中反应液的培育时间以 5-10 min 为宜。

关键词 酿还原酶法:芥蓝:抗癌活性

芥蓝是-种我国特产的十字花科芸墓属甘蓝类

蔬菜，以花茎为主要食用器官。对芥蓝食用器官的

芥子油昔组分分析表明，芥蓝中含多种芥子油昔组

分，特别是含丰富的萝卡硫昔(glucoraphanin)[l ， Zl 。

萝卡硫昔的降解产物萝卡硫素(sulforaphane)具有很

强的抗癌功效[3]。酿还原酶(quinone reductase, QR) 

是致癌代谢中一种主要的阶段 2 诱导酶，可使阶段

1 酶产生的活化中间产物解毒而形成解毒产物。各

种抗癌化合物一般通过诱导 QR 等酶丽发挥抗癌作

用，因此 QR 活性叮作为衡量抗癌活性的指标之

→。 QR法就是利用通常不产生 QR活性的小鼠肝癌

细胞 Hepalclc7 进行动物细胞培养，再用各种植物

提取液诱导培养在酶标板各孔中的肝癌细胞，使其

产生酿还原酶活性，并通过→系列连续的氧化还原

反应使染料物质四甲基偶氨略蓝变为还原态而变色

发生显色反应，通过酶标仪测定酶标板各孔中的吸

光度来计算 QR 活性。我们研究了植物提取方法、

细胞裂解剂和 QR反应时间等对QR法测定结果的影

响，发展了二种简便可行、经济快速的芥蓝抗癌活

性分析方法。

1 材料与方法

1.1 化学试剂

NADP , FAD、四甲基偶氮哇蓝(MTT)、甲荼

酷、 6- 磷酸葡萄糖、 6- 磷酸葡葡糖脱氢酶、胎牛

血清购于 Sigma 公司，毛t也黄皂昔(digitonin)购于

Roche 公司，其他试剂为分析纯或细胞培养级别。

1.2 植物材料

将新鲜采收的芥蓝可食部分花墓(包括嫩茎叶)

切成 1 cm 长大小，混匀后称取 500 g 鲜重样品在

液氮中冷冻后，在 70.C下制成冷冻干燥样品，并

研磨成粉末状贮藏于 4 .C-f聚乙烯封口袋中待用。

样品在冷冻干燥前后分别称重以计算鲜/干重比。

1.3 提取方法

(1)取 20 mg 冻干粉用 1 ml 乙睛 4 .C下浸提 24

h，浸提液过滤后于低于 40.C 的温度下在旋转蒸发

器中蒸发干燥，干燥产物溶于 50μl 乙腊后置于一20

℃待用。 (2) 20 mg 冻干粉加 0.4 ml 水在1.5 ml 

离心管中用微型电动聚乙烯匀浆器匀浆后在室温中

放置 1 h，加入 0.6 ml 热的 70% 甲醇在 70.C下提

取 15 min，自然冷却l至室温后 16 000 g 离心 10

min，取上清液置于←20.C待用。 (3) 20 mg 冻干粉

以 100μl 水在1.5 ml 离心管中用微型电动聚乙烯匀

浆器匀浆后，定容至 1 m l. 16 000 g 离心 10 min , 

取上清液置于 -20.C待用。 (4) 20 mg 冻下粉以 100

μ1磷酸浸提缓冲液(5 mmol/L KZHP04-KHzP04' 1 mmoV 

L EDTA, pH 7.6)在1.5 ml 离心管中用微型电动聚乙

烯匀浆器匀浆后，定容至 1 m l. 16 000 g 离心 10

min，取上清液置于 -20 .C 待用。 (5) 20 mg 冻干粉

用 1 ml 有机三元提取液(二甲基亚矶、二甲基甲酷

版和乙腊等体积混合)匀浆后，在 -50 .C 下浸提 1
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h，再以 16 000 g 离心 10 min，取上j青液置于一20

℃待用。

1.4 小鼠肝癌细胞的诱导

小鼠肝癌细胞Hepalclc7培养在一个恒温的CO2
(C02 浓度 5%)培养箱中，箱内温度 37 'C ， 培养基

为加了 10% 胎牛血清(FCS)的基本培养基。为测定

植物提取液的 QR 诱导潜能，将小鼠肝癌细胞培养

在 96 孔板上，每个孔中培养 10000 个细胞，待生

长 24h 后，加入含有连续稀释的待测提取液的新鲜

培养基进行诱导，再培养 24 h。通常将 20μl 的各

种提取液以培养基稀释至 4 mI，并配制成系列两倍

稀释液。最终注入到每个孔中的培养基为 200μ1，

其中提取液溶剂的浓度是 0.5%。对于三元提取液，

我们还在每个孔中加入了终浓度为 0.5 mmoI/L的抗

坏血酸和 0.003 个单位的葡萄糖硫昔酶(Sigma)以使

芥子油背水解完全。

1.5 酿还原酶活性的检测

小鼠肝癌细胞在含有植物提取液的培养基中培

养 24 h 后，可进行酿还原酶活性分析。首先将细

胞培养基轻轻倒出，然后在每个孔中加入 50 mI 的

细胞溶解液，分别为(1) 0.8% 毛地黄皂昔， 2 mmoI/ 

L EDTA, pH 7.8 ，或(2) 0.4%的乙基苯基聚乙二醇

进行细胞裂解。细胞在 37 'C下裂解 10 min 后，在

室温下将 96 孔板置摇床中 100 r/min 震荡 10 min , 

然后在每个孔中加入 200μ1 QR 分析试剂进行检测

QR 活性分析。 QR 分析试剂的配方为: 25 mmoI/ 

L Tris-HCI (pH 7.4), 1 mmoI/L 6- 磷酸葡萄糖， 50 

mmoI/L甲荼酿， 30 mmoI/L NADP, 5 mmoIIL FAD, 

0.07% 胎牛血清， 0.03% MTT, 0.01 %吐温 20 和每

毫升 2 单位的酵母葡萄糖 6 磷酸脱氢酶。反应混合

物分别在室温F培育 5 、 10 、 15 min 后加入 50μl

0.1 moI/L HCI 终止反应。每一个 96 孔微量滴定板

设一排(8 孔)零时间对照，在加入 QR 分析试剂前加

入反应终止液。在酶标仪(Thermo MK3 型)中测定

96 孔板反应液在 595 nm 时的吸光度。各处理组 8

个孔的吸光度的平均值需扣除零时间对照组 8 个孔

吸光度的平均值。细胞密度测定采用龙胆紫染色

法，在 490 nm 确定吸光度[4]。植物提取物诱导 QR

的潜能分别以处理组在 595nm 吸光度与未处理组的

相应吸光度的比值(QR 活性) ;或以每克鲜重或干

重的 QR 活性诱导单位数表示，其中特异 QR 活性

为 QR 活性与该浓度下的细胞密度的比值。一个 QR

诱导活性单位定义为在'个含有 200μl 细胞培养基

·技术与方法·

的微量滴定板孔中能够使特异 QR 活性加倍所需的

植物材料的量。

2 结果与讨论

芥蓝中含一些种类的甲基亚磺酌;院基芥子油

昔，特别是含丰富的萝卡硫昔，这些芥子油昔的降

解产物甲基亚磺酷炕基异硫代霞酸盐是哺乳动物阶

段 2 解毒酶(如 QR 和谷脱甘肤硫转移酶)的有效诱导

剂。在本实验中我们采用常规的二元提取法，根据

我们原来在拟南芥中发展的 QR 法[43l，检测了芥蓝

提取液在培养的小鼠肝癌细胞中诱导 QR 活性的潜

能， QR 比色分析表明芥蓝花墓中含可检测的阶段 2

酶诱导剂的水平(图1)。在诱导浓度为 4 mg/mI 培养

基的浓度下， QR 活性达到最高值(4.65) ，随着诱

导浓度的增加，特别是大于 2 mg/mI 之后，细胞密

度逐渐降低，表现出一定的细胞毒性。在诱导浓度

为 8 mg/mI 时， QR 特异活性达到最高值(5.36)(图

为了进→步简化实验程序，减低检测成本，我

们对 QR法进行了改进。目前关于 QR法中植物提取

液的制备有各种方法，最常见的是有机溶剂提取

法，既有采用单一-种有机溶剂(如乙睛或甲醇)提

取的I61]，也有采用几种有机溶剂(如三元试剂)提取

的方法IB] ，这些有机溶剂大部分有毒，并且提取时

需要高温(如甲醇 70 'C)或低温条件(如三元试剂 50

'C) 。由于三元试剂可以使葡萄糖硫背酶失活，使

用这-试剂提取，并人为补充葡萄糖硫昔酶进行

QR 分析，可以精确分析来源于芸墓属植物的芥子

油昔的 QR诱导活性[8]。由于芥子油昔有很好的水溶

性，因此在本实验中，我们设计了直接用水或 pH

7.6 的磷酸缓冲液进行提取。因为在组织匀浆过程

中，葡萄糖硫昔酶催化的芥子油昔的降解过程在中

性条件下有利于异硫代氨酸盐的生成，在酸性条件

下则有利于乙腊的生成。通过比较几种不同的提取

方法的效果，我们发现用磷酸缓冲液提取法测定的

QR 诱导活性与三元试剂法提取测定的结果相当(表

1) ，因此，磷酸缓冲液提取法是一个非常理想的方

法，简便安全、快速有效。

QR 法测定的成本较高，主要在于使用的细胞

裂解剂毛地黄皂昔非常昂贵，所以我们尝试用较为

廉价的 NP40 进行替代，结果表明是可行的，两种

方法测定的 QR 诱导活性没有显著差异(表 2) 。此

外，我们还实验了不同的 QR 反应液培育时间对测
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图 1 芥蓝提取液对Hepalc1c7 小鼠肝癌细胞QR活性的诱导

(A)QR 活性的诱导; (B)细胞密度: (C)不同稀释倍数 fQRi舌性，

QR 特异活何手rHlIl胞密度的变化。 Hepa1clc7 小鼠肝癌细胞培养

在酶你板的每 个fU:，用连续 2 衍稀释的芥蓝二元提取液诱导

后进行 QR 反应测应(以 0.8% 毛地黄皂背为细胞裂解剂， QR 反同

时间为 10 min) 。但)中 QR 活性是不同浓度的提取液经 QR 反应后

在 595 nm 的吸光度与对照的吸元度的比值，细胞密度是不同浓

度的提取液经龙胆紫反应后在 490 nm 的吸光度与对照的吸光度的

比值， QR 特异活性是 QR 活性和1细胞密度的比值。

定结果的影响，表明 QR 反应时间在 5-10 min 比较

适宜，如果反应时间太长，反而会使测定结果偏低

(表 3) 。

用这种小鼠肝癌细胞培养的 QR 法可快速、大

表 1 不同提取方法对芥蓝提取液 QR诱导潜能的影晌。 QR

诱导潜能以每克鲜重诱导的单位数表示， 3;~欠重复 (n=3)

提取方法 诱导潜能(units/g)

4364土386'

8392土572 b

5600土490'

9979-I757' 

乙腊

甲醇

水

磷酸缓冲液

二元提取液 11189土 806'

以 0.8% 毛地黄皂音为细胞裂解剂， QR 反应时间为 10 min 。

第二列不同字母(a 、 b 、 c 、 d)表示两者差异显著(P<O.O日，相

同字母表示差异不显著。

表 2 不同细胞裂解剂对芥蓝提取液 QR 诱导潜能的影晌 o

QR诱导潜能以每克鲜重诱导的单位数表示， 3 次重复(n=3)

裂解剂 诱导潜能(units/g)

0.8% 毛地黄皂音 10478土772'

0 .4%NP40 10278 -I758' 

磷酸缓冲液提取法，第二列中 a 表不两者差异不显著(P<

0.05) 

表 3 不同 QR 反应时间对芥蓝提取液 QR 诱导潜能的影晌。

QR诱导潜能以每克鲜重诱导的单位数表示 ， 3ì.欠重复(n=3)

QR 反应时间(min) 诱导潜能(units/g)

5 10098土746b

10 10226 -I777 b 

15 10069土769'

磷酸缓冲液提取法， 0.4 %NP40 为细胞裂解剂。第二列不同

字母(a 、 b)表示两者差异显著(P<0.05) ， 相 [6]字母表示差异不显

著。

量地测定芥蓝组织中的天然抗癌化合物的抗癌活

性，可用于比较芥蓝不同品种之间抗癌活性的差

异，筛选出抗癌活性特别强的品种，也可用于其他

作物抗癌活性的快速检测。
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Rapid Detedion of Anticancer Activity of Chinese Kale by 
Quinone Reductase Bioassay 

Hai-Feng Zhang, Xun Xia吨， Ping.‘.Wang, Qiao-Mei Wang* 
(Department of Horticulture, The Sωte Agriculture Ministry Laboratoη of Horticultural Plant Growth, Development & 

Biotechnology, Zhejiang Universi纱， Hangzhou 310029, China) 

Abstract Effect of different extract methods , lysing solutions , and the incubation time of quinone 

reductase (QR) reaction mixtures on bioassay was studied, and the results showed that the QR inducer potency of 

Chinese kale phosphate buffer (5 mmolJL KzHP04-KHzP04' 1 mmolJL EDTA, pH 7.6) extracts was comparable to 

the potency of common triple solvent extracts. Extraction with phosphate buffer was better than other methods 

extraction with organic solvents because of its simplicity and effectiveness. 0.4% Nonidet P-40 could be substituted 

for 0.8% digitonin during celllysis in QR assay. The suitable incubation time of QR reaction mixtures in QR assay 

was 5 to 10 minutes. 

Key words quinone reductase bioassay; Chinese kale; antÍCancer activity 
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