
附件2：
推荐号：120－427

项目名称：金莲花中荭草苷和牡荆苷抗衰老及抗肿瘤作用机制研究
该项目针对目前临床上急需寻找和开发毒副作用小、疗效好和诱导肿瘤细胞凋亡的抗肿瘤、抗衰老新药物问题，对张家口坝上地区野生金莲花总黄酮及其有效成分单体荭草苷合牡荆苷分离提取技术和金莲花总黄酮及其荭草苷和牡荆苷抗肿瘤和抗衰老活性进行了科学研究。建立了制备液相色谱(PHPLC)分离纯化金莲花黄酮单体荭草苷和牡荆苷的色谱条件，分离制备的荭草苷和牡荆苷单体（纯度98.8%以上），运用先进生物学技术，进行了金莲花总黄酮抗肿瘤谱及对人乳腺癌MCF-7体外抗肿瘤作用和荭草苷、牡荆苷对人食管癌EC-109的体外抗肿瘤作用机制研究。将整体动物结合起来，多指标，多靶点，多途径探讨荭草苷和牡荆苷对D-半乳糖致衰老小鼠的抗氧化作用机制，突破以往单一的研究方法或手段。研究了荭草苷和牡荆苷对人红细胞的保护作用机制。研究成果对深入开发金莲花药用价值具有重要意义。该项目研究内容真实可靠，主研人员排序合理无争议。 

    同意推荐河北省科技进步三等奖。

完成单位：河北北方学院
推荐单位：河北省教育厅
项目简介：肿瘤仍是当今世界直接危及人类生命的一种最常见，最严重的疾病。癌症化疗是临床治疗癌症的重要方法，但大多数西药抗肿瘤药物对癌症细胞和人体正常细胞的选择型差别不大，因而在应用过程中的不良反应广泛且严重，造成很多病人不能耐受化疗，使癌症化疗的疗效受到很大限制。与此同时，衰老及与衰老相关的疾病也已成为世界范围内日益严重的医学问题和社会问题。目前临床上急需寻找和开发毒副作用小、疗效好和诱导肿瘤细胞凋亡的抗肿瘤、抗衰老新药物。近年来，植物来源的抗肿瘤和抗衰老药物重新引起重视，植物来源的化合物不只对发现新药有巨大的潜力，还可为设计更理想的新药提供独特的新的化学结构，目前已成为世界各国新药研究的有效途径之一。黄酮化合物是植物体内信号分子及中间体或代谢产物，种类多，结构复杂，多种黄酮类化合物具有明显的抗肿瘤和抗衰老作用。
针对上述问题，项目组以河北省教育厅和张家口市科技计划项目为依托，对张家口坝上地区野生金莲花总黄酮及其有效成分单体荭草苷和牡荆苷分离提取技术和金莲花总黄酮及其荭草苷和牡荆苷单体抗肿瘤和抗衰老活性进行了科学研究。经过9年研究，取得的创新性成果如下：
1. 建立了PHPLC条件： ZORBAX SB-C18( 21.2 mm×250 mm，7 µm )，流动相：乙腈:1%乙酸＝15:85，柱温：25℃，流速：20 ml·min-1，检测波长：340 nm，进样量：6 ml，馏分收集：基于峰，阈值：2.2 min。
建立HPLC条件： Hypersil BDS C18 ( 4.6×150 mm，5 μm )色谱柱，流动相为乙腈-1%乙酸溶液 (15:85)，流速为1.0 ml·min-1，柱温30℃，检测波长340 nm。

张家口坝上金莲花总黄酮含量为24.6%，荭草苷2.73%，牡荆苷1.44%（占生药）。经中科院核磁共振研究所1H-NMR鉴定，制备荭草苷、牡荆苷与其标准品中所含的活泼氢化学位移值一致。HPLC纯度测定达98.8%以上。

2．金莲花总黄酮以及单体荭草苷具有很强体外抑制作用：·O2-、DPPH、·OH作用和保护红细胞的活性，金莲花黄酮单体牡荆苷对·O2-、DPPH 清除以及保护红细胞具有较好的活性且呈量效关系，但清除·OH 作用不明显。荭草苷和牡荆苷对人红细胞氧化损伤及自然老化的保护作用是通过直接对抗自由基损伤和保护抗氧化酶系活性以及维持红细胞形态和膜骨架结构的完整性而实现的。
3．荭草苷和牡荆苷具有改善D-半乳糖致衰老小鼠一般状态，延缓衰老小鼠脑组织的萎缩；具有提高小鼠血清及小鼠肝、脑、肾组织中SOD、CAT、GSH-PX、Na+-K+-ATP、Ca2+-Mg2+-ATP酶的活性和降低MDA的含量的活性；具有降低小鼠脑组织中脂褐素的含量以及改善衰老小鼠海马区神经细胞结构的功能。荭草苷和牡荆苷的高剂量组与维生素E作用相当。
4．金莲花总黄酮能够诱导K562、HeLa、Ec-109、NCI-H466 、MCF-7、 A549等肿瘤细胞发生凋亡，流式细胞仪检测TERT，其数量的减少与所用金莲花黄酮浓度呈正相关，能够抑制人乳腺癌MCF-7端粒酶活性。荭草苷和牡荆苷对人食管癌EC-109和人乳腺癌MCF-7细胞体外生长、增殖具有明显的抑制作用，均能够诱导EC-109和MCF-7细胞凋亡，对EC-109肿瘤细胞其抑癌基因P53的表达显著升高，癌基因bc1-2的表达明显降低，并成剂量依赖性。对MCF-7肿瘤细胞的凋亡作用可能与降低NF-κB及激活caspase-9（3）通路有关。相同浓度进行比较，抑制EC-109细胞增殖及诱导凋亡的效果，荭草苷的作用强于牡荆苷。金莲花总黄酮对MCF-7具有促凋亡作用，在一定浓度范围内呈量效关系。
主要创新点：
1．PHPLC制备金莲花黄酮单体荭草苷和牡荆苷（纯度98% 以上）；
2．通过多途径、多环节、多靶点研究，表明荭草苷和牡荆苷对人红细胞氧化损伤及自然老化的保护作用是通过直接对抗自由基损伤和保护抗氧化酶系活性以及维持红细胞形态和膜骨架结构的完整性而实现的。高剂量荭草苷和牡荆苷与维生素C作用相当；
3．采用D-半乳糖致衰老小鼠模型，将整体动物结合起来，研究表明荭草苷和牡荆苷具有延缓衰老小鼠脑组织的萎缩，改善衰老小鼠海马区神经细胞结构的功能。荭草苷和牡荆苷的高剂量组与维生素E作用相当；突破以往单一的研究方法或手段。
4．运用先进生物学技术，研究表明金莲花总黄酮具有广泛的抗瘤谱作用，相同浓度荭草苷和牡荆苷抑制人食管癌EC-109细胞增殖及诱导凋亡的效果，荭草苷的作用强于牡荆苷，该结果为抗肿瘤药物的选择提供了构效依据。
主要完成单位及其贡献：
完成单位：河北北方学院。在项目研究过程中，河北北方学院作为项目的承担单位，提供了研究所需的仪器设备和匹配的研究资金，配备了高素质的研发人员，组建了一支作风过硬、技术领先的科研团队，同时还对项目进行了有效的科研管理，为项目的顺利完成提供了物质、人员、技术、管理等方面的保障。
推广应用及社会效益情况：
1．本研究为金莲花作为抗肿瘤和抗衰老新药的研制、开发、利用提供了有力的实验依据。
2．通过荭草苷和牡荆苷的抗肿瘤和对人红细胞保护作用研究，为抗肿瘤和抗衰老新药物的研制与开发提供了新的动力，尤其是在结构效应关系上提供了较好的理论依据，荭草苷锌配合物的研制，为黄酮碳苷类金属配合物研究提供了实验依据。
3．张家口坝上地区野生金莲花资源丰富，为进一步深入开发坝上金莲花中药资源拓宽了新领域，带动了中药金莲花这一领域的相关研究，提升了金莲花的药用价值。
4．本研究已培养8名硕士学位研究生，目前，还有4位研究生在做相关科学研究，达到了科学研究促进科学发展和人才培养的双重效益。
曾获科技奖励情况：
《金莲花有效成分抗肿瘤机制及药动学研究》张家口市科技进步一等奖（2012），
《金莲花总黄酮及有效成分单体抗衰老作用机制研究》张家口市科技进步二等奖（2013）。
发表的论文、取得的专利、软件著作权情况：
发表的论文：
Fang An，Guodong Yang，Jiaming Tian，Shuhua Wang*. Antioxidant effects of the orientin and vitexin in Trollius chinensis Bunge in D-galactose-aged mice[J]. Neural Regeneration Research，2012，7（33），2565-2575. （SCI收录）
Fang An，Shuhua Wang，Qingqing Tian，Dengxiang Zhu. Effects of orientin and vitexin from trollius chinensis on growth and apoptosis of esophageal cancer EC-109 cells. Oncology Letters. 2015，10（4），2627-2633. （SCI收录）
Fang An，xinxin Cao，Haiqi Qu，Shuhua Wang．Attenuation of oxidative stress of erythrocytes by plant-drived flavonoids -Vitexin and Apigenin. Pharmazie. 2015，70，724-732 （SCI收录）
Fang An，Shulin Wang，Danhua Yuan，Yuewen Gong，Shuhua Wang．Attenuation of oxidative stress of erythrocytes by plant-derived flavonoids，orientin and luteolin．Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine，2016，Article ID 3401269，8pages．（SCI收录）
Tan Xiaohong，An Fang，Wang Shuhua．Pharmacokinetics and Tissue Distribution of Orientin from Trollius chinensis in Rabbits．Chinese Herbal Medicines．2013，5（2），116-120

6. 蒋伟，屈海琪，王书华. 金莲花中荭草苷和牡荆苷对D-半乳糖致衰老小鼠脑损伤保护作用研究[J]. 中草药，2012，43（7），1376-1380
7. 朱登祥，安芳，王书华等. 牡荆苷对人食管癌EC-109肿瘤细胞生长及凋亡影响[J]. 中草药，2012，43（9），1376-1380
8. 颜娟，曲彩红，安芳. PHPLC法分离纯化金莲花中荭草苷和牡荆苷[J]. 中成药，2011，33（4），655-658

主要完成人情况表
	排  名
	姓  名
	技术职称
	工作单位
	完成单位
	本项目中的贡献
	曾获科学技术奖励情况

	1
	安芳
	教授
	河北北方学院
	河北北方学院
	项目总负责人，负责项目研究方案的设计与组织实施，完成了荭草苷和牡荆苷单体制备，对D-半乳糖致衰老小鼠抗衰老及对人红细胞保护作用研究，金莲花总黄酮，荭草苷和牡荆苷抗肿瘤研究。对创新点1、2、3、4有贡献，旁证材料：SCI科研论文，科研工作量占80%。
	河北省科技进步三等奖（2007JB3047-3）,获张家口市科技进步一等奖（2012JB1018-01）张家口市科技进步二等奖

	2
	王书华
	教授
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了荭草苷药代动力学研究，完成了对D-半乳糖致衰老小鼠抗衰老及对人红细胞保护作用研究，金莲花总黄酮，荭草苷和牡荆苷抗肿瘤研究。对创新点1、2、3、4有贡献，旁证材料：SCI及中文核心期刊论文，科研工作量占70%。
	河北省科技进步三等奖（2007JB3047-4）张家口市科技进步一等奖（2012JB1018-02）,获张家口市科技进步二等奖（2013JB2021-01）

	3
	颜娟
	讲师
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了金莲花黄酮及其荭草苷和牡荆苷的制备及其药代动力学研究。对创新点1有贡献，旁证材料：中文核心期刊论文，科研工作量占30%。
	张家口市科技进步一等奖（2012JB1018-07）

	4
	田嘉铭
	实验师
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了对D-半乳糖致衰老小鼠部分抗衰老研究内容。对创新点3有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占20%。 
	张家口市科技进步一等奖（2012JB1018-06）获张家口市科技进步二等奖（2013JB2021-04）

	5
	田青青
	研究生
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了金莲花总黄酮，荭草苷和牡荆苷抗肿瘤研究。对创新点4有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占20%。
	无

	6
	屈海琪
	研究生
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了牡荆苷对人红细胞保护作用研究。对创新点2有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占20%。
	获张家口市科技进步二等奖（2013JB2021-09）

	7
	袁丹华
	研究生
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了荭草苷对人红细胞保护作用研究。对创新点2有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占20%。
	获张家口市科技进步二等奖（2013JB2021-10）

	8
	王树林
	研究生
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了荭草苷对人红细胞保护作用研究。对创新点2有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占10%。
	无

	9
	曹欣欣
	研究生
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了牡荆苷对人红细胞保护作用研究。对创新点2有贡献，旁证材料：SCI论文，科研工作量占10%。
	无

	10
	
	
	
	
	
	


完成人合作关系说明
1．2007年-2010年，安芳、王书华、颜娟共同完成了荭草苷和牡荆苷单体制备及其在新西兰白兔体内药代动力学研究。证明材料：
[1] Tan Xiaohong，An Fang，Wang Shuhua．Pharmacokinetics and Tissue Distribution of Orientin from Trollius chinensis in Rabbits．Chinese Herbal Medicines．2013，5（2），116-120
[2] 颜娟，曲彩红，安芳. PHPLC法分离纯化金莲花中荭草苷和牡荆苷[J].中成药，2011，33（4），655-658
2．2008年-2012年，安芳、王书华、田嘉铭等共同完成了体外抗氧自由基研究和对D-半乳糖致衰老小鼠抗衰老作用研究。证明材料：
[1] Fang An，Guodong Yang，Jiaming Tian，Shuhua Wang*. Antioxidant effects of the orientin and vitexin in Trollius chinensis Bunge in D-galactose-aged mice. [J]. Neural Regeneration Research，2012，7（33），2565-2575（SCI收录）

[2] 蒋伟，屈海琪，王书华. 金莲花中荭草苷和牡荆苷对D-半乳糖致衰老小鼠脑损伤保护作用研究[J]. 中草药，2012，43（7），1376-1380

3．2011年-2016年，安芳、王书华、王树林、曹欣欣、屈海琪、袁丹华等合作完成了荭草苷和牡荆苷对人红细胞保护作用研究。证明材料：
[1] Fang.An，Shulin Wang，Danhua Yuan，Yuewen Gong，Shuhua Wang．Attenuation of oxidative stress of erythrocytes by plant-derived flavonoids，orientin and luteolin． Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine，2016，Article ID 3401269，8pages（SCI收录）
[2] Fang.An，xinxin Cao，Haiqi Qu，Shuhua Wang．Attenuation of oxidative stress of erythrocytes by plant-drived flavonoids -Vitexin and Apigenin. Pharmazie. 2015，70，724-732 （SCI收录）
4．2007年-2015年，安芳、王书华、田青青等共同完成了金莲花黄酮对人乳腺癌MCF-7作用机制研究。完成了荭草苷和牡荆苷单体对人食管癌EC-109作用机制研究。证明材料：

[1] Fang An，Shuhua Wang，Qingqing Tian，Dengxiang Zhu. Effects of orientin and vitexin from trollius chinensis on growth and apoptosis of esophageal cancer EC-109 cells. Oncology Letters. 2015，10(4) ，2627-2633（SCI收录）
[2] 朱登祥，安芳，王书华. 牡荆苷对人食管癌EC-109肿瘤细胞生长及凋亡影响[J]. 中草药，2012，43（9），1376-1380
完成人合作关系情况汇总表

	序号
	合作方式
	合作者/

项目排名
	合作时间
	证明材料

	1
	共同论文
	安芳/通讯作者，颜娟/1，王书华/3
	2007年-2010年
	附件：论文

	2
	共同论文
	安芳/通讯作者，，田嘉铭/3，王书华/通讯作者
	2008年-2012年
	附件：论文

	3
	共同论文
	安芳/1，王树林/1曹欣欣/1，袁丹华/2，屈海琪/2，王书华/通讯作者
	2011年-2016年
	附件：论文

	4
	共同论文
	安芳/1,田青青/3,王书华/2
	2007年-2015年
	附件：论文

	5
	共同获奖
	安芳/1,王书华/2,田嘉铭/6颜娟/7
	2012年
	附件：获奖证书

	6
	共同获奖
	王书华/1,田嘉铭/4屈海琪/9，袁丹华/10，安芳/12
	2013年
	附件：获奖证书
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