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要!为研究紫竹盐的抗炎和抗癌功效%采用炎症因子试剂盒检测粗海盐*精制海盐和紫竹盐对小鼠单核巨噬细
胞
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的一氧化氮!
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"%以及炎症因子肿瘤坏死因子
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"和白细胞介素
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"含量的影响%并采
用流式细胞仪测定
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种盐对肝癌细胞
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*正常肝细胞
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凋亡的影响&结果表明'紫竹盐能显著抑制
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释放及降低
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的分泌%具有较好的抗炎活性#在
$>"c

质量分数下%紫竹盐对肝癌细胞的凋亡率高达
""jE"clE>$Dc

%高于紫杉醇!

K%>%"cl!>"Dc

"*粗海盐!

!%>$#clK>%Dc

"和精制海盐!
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"#在相
同质量分数下%紫竹盐对正常肝细胞的凋亡率为

D>E"cl$>K%c

%低于紫杉醇!

#!>DAcl#>#Dc

"*粗海盐!

#%>KEcl

$jKBc

"和精制海盐!

%">D#cl%>KAc

"&紫竹盐的抗炎和抗肝癌活性研究%可为后续紫竹盐产品的开发提供理论依据&
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食盐是人类日常饮食中不可或缺的调料之一%它除了维持细胞渗透压之外%还与一些疾病如高血压*

肥胖等密切相关+

%

,

&竹盐是将日晒海盐放入新鲜楠竹桶中%用黄土封盖%以松枝为燃料%在
D$$

$

%!$$m

高
温下煅烧而成&经过

A

次煅烧的竹盐%因其颜色表现为蓝紫色%又称之为紫竹盐+

#

,

&

经过高温煅烧%竹盐与竹筒*黄土中的微量元素充分融合%使得其中金属元素!如钙*硅*钾*镁*铁*

锌*硒等"的种类和含量均高于普通食盐#此外%高温煅烧还可以有效降低砷*铅和汞等重金属及有机污染
物!二英和多氯联苯等"含量%因而具备了一些独特的功能&金属微量元素是人体所必需的矿物元素%

对人体的生理健康起重要作用&人体的一些疾病与某些金属微量元素的失衡有关%一旦高于或者低于平
衡水平%就可能会引发人体疾病+

!

,

&目前%对竹盐的研究主要集中在
%

次煅烧制得的竹盐上%且主要研究
其抗氧化+

KCE

,

*抗炎+

"CB

,

*抑菌+

D

,

*保护肝脏*治疗胃肠道疾病+

AC%$

,

*抑制肿瘤细胞增殖+

%%C%#

,及抗皮肤衰
老+

%!C%K

,等方面&紫竹盐是经过
A

次煅烧工艺而制得的产品%其矿物元素含量多于
%

次煅烧竹盐*精制海
盐和粗海盐%与

%

次煅烧竹盐相比%紫竹盐具有更好的生理活性和保健功效&目前关于紫竹盐对抗细胞
炎症和抗肝癌的作用研究较少%因此%研究紫竹盐抗炎活性的功效及对肝癌细胞和正常肝细胞凋亡的影
响%能为紫竹盐产品的进一步开发提供理论依据&
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材料与方法
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材料与仪器
紫竹盐*精制海盐*粗海盐%浙江临安三和园竹盐食品有限公司#鹰的最小培养基!
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"*胎牛血清*紫
杉醇*青霉素*链霉素*人肝癌细胞!

R0

M

S#

"*人正常肝细胞!
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"%武汉普诺赛生命科技有限公司#
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二甲基噻唑
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二苯基四氮唑溴盐!
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"%赛国生物科技有限责任公司#格里斯试剂盒
!

S)2066

试剂盒"*聚氰基丙烯酸正丁酯试剂盒!

ỲO

试剂盒"*肿瘤坏死因子
C

/

试剂盒!

<?FC

/

试剂盒"*白细
胞介素

C%

,

试剂盒!

QUC%

,

试剂盒"*细胞凋亡检测试剂盒!

O**0Z2*=CFQ<Y

试剂盒"%武汉博士德生物工程有
限公司#小鼠单核巨噬细胞!

]OT#"K>B

"%上海富衡生物科技有限公司#多功能酶标仪!
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M

0:7)+P+Z2@!

"%美
谷分子仪器有限公司#二氧化碳培养箱!

`̀%E$
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'

级生物安全柜!
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"%美国赛默飞世尔
科技公司#倒置显微镜!

Ŷ VE!

"%日本奥林巴斯公司#
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流式细胞仪%美国贝克曼库尔特有限公司&
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试验方法
%>#>%
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紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
]OT#"K>B

细胞炎症的影响的测定
%>#>%>%

!

]OT#"K>B

细胞传代培养
!

]OT#"K>B

细胞复苏后%用质量分数为
%$c

的胎牛血清的
@PHP

培养液%于
!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培养&传至
!

代后%待细胞状态
稳定后分组试验&
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期 季红福%等'紫竹盐的抗炎作用及抗肝癌活性研究
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紫竹盐!精制海盐和粗海盐对
]OT#"K>B

细胞增殖的测定
!

试验分组'配制最终样品质量分
数分别

$c

*

$>%c

*

$>#c

*

$>Kc

*

$>"c

和
$>Dc

的
@PHP

细胞培养液&在
A"

孔板中加入混合均匀的细
胞悬浮液

%$$

(

U

!每孔
%b%$

K个细胞"%培养
#K/

后弃培养液%按上述分组加入
%$$

(

U

盐样品培养基%

于
!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培养
#K/

&采用
P<<

法+

%%

,测定不同质量分数
样品对细胞存活率的影响&

%>#>%>!
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紫竹盐!精制海盐和粗海盐对
U\9

诱导的
]OT#"K>B

细胞因子的影响的测定
!

将
]OT#"K>B

细胞计数%在
#K

孔板中加入混合均匀的细胞悬浮液
%IU

!每孔
%b%$

E 个细胞"%于
!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培养
#K/

%分组试验%每组
!

个复孔&试验分组'正常对照组*

U\9

组
!
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U\9
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质量分数为
$>%c

的粗海盐组*

U\9

!

%I

3

)

U

"

h

质量分数为
$>%c

的精制海
盐组*

U\9

!
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U
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h

质量分数为
$>%c

的紫竹盐组&弃培养液%按上述分组各孔加入
%IU

盐样品培养
基%于

!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培养再
#K/

%每组设置
!

个复孔%收集细胞上
清液%采用

S)2066

试剂盒测定不同盐样品对
]OT#"K>B

细胞的
?N

释放量%采用
<?FC

/

*

QUC%

,

试剂盒测定
上清液中

<?FC

/

*

QUC%

,

的含量&收集上清液%采用̀
YO

蛋白浓度测定试剂盒测定每孔蛋白含量&

%>#>#
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紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
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M

S#

细胞和
T]U"D

细胞增殖及凋亡的影响的测定
%>#>#>%

!

R0

M

S#

细胞和
T]U"D

细胞传代培养
!

R0

M

S#

和
T]U"D

细胞复苏后%分别用质量分数为
%$c

的胎牛血清的
PHP

和
@PHP

培养液于
!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培
养&传至
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代后%待细胞状态稳定后分组试验&
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细胞存活率检测
!

分别在
A"

孔板中加入
%$$

(

U

的
R0

M

S#

和
T]U"D

细胞悬液!每孔
%b%$

K

个细胞"%培养
#K/

%弃培养液%加入
%$$

(

U

最终盐样品质量分数分别为
$>%c

*

$>#c

*

$>Kc

*

$>"c

和
$jDc

的细胞培养液%每组设置
"

个复孔%于
!Bm

*体积分数为
Ec

的
YN

#

及饱和湿度的培养箱中培养
#K/

%采用
P<<

法测定不同质量分数样品对细胞存活率的影响&

%>#>#>!

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

细胞培养和处理方法同
%>#>#>#

节%收集经
$>"c

质量分数的盐
样品处理过的细胞%磷酸缓冲盐溶液润洗

#

次后重悬细胞计数%取
%b%$

E 重悬的细胞%

%$$$

3

离心
EI2*

%弃上清液%依次加入
%AE

(

UO**0Z2*=CFQ<Y

结合液*

E

(

UO**0Z2*=CFQ<Y

*

%$

(

U

碘化丙啶染
色液%轻轻混匀%室温避光孵育

%$

$

#$I2*

%置于冰浴中备用&用流式细胞仪检测并记录数据&

%>#>!

!

数据统计学处理
试验数据采用平均值

l

标准差表示%用
9\99%A>$

软件进行统计学及显著性分析%用
N)2

3

2*D>$

软件
绘制图表&

图
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紫竹盐*精制海盐和粗海盐质量分数对
]OT#"K>B

细胞增殖的影响
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M

)',2-0)+72'*'-]OT#"K>B:0,,6

>

!

结果与分析

>=<

!

紫竹盐"精制海盐和粗海盐对
H9P>C@=D

细胞的
影响结果分析
#>%>%

!

紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
]OT#"K>B

细胞
增殖的影响结果分析

紫竹盐*精制海盐和粗海盐质量分数对
]OT#"K>B

细胞增殖的影响如图
%

所示&经
P<<

法检测发现%质
量分数为

$>%c

的盐样品作用于
]OT#"K>B

细胞
#K/

后%与对照组相比%细胞活力无显著性差异&而随着盐
样品质量分数的增大%

]OT#"K>B

细胞的存活率与盐样
品质量分数呈负相关&这可能是随着盐质量分数的增
大%细胞培养基中的渗透压也会增加%从而影响细胞生长%

故我们选择质量分数为
$>%c

的盐样品进行后续试验&
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浙江科技学院学报 第
!!

卷



#>%>#

!

紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
]OT#"K>B

细胞炎症的影响结果分析
当

U\9

对
]OT#"K>B

细胞产生刺激时%

]OT#"K>B

细胞会被激活%产生炎症介质
?N

和炎症细胞
因子

<?FC

/

*

QUC%

,

等%故测定炎症细胞因子
<?FC

/

*

QUC%

,

的含量是评价炎症严重程度的重要指标+

%EC%"

,

&

根据林杨等+

%B

,的研究结果%选择质量浓度为
%I

3

)

U

的
U\9

进行后续试验&图
#

为盐样品对
U\9

诱导
]OT#"K>B

细胞炎症的影响%其中
+

表示在相同质量分数下与
U\9

组无显著性差异%

L

表示在相同质量
分数下与

U\9

组有显著性差异%

:

表示在相同质量分数下与紫竹盐组有显著性差异&由图
#

!

+

"可知%与
对照组相比%

U\9

组
]OT#"K>B

细胞的
?N

释放量提高极显著!

M

(

$>$%

"&粗海盐组和精制海盐组与
U\9

组相比%

]OT#"K>B

细胞的
?N

释放量均无显著性差异!

M

-

$>$E

"%而紫竹盐组可显著降低
]OT#"K>B

细胞的
?N

释放量!

M

(

$>$E

"%说明紫竹盐具有一定的抗炎作用&由图
#

!

L

"和!

:

"可知%

U\9

组中
<?FC

/

*

QUC%

,

的含量显著高于对照组!

M

(

$>$E

"&粗海盐组和精制海盐组与
U\9

组相比%

]OT#"K>B

细胞中
<?FC

/

*

QUC%

,

的含量均无显著性差异%而紫竹盐组可显著降低
U\9

诱导的
]OT#"K>B

细胞中
<?FC

/

*

QUC%

,

的含量!

M

(

$>$E

"&上述试验结果表明'紫竹盐可通过下调
]OT#"K>B

细胞中
<?FC

/

*

QUC%

,

的分泌而起到抗炎作用&尹湘君+

%D

,的研究表明石膏水煎液对
U\9

诱导的
]OT#"K>B

细胞炎症反应
模型有一定的抗炎药效%其发挥抗炎药效的物质基础是有

Y+

元素%

Y+

元素可以通过影响
<U]K

)

?FC

)

`

通
路而发挥其抗炎作用&紫竹盐相比精制海盐和粗海盐%含有一定量的

Y+

元素%故能发挥一定的抗炎功效&

图
>

!

盐样品对
U\9

诱导
]OT#"K>B

细胞炎症的影响
$#

1

=>

!

H--0:7'-6+,76+I

M

,06'*U\92*;(:0;2*-,+II+72'*'-]OT#"K>B:0,,6

>=>

!

紫竹盐"精制海盐和粗海盐对
Q2

,

R>

细胞和
PHSCE

细胞的影响结果分析
#>#>%

!

紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
R0

M

S#

细胞和
T]U"D

细胞增殖的影响结果分析
紫竹盐*精制海盐和粗海盐对

R0

M

S#

和
T]U"D

增殖的影响如图
!

所示%从图中可以看出!

R

代表
R0

M

S#

细胞%

T

代表
T]U"D

细胞"%在
$>%c

$

$>Dc

的质量分数范围内%随着盐质量分数的增大%

!

种
盐样品对

R0

M

S#

和
T]U"D

细胞的抑制率呈质量分数依赖关系%在高质量分数下%其样品对
R0

M

S#

和
T]U"D

细胞有很大的毒性&对于
R0

M

S#

细胞%在盐质量分数为
$>"c

时%粗海盐组和精制海盐组存活
率为

BEc

%而紫竹盐组存活率为
"!c

&在盐质量分数为
$>Dc

时%粗海盐组和精制海盐组存活率降至
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图
?

!

紫竹盐*精制海盐和粗海盐对
R0

M

S#

和
T]U"D

增殖的影响
$#

1

=?

!

H--0:7'-

M

()

M

,0L+IL''6+,7

%

)0-2*0;60+6+,7

+*;:)(;060+6+,7'*

M

)',2-0)+72'*'-

R0

M

S#+*;T]U"D:0,,6

!$c

%而紫竹盐组存活率降至
#Ec

&对于
T]U"D

细胞%在盐质量分数为
$>"c

时%粗海盐组和精制海
盐组存活率为

D$c

%紫竹盐组存活率为
AEc

#而在
盐质量分数为

$>Dc

时%粗海盐组和精制海盐组存活
率降至

"Ec

%紫竹盐组存活率降至
BEc

&试验结果
表明%紫竹盐抑制肝癌增殖效果优于粗海盐和精制
海盐%而对

T]U"D

细胞的损伤程度小于粗海盐和
精制海盐&陈湄沁+

%A

,的研究表明竹盐和岩盐对正
常人胃黏膜细胞!

SH9%

"无明显影响%对人胃癌细胞
!

9SYBA$%

和̀
SYD#!

"和人肠癌细胞!

Y+:'#

"

!

种
胃肠道癌细胞具有较好的体外增殖抑制效果%且竹
盐的抗癌效果优于岩盐#同时还表明细胞的耐酸性
要强于耐碱性%甚至有一些细胞在偏酸环境中更易
生长%癌细胞生长环境

M

R

值一般为
">DE

$

">AE

%癌
细胞在酸性体液环境下很容易生长和扩散%而紫竹
盐的

M

R

值呈明显的弱碱性%可以推测紫竹盐可能通过调节体液酸碱度%诱导细胞凋亡&

#>#>#

!

紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
R0

M

S#

细胞凋亡影响的结果分析
由

#>#>%

节可知%在盐质量分数较高时!

$>Dc

"%

!

种盐样品均对
R0

M

S#

细胞产生较大毒性%细胞存活
率低于

!$c

%坏死细胞过多%不易进行凋亡率测定#在盐质量分数较低时!

$>%c

$

$>Kc

"%

!

种盐样品对
R0

M

S#

细胞毒性较弱%细胞存活率均大于
D$c

%细胞凋亡区别不显著#而在盐质量分数为
$>"c

时%

!

种盐样
品开始对

R0

M

S#

细胞产生毒性%细胞存活率低于
B$c

%故选取质量分数为
$>"c

的盐样品处理细胞&紫杉
醇是世界公认的强活性广谱抗癌药物%研究表明其对多种肿瘤细胞具有抑制增殖%诱导凋亡的作用+

#$

,

%故选
择

%$

(

3

)

IU

的紫杉醇作为阳性对照组&图
K

为紫竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对
R0

M

S#

细胞凋亡的
影响%其中红色表示凋亡细胞部分%紫色表示存活细胞和坏死细胞部分%

f%C4U

代表死细胞%

f%C4]

代表晚
期凋亡细胞%

f%CU]

代表早期凋亡细胞%

f%CUU

代表正常细胞%

FQ<YCO

代表指示剂
FQ<Y

%

\HCO

代表
\H

通
道信号&由图

K

可知%采用质量分数为
$>"c

的盐样品作用于
R0

M

S#

细胞
#K/

后%与对照组相比%紫竹盐组
可显著促进

R0

M

S#

细胞的凋亡%且促凋效果优于粗海盐组*精制海盐组和紫杉醇组&紫竹盐*精制海盐*粗
海盐和紫杉醇对

R0

M

S#

细胞凋亡率的影响见表
%

&由表
%

可知%质量分数为
$>"c

的盐样品作用
R0

M

S#

细胞
#K/

后%紫竹盐组的总凋亡率!

"">E"clE>$Dc

"高于粗海盐组!

!%>$#clK>%Dc

"*精制海盐组
!

#A>!#clE>%!c

"和紫杉醇组!

K%>%"cl!>"Dc

"&紫竹盐主要促进肝癌细胞的晚期凋亡%高达
E%>#"cl

!>#Dc

&

e2

等+

%#

,的研究表明%不同煅烧次数的竹盐对抑制小鼠体内的肿瘤增殖效果存在显著差异%其中
A

烤竹盐对肿瘤增殖抑制效果优于
!

烤竹盐*

%

烤竹盐%且不同煅烧次数的竹盐对抑制肿瘤增殖效果均优于精
制食盐和原盐%与本试验的结果类似&紫竹盐是经过

A

次煅烧制得%紫竹盐里̂*

Y+

*

P

3

*

F0

等元素的含量
随煅烧次数增多而增加%同时紫竹盐比精制海盐和粗海盐具有更多的羟基%故表现出一定的抗癌活性&

图
@

!

紫竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对
R0

M

S#

细胞凋亡的影响
$#

1

=@

!

H--0:7'-

M

()

M

,0L+IL''6+,7

%

)0-2*0;60+6+,7

%

:)(;060+6+,7+*;

M

+:,27+Z0,'*+

M

'

M

7'626'-R0

M

S#:0,,6
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表
<

!

紫竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对
R0

M

S#

细胞凋亡率的影响
G-542<

!

H--0:7'-

M

()

M

,0L+IL''6+,7

%

)0-2*0;60+6+,7

%

:)(;060+6+,7+*;

M

+:,27+Z0,

'*+

M

'

M

7'626)+70'-R0

M

S#:0,,6 c

盐样品 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率
对照组

$>%El#>!A %$>KDl#>!A %$>"!l#>%K

粗海盐组
%$>E"l#>$!

!

#$>K"l!>%B !%>$#lK>%D

精制海盐组
A>DBlK>EB %A>KEl%>DB #A>!#lE>%!

紫竹盐组
%E>!$l%>$B

!

E%>#"l!>#D "">E"lE>$D

紫杉醇组
K>DBl#>%% !">#Al%>BA K%>%"l!>"D

#>#>!

!

紫竹盐&精制海盐和粗海盐对
T]U"D

细胞凋亡的影响结果分析
根据

#>#>#

节%采用质量分数为
$>"c

的盐样品处理
T]U"D

细胞&图
E

为紫竹盐*精制海盐*粗海
盐和紫杉醇对

T]U"D

细胞凋亡的影响%其中红色表示凋亡细胞部分%蓝色表示存活细胞和坏死细胞部
分%

f%C4U

代表死细胞%

f%C4]

代表晚期凋亡细胞%

f%CU]

代表早期凋亡细胞%

f%CUU

代表正常细胞%

FQ<YCO

代表指示剂
FQ<Y

%

\HCO

代表
\H

通道信号&由图
E

可知%与对照组相比%紫竹盐组
T]U"D

细
胞的凋亡率远低于粗海盐组*精制海盐组和紫杉醇组%说明紫竹盐对

T]U"D

细胞凋亡的影响较小&紫
竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对

T]U"D

细胞凋亡率的影响见表
#

&由表
#

可知%质量分数为
$>"c

的
盐样品作用于

T]U"D

细胞
#K/

后%与对照组相比%紫竹盐组的细胞凋亡率为
D>E"cl$>K%c

%远低于
紫杉醇组!

#!>DAcl#>#Dc

"*粗海盐组!

#%>KEcl$>KBc

"和精制海盐组!

%">D#cl%>KAc

"&试验结
果表明%紫杉醇作为抗癌药物%诱导

R0

M

S#

细胞凋亡的同时也会诱导
T]U"D

细胞凋亡&而在盐质量分
数较高时%紫竹盐对

T]U"D

细胞的损伤程度低于粗海盐*精制海盐和紫杉醇&

./+'

等+

#%

,的研究表明%

竹盐可以显著降低肝损伤的大鼠血清中天门冬氨酸氧基转移酶和谷氨酸氨基转移酶的活性%降低大鼠肝
脏组织的受损程度%表明竹盐对正常组织和细胞具有一定的保护作用%与本试验的结果类似&

图
B

!

紫竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对
T]U"D

细胞凋亡的影响
$#

1

=B

!

H--0:7'-

M

()

M

,0L+IL''6+,7

%

)0-2*0;60+6+,7

%

:)(;060+6+,7+*;

M

+:,27+Z0,'*+

M

'

M

7'626'-T]U"D:0,,6

表
>

!

紫竹盐*精制海盐*粗海盐和紫杉醇对
T]U"D

细胞凋亡率的影响
G-542>

!

H--0:7'-

M

()

M

,0L+IL''6+,7

%

)0-2*0;60+6+,7

%

:)(;060+6+,7+*;

M

+:,27+Z0,'*+

M

'

M

7'626)+70'-T]U"D:0,,6 c

盐样品 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率
对照组

$>$Dl$>A! %#>D$l#>!!

!

%#>DDl$>D#

粗海盐组
%">K#l%>E"

!

E>$!l%>KD #%>KEl$>KB

精制海盐组
%%>#El#>#K

!

E>EBl%>BE %">D#l%>KA

紫竹盐组
K>DBl%>E! !>"Al#>E!

!

D>E"l$>K%

紫杉醇组
%A>#Kl%>AE

!

K>"El#>B! #!>DAl#>#D

?

!

结
!

论
本研究对比分析了粗海盐*精制海盐和紫竹盐对

U\9

诱导
]OT#"K>B

细胞的炎症和肝癌细胞增殖
的影响%试验结果表明'紫竹盐能显著抑制

]OT#"K>B

细胞的
?N

释放及降低
<?FC

/

*

QUC%

,

分泌%显著
抑制肝癌细胞的增殖&在盐质量分数为

$>"c

时%紫竹盐对肝癌细胞的凋亡率高达
"">E"clE>$Dc

%高
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于紫杉醇!

K%>%"cl!>"Dc

"*粗海盐!

!%>$#clK>%Dc

"和精制海盐!

#A>!#clE>%!c

"#在相同质量分
数情况下%紫竹盐对正常肝细胞的凋亡率为

D>E"cl$>K%c

%远低于紫杉醇!

#!>DAcl#>#Dc

"*粗海盐
!

#%jKEcl$>KBc

"和精制海盐!

%">D#cl%>KAc

"&因此%紫竹盐抗炎活性优于粗海盐和精制海盐%对
肝癌细胞的抑制作用优于紫杉醇*粗海盐和精制海盐%它对正常肝细胞的损伤程度低于紫杉醇*粗海盐和
精制海盐&紫竹盐作为一种功能性盐%可以作为功能性食品添加剂代替部分普通食盐%具有较好的应用
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