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中药医院制剂活血益气方对裸鼠抑瘤作用

及小鼠急性毒性的实验研究

陈　菲　冯英楠　庄　伟　张　鹏　林晓兰
（首都医科大学宣武医院药剂科，北京，１０００５３）

摘要　目的：测试首都医科大学宣武医院药剂科制剂活血益气方抗瘤丸的抑瘤作用及对小鼠的急性毒性。方法：将足够
量的大鼠神经胶质瘤Ｃ６细胞注射至裸鼠右侧腋窝，建立裸鼠荷瘤模型，按瘤块体积随机分组，分别灌胃给予 ＫＬＷ的高、
低剂量组，以替莫唑胺为阳性对照，以溶媒为阴性对照，期间测量裸鼠体重、瘤体积并观察给药前后动物症状；连续给药１５
ｄ后，处死全部小鼠，称量裸鼠瘤重量；剥离瘤块，采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测肿瘤组织Ｂｃｌ２，Ｂａｘ蛋白。选用ＩＣＲ（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，ＩＣＲ）小鼠１ｄ内２次灌胃给药ＫＬＷ，肉眼观察给药前、每次给药后连续４ｈ及１４ｄ内小鼠的一般情况，中
毒反应及死亡情况，结束观察后解剖，肉眼观察各组织脏器的变化。结果：裸鼠给药期间全部存活，体重正常增长，一般行

为学观察未见明显异常。给药１５ｄ后，ＫＬＷ低、高剂量组，瘤体积、瘤重量较模型对照组显著减小；Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比例较模
型对照组显著增加。急性毒性试验中所有给药组小鼠在观察期内全部存活，一般行为学观察未见明显异常。供试品组２
个性别的小鼠体重与阴性对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。剖检各组小鼠，肉眼观察各组织脏器未见病理改
变。结论：ＫＬＷ低、高剂量组对Ｃ６细胞移植瘤的生长具有明显的抑制作用，该作用与诱导胶质瘤细胞凋亡相关，与阴性
对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＞００５）。ＫＬＷ小鼠灌胃４０ｍＬ／ｋｇＢＷ，最大给药浓度（０５０ｇ／ｍＬ），相当于临床人用
剂量的１０７倍，未见明显毒性反应，使用安全性高。
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　　胶质瘤是中枢神经系统最常见的，恶性程度极
高的一类肿瘤［１］。放、化疗不良反应严重，有一定的

局限性，且疗效均不理想。中药治疗肿瘤具有一定

的有效性，且安全性高，因此受到人们越来越多的重

视［２］。医疗机构制剂活血益气方抗瘤丸（简称

ＫＬＷ）是针对神经胶质瘤的纯中药复方制剂。临床
使用３０余年，经验证明安全有效，价格低廉。然而
作为医院制剂，缺乏系统的实验研究数据支持其抑

瘤疗效及抑瘤机理，严重影响了该药的进一步开发

与使用。故本文通过裸鼠抑瘤实验，研究ＫＬＷ在裸
鼠荷瘤模型中的抑瘤作用，以及与诱导胶质瘤细胞凋

亡的关系，并通过小鼠急性毒性试验考察ＫＬＷ的安
全性，为ＫＬＷ的进一步应用、研究、开发提供依据。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＩＣＲ小鼠，雌雄各半，１８～２２ｇ；裸小
鼠ＢＡＬＢ／ｃ，雄性，１８～２２ｇ（北京维通利华实验动物
技术有限公司购买）。

１１２　药物　供试品医疗机构制剂活血益气方抗
瘤丸，阳性药替莫唑胺胶囊（泰道），简称 ＴＭＺ（购于
北京宣武医院）。

１１３　试剂与仪器　试剂：试剂胎牛血清（ＦＢＳ），
ＤＭＥＭ培养基，胰蛋白酶，水合氯醛。仪器：ＣＯ２培
养箱（ＮＡＰＣＯ６５００型），生物安全柜（ＣＬＡＳＳＴＹＰＥ
Ｂ２型），台式离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０Ｒ），
电子数显卡尺（ＳＦ２０００型），倒置显微镜（Ｌｅｉｃａ
ＤＭ３０００），电子ｄ平（ＰＢ６０２Ｎ，ＴＥ２１０１Ｌ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　按瘤块大小分组，使每组
裸鼠的瘤块体积和体重平均值相似。制备模型：１）
细胞培养：Ｃ６细胞培养在含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ培养基中，置３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中，常
规培养。２）裸鼠荷瘤模型建立：将对数生长期的Ｃ６
细胞悬液注射于裸鼠右侧腋下，５×１０６个细胞／只。
小鼠急性毒性试验分组：将 ＩＣＲ小鼠按体重随机分
组，每组雌雄各半。

１２２　给药方法　１）裸鼠抑瘤实验：分别灌胃给予
不同浓度ＫＬＷ：低剂量组０８５ｇ生药／ｋｇ，高剂量组
３４ｇ生药／ｋｇ，阳性对照组给予替莫唑胺４３ｍｇ／ｋｇ，
模型对照组给予同体积溶媒（蒸馏水）。１次／ｄ，连
续给药１５ｄ。２）小鼠急性毒性试验：分组后１ｄ内
给药２次，给药间隔４ｈ。给药前禁食１２～１６ｈ，按

分组时体重计算给药量，口服灌胃给药按４０ｍＬ／ｋｇ
ＢＷ计算。实验组给予抗瘤丸最大给药浓度（０５０
ｇ／ｍＬ），阴性对照组灌胃给予等体积溶媒（蒸馏水）。
１２３　检测指标与方法　裸鼠抑瘤实验：１）肿瘤体
积及瘤重：测量分别在给药第０、３、６、９、１２、１５ｄ测
量裸鼠体重、肿瘤最大直径 Ｌ（ｃｍ）和最小直径 Ｄ
（ｃｍ），计算肿瘤体积Ｖ（ｃｍ３）的大小（肿瘤体积＝１／
２×Ｌ２×Ｄ），观察裸鼠一般状态。并于给药１５ｄ后
处死，剥离瘤块称重。２）肿瘤组织 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ蛋白
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测：每组随机取５个瘤块，剪碎组织，
加入蛋白裂解液和 ＰＭＳＦ，离心，所得上清液使用
ＢＣＡ法检测总蛋白浓度，调平。加入上样缓冲液，取
等量蛋白上样，１０％的电泳分离胶和５％的电泳浓
缩胶中电泳。２００ｍＡ电流下转膜约２ｈ，０１％脱脂
奶粉ＴＢＳＴ封闭１ｈ，加 Ｂｃｌ２或 Ｂａｘ一抗（１∶２００稀
释），４℃过夜孵育后，漂洗６次，５ｍｉｎ／次，加入二抗
（辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ，１∶５０００稀释），室温孵
育１ｈ后漂洗，在暗室用显色液显影，成像。３）一般
状态观察：分别于给药前、每次给药后连续４ｈ、给药
１次／ｄ后连续观察１４ｄ。观察给药当日对动物外观
体征、行为活动、腺体分泌、呼吸、粪便及死亡等进行

观察［３］。分别于给药当日给药前称体重，给药后第

１、４、７、１１、１４ｄ称体重（以给药当 ｄ为 Ｄ０ｄ）。饲料
加入量每次为１５０ｇ／笼，Ｄ０ｄ首次给药后７～２９ｍｉｎ
内每笼加入约５０ｇ饲料。分别于给药后第１、７、１４ｄ
收集饲料盒内的剩余饲料，用ｄ平称重。
２４ｈ摄食量 ＝［（饲料给予量 －饲料剩余量）／

笼内动物体重的总和］×１０ｇ
每日平均摄食量（ｇ／１０ｇＢＷ）＝［（饲料给予量

－饲料剩余量）／（ｄ数 ×笼内动物体重的总和）］×
１０ｇ

４）剖检及观察：腹腔注射４％水合氯醛将小鼠
麻醉，对动物进行外观检查，并对小鼠主要脏器，包

括心、肝、脾、肺、肾、脑、胃、肠、气管、肾上腺、睾丸及

附睾（雄性）、子宫及卵巢（雌性）、胸腺，进行剖检，

肉眼观察有无明显的组织器官异常。对肉眼观察异

常器官进行病理学检查。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件对数
据进行统计学分析，先进行方差齐性检验及单因素

方差分析，根据结果，进行 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。计量资
料用均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。以Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。
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表１　给药后各组裸鼠瘤体积

组别
瘤体积（ｍｍ３）

３ｄ ６ｄ ９ｄ １２ｄ １５ｄ
ＫＬＷ高剂量组 １５４４±１９６ １６２１±１８１ ２８９８±３２５ ３９９８±５７０ ４８６２±５５８

ＫＬＷ低剂量组 １６０７±３５０ １９３９±３８４ ２８５８±６４９ ３６３２±４９０ ４４９４±３８７

ＴＭＺ组 ２９９５±３５１ ２８５６±２４７ ２８９９±３２１ ４２９２±４０４ ４０３６±３０５

模型对照组 ２５４５±２２５ ３４７１±２２１ ４１２７±３８８ ６０８１±８２８ ７９８７±８１７

　　注：与模型组比较Ｐ＜００５

２　结果
２１　裸鼠抑瘤实验
２１１　行为学观察　裸鼠给药期间全部存活，一般
状态未见明显异常，且组间比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。
２１２　瘤体积　给药１５ｄ后，动物试验结果显示，
ＫＬＷ低、高剂量组，ＴＭＺ组能显著抑制Ｃ６细胞移植
瘤的生长，与模型对照组比较具有统计学意义。见

表１。
２１３　瘤体重量　给药１５ｄ处死动物后，剥取各
组动物瘤块称重进行比较，ＫＬＷ１低、高剂量组，阳
性药对照组移植瘤的重量明显 ＜模型对照组，差异
具有显著性意义。见表２。

表２　给药１５ｄ各组裸鼠瘤重量比较

组别 瘤重量（ｇ）

ＫＬＷ高剂量组 ７８±２０

ＫＬＷ低剂量组 ７４±１４

ＴＭＺ组 ７７±１０

模型对照组 １１１±１９

　　注：与模型组比较Ｐ＜００５

２１４　肿瘤组织 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ蛋白　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检
测结果显示，模型对照组能明显下调 Ｂａｘ的表达，
ＫＬＷ低、高剂量组和 ＴＭＺ组，能明显上调 Ｂａｘ的表
达，各组的Ｂｃｌ２都低表达，因此模型对照组 Ｂｃｌ２／
Ｂａｘ的比例降低，各给药组 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比例升高，
各给药组都具有促进细胞的凋亡。见图１。

图１　Ｃ６裸鼠移植瘤中Ｂａｘ，Ｂｃｌ２的表达
　　注：１模型对照组；２ＫＬＷ低剂量组；３ＫＬＷ高剂量
组；４阳性对照组

２２　小鼠急性毒性试验

２２１　小鼠一般状态　小鼠灌胃给药２次／ｄ，在每
次给药后４ｈ内，状态观察未见明显异常反应。给
药后连续观察１４ｄ，小鼠全部存活一般状态未见明
显异常。ＫＬＷ组与阴性对照组小鼠摄食量相近。
见表３。

表３　抗瘤丸小鼠口服给药急性毒性试验摄食量
结果统计表（珋ｘ±ｓ，ｇ／１０ｇＢＷ／ｄ）

组别
动物数

（只）

给药后摄食量

１ｄ ２～７ｄ ８～１４ｄ

阴性对照组（ｎ＝２０） １０ ２２ ２６ ２０
１０ ２４ ３３ ２９

ＫＬＷ组（ｎ＝２０） １０ ２３ ２７ ２１
１０ ２４ ３３ ３１

图２　抗瘤丸对雄性小鼠体重的影响

图３　抗瘤丸对雌性小鼠体重的影响

２２２　体重测定　ＫＬＷ组２个性别的小鼠在１４ｄ
观察期内体重均正常增长，与阴性对照组比较，差异

无统计学意义（Ｐ＞００５）。体重统计结果与体重增
长见图２、３。
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２２３　剖检结果　对阴性对照组和ＫＬＷ组小鼠进
行剖检，主要器官均未见异常。由于在剖检过程中，

肉眼观察未见有病变的组织，器官，故未进行组织病

理学检查。在本实验中，给予小鼠抗瘤丸 ０５０ｇ／
ｍＬ，４０ｍＬ／ｋｇＢＷ时，相当于临床剂量的１０７倍，未
见毒副反应。

３　讨论
胶质瘤是起源于脑部神经胶质细胞，临床常表

现为头痛、恶心、呕吐、视力减退、复视、癫痫发作和

精神症状等。本病属中医学“头痛”“真头痛”等疾

病范畴。中医认为肿瘤的发生病理机制多由于人体

正气不足，感受毒邪所致。胶质瘤毒邪内侵，痰瘀互

阻证，日久化热，痰瘀热毒随风流注，善行数变，因此

胶质瘤呈浸润性生长，手术难以切除干净，容易复

发，因此药物治疗在抗胶质瘤中十分重要。

抗瘤丸清热解毒，活血化瘀，化痰散结，为治疗

神经胶质瘤的中药复方制剂，国家“六五”重点科技

攻关项目，获北京科技进步一等奖。北京军区总医

院、天津医学院附属医院、北京大学第一附属医院等

多中心临床试验结果显示，１５３例脑胶质瘤的平均
有效率为 ６４７％［４］。回顾性研究表明，院内制剂

ＫＬＷ可以延长恶性神经胶质瘤的生存时间，具有肯
定疗效［５］。然而，作为医院制剂缺乏有效性及安全

性实验数据，限制其使用与发展。

恶性肿瘤细胞表现的增殖异常、凋亡抑制等特

性在肿瘤的形成与转移中起着重要的作用。大量研

究证明，ＫＬＷ主要抗瘤成分包括三七、白花蛇舌草、
半枝莲、白英、山楂、何首乌等抑瘤机理与诱导细胞

凋亡相关［６１４］。前期裸鼠荷瘤预实验结果显示，

ＫＬＷ具有良好的抑瘤作用。经细胞学实验证明
ＫＬＷ的作用与抑制胶质瘤细胞 Ｃ６、Ｕ８７、Ｕ２５１的增
殖作用有关［１５１７］。

荷瘤裸鼠模型是经典模型，在肿瘤的前瞻性研

究、抗癌药药理研究和抗癌药早期疗效评估中占据

十分重要的地位。胶质瘤裸鼠异位移植模型水平的

研究，比肿瘤细胞培养水平的研究，更能模拟人体内

的肿瘤生长情况及药物吸收代谢情况，故在该模型

中验证 ＫＬＷ的抑瘤效果能够很好的模拟临床治
疗，结果可靠。研究结果显示，ＫＬＷ高、低２个剂量
组均能显著减小胶质瘤体积、降低瘤重量，与模型对

照组比较具有统计学差异，证明 ＫＬＷ可在一定程
度上抑制胶质瘤的生长，从而起到治疗作用。

正常情况下，细胞增殖与凋亡保持动态平衡，而

恶性肿瘤细胞表现的增殖异常、凋亡抑制等特性在

肿瘤的形成与转移中起着重要的作用。诱导肿瘤细

胞凋亡是肿瘤抑制机理的重要方向［１８］，在众多的凋

亡调控基因中，Ｂｃｌ２蛋白家族备受关注，其中 Ｂｃｌ
２、Ｂａｘ发挥重要作用，尤其是Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率是启动
细胞凋亡的“分子开关”［１９］。研究结果显示，ＫＬＷ
能明显上调 Ｂａｘ的表达，导致 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比例增
加，促进细胞的凋亡。研究证明，ＫＬＷ的抑瘤作用
与促进胶质瘤凋亡相关。

本实验结果显示 ＫＬＷ具有一定的抑制胶质瘤
作用，该作用与促进胶质瘤细胞凋亡相关。为进一

步研究抗瘤丸作用机理指明方向。急性毒性试验结

果显示ＫＬＷ具有较高的安全性，小鼠在临床剂量
１０７倍时未能检测到毒性。同时，与胶质瘤指南推
荐药替莫唑胺比较，医疗机构制剂抗瘤丸作用较为

缓慢，单日服药剂量较大，体现中药需较大剂量、长

期服用，但安全性高的特点，为今后临床使用提供依

据，为该药的进一步研发奠定基础。
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血清ＡＬＰ显著升高［１５］。本研究中，九里香叶中、低

剂量组血清ＡＬＰ含量较模型组显著降低，其中九里
香叶低剂量组差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提示
九里香叶可影响骨代谢，没有剂量依赖性。其机制

可能与九里香叶具有雌激素样活性，降低骨转换率，

间接减少骨吸收有关。ＡＬＰ是反映成骨细胞的重要
标志［１６］，提示九里香叶可能也增加成骨细胞活性。

骨组织形态计量学可将二维图像展示的骨组织

和细胞结构进行定量分析，为骨结构、骨形成及骨吸

收提供客观数据［１７］。可用以分辨骨质疏松的程度

和性质［１８］。本实验结果显示，去势后小鼠骨小梁平

均宽度、骨小梁面积百分率有明显下降，九里香叶高

剂量使去势后小鼠骨小梁平均宽度、骨小梁面积百

分率均明显提高，说明骨的内部结构得到很好的恢

复，对骨质疏松程度有明显的改善作用。

综上所述，九里香叶对去卵巢大鼠体积骨密度

有改善作用、影响骨矿物质的代谢、对血液生化指标

有一定的改善作用、可明显影响骨组织形态学，但不

呈剂量相关性。表明九里香叶具有预防骨质疏松作

用，但具体作用机制还需进一步探讨。
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