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摘要　目的：研究匍匐大戟醇的提物在肿瘤的对抗作用以及在血管新生的抑制作用方法取正常的细胞和肿瘤细胞，用药
之后通过ＭＴＴ的方法来对ＩＣ５０进行检测。原代对大鼠胸主动脉内皮细胞（ＲＡＥＣｓ）进行培养，进行细胞的分析实验，用
的是体外ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ的方法，此外，还进行了细胞迁移法和细胞管组实验的实验方法，研究了匍匐大戟提取物对 ＲＡＥＣｓ
的增量、迁移和城市管理的影响，同时对ｐＡｋｔ，Ａｋｔ，ｐｅＮＯＳ，ｅＮＯＳ，ＴＧＦβ１，Ｓｍａｄ３等血管新生相关信号通路蛋白的表达情
况进行检测，检测的方法是Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术。通过对人肝癌裸鼠移植瘤模型的建立，予以匍匐大戟醇提物，裸鼠体重、肿
瘤大小、肿瘤等质量检测，同时对每组裸鼠血清血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和血小板源性生长因子（ＰＤＧＦＢＢ）水平进行
检测，检测的方法是ＬＩＳＡ技术方法，同时还要对移植瘤组织的形态进行观察，移植瘤组织是进行过ＨＥ染色的。结果：匍
匐大戟的提纯物对小鼠的最大的耐受量ＭＴＤ是９４２９／（ｇ·ｋｇ）。对于大鼠成肌细胞（Ｌ６细胞株），匍匐大戟醇提物没有
明显的抑制作用，而对于对鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株ＰＣ１２、人肝癌细胞ＨｅｐＧ２、大、人非小细胞肺癌细胞株Ａ５４９、人宫
颈癌细胞细胞株Ｈｅｌａ来讲，匍匐大戟有明显的抑制作用，此外匍匐大戟醇提物能够增加ＲＡＥＣｓ的值、迁移和试管的形成，
也会有显著的抑制作用。结论：匍匐大戟醇提物能够对肿瘤的生长和血管的生成具有很显著的抑制作用，这种情况也是

匍匐大戟发挥抗肿瘤作用的有效机制之一。
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　　大戟属植物具有丰富的抗癌活性成分，如一年
生草本、草药等，但仅能抵抗药理学、驱虫剂、腹泻等

的炎性反应，没有报道报道过大戟属植物有抗肿瘤

的活性。然而，在肿瘤转移和增加的过程中，会发生
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血管生成。都知道，新生血管的形成则是依赖于内

皮细胞的增值、迁移和成管的过程当中。与此同时

也会有很多的信号的通路在血管新生过程中参与调

控的重任。相关医学研究表明，在控制肿瘤血管的

生成方面，有一定的控制作用，此方法在抗肿瘤方面

很有效，在对抗肿瘤血管生成的研究热门中，大戟属

植物已经成为研究的最佳药物。通过本文的初步研

究，采用的是体内和体外的试验方法，探讨了在体外

实验中对匍匐大戟醇提物抗肿瘤血管生成的作用，

对匍匐大戟醇提物的药用价值做了进一步的研究，

并在今后的医学研究中奠定了基础。

１　材料
以昆明种小鼠作为此次的研究对象，雌雄数量

均为总数量的一半，体重在１８～２２ｇ之间，是昆明
医科大学实验动物中心和重庆腾鑫生物技术有限公

司提供的试验小鼠。此次研究用肝癌细胞系（ＨｅｐＧ
２）、非小细胞肺癌细胞系（Ａ５４９）、大鼠肾上腺嗜铬
细胞患者行（ＰＣ１２）以及宫颈癌细胞系（海拉）作为
研究对象细胞，同时还用了老鼠细胞系（１６种）成肌
细胞作为研究细胞，中国科学院昆明动物所细胞库

是此次研究细胞的购买处，而大鼠主动脉的内皮细

胞是用此次试验的原代进行培养的。

２　方法
２１　匍匐大戟醇提物对 ＲＡＥＣｓ增殖、迁移、成管及
细胞通路的影响

２２１　用免疫荧光的方法来对 ＲＡＥＣｓ内皮细胞传
至的第３代进行鉴定　用胰蛋白酶进行消化，浓度
为０２５％，在２４孔板进行接种，周期是２４ｈ，单层均
匀的覆盖在培养箱内，时刻进行观察试验。将２４孔
板从培养箱中取出，把先前用的培养基去掉，用 ＰＢＳ
进行３～４次的清洗，用中性的福尔马林进行固定，
时间是２０ｍｉｎ；然后再用ＰＢＳ进行３次的清洗，然后
再对其进行孵化处理，用的试剂是含量为１％的牛
血清蛋白和含量为１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ，在常温下
并伴随震荡进行孵化，时间是 １２０ｍｉｎ；然后再用
ＰＢＳ清洗３次，对其加入一抗（ＡｎｔｉＣＤ３１抗体），孵
化一夜，保持４℃的温度；然后再用 ＰＢＳ清洗３次，
之后再加入 ＦＩＴＣ二抗（兔抗鼠多克隆抗体 ＩｇＧ）继
续孵化，保持室温３７℃，维持１ｈ，再用 ＰＢＳ进行３
次的清洗；之后对其进行染色，染色剂是５ｍｇ／Ｌ的
ＤＡＰＩ，染色时间是３～５ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ清洗３次，之
后每个孔添加到ＰＢＳ５００μＬ后，然后采用荧光显微
镜对细胞进行观察。将实验分为 ＣＤ３１和空白２个
组别，使用一抗和二抗孵化作为 ＣＤ３１正常组，而

ＣＤ３１的对照组的添加剂是取代一抗的含量为５％
的ＢＳＡ，添加正常。
２２２　ＲＡＥＣｓ增殖实验 ＥＰｌａｔｅＬ８细胞培养板　
将培养基加入到每个孔内，将入量为５０μＬ，并将 Ｅ
ＰｌａｔｅＬ８细胞培养板放入检测台进行检测，并检测
其基线，并对实验过程中对数期细胞悬浮液浓度的

变化进行收集和计数，最后配制成实验需要的细胞

浓度２×１０４个／ｍＬ，５ｍｉｎ后对基线进行检测，同时
加入５０μＬ细胞悬液向ＥＰｌａｔｅ检测板中，在超净室
内放 ＥＰｌａｔｅＬ８细胞培养板，室温放置，０５ｈ将其
放到检测台上进行检测，再此过程中会有细胞的增

值，并对细胞的增值进行实时的动态检测。匍匐大

戟醇提物抗肿瘤及抑制血管新生作用全贴壁后，将

培养基加入到每个ＥＰｌａｔｅ检测板，然后开展细胞增
值的实时动态试验，连续７２ｈ，在此过程中需要对药
物作用数据进行不断收集。

２２３　生长期细胞的对数选取　先要消化处理胰
蛋白酶，其含量为 ０２５％，计数的细胞浓度为 ８×
１０４个／ｍＬ，在 ６孔板上进行接种。等待细胞的增
长，达到９０％时，在孔中划十字线，用的是１００μＬ的
微量移液器吸头，将死细胞清洗掉，用的是ＰＢＳ清洗
液，将不同药物浓度体积的（低剂量０１ｇ／Ｌ，中剂量
１ｇ／Ｌ，高剂量５ｇ／Ｌ）的培养基分别加入其中，放在
ＣＯ２培养箱中进行培养能够，浓度为５％，保持恒温
３７℃，用显微镜观察０，１２，２４，３６ｈ时的细胞动态，
对每孔细胞进行统计，并将数据拍下存储起来。

２２４　ＲＡＥＣｓ成管实验Ｍａｔｒｉｇｅｌ　提前在４℃冰箱
冰上过夜解冻。把 Ｍａｔｒｉｇｅｌ铺到９６孔板中，每孔的
量为５０μＬ，保持３７℃的恒温，将其放置 ＣＯ２的培
养箱中，浓度含量也为５％，时间为３０ｍｉｎ，直到凝固
为止。在这过程中，把消化细胞配合成细胞悬液，所

含药物的浓度不同，均匀配置，将含药（药物质量浓

度为低剂量０１ｇ／Ｌ，中剂量１ｇ／Ｌ，高剂量５ｇ／Ｌ）细
胞悬液加入到每孔中，剂量为２５０μＬ。保持３７℃恒
温，在ＣＯ２培养箱中进行培养，含量也是５％，培养
时间为６ｈ，２，４，６ｈ的时候用显微镜来观察微管的
形成状况。每孔选５个不同的部位，分别是上下左
右及中间，计算出形成微管的数量，并开展统计学处

理。

２２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测血管生成相关信号通路
　　在孔板中细胞长至蛋白表达９０％的时候，将含
有不同药物浓度（药物质量浓度为低剂量０１ｇ／Ｌ，
中剂量１ｇ／Ｌ，高剂量５ｇ／Ｌ）的培养基加入其中，体
积均相同，保持３７℃的恒温，在 ＣＯ２培养箱中进行
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培养，含量为５％，２４ｈ之后，从培养箱中取出细胞
培养瓶，用ＰＢＳ进行３次的清洗，加入 ＲＩＰＡ裂解液
（内含１％ ＰＭＳＦ），用１２０００ｒ／ｍｉｎ的器皿进行离心
处理，时长１５ｍｉｎ，然后对总蛋白Ｂｒａｄｆｏｒｄ的法定量
进行提取；蛋白样品使用 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶完成
离心操作，然后使用半干法完成转膜，之后再封闭２
ｈ，将一抗进行过夜孵化，并保持恒温４℃。洗膜采
用ＴＢＳＴ，在室温下摇床孵育二抗２ｈ，之后显色采用
ＨＲＰＥＣＬ，并使用凝胶成像仪完成扫描成像，来计算
目的蛋白的表达水平，用的是目的蛋白（Ａｋｔ，ｐＡｋｔ，
ｅＮＯＳ，ｐｅＮＯＳ，ＴＧＦβ１，Ｓｍａｄ３蛋白）与 βａｃｔｉｎ灰度
值的比值，此方法连续进行５次（ｎ＝５）。
３　结果
３１　匍匐大戟醇提物影响 ＲＡＥＣｓ的增殖作用　在
ＲＡＥＣｓ细胞方面匍匐大戟醇提物有一定的抑制作
用，ＩＣ５０为１２２９４ｇ／Ｌ。
３２　ＲＡＥＣｓ迁移能力受到匍匐大戟醇提物的影响
　对比于对照组，高剂量组和阳性组在３６ｈ内的移
动性不同，低剂量组的移动性有所降低，当１２ｈ后
无差异，４ｈ内的剂量组明显减少，后无差异。通过
上述结果可以得知，内皮细胞受到匍匐大戟提取物

的影响，其在二维水平上的迁移受到了抑制，而且剂

量也过于依赖时间。

３３　ＲＡＥＣｓ小管形成受到了匍匐大戟醇提物的影
响　对比于对照组，阳性组和匍匐大戟醇提物均处
于不同的时间段。能够对小管的形成有抑制作用的

是高、中、低剂量组。结果表明，匍匐大戟醇提物可

以对小管形成有明显的抑制作用，并在剂量依赖性

上有所体现。

４　讨论
在人体的正常发育和许多疾病的发展中血管的

形成起着非常重要的作用。从目前研究中可以看

出，血管新生即是血管的生成，血管新生以２种方式
体现：一是指萌芽成长，也称为嵌套的增长，向内凹

陷从血管壁通过，毛细血管在促进血管腔分裂的同

时，还有助于血管网络的形成。而是在原有血管的

基础上，促进新血管形成的过程。“肿瘤的生长和转

移依赖于血管生成”是 ｕｄａｈＦｏｌｋｍａｎ于１９７１年首次
提出的，在人体内血管内皮细胞起着很重要的作用，

比如肿瘤血管生成。Ｊａｉｎ还提出了“正常化”肿瘤血
管来治疗肿瘤的想法。日前医学的研究表明，在医

学领域中，抗肿瘤血管生成的研究已经成为了重点

对象。此次研究的体外细胞，从研究结果可以看出

来，ＭＴＴ比色显示匍匐大戟醇提物能够对肿瘤细胞

有一定的抑制作用，但是对某些细胞没有抑制作用，

比如正常的Ｌ６细胞，并且也可以从急性毒性实验结
果可以看出，在匍匐大戟醇提物在抗肿瘤和抑制血

管生成中是没有毒性的。这些结果说明匍匐大戟在

抗肿瘤方面的价值非常重要；而且在 ＲＡＥＣｓ迁移、
增殖和成管等方面，匍匐大戟醇提物能具有一定的

抑制作用，由此得出血管新生会受到匍匐大戟的抑

制影响，通过匍匐大戟结果可以得知，匍匐大戟醇提

物对血管内皮功能正常蛋白ＡＫＴ和ｅＮＯＳ磷酸化相
关的信号有一定的促进作用，能够使血管的蛋白表

达和稳定的相关信号增加，成熟蛋白对 Ｓｍａｄ３和
ＴＧＦｂｅｔａ１的表达，可推测匍匐大戟在肿瘤的生长
方面有一定的抑制作用，这种抑制的表现是通过促

进血管的稳定性和成熟来完成的；在裸鼠血清试验

中，测定裸鼠血清中 ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦＢＢ用的试剂盒是
ＥＬＩＳＡ，结果可以看出，比较于对照组，给药组 ＶＥＧＦ
含量在裸鼠血清中减少了，而ＰＤＧＦＢＢ在裸鼠血清
中含量反而升高，由此推测匍匐大戟可对 ＲＡＥＣｓ中
ＶＥＧＦ分泌起到抑制作用，从而抑制血管新生，还可
以对ＰＤＧＦＢＢ分泌有一定的促进作用，进而促进了
血管的成熟性和稳定性。该实验结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ的研究具有一致性。总而言之，从一定程度上
来讲，匍匐大戟能够抵抗肿瘤，而且分子机制能够抑

制肿瘤血管的新生，此过程还是对内皮细胞的调节

和血管新生相关的生长因子且分子如 ＶＥＧＦ，ＰＤＧＦ
ＢＢ等来完成的抑制作用，与此同时，还可以使新生
血管的成熟性和稳定性得到提升，逐渐促进肿瘤血

管的正常化。
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世界中联第十届中医儿科国际学术交流大会

世界中联儿科专业委员会换届改选会议

通　　知

　　经世界中医药学会联合会批准，世界中联第十届中医儿
科国际学术交流大会将于 ２０１８年 ７月在新加坡（７２１－
７２３）、马来西亚（７２４－７２８）召开。会议由世界中医药学
会联合会儿科专业委员会、新加坡中医研究院联合主办。

世界中联儿科专业委员会第二届理事会任期已届满，本

次会议期间将同时召开儿科专业委员会换届改选会议，产生

第三届理事会。本次改选工作将按照世界中联专业委员会

章程要求，在海内外中医儿科同行中广泛发动，按条件遴选

产生新一届理事会。通知如下：

一、大会主题

中西医儿科团结合作，为各国儿童健康服务

二、会议内容

助力一带一路建设，推进中医儿科国际学术交流与合作

在新加坡、马来西亚两国举办世界中联第十届中医儿科

国际学术交流大会召开世界中联儿科专业委员会换届改选

会议

三、征文内容

１著名中医西医儿科专家学科前沿学术报告
２儿科热点疾病的临床与实验研究成果报告
３外治疗法推拿疗法针灸疗法儿科临床应用
４面向国际的循证性中医临床诊疗指南研究

５中医儿科医疗、教学、科研工作经验交流
四、征文要求

见《儿科通讯》７８期。
五、会议日程

７月２１日报到，２０：００－２１：３０儿科专业委员会换届改
选会

７月２２－２３日第十届中医儿科国际学术交流大会新加
坡学术交流、访问

７月２４－２７日第十届中医儿科国际学术交流大会马来
西亚学术交流、访问

７月２８日返程
六、会议费用

注册费：新加坡代表每人１５０新元；中国及其他国家地
区代表每人：３００新元，或人民币１５００元。差旅正联系旅行
社办理。以上两项费用交付办法待通知。往返机票自购。

七、联系方式

联系人：戴启刚（中国）：８６－１８１１２９３８８０５
ＳａｌｌｙＫｏｈ（新加坡）：６５－９７９７３０９６，联系邮箱：ｓｚｌｅｋ＠

１２６ｃｏｍ
世界中医药学会联合会儿科专业委员会

２０１７１２１４
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