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医疗机构制剂活血益气方抗瘤丸基于裸鼠

荷瘤模型的工艺筛选

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

摘要　目的：筛选医疗机构制剂活血益气方抗瘤丸（简称ＫＬＷ）的制备工艺。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，分别灌胃给予等量的不同工艺ＫＬＷ１～４，以替莫唑胺为
阳性对照，以溶媒（去离子水）为模型对照，测量裸鼠体重、瘤体积，并观察给药前后小鼠症状；连续给药１５ｄ后，处死，称
量裸鼠瘤重量。结果：ＫＬＷ１中、高剂量组裸鼠瘤块重量，ＫＬＷ１高剂量组瘤体积，均低于模型对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），阳性对照组瘤块重量及瘤体积均低于模型对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。其他处方组裸鼠瘤块重
量、体积与模型对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。各待测组（ＫＬＷ１～４高、中、低剂量组）裸鼠体重与模型对照
组比较，差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５），阳性对照组给药后裸鼠体重明显低于模型对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。各组有少量裸鼠死亡。结论：抗瘤丸在荷瘤裸鼠模型中具有一定抑瘤效果，与待测工艺比较，原制剂工艺抑瘤效
果较好，成本低廉，适用于大规模现代化生产。
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　　活血益气方抗瘤丸（简称 ＫＬＷ）是治疗神经胶
质瘤的医疗机构制剂，临床应用近４０年，年销售额
近３００万元，临床观察结果证实了该药的有效性与

安全性［１］，具有较强的市场竞争力与较深远的社会

效益和经济效益，曾获北京市科技进步一等奖。但

是ＫＬＷ作为医疗机构制剂，仅限本医疗机构使用，
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为服务广大患者，急需向新药转化。鉴于ＫＬＷ工艺
简单并缺乏相关数据支持，故在新药研发过程中，其

合理性亟待进一步探索。我们采用荷瘤裸鼠模型，

以抑瘤效果为观察指标，对制剂工艺进行筛选，旨在

确定ＫＬＷ最优工艺，为新药研发奠定基础。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞与动物　人神经胶质瘤细胞Ｕ８７（由首
都医科大学宣武医院提供）。裸小鼠ＢＡＬＢ／ｃＮｕｄｅ，
雄性，１８～２２ｇ，１２６只，购自北京华阜康生物科技股
份 有 限 公 司，实 验 动 物 质 量 合 格 证 号：

１１４０１３０００２４４８２；１１４０１３０００２３３０７，屏障环境饲养。
１１２　药物　活血益气方ＫＬＷ原工艺，简称ＫＬＷ
１，由首都医科大学宣武医院提供；活血益气方 ＫＬＷ
待选工艺，简称ＫＬＷ２、ＫＬＷ３、ＫＬＷ４，由一诺信远
医药科技有限公司制备；替莫唑胺（ＴＭＺ，泰道，美国
仙灵葆雅公司授权生产，批号：４ＤＺＡＡ０４００１）。
１１３　试剂与仪器　胎牛血清（ＦＢＳ，天津市灏洋
生物制品科技有限责任公司，批号：２０１５０５１７），
ＤＭＥＭ 培 养 基 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，批 号：
１１７７２３７），胰蛋白酶 （ＡｍｒｅｓｃｏＣｏｍｐａｎｙ，批号：
０４５８）。ＣＯ２培养箱（ＮＡＰＣＯ６５００型），生物安全柜
（ＣＬＡＳＳＴＹＰＥＢ２型），台式离心机（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ５４３０Ｒ），电子数显卡尺（ＳＦ２０００型），倒置显微
镜（ＬｅｉｃａＤＭ３０００），电子天平（ＰＢ６０２Ｎ，ＴＥ２１０１
Ｌ）。
１２　方法
１２１　分组与模型建立　１）分组：按照工艺不同分
别设置 ＫＬＷ１、ＫＬＷ２、ＫＬＷ３、ＫＬＷ４的高中低剂
量组。ＫＬＷ１：按照医疗机构制剂 ＫＬＷ（首都医科
大学宣武医院，京药制字 Ｚ２００６３１０３）再注册批件
（批件号：再２０１４０１３７Ｂ）制法生产。ＫＬＷ２：加水煎
煮２次，合并２次煎液，取上清浓缩，干燥。ＫＬＷ３：
川贝、沉香加水、乙醇分别提取２次，提取液合并，取
上清液备用；三七等７０％乙醇回流提取２次，提取液
合并，取上清液回收乙醇；余药加水煎煮２次，合并２
次煎液，取上清液浓缩，与醇提液和川贝、沉香提取

液合并，浓缩，干燥。ＫＬＷ４：川贝、沉香加入水及乙
醇分别提取２次，提取液合并，取上清液备用；三七
等加７０％乙醇回流提取２次，提取液合并，取上清液
回收乙醇；余药加水煎煮２次，合并２次煎液，取上
清液浓缩，加乙醇至含醇量７０％，搅匀，静置，取上
清液，回收乙醇，取醇提取液和川贝、沉香提取液合

并，浓缩，干燥。

２）模型建立：Ｕ８７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。取对数生长期的Ｕ８７细胞，０２５％
胰酶消化后，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗２遍，离心，
用无血清的 ＤＭＥＭ培养基重悬细胞。将细胞悬液
注射至裸鼠右侧腋窝，０２ｍＬ／只，保证５×１０６个细
胞一次性注射至裸鼠右侧腋窝。

１２２　给药方法　待动物体内瘤块长到３００～１０００
ｍｍ３时将裸鼠按瘤块大小分组，使每组动物的瘤块
大小平均值接近，同时须考虑动物的体重，尽量使各

组动物体重平均值接近。分组后立刻灌胃给予不同

浓度受试药物：待测组分别给予高、中、低剂量

ＫＬＷ１～４，阳性对照组给予替莫唑胺胶囊（ＴＭＺ），模
型对照组给予同体积的去离子水（灭菌）。给药剂

量见表１。１次／ｄ，连续给药１５ｄ后处死裸鼠。

表１　各组给药剂量设定（ｎ＝９）

组别 裸鼠给药剂量 与人用剂量倍比

ＫＬＷ１低剂量组 ０８４ｇ生药／ｋｇ ０５倍
ＫＬＷ１中剂量组 １７ｇ生药／ｋｇ 等效

ＫＬＷ１高剂量组 ３４ｇ生药／ｋｇ ２倍
ＫＬＷ２低剂量组 ０８４ｇ生药／ｋｇ ０５倍
ＫＬＷ２中剂量组 １７ｇ生药／ｋｇ 等效

ＫＬＷ２高剂量组 ３４ｇ生药／ｋｇ ２倍
ＫＬＷ３低剂量组 ０８４ｇ生药／ｋｇ ０５倍
ＫＬＷ３中剂量组 １７ｇ生药／ｋｇ 等效

ＫＬＷ３高剂量组 ３４ｇ生药／ｋｇ ２倍
ＫＬＷ４低剂量组 ０８４ｇ生药／ｋｇ ０５倍
ＫＬＷ４中剂量组 １７ｇ生药／ｋｇ 等效

ＫＬＷ４高剂量组 ３４ｇ生药／ｋｇ ２倍
阳性对照组（ＴＭＺ） ３８７ｍｇ／ｋｇ 等效

模型对照组 － －

１２３　检测指标　分别在给药第０、３、６、９、１２、１５
天测量动物体重、肿瘤的最大直径 Ｌ（ｃｍ）和最小直
径Ｄ（ｃｍ），计算各组肿瘤体积Ｖ（ｃｍ３），Ｖ＝１／２×Ｌ２

×Ｄ。并于给药１５ｄ后处死，剥离瘤块称重。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１１５统计软件进行
数据分析。瘤块体积和重量计算为单变量因素计量

资料，先进行单因素方差分析，然后根据方差分析结

果，进行Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。计量资料用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较用 ｔ检验。以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　各组小鼠行为学观察结果　实验期间，ＫＬＷ１
高剂量组于给药后第９天死亡１只，ＫＬＷ１低剂量
组第９天死亡２只，ＫＬＷ２低剂量组第６天死亡１
只，ＫＬＷ３高剂量组第９天死亡１只，ＫＬＷ３中剂
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表２　ＫＬＷ对裸鼠瘤块体积的影响（珋ｘ±ＳＤ，ｎ＝９，ｍｍ３）

组别 给药前
给药后

第３天 第６天 第９天 第１２天 第１６天

ＫＬＷ１低剂量组 １４９６±３９６ ２００８±６５２ ３０８４±１１０５ ７８７５±２５５５ １８１９７±４３７０ ２４７５５±６５４３
ＫＬＷ１中剂量组 １４９５±４２２ ２２８８±４８７ ４３３２±１４０４ ７９１２±２２６０ １４５３１±４２６４ １７０２６±３５２８
ＫＬＷ１高剂量组 １４６５±３８１ １６６９±５０５ ２９６３±１０２８ ５３２８±１６３０ １１６６０±４２０７ １２４１１±４６１６

ＫＬＷ２低剂量组 １５４２±４２９ １７５６±５５０ ３５６８±９６４ ９８２４±２６３８ １７３００±４９５７ １９８７４±５６５９
ＫＬＷ２中剂量组 １５４０±３５４ ２０４５±５６８ ３１２５±７９６ ８４３５±１９８４ １９４４９±５０８８ １８９４８±７１４５
ＫＬＷ２高剂量组 １５５８±４２６ ２０３５±６２１ ３５８７±１２５３ ８７８１±２４６５ ２１０９０±４６７７ ２０１５３±５１４０
ＫＬＷ３低剂量组 １４８１±３６９ ２１９６±５６７ ２２８４±７８０ ９８３６±２２７１ １８９１６±３８５７ ２３６１１±７１３０
ＫＬＷ３中剂量组 １５１８±４０６ １６４９±３０５ ３７３３±１１２０ ９４２３±３５００ １６０５１±４４４１ １７０５８±６９６６
ＫＬＷ３高剂量组 １５５５±３６９ ２１２０±５４１ ３０７２±９０８ ８３５１±２１２８ １５７５０±４９１８ １６６６６±６９５７
ＫＬＷ４低剂量组 １５１２±４０２ ２０４５±４５２ ３８５６±８３６ ８２７２±１２５３ １４８８４±３２２８ １７０３６±５４５９
ＫＬＷ４中剂量组 １５６１±４０８ １９１９±３０７ ３６６９±８６３ ９７７３±２３９２ １８００５±３５４１ １８３１３±６７７３
ＫＬＷ４高剂量组 １５３７±３８５ １６５５±２３５ ４６０５±１３５１ １１９０４±３５２４ １９８３０±４６６０ １８７３７±６４２６
阳性对照组（ＴＭＺ） １９７１±１９６ ２７５７±７２２ ３８５４±８２４ ９６７５±３１９３ １０９６０±２５７０ ６８５０±２２２５

模型对照组 １５７４±４２０ ３０５３±１０９８ ４９１１±１４９０ １２３２８±３４７７ ２１４５３±４３２４ ２３１７８±６６２２

　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

量组第９天死亡１只，ＫＬＷ３低剂量组分别于３、６
天死亡 １只，ＫＬＷ４中剂量组第 ９天死亡 １只，
ＫＬＷ４低剂量组第１２死亡１只，阳性对照组第９天
死亡１只，模型对照组第３天死亡１只。各处方组
和模型对照组存活裸鼠临床症状、行为活动、腺体分

泌、呼吸、粪便等均未见明显异常。

２２　ＫＬＷ对裸鼠体重的影响　整个给药期间，
ＫＬＷ１～４高中低各剂量组裸鼠体重均增长，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。阳性对照组裸鼠体重逐
渐降低，与模型对照组比较，阳性对照组裸鼠体重在

给药后明显低于模型对照组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００１）。见图１。

图１　ＫＬＷ对ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠体重的影响
　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

２３　ＫＬＷ对裸鼠瘤块体积的影响　ＫＬＷ１高剂量
组在给药后第３、６、９、１２、１６天，ＫＬＷ１中剂量组第
９、１２天，ＫＬＷ１低剂量组第３、６、９天，ＬＷ２高剂量
组第３天，ＫＬＷ２中剂量组第３、６、９天，ＫＬＷ２低
剂量组第３天，ＫＬＷ３高剂量组第３、６、９天，ＫＬＷ３
中剂量组第３天，ＫＬＷ３低剂量组第３、６天，ＫＬＷ４

高剂量组第３天，ＫＬＷ４中剂量组第３天，ＫＬＷ４
低剂量组第３、９、１２天，裸鼠瘤块体积明显低于模型
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。阳性对照
组第１２、１６天，裸鼠瘤块体积明显低于模型对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
２４　ＫＬＷ对裸鼠瘤块重量的影响　ＫＬＷ１高、中
剂量组裸鼠瘤块重量明显低于模型对照组，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），其他待测组裸鼠瘤块重量
与模型对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
阳性对照组裸鼠瘤块重量明显低于模型对照组，差

异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图２。

图２　ＫＬＷ对裸鼠瘤块重量的影响
　　注：与模型对照组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

３　讨论
ＫＬＷ具有利湿解毒、扶正培本、活血化瘀的功

效，用于湿热蕴毒证，适用于脑胶质瘤，脑垂体瘤的

辅助治疗。临床研究［２］显示，早期前瞻性研究其总

有效率为６４７％；回顾性研究［３］表明，该药可以延

长恶性神经胶质瘤的生存时间，具有肯定疗效。基

础研究表明，ＫＬＷ具有抑制胶质瘤细胞增殖的作
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用［４５］，且该作用与促进胶质瘤细胞凋亡相关；经处

方筛选，得到优化的 ＫＬＷ处方。然而，作为医疗机
构制剂，制剂工艺确定缺乏依据，无相关筛选数据，

影响该药的新药研发。因此，本实验在处方优化基

础上进行制备工艺筛选。

ＫＬＷ由１８味中药组成，由于药味较多，难以用
使用正交试验的方法进行优化，故通过专家论证会

的方式得出待选方 ＫＬＷ２、３、４，分别将待选工艺与
原工艺ＫＬＷ１进行抑瘤效果比较。因为原工艺为
部分水提取，余下药味原粉入药的浓缩蜜丸。因此，

在工艺筛选过程中，待选方保证水提部分工艺和剂

型不变，为提高药物利用率，降低服药量，针对原粉

入药部分进行提取工艺筛选。ＫＬＷ２，模拟传统中
药水煎剂，即水煎两次合并使用，浓缩加蜜制丸。

ＫＬＷ３，参考ＫＬＷ组成药味中的有效成分，设计提
取工艺。经文献检索及２０１５版《中国药典》要求，
对抗ＫＬＷ原粉入药的十三味药味逐一研究。参考
君药三七、土茯苓及具有明确抗癌作用的白英、半枝

莲等有效成分性质［７１４］，如三七有效成分为七皂苷、

人参皂苷［１５］、土茯苓落新妇苷及总黄酮［１６１７］、白英

抗癌成分甾体生物碱类和皂苷类化合物［１８２０］、半枝

莲醇提物［２１］，并结合现代化工业生产的具体情况，

将提取工艺设计为７０％乙醇回流提取。为使方中
川贝、沉香有效成分最大限度保留，采用水、乙醇分

别提取。余药采取传统水煎煮方法。以上提取液合

并、浓缩、制丸。ＫＬＷ４，为减少给药剂量，提高制药
稳定性，在ＫＬＷ３基础上，对水提部分进行醇沉除
杂，余下工艺同ＫＬＷ３。

本实验结果表明，ＫＬＷ各测试组均能在不同程
度上降低裸鼠肿瘤体积及重量，其中 ＫＬＷ１中、高
剂量组有统计学意义。各测试组的裸鼠体重与阴性

对照组比较无明显区别。ＫＬＷ抑瘤效果不如阳性
对照药替莫唑胺，但与阳性对照组比较对裸鼠体重

改变较少，体现了中药与化疗药物相比安全性高。

除ＫＬＷ３组死亡较多外，其余各组死亡只数近似。
经专家组论证，一致认为 ＫＬＷ原工艺成本低廉、抑
瘤效果较好，且前期临床基础扎实，适用于进一步研

发推广。
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ＨＴ２９细胞增殖、凋亡和周期的影响［Ｊ］．中国中医药学报，

２０１６，４４（２）：５１５２．
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