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要"目的
!

探讨苦参碱"

:;

#与氧化苦参碱"

\:

#在体内的抑瘤作用及免疫调节机制$方法
!

分别以一定剂量
:;

与

\:

处理荷
!1

J

'+

肝癌细胞的裸鼠和荷
!++

肝癌细胞的昆明小鼠!检测肿瘤大小!并观察
:;

与
\:

对小鼠引起的迟发型超敏

反应"

U&!

#&淋巴细胞增殖&碳粒廓清率&溶血素试验&脾脏系数&

/X9

计数等免疫学指标变化$结果
!

+@

&

@,

及
*,,>

O

(

M

O

的

:;

与
\:

对裸鼠体内肿瘤无抑制作用!

\:

对荷
!++

肝癌细胞昆明小鼠的抑瘤作用明显!各免疫指标与对照组比较差异有统

计学意义"

!

$

,?,@

#$结论
!

\:

可以调动机体的免疫功能!产生抑瘤效应!在肿瘤化疗辅助用药方面具有应用前景$

关键词"氧化苦参碱'苦参碱'抑瘤作用'免疫调节
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苦参碱$
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%对肿瘤杀伤作用的研究已引起人们

的高度重视#近年来大量研究表明#

:;

对于多种肿瘤细胞具

有抑制增殖的作用'

*)+

(

#本研究的前期已证明#

:;

在体外可抑

制
!1

J

'+

*

;@$C

细胞增殖'

B)$

(

#

:;

的抑瘤作用是氧化苦参碱

$
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>F34=51
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%的
*,

倍)现将苦参生物碱对肿瘤杀伤作用

的机制报道如下)

C

!

材料与方法

C?C

!

材料
!

:;

纯品$西安鸿生生物技术公司%*

\:

注射液

$博尔泰力公司%&绵羊红细胞$

2I11

J

41A6788AL177

#

"SX9

%悬

液$第三军医大学实验动物中心%*豚鼠血清*二硝基氟苯$

A=5=)

348N7P848615H151

#

Ù (X

%*刀豆素
;

$

L85LF5FQF7=5;

#

985;

%*

四甲基偶氮唑盐$

>13I

G

73I=FH87

G

73134FH87=P>

#

:&&

%*印度墨

汁$北京鼎国生物公司%&特级小牛血清$杭州四季青公司%)其

余化学试剂均为国产分析纯)

C?D

!

动物
!

@

&

%

周龄*体质量
*0

&

+,

O

的健康
"#(

级裸鼠

+,

只#雌雄各半$第三军医大学附属大坪医院动物所%&体质量

*0

&

++

O

的健康
"#(

级昆明小鼠$第三军医大学实验动物中

心%#雌雄各半&

!++

保种小鼠$重庆中药研究所动物中心%)

C?E

!

药物浓度的选择
!

将
*+,

只昆明小鼠随机分成
D

组#按

注射
:;

*

\:

的不同浓度分为
*,,

*

*+,

*

*$,

*

*D,

*

*0,

和

+,,>

O

"

>.

组#每组
+,

只$雌雄各
*,

只%#常温饲养
*+I

后#

分别将浓度为
*,,

*

*+,

*

*$,

*

*D,

*

*0,

和
+,,>

O

"

>.

的
:;

*

\:

按
,?,+>.

"

O

进行腹腔注射
*

次#然后观察
%A

内动物反

应及死亡情况#分别计算两种药物的半数致死剂量'

@

(

)

C?F

!

模型的建立

C?F?C

!

荷
!1

J

'H

肝癌裸鼠模型的建立
!

取培养至对数生长

期的
!1

J

'+

细胞
*@

瓶#制成细胞悬液#以无血清
*D$,

培养液

洗涤
*

次后#用正常血清$

584>F7214F

#

"̀

%稀释细胞#镜下计

数细胞数约为
*Z*,

D

&

+Z*,

D 个)混匀细胞后用一次性注射

器在裸鼠背部右后外侧皮下注射
,?+>.

细胞悬液#接种后常

温下正常饲养#观察
@A

后再补种
*

次肿瘤细胞)

*,A

后有
*0

只裸鼠长出瘤体)实验分组!将
*0

只荷瘤裸鼠随机分为
:;

组*

\:

组和对照组#每组
D

只)

:;

组于瘤体出现后
*A

开

始#每天皮下注射
:;*,,>

O

"

M

O

&

\:

组于瘤体出现后
*A

开

始#每天皮下注射
\:*,,>

O

"

M

O

)对照组每天注射
"̀

每只

,?+>.

)

B

组的饲养条件相同)每天以游标卡尺测量瘤体大

小)

+,A

后处死小鼠#取出肿瘤称瘤体质量)

C?F?D

!

荷
!++

肝癌小鼠模型的建立
!

断颈处死腹腔保种

!++

细胞的小鼠#于
%@Y

乙醇中浸泡约
+>=5

#无菌条件下剪

开小鼠腹部皮肤暴露腹膜#以镊子挑起腹膜并剪开一小口#用

吸管吸取含
!++

肿瘤细胞的腹腔积液于无菌烧杯中)稀释细

胞#镜下计数细胞数约为
*Z*,

D

&

+Z*,

D 个)混匀细胞后#在

昆明小鼠背部右后外侧皮下注射
,?+>.

细胞悬液#接种后常

温下同等条件下饲养#任其自然生长#分别给予
:;

$

+@

*

@,

和

C*%+

重庆医学
+,**

年
C

月第
$,

卷第
+%

期



*,,>

O

"

M

O

%*

\:

$

+@

*

@,

和
*,,>

O

"

M

O

%共
*,A

)停药后处死

小鼠#取出肿瘤称瘤体质量)

C?G

!

检测
:;

及
\:

对荷瘤小鼠免疫调节的影响

C?G?C

!

小鼠迟发型超敏反应$

A17F

G

1A3

GJ

1I

GJ

142152=3=Q=3

G

#

U&!

%检测'

D

(

!

将
@,>.*Y Ù (X

丙酮麻油溶液涂于去毛

的荷瘤小鼠腹部#

$A

后于每鼠右耳涂以
*,

$

.

同样浓度的

Ù (X

#

+$I

后#颈椎脱臼致死#剪下左右耳郭#各取直径为
0

>>

的耳片称其质量#以左右耳片质量之差表示肿胀程度)

C?G?D

!

淋巴细胞增殖实验'

%

(

!

无菌条下摘取小鼠眼球取血#

用完全培养基按
B]*

$

<]<

%#稀释血液#经淋巴细胞分离液

处理离心得到单核细胞层$按试剂说明书操作%)小心提取该

层细胞以
+

倍体积完全培养液洗涤后制备成
*?@Z*,

D 个"
>.

单细胞悬液)细胞溶胶培养用
CD

孔培养板#每孔加
*,,

$

.

细

胞溶胶#

*,,

$

.985;

液$

@

$

O

"

>.

%#设立
B

个平行孔#置于
B%

[@Y9\

+

培养箱中培养
%+I

)于培养结束前
$I

#加入
:&&

+,

$

.

$

@>

O

"

>.

%继续培养#最后离心弃上清液加
*,,

$

.

含

,?,$>87

"

.!97

的
*,Y

十二烷基硫酸钠$

28A=P>A8A1L

G

72P7)

NF31

#

"U"

%#吹打均匀#酶联仪检测波长
@%,5>

与
DB,5>

的吸

光度$

8

J

3=LF7A152=3

G

#

\U

%值#

\U

@%,

减去
\U

DB,

值即为实验

结果)

C?G?E

!

碳粒廓清实验'

0

(

!

分组及用药同前)在第
*,

天最后

*

次用药后
*I

#尾静脉注射
"̀

稀释
*,

倍的印度墨汁

,?+>.

#分别在
B>=5

*

*B>=5

各从眼眶静脉丛取血
+,

$

.

#溶

于含
+>.,?*Y

的
F̀

+

9\

B

溶液的试管中#混匀#静置
+$I

#以

分光光度计测定
D@,5>

处的
\U

值#计算碳廓清除率
Md

$

7

O

;

*

b7

O

;

+

%"$

&

+

b&

*

%)

C?G?F

!

溶血素实验'

C

(

!

治疗分组及剂量同前)于给药后第
+

天每只小鼠经尾静脉注射
*,Y"SX9*?,>.

使其致敏#治疗

*,A

结束后#摘取小鼠眼球取血
+,

$

.

加入到
@>. "̀

中混

匀#

*,,,4

"

>=5

离心
*,>=5

#取上清液与
*>.@Y"SX9

和
*

>.*]+,

稀释的豚鼠血清混合后
B%[

水浴
+,>=5

#

*,,,4

"

>=5

离心
*,>=5

#取上清液
*>.

#加入
B>.

都氏液#用紫外分

光光度计于
@$,5>

处测其
\U

值)

C?G?G

!

脾脏系数的测定
!

断颈法处死各组小鼠#称小鼠体质

量#无菌条件下小心分离脾脏#置高压灭菌后的称量瓶中称量

脾脏质量)脾脏系数$

>

O

"

O

%

d

脾脏质量"小鼠体质量)

C?G?H

!

血
/X9

计数
!

在最后一次用药后
BI

#经鼠尾取血

+,

$

.

#加入
,?B0>./X9

稀释液中混匀#取混匀稀释血液
*

滴#滴入计数板中#静置
+

&

B>=5

#用低倍镜计数
/X9

总数#

/X9

"

.d$

大格白细胞总数"
+,Z*,

C

)

C?H

!

统计学处理
!

根据回归方程为!

&db*%?BDC0c*,?B@*

B3

$

9d,?C+B@

%#

#d,?,*

时#查表得的
9

为
,?C*%,

$其中
&

为概率单位加
@

后的值#

3

为剂量的对数
78

O

3

%)求得半数致

死量$

713IF7A821@,Y

#

.U

@,

%

:;d*$$?C,>

O

"

M

O

$置信系数
#

d,?,@

时的置信区间为!

*+,?@+%C

(

.U

@,

(

*%$?+,,$

#

,?,0,,

%)

!

$

,?,@

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D?C

!

实验用药剂量
!

不同
:;

剂量引起小鼠死亡情况见表

*

)

\:

各组均未见动物死亡)根据
.U

@,

#确定
:;

*

\:

用药

剂量为
+@

*

@,

及
*,,>

O

"

M

O

)

D?D

!

:;

及
\:

对荷瘤裸鼠的抑瘤作用
!

对照组的瘤体质量

为$

+?$*0%_,?+BDD

%

O

*

:;

组为$

+?+%*%_,?+$C0

%

O

#

\:

组为$

+?+@BC_,?+CC0

%

O

#组间比较差异无统计学意义$

!

%

,?,@

%)

D?E

!

:;

及
\:

对昆明小鼠的抑瘤作用
!

\:

组与对照组相

比差异有统计学意义$

!

$

,?,*

%)见表
+

)

D?F

!

:;

及
\:

对荷瘤小鼠免疫调节的影响

D?F?C

!

U&!

结果
!

:;

致小鼠耳肿胀度降低#与对照组相比

差异有统计学意义$

!

$

,?,*

%&

\:

组与对照组相比无明显差

异$

!

%

,?,@

%#见表
+

)

D?F?D

!

淋巴细胞增殖实验
!

:;

作用后#细胞后
\U

@%,

&

\U

DB,

远小于
\:

作用于细胞后的
\U

@%,

&

\U

DB,

#结果见表
B

)

表
*

!!

不同
:;

剂量引起小鼠死亡情况

组别
$

死亡数

$

$

%

死亡率

$

Y

%

剂量

对数

概率单位

$

!c@

%

+,,>

O

"

>.

组
+, *D 0,?, +?B,* @?0$,

*0,>

O

"

>.

组
+, *C C@?, +?+@@ D?D$,

*D,>

O

"

>.

组
+, *B D@?, +?+,$ @?BC,

*$,>

O

"

>.

组
+, *+ D,?, +?*$D @?+@,

*+,>

O

"

>.

组
+, + *,?, +?,%C B?%+,

*,,>

O

"

>.

组
+, * @?, +?,,, B?BD,

表
+

!!

不同浓度的
:;

$

\:

对荷瘤小鼠的抑瘤作用及对免疫调节的影响&

,_>

'

组别 瘤体质量$

O

% 耳肿胀度$

>

O

% 碳粒廓清
g

值
\U

@$,

/X9

数$

Z*,

C

"

.

%

对照组
+?C,DC_,?B+*$ **?D+_*?,$ ,?,+@D_,?,,$$ ,?@0C_,?,*, B?+@_,?**

:;

$

+@>

O

"

M

O

%组
+?%*@*_,?B+$$ %?%B_,?$@ ,?,+*%_,?,,B@ ,?B%C_,?,,@ +?C+_,?+,

:;

$

@,>

O

"

M

O

%组
+?0%C,_,?@,@C %?$$_,?$@ ,?,*C@_,?,,*C ,?B,C_,?,*, +?$+_,?+*

:;

$

*,,>

O

"

M

O

%组
+?CD*%_,?$B*$ %?$,_,?B@ ,?,*0,_,?,,BD ,?+C*_,?,*@ +?BB_,?*%

\:

$

+@>

O

"

M

O

%组
+?*%%+_,?+,@, **?C$_*?*% ,?,+0,_,?,,B$ ,?DB+_,?,,C B?+$_,?,%

\:

$

@,>

O

"

M

O

%组
+?,,+$_,?*0BD *+?*$_*?$* ,?,+CB_,?,,+$ ,?DC,_,?,,$ B?@D_,?B$

\:

$

*,,>

O

"

M

O

%组
+?,%@*_,?B@%C *+?+*_*?,@ ,?,B*$_,?,,DD ,?%B0_,?,,0 B?%@_,?$0

D?F?E

!

碳粒廓清实验结果
!

:;

*

\:

组与对照组相比差异有

统计学意义$

!

$

,?,*

%)

:;

组
g

值较对照组下降#而
\:

组

g

值上升)即
:;

可抑制小鼠内皮吞噬系统功能#而
\:

可

提高小鼠内皮吞噬系统功能)见表
+

)

D?F?F

!

溶血素试验结果
!

:;

可抑制溶血素的产生#而
\:

可刺激溶血素的生成#即
:;

可抑制小鼠体液免疫功能#

\:

,+%+
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年
C
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$,

卷第
+%

期



则促进小鼠的体液免疫)

:;

*

\:

组与对照组比较#差异有

统计学意义$

!

$

,?,*

%)见表
+

)

D?F?G

!

脾脏系数测定结果
!

:;

组的脾脏系数变小&

\:

可

使小鼠脾脏系数增大)见表
$

)

表
B

!!

各组小鼠淋巴细胞对
985;

的反应

组别
\U

@%,

\U

DB,

\U

@%,

b\U

DB,

对照组
$+?BC_,?C% B*?D$_,?+D *,?+$_,?+C

:;

$

+@>

O

"

M

O

%组
$+?$0_*?+, B+?**_,?%*D *,?*+_,?D%

:;

$

@,>

O

"

M

O

%组
$,?+B_,?C$ B*?DC_,?+* 0?D%_,?B@

:;

$

*,,>

O

"

M

O

%组
B@?0%_*?B@ B*?$B_,?0@ $?@%_,?B%

\:

$

+@>

O

"

M

O

%组
@+?$B_*?,, B*?BC_,?B0* +*?,0_,?++

\:

$

@,>

O

"

M

O

%组
@$?,*_*?*0 B*?@B_,?+0% ++?+0_,?$C

\:

$

*,,>

O

"

M

O

%组
@D?0*_+?0C B+?B,_,?$B +$?$D_,?+$

表
$

!!

:;

对荷瘤鼠脾脏系数的影响

组别 脾脏系数$

>

O

"

O

%

对照组
,?,***

:;

$

+@>

O

"

M

O

%组
,?,,%%

:;

$

@,>

O

"

M

O

%组
,?,,C*

:;

$

*,,>

O

"

M

O

%组
,?,,%,

\:

$

+@>

O

"

M

O

%组
,?,**B

\:

$

@,>

O

"

M

O

%组
,?,*D*

\:

$

*,,>

O

"

M

O

%组
,?,*$*

D?F?H

!

/X9

计数结果
!

:;

治疗后#小鼠血液
/X9

下降#各

浓度与对照组比较#差异均有统计学意义$

!

$

,?,*

%&中浓度

与高浓度
\:

可使小鼠
/X9

数升高#与对照组比较差异有统

计学意义$

!

$

,?,*

%&低浓度
\:

对
/X9

数量的变化无明显

作用$

!

%

,?,*

%)见表
+

)

E

!

讨
!!

论

本实验结果显示#

:;

与
\:

对荷
!1

J

'+

肝癌裸鼠无明

显抑瘤作用#与本研究前期
:;

在体外实验中良好的抑制肿

瘤细胞增殖的作用有差异)究其原因#考虑为
:;

在体外实

验时的有效药物浓度较大#而在体内实验中发现#其对小鼠的

.U

@,

为
*$$>

O

"

M

O

#而本研究体内用药的最高剂量仅用到
*,,

>

O

"

M

O

#可能在该浓度下
:;

不能发挥其良好的抑瘤作用)改

用荷
!++

肝癌细胞的昆明小鼠进行研究发现#虽然
:;

的作

用仍不明显#但
\:

却显示了一定的抑瘤效应#这似乎与体外

作用时
:;

的抗癌效果比
\:

强及
:;

与
\:

在裸鼠体内无

明显抑瘤作用的结果相矛盾)本研究认为#裸鼠作为免疫缺陷

小鼠#抗肿瘤药物主要通过药物本身对肿瘤细胞产生杀伤作

用#由于
:;

体内试验时的剂量不足导致其杀伤肿瘤细胞的

作用得不到良好的体现)对于昆明小鼠而言#其机体的免疫系

统比较完善#药物可以通过调动机体的免疫力对肿瘤产生抑制

作用)从体外试验中了解到
:;

对细胞可以诱导肿瘤细胞凋

亡#也有致使其坏死的作用#而
\:

在一定程度上体现了对细

胞的保护作用#由此推测#

\:

可能具有增强机体免疫力的作

用)为了验证这一假设#对经两种药物治疗的荷瘤小鼠的免疫

功能进行了研究)

测定小鼠皮肤
U&!

#了解药物作用后#小鼠对肿瘤的非特

异性皮肤反应#体现了小鼠非特异性免疫功能的强弱)本研究

证实#

:;

作用后导致小鼠皮肤
U&!

减弱#而
\:

对其无明

显影响#说明
:;

对小鼠的非特异性免疫具有抑制作用#而

\:

不会抑制小鼠的非特异性免疫功能)淋巴细胞体外增殖

反应的结果表明#

:;

可以抑制淋巴细胞的体外增殖反应#而

\:

则可以促进淋巴细胞在体外的增殖#表明
:;

可以抑制
&

淋巴细胞的免疫功能#而
\:

则可促进
&

淋巴细胞免疫)碳

粒廓清实验结果表明#

:;

抑制吞噬作用而
\:

可增强吞噬作

用#提示
\:

可以增强小鼠网状内皮系统的功能)溶血素试

验实验结果证实#

\:

可增强荷瘤小鼠的体液免疫#

:;

则起

抑制作用)脾脏系数的测定也证实#

\:

可使小鼠脾脏增大#

而
:;

使小鼠脾脏减小)

/X9

计数发现中*高浓度
\:

处理

后的荷瘤小鼠血
/X9

数量上升#也说明其对免疫功能有促进

作用)

综上所述#虽然
:;

在体外试验有很强的抗肿瘤作

用'

*,)**

(

#但本研究提示#在体内
\:

的抑瘤作用强于
:;

#其可

能机制是
\:

调动机体的免疫功能发挥抑瘤作用#而
:;

却

起到免疫抑制的作用)本研究表明#抗肿瘤药物在体外与体内

实验可得出不同的结果#体内抗肿瘤的研究显得尤为重要#研

究结果为苦参生物碱的临床应用提供了新思路)
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