
在个别指标上出现的差异不足以引起三个复方的抗心肌缺

血作用及其作用机理上的显著性差异 ,因此用土木香替换原

方中的青木香或者去掉冠心苏合丸原方中的青木香都是合

理的。
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　　当前肿瘤发病率很高。主要治疗手段化疗和放疗可导

致强烈的毒副作用。 开发具有增效减毒及抗癌双重作用的

天然药物为目前研究热点。中药龙胆为龙胆科植物条叶龙

胆 (GentianamaushurieaKitag.)、 龙胆 (Gentianaseabra

Bye.)、三花龙胆(Gentianatriflorapall.)或坚龙胆(Gentiana

riescensFranch.)的干燥根及根茎 [ 1] 。龙胆属于清热燥湿药 ,

具有清湿热 、泻肝火等功效 ,主治高血压 、头晕 、耳鸣 、小儿高

热抽搐 、乙型肝炎 、目赤肿痛 、胸肋痛 、胆囊炎 、湿热黄疸 、中

耳炎 、急性传染性肝炎 ,尿路感染 、膀胱炎 、阴部搔痒 、小便淋

痛 、胃炎 、消化不良等症。现代药理学研究表明 , 龙胆具有保

肝 、利胆 、健胃 、降压 、抗炎 、抗过敏 、抗病原体 、增强免疫功能

以及对中枢神经系统功能的影响等多种药理作用。龙胆多

糖是龙胆的有效成分之一 , 本试验主要对龙胆多糖的抗肿瘤

作用及其对环磷酰胺的增效减毒作用进行研究。

1　材料

1.1　动物及瘤株

昆明种小鼠 , 体重(20 ±2)g;小鼠肉瘤(S180)购于黑龙

江省肿瘤医院。

1.2　药品与试剂

龙胆购自哈尔滨市三棵树药品市场 , 由哈尔滨商业大学

药学院江蔚新教授鉴定为龙胆科植物三花龙胆(Gentiana

triflorapall.)的干燥的根;阳性对照药:环磷酰胺(江苏恒瑞

制药厂), 其他试剂均为分析纯。

2　方法

2.1　龙胆多糖(GP)的制备及含量测定 [ 1]

称取一定质量的龙胆粉末 , 加入 6倍量的石油醚 , 索氏

提取两次 , 每次 3 h,将粗粉中的溶剂挥干 , 加入 6倍量的蒸

馏水 ,超声提取两次 , 每次 75 min, 将提取液过滤并浓缩至 1

g/mL(按生药量计),加乙醇使其终浓度为 85%, 静置 24 h,

离心弃去上清液 ,将沉淀用 2倍量蒸馏水溶解 , saveg法除蛋

白 ,离心弃去沉淀 , 反复多次。将水相溶液浓缩后再次醇沉

过夜 ,沉淀分别用无水乙醇 、丙酮 、乙醚洗涤 , 得到精制的龙

胆多糖。苯酚一硫酸法测定多糖含量为 206.42 mg/g。

2.2　龙胆多糖对小鼠 S
180
实体瘤的生长抑制作用 [ 2]

无菌条件下抽取接种 7 d, 生长良好的 S180荷瘤小鼠腹

水 ,用无菌生理盐水 1∶4稀释 , 按 0.2 mL/只在小鼠右肢腋

部皮下接种 [ 3] 。接种后随机分组 , 每组 12只。 龙胆多糖剂

量分别为 20 mg/kg(低剂量组)、 40 mg/kg(中剂量组)、 80
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mg/kg(高剂量组), 阳性对照组环磷酰胺剂量为 30 mg/kg

(隔日给药 ,共 4次), 阴性对照组给相同体积的生理盐水。

接种后 24h,按剂量 ip给药 , 连续给药 8 d。末次给药 24 h

后颈椎脱臼处死动物 ,分别称体重 ,分离腋下肿瘤并立即称

瘤重 , 计算肿瘤抑制率。

2.3　龙胆多糖对环磷酰胺治疗小鼠 S180实体瘤的增效作

用 [ 4, 5]

瘤株接种方法同上 2.2项。 接种后随机分组 , 每组 12

只动物 , 实验共分 6组:①阴性对照组;②环磷酰胺组 GTX;

③龙胆多糖(GP)40 mg/kg组;④环磷酰胺加龙胆多糖(CTX

+GP)20mg/kg组;⑤环磷酰胺加龙胆多糖 40 mg/kg组;⑥

环磷酰胺加龙胆多糖 80 mg/kg组。龙胆多糖腹腔注射 , 每

天 1次 , 连续给药 8d;环磷酰胺腹腔注射 30 mg/kg, 隔日给

药 , 给药 4次。停药 24 h后 , 颈椎脱臼处死动物 , 分别称体

重 , 分离腋下肿瘤并立即称瘤重 , 计算肿瘤抑制率。

2.4　龙胆多糖对环磷酰胺治疗荷瘤小鼠的脾脏 、胸腺重量

的影响 [ 4, 5]

瘤株接种方法同上 2.2项。环磷酰胺按照 200 mg/kg

的剂量腹腔注射 1次 , 龙胆多糖以 20, 40, 80 mg/kg剂量每

天腹腔注射给药 1次 , 连续 8d,停药 24 h后处死动物 , 称取

脾脏及胸腺重量。

2.5　数据处理

结果均以( x±s), 数据统计分析采用方差分析 , 以 SPSS

10.5 forwindows统计软件 ,判断有无显著性。

3　结果

3.1　龙胆多糖对小鼠 S180实体瘤的抑制作用

结果如表 1所示 , 龙胆多糖高 、中 、低各剂量组 S180小鼠

平均瘤重均明显低于生理盐水组(P<0.05或 P<0.01), 抑

瘤率分别为 49.13%、45.09%和 31.21%, 抗肿瘤作用显著。

表 1　龙胆多糖对小鼠 S180实体瘤的抑制作用( x±s)

组别
每日剂量

/(mg/kg)

n

开始 结果
实体瘤重 /g 抑制率 /%

Control - 12 12 1.73±0.22 -

GTX 30 12 10 0.78±0.29＊＊ 54.91

GP 20 12 11 1.19±0.18＊ 31.21

40 12 12 0.95±0.21＊ 45.09

80 12 12 0.88±0.16＊＊ 49.13

　　与生理盐水比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

3.2　龙胆多糖对环磷酰胺治疗小鼠 S180实体瘤的增效作用

实验结果如表 2所示 ,环磷酰胺与龙胆多糖联用各组与

GP或 CTX单用相比抑瘤作用有所提高 , 分别达到 59.32%、

66.67%和 70.06%, 与环磷酰胺组比较具有显著性差异(P

<0.05)。

表 2　 龙胆多糖对环磷酰胺治疗小鼠 S180实体瘤的

增效作用( x±s)

组别
每日剂量

/(mg/kg)

n

开始 结果
实体瘤重 /g 抑制率 /%

Control - 12 11 1.77±0.10 -

CTX 30 12 10 0.73±0.06 58.75

GP 40 12 11 0.79±0.04 46.09

CTX+GP 30+20 12 11 0.72±0.08＊ 59.32

30+40 12 12 0.59±0.09＊ 66.67

30+80 12 11 0.53±0.06＊ 70.06

　　与 CTX组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

3.3　龙胆多糖对环磷酰胺治疗荷瘤小鼠的脾腺和胸腺指数

的影响

结果如表 3所示 ,环磷酰胺可降低小鼠的胸腺和脾脏重

量 ,而龙胆多糖可不同程度地升高化疗后荷瘤小鼠的胸腺指

数和脾指数。

表 3　 龙胆多糖对环磷酰胺治疗荷瘤小鼠的脾腺和胸腺指数影响( x±s)

组别
每日剂量

/(mg/kg)

n

开始 结果
胸腺重 /g 胸腺指数 /(mg/g) 脾脏重 /g 脾脂数 /(mg/g)

Control - 12 10 0.082 4±0.017 6 2.75±0.47 0.146 2±0.016 2 4.88±0.39

CTX 100 12 10 0.064 1±0.013 2 2.21±0.36 0.120 8±0.018 7 4.17+0.52

GP 20 12 12 0.081 3±0.019 7 2.87±0.52＊ 0.160 0±0.012 7 5.64±0.32＊

40 12 12 0.104 5±0.011 43 3.36±0.27＊ 0.180 6±0.012 5 5.81±0.28＊

80 12 11 0.074 9±0.015 2 2.58±0.41＊ 0.133 4±0.015 1 4.60±0.35＊

　　与生理盐水组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

4　讨论

本实验观察到龙胆多糖组荷瘤鼠生存质量明显高于阴

性对照组 , 表现为肿瘤生长缓慢 , 瘤体较小 , 反应及活动均较

敏捷 , 食欲较好 , 实验结束时亦无明显恶液质状态。而模型

对照组小鼠瘤体生长快 , 毛色暗淡 ,反应迟钝 , 食欲不振 , 后

期消瘦明显。说明龙胆中多糖毒副作用较小 , 对肿瘤治疗有

一定的意义 , 值得进一步深入研究。

在增效实验的研究中 , 单用环磷酰胺 , 肿瘤抑制率为

58.75%, 单用龙胆中多糖中剂量组 ,肿瘤抑制率为 46.09%,

当两药联用时 , 环磷酰胺加龙胆中多糖中剂量组的肿瘤抑制

率为 66.67%,环磷酰胺与龙胆中多糖联用 , 其效应大于各自

单独使用 ,小于相加 ,表现为次相加作用。在减毒的实验中 ,

治疗组药物可以明显增加模型小鼠的胸腺 、脾脏指数。

由上述结论我们可以看出 ,龙胆多糖是一种具有抗肿瘤

和增效减毒双重作用的天然药物 ,这对癌症的治疗具有重要

的意义。本实验仅对龙胆中多糖的抗肿瘤作用进行了浅层

研究 , 龙胆中多糖具体通过那条途径发生了抗肿瘤作用尚未

明确 , 需要对龙胆中多糖的抗肿瘤作用机制进行深层的研

究。
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　　青蒿素是从传统中草药黄花蒿中分离得到的高效 、低毒

的抗疟药物 , 具有广泛抗癌活性 , 李世辉 [ 1]等报道青蒿琥酯

对骨髓瘤细胞具有显著的增殖抑制及凋亡促进作用 ,本文拟

对青蒿琥酯抗骨髓瘤作用机制进行深一步探讨。

1　材料与方法

1.1　药品与试剂　青蒿琥酯 ,购于桂林南药股份有限公司 ,

规格为 60 mg/支 , 批准文号为 H10930195。 使用前 , 溶于磷

酸盐缓冲液 (PBS)中配成 1 000 μg/mL母液 , 超滤除菌 ,

-20 ℃保存。荧光 PCR检测试剂盒购于上海轩昊生物工程

公司。 VGEF、β-Actin一抗 、二抗为美国 Santz产品。四甲基

偶氮唑蓝(MTT)、RPMI1640培养液 、小牛血清 、胰蛋白酶 、二

甲基亚砜(DMSO), 均为美国 Biowares公司产品。其余试剂

均为国产分析纯。

1.2　细胞培养　小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/0, 由河北医科大

学生物科技总公司提供。用含 10%小牛血清的 RPMI1640

培养液 , 加入 NaHCO3 2.2 g/L、青霉素 100 U/mL和链霉素

100g/mL, 置 37 ℃、5%CO2温箱培养中传代培养 ,所有实验

均在细胞处于对数生长期时进行。

1.3　青蒿琥酯对 SP2/0细胞的增殖抑制作用　试验当天 ,

细胞用胰酶消化后用 Hank' s液将细胞洗下 、离心;用台盼兰

染色 , 镜下计数活细胞数 , 用 RPMI1640培养基调细胞浓度

为 2×105个 /mL;将细胞接种于 96孔培养板中 , 每孔加细胞

悬液 200μL, 每组 3个复孔 , 共设 5个组。加入青蒿琥酯 , 其

终浓度分别为 0、 10、 20、 40 μg/mL, 置温箱中培养。分别于

24、48、72h后 , 每孔加 MTT(5 mg/mL)20 μL, 37℃培养 4 h

后 , 离心去上清 ,加入酸化异丙醇 200 μL使颗粒溶解 ,用酶

标仪测 570 nm处吸光度。计算抑制率 ,抑制率(%)=(1-

试验孔 OD
570
/对照孔 OD

570
)×100%。

1.4　迁移试验　三维血管新生模型的构建:将内皮细胞和

微载体混合后置于 5%CO2 , 37℃培养箱中摇摆培养 72 h。

在 24孔培养板的每孔中加 250 μL含不同浓度青蒿琥酯的

1.0 mg/mL的纤维蛋白原 , 用 1.5 μL的凝血酶诱导聚合。

数分钟后 ,再加入 250 μL含约 250个包被有内皮细胞的微

载体于纤维蛋白原溶液中 , 同法诱导聚合。加入 1.0 mL含

10%成人血清的含药培养液。

结果判断:在规定观察时间上 , 每个培养孔在倒置显微

镜下 ,随机取 3个视野 , 然后测量出每条直线上 “出芽”的长

度 ,并计算每孔中所有微载体上出芽长度的总和 , 再计算出

每个微载体上的平均出芽长度。

1.5　鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)体内血管生长试验　将鸡受

精卵去壳孵化 , CAM通过一小窗口暴露部分 , 不同浓度青蒿

琥酯预先置入凝胶或纤维素膜中 , 并在血管生长高峰(第 7

天)植入 CAM,考察其抗毛细血管生长能力。 72 h后解剖鸡

胚 ,将薄片周围 3 cm直径区域内的尿囊膜剪下 ,镜下观察薄

片周围毛细血管生长情况 , (+)指无血管区超出甲基纤维

素薄片覆盖范围 ,直径达 6 mm或更多。 (+)占总数的比例

为血管生成抑制率。

1.6　荧光定量 PCR检测 VEGFmRNA的表达　收集 10μg/

mL青蒿琥酯作用 24、48、 72、96h后的 SP2/0细胞 ,按实验室

常规操作提取总 RNA, 各取 2 μg制备 cDNA。 按荧光 PCR

试剂盒说明进行体系配置 , 每个样本重复 3次。PCR反应及

数据采集在 GeneAmp5700 software4.0系统进行分析。分

别同时对 VEGF及内参照 GAPDH进行实时荧光定量 PCR

扩增 ,退火过程中搜集荧光信号 , PCR完成后 , 在 ABIPrism

SDS2.1软件上分析 Ct值 ,并计算相应的 2-■■Ct进行统计分

析 , ■■Ct=(试验组目的基因 Ct-试验组对照基因 Ct)-
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