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平肺口服液对荷瘤小鼠细胞增殖的双向调节作用

朱世杰 , 李佩文 , 贾立群

(中日友好医院中医肿瘤科 , 北京 100029)

[摘要 ]  目的  探讨平肺口服液抗肿瘤作用的机制。方法  将 30 只 Lewis 肺癌瘤株模型的 C57 BL 小鼠 ,随机分成生理盐水

空白组、平肺口服液组及顺铂化疗组 ,每组 10 只。给药 15 d 后取肿瘤组织和脾脏 ,用网撮法制成单细胞悬液。对瘤细胞和培

养后的脾脏 T 淋巴细胞行嗜银染色 ,用 KL-2 型细胞图像分析系统测算细胞核银染面积与细胞核面积的比值( I .S)。结果  生

理盐水空白组的瘤细胞核上可见密集的棕黑色颗粒 ;平肺口服液组瘤细胞核上的棕黑色颗粒明显少于空白组 ;化疗组瘤细胞

核上的黑色颗粒更少。平肺口服液组 T 淋巴细胞的 I .S值明显高于生理盐水空白组和化疗组 ,存在显著性差异 ;化疗组 T 淋

巴细胞的 I .S 值低于生理盐水空白组。结论  平肺口服液能明显抑制肿瘤细胞的增殖 ,但其抑制作用小于化疗组 ;而平肺口

服液促进 T 淋巴细胞增殖的作用则明显优于化疗组。
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Pingfei Mixture’s two-way adjustment to cell proliferation in mice with tumor
Z HU Shi- Jie , LI Pei-Wen , JIA Li-Qun

( Tumor Depart ment of Traditional Chinese Medicine , China-Japan Fr iendship H ospital , Beijing 100029 , China)

[ABSTRACT]  Objective  To study the antineoplastic mechanism of Pingfei Mixture . Methods  Thir ty C57 BL mice bearing

Lewis pulmonary carcinoma were randomly divided in to 3 groups : saline control group , Pingfei Mixture group and cispla tin

group . Fifteen days late r , tumor tissues and spleens were taken out and made in to unicellular suspension . Argyrophil staining

was taken to carcinoma cells and cultured T cells . KL-2 style cell image analysis system was used to analyze the ra te between

AgNOR s and nuclear region ( I .S) . Results  There were dense brownish-black granules in tumor cell nuclear of saline control

group . The brownis h-black granules of Pingfei Mixture group and cispla tin group were less than those of saline cont rol group .

The diffe rences of T cell I .S in these three groups were significan t . The I .S of Pingfei Mixture was higher than that of the oth-

er groups , and the I .S of the cisplatin group was the lowest . Conclusion  Pingfei Mixture can inhibit tumor cell proliferation ,

although the effect is inferior to cisplatin . Pingfei Mixture can also promote T cell proliferation and its effect was superior to

cisplatin .
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①
 平肺口服液是中日友好医院的院内制剂。临床

研究表明 ,该药在改善肺癌患者的临床症状、提高其

生存质量、延长其生存期方面均优于单纯化疗组 ;而

在肿瘤病灶的缓解率方面则不如单纯化疗组 [ 1 ]。本

实验通过测算荷瘤小鼠的瘤细胞和 T 淋巴细胞的

核仁组织区嗜银蛋白 ( nucleolar organizer region

associa ted argyrophil proteins , AgN ORs )的染色面

积 ,从细胞增殖学的角度探讨平肺口服液抗肿瘤作

用的机制。

1  材料与方法

1 .1  实验材料

1 .1 .1  药物及试剂  平肺口服液由沙参、百合、五

味子、全栝蒌、鱼腥草、白花蛇舌草等组成 ,水煎醇沉

后调整浓度为含生药 2 .575 g/ ml , 4℃保存备用。

按照陈奇的《中药药理研究方法学》[ 2 ]记载的方法计

算小鼠的用药剂量为生药 25 .75 g/ kg。顺铂 (山东

齐鲁制药厂生产 ,批号 : 9904008)用生理盐水配制成

浓度为 0 .1 mg/ ml 的溶液 , 避光保存。银染液 : A

液是含 50% AgNO3 的水溶液 ; B液是含 3 %甲酸 +

2%明胶的水溶液。低渗液是浓度为 0 .07 mol/ L 的

N aCl水溶液。固定液按照 3 份乙醇 + 1 份冰醋酸

的比例配制而成。

1 .1 .2  实验动物  采用小鼠 Lewis 肺癌瘤株模型。

C5 7 BL 小鼠 (中国医学科学院实验动物所提供 )共

30 只 ,雄性 ,体重 (20±1 ) g ,于每只小鼠的右腋皮下
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接种 2×106 个 Lewis 肺癌细胞。

1 .2  实验方法

1 .2 .1  动物分组及用药  将 30 只小鼠随机分成 3

组 ,每组 10 只。 ( 1 ) 生理盐水空白组 ,自接种后的

次日起 ,每只小鼠灌服生理盐水 0 .2 ml/ d ,共 15 d。

(2 )平肺口服液组 ,自接种后的次日起 , 每只小鼠灌

服平肺口服液 0 .2 ml(含生药 0 .515 g )/ d ,共 15 d。

(3 )化疗组 ,自接种后的次日起 ,每只小鼠腹腔注射

0 .2 ml顺铂/ 次 (按照 1 mg/ kg 给药 ) ,隔天 1 次 ,共

7 次。

1 .2 .2  细胞悬液制备  实验进行至第 15 天时 ,拉

颈处死小鼠 ,无菌取瘤组织和脾脏 ,分别用网撮法制

成单细胞悬液。取脾细胞悬液 3 ml ,缓慢加入含有

淋巴细胞分离液的无菌试管中 ,使标本与淋巴细胞

分离液之间形成清晰的分层界面。在室温下 , 以

2 000 r/ min 离心 15 min 后 ,可见淋巴细胞悬浮于

淋巴细胞分层液和血清之间 ,形成一薄层。用吸管

吸出淋巴细胞置于另一试管中 (注意尽量少吸出淋

巴细胞分离液 ) , 加入 0 .1 mol/ L PBS ( pH 7 .2～

7 .4) ,用吸管吹打均匀。在室温下 ,以 1 200 r/ min

离心 15 min , 弃去上清液后加入 0 .1 mol/ L PBS

( pH 7 .2～7 .4) ,同法再洗 1 次 ,弃去上清液后加入

1 ml完全 1640 培养液 ,混匀后加入含 4 ml RPMI-

1640 培养液的培养瓶中 , 置于 37℃培养箱中培养

72 h 后备用。瘤细胞悬液则直接备用。

1 .2 .3  检测方法  取备用的细胞悬液 5 ml放入试

管中 ,以 2 000 r/ min 离心 5 min。弃去上清液 , 留

取沉淀 , 加入低渗液 5 ml, 用吸管打匀 , 以 2 000

r/ min离心 5 min。弃去上清液 ,留取沉淀 , 加入低

渗液 5 ml ,再以 2 000 r/ min 离心 15 min。弃去上

清液 ,于沉淀中加入 0 .3 ml 的固定液 , 混匀后滴在

预冷的载玻片上 ,每片 2 滴 ,自然晾干。随后 ,按顺

序在制好的载玻片上滴 3 滴 A 液和 3 滴 B 液 ,加上

盖玻片 ,置于 90℃水浴箱的顶盖铝板上。待涂片转

变成深黄色时取下玻片 ,去除盖玻片后用清水冲去

浮色 ,空气中使其自然干燥。用 KL-2 型细胞图像

分析系统计算细胞核银染面积与细胞核面积的比值

( I .S )。

1 .3  统计方法  用 SPSS软件进行两组数据之间

比较的 t检验和多组数据之间比较的方差分析。

2  结  果

2 .1  抑瘤率  从肿瘤的体积来看 ,空白对照组要明

显大于平肺口服液组和化疗组。取标本称取肿瘤重

量 ,并按下述公式计算 :抑瘤率 = [ 1 - (治疗组平均

瘤重/ 空白对照组平均瘤重 ) ]× 100%。结果见

表 1。

表 1  各组的平均瘤重和抑瘤率

( x± s)

组别 n 平均瘤重 ( g) 抑瘤率 ( % )

空白对照组 10 $1 W.13±0 .3

平肺口服液组 10 $0 W.71±0 .5△△ 37 w.2

化疗组 10 $0 W.45±0 .3 *△△ 60 w.2

  注 :与平肺口服液组比较 , * P < 0 .05;与空白对照组比较 ,

△△ P < 0 .01

2 .2  平肺口服液对瘤细胞增殖的影响  各组肿瘤

细胞核均被染成棕黄色 ,其中空白对照组肿瘤细胞

核上可见密集的细小棕黑色颗粒 ;平肺口服液组肿

瘤细胞核上的棕黑色颗粒要明显少于空白对照组 ,

并且呈斑块状 ;化疗组肿瘤细胞核上的黑色颗粒更

少 ,形状更细小。各组肿瘤细胞核的 I .S值见表 2。

表 2  各组肿瘤细胞和 T淋巴细胞的 I .S检测值

( x± s, % )

组别 n 肿瘤细胞 I .S T 淋巴细胞 I .S

空白对照组 10 v25 €.7±3 .1 3 Ž.1±0 .8

平肺口服液组 10 v12 €.5±2 .3 * * 13 Ž.1±0 .5 * *

化疗组 10 v10 €.8±1 .5 * *  1±0 [.3 *△△

  注 :与空白对照组比较 , * P < 0 .05 , * * P < 0 .01;与平肺口服

液组比较 , △△ P < 0 .01

2 .3  平肺口服液对 T 淋巴细胞增殖的影响  各组

T 淋巴细胞的 I .S检测值见表 2。

3  讨  论

细胞的过度增殖是恶性肿瘤细胞所具有的重要

生物学特性之一。T 淋巴细胞也是具有增殖潜力的

一种免疫细胞 ,其增殖能力的高低反映了细胞免疫

功能的强弱。肿瘤细胞的过度增殖和 T 淋巴细胞

的增殖力的降低是恶性肿瘤治疗过程中普遍存在的

一对矛盾。目前 ,有许多指标可以反映细胞的增殖

水平 ,而核仁区酸性非组蛋白的嗜银染色则很早就

引起了肿瘤研究者的注意。1975 年 , Goodpasture

等 [ 3 ]首次报道了核仁组织区嗜银蛋白染色在肿瘤研

究中的应用。此后经过不断改良 ,其作为一种检测

肿瘤的方法已得到国内外专家的公认。AgNORs

的变化可以作为反映 DN A 转录活动和细胞增殖的

指标 ,同时也是鉴别良、恶性肿瘤和进行肿瘤分级的

依据。因此 , 肿瘤细胞 AgNORs 数量的减少 ,不仅

可以说明肿瘤增殖程度的降低 ,也说明了肿瘤的恶

性程度也有所降低。近年来 ,国内专家从相反的角

度选用 T 淋巴细胞作为染色对象 ,通过计算机来定
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量计算 I .S值 ,并将其作为反映 T 淋巴细胞生物活

性的指标。结果发现 ,恶性肿瘤组 T 淋巴细胞的 I .

S值明显低于非肿瘤组及正常人组[ 4 ]。本实验中 ,

我们选用这种方法同时检测肿瘤细胞和 T 淋巴细

胞的 I .S值 ,使各组之间具有可比性。

许多临床研究证实 ,由于化疗和放疗作用性质

的单一 ,因此在抑制肿瘤细胞增殖的同时也抑制了

T 淋巴细胞的增殖 ,从而降低了机体的细胞免疫水

平 ,直接或间接导致了恶性肿瘤术后的复发和远处

转移。本次实验证明 , 平肺口服液具有一定的细胞

毒作用 ,可以明显抑制肿瘤细胞的增殖 ,其抑制肿瘤

的作用虽然不及顺铂化疗组 ,但和空白对照组比较

仍具有统计学差异。平肺口服液还可以保护机体的

免疫系统 ,使其免受进一步的伤害 ,并能调动机体的

抗肿瘤能力。实验结果表明 ,平肺口服液组 T 淋巴

细胞的增殖活性明显高于空白对照组 , 而化疗组则

没有这种作用。

关于中医药治疗疾病的作用机制 ,有学者提出

“双向调节理论”、“双调自稳理论”等多种解释 ,都在

一定程度上阐明了中药的作用特点[ 5 ]。平肺口服液

既能抑制肿瘤细胞的增殖 ,又可促进 T 淋巴细胞的

增殖 ,探讨其原因可能是由于此方中既含有扶正的

药物 ,又含有清热解毒的药物。中药复方中所含的

相对立成分使其具有双向调节的作用。
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癌细胞的作用 ,能改善血液流变学的特性 ,降低血黏

度、抑制血小板活性、促进纤维蛋白溶解、抗血栓形

成以及消除微循环障碍 ,进而起到抑瘤及抗肿瘤转

移的作用。 (3 )诱导肿瘤细胞凋亡。细胞凋亡是受

基因控制的一种主动性的细胞自杀过程。当凋亡基

因发生失活、突变 , 或者抑制凋亡的基因过度表达 ,

肿瘤细胞便可通过其中的某种途径逃避凋亡而发生

转移。榄香烯是从中药莪术中提取的有效成分。钱

军等
[ 8 ]
研究发现 , 榄香烯通过抑制肺癌细胞 DNA、

RNA 及蛋白质的合成 ,干扰肺癌细胞的糖脂代谢 ,

并通过诱导癌细胞的分化和凋亡发挥抑瘤和抗转移

的作用。 (4 )改变淋巴结的微环境。肿瘤淋巴结微

转移灶的转归与淋巴结内的微环境有关 ,若微转移

灶不能适应淋巴结内的微环境 ,则肿瘤细胞发生死

亡。随着分子生物学的迅速发展 ,今后的研究重点

将放在淋巴结内的微环境或微生态系统上 , 即肿瘤

微转移灶与淋巴结内微环境之间的相互作用 ,这将

是一个富有挑战性的新领域。在此研究过程中 ,可

能会发现许多新的作用靶点 ,而中医药的特点正是

有效部位多及作用的多靶点 ,因此在改变淋巴结微

环境方面可能具有更大的优势。

综上所述 ,肿瘤的发生发展是一个多步骤、多因

素参与的复杂的生物学过程。如果能利用中药复方

成分多样性、作用多靶点的特点 ,开发出针对肿瘤淋

巴结微小转移灶的中药复方制剂 ,将其应用于肿瘤

的治疗之中 ,发挥其抗肿瘤细胞转移的优势 ,那么中

医药在杀灭癌肿淋巴结微小转移灶方面将会有突破

性的进展 ,必将开创中医药防治肿瘤的新天地。
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