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[摘要 ]  目的 :观察扶正抑瘤颗粒对小鼠肝癌 H22 细胞凋亡率及线粒体膜电位的影响。方法 : 48 只荷瘤小

鼠随机分为模型组、环磷酰胺治疗组、扶正抑瘤颗粒大剂量治疗组和扶正抑瘤颗粒小剂量治疗组 ,分别予以

相应药物治疗 14 d。碘化丙啶染色 ,流式细胞术检测各组小鼠肝癌 H22 细胞的凋亡率。采用荧光探针罗丹

明 123 负载 ,激光扫描共聚焦显微镜下观察 H22 细胞的荧光强度 ,分析 H22 细胞线粒体膜电位的大小。结

果 :扶正抑瘤颗粒可以提高小鼠肝癌 H22 细胞的凋亡率 ,降低 H22 细胞的线粒体膜电位 ,与模型组比较 ,差

异有统计学意义。结论 :扶正抑瘤颗粒的抗肿瘤机制可能与降低肿瘤细胞线粒体膜电位 ,诱导肿瘤细胞凋亡

有关。
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Effects of Fuzheng Yi liu Granules on apoptotic rate and mi tochondrial
membrane potential of hepatocellular carcinoma cell line H22 from mice
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ABSTRACT  Objective: To evaluate the effects of Fuzheng Yiliu Granules ( FZYLG) on apoptotic rate and

mitochondrial membrane potent ial (Δψm ) of hepatocellular carcinoma cell line H22 from mice . Methods:

Forty-eight mice inoculated wi th H22 cells were randomly divided into four groups : untreated group , cyclo-

phosphamide-treated group , high-dose FZYLG-treated group and low-dose FZYLG- treated group . After 14

days of corresponding treatment , H22 cells in each group were stained with propidium iodide , and the apop-

totic rates were detected by flow cytometry (FCM) . The rhodamine 123 was used as a fluorescence probe to

label the H22 cells, and the fluorescence intensities were observed with laser scanning confocal microscope .

The fluorescence intensity of H22 cells indicated theΔψm of H22 cells . Results: FZYLG could signif icantly in-

crease the apoptotic rate while reduce theΔψm of H22 cells from mice as compared with those in the untreat-

ed group . Conclusion: The anti tumor effects of FZYLR on H22 cells from mice are related to decreasing the

Δψm and then inducing the apoptotsis of the H22 cells .

KEY WORDS  Fuzheng Yiliu Granules; carcinoma , hepatocellular; apoptosis; mitochondrial membrane

potential
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  扶正 抑瘤 颗粒 ( Fuzheng Yiliu Granules , FZYLG)具有扶正祛邪、化瘀解毒的功效。体内外
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实验已证实 , FZYLG 具有较好的抗肿瘤作用 [ 1 , 2 ]。

为了进一步阐明其作用机制 ,本实验采用流式细胞

仪检测 FZYLG 治疗后小鼠肝癌 H22 细胞的凋亡

率 ,并采用激光扫描共聚焦显微成像技术检测 H22

细胞线粒体膜电位的变化 ,现报道如下。

1  材料与方法

1 .1  实验动物  健康昆明种小鼠 , 体质量 ( 18±

2) g ,由卫生部兰州生物制品研究所实验动物饲养中

心提供。

1 .2  细胞株  小鼠肝癌 H22 细胞株 ,自中国医学

科学院北京药物研究所引进 ,本所传代保种。

1 .3  药品  扶正抑瘤颗粒由红芪、当归、莪术、墓头

回按 3∶1∶1∶3 组方 ,生药购自甘肃省药材公司 ,

由兰州佛慈制药有限公司制成浓缩颗粒 , 批号

040816 ,9 g/ 袋 (相当于生药 30 g)。注射用环磷酰

胺 ,由上海华联制药有限公司生产 , 批号 040606 ,

200 mg/ 支。

1 .4  主要仪器与试剂  主要仪器 : EPICS XL4 流

式细胞仪 (美国 Beckman-Coulte r 公司产品 ) ; TCS

SP2 激光扫描共聚焦显微镜系统 (德国 Leica 公司

产品 ) ;普通光学显微镜 (日本 Olympus 公司产品 ) ,

TGL-40B 离心机 (上海安亭科学仪器厂产品 ) ;

DK-98-Ⅰ型电子恒温水浴锅 (天津市泰斯特仪器有

限公司产品 ) ; D HG 型电热恒温鼓风干燥箱 (上海

精宏实验设备有限公司产品 ) ; BL3100 型 (精确度

0 .1 g)和 BP221S型 (精确度 0 .1 mg)电子天平。主

要试剂 :碘化丙啶 (美国 Beckman-Coulter 公司产

品 ) ;罗丹明 123(美国 Eugene公司产品 ) ;其余试剂

均为国产分析纯。

1 .5  接种瘤株  健康昆明种小鼠 48 只 ,雌雄各半 ,

置于室温 (23±2 )℃的动物室中自由进食饮水 ,适应

3 d 后 ,接种瘤株。常规消毒 ,从 H22 传代小鼠腹腔

抽取含 H22 细胞的乳白色瘤液 ,用生理盐水稀释至

瘤细胞计数约 12× 106 个/ ml, 小鼠腹腔接种瘤液

0 .2 ml/ 只。

1 .6  动物分组与给药  48 只小鼠随机分为 4 组 ,

每组 12 只 : (1 )模型组 :生理盐水15 ml·kg
- 1
·d

- 1

灌 胃 ; ( 2 ) FZYLG 大 剂 量 治 疗 组 : FZYLG

24 g·k g
- 1
·d

- 1
灌胃 ; ( 3 ) FZYLG 小剂量治疗组 :

FZYLG 12 g·kg - 1·d - 1灌胃 ; (4)环磷酰胺治疗组:

环磷酰胺 10 mg·kg
- 1
·d

- 1
腹腔注射

[ 3 ]
。各组小鼠均

于接种瘤株 24 h后开始给药 , 1次/ d,连续 14 d。

1 .7  流式细胞仪样本制备  治疗结束后第 1 天 ,抽

取各组小鼠腹水 1 ml,加入 3 ml磷酸盐缓冲溶液 ( pH

7 .4) ,混匀成瘤细胞悬液。取瘤细胞悬液 200μl ,加

入 75%乙醇 0 .5 ml, 4 ℃固定 12 h。加磷酸盐缓冲溶

液洗涤 , 1 000 r/ min 离心 10 min,重复 3 次 ,弃上清。

瘤细胞计数 > 1×106个/ ml,取瘤细胞悬液 50μl加入

碘化丙啶 1 ml,染色 30 min ,上机检测。

1 .8  H22 细胞凋亡率测定  采用流式细胞仪检

测 ,计数 5 000 个细胞 ,用 Multicycle 软件进行数据

分析。测定前用鸡红细胞校准仪器 ,使其变异系数

< 4%。

1 .9  罗丹明 123 负载  罗丹明 123 是一种亲脂性

阳离子荧光染料 ,对膜具有通透性 ,其荧光信号主要

集中于线粒体 ,其荧光强度代表细胞线粒体膜电位

的大小。采用陈扬超等
[ 4 ]
方法 ,稍作修改。治疗结

束后第 1 天 ,抽取各组小鼠腹水 2 ml,用预热 37 ℃

磷酸盐缓冲溶液洗涤 , 1 000 r/ min离心 10 min , 重

复 3 次 ;将细胞重悬于 0 .1 ml 磷酸盐缓冲溶液中 ,

取罗丹明 123 ( 10 μg/ ml ) 1 ml 加入细胞悬液中 ,

37 ℃避光孵育 45 min; 加磷酸盐缓冲溶液洗涤 ,

1 000 r/ min离心 10 min , 重复 3 次 ;将细胞重悬于

0 .5 ml磷酸盐缓冲溶液中 ,滴片 ,盖上载玻片。

1 .10  线粒体膜电位 (Δψm )测定  将玻片固定于

激光扫描共聚焦显微镜载物台上 ,在荧光显微镜下

初调焦平面 ,观察细胞状态及负载情况。氩离子激

光预扫描并设置扫描条件 :激发光波长 488 nm , 发

射光波长 530 nm;扫描方式 : X、Y、Z 三轴 ;扫描密

度 1 024×1 024;物镜倍数 40 倍 ;电子图像放大倍

数以标尺为准 ; Pinhole 1 .00。调节焦平面 ,选择最

清晰的荧光图像扫描。每组取 3 个样本 ,每个样本

随机选取 3 个视野 ,取其均数进行统计学分析。

1 .11  统计学分析  采用 SPSS 10 .0 软件进行统计

学分析 ,组间均数比较采用 Dunnett t检验 , 率的比

较采用χ
2
检验。

2  结  果

2 .1  各组荷瘤小鼠 H22 细胞凋亡率的比较  

FZYLG大、小剂量治疗组和环磷酰胺治疗组小鼠

肝癌细胞凋亡率较模型组明显升高 ,差异有统计学

意义。见表 1。

2 .2  各组荷瘤小鼠 H22 细胞线粒体膜电位的比较

 ZYLG大、小剂量治疗组和环磷酰胺治疗组小鼠

H22 细胞罗丹明 123 平均荧光强度较模型组明显

减弱 ,差异有统计学意义。见表 2。

2 .3  各组荷瘤小鼠 H22 细胞内罗丹明 123 荧光强

度的比较  模型组 H22 细胞内罗丹明 123 荧光强

度很强 ,环磷酰胺治疗组 H22 细胞内罗丹明 123 荧

光强度很弱 , ZYLG 大剂量治疗组 H22 细胞内罗丹

明 123 荧光强度较模型组明显减弱 , ZYLG 小剂量

治疗组 H22 细胞内罗丹明 123 荧光强度较模型组

减弱。见图 1。
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表 1  FZYLG对荷瘤小鼠 H22细胞凋亡率的影响

Table 1  Effects of FZYLG on apoptotic rates

of H22 cells from mice

( x± s, % )

Group n A poptot ic rat e

U ntreat ed 12 ð27 u.02±0 .83

Cyclophosph amide- treat ed 12 ð71 u.45±1 .34 * *

H igh-dose FZY L G-t rea t ed 12 ð45 u.33±1 .63 * *

L ow-dose FZ Y LG-trea te d 12 ð37 u.69±1 .11 *

  * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs unt rea t ed group .

表 2  FZYLG对荷瘤小鼠 H22 细胞线粒体膜电位的影响

Table 2  Effects of FZYLG on mitochondrial membrane

potentials (Δψm) of H22 cells from mice

( x± s )

Group n Average fluoresce nce
in te nsity of Rhod amin e 123 ×

U ntreat ed 12 ¾230 l.13±57 .46

Cyclophosph amide- treat ed 12 ¾106 l.20±27 .60 * *

H igh-dose FZY L G-t rea t ed 12 ¾124 l.44±68 .35 * *

L ow-dose FZ Y LG-trea te d 12 ¾207 l.97±64 .70 *

  * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs unt rea t ed group .

图 1  各组荷瘤小鼠 H22 细胞内罗丹明 123 荧光强度 (激光扫描共聚焦显微镜 )

Figure 1  Fluorescence intensities of Rhodamine 123 in H22 cells from mice in different groups

( by laser scanning confocal microscope)

A: Unt rea t ed group; B : Cyclophosph amid e-treat ed group ; C : High-dose FZ Y LG-trea te d group; D: Low-dose FZ YL G-trea ted group .

3  讨  论

临床及实验研究表明 , FZYLG 对胃癌、食道

癌、乳腺癌等均有较好的辅助治疗作用 , FZYLG 可

以通过影响细胞周期和核转录因子-κB 的表达等诱

导细胞凋亡 [ 1 , 2 , 5 ] 。本实验结果表明 , FZYLG 可明

显增加肿瘤细胞的凋亡率。近年来的大量研究发

现 ,线粒体与细胞凋亡进程密切相关 ,在药物诱导肿

瘤细胞凋亡的信号转导过程中 ,线粒体在促进凋亡

信号和 caspase 激活之间起着不可替代的作用
[ 6 ]
。

有研究表明 ,Δψm 降低主要是由于线粒体膜上

通透性转运孔 ( permeability transition pore, P T P )

的开放 [ 4 ]。 P T P 是由线粒体内、外膜蛋白所组成

的 ,定位于内外膜接触点 , 可以无选择性地允许

≤1 .5 kD的分子通过。P T P 开放后 ,由于线粒体基

质内高渗透压而使线粒体内外 H
+
梯度消失 ,呼吸

链脱偶联 ,导致能量产生中断 ;还会由于水和溶质的

进入使基质发生肿胀 ,导致外膜破裂 ,释放出各种活

性蛋白 ,包括细胞色素 C 和活化 caspase ,从而引起

细胞凋亡。此外 ,线粒体还可释放其他介导凋亡的

分子 ,如凋亡诱导因子 ( apoptosis-inducing factor ,

AIF )、procaspase-3 等 , AIF 在体外可作用于 pro-

caspase-3 ,并且其本身可能就是一种 caspase
[ 6 ]
。本

实验采用亲脂性阳离子荧光探针罗丹明 123 与 H22

活细胞内线粒体基质结合[ 7 ] ,对线粒体进行标记 ,并

采用激光扫描共聚焦显微镜系统检测活细胞内的荧

光强度 ,进行定量分析 ,以此反映细胞内线粒体膜电

位的相对变化。实验结果表明 , F ZYLG 大、小剂量

治疗组治疗后 , H22 细胞内罗丹明 123 荧光强度较

模型组明显减弱。罗丹明 123 荧光强度的下降 ,说

明线粒体内膜两侧电位差下降 ,不能提供足够的电

位梯度使标记物被吸收和保留在线粒体中 ;电位差

越小 ,线粒体吸收的染料越少 ,荧光强度就越弱[ 8 ]。

因此 ,降低线粒体膜电位可能是 FZYLG 诱导 H22

细胞凋亡 ,从而发挥抗肿瘤作用的机制之一。
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CAM-CANCER 证据概要

乳香

张  晶 编译 ,刘建平 审校

(北京中医药大学循证中医药临床研究与评价中心 ,北京 100029 )

  乳香是一种从橄榄科植物卡氏乳香树及同属植物的树

干切口中渗出的坚硬胶状树脂。在市场上交易的是自这种

胶状树脂中获取的干燥提取物 ,通常以含约 400 mg 乳香提

取物的口服胶囊或片剂的形式进行销售。

对健康男性志愿者进行的乳香药代动力学研究结果表

明 ,乳香在口服后 ,最初在胃内被快速地吸收 ,随后在肠道内

吸收 ,而摄入高脂饮食会加速乳香酸的吸收。体外实验发

现 ,高浓度的乳香提取物对某些恶性细胞株具有抗炎和抗增

殖效应。

在印度的传统医学中 ,常使用乳香制剂治疗各种炎症性

疾病。目前正在进行有关乳香提取物抗炎活性及治疗克隆

氏病和支气管哮喘方面的研究。

1  乳香的疗效

迄今为止 ,关于乳香的临床疗效 ,已发表了 1 篇回顾性

临床研究、1篇前瞻性临床研究和 1 篇有关临床治疗脑肿瘤

患者的研究。杰森等对采用乳香提取物 ( H 15 )治疗 19 例

(其中男性 11 名 ,女性 8 名 ,年龄 0 .5～18 岁 )患增殖性或复

发性脑瘤的儿童做了回顾性分析 ,患儿口服 H15 40～

126 mg·kg - 1·d - 1 ,治疗 1～26 个月 ,其中 6 名患儿同时接

受常规治疗 ( 3 例接受脑部放疗 , 2 例接受化疗 , 1 例服用地

塞米松)。结果表明 , 6 名患儿的临床症状与自觉症状均得

到改善。斯瑞夫等对 12 例伴有或不伴有肿瘤的进行性脑水

肿成年患者进行前瞻性研究 ,其中 7 例为脑胶质瘤患者 , 5

例为脑白质脑病患者 (同时接受常规治疗 ) ,所有患者均停用

类固醇治疗至少 4 周 ,而改用口服乳香提取物 H15 3×1 200

mg/ d。研究结果发现 , 7例脑胶质瘤患者的临床症状得到改

善 ,其中 2 例患者经核磁共振检查发现病灶周围的水肿减

轻 ;5 例脑白质脑病患者均治疗有效。海特和波克等进行了

一项前瞻性临床研究 ,在行外科手术治疗之前 ,将 29 例神经

胶质瘤患者分成高、中、低剂量乳香提取物治疗组 (分别口服

乳香提取物 3×1 200 mg/ d、3×800 mg/ d和 3×400 mg/ d)。

治疗 7 d后行 CT检查 ,结果表明 ,高剂量组患者病灶周围的

水肿减轻 ;中剂量组患者病灶周围的水肿也有不同程度的减

轻 ;而低剂量组患者病灶周围的水肿未见明显缓解。同时 ,

高剂量组患者的临床症状亦有所改善。

目前 ,有关乳香提取物治疗脑水肿可能的有益结论来源

于在循证医学中属于级别较低的牛津Ⅳ级证据。由于临床

研究报告及病例数均较少 ,且在研究中未设立空白组或安慰

剂对照组 ,因此对于上述研究结果的推广及应用十分有限。

2  安全性

134 例接受乳香治疗的癌症患者中有 11 例发生了不良

反应 :恶心 (呕吐 ) 1 例 ( W HO Ⅲ级 ) ,皮疹 2 例 ( WHO Ⅱ

级) ,胃肠道疼痛 2 例 ,食欲不振和烧心 6 例。其中 ,发生恶

心(呕吐 )及皮疹的 3 例患者停止继续服用乳香制剂。乳香

提取物是否存在对人体的致畸作用以及对人乳哺育婴儿的

影响 ,目前尚不清楚。因此建议怀孕或哺乳妇女不要服用乳

香提取物。

3  结  论

对于脑瘤患者进行的临床研究表明 ,乳香提取物可能具

有改善患者主观症状以及部分脑水肿患者临床和 (或 )放射

学征象的作用。但由于存在方法学上的局限性 ,这些研究结

果尚无法予以肯定 ,抑制肿瘤的功效并不一定是出于乳香提

取物的作用。研究报道的不良反应主要涉及胃肠道和皮肤

方面。总之 ,目前尚不能肯定服用乳香提取物对脑水肿或脑

肿瘤具有治疗作用。

(资料来源 : www .cam-cancer .org)
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