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三白草提取物抑瘤作用初步研究

郭凌霄'

!苏国生%
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"
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摘
"

要"目的
"

研究三白草提取物的抑瘤作用%方法
"

以不同剂量三白草提取物处理肝癌
a%%

'肉瘤
G'+,

实体瘤小鼠模

型!通过检测瘤组织质量的改变计算抑瘤率#处理小鼠肝癌
a%%

腹水瘤小鼠模型!考察提取物对腹水瘤小鼠的生命延长率!并观

察其对胸腺和脾脏免疫器官质量的影响%结果
"

三白草提取物可抑制
a%%

'

G'+,

实体瘤的生长"

D

$

,),*

$!并具有一定的免疫促

进作用#可延长
a%%

腹水瘤小鼠的生存时间"

D

$

,),*

$!提高生命延长率%结论
"

三白草提取物对移植性肝癌
a%%

'肉瘤
G'+,

有

抑制作用%

关键词"三白草#

"

抗肿瘤#

"

肉瘤
G'+,

#

"

肝癌
a%%

#

"

小鼠

!"#

!

',)(CFC
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三白草$

GMO;O;O9!E3010939

&是三白草科多年生草本植物#

全草入药#其味甘*辛#性寒#具有清热解毒*利尿消肿之功效%

主要分布在中国中南*西南地区#四季均可采收#资源丰富)国

内*外对其进行了较多研究#已分离出黄酮*木脂素*生物碱*鞣

质等成分#证实其具有抗炎*去毒*降糖*保肝*利尿等活性)关

于三白草化学成分和药理活性已有报道'

'$(

(

)但对三白草的传

统应用及其提取物体内*外抑瘤作用的研究未见报道)因此#

笔者以肉瘤
G'+,

及肝癌
a%%

荷瘤小鼠为模型进行了体内抑

瘤试验#初步考察其抑瘤作用)

E

"

材料与方法

E)E

"

材料

E)E)E

"

试验药物
"

称取一定量的三白草药材$购自广西南宁

医药公司#经鉴定为三白草的干燥地上部分&#加
',

倍体积的

+,D

乙醇溶液#回流提取
%

次#每次
'%,P30

#滤过#合并滤液#

回收滤液经水浴浓缩至所需浓度#冷藏备用)环磷酰胺$

!7f

&

购自山西普德药业有限公司$批号!

%,,C,+,'

#规格!

%,,

毫克"

支&#临用前以生理盐水配制成
(,P

?

"

\

溶液)

E)E)F

"

肿瘤细胞株
"

G'+,

*

a%%

细胞株由广西中医药研究院

实验动物室提供#经
GV5

级昆明种小鼠腹腔接种传代)

E)E)G

"

试验动物
"

GV5

级昆明种小鼠#雌雄兼用#体质量

$

%,B%

&

?

#由广西医科大学动物中心提供$动物生产许可证

号!

G!fe

桂
%,,($,,,(

&)

E)F

"

方法'

@

(

E)F)E

"

三白草提取物对小鼠实体瘤的抑制作用
"

分别取传代

CQ

的
G'+,

*

a%%

腹水瘤小鼠#断颈处死后固定于板上#无菌条

件下消毒腹部皮肤#用无菌空针抽吸腹水#接种于受体小鼠右

前肢腋部皮下#每只注射
,)%P\

#

%@E

后称重并随机分为三白

草高*中*低剂量组#

!7f

阳性对照组#模型组%另取
',

只未处

理小鼠作为空白组)提取物处理组腹腔注射相应浓度药液$见

表
'

&#

'

次"天#连续
',Q

)阳性对照组小鼠按
(,P

?

"

T

?

隔日

腹腔注射
!7f

#

'

次"天#连续
'@Q

)模型组腹腔注射相同体积

生理盐水)用药
'@Q

后停止给药#停药次日断颈处死小鼠#称

取小鼠体质量#分离肿瘤组织并称取其质量#计算抑瘤率及胸

腺$脾脏&指数!抑瘤率
_

$空白组瘤质量
g

用药组瘤质量&"空

白组瘤质量
[',,D

%胸腺$脾脏&指数
_

胸腺$脾脏&质量

$

P

?

&"体质量$

?

&)

E)F)F

"

腹水型小鼠生命延长率试验
"

相同方法抽取传代
CQ

的
a%%

腹水瘤小鼠的腹水#从右下腹注入受体小鼠腹腔内#每

只注射
,)%P\

#将已接种腹水瘤的小鼠随机分为三白草提取

物高*中*低剂量组#

!7f

阳性对照组#模型组#每组
',

只)提

取物处理组以灌胃法给予相应浓度药液$见表
%

&#

'

次"天#连

续
',Q

%模型组灌胃法给予蒸馏水#

'

次"天#连续
',Q

%阳性对

照组按
(,P

?

"

T

?

#隔日腹腔注射
!7f

)

',Q

后停止给药并逐

日记录小鼠的存活天数#计算生命延长率!生命延长率$

D

&

_

$给药组平均存活天数"模型组平均存活天数
g'

&

[',,D

)

E)G

"

统计学处理
"

试验数据均以$

HB8

&表示#采用
GVGG',),

统计软件进行组间方差分析#检验水准为
"

_,),*

)

F

"

结
""

果

F)E

"

三白草提取物对实体瘤的抑制作用
"

各剂量三白草提取

物对小鼠
G'+,

*

a%%

实体瘤均有明显抑制作用#抑瘤率大于

+

(@F

+

国际检验医学杂志
%,'%

年
(

月第
((

卷第
F

期
"

60:̂ \M<W1Q

!

WM;IE%,'%

!

4>=)((

!

">)F



(,D

#平均瘤质量与模型组比较差异具有统计学意义$

D

$

,),*

&)详见表
'

)

表
'

""

三白草提取物对小鼠
G'+,

&

a%%

实体

""""

瘤的抑制作用#

#_',

%

组别
剂量

$

?

"

T

?

&

G'+,

瘤质量$

?

& 抑瘤率$

D

&

a%%

瘤质量$

?

& 抑瘤率$

D

&

模型组
g ,)@+B,)%@ g ,)+FB,)(* g

阳性对照组
,)( ,)%%B,)'F

!

*@)' ,)((B,)'*

!

F')F

低剂量组
%), ,)%(B,)%(

!

*%)' ,)**B,)(*

!

(F),

中剂量组
@), ,)'CB,)%,

!

F,)@ ,)(,B,)'A

!

F*)'

高剂量组
+), ,)'FB,)'@

!

FF)A ,)%AB,)'F

!

F+)F

""

!

!

D

$

,),*

#与模型组比较%

g

!无数据)

F)F

"

三白草提取物对
a%%

腹水瘤小鼠生存时间的影响
"

各

剂量三白草提取物均能明显延长肝癌
a%%

腹水瘤小鼠的生存

期)详见表
%

)

表
%

""

三白草提取物对肝癌
a%%

腹水瘤小鼠

"""

生存时间的影响#

#_',

%

组别 剂量$

?

"

T

?

& 生存天数$

Q

& 生命延长率$

D

&

模型组
g '%)*B*)A@ g

阳性对照组
,)( %()(B*)*%

!

+F)@

低剂量组
%), 'A)(B@)+*

!%

(+)@

中剂量组
@), '+)@BF)@C

!%

@A)%

高剂量组
+), 'C)+B*)%+

!%

*+)@

""

!

!

D

$

,),*

#与模型组比较%

%

!

D

%

,),*

#与阳性对照组比较%

g

!

无数据)

F)G

"

三白草提取物对
G'+,

实体瘤小鼠胸腺指数和脾脏指数

的影响
"

与空白组比较#阳性对照组小鼠胸腺指数和脾脏指数

降低%与模型组比较#三白草不同剂量组小鼠存在不同程度的

脾脏指数降低*胸腺指数升高)详见表
(

)

表
(

""

三白草提取物对
G'+,

实体瘤小鼠

"""

免疫指标的影响#

#_',

%

组别
剂量

$

?

"

T

?

&

脾脏指数 比率$

D

& 胸腺指数 比率$

D

&

空白组
g F)*%B,)F, g %)F+B,)*A g

模型组
g '@)+,B,)*%

!

%%A), ')*+B,)F+

!

*+)C

阳性对照组
,)( @)*FB,)F(

!%

FC)C ')+CB,)+F

!%

A,)*

低剂量组
%), C)%*B,)A% '@')C %)(*B,)(C

%

+A)A

中剂量组
@), +)FCB,)A*

%

'(()' ')++B,)@F

!

A,)'

高剂量组
+), A)A*B,)FC

%

''+)C ')ACB,)**

%

FF)+

""

!

!

D

$

,),*

#与空白组比较%

%

!

D

$

,),*

#与模型组比较%

g

!无

数据)

G

"

讨
""

论

肿瘤的发生*发展与机体的免疫功能密切相关)机体免疫

功能包括体液免疫和细胞免疫)体液免疫由
-

细胞或者记忆

细胞产生抗体而实现#通过形成抗原抗体复合物以中和病毒和

其他病原体)在抗肿瘤免疫方面#细胞免疫占主导地位)细胞

免疫主要由
7

淋巴细胞$简称
7

细胞&介导#

7

细胞功能的正

常发挥则有赖于其亚群间的相互协调#其数量*比例和功能的

改变都可能影响机体的免疫状态'

*$F

(

)

7

细胞的激活是发挥细

胞免疫效应的重要条件)

7

细胞增殖率是能够代表机体免疫

状态的重要指标)在肿瘤疾病的治疗中#化疗可改善患者临床

症状*提高生存质量和延长生命'

A

(

)

!7f

作为化疗药物广泛

应用于肿瘤治疗#但其在杀伤肿瘤细胞的同时#对机体正常组

织和细胞也有不同程度的损伤作用#主要引起骨髓抑制*免疫

功能减退*胃肠道功能紊乱和免疫器官萎缩#还可造成正常淋

巴细胞#特别是
7

*

-

细胞大量减少#产生一定的细胞毒性'

+$',

(

)

肿瘤患者免疫状态与肿瘤发生*发展有关#也是影响疗效

的因素之一)细胞免疫是机体对肿瘤进行免疫监视的功能主

体)

G'+,

肿瘤细胞可分泌多种免疫抑制物#在肿瘤局部形成

深度免疫抑制的,黑洞-区#使该区域范围内的免疫细胞功能被

严重抑制#因此肿瘤可以逃逸免疫系统的排斥而不断生长'

''

(

)

从植物中寻找抑瘤药物是肿瘤治疗药物研究重要组成部

分#其活性成分抗肿瘤作用及机制是肿瘤研究领域热点之一)

本研究以体内抑瘤试验对三白草提取物抑瘤效应进行了分析)

结果表明#三白草提取物具有良好的抑瘤作用#抑瘤率高于中

药疗效评价中规定的指标$抑瘤率超过
(,D

&

'

*

#

'%

(

#而且可提

高荷瘤小鼠体质量*胸腺指数和脾脏指数#说明有一定的免疫

调节作用)高*中*低剂量三白草提取物对
a%%

荷瘤小鼠的生

命延长率分别为
*+)@D

*

@A)%D

*

(+)@D

#与
!7f

处理组比较

差异无统计学意义$

D

%

,),*

&#表现出较强的抗腹水瘤作用)

本研究初步证实三白草提取物在抑瘤的同时基本无不良

反应#用药期间不影响受试动物正常生长发育#具有一定的开

发前途#但其有效成分和作用机制有待进一步研究)
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P3U"/'@*

含量$见图
*

&)在
-#/G$%-

与
/*@C

细胞中均可

检出
F̀

*

P3U$'@*

)采用图像处理分析软件计算图
*

各条带灰

度值$见表
'

&)根据
9U"/

含量计算公式计算
P3U$'@*

*

F̀

表

达量)在
*

&

?

-#/G$%-

细胞总
U"/

中#

F̀

*

P3U"/$'@*

含

量为$

%)*CB,),(

&和$

%)+%B,),@

&

R

P>=

%在
*

&

?

/*@C

细胞

总
U"/

中#

F̀

*

P3U$'@*

含量为$

%)FFB,)@@

&和$

%)%+B

,),(

&

R

P>=

)

P3U"/'@*

"

F̀

比值在
-#/G$%-

*

/*@C

细胞分别

是
'),+

*

,)+*

#差异具有统计学意义$

9_@F)AA

#

D

$

,),*

&)

表
'

""

根据图
*

计算的条带灰度值#

HB8

%

条带
F̀

-#/G$%- /*@C

P3U$'@*

-#/G$%- /*@C

杂交条带
''*C)+'B%@)*' '%@F)(FBC'),' %(CF)(*B(()(' '*F@)(%B'*)%+

未杂交条带
',A+),ABF)+, ',C+)A*B@')(+ '+*')+*B@')FC '+F'),*B@F)C,

G

"

讨
""

论

生物体内存在的大量
9U"/

组成了细胞中高度复杂的

U"/

调控网络#对细胞增殖*周期*分化和凋亡等进行调控)

因此#有必要建立快速*简单*可靠的
9U"/

检测方法)本研

究所建立检测方法的主要流程为!生物素标记探针
&

液相杂

交
&

非变性
V/.#

电泳
&

转印至尼龙膜
&

aUV

耦联链霉亲

和素检测)

采用
">;:E1;0

印迹技术检测非编码
U"/

的原理是用已

标记的寡核苷酸探针检测与寡核苷酸探针互补的未知
U"/

)

寡核苷酸探针可根据需要选择性合成#因此探针的标记是实现

检测目的的关键)由于同位素标记法存在局限#具有较高敏感

性及稳定性的生物素
$

亲和素系统得到广泛应用'

+

(

)本研究通

过末端转移酶将
-3>:30$''$Q̀ 7V

成功连接至合成的寡核苷酸

(h

末端#且随着寡核苷酸浓度增加#检测信号强度越强#

',

&

P>=

"

\

时达到最强#说明标记体系最好选用浓度为
',

&

P>=

"

\

的寡核苷酸)

传统
">;:E1;0

印迹固相杂交反应过程繁琐#耗时费力#且

U"M91

无处不在#进行多步操作增加了
9U"/

被降解的可

能'

*$F

(

)液相杂交使杂交反应在溶液里完成#简化了步骤#缩短

了时间#增加了特异性和敏感性'

C$'%

(

)因此#本研究选择将探

针与待杂交样品置于不同杂交缓冲液中#采用不同退火条件#

探索
9U"/

最佳检测条件)结果显示液相杂交检测
9U"/

无

需特殊试剂及仪器#采用磷酸盐缓冲液及水浴条件即可进行杂

交反应)

生物素标记寡核苷酸探针稳定性较高#如在液相杂交体系

中加入准确定量的寡核苷酸探针#便可根据最终的灰度值计算

样品中的
9U"/

含量)本研究证实
*

&

?

肺支气管上皮细胞

-#/G$%-

与肺癌细胞
/*@C

总
U"/

中#

F̀

绝对含量相近$

9_

')*

#

D_,)%A

&%

P3U"/'@*

在
-#/G$%

细胞中的含量高于

/*@C

)说明本研究所建立的方法可用于
9U"/

的定量检测#

甚至可直接检测目的
U"/

#且无需设置内参)

综上所述#本研究在传统
">;:E1;0

印迹基础上建立并优

化了检测
9U"/

的新方法#为简单*易行*可靠地检测
9U"/

提供了可能#也为
9U"/

基础及临床研究提供了有力地保障)
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