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摘要 目的}研究鲨鱼软骨提取物的抗肿瘤作用及其机制∀方法}采用 � × × 法及流式细胞仪技术测定鲨鱼软骨粉提取物对血

管内皮细胞增殖及产生白细胞介素2ykt�2yl的影响o常规方法测定其对荷 ≥2t{s� 小鼠的抑瘤作用∀ 结果}鲨鱼软骨提取物浓

度为 uss∗ wss Λª# °¯
p t时显著抑制内皮细胞的增殖kπ � sqsxlo细胞周期检测发现其主要抑制细胞进入 ≥ 期~kul鲨鱼软骨

提取物kuss∗ wss Λª# °¯
p tl可显著抑制内皮细胞产生 ��2y~kvl鲨鱼软骨粉水溶液灌胃kuxs∗ tsss °ªq®ª

p tlo对荷 ≥2t{s�

小鼠的抑瘤率达 vtq|∗ vwquh kπ� sqsxl∀ 结论}鲨鱼软骨制剂对小鼠 ≥2t{s� 具有抑制作用o其作用机制可能与抑制血管生

长有关∀
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  {s年代以来o鲨鱼软骨受到美国! 日本等国科学家的重

视o因为他们发现鲨鱼软骨中含有新生血管抑制因子o这种

抑制因子能阻止肿瘤的生长和扩散o有治疗和预防癌症的作

用≈tou o我国科学家在这方面也做了大量的工作o并取得了一

定的成果≈v ∀ 临床已有各种鲨鱼软骨制剂用于治疗癌症≈w o

为了确切了解该类物质的抗肿瘤疗效o我们选用鲨鱼软骨胶

囊进行荷瘤动物实验o同时将鲨鱼软骨粉进一步分离纯化o

采用人脐带静脉内皮细胞增殖及产生 ��2y作用的体外实

验o对其抗肿瘤效应及作用机制进行了研究∀

1  材料和方法

1q1  材料和主要试剂

鲨鱼软骨胶囊由香港保健协会o香港百草堂有限公司提

供~鲨鱼软骨提取物由苏州中药研究所提取并提供~胶原酶

¬ 型k°µ²° ª̈¤产品lo使用浓度为 t °ª# °¯
p t~标准 ��2y由

法国 �̄ ¬̈± � 博士惠赠o�|细胞株k��2y依赖细胞株l为本院

基因室保存细胞株∀

小鼠肉瘤 t{s腹水型k≥2t{s� l购自中科院上海药物研

究所o每 z天传 t代∀

1q2  人脐带静脉内皮细胞分离!培养及鲨鱼软骨提取物处

理}

内皮细胞分离参照盛民立方法≈x o正常胎儿脐带离体后

立即置 sqst ° ²̄ # �
p t
°�≥k°� zqul中o半小时内使用∀经用

°�≥ 清洗血管内残有血液后灌入预温至 vzε 的胶原酶消化

液o在 vzε 温育 tx分钟o用 � °� � tyws培养液冲洗消化液

于离心管中otsss µ³° ots °¬±离心二次洗细胞o以含 ush 小

牛血清的 � °� ¯tyws重悬细胞配成 u≅ tsy 个细胞 °¯
p to在

|y孔板中o加入内皮细胞 u≅ tsx 个Ù孔培养 uw «后以 °�≥

洗去各孔旧培养液及非粘附细胞o实验组加入不同剂量鲨鱼

软骨提取物kxs!tss!uss!wss Λª# °¯
p t用含 xh 小牛血清的

� °� � tyws溶解lo对照组加含 xh 小牛血清的 � °� � tyws

继续培养 w{ «o收集上清待测 ��2y∀

1q3 细胞增殖测定≈y 

用 � × × 比色法∀ 内皮细胞处理同上o在细胞培养结束

前 w小时加入 � × × k噻唑蓝o≥¬ª°¤产品o使用浓度为 x °ªq

° ¯
p tlow小时后用酸化 ≥⁄≥ 终止反应o以 � � zts型酶标仪

检测 � ⁄值∀
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流式细胞仪kƒ� ≤ ≥l检测细胞周期}以不同浓度的 ≥∞≤

kuss∗ wss Λª# °¯
p tl与内皮细胞共同培养 zu «后收获细

胞o以冷的 °�≥ 洗涤 u次o细胞沉淀用 zsh 乙醇混匀备用o

上机前用 °�≥ 洗涤后再用 °�≥ 调细胞浓度为 t≅ tsyÙ°�o

加入 � �� 酶 xs ΛªÙ°�ovzε 水浴作用 vs °¬±后置冰浴终

止反应o每毫升细胞悬液加 °�染液 tss Λ�kt Λª# ° ¯
p tlo暗

室中放置 vs °¬±后o用流式细胞仪检测细胞周期∀

1q4  t�2y活性测定及计算

��2y活性测定采用改良的 � × × 法≈z o单位计算采用概

率单位法≈{ ∀

1q5  抑瘤实验

按文献≈| 方法∀ 接种 uw «后称重随机分为阴性!阳性对

照组及鲨鱼软骨组∀ 鲨鱼软骨粉水溶液组kuxs∗ tsss °ª#

®ª
p tl灌胃给药o对照组用生理盐水灌胃o每天 t次共 |天∀

环磷酰胺阳性对照组采用 vs °ª# ®ª
p t腹腔注射o|天中共

给药 u次o各组均在停药 t天后处死动物o取瘤称重o拍照及

切片观察∀ 按下列公式计算抑瘤率∀

肿瘤抑制率kh l� k对照组平均瘤重p 给药组平均瘤

重lÙ对照组平均瘤重≅ tss

2  结果

2q1  鲨鱼软骨提取物对培养的人脐带静脉内皮细胞增殖的

影响

� × × 比色法显示鲨鱼软骨提取物在 uss∗ wss Λª#

°¯
p t时显著抑制内皮细胞增殖kπ � sqsxlo其抑制作用似呈

剂量依赖性∀ 见表 t∀

表 1 鲨鱼软骨提取物对内皮细胞增殖的影响kξθ ? σoν� wl

�µ²∏³¶ ⁄²¶¤ª̈ Λª# °¯p t � ⁄ ∂ ¤̄∏̈

≤ ²±·µ²̄ sqxw? sqsy{

≥∞≤ xs sqw|? sqsvt

tss sqwz? sqswy

uss sqv{? sqs{x3

wss sqv|? sqswt3

3 π� sqsx ≤ ²°³¤µ̈§º¬·«¦²±·µ²̄

流式细胞仪检测结果提示o鲨鱼软骨提取物浓度为 uss

∗ wss Λª# °¯
p t时明显抑制内皮细胞进入 ≥ 期和 �u 期owss

Λª# °¯
p t时作用显著kπ� sqsxlo见表 u∀说明鲨鱼软骨提取

物可抑制血管内皮细胞 ⁄�� 的合成∀

表 2  鲨鱼软骨提取物对内皮细胞细胞周期的影响kξθ ? σoν

� vl

ªµ²∏³
¦̈¯̄ ¦¼¦̄¨kh l

�t ≥ �u

≤ ²±·µ²̄ zxqxy? xqyx tvqv|? vqwx tuqvw? vq{|

≥∞≤kuss Λª# °¯p tl z|qty? vqxy tsqyz? vqs{ ttqtx? uqvv

≥∞≤kwss Λª# °¯p tl {uqy{? wqvz {qv{? uqty3 |qtu? vqtx

3 π� sqsx ≤ ²°³¤µ̈§º¬·«¦²±·µ²̄

2q2  鲨鱼软骨提取物对培养的人脐带静脉内皮细胞产生

��2y影响

鲨鱼软骨提取物为 uss Λª# °¯
p t时即开始显著抑制内

皮细胞产生 ��2yo表现为剂量依赖性∀ 见表 v∀

表 3  鲨鱼软骨提取物对培养的内皮细胞产生 ��2y的影响

kξθ ? σloν� wl

ªµ²∏³ §²¶̈ kΛª# °¯p tl ��2y ¯̈ √¨̄k�� # °¯p tl

≤ ²±·µ²̄ xuuyqyy? v{zqvw

≥∞≤ xs xvssq|s? xsxqxw

tss xs{yqsx? zvvq{x

uss v|{uqut? wywqtw3

wss vzzwqzx? w|tqvu3

3 π� sqsx ≤ ²°³¤µ̈§º¬·«¦²±·µ²̄

2q3 鲨鱼软骨水溶液对荷 ≥2t{s� 小鼠的抑瘤效应

结果见表 w∀鲨鱼软骨水溶液对荷 ≥2t{s� 小鼠具有抑瘤

作用o并有明显的剂量依赖关系∀小剂量时抑瘤作用较弱o当

剂量加大时o抑瘤作用加大o抑瘤率达 vtq|∗ vwquh o说明一

定剂量的鲨鱼软骨制剂能明显抑制肿瘤的生长∀

表 4 鲨鱼软骨水溶液对荷 ≥2t{s� 小鼠的抑瘤效应kξθ ? σoν

� tsl

�µ²∏³
×∏°²µº ¬̈ª«·

kªl

�±«¬¥¬·¬²±µ¤·̈²©·∏°²µ

kh l
Π

�≥ uqsz? sqyt

≥≤kuxs °ª# ®ªp tl tq|w? sqxz tuqx

≥≤kxss °ª# ®ªp tl tqwu? sqwy vtq| � sqsx

≥≤ktsss °ª# ®ªp tl tqv|? sqx{ vwqu � sqsx

≤≠ kvs °ª# ®ªp tl¬³≅ u sqtx? sqsu |uqu � sqsst

3  讨论

ƒ ²̄ ®°¤± 在 zs年代早期就提出o肿瘤的生长依赖于血

管生成o建立丰富的血液循环o以适应肿瘤组织异常旺盛的

生化代谢以及瘤细胞的繁殖与转移∀而抗血管生存策略可成

为治疗实体瘤的一种新的疗法≈ts o这一假说已被近 vs年来

在各方面积累的证据所支持≈uov o研究表明抑制肿瘤的血管

生成o可切断肿瘤血供及其转移途径o对肿瘤的治疗和防止

肿瘤转移有重要的意义∀因此寻找或合成血管生成抑制药已

引起人们极大的兴趣≈tt ∀ 本实验研究表明o鲨鱼软骨提取物

在体外对短期培养的人脐带静脉内皮细胞增殖具有明显的

抑制作用o其抑制作用主要发生在细胞周期的 ≥ 期o进一步

说明其可抑制内皮细胞 ⁄�� 的合成o具有抑制血管生成的

作用∀ 同时鲨鱼软骨提取物对内皮细胞产生 ��2y有抑制作

用o此抑制作用与剂量呈依赖趋势o我们认为这一作用的产

生可能与内皮细胞被抑制有关o因为 ��2y可由血管内皮细

胞产生o但形成这种现象的真正原因和其代表的功能机制尚

有待于进一步的研究∀

鲨鱼软骨制剂可有效抑制荷2t{s� 小鼠的肿瘤生长o口

服剂量 xss∗ tsss °ª# ®ª
p t时o抑瘤率达 vtq|∗ vwquh o对

其瘤块的病理切片中发现o用药组间质小血管数减少o血管

壁增厚o并有血栓形成增多现象o这种结果与血管内皮细胞
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的抑制效应关系将有待研究证实∀
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金环蛇毒心脏毒对 Σ180oΕΑΧ腹水癌细胞的细胞毒性作用

董跃伟 徐天瑞t 王婉瑜 熊郁良k昆明 yxsstt 云南省药品检验所~t昆明 yxsuuv 中国科学院昆明动物研究所l

摘要 目的}探讨金环蛇毒心脏毒对 ≥t{so∞� ≤ 腹水癌细胞的细胞毒作用∀ 方法}采用小白鼠腹腔和皮下接种 ≥t{so∞� ≤ 腹

水癌细胞造成小白鼠腹水模型后腹腔注射金环蛇毒心脏毒∀ 结果}腹腔注射金环蛇毒心脏毒o能抑制肿瘤细胞的生长o降低接

种率∀ 但不能完全控制腹水和癌细胞的生长∀ 体外试验表明有明显的细胞毒作用∀ 台酚蓝染色镜检可见死细胞显著增加o腹

水图片检查o给药后细胞膜破裂o纤维化坏死明显∀ 结论}能延长小白鼠存活时间∀

关键词 金环蛇~心脏毒~≥t{s~∞� ≤ 腹水癌细胞
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χαρχενοµ α ιν µ ιχε
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  金环蛇为眼镜蛇科的毒蛇o其蛇毒成份复杂o既含有多

种酶又含有大量具有不同生物活性的蛋白质与肽类∀研究者

从不同角度用生理!生化!药理方法研究o金环蛇毒心脏毒又

被称为金环蛇毒细胞毒o有关它的作用机制还在不断研究了

解中∀作为毒性成份之一的细胞毒存在于眼镜蛇科和南非唾

蛇属等蛇毒中∀ ys年代o人们从多种眼镜蛇科毒蛇中分离纯

化到多个细胞毒o它们有多种不同的生物效应o如溶血作用!

杀细胞作用!去极化作用!抗菌作用和心脏毒作用≈t ∀t|yz年

�µ¤ª¤±¦¤等从眼镜蛇毒中分离到对吉田肉瘤生长有抑制作

用的眼镜蛇毒细胞毒≈u ot|y{年 �µ¬¶¥²¬¶从眼镜蛇毒中分离

到对艾氏腹水癌细胞具有抑制作用的组份∀ t|zx年 ≥«¬¤∏q

�¬±等用 ≤ � 2纤维素分离金环蛇毒得到两个心脏毒组份 �

和 �o并进行了有关化学及药理学性质的研究o证明其药理

作用与眼镜蛇毒细胞毒相同o对 � ¨̄¤!�� 细胞和吉田肉瘤

有细胞毒活性≈w ∀ 近 ts年来o有关眼镜蛇毒细胞毒o响尾蛇

毒细胞毒o响尾蛇毒蛋白k≤ × l与细胞毒蛋白k≤⁄l结合物作
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