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摘 要 目的：研究旱生香茶菜总二萜(IXD)对人肝癌细胞株(CA)增殖、荷 CA裸鼠皮下移植瘤生长的影响。方法：体外试验采用 

磺酰罗丹明B(SRB)法测试 IXD对CA的 IC 。值，体内试验测定 IXD不同剂量对荷 CA裸鼠移植瘤增殖的抑制率。结果：IXD对 

CA的 ICso值为 6．17／~g／ml，其在剂量为 100、200(rag·kg)／d应用 12d时抑制率分别为 33．52％、38．19％，与生理盐水阴性对照 

组比较具有显著性差异(P<0．05)。结论：IXD对CA有较强的细胞毒活性，对荷CA裸鼠移植瘤生长具有一定的抑制作用。 
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Diterpenoids of Isodon Xerophilus(IXD)on cell proliferation of human 

hepatocellular carcinoma cell line (CA)and growth of human hepatocellular carcinoma subcutaneous transplantation tumor in 

nude mice．METHODS：IC50 of IXD in CA was determined by sulfonyl rhodamine B(SRB)assay in vitro，the inhibition ratios 

of different dosage of IXD on the proliferation of human xenograft hepatocellular carcinoma in nude mice were detected in vivo． 

RESULTS：The IC50 of IXD in CA was 6．17~g／ml，administed at the dosage of i00 and 200(mg‘kg)／d for 12 days，the inh— 

ibition ratios were 33．52％ and 38．19％。respectively．significant differences were noted as compared with the negative control 

group(P<0．05)．CONCLUSIONS：IXD has strong cytotoxicity in CA and some inhibitory action on the growth of xenograft 

hepatocellular carcinoma in nude mice． 
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共同损伤机制。据此，笔者采用原代培养大鼠肝细胞的方法，建 

立了CCI 诱导肝细胞损伤模型。 

CCI 可经肝细胞的细胞色素 P soFe 作用产生 O ·一， 

并通过 自由基反应扩展程序产生 CCI。·和 CCI30O ·等 自由 

基。O ·一可经超氧化物岐化酶(SOD)转化为 H2() ，后者又经 

Fe。 促发Fenton反应生成羟自由基 (OH·)；OH·等自由基 

可致 DNA键断裂，并与细胞的重要成分发生反应，亦可攻击 

膜磷脂中的多不饱和脂肪酸，引发膜脂质过氧化链式反应。双 

链脂肪酸过氧化(聚合)可导致MDA形成增多，肝细胞膜通透 

性增加 ，使 ALT与 AST释放增加；同时 CCI 可促进GSH等 

抗氧化物消耗增多而水平下降，清除自由基功能也下降，损伤 

进一步加重，并导致肝细胞死亡。据此，本研究选择培养上清液 

中ALT与 AST，肝细胞 MDA、GSH含量和细胞活性作为评 

价肝细胞损伤的指标。 

本研究显示，CCI 导致肝细胞培养上清液中的AST、ALT 

活性和肝细胞内的MDA含量均明显升高，同时明显降低肝细 

胞内的 GSH水平 ，并抑制肝细胞活性；在 CCI 损伤的肝细胞 

中加入LYS后，细胞培养上清液中的AST、ALT活性和肝细 
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胞内的MDA含量明显降低，肝细胞内的GSH含量和细胞活 

性则明显的恢复和提高，且这种作用呈剂量依赖性。提示LYS 

对 CC1 诱导的化学性肝细胞损伤具有明显的保护作用，其机 

制可能是通过清除氧自由基、抑制脂质过氧化、减少脂质过氧 

化产物生成，从而保护肝细胞膜和线粒体膜的完整性，使肝细 

胞免受 CCI 产生的自由基引起的肝细胞损害。 

尽管 LYS对 CCI 诱导的化学性肝细胞损伤具有明显的 

保护作用，但由于大多数肝炎为免疫介导的肝细胞损伤，而 

LYS是否对免疫介导的肝细胞损伤具有保护作用尚不清楚， 

因此 LYS能否用于治疗肝炎还有待进一步研究。 
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二萜类化合物生物活性多样，具有较强的抗微生物 、抗肿 

瘤、抗氧化和清除自由基等作用，在众多天然产物中，二帖类化 

合物被认为是最有希望找到抗癌新药的 5大类化合物 (二萜 、 

木脂体、苦木素、柄型化合物和生物碱)之一，其中对映一贝壳 

杉烷型二萜类化合物又是二萜类化合物中常见物质，而旱生香 

茶菜总二萜(IXD)主要含有对映一贝壳杉烷型二萜类化合物 】。 

为证实其是否具有抗肿瘤作用，笔者按照抗肿瘤药物评价的指 

导原则要求，对 IXD进行体内、外抗肿瘤活性研究。 

1 材料 

1．1 细胞株与动物 

人肝癌细胞株 (CA)；Balb／C、nu／nu裸鼠，SPF级，鼠龄 

6wk-8wk，体重 18g--20g， ，合格证号：沪动合证字 157号， 

均购自中国科学院上海药物所。 

1．2 试药及仪器 

IXD (中国科学院昆明植物研究所植物化学与西部植物 

资源持续利用国家重点实验室孙汉董院士提供)；顺铂注射液 

(云南个旧生物药业有限公司，批号 ：030601)；二甲基亚砜 

(DMs0，美国Merck公司，批号：971025)；磺酰罗丹明B 

(SRB，美国Sigma公司，批号：101K3645)；氟尿嘧啶片 (上海 

九福药业，批号：020911)；RPMI1640(美国Gibcobrl公司 ，批 

号：31800—014)；特级无支原体新生牛血清 (杭州四季青生物 

工程材料研究所，批号：20020114)。 

CO 培养箱 (德国 Hereaus公司)；CK一2型倒置相差显 

微镜(日本 Olympus公司)；BL340型酶标板 自动读数仪 (美国 

Biotcck公司)。 

2 方法 

2．1 体外试验 

采用 SRB法 Io IXD及顺铂试液的配制、CA的培养、SRB 

法试验步骤、CA存活率和 IXD对 CA增殖抑制率结果处理均 

参照文献12进行。 

2．2 体内实验 

2．2．1 荷 CA裸鼠皮下移植瘤模型的建立。CA细胞培养方 

法见文献 ，细胞密度调整为 2×10 个／m1。将 CA细胞悬液 

0．2ml接种于 1只裸鼠右侧腋窝皮下，于肿瘤组织长出后 7d 

无菌条件下取出瘤块，置于 RPMI1640培养基中，剪成面积约 

为 lmm。大小的组织块 ，组织匀浆器磨碎，过 200目尼龙网，制 

成密度为 2×10 个／ml细胞悬液，用 lml注射器将细胞悬液行 

初代移植于2只裸鼠右腋窝皮下，每只0．2ml。初代移植瘤长 

出后7d，按初代移植的方法行第2代移植，传代于3只裸鼠。第 

2代移植瘤长出后 14d时，按初代移植方法行第3代移植，接种 

30只裸鼠。 

2．2．2 剂量设计及给药方案。裸鼠对药物毒性的敏感性与普 

通小鼠相似 ，本实验的剂量设计经灌胃给予 IXD的小鼠急 

性毒性实验中得到的LDso 1．98g／kg予以确定。设立 IXD低 

(50mg／kg，约 l／40 LD50)、中(100mg／kg，约 1／20 LD5o)、高 

(200mg／kg，约 1／10 LDso)3个剂量组 ，5一氟尿嘧啶(5一Fu， 

50mg／kg)为阳性对照，0．5％羧甲基纤维素钠为溶剂对照， 

0．9％生理盐水(NS)为阴性对照。接种后 16d，待其肿瘤面积长 

至 100mm。～300mm。时，称量各裸鼠体重，按瘤体积大小随机 
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分为 6组，每组 5只。每天上午 10：00时，均按 0．2ml／10g剂量 

连续灌胃给药12d。停药后，观察2d，脱颈处死动物。 

2．2．3 检测指标与方法。(1)对移植 CA后细胞生长的影响 】： 

给药期间每次给药后，用游标卡尺测量瘤体最大长径(a)、横径 

(b)，计算各组平均肿瘤体积、绘制生长曲线。停药2d后，处死 

动物，剥离肿瘤称湿重，计算各组裸鼠平均瘤重(w)及抑瘤率 

(IR)。 

肿瘤体积(V)=(1／2)a 

IR(％)一 [(阴性对照组平均瘤重一治疗组平均瘤重)／ 

阴性对照组平均瘤重】×100％ 

(2)瘤组织形态学观察：将瘤组织标本置于pH为 7．0的 

10％中性缓冲福尔马林液中固定24h～48h，流水冲洗过夜，冰 

冻切片，HE染色，光学显微镜下观察。 

2．3 统计学方法 

体外试验数据采用 GWBASIC软件计算 IXD对 CA细胞 

增殖的Ic 和相关系数(r)。体内实验数据用SPSS10．0统计 

软件包进行方差分析和q检验比较各组结果，以a=0．05为 

检验水准。 

3 结果 

3．1 体外试验 

SRB法检测 IXD浓度在 10～1 000btg／ml时对 CA增殖 

的抑制率均大于 50％，ICs 值为6．17~g／ml，r=0-88。 

3．2 体 内实验 

3．2．1 荷CA裸鼠皮下移植瘤模型建立。第3代移植7d后， 

6组裸鼠均于接种部位出现微小隆起，缓慢生长，体积逐渐增 

大并在皮下形成瘤结。于接种后 16d(即开始给药前)测量瘤体 

的面积，范围为 122．5ram。～300mm。，IXD低剂量组 (195．5± 

41．70)mm。，IXD中剂量组(185．2±43．89)mm。，IXD高剂量 

组 (186．63±76．67)mm。，阳性对照组 (190．75±24．77)mm。， 

溶剂对照组 (198．60±17．33)mm。，阴性对照组 (203．35± 

69．86)mm。，成瘤率 100％。 

3．2．2 IXD对荷 CA裸鼠移植瘤生长的影响。对荷CA裸鼠 

处死前与给药前瘤体体积差值进行统计处理，结果详见表 1。 

表 1 各组瘤体体积差值比较 

Tab 1 Comparison on the tumor volume among groups 

与阴性对照组比较：★P<0．05 

VS．negative control group：★P< 0．05 

由表 1可知，IXD低、中、高剂量组裸鼠处死前与给药前瘤 

体体积差值呈剂量依赖性，体积差值随剂量的增加而减小。统 

计显示，与阴性对照组比较，IXD各剂量组瘤体体积差值具有 

显著性差异(P<0．05)。 

3．2．3 移植瘤生长曲线。每天于给药前测量瘤体大小，取瘤 

体体积对数值绘制肿瘤生长曲线，结果详见图1。 
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图 1 各组荷移植瘤生长曲线比较 

Fig 1 Comparison on growth curve of human hepatocel- 

lular carcinoma among groups 

由图 l可看出，与阴性对照组比较，IXD各组及阳性对照 

组裸鼠移植瘤体积增长较为平缓。 

3．2．4 抑瘤率。脱颈处死裸鼠后，剥离肿瘤组织，计算抑瘤 

率，结果详见表2。 

表 2 各组抑瘤率比较 

Tab 2 Comparison on tumor—inhibition ratios among 

groups 

与阴性、溶剂对照组比较：-kP<0．05 

VS．negative control and solvent control group：女P<0．05 

由表2可知，IXD中、高剂量组及阳性对照组抑瘤率与溶 

剂对照组比较，具有显著性差异(P<0．05)。 

3．2．5 肿瘤形态学观察。各组无明显差异。 

3．2．6 主要脏器病理学检查。对裸鼠的肝脏、心脏、脾脏、肾 

脏、肺脏、脑、肾上腺等组织进行病理检查(HE×200)，均未见 

明显异常。 

4 讨论 

1XD体外抗肿瘤活性测定：植物提取物体外抗肿瘤活性 

标准为对肿瘤细胞增殖的 ICso<30．00~g／ml[511笔者在本试 

验中得到IXD对CA细胞增殖的IC o值为 6．17(<30．00／~g／ 

m1)，r一0．88，说明 IXD对 CA细胞有很强的细胞毒活性，并 

且其浓度与抑制率密切相关。 

1XD体内抗肿瘤活性研究：(1)荷CA裸鼠皮下移植瘤模 

型的成功建立。在实验中，裸鼠体内CA3次传代移植成功率均 

为100％，阴性对照组移植瘤无自行消退现象，说明皮下移植 

瘤裸鼠模型的建立是成功的。根据指导原则的要求 ，如果体 

内肿瘤模型阴性对照组20％肿瘤重量小于400mg，表明肿瘤 

生长不良，实验失败。本次实验阴性对照组平均瘤重为 660mg， 

且每个瘤重均大于400mg，阳性对照组平均瘤重为370mg，抑 

瘤率达到42．99％，对肿瘤的生长具有较明显的抑制作用，进 
一 步证实本实验模型可靠。(2)IXD对移植瘤生长的影响：对荷 

CA裸鼠经灌胃给予 IXD，测量瘤体，统计显示，与阴性对照组 

相比，IXD低、中、高剂量组具有统计学差异(P<0．05)。从裸 

鼠瘤体体积角度看，IXD各剂量组均能明显抑制肿瘤的生长， 

其效果与阳性对照相当。比较肿瘤生长曲线，结果与阴性对照 

组比较，IXD各组裸鼠移植瘤体积增长较为平缓。抗肿瘤药物 

研究要求 受试药物的抑瘤率>30％，药物方被视为有效。本 

研究中，IXD在剂量为 50．00mg／kg时的抑瘤率为18．97％， 

与阴性对照组比较无显著性差异 (P> 0．05)；IXD在剂量为 

100．O0、200．00mg／kg时，抑瘤率分别为 33．52％、38．19％， 

与阴性对照组比较，具有显著性差异 (P<0．05)，且抑制作用 

呈剂量依赖性。可见，IXD中、高剂量组对裸鼠CA移植瘤的生 

长具有较强的抑制作用。裸鼠瘤体体积统计显示，IXD低、中、 

高剂量均能明显抑制肿瘤的生长，而称取瘤湿重，对抑瘤率的 

统计表明，只有中、高剂量才有抑制肿瘤生长作用。2种结果在 

低剂量组表现不一致，应以称取瘤重计算抑瘤率更客观、准 

确。因瘤体体积的测量既有仪器导致的误差又有人为因素的影 

响，而用电子天平称取瘤重，抑瘤率主要只受前者的影响。 

可见，在本试验中，IXD在体外对 CA细胞增殖具有很强的 

抑制作用；在剂量 lO0--200(mg·kg)／d×12d范围内，经灌胃 

给药对荷 CA裸鼠皮下移植瘤生长也具有明显的抑制作用。 

(本研究在云南省天然药物药理重点实验室肿瘤药理室完 

成) 
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