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［摘 要］ 目的 观察南蛇藤乙酸乙酯提取物对Hepa1-6细胞荷瘤小鼠肝癌移植瘤及血管生成的影响。 方法 将C57BL／6
小鼠随机分为正常组、模型组、顺铂组及南蛇藤高、中、低剂量组，每组10只。 除正常组外，其他各组于左前肢腋部皮下接种小
鼠肝癌细胞株Hepa1-6（1×106）0.1ml／只。接种后2周，顺铂组腹腔注射顺铂1mg／kg，南蛇藤低、中、高剂量组分别灌胃，药液浓
度 为10、20、40mg／kg，连续给药28d，末次给药24h 后，检测肿瘤重量、移植瘤组织内肿瘤细胞的凋亡，检测移植瘤组织内血管
内皮生长因子（ VEGF） 的表达。 结果 与模型组相比，南蛇藤提取物高、中、低剂量组平均瘤重均有所减少（ P＜0.05或P＜
0.01） ；南蛇藤中、高剂量组移植瘤内凋亡的肿瘤细胞较模型组明显增多，同时VEGF 的表达较模型组明显减少。 结论 一定
浓度的南蛇藤乙酸乙酯提取物有抑制肿瘤生长的作用，其机制可能与促进肿瘤细胞凋亡及抑制肿瘤血管生成有关。
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Effect of Nansheteng Extract on Transplanted Hepatic Carcinoma and Angiogenesis in Hepa1┐6Tumor Bearing Mice
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ABSTRACT Objective T o investigate the inhibit ive effect and mechanism of Nansheteng （ Celastrus orbiculatus） extract on
transplanted hepatic carcinoma and angio genesis in the Hepa1-6tumor bearing mice．Methods  Sixty C57BL／6mice w ere
randomized into normal control group，model group，cisplatin group，and Nansheteng extract large，middle，and small dosage
groups，10mice in each group．Except the normal control group，Hepa1-6cells （1×106） 0.1ml w ere inoculated subcuta-
neously in the axilla of left anterior limb of each mouse．T w o w eeks later，cisplatin group w as given cisplatin1mg／kg by in-
traperitoneal injection，while Nansheteng large，middle，small dossage group w as given Nansheteng extract of10，20，40mg／
kg respectively by gastric perfusion．All the mice w ere medicated for28days in succession and w ere sacrificed24hours after
the last medication．T he w eights of tumors and apoptosis in the transplanted tumor tissues w ere measured．T he expression of
vascular endothelial grow th factor （ VEGF） in the transplanted tumor tissues w as determined．Results Compared w ith the
model group，the average w eight of tumors in the Nansheteng extract large，middle and low dosage groups w as reduced （ P＜
0.05or P＜0.01） ．T he apoptosis in the transplanted tumor tissues of the medicated groups w as significantly more than that
of the model group，and at the same time the VEGF expression w as significantly less．Conclusion Nansheteng ethyl acetate
extract is effective in inhibit ing the tumor grow th．Its mechanism may be related to promoting the apoptosis and inhibit ing the
angiogenesis of tumor．
Key Words Nansheteng （ Celastrus orbiculatus） ；hepatic carcinoma；apoptosis；angiogenesis of tumor

  南蛇藤［1］（ Celastrus orbiculatus T hunb.）属卫矛
科南蛇藤属植物，又名过山风、黄藤、苦树皮等。在我
国的分布广泛，药用价值的记载始于清代《植物名实
图考》。 现代药物化学研究证实，南蛇藤植物体的萜
类、生物碱、黄酮类含量较高［2］。前期研究发现，南蛇

藤乙酸乙酯提取物能显著抑制多种肿瘤细胞的增

殖［3］；明显降低小鼠肝癌细胞Hepa1-6的血管内皮
生长因子（ VEGF） 表达水平，并且初步探明其机制
是通过干扰VEGF mRNA 的转录，进而降低VEGF
蛋白的合成［4］。 VEGF 是肿瘤血管过度生成最关键
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的因素之一，因此本实验进一步观察南蛇藤乙酸乙
酯提取物对Hepa1-6荷瘤小鼠的移植瘤及血管生成
的影响。
1 材料与方法
1.1 药物与试剂

南蛇藤购自广州致信药业有限公司，经中国药
科大学中药资源研究室秦民坚教授鉴定。 将南蛇藤
茎切断、粉碎成粉，烘干（15kg） ，用95％乙醇（150L）
提取3h，重复3次，合并提取液，回收乙醇，浸膏
（900g）加水分散后，石油醚萃取3次，再用乙酸乙酯
萃取3次，收集乙酸乙酯层，水洗涤3次，减压浓缩，
真空冻干，得南蛇藤茎乙酸乙酯提取物250g，含生药
60g／g 提取物，4℃贮存。 TUNEL 检测试剂盒，兔抗
鼠VEGF 多克隆抗体，SABC 试剂盒及DAB显色试
剂盒，均购自武汉博士德生物有限公司。顺铂购自齐
鲁制药有限公司，批准文号：国药准字H37021357。
1.2 细胞株和实验动物

小鼠肝癌细胞株Hepa1-6，购自中国科学院上
海生命科学研究院细胞资源中心。 选用清洁级健康
C57BL／6小鼠60只，体重16～21g，雌雄各半，由扬
州大学比较医学中心提供，许可证号：2007－0005，
按随机数字表法分为6组：正常组、模型组、顺铂组、
南蛇藤高、中、低剂量组，每组10只。
1.3 造模与给药

实验动物除正常组外，于左前肢腋部皮下注射
Hepa1-6细胞（1×106）0.1ml／只。 待肉眼见接种部
位出现米粒大小肿瘤后给药，模型组灌胃含1％
DMSO 的 PBS，剂量为10ml／kg，顺铂组注射顺铂
1mg／kg，南蛇藤低、中、高剂量组分别灌胃药液浓度
为10、20、40mg／kg，给药量均为10ml／kg，连续28d。
1.4 观察指标及测定

末次给药24h 后，取肿瘤组织，称量肝脏、脾脏
和胸腺，计算抑瘤率和脏器指数。 抑瘤率＝（对照组
平均瘤重－给药组平均瘤重） ／对照组平均瘤重×
100％。 肿瘤组织以4％中性甲醛固定后，常规切片，
厚4μm，用于检测肿瘤细胞凋亡及VEGF 表达。肿瘤
细胞凋亡检测采用 TUNEL 法，具体操作步骤严格
按试剂盒说明书进行，以细胞核呈紫黑色着色为阳
性凋亡细胞。 肿瘤组织VEGF 的表达采用SABC 法
检测，抗体浓度为1∶100，具体操作步骤严格按试剂
盒说明书进行，按照 Fromow itz 综合计分法［5］进行

结果判定。
1.5 统计学方法

采用 SPSS13.0统计软件处理，计量数据以均
数±标准差 （ x±s ） 表示，组间比较用单因素方差
分析。
2 结果
2.1 南蛇藤提取物对Hepa1-6荷瘤小鼠抑瘤率的
影响

表1示，与模型组相比，南蛇藤高、中、低剂量组
及顺铂组平均瘤重减轻，均能有效抑制肿瘤生长
（ P＜0.05或P＜0.01） ，而且以高剂量组及顺铂组
明显。

表1 南蛇藤提取物对Hepa1-6荷瘤
  小鼠移植瘤的影响（ x±s）

组别 鼠数 平均瘤重（ g ） 抑瘤率（ ％）
正常组 10   － －
模型组 10 1.08±0.10 －

南蛇藤高剂量组 10 0.51±0.15** 52.91**
南蛇藤中剂量组 10 0.69±0.10* 36.20*
南蛇藤低剂量组 10 0.83±0.10* 23.46*

顺铂组 10 0.36±0.19** 66.87**

  注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
2.2 南蛇藤提取物对荷瘤小鼠肝脾及胸腺指数的
影响

表2示，与模型组比较，顺铂组和南蛇藤高剂量
组脾脏指数明显提高（ P＜0.01） 。与模型组比较，顺
铂组胸腺指数明显降低（ P＜0.01） ，南蛇藤高剂量
组提高（ P＜0.05） 。

表2 南蛇藤提取物对Hepa1-6荷瘤小鼠
  各脏器指数的影响（ mg／g，x±s）

组别 鼠数 肝脏指数 脾脏指数 胸腺指数

正常组 10 56.34±5.71 3.06±0.32 2.70±0.32
模型组 10 53.44±5.72 3.10±0.75 2.53±0.76

南蛇藤高剂量组 10 51.89±4.773.93±0.90** 2.98±0.44*
南蛇藤中剂量组 10 51.53±3.43 3.41±0.44 2.76±0.90
南蛇藤低剂量组 10 50.75±2.31 3.36±0.69 2.60±0.69

顺铂组 10 44.81±6.723.71±0.58**1.46±0.58**

  注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
2.3 南蛇藤提取物对移植瘤内肿瘤细胞凋亡的影
响

图1示，正常组和模型组细胞状态良好，细胞圆
形或类圆形，细胞质形状规则，极少数细胞核被染成
紫黑色。 顺铂组见较多凋亡细胞，细胞缩小，细胞间
隙增大，核呈紫黑色；细胞凋亡晚期可见凋亡小体，
细胞膜损伤或裂解成碎片。 南蛇藤低剂量组偶见散
在凋亡细胞，数量与模型组相比没有显著性差异。南
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蛇藤中、高剂量组可见较多凋亡细胞，并有明显形态
改变，细胞染色质浓缩、靠近核膜，出现核着边现象；
细胞周围可见完整膜包裹的凋亡小体；南蛇藤高剂
量组可见坏死细胞，细胞肿胀崩解，形态不规则。

图1 Hepa1-6移植瘤内肿瘤细胞的凋亡（ ×400）
A.正常组；B.模型组；C.顺铂组；D.南蛇藤低剂量组；E.南蛇
藤中剂量组；F.南蛇藤高剂量组

2.4 南蛇藤提取物对肿瘤细胞VEGF 表达的影响
VEGF 主要表达于细胞浆中，以出现棕色或棕

黄色颗粒为阳性细胞。 图2示，正常肝组织中VEGF
阴性表达，少数出现弱阳性表达。模型组肝癌组织中
阳性细胞呈散在片状或团巢样分布，癌巢边缘
VEGF 表达较强。 另外，癌旁间质细胞和部分血管
基底膜上皮内细胞的胞质中也有表达。 各治疗组小
鼠肿瘤细胞VEGF 均有阳性表达，但与模型组比较，
顺铂组和南蛇藤中、高剂量组肿瘤组织VEGF 阳性
着色细胞均明显减少，表达水平明显降低。

图2 Hepa1-6移植瘤内VEGF 的表达（ ×400）
A.正常组；B.模型组；C.顺铂组；D.南蛇藤低剂量组；E.南蛇
藤中剂量组；F.南蛇藤高剂量组

3 讨论
诱导肿瘤细胞凋亡及明确药物作用靶点是天然

抗肿瘤药物筛选的基本条件［6］。本研究结果显示，南
蛇藤乙酸乙酯提取物对Hepa1-6荷瘤小鼠有较好的
抑瘤作用，抗肿瘤作用呈现量效关系。TUNEL 结果
揭示南蛇藤提取物通过促进肝癌细胞凋亡机制发挥

抑瘤作用。
本研究中，南蛇藤中、高剂量组均可以下调荷瘤

机体VEGF 表达水平，提示南蛇藤提取物以VEGF
为作用靶点抑制肿瘤血管生成。同时，高剂量组能明
显提高荷瘤小鼠胸腺和脾脏指数，提示南蛇藤提取
物可以增强机体免疫功能。 可能由于VEGF 信号转
导通路除了特异性刺激血管内皮细胞增殖和迁移，
促进肝癌血管构建外［7］，还存在于免疫系统的树突
状细胞和淋巴细胞中，影响着肿瘤特异性细胞免疫
效应［8］。 本研究可为进一步阐明南蛇藤的抗肝癌机
制及开发新型抗肝癌药物提供一定的科学依据。 但
是，无论是肿瘤的凋亡还是血管生成，均受多种基
因、细胞因子及信号转导通路协同调控，南蛇藤提取
物对肝癌模型有效干预作用还有待深入研究。
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