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葡萄籽原花青素抗促癌作用 的实验研究△

南京中医药大学中药学院 ( 2 1 0 0 29)

江苏省中医院消化内科

赵万洲

孙志广

陆 菌 ” 闰新琦 阮君 山 张世玮

摘 要 以二甲基苯葱 (D M B A )作为启动剂
,

以 巴豆油作为促癌剂诱发小鼠皮肤乳头状瘤
,

原花青素 (P V 20 。。 )能

显著性对抗巴豆油对皮肤乳头状瘤形成的促进作用
,

使小鼠生瘤百分率降低
,

平均每鼠生瘤个数显著减少
,

但对

D M B A 启动阶段的抑制不强
。

并发现 N O 与小鼠皮肤乳头状瘤的形成呈正相关
,

原花青素对巴豆油促癌过程 的抑

制作用与降低皮肤组织中 N O 含量有一定关系
。

此外
,

原花青素尚能显著性抑制促癌物 巴 豆油所致的小鼠耳廓肿

胀
。

葡萄籽原花青素小鼠 i p 给药的 L D
S。
为 1 4 4

·

7 m g /k g
,

19 给药的 I D
S。

为 3 5 3 5 m g / k g
。

关健词 原花青素 葡萄 乳头状瘤 抗促癌作用
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i n p r e v e n t
-

i n g t u m o r i n i t i a t i o n a n d p r o m o t i o n i n d u e e d b y d im e t h y l b e n z 〔a 〕 a n t h r a e e n e ( D M B A ) a n d e r o t o n 0 11
.

T w o

s t a g e m o u s e s k in p a p i l lo m a w a s i n i t i a t e d b y D M B A a n d p r o m o t e d b y e r o t o n 0 11
, a n d p r o e y a n id i n

( P V Z o OO) w a s u s e d t o a s s e s s i t s i n h ib i t o r y e f f e e t o n t h e i n i t i a t io n a n d p r o m o t i o n o f t h e t u m o r
·

I t w a s

f o u n d t h a t P V 2 0 0 0 e o u ld o b v i o u s l y d e e r e a s e t h e i n e id e n e e o f p a p i l lo m a d u r i n g t h e e r o t o n 0 11 p r o m o t i o n

s t a g e ,

b u t w i t h o u t e f f e e t o n t h e D M B A i n i t i a t io n s t a g e
.

I t w a s f o u n d f o r t h e f i r s t t im e t h a t n i t r ie o x id e

( N O ) 15 p o s s i t i v e l y r e l a t e d t o t h e p r o m o t i o n o f m i e e p a p i l l o m a , a n d p r o e y a n id i n s w e r e f o u n d t o b e a b l e t o

d e e r e a s e t h e l e v e l o f N O i n t h e i n f e e t e d s k i n d u r i n g e r o t o n 0 11 P r o m o t i o n s t a g e , a s s h o w n b y i t s i n h ib i t o r y

e f f e e t o n m ie e e a r e d e m a in d u e e d b y e r o t o n 0 11
·

A e u t e t o x i e it y t e s t s o n P r o e y a n id i n s s h o w e d t h a t i t s L D S。 ,

19 m i e e w a s 3 5 3 5 m g / k g a n d i p m ie e 1 4 4
·

7 m g / k g
·

P r o e y a n id i n s f r o m g r a p e s e e d p r o v e d t o b e s a f e a n d

w o r t h f o r f u r t h e r

K e y w o r d s

d e v e l o P m e n t
.

p r o e y a n id i n s V i t i: v i nj 若ar I
J .

p a p i l l o m a in h ib i t o r y e f f e e t o n t u m o r p r o m o t io n

原花青素 ( p r o e y a n id i n s ) 是植物王国中广泛存

在 的一大类多酚化合物的总和
,

是 由不同数量 的儿

茶素或表儿茶素缩合而成
。

最简单的原花青素是儿

茶素或表儿茶素形成的二聚体
。

按聚合度的大小
,

通

常 将 二 一 四 聚 体 称 为 低 聚 物 ( P r o e y a n id l i e

o l ig o m e r s )
,

将 五 聚 体 以 上 的称 为 高 聚 体 ( P r o -

c y a n id o l i e p o ly m e r s )
。

5 0 年代以来
,

人们从葡萄果

实
、

叶和其它部位分离
、

鉴定的成分达 1 00 多种
。

在

众多成分之 中
,

人们最感兴趣 的是原花青素川
。

到 目

前为止
,

已从葡萄籽和皮中分离
、

鉴定 了 16 种原花

青素
,

其 中有 8 个二 聚体
、

4 个三聚体
、

其它为四 聚

体
、

五聚体和六聚体
。

葡萄 (籽和皮 )作为原花青素的

·
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重要资源
,

日益受到人们的关注
。

小 鼠皮肤乳头状瘤是 目前应用最广泛的研究癌

化学预防药 的长期动物化学致癌实验模型
。

这不仅

是因为对其癌变机制有较多 的认识
,

更重要 的是诱

癌操作的方便性和观察指标 的肉眼可见性
。

小鼠耳

廓肿胀实验最早 由 H ec ke
r川用 于研究 巴 豆油 的促

癌作用
,

由于 T P A 等促癌物引起的早期 反应为 炎

症和增生反应
,

故小 鼠耳部肿胀 抑制实验 已成为 目

前筛选抗癌 物的常用 方法阁
。

我们 以二 甲基苯 蕙

( D M B A )作 为小 鼠皮肤乳头状瘤形成的启动剂
,

以

巴豆油作为促癌剂
,

诱发小鼠皮肤乳头状瘤模型
,

观

察 了原花青素对小 鼠皮肤乳头状瘤形成 的抑制作

用
,

研究 了 N O 在皮肤乳头瘤形成过程中的作用
,

并

观察了原花青素对促癌物巴豆油刺激的小鼠耳廓肿

胀 的影响
,

对其毒性进行了初步研究
。

1 材料

1
.

1 动物
:

昆明种小 鼠
,

18 一 22 9
,

雌雄兼用
,

由南

京中医药大学实验动物中心提供
。

1
.

2 药品及试剂
:

原花青素
,

纯度 > 95 %
,

棕褐色粉

末
,

溶于 D M SO
,

平均分子量为 2 0 0 0 ; D M B A ( 7
,

1 2
-

d im e t h y l
一

b e n z
仁

a 〕 a n t h r a e e n )
,

F l u k a 公 司
,

批 号

2 6 0 3 5 5 3 8 7 ; 巴豆
,

武进市医药公司中药饮片厂
,

批号

96 03 01 ; 巴豆油的制备
:

巴豆去壳后
,

称取 10 0 9
,

研

钵碾碎
,

用 5 00 m L 乙醚索 氏提取器 回流 s h
,

回收

乙醚
,

得 巴豆油
。

脱毛剂配制
: 3 份硫化钠

,

1份洗衣

粉和 7 份淀粉加水调成糊状 即可
。

含药饲料 由江苏

省实验动物中心加工制备
。

原花青素低剂量组每公

斤饲料原花青素 5 00 m g
,

高剂量组每公斤饲料中含

原花青素 1 5 0 O m g
。

2 实验方法

.2 1 D M B A 和 巴豆油诱发小 鼠二阶段乳头状瘤模

型 sj[
:

昆明种小 鼠
,

于试验开始前 1 周用脱毛剂脱去

小鼠背部毛发 (约 Z e m x Z 。 m )
。

造模组
:

于试验开始的第 1
,

7 和 14 天
,

于脱毛

皮肤处涂以 D M B A 1 5 0 “ g / 1 0 0 拜L 丙酮液
,

从第 3

周开始
,

每周 2
,

5 分别每次涂 以 0
.

2 5% 巴豆油丙酮

液 20 0 拌L
,

共 12 周
,

每天喂以正常饲料
。

抗启动组
:
D M B A 和 巴豆油的应用方法 同造模

组
,

只是在用 D M B A 启动过程 中
,

给小 鼠喂以含药

饲料
,

当用 巴豆油促癌时则停止饲喂含药饲料
,

仅给

予正常饲料
。

抗促癌组
: D M B A 和巴豆油的应用方法同造模

组
,

只是在用 D M B A 启动过程 中
,

给小 鼠喂 以正常

饲料
,

当用巴豆油促癌时则饲喂含药饲料
。

于每周六记录乳头状瘤数 目和生瘤小 鼠数目
,

计算小 鼠生瘤百分率及每鼠平均生瘤数
,

第 12 周时

将给药组生瘤小 鼠数与模型组进行 丫 检验
。

12 周

后剪取小 鼠背部皮肤
,

将同组小 鼠皮肤收集在一起
,

制成 1 0 %组织匀浆
,

3 o O O r /m i n
离心 1 5 m i n ,

取上

清液放置在 玻璃管 中
,

于 65
`

C水浴 3 m in 后
,

采用

硝酸还原酶法测定组织匀浆 中 N O 浓度
。

N O 浓度

测定试剂盒由南京建成生物工程有限公司提供
。

2
.

2 小 鼠耳廓 肿胀模 型
:

参考 G sc h w en dt 等闭的

方法
。

选体重 20 一 25 9 雄性小鼠 5 只
,

随机分为 5

组
,

每 组 1 0 只
。

分 别 给 原 花 青 素 1 0 0
,

2 0 0 , 4 0 0

m g k/ g
,

维 甲酸 1 00 m g k/ g
,

模型组小 鼠给予等量生

理 盐水
,

均按体重 以 Z m L / 10 9 19 给药
。

给药 l h

后
,

于每只小 鼠右耳两面涂巴豆油混合致炎剂 (内含

5 % 巴 豆油
、

20 %无水乙 醇
、

5 %蒸馏水和 70 % 乙醚 )

0
.

1 m L
,

左…耳不涂为正常耳
。

4 h 后将小 鼠脱颈处

死
,

每鼠剪下左右两耳
,

用 9 m m 直径打孔器分别在

同一部位打下 圆耳片
,

分析天平称重
。

按下式计算各

组小 鼠耳廓肿胀率及肿胀抑制率
。

肿胀率 (写 ) 一
致炎耳重

一

未致炎耳重

未致炎耳重
X 1 0 0 %

月中 胀 抑

制率 ( % )

对 照组平均肿胀率
一

给药组平均肿胀率

对 照组平均肿胀率
又 1 0 0 %

2
.

3 原花青素小 鼠急性毒性试验

2
.

3
.

1 小 鼠 19 给药的急性毒性试 验
:

取体重 20 一

22 9 的小 鼠 60 只
,

雌雄各半
,

随机分成 6 组
。

通过预

试找 出合适的最大剂量 为 6 60 0 m g / k g
,

然后 用生

理盐水 (按组间比 1 : 0
.

8) 依次稀释 5 个浓度
,

分别

给 6组小 鼠一次性 19 给药
,

给药容量为 。
.

2 m L / 10

g
,

然后连续观察 7 d
,

记 录逐 日的小 鼠毒性反应及

死亡数
。

2
.

3
.

2 小 鼠 i p 给药的急性毒性试验
:

取体重 20 ~

22 9 的小鼠 60 只
,

雌雄各半
,

随机分成 6 组
。

通过预

试找出合适的最大剂量为 3 06
.

25 m g / k g
,

然后用生

理盐水 (按组间比 1 : 0
.

7) 依次稀释 5 个浓度
,

分别

给 6 组小 鼠一次性 i p
,

给药容量为 0
.

2 m L 1/ 0 9
,

然

后连续观察 7 d
,

记录逐 日的小 鼠毒性 反应及死亡

数
。

3 结果

3
.

1 原花青素对小 鼠皮肤乳头状瘤形成 的抑制作

用
:

模 型组小 鼠从 实验第 3 周起
,

开始生成乳 头状

瘤
,

以后每鼠荷瘤数和小 鼠肿瘤诱发率逐渐增加
。

第

12 周 时模 型组平均荷瘤数 为每鼠 0
.

96 个
,

肿 瘤诱

发率为 54 %
。

在用 D M B A 启动乳头状瘤生成 的阶

段
,

给小 鼠正常饲喂原花青素有降低肿瘤诱发率 (低
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剂量组 5() %

,

高剂量组 28 环 )
、

减少小鼠平均荷瘤数

的趋势 (低剂量组 0
.

8 4
,

高剂量组 0
.

44 )
,

但与模型

组 比较
,

生瘤小鼠数未见显著性差异
。

在巴豆油促癌

阶段
,

给小鼠饲喂原花青素
,

则可显著性降低肿瘤诱

发率 (低剂量组 22 %
,

高剂量组 18 % )
,

减少小 鼠平

均荷瘤数 (低剂量组 。
.

44
,

高剂量组 0
.

26 )
,

与模 型

组 比较
,

生瘤小鼠数显著性减少 (图 1一 4 )
。

以上结

果表明
,

原花青素的抑瘤作用可能主要是通过影响

促癌过程
,

有较强的抗促癌作用
,

而对肿瘤的启动阶

段作用则较弱
。

时间 t 调 )

A
一

模型组
; B

一

原花青 素 1 00 m g k/ g ; C
一

原花青素 3 00 m g / k g

图 4 原花青素对 小鼠皮肤二 阶段乳头状瘤形成

促癌 阶段 的影响 (n 一 5 0)

明 N O 在皮肤乳头状瘤的形成过程 中可能发挥一定

作用
。

原花青素能显著性降低促癌阶段小 鼠皮肤 中

N O 的含量
,

而对启动 阶段小 鼠皮肤 中 N O 的含量

未见显著性影响 (图 5 )
。

山产c

60如40302010创ǎ也璐众冲硬耗心务半解

6 时 letj r
调 ) 9

ǎó今妙10日uàē乏

A
一

模型组 ; B
一

原花青素 10 0 m g / k g ; C
一

原花青素 3 0 0 m g / k g

图 1 原花青素对小鼠皮肤二阶段乳头状瘤形成

启动 阶段的影响 (n 一 5 0)

C D

12皿1 6240000

ǎ专à截懊探亥玲盛必

6 时 9

间 r
凋 )

A
一

模型组 ; B
一

原花青素 1 00 m g / k g ; C
一

原花青素 3 0 0 m g / k g

图 2 原花 * 素对小 鼠皮肤二阶段乳头状瘤形成

启动阶段的影响 (n 一 5 0)

A
一

正常组 ; B
一

模 型组 ; C
一

原花青素 100 m g / k g ;

D
一

原花青素 30 0 m g / k g

与正常组 比较
: “ “

尸 < .0 01 ;

与模型组 比较
: ’

尸 < 0
.

05 “ 尸 < 。
.

01

图 5 原花青素对二阶段诱癌试验小 鼠皮肤 N O

水平 的影响 (n 一 5 0)

3
.

3 原花青素对巴 豆油刺激小 鼠耳廓肿胀 的抑制

作用
:

原花青素能显著抑制 巴豆油刺激小 鼠耳廓的

肿胀
,

并显示 出一定的剂量依赖关系
,

对小鼠耳廓肿

胀 的抑制率可达 46
.

7 % (图 6 )
。
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6 时
9

间
t

阔 )

A
一

模 型组 ;

图 3

B
一

原花青素 1 00 m g / k g 孚 C
一

原花青素 3 0 0 m g / k g

原花青素对小 鼠皮肤二 阶段乳 头状瘤形成

促癌阶段的影响 (n 一 5 0)

3
.

2 原花青素对二阶段诱癌试验小 鼠皮肤 N O 水

平的影响
:

模型组小鼠皮肤 N O 含量显著性增 高
,

表

A
一

模型组
; B

一

维甲酸 z。。 rn g / k g ; C
一

原花青素 z 。。 m g / k g ;

D
一

原花青素 2 0 0 m g / k g ; E
一

原花青素 4 0 0 m g / k g

与模型组 比较
:

“ P < 0
.

01

图 6 原 花青素对 巴豆油刺激 小鼠耳廓肿胀的

抑 制作用 (n 一 1 0)

3
.

4 小 鼠急性毒性实验
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1 19 给药后
,

部分小 鼠先后出现伏下少动
,

呼

吸加深加快
,

精神萎靡
,

食欲下降
,

粪便深褐色
,

对死

亡小鼠尸 检
,

无 肉眼可见的病变器官
。

结果经改 良寇

氏 统计
,

L D
S。
一 3 5 35 m g k/ g

,

95 %的 可 信 限 为
:

3 0 8 9一 4 0 4 6 m g / k g
。

3
.

4
.

2 i p 给药后
,

部分小 鼠先后 出现扭体
,

伏下少

动
,

精神萎靡
,

食欲下降
。

对死亡小 鼠尸 检
,

小 鼠腹腔

中有原花青素细小颗粒
,

无其它肉眼可见的器官病

变
。

结果经改 良寇 氏法统计
,

L D S。
一 1 44

·

7 m g k/ g,

9 5%的可信限为
: 1 2 2

.

3一 1 7 1
.

Z n : g /k g
。

4 讨论

小鼠皮肤二阶段诱癌试验是研究癌发生和癌变

机制的经典模型
,

它包括启动和促癌阶段
。

常用此模

型来研究致癌物和促癌物
,

也用于研究抗致癌物和

抗促癌物
。

本实验用昆用种小 鼠
,

以 D M B A 和巴豆

油分别作 为启动剂和促癌 剂
,

诱发 出小 鼠皮肤乳头

状瘤
,

观察到原花青素有 明显的抑制乳头状瘤生成

作用
,

其抑瘤作用主要在促癌阶段
。

8 0 年代末发现
,

内皮细胞舒张 因子 ( E D R F ) 就

是 N O 后
,

有关 N O 的研究蓬勃兴起
。

作为一种介

质
,

在形成有致癌作用 的亚硝酸盐
、

D N A 损伤和与

慢性感染及 炎症有关的基因突变方面具有重要作

用
。

若 N O 持续 高浓 度她存在于细胞中
,

则可损伤

D N A 并导致基因突变
,

最终形成肿瘤川
。

本研究结

果显示小 鼠皮肤乳头状瘤 N O 含量显著增高
,

提示

N O 可能在乳头状瘤的形成过程中起一定作用
。

原

花青素能显著性降低促癌阶段小鼠皮肤中 N O 的含

量
,

而对启动阶段小 鼠皮肤 中 N O 的含量未见显著

性影响
,

这也与原花青素能对抗促癌阶段小鼠皮肤

乳头状瘤 的形成实验结果一致
,

进一步表 明 N O 可

能参与小 鼠皮肤乳头状瘤的形成
。

皮肤组织受 巴豆油或佛波酷类促癌剂处理后
,

引起的最明显的反应之一是炎症反应圈
。

佛波醋类

促癌剂引起细胞产生和释放一些炎性 物质 (包括前

列腺素
、

花生四烯酸等 )
,

并使吞噬细胞渗出
,

产生大

量活性氧 自由基
,

它们在促癌过程中起着重要作用
。

由于几乎所有的佛波酷诱发小鼠耳廓肿胀的抑制剂

均极可能是有效 的抗促癌剂
,

因此这一体内实验已

成为 目前抗促癌剂的常用筛选模型之一图
。

小鼠耳

廓肿胀实验证实
,

原花青素对巴豆油引起的炎症反

应有 明显的抑制作用
,

提示原花青素具有较强的抗

促癌效果
。
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蟾蛤灵对人胃癌细胞系 M G c 一

8 0 3 的细胞毒作用

中国人 民武装警察部队医学院 (天津 3 0 0 1 6 2)

天津药物研究院

陈 小义
’

徐瑞成 陈 莉

钱 进

摘 要 蟾蛤灵 (b uf ial n) 是我国传统中药蟾酥中蟾毒的主要成分之一
,

研究其抑癌作用及机制具有重要意义
。

采

用 台盼蓝染色法
、

唾哇蓝还原法和光镜观察 b uf ial
n
对人低分化胃腺癌细胞系 M G。 一

803 的生长抑制作用
。

结果显

示
,

0
.

0 1 拼m o
l / I

矛

及 以上浓度 b u f a l in 对 M G
e 一

8 0 3 细胞具有显著的抑制作用
,
IC S。

值约为 0
.

1 拌m o l / L
。

b u f a
li n 抑制

M G c 一

80 3 生长 的机制是致使细胞核染色质凝缩
、

碎裂
,
D N A 损伤

,

胞浆 R N A 含量下降
,

导致细胞死亡
。

关键词 蟾蛛灵 细胞毒作用 胃癌细胞系
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