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阿魏酸钠和白芍总苷对小鼠H22肿瘤生长与血管内皮细胞

生长因子及增殖细胞核抗原表达的影响

徐晓玉1，陈伟海2，叶 兰3，陈 刚4，王淑美3，胡益勇s

(】．西南大学药学与中医药学院，重庆400715；2．重庆医药工业研究院有限公司药理毒理评价中心，重庆400061；

3．重庆医科大学中医药学院，重庆400051；4．重庆工商大学药物化学与化学生物学研究中心，重庆400067)

摘要：目的探讨阿魏酸钠及白芍总苷对小鼠H。：肿瘤生长及血管生成的影响。方法 昆明小鼠前腋下皮下接种

小鼠H∞肝癌细胞，第2天ip阿魏酸钠(200、100、50 mg／kg)或唔白芍总苷(200、100、50 mg／kg)，每3天测量1次

肿瘤体积。用免疫组化诛标记肿瘤血管及测定血管内皮细胞生长因子(VEGF)及增殖细胞核抗原(PCNA)的表

达。MTT法检测阿魏酸钠对Hzz肿瘤细胞体外增殖的影响。结果阿魏酸钠组小鼠H。：肿瘤体积、质量增长明显较

模型组缓慢(尸<o．05)，同时阿魏酸钠组的肿瘤微血管密度及VEGF、PCNA阳性细胞较模型组显著减少(P<

0．05)，阿魏酸钠对小鼠Hzz肿瘤细胞俸外增殖无显著抑制作用。白芍总苷各剂量组的肿瘤生长、微血管密度、H：。肿

瘤细胞增殖与模型组相比均无显著性差异。结论阿魏酸钠可以显著抑制小鼠H：。肿瘤的生长及血管生成，且能抑

制VEGF的表达。但在体外实验中不能抑制Hzz肿瘤细胞的增殖。自芍总苷尚不能被证明有抑制小鼠H：：肿瘤生

长的作用。阿魏酸钠对肿瘤组织VEGF表达的抑制作用可能是其抗H。：肿瘤及抗血管生成的一个重要原因。
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Effect of sodium ferulate and total glucosides in paeony oil tumor growth

and expression of vascular endothelial growth factor and

proliferating cell nuclear antigen in H22 mice ‘
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Abstract：Objective To investigate the effect of sodium ferulate and total glucosides in paeony on

tumor growth and angiogenesis in H22 mice． Methods H22 Cells were inoculated subcutaneously into

anteroaxilla of KM mice．Animals were randomized for therapy on the second day and treated with ip

sodium ferulate 200，100，and 50 mg／(kg·d)，or ig the total glucosides of paeony 200，1 00，and 50 mg／

(kg·d)．The volume of tumor was measured at three days intervals．The expression of tumor

microvessel，VEGF，and PCNA were examined by immunohistochemical staining．The proliferation of H，，

cells in vitro was examined by MTT assay．Resuits In vivo，the increase of tumor volumn and weight i12

sodium ferulate group was obvious slower than that in model group(P<O．05)．The treatment with

sodium ferulate inhibited the expression of VEGF(P<O．05)，leading tO a decrease in microvessel density。

which also decreased the positive cell of VEGF and PCNA(P<0．05)within tumor．In vitro．sodium

ferulate failed to inhibit the proliferation of H22 cells．In addition，it can not be proved that those in the

groups treated with total glucosides in paeony in every dosages are significantly different compared with

the model group．Conclusion Sodium ferulate inhibits tumor growth，angiogenesis as well as VEGF

expression significantly in H22 mice．While total glucosides of paeony can not inhibit the tumor growth，

angiogenesis as well as the VEGF expression in H22 mice．
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桃红四物汤是中医活血化瘀的经典方和代表

方，既往研究发现桃红四物汤[11和主要成分之一川

芎嗪[21有抗肿瘤及抑制肿瘤血管生成的作用。为了

进一步探寻该方发挥作用的药效物质及其作用机

制，本实验对桃红四物汤的另外两个主要成分阿魏

酸钠及白芍总苷进行了抗肿瘤的活性研究。阿魏酸

钠化学名称为3一甲氧基一4一羟基桂皮酸钠盐二水化

合物，为非肽类内皮素受体拮抗剂。阿魏酸钠主要用

于动脉粥样硬化、冠心病、脑血管病、肾小球疾病、肺

动脉高压、糖尿病性血管病变等心脑血管疾病。阿魏

酸钠在体外对肿瘤细胞有抑制作用[3]，但尚未有抑

制肿瘤生长的整体动物实验的报道。本实验研究阿

魏酸钠、自芍总苷对H。。荷瘤小鼠肿瘤生长及肿瘤

血管生成的抑制作用，并观察了两种药物对血管内

皮细胞生长因子(VEGF)、增殖细胞核抗原

(PCNA)表达的影响，旨在探讨其可能机制。

1材料与方法

1．1主要药品、试剂及仪器：自芍总苷片，每片0．3

g，其中含芍药苷104 mg，购自三九集团(批号

20011201)；注射用阿魏酸钠，0．1 g／支，购自成都第

一制药有限公司(批号031103)；新生牛血清，购自

杭州四季青公司。兔抗人CD34抗体、兔抗人PCNA

抗体、兔抗人VEGF抗体，均购自Santa Cruz公

司。DAB显色试剂盒、SP染色试剂盒，均购自美国

ZYMED公司。

1．2实验动物及细胞株：清洁级昆明小鼠，18～22

g，雄性，由重庆医科大学实验动物中心提供，合格证

号：SCXK(渝)20020001，SPF条件饲养，实验动物

使用许可证号：SYXK(渝)20020007。H。。小鼠肝癌

细胞株，重庆医科大学检验系提供。

1．3肿瘤模型制备及分组：昆明小鼠每只右前肢腋

下皮下接种密度为2×106／mL的H。。细胞0．2 mL。

随机分为7组，每组14只，从接种后第2天，每天定

时给药。模型组每天ip生理盐水0．5 mL；阿魏酸钠

(200、100、50 mg／kg)组，每天根据小鼠体重ip阿

魏酸钠注射液；白芍总苷片(按白芍总苷计，200、

100、50 mg／kg)组，每天根据小鼠体重ig白芍总苷

溶液。连续给药14 d。从给药后第3天起开始测量

肿瘤体积，每3天测量1次。肿瘤体积的计算方法参

照文献方法H1(肿瘤体积一0．523 6×长×宽)。

1．4一般组织学处理：停药后第2天，处死小鼠，解

剖并完整剥离出小鼠肿瘤，称质量，计算抑瘤率[抑

瘤率=(对照组平均瘤质量一给药组平均瘤质量)／

对照组平均瘤质量×100％]。

1．5 免疫组织化学法检测微血管密度(MVD)和

VEGF、PCNA的表达：取新鲜肿瘤组织做石腊切

片，按免疫组化常规方法操作，SP染色。参照文献方

法[5]进行微血管计数。采用“热点”法计数，即在100

倍低倍镜下，选取5个微血管密度最高的区域，400

倍放大视野下，每一个着色的单个内皮细胞或细胞

串计为一个微血管。血细胞和大的血管腔不计。

VEGF计数方法：随机取10个400倍高倍镜视野，

计数VEGF阳性细胞数总数。PCNA阳性细胞的计

数方法：先用100倍镜观察全片，选取阳性率较高的

5个视野，再换成400高倍镜计数，计算阳性细胞的

平均数。

1．6 H。：细胞体外增殖实验：H：：细胞用含10％

NBS PRMI一1640配为1×104／mL，96孔板每孑L接

种200 tzL，5％C02、37℃条件下培养24 h后，

1 000 r／min离心2 rain，弃原培养基，各组加人以

下质量浓度的含阿魏酸钠培养液：10、20、40、80、160

pg／mL，对照组不含阿魏酸钠，每组6孔。培养48 h

后，1 000 r／min离心2 rain，弃原培养液，每孔加入

200 pL无血清培养液及20弘L MTT，继续培养4 h

后。1 000 r／rain离心2 min，弃原培养液，每孑L加入

二甲基亚砜(DMSO)200弘L，震荡5 min，在全自

动酶标仪中选择590 nm波长测各孔吸光度

(A)值。

1．7 统计学处理：各实验组与对照组各项指标中的

计量资料采用t检验分析组问差异，全部统计分析

采用SPSS 10．0统计软件进行。

2 结果

2．1 阿魏酸钠、白芍总苷对肿瘤生长的影响：所有

小鼠接种后第15天处死，成瘤率100％。阿魏酸钠

各剂量组肿瘤生长较模型组慢，白芍总苷各组肿瘤体

积与模型组相比差异不明显。生长曲线见图1和2。

2．2 阿魏酸钠、白芍总苷对肿瘤质量的影响：阿魏

酸钠各剂量组肿瘤质量低于模型组，差异显著(P<

o．05)，阿魏酸钠200 mg／kg组的抑瘤率最高

(55．61％)，平均瘤质量最低，并与阿魏酸钠其他剂

量组有显著差异(P<o．05)。白芍总苷各剂量组与

模型组之间肿瘤质量没有显著性差异。见表1。

2．3 阿魏酸钠、白芍总苷对肿瘤血管生成的作用：

免疫组织化学法结果，肿瘤血管被标记特异性棕黄

色。计数被标记的血管，阿魏酸钠各剂量组的微血管

密度和模型组相比较均显著性降低(P<o．05)。白

芍总苷各剂量组之间及与模型组之间无显著性差

异，见表1。

  



·572· 中草芮 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第4期2007年4月

置

之
器
投
懊
垂

6 9 12

ti d

图l 阿魏酸钠对H：：荷瘸小鼠肿瘸生长的影响

(i±s，席一14)

Fig．1 Effect of sodium ferulate on tumor

growth in H22 mice(工±s，弹一14)
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图2 白芍总苷对H：：荷瘤小鼠肿瘤生长的影响

(；士s，n一14)

Fig．2 Effect of total glucoside in paeony on tumor

growth in H22 mice@土j，稃一14)

表1阿魏酸钠和白芍总苷对H：：小鼠肿瘤质量

及微血管密度的抑制作用@±s，摊一14)

Table 1 Inhibition of sodium ferulate and total glucosides

in paeony on tumor growth and MVD in H22

mice(；±s，厅一14)

与模型维比较：△P<0．05

与阿魏酸钠200 mg／kg组比较：。P<O．05

△P<O．05口5 model group

。P<o．ol。u sodium ferulate 200 mg／kg group

2．4 免疫组织化学分析肿瘤细胞VEGF、PCNA

的表达：免疫组织化学法结果，在光镜下VEGF阳

性细胞可在细胞胞浆内见到棕黄色特异性染色。阿

魏酸钠各组VEGF阳性细胞数明显少于模型组

(P<0．05)，但白芍总苷各剂量组与模型组之间无

显著差异。肿瘤细胞PCNA阳性细胞胞核染色呈棕

黄色，在光镜下可见阿魏酸钠各剂量组PCNA阳性

细胞率明显降低(P<o．05)，白芍总苷各剂量组与

模型组相比无显著性差异，见表2。

表2阿魏酸钠及自芍总苷对H：：小鼠肿瘤细胞VEGF

和PCNA表达的影响(j±s，n=14)

Table 2 Effect of sodium ferulate and total glucosides

in paeony on expression of VEGF and PCNA

in tumor cells of H22 mice(；土s，r／--14)

与模型组比较：6P<O．05

与阿魏酸钠200 mg／kg组比较：。P<o．05

△P％0．05"05 model group

。P<O．01 V5 sodium ferulate 200 mg／kg group

2．5 阿魏酸钠对H：。肝癌细胞体外增殖的影响：

MTT法结果，阿魏酸钠对H。。肿瘤细胞增殖无直接

的抑制作用(P>0．05)。模型组A组A值为

0．377±0．05；阿魏酸钠(10、20、40、80、160弘g／

mL)组A值分别为0．478土0．07、0．392±0．05、

0．374±0．09、0．342±005、0．370±0．03，与模型组

均无差异(P>0．05)。

3讨论

实体瘤的生长依赖新生的血管提供营养和排泄

代谢产物，因此通过抑制肿瘤细胞诱导的血管生成

来抑制肿瘤的生长、浸润和转移的治疗策略，近年来

得到迅速发展[6]。目前，进入临床试验的肿瘤血管生

成抑制剂有40余种。2004年2月，美国FDA正式

批准第1个肿瘤血管抑制剂Avastin

(bevacizumab)作为一线抗肿瘤药上市，从而标志

抗血管生成剂的研究进入了一个新的时代。抗肿瘤

血管生长的中药研究与开发具有广泛的前景。既往

的研究发现川芎嗪对小鼠Lewis肺癌及肿瘤微血

管‘2|，人肝癌细胞r73及人脐静脉内皮细胞‘83增殖有

良好的抑制作用。到目前为止尚未见关于阿魏酸钠、

白芍总苷影响肿瘤血管生成的报道。

本实验结果发现，阿魏酸钠各剂量组肿瘤生长

被显著抑制，肿瘤质量与模型组相比显著降低，肿瘤
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组织中的PCNA呈阳性的肿瘤细胞显著低于模型

组，表明肿瘤增殖受到了抑制。同时，阿魏酸钠组比

模型组微血管计数显著减少，说明阿魏酸钠抑制了

小鼠体内H：：肿瘤的生长和血管生成。但是，本实验

并不能证实白芍总苷具有抑制肿瘤生长及肿瘤血管

生成的作用，但也没有证据表明白芍总苷有促进肿

瘤生长的作用。

为了进一步分析阿魏酸钠抑制血管生成的作用

是否通过对H：。肿瘤细胞的直接细胞毒作用而实现

的，采用MTT法来验证阿魏酸钠是否对体外培养

的H。：肿瘤细胞具有直接的细胞毒作用。结果阿魏

酸钠组的质量浓度即使达到了160／*g／mL，其肿瘤

细胞的A值尚与模型组无显著性差异。说明阿魏酸

钠对肿瘤细胞不具有直接的细胞毒作用，阿魏酸钠

对整体动物肿瘤模型的肿瘤生长抑制作用是通过抑

制肿瘤血管生成实现的。

免疫组织化学发现，阿魏酸钠各剂量组均能有

效地抑制肿瘤组织的VEGF表达。VEGF是最重要

的促血管生成因子，能通过其受体KDR／Flk一1有

效激活胞外信号调节激酶(ERK)，从而刺激内皮细

胞DNA合成印]，也能够通过PI一3K通路激活抗凋

亡激酶Akt／PKB而发挥抗凋亡作用[10|。结合阿魏

酸钠组肿瘤组织微血管密度降低的结果，说明阿魏

酸钠可能是通过抑制肿瘤细胞VEGF的分泌来抑

制体内H。。肿瘤的生长及血管生成。
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槟榔碱对骨髓细胞内DNA的影响

季宇彬，李连闯，于 蕾

(哈尔滨商业大学生命科学与环境科学研究中心，黑龙江哈尔滨 150076)

摘 要：目的通过体内骨髓细胞实验，探讨槟榔碱对DNA的损伤作用机制。方法采用AO探针标记，激光共聚

焦技术检测槟榔碱对骨髓细胞内DNA和RNA的影响；采用流式细胞仪测定槟榔碱对骨髓细胞周期的影响。结果

给予槟榔碱20、10、5 mg／kg剂量的染毒组，骨髓细胞内RNA／DNA的荧光像素比值明显高于空白对照组，差异非

常显著(P<o．01)；骨髓细胞周期与空白对照组相比，G。／G。期细胞比率有非常显著增加(P<o．01)，S期细胞比

率有非常显著降低(P<o．01)，G。／M期细胞比率有非常显著降低(尸<o．01)。结论槟榔碱对小鼠骨髓细胞的

DNA有一定的损伤作用，具有一定的遗传毒性。

关键词：槟榔碱；激光共聚焦；流式细胞仪；DNA；RNA；细胞周期
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