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药理与临床

五加皮Age蛋白在正常小鼠与荷瘤小鼠体内的组织分布

赵学涛，单保恩+，张静

(河北医科大学第四医院科研中心暨河北省肿瘤基因诊断、预防和治疗重点实验室，河北石家庄050011)

摘要：目的探讨五加皮抗肿瘤成分Age蛋白在正常小鼠与荷瘤小鼠体内的组织分布。方法 用氯胺T法对

Age蛋白进行”5I标记(形成”5I-Age)，由尾iv小鼠后，于不同时间取组织和血液标本，测定放射cpm比值。以放

射参与量(即脏器与血液中cpm比值)作为”5I-Age在组织中分布的依据。结果 在一次性快速iv”5I-Age 2 h

后，正常小鼠和荷瘤小鼠体内均以肾脏中”5I-Age的分布量最高，肝脏和肺部放射参与量也较高，与心脏、脾脏等

其他脏器相比差异有显著性(P<o．01)；尿中”5I-Age的量很高。iv同等剂量”5I-Age后，荷瘤小鼠的肾脏、肝脏和

肺部组织的放射参与量比正常小鼠偏高(P<o．05)。结论五加皮Age蛋白在小鼠体内主要分布于血流丰富的组

织，主要通过泌尿系统排泄，不易透过血脑屏障。
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In vivo tissue distribution of Age protein from Cortex Acanthopanacis

in normal and tumor-bearing mice

ZHAO Xue—tao，SHAN Bao—en，ZHANG Jing

(Research Center and Key Laboratory of Tumor Gene Diagnosis，Prophylaxis and Treatment in Hebei Province，

The Fourth Hospital of Hebei Medical University，Shijiazhuang 050011，China)

Abstract：Objective To determine the in vivo tissue distribution of Age protein，an antitumor corn—

ponent isolated from Cortex Acanthopanacis in normal and tumor-bearing mice．Methods Age protein iso—

lated from Cortex Acanthopanacis was labelled with 125I(12sI—Age)by chloramine—T method．The distribu—

tion of 125I—Age in various organs was judged by the cpm ratio of their relative mixture of radioactivity corn—

pared tO that of blood．Results Two hours after rapid iv injection of 125I—Age in mice tail once．the highest

concentration of
125

I-Age was in kidney，followed successively in liver and lung which were higher than

that in heart，liver，and other organs as well，showing significant difference statistically(P<0．01)．The

concentration of 125I—Age in the urine was rather high．In tumor—bearing mice by iv the same dose，the con—

centration of 125I—Age in kidney，liver，and lung was higher than that in normal mice(P<O．05)．Conclu—

sion The basic characters of tissue distribution of Age protein in mice：the concentration of Age protein is

higher in the tissue with abundant blood stream．The Age protein is excreted mainly by urinary system，

and hard to permeate through blood—cerebral barrier．
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本课题组在对500种中药筛选抗肿瘤成分过

程中，发现五加皮提取物具有较强的抗肿瘤活性[1]，

并从五加皮提取物中分离得到相对分子质量约

6．4×104的单一抗肿瘤成分——Age蛋白。研究证

实，Age蛋白对多种组织来源的肿瘤细胞增殖有较

强的抑制作用，可促进单核细胞的吞噬功能，刺激单

核细胞因子的分泌，如肿瘤坏死因子一a(TNF—a)

等。经Age蛋白作用后，肿瘤细胞周期停止在G。／

G，期，Age蛋白可诱导瘤细胞Rb、Cak。和Cak。表达

降低，使细胞停止增殖，即Age蛋白通过调节控制

细胞周期的酶类、刺激单核细胞因子的分泌及吞噬

功能的增强而发挥抗肿瘤作用。细胞因子还可通过

调节细胞免疫功能达到治疗肿瘤作用[2]。荷瘤小鼠

ig Age蛋白后，实验组小鼠一般情况较对照组小鼠
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好，肿瘤生长较慢，生存期明显延长[3]。然而，Age蛋

白在体内的代谢过程、对不同组织器官的亲和力及其

排泄途径尚不清楚。本实验用125I标记Age蛋白，对

其在正常小鼠和荷瘤小鼠体内的组织分布进行了研

究，为Age蛋白的进一步开发及临床应用提供资料。

1材料与方法

1．1 药物与试剂：Age蛋白由本实验室分离纯化，

质量分数>98％；Na 125I购自北京原子高科核技术

应用股份有限公司；SephadexG50为华美生物技术

公司产品；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料公

司，RPMI一1640培养基和胰蛋白酶购自美国Gibco

公司，氯胺T和偏重硫酸钠等为国产分析纯试剂。

1．2实验动物细胞株：健康昆明种小鼠，体重(20±

2)g，雄性，由河北医科大学实验动物中心提供。S。。。

小鼠腹水癌细胞株由本室存留。用RPMI一1640培养

基(含10％小牛血清、青霉素和链霉素各100 U／mL)，

置于37℃、饱和湿度、5％CO。条件下培养。

1．3实验方法

1．3．1 Age蛋白的125I标记和纯化：根据氯胺T

法[4’5]，向400弘L Age蛋白(1．0 g／mL)中加入40

弘L Na 125I(7．4×107 Bq)和40弘L氯胺T(0．5

／zg／／zL)，混匀10～5 S；力Ⅱ入40肚L偏重硫酸钠(20

弘g／弘L)，终止反应。然后加入0．5 mL PBS(o．05

mol／L，pH7．4，含BAS 1 mg)。Sephadex G50粉末

用0．05 mol／L PBS(pH7．4)浸泡过夜，待颗粒膨

胀后制备色谱柱(2 cm×10 cm)，用BSA饱和过

夜。将混合物125I-Age加于柱上，用PBS洗脱。调整

体积流量0．5 mL／min，用收集器(上海市卢西厂生

产，BS一100A型)收集，每管收集0．5 mL洗脱液，

用7一计数仪(北京核仪器厂，FT646A3型)测定每

管cpm值，合并峰值组分，4℃保存。

1．3．2纸色谱法测量放化纯度：色谱固定相用新华

1号滤纸，展开剂为无水甲醇与KI(1％)以4：1

比例混合。在色谱纸距底边2 cm处用铅笔轻轻划

一条与底边平行的起跑线。待测样品用微量加样器

点在起跑线上，样品间距离2 cm，样品半径小于

0．5 em。为便于鉴定，在待测样品旁点参考样。展开

液浸到起跑线以下1 cm。当展开液在纸上展开到一

定程度(15 cm左右)时取出，标上前沿记号，晾干

待测。计算Rf值。将纸由下到上逐段剪开(每段

1．0 cm)，用7一计数仪分别测定每管cpm比值。

1．3．3 Age蛋白在正常小鼠体内的组织分布：将动

物分为实验组和对照组，实验组尾iv”5I—Age(148

M Bq／ZO g)。分别于注射后2、4 h采用颈椎脱臼法

处死小鼠，断头取血后，分别取脑、肺、肝、脾、肾、小

肠、肌肉和脂肪组织各100 mg置于试管中，用7一计

数仪测量不同标本放射线量，计算出标本的cpm值。

用脏器与血液的cpm值之比(放射参与量)来表示

125I—Age各脏器的分布情况[6’7]。如果比值大于1，说

明药物对该脏器呈高结合性。对照组在相同条件下由

尾iv同等数量125I和未标记的Age蛋白混合液，其

余处理方法同实验组。根据实验组放射参与量(A)

与对照组放射参与量(B)的比值，作为判定Age蛋

白在小鼠体内分布的依据。另取小鼠分为实验组和对

照组，两组的给药方法同上，于注射后2、4 h分别收

集尿液和粪便后，断颈处死小鼠留取胆汁。方法同上

计算出尿液、粪便及胆汁中的放射参与量。

1．3．4 Age蛋白在荷瘤小鼠体内的组织分布：荷

瘤小鼠模型的建立，取对数生长期S，。。细胞配制成

1×107／血L悬液，于小鼠右腋SC细胞悬液，每只

0．2 mL。于接种后第6日，可见小鼠皮下有实体瘤

出现。取荷瘤小鼠，分为实验组和对照组。其他操作

同1．3．3项方法。

1．4统计学处理：数据用z±S表示，两组数据间用

t检验，应用SPSS 11．0统计软件计算。

2结果

2．1
125

I-Age标记物的纯化：将125 I—Age用

Sephadex G50凝胶色谱柱分离，分离成分cpm的

洗脱曲线如图1所示，125I—Age相对分子质量较大，

先被洗脱下来形成第一峰；125I相对分子质量较小，

洗脱速度较慢被洗脱为第2峰，两峰分离良好。
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色谱成分编弓

图1 ”5I-Age的Sephadex G50凝胶色谱洗脱成分曲线图

Fig．1 Elution curve of 125I-Age by Sephadex GS0

gel column chromatography

2．2 125I-Age放化纯的测定：纸色谱法测得Rf=

0．75。放化纯=纸色谱中标记蛋白峰总cpm值／纸

色谱中各段cpm值之和；纸色谱后各段(每1 em

一段)计数结果显示，cpm比值峰的位置在4．0 cm

处，放化纯为96．23％。
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2．3地5I-Age在正常小鼠体内的组织分布：正常小

鼠一次性iv 125I—Age后，2和4 h放射参与量大于1

的器官有肺、肝脏和肾脏，其中肾脏为最高，与其他

脏器相比，如脑、心、脾、脂肪、肠、睾丸等(组织放射

参与量小于1)，差异显著(P<0．01)。见表1。

Age在荷瘤小鼠体内的分布情况与正常小鼠基本

相似，2和4 h放射参与量大于1的器官有肺、肝脏

和肾脏，以肾脏为最高，与其他脏器相比，如脑、心、

脾、脂肪、肠、睾丸等(组织放射参于量小于1)，差异

显著(P<O．01)。见表2。

2．4 125I—Age在荷瘤小鼠体内的组织分布：125I一 2．5 125I—Age在正常和荷瘤小鼠体内分布的比较：

表1 1251-Age在正常小鼠体内组织分布(；土s，一=10)

Table 1 In vivo tissue distribution of 1251-Age in normal mice(；士s，甩=10)

与A／B<1的器官比较：。P<O．05一P<O．01

。P<O．05+’P<O．01 vs organs with A／B<1

表2“5I-Age在荷瘤小鼠体内组织分布(i±s，一=10)

Table 2 In vivo tissue distribution of 1”l-Age in tumor—bearing mice(j士s。万一lO)

与除肺、肝脏和肾脏外的器官比较：一尸<O．01

。’P<O．01口s other organs except for lung，liver．and kidney

图2、3结果显示，iv
1

25I-Age后，荷瘤小鼠肺、肝脏、

肾脏的2、4 h放射参与量比值均比正常小鼠高

(P<0．05)。

2．6”5I—Age在正常小鼠体内的代谢：表3结果显

示，小鼠尿液中的125I-Age放射参与量最高，而胆汁

和粪便中量甚微，提示该药物可能通过肾脏排泄，很

少从肝脏和肠道排泄。

3讨论

五加皮不仅在体外对多种肿瘤细胞增殖有抑制

作用，在体内也有较好的抗肿瘤效果。其抗肿瘤活性

成分是一种Age蛋白质成分。本实验将Age标记

125I后注射给正常小鼠和荷瘤小鼠，经过测定组织
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图2正常小鼠与荷瘤小鼠iv”5I-Age 2 h组织分布比较

Fig．2 Comparison of tissue distribution in normal and

tumor-bearing mice after 2 h by iv 1251-Age
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脑 肺心脏肝脏脾肾脏肠脂肪肌肉睾丸

图3正常小鼠与荷癯小鼠iv”5I-Age 4 h组织分布比较

Fig．3 Comparison of tissue distribution in normal and

tumor—bearing mice after 4 h by iv 125I-Age

中放射参与量，分析了其在各种脏器的分布情况，同

时以游离Na 125I作对照，可以排除血中未分布的药

物以及游离125l的干扰。实验结果表明，正常小鼠肝

脏、肾脏和肺中Age蛋白分布较多，可能该蛋白与

这些脏器具有特异结合性，其中肾脏为最强。注射

125I—Age后，小鼠的脑、脂肪和肌肉组织中放射性很

小，可能与该蛋白相对分子质量较大，不易透过血脑

屏障有关。肾脏和尿液中放射参与量较高，提示该药

物可能从肾脏排泄，4 h排泄量比2 h高，提示Age

排泄高峰在注射后4 h。注射1251-Age后，虽然小鼠

肝脏中放射参与量较高，但粪便和胆汁中的放射参

与量较少，提示该蛋白可能不通过消化道排泄。荷瘤

小鼠体内肝脏、肾脏和肺中的放射参与量比正常小

鼠相应脏器高，可能与组织血供充足有关，其具体原

因需做进一步的研究。

表3 125I-Age在正常小鼠体内排泄G+s，n一10)

Table 3 In vivo excretion of 125I-Age in normal mice(；士s，甩一10)

与粪便或胆汁比较：一P<0．01

。。P<O．01口s dejecta or bile
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补阳还五汤及其有效部位对大鼠脑缺血再灌注后caspase表达的影响

张淑萍，梁燕，邓常青’

(湖南中医药大学中西医结合学院，湖南长沙410007)

摘要：目的研究补阳还五汤及其有效部位生物碱、苷对大鼠脑缺血再灌注后脑组织caspase一1、3、8表达的影

响。方法采用颈内动脉线栓法建立大鼠大脑中动脉阻塞(MCAO)再灌注模型，以逆转录一聚合酶链反应(RT一
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