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摘= =要：目的= =探讨蝎毒多肽提取物（mbps）对 RJcì干预 eOO荷瘤小鼠免疫功能的影响。方法= = _~lbLc小鼠随机分为对照

组、模型组、化疗组及 mbps高、低剂量组，模型组接种 eOO肝癌，化疗组 áé=OM=mgLkg=RJcì，mbps组化疗同时 ág=QM、NM=mgLkg=
mbps，连续干预 OU=d后处死，计算瘤质量、抑瘤率、脾脏指数和胸腺指数。采用鸡红细胞吞噬实验检测 eOO荷瘤小鼠腹腔

巨噬细胞吞噬功能；流式细胞术检测小鼠脾细胞中 q细胞亚群、kh细胞和 khq细胞的变化；采用 bifpA法检测小鼠外周

血中 fckJγ 和 fiJQ的分泌水平。结果= =与化疗组比较，mbps高剂量组瘤质量明显减轻（m＜MKMR）；低、高剂量组的脾脏指

数、高剂量组胸腺指数、腹腔巨噬细胞吞噬率和吞噬指数、高剂量组 `aQHqL`aUHq值及高、低剂量组 khLkhq细胞均显著

升高（m＜MKMR、MKMN、MKMMN）。与化疗组比较，mbps高、低剂量组小鼠血清中 fckJγ 水平明显增高，fiJQ水平显著降低（m
＜MKMR、MKMN）。结论= = mbps可逆转 RJcì干预 eOO荷瘤小鼠导致的免疫抑制作用。=
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ánterventáonK=
hey=wordsW=scoréáon=venomX=RJflìoroìr~cál=ERJcìFX=eOO=heé~tom~Jbe~ráng=máceX=ámmìne=fìnctáon=

蝎毒多肽提取物（molóéeétáde= extr~ct= from=
scoréáon= venom，mbps）是本实验室从东亚钳蝎

Buthus martensii= h~rsch 的蝎毒中分离提取的由

RM～SM 个氨基酸组成的多肽提取物，耐热、ée 稳

定，具有多种生物活性。东亚钳蝎（俗称马氏钳蝎），

药用历史悠久，其药性味咸、辛、平、有小毒，具

有平肝熄风、攻毒散结、通络止痛等功效。前期研

究证实，mbps 有显著的抗肿瘤作用xNJPz，对机体 q
细胞等免疫细胞功能具有促进作用xNI=QJRz。中医药配

合肿瘤化疗，可增效减毒，并改善患者低下的免疫

功能xSz。本研究通过建立肝癌 eOO 荷瘤小鼠模型，

研究 mbps对 RJcì干预eOO荷瘤小鼠免疫功能的影

响，并探讨其免疫调节作用机制。

N= =材料=
NKN= =动物和细胞=

_~lbLc小鼠 NMM只，雄性，S～U周龄，体质量

NU～OO= g，实验动物生产许可证号 p`uh（鲁）

OMNPMMMV，购自山东大学实验动物中心。eOO 肝癌

腹水瘤株，由山东省医学科学院药物研究所赠予。

NKO= =药物与试剂=
蝎毒冻干粉（粗提物，由山东省医学科学院药

物研究谢砚英研究员鉴定），购自邹平县蝎蚁生物科

技有限公司，外观呈黄色粉末状，易溶于水。mbps
由本实验室提取xTz，经 emi`=分析，为相对分子质

量 S= MMM～T= MMM 的多肽混合物粉末，质量分数

UVKNB，使用前用生理盐水溶解稀释到所需浓度。

化疗药物：注射用 RJcì，批号 cANPNNMP，购自上

海旭东海普药业有限公司。

omjf=NSQM培养液，北京赛默飞世尔生物化学

制品有限公司；cfq`标记小鼠 `a=Q、ax=R抗体、

mb标记小鼠 `a=U抗体、mc=R标记小鼠 `a=P抗体，

均购自美国 _a 公司；血清细胞因子 fckJγ、fiJQ=
bifpA试剂盒，美国 bbáoscáence公司。=
NKP= =仪器=

leác~ajQMMM_显微镜，德国徕卡仪器有限公司；

_a=cA`p=Ará~=fff流式细胞仪，美国_ecton=aáckánson
公司；jìltásk~n=Ascent酶标仪，美国 qhermo公司。=
O= =方法=
OKN= = eOO细胞的复苏与传代=

将液氮冻存的小鼠 eOO腹水瘤株于 PT=℃水浴

锅中快速解冻，加入 NM=mi=omjf=NSQM培养液，振

摇混匀，O=MMM=rLmán，离心 R=mán，离心 O次，除去

冻存液，NM=mi=omjf=NSQM培养液重悬，在无菌环

境下传代。第三代用于实验。

OKO= =荷瘤小鼠模型的制备=
无菌抽取传代第 T天的eOO腹水肿瘤细胞，加入

灭菌生理盐水调整密度为 Q×NMSLmi，于小鼠的右腋

下 sc=MKO=mi（第 M天），接种 UM只小鼠。=
OKP= =动物分组及给药=

第 S 天将成瘤小鼠按成瘤体积随机分为模型

组、化疗组及 RJcì联合 mbps高、低剂量（QM、NM=
mgLkg）组，每组 OM 只。另取 OM 只正常小鼠作为

对照组。化疗组：于第 U、NR、OO天 áé=OM=mgLkg=RJcì；
模型组：于同一时间 áé 等体积的生理盐水；mbps
高、低剂量组：与化疗组同法 áé=RJcì，于第 R、S、
T、NO、NP、NQ、NV、OM、ON、OS、OT、OU天 ág=mbps；
第 OV天结束实验。每天观察小鼠肿瘤生长情况。于

末次给药 OQ=h内眼球取血，PT℃培养箱放 N=h，然

后 Q℃冰箱静置 R=h，P=MMM=rLmán离心 NM=mán，分离

血清，储存于−UM℃，用于 bifpA检测。=
OK4= =脾细胞的制备=

处死小鼠后无菌取脾脏，用剪刀剔除结缔组织

和脂肪并剪碎脾脏，用注射器针芯轻轻挤压脾组织

过 OMM目不锈钢丝网研磨，制成细胞悬液，再过 QMM
目不锈钢丝网以便形成单个细胞悬液，离心后低渗

处理去除红细胞，再次离心洗涤，重悬细胞制成脾

细胞悬液，用于流式细胞术检测。

OKR= =指标检测=
OKRKN= =体质量及肿瘤增长= =于化疗前和停药OQ=h后
以分析天平各测体质量 N次。末次给药 OQ=h各组小

鼠眼球采血后，以颈椎脱臼法处死，从腋部皮下完

整剥离肿瘤组织，称瘤质量，计算抑瘤率。

抑瘤率＝（模型组平均瘤质量－化疗组或给药组平均瘤

质量）L模型组平均瘤质量=

OKRKO= =免疫器官指数的测定= =小鼠处死后快速剥离

脾脏和胸腺并称质量，计算脾脏和胸腺指数。

脏器指数＝脏器质量L终体质量=

OKRKP= =腹腔巨噬细胞的吞噬功能= =鸡红细胞悬液的

制备= =取鸡血置于有机玻璃的锥形瓶中，朝一个方

向充分摇动，以脱纤维，用生理盐水洗涤 P次，O=MMM=
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rLmán离心 NM=mán，弃上清，用生理盐水配成 OB的

鸡红细胞悬液。

吞噬功能的测定= =末次给药OQ=h后，小鼠 áé=OB
鸡红细胞悬液 N=mi，N=h后颈椎脱臼处死小鼠，立

即用酒精棉球消毒，向腹腔注入 OKR= mi 生理盐水，

轻柔腹部 N=mán，剪开腹部皮肤，用 N=mi加样器吸出

少量腹腔液滴于载玻片上，置 PT=℃孵育 PM=mán，以

生理盐水漂洗，晾干。以丙酮J甲醇 N∶N 溶液固定 R=
mán，加 dáems~Jtráght’s染色液染色 R= mán，蒸馏水

漂洗，自然晾干。油镜下观察巨噬细胞，连续选取 NM
个视野，并按以下公式计算吞噬率和吞噬指数。

吞噬率＝吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数L巨噬细胞总数=
吞噬指数＝被吞噬的鸡红细胞数L巨噬细胞总数=

OKRK4= =流式细胞术对 q细胞亚群、kh细胞和 khq
细胞的检测= =将制备的脾细胞悬液加入适量的大鼠

血清，Q=℃封闭 PM=mán后，加入抗 `aQJcfq`、抗

`aUJmb、抗 axRJcfq`、抗 `aPJmcR，Q=℃避光 PM=
mán；用 m_p 洗两遍，重悬细胞，流式细胞仪检测

`aQHq 细胞、`aUHq 细胞比例、`aP−axRH细胞

（kh）、`aPHaxRH细胞（khq）的变化。=
OKRKR= = bifpA检测血清中细胞因子 fckJγ 和 fiJQ的
水平= =按照 bifpA试剂盒说明书操作步骤进行，待

显色终止后即刻用酶标仪检测 QRM=nm的吸光度（A）
值。利用酶标软件 cvxétPO 绘制标准曲线，计算样

本中 fckJγ 和 fiJQ的水平。=
OKS= =统计学方法=

数据均以 –x s表示，采用 pmpp=NTKM统计软件

进行统计学处理，两组间均数比较用 t 检验，多组

间均数比较采用单因素方差 ipa法分析。=
P= =结果=
PKN= =对荷瘤小鼠肿瘤生长和免疫器官指数的影响=

与化疗组比较，mbps 高剂量组瘤质量显著降

低（m＜MKMR）；化疗组小鼠抑瘤率为 RQKPMB，而联

合高、低剂量的 mbps后，抑瘤率分别增至 SSKPVB、

SMKMNB。化疗组脾脏指数和胸腺指数较模型组均显

著下降（m＜MKMN），mbps 低、高剂量组的脾脏指

数、高剂量组胸腺指数均显著高于化疗组（m＜MKMR、
MKMN、MKMMN）。结果见表 N。=

表 N= = mbps对 eOO实体瘤的抑制作用= E x±sI=n=Z=OMF
q~ble=N= = fnhibitory=effect=of=mbps=on=eOO=solid=tumor=E x±sI=n=Z=OMF=

分组 剂量LEmg·kg−NF= 平均瘤质量Lg= 抑瘤率LB= 脾脏指数LB= 胸腺指数LB=
对照 — — — VKPT±PKSV PKOU±NKPQ
模型 — PKQV±MKOT — TKRO±OKNV△ OKSP±NKQN△

化疗 OM= NKST±MKRP@@ RQKPM= RKTP±OKQU@@ NKTO±MKTM@@

mbps= QM= NKON±MKORG@@ SSKPV= UKST±RKMPGGG OKTN±NKNRGG

NM= NKRQ±MKQS@@ SMKMN= SKQR±OKSSG NKVS±MKSO
与对照组比较：

△m＜MKMR；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN；与化疗组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
△m Y=MKMR=vs=control=groìéX=@m=Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=model=groìéX=Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN= = GGGm=Y=MKMMN=vs=chemother~éó=groìé=

PKO= =对荷瘤小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能的影响=
与模型组比较，化疗组小鼠腹腔巨噬细胞对鸡

红细胞的吞噬率和吞噬指数均显著降低（m＜MKMN）。
mbps 高、低剂量组均可显著提高吞噬率和吞噬指

数，与化疗组比较差异显著（m＜MKMR、MKMN、MKMMN）。
结果见表 O。=
PKP= =对 q细胞亚群、kh细胞和 khq细胞的作用=

与 模 型 组 比 较 ， 化 疗组 小 鼠 脾 细 胞 中

`aQHqL`aUHq值降低（m＜MKMR）。与化疗组比较，

mbps 低剂量组 `aQHL`aUH值略有升高，差异不显

著；mbps高剂量组 `aQHL`aUH值明显升高，差异显

著（m＜MKMN）。结果见图 N。kh 细胞和 khq 细胞

百分比在模型组、化疗组明显低于对照组（m＜MKMR、
MKMN）；mbps 高、低剂量组均显著高于化疗组（m＜
MKMN、MKMR）。结果见图 O。=

表 O= = mbps对 eOO荷瘤小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能的影响=
E x±sI=n=Z=OMF

q~ble=O= =bffect=of=mbps=on=ph~gocytic=function=of=m~croph~ge=
in=eOO=hep~tom~Jbe~ring=mice=E x±sI=n=Z=OMF=

分组 剂量LEmg·kg−NF= 吞噬率LB= 吞噬指数

对照 — QTKP±QKR MKUO±MKMT
模型 — QOKR±RKT△ MKSQ±MKMP△

化疗 OM= OSKV±PKQ@@ MKPS±MKMU@@

mbps= QM= QNKU±RKNGG MKTR±MKNVGGG

NM= PMKT±QKOG MKRM±MKNQG

与对照组比较：
△m＜MKMR；与模型组比较：= @@m＜MKMN；与化疗组

比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN= =
△m Y=MKMR=vs=control=groìéX= @@m Y=MKMN=vs=model= groìéX= = Gm=Y=MKMR=
GGm=Y=MKMN= = GGGm=Y=MKMMN=vs=chemother~éó=groìéI=s~me=~s=below=

PK4= =对荷瘤小鼠外周血 fckJγ 和 fiJ4水平的影响=
与对照组比较，模型小鼠血清中 qhN型细胞因

子 fckJγ 水平明显降低，qhO型细胞因子 fiJQ水平
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明显增高（m＜MKMN）；化疗组与模型组比较，fckJγ
水平降低，fiJQ 水平明显增高（m＜MKMN）；与化疗

组比较，mbps高、低剂量组 fckJγ 水平明显增高，

fiJQ水平显著降低（m＜MKMR、MKMN）。见表 P。=

35.8% 25.7% 24.9% 33.2% 28.1%

NUKSB NRKVB NRKPB NUKTB NRKRB

AJ脾脏单个核细胞中 `aQ、`aU流式细胞仪检测结果散点图；_J脾脏单个核细胞中 `aQHL`aUH的比较；与模型组比较：GGm＜MKMN=
AJpc~tter=detectáon=resìlts=of=`aQ=~nd=`aU=flow=cótometró=án=sángle=nìcleìs=cells=of=séleenX=_K=`omé~ráson=of=`aQH=q=cell=~nd=`aUH=q=cell=r~táo=án=
séleen=mononìcle~r=cellsX=GGm＜MKMN=vs=model=groìé=

图 N= = mbps对 eOO荷瘤小鼠 q细胞亚群的影响=
cigK=N= =bffect=of=mbps=on=q=cell=subset=in=eOO=hep~tom~Jbe~ring=mice=

对照组 模型组 化疗组 mbps=QM=mg·kg−1 mbps NM=mg·kg−1
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A=J脾脏单个核细胞中 kh、khq流式细胞仪检测结果散点图；_J脾脏单个核细胞中 kh细胞百分率的比较；`=J脾脏单个核细胞中 kh细胞百
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cigK=O= =bffect=of=mbps=on=kh=cell=~nd=khq=cell=in=eOO=hep~tom~Jbe~ring=mice=
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表 P= = mbps对 eOO荷瘤小鼠外周血 fckJγ 和 fiJ4水平的=
影响= E x±sI=n=Z=OMF

q~ble=P= =bffect=of=mbps=on=serum=level=of=fckJγ=~nd=fiJ4=in=
eOO=hep~tom~Jbe~ring=mice=E x±sI=n=Z=OMF=

分组 剂量LEmg·kg−NF= fckJγL(μg·mi−NF= fiJQL(μg·mi−NF=
对照 — NNKPT±RKVQ VKUP±UKMR
模型 — TKRP±SKMO△△

 NRKPR±RKNT△△

化疗 OM= RKUP±QKSR@ NTKTQ±PKTN@

mbps= QM= UKPO±QKSOGG NPKSP±PKUNGG

NM= SKON±RKOUG NRKVU±QKVQG

与对照组比较：
△△m＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR；与化疗组

比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
△△m Y=MKMN=vs=control=groìéX=@m Y=MKMR=vs=tìmorJbe~ráng=groìéX= Gm Y=
MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=chemother~éó=groìé= =

4= =讨论=
肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，每年新

增病例我国约占半数，已成为肝癌发病最集中的地

区之一，严重威胁人们的生命健康。肝癌起病隐匿，

进展迅速，大部分患者就诊时已属中晚期，往往已失

去手术治疗的机会。当前治疗原发性肝癌常用药物

首推氟尿嘧啶，其次是阿霉素、顺铂和丝裂霉素，

但这些药物由于产生多药耐药，毒副作用大，还常常

降低患者免疫功能等缺点而限制临床应用效果xUz。=
研究表明，若在肿瘤化疗的同时配合中医中药

治疗，能降低化疗的毒副作用，增强肿瘤细胞对化

疗药物的敏感性，提高机体免疫功能。近年来，研

究发现中草药无论在抑制肿瘤细胞还是在肿瘤的病

后调理、改善体征、减轻放化疗不良反应等方面均

发挥了重要作用xVz。临床实践证明一些复方的覆盖

面较广，但是作用较弱；而一些单味中药定向作用

于某些肿瘤，且抑瘤效果显著xNMz。=
本实验结果显示，RJcì联用低、高剂量的 mbps

后，荷瘤小鼠的瘤质量显著减小（m＜MKMN），抑瘤

率较化疗组明显提高，表明 mbps可增强 RJcì对荷

瘤小鼠的抑瘤作用。RJcì化疗后，荷瘤小鼠的脾脏

和胸腺指数均显著下降（m＜MKMN），mbps 高、低

剂量组小鼠的脾脏和胸腺指数则显著上升，表明

mbps可逆转 RJcì化疗引起免疫器官的萎缩，从而

减轻免疫器官的损伤，保护免疫器官。

巨噬细胞在体内扮演清道夫角色，可以直接吞

噬外来抗原，其吞噬功能可直观反映机体非特异性

免疫水平xNNz。它可以直接与瘤细胞结合发挥杀瘤效

应；也可以分泌某些产物抑制肿瘤生长；还可以通

过 Aa``作用杀伤肿瘤xNOz。本研究结果显示，化疗

组显著降低了巨噬细胞吞噬率和吞噬指数（m＜
MKMN），表明 RJcì对机体非特异性免疫有抑制作用。

mbps 高、低剂量组均可显著提高吞噬率和吞噬指

数，与化疗组比较具有显著性差异（m＜MKMR、MKMN），
说明mbps能抑制 RJcì对机体非特异性免疫有抑制

作用，促进荷瘤机体非特异性免疫力的提高。

机体的免疫由 q淋巴细胞介导，q淋巴细胞在

肿瘤免疫中起调控作用，成熟的 q 淋巴细胞分为

`aQH和 `aUH两个亚群，`aQHL`aUH值是肿瘤患者

机体免疫状态的指标之一xNPJNQz，qhNLqhO 细胞亚群

水平评价机体免疫状态和免疫能力的一个综合指

标，fckJγ 和 fiJQ分别是 qhN和 qhO细胞分泌最特

异的细胞因子，检测血清中 fckJγ 和 fiJQ水平对维

持 qhNLqhO 平衡起重要作用xNRz。本研究结果表明

mbps 联 合 用 药 能 升 高 荷 瘤 小 鼠 脾 细 胞 中

`aQHL`aUH值，增加荷瘤小鼠血清中 qhN型细胞因

子 fckJγ 水平，同时降低 qhO型细胞因子 fiJQ水平，

逆转 qhNLqhO漂移，能够拮抗 RJcì的免疫毒性，增

强荷瘤机体的免疫力。

kh和 khq细胞作为天然免疫细胞，无需抗原

的预先刺激和活化即可发挥细胞毒效应，在肿瘤免

疫、抗病毒感染及清除非己细胞中发挥重要作

用xNSz，在本实验中，与化疗组比较，mbps 联合用

药组能增加荷瘤小鼠脾细胞中kh细胞和khq细胞

百分比，从而提高机体的免疫力。

综上所述，蝎毒多肽提取物提高了荷瘤小鼠的

特异性和非特异性免疫功能，逆转化疗引起的免疫

功能抑制，这为蝎毒多肽提取物在肿瘤化疗中的应

用提供了实验依据。
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