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摘  要：目的= =研究云树果实醋酸乙酯提取物（bdCc）对 eOO 实体移植瘤的抑制活性及作用机制。方法  皮下接种 eOO
瘤株建立小鼠 eOO实体移植瘤模型，随机分为模型组、环磷酰胺（OM= mgLkg，阳性对照，áé 给药）组和 bdCc高、中、低

剂量（QMM、OMM、NMM=mgLkg，ág给药）组，连续给药 NM=d，另设一对照组。检测小鼠体质量变化、抑瘤率及脾脏指数，bifpA
法测定血清中白细胞介素JS（fiJS）、肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）、转化生长因子JβN（qdcJβN）的含量，eb 染色法观察肿瘤

组织病理学改变，免疫组化法检测肿瘤组织 éJpqAqP 及血管内皮生长因子（sbdc）的表达。结果  与模型组比较，bdCc
高、中、低剂量组小鼠的肿瘤质量均显著降低（m＜MKMN、MKMMN），脾脏指数均无显著性差异；高、低剂量组小鼠血清中 fiJS
水平显著降低（m＜MKMR），各剂量组 qkcJα 含量显著增加（m＜MKMR、MKMN）；各剂量组瘤组织均出现较多红染、碎片状的干

酪样坏死区域，且伴有大量空泡形成；各剂量组均显著减少肿瘤组织 sbdc表达，高剂量组显著抑制 pqAqP磷酸化（m＜MKMR、
MKMN）。结论  bdCc能够抑制 eOO实体移植瘤生长，其机制可能与阻断 pqAqP相关信号通路有关。=
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云树darcinia cowa ooxbK为藤黄科藤黄属植物，

主要分布于泰国、缅甸、印度东部以及我国云南南

部地区xNz。在东南亚民间医药中，其树皮、根常被用

作解热退烧药xOz，研究证实，其含有的酮类成分具有

抗菌xPz、抗疟原虫xQz以及细胞毒等活性xRz。包括云树

在内的藤黄属植物醋酸乙酯提取物中普遍存在笼状

酮、多环多异戊烯基取代间苯三酚类化合物（mmAms）
等特征成分，诸多研究表明这些成分表现出多方面

的抗肿瘤活性，包括诱导细胞凋亡、影响细胞周期、

抑制血管生成、调节胞内信号通路等xSJUz。但目前尚

无云树果实抗肿瘤活性的相关文献报道，针对云树

果实的抗肿瘤活性研究，对少数民族地区传统医药

的现代化开发、相关天然产物抗肿瘤机制的研究具

有重要意义。

本实验对云树果实醋酸乙酯提取物（btlAC=
extr~ct=from=darcinia cowa=fruáts，bdCc）进行总黄

酮含量分析，并选取 eOO实体瘤小鼠模型，对其体

内抗肿瘤活性相关机制做了初步探讨，为后续进一

步的机制研究提供了部分理论基础。

N= =材料=
NKN= =药物及主要试剂=

云树果实，采集自云南省西双版纳傣族自治州

景洪市官坪村，经中国科学院昆明植物研究所韩春

艳博士鉴定为藤黄科藤黄属植物云树 darcinia cowa 
ooxbK的干燥果实；藤黄双黄酮（fukugetán），本实验

室自制，纯度 VVKMB；环磷酰胺，上海阿拉丁生化科

技股份有限公司，批号 iNQOVMRQ；玉米油，中粮集

团有限公司；兔抗 éÜoséÜoJpqAqP（qyrTMR）、兔抗

血管内皮生长因子（sbdc），A_cäon~ä公司；obAi™=
bnsásáonHL=eom=oA__fqLjlrpb免疫组化试剂盒、

免疫组化 aA_试剂盒，a~ko= aenm~rk= ALp公司；

jouse= fiJS、jouse= qkcJα、jouse= qdcJβN= bifpA
试剂盒，A_cäon~ä公司，其余试剂均为国产分析纯。=
NKO= =动物与细胞=

昆明种小鼠，雌雄各半，体质量 OP～OU=g，pmc
级，由湖北省实验动物研究中心提供，实验动物生

产许可证号 pCuh（鄂）OMNRJMMNU。=
小鼠肝癌 eOO瘤株，购于中科院上海细胞所。=

NKP= =主要仪器=
ArtNOMa型电子天平，日本 pÜám~dzu公司；

rsJNUMMC 型紫外J可见光分光光度计，上海美谱达

仪器有限公司；CmOOQC 型电子天平，上海奥豪斯

仪器有限公司；akuJVSOM 型洗板机，北京普朗新

技术有限公司；juätásk~n=dl型全波长酶标仪，美

国 qÜermo=cásÜer公司；ojOMNS型石蜡切片机，上

海徕卡仪器有限公司；bOMM 型生物显微镜，日本

kákon公司。=
O= =方法=
OKN= = bdCc的制备=

干燥的云树果实粉碎后，室温下用 VRB乙醇浸

泡 P次，滤出提取液，每次 OQ=Ü，将提取液减压浓

缩后加入 VMB甲醇J水溶解，用石油醚萃取 P次，合

并上层石油醚部分，减压浓缩，得到石油醚提取物

浸膏；下层的甲醇部分用醋酸乙酯萃取 P次，合并

上层醋酸乙酯部分，减压浓缩，得到醋酸乙酯提取

物浸膏，干燥至恒重。紫外法测得 bdCc中总黄酮

含量为 UKPUB。=
将醋酸乙酯提取物浸膏用适量乙醇溶解后分散

于玉米油中（乙醇含量＜OB），使得提取物质量浓

度为 PM=mgLmi，用以 ág给药。=
OKO= =模型的建立、分组以及给药=

eOO 细胞复苏离心后，用生理盐水稀释成 R×
NMSLmi浓度的细胞悬液，用于小鼠腹腔接种，每只

MKR=mi，共接种 O只，其余小鼠适应性饲养 T=d。T=d
后，脱颈处死腹水小鼠，无菌环境下抽取腹水，调

整细胞浓度至 R×NMSLmi，于 RM只小鼠左前肢腋下

接种 MKO=mi。OQ=Ü后，将小鼠随机分为 R组：模型

组（玉米油）、环磷酰胺（OM=mgLkg，阳性对照）组

和 bdCc高、中、低剂量（QMM、OMM、NMM=mgLkg）
组，每组 NM 只，雌雄各半。按体质量每日 ág 给药

N次（环磷酰胺 áé给药），连续给药 NM= d。另取 NM
只健康小鼠作为对照组。

OKP= =检测指标=
末次给药 OQ=Ü后，称取小鼠质量，观察给药前

后的体质量变化情况；摘眼球取血后脱颈处死小鼠，

完整剥取瘤块，称质量，计算抑瘤率；游离出脾脏，

计算脾脏指数。

抑瘤率＝（模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量）/

模型组平均瘤质量 

脾脏指数＝脾脏质量L体质量
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待全血样本充分凝固后，分离出血清，按bifpA
试剂盒说明书检测血清中白细胞介素JS（fiJS）、肿

瘤坏死因子Jα（qkcJα）、转化生长因子Jβ（qdcJβN）
的含量。

OKQ= = eb染色法观察 eOO实体瘤组织形态=
取“OKP”项中剥取的瘤块，放入 QB多聚甲醛

中充分固定后进行常规石蜡包埋，切片，脱蜡，eb
染色，脱水，透明，封片，光学显微镜 NMM倍视野

下观察肿瘤组织形态学变化。

OKR= =免疫组化法检测瘤组织中 pJpqAqP 及 sbdc
的表达

取“OKQ”项的石蜡切片进行脱蜡、抗原修复及

封闭后，按免疫组化试剂盒说明书分别加入

éJpqAqP、sbdc抗体以及二抗，随后 aA_显色，

苏木精复染，封片。光学显微镜 QMM倍视野下观察，

éJpqAqP 阳性表达主要位于细胞核，sbdc 阳性表

达则主要位于胞浆中，呈现棕褐色，随机挑选 R个
视野并拍照，使用 fm~ge= g 软件分析每张照片的平

均光密度（jla）值。=
OKS= =统计学处理=

使用dr~éÜm~d=mrásm=S软件进行统计学处理，

数据均以 x s± 表示，组间差异采用单因素方差=
分析。

P= =结果=
PKN= = bdCc对 eOO荷瘤小鼠肿瘤生长的影响=

如表 N 所示，与模型组比较，bdCc高、中、

低剂量组小鼠的肿瘤质量均显著降低（m＜MKMN、
MKMMN），且呈现出了一定的量效关系。=
PKO= = bdCc 对 eOO 荷瘤小鼠体质量和脾脏指数的

影响

如表 O所示，bdCc各剂量组给药后小鼠体质=

表 N= = bdCc对eOO荷瘤小鼠肿瘤生长的影响（ x±sI=n ==NM）=
q~ble=N= = bffect=of=bdCc=on=tumor=growth=of=eOOJbe~ring=

mice=E x±sI=n ==NMF=

组别
剂量L=

Emg·kg−NF=
肿瘤质量Lg= 抑瘤率LB=

模型 － QKQP–MKOQ= －

bdCc= QMM= OKMQ–MKPSGGG= RPKVR=

OMM= OKQU–MKQUGG= QQKMO=

NMM= PKMM–MKPPGG= POKOU=

环磷酰胺 OM= NKMQ–MKNUGGG= TSKQS=

与模型组比较：GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
GGm Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=modeä=groué=

量均不及模型组，其中 OMM、NMM=mgLkg组有显著性

差异（m＜MKMN、MKMMN）。与模型组比较，环磷酰胺

组小鼠脾脏指数显著下降（m＜MKMMN），其与环磷酰

胺强大的免疫抑制作用有关；而 bdCc各剂量组小

鼠的脾脏指数均无显著性差异，提示该剂量 bdCc
对小鼠免疫系统毒副作用较低。

PKP= = bdCc对 eOO荷瘤小鼠血清细胞因子的影响=
如表 P所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 fiJS、qkcJα、qdcJβ1 的含量显著升高（m＜MKMR、
MKMN）。与模型组比较，bdCc 高、低剂量组小鼠

血清中 fiJS 的水平显著降低（m＜MKMR），各剂量

组小鼠血清中 qkcJα 的含量显著增加（m＜MKMR、
MKMN），而 qdcJβN 的表达水平均无显著性差异；

环磷酰胺组小鼠血清 fiJS、qkcJα、qdcJβN水平

与模型组比较均显著降低（m＜MKMR、MKMN），其中

qkcJα 的水平表现为下降，可能与环磷酰胺的免

疫抑制作用有关。

PKQ= = bdCc对 eOO实体瘤组织形态的影响=
如图 N所示，eb染色可见模型组小鼠瘤组织=

表 O= = bdCc对 eOO荷瘤小鼠体质量和脾脏指数的影响（ x±sI=n ==NM）=
q~ble=O= = bffect=of=bdCc=on=body=weight=~nd=sleepen=index=of=eOOJbe~ring=mice=E x±sI=n ==NMF=

组别 剂量LEmg·kg−NF=
体质量Lg=

脾脏指数LEmg·g−NF=
给药前 给药后

对照 － OTKMQ–MKSU= PQKPU–NKQO= QKVP–MKPR=
模型 － OUKPR–NKMO= QUKON–NKQS@@@= SKOO–MKRO@=
bdCc= QMM= OTKQO–NKNV= QOKQR–OKNP= TKNT–MKPS=

OMM= OUKMN–MKUQ= PUKQM–NKUMGG= UKSO–NKTQ=

NMM= OUKMT–NKOQ= PVKNS–NKRNGGG= SKVP–MKUT=

环磷酰胺 OM= OTKRM–MKVO= PUKON–OKVVG= PKPV–MKOVGGG=
与对照组比较：@m＜MKMR= = @@@m＜MKMMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
@m Y=MKMR= = @@@m Y=MKMMN=vs=controä=grouéX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=modeä=groué=
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表 P= = bdCc对 eOO荷瘤小鼠血清细胞因子的影响（ x±sI=n ==NM）=
q~ble=P= = bffect=of=bdCc=on=serum=cytokines=of=eOOJbe~ring=mice=E x±sI=n ==NMF=

组别 剂量LEmg·kg−NF= fiJSLEég·mi−NF= qkcJα/(pg·mi−NF= qdcJβ1/(pg·mi−NF=
对照 － ORKOQ–QKRU= NRKNO–OKUV= ONKST–QKMS=
模型 － QSKTT–PKTS@= OOKPR–QKQO@= QMKPP–QKUM@@=
bdCc= QMM= ORKOQ–RKPRG= PPKUN–QKUSGG= PMKTU–RKUO=

OMM= POKPM–UKPO= PNKON–OKSUGG= PQKNO–QKVU=

NMM= PUKVQ–PKUTG= OUKQM–QKSQG= PRKST–TKMT=

环磷酰胺 OM= ONKUS–RKUUGG= NQKNV–PKPTG= OQKMN–QKMUG=
与对照组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=controä=grouéX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN vs=modeä=groué=

细胞排列致密、均匀，生长状态良好，细胞核深

染，呈圆形或卵圆形，大小不一，组织中有大量

微血管纵深分布；bdCc 各剂量组均出现较多红

染、碎片状的干酪样坏死区域，且伴有大量空泡

形成，空泡数量随药物剂量的增加而增加；环磷

酰胺组出现大面积核固缩、碎裂、溶解的坏死区

域及红染的干酪样坏死区，伴有微血管出血，且

空泡密布。

PKR= = bdCc对肿瘤细胞 pJpqAqP及 sbdc表达的

影响

如图 O所示，bdCc对肿瘤细胞 éJpqAqP蛋白

表达的抑制作用呈剂量相关性，与模型组比较，

bdCc 高剂量组显著抑制 éJpqAqP 的表达（m＜
MKMR），环磷酰胺并不能抑制 éJpqAqP的表达；与

模型组比较，各给药组 sbdc 的表达量均显著减

少（m＜MKMR、MKMN），且呈剂量相关性。=

模型= 环磷酰胺 = bdCc=QMM=mg·kg−N= = = = = = bdCc=OMM=mg·kg−N= = = = KbdCc=NMM=mg·kg−N=

图 N= = bdCc对 eOO实体瘤组织形态的影响=
cigK=N= = bffect=of=bdCc=on=morphology=of=eOO=tumor=

Q= =讨论=
mmAms是藤黄属植物的重要特征成分之一，广

泛存在于藤黄属植物的醋酸乙酯提取物中。本研究

采用 eOO实体移植瘤小鼠模型，初步研究了藤黄属

植物 bdCc的体内抗肿瘤活性，实验表明其能有效

地抑制 eOO荷瘤小鼠肿瘤的生长，并呈现了一定的

量效关系，且对小鼠的毒副作用较低；对肿瘤组织

的病理切片也印证了 bdCc的抗肿瘤活性。同时还

对该提取物进行了总黄酮含量的分析，初步明确了

其中的物质基础。

肿瘤的发生、进展与肿瘤相关性炎症是密不可

分的，多种炎性因子长期浸润肿瘤局部，促进了肿

瘤的发展xVz。在肿瘤微环境中，pqAqP 是将炎症与

肿瘤联系在一起的关键分子xNMz，fiJS则是与 pqAqP

最为密切的炎性因子之一xNNz，其通过与细胞表面的

受体结合而活化胞内的 pqAqP，从而使 pqAqP进入

细胞核，调节 CycäánJa、_cäJO家族、sbdc等靶基

因的转录，促使肿瘤细胞大量增殖，阻止细胞凋亡，

诱导肿瘤微血管生成xNOz。本实验表明 bdCc能够降

低 eOO荷瘤小鼠血清中 fiJS的水平，从而降低了该

炎性因子的浸润。CÜ~oèun等xUz的研究证明 d~rcánoä
（一种藤黄属 mmAm）能够在体内外抑制人肝癌细胞

中 pqAqP的活化以及下游靶基因，促使肿瘤细胞凋

亡。pqAqP同时亦影响肿瘤微环境中的 qAj、qÜNT、
japC及qreg等多种免疫细胞，调节其释放sbdc、
qkcJα、qdcJβ 等细胞因子，从而影响肿瘤发展的

过程xNPz。本实验研究通过免疫组化证实 bdCc能够

显著降低肿瘤组织sbdc的表达，同时也发现 bdCc=

100 μm=
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模型= 环磷酰胺 = bdCc=QMM=mg·kg−N= = = = bdCc=OMM=mg·kg−N= = = = KbdCc=NMM=mg·kg−N=

= = = = =

与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=modeä=groué=

图 O= = bdCc对肿瘤细胞 pJpqAqP及 sbdc表达的影响（ x±sI=n ==NM）=
cigK=O= = bffect=of=bdCc=on=expression=of=pJpqAqP=~nd=sbdc=of=tumor=cell=E x±sI=n ==NMF=

高剂量组能够显著抑制 pqAqP的磷酸化，证明其能

够通过 pqAqP调节肿瘤微环境，从而发挥其抗肿瘤

活性。

沈杰等xTz已从云树果实中分离得到一种 mmAm
并命名为藤黄酮 h，证明了云树果实中有该类成分

的存在；同时本实验证实了 bdCc中含有约 UKPUB
的黄酮类化合物，推测 bdCc的抗肿瘤活性可能与

其中含有的 mmAms及黄酮类化合物有关。综上，本

研究对今后云树果实的物质基础研究以及抗肿瘤活

性的进一步研究提供了一定的参考价值。
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