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通关藤总皂苷增强阿霉素抗小鼠肝癌量效关系研究  

刘啦辣，倪  艳，郝旭亮，李媛媛* 

山西省中医药研究院  中药方剂研究所，山西 太原  030045 

摘  要：目的  研究不同剂量的通关藤总皂苷（MTTS）联合阿霉素（DOX）对 H22 肝癌小鼠抗肿瘤的量效关系。方法  建

立 H22 肝癌小鼠模型，随机分为模型组、DOX（1.5 mg∙kg−1）组、DOX（1.5 mg∙kg−1，隔天给药 1 次）＋MTTS（分别设 31.25、

62.50、125.00、250.00、500.00 mg∙kg−1）组，每组 10 只，另设对照组 10 只。DOX 给药组在肿瘤接种后次日给药，每隔 1

天给药 1 次；DOX＋MTTS 组 DOX、MTTS 轮流给药，每天给 1 种药，ip 给药；对照组和模型组同法给予相同体积的 0.9%

氯化钠溶液，连续给药 14 d。对小鼠进行一般行为观察、体质量观察、测量肿瘤体积并绘制肿瘤生长曲线；杀鼠后，取瘤

组织称质量，并计算抑瘤率；取脾脏、胸腺称质量，并计算脾脏系数、胸腺系数；利用流式细胞术检测荷瘤小鼠外周血中 T、

B 淋巴细胞、自然杀伤（NK）细胞比例；采用酶联免疫法检测血清炎症因子水平。结果  模型组小鼠生长状态最差，且毛

发枯槁，没有光泽，精神状态不佳，活动减少，饮食减少；除 DOX＋MTTS（500.00 mg∙kg−1）组外，联合给药组随着 MTTS

剂量增大，状态逐步变好，活动以及精神状态良好；DOX＋MTTS 500 mg∙kg−1 组小鼠毛发枯槁，体质量与体积较其余各给

药组都偏小，形态瘦弱，饮食不佳，从第 7 天开始出现死亡。模型组肿瘤体积快速增长，与模型组相比，DOX 组和联合给

药组肿瘤生长均出现明显抑制；DOX 组抑瘤率 69.68%，31.25、62.50、125.00、250.00、500.00 mg∙kg−1 联合用药组抑瘤率分

别为 71.43%、75.95%、79.15%、83.38%、87.90%。与 DOX 组相比，MTTS 协同 DOX 能够显著升高肿瘤小鼠脾脏指数、胸

腺指数，显著增加 CD4+ T 淋巴细胞亚群百分率，减少 CD8+ T 淋巴细胞亚群百分率，升高 CD4+/CD8+；显著升高 CD19+CD20+ 

B 细胞亚群百分率、CD3−CD16+ NK 细胞亚群的百分率；显著降低荷瘤小鼠血清炎症因子白细胞介素（IL）-6、IL-8、肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）水平。结论  250.00 mg∙kg−1 MTTS 联合阿霉素的治疗效果最佳，降低 H22 荷瘤小鼠体内炎症因子水

平更为突出。MTTS 协同 DOX 能够抑制肿瘤生长，通过提高 H22 肿瘤小鼠的机体免疫力达到抗肿瘤的作用。 
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Study of relationship of total saponin from Marsdenia tenacissima to enhance 

doxorubicin against mouse liver cancer 
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Institute of Chinese Medicine Formulas, Shanxi Academy of Traditional Chinese Medicine, Taiyuan 030045, China 

Abstract: Objective  To investigate the dose-effect relationship of different doses of total saponins of Marsdenia tenacissima (MTTS) 

combined with doxorubicin (DOX) on anti-tumor activity in H22 hepatoma-bearing mice. Methods  H22 hepatoma-bearing mice 

models were established and randomly divided into model group, DOX (1.5 mg∙kg−1) group, DOX (1.5 mg∙kg−1, once every other 

day) + MTTS (31.25, 62.50, 125.00, 250.00, 500.00 mg∙kg−1) groups, with 10 mice in each group, and a control group of 10 mice. The 

DOX administration groups were given the drug on the day after tumor inoculation, once every other day; the DOX + MTTS groups 

were given DOX and MTTS alternately, one drug per day, by intraperitoneal injection. The control group and the model group were 

given the same volume of 0.9% sodium chloride solution in the same way. The treatment lasted for 14 d. General behavior, body 

weight, tumor volume and tumor growth curves were observed. After killing the mice, the tumor tissues were weighed and the 

tumor inhibition rate was calculated. The spleen and thymus were weighed and the spleen and thymus coefficients were calculat ed. 
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Flow cytometry was used to detect the proportions of T, B and NK cells in the peripheral blood of tumor-bearing mice. Enzyme-

linked immunosorbent assay was used to detect the levels of serum inflammatory factors. Results  The model group had the 

poorest growth state, with dry and dull hair, poor mental state, reduced activity and decreased  food intake. Except for the DOX + 

MTTS (500.00 mg∙kg−1) group, the combined administration groups showed improved conditions as the dose of MTTS increased, with 

good activity and mental state. The DOX + MTTS 500 mg∙kg−1 group had dry hair, smaller body weight and volume than the other 

administration groups, a weak appearance, poor food intake, and began to die from the 7th d. The tumor volume in the model group 

increased rapidly. Compared with the model group, the tumor growth in the DOX group and the combined administration groups was 

significantly inhibited. The tumor inhibition rates were 69.68% in the DOX group and 71.43%, 75.95%, 79.15%, 83.38% and 87.90% 

in the 31.25, 62.50, 125.00, 250.00 and 500.00 mg∙kg−1 combined administration groups, respectively. Compared with the DOX group, 

MTTS combined with DOX significantly increased the spleen and thymus indices, the percentage of CD4+ T lymphocyte subsets, and 

the CD4+/CD8+ ratio; significantly increased the percentage of CD19+CD20+ B cell subsets and CD3−CD16+ NK cell subsets; And 

significantly decreased the levels of serum inflammatory factors IL-6, IL-8 and TNF-α in tumor-bearing mice. Conclusion  The 

combination of 250.00 mg∙kg−1 MTTS and DOX had the best therapeutic effect and was more effective in reducing the inflammatory 

level in H22 tumor-bearing mice. MTTS combined with DOX can inhibit tumor growth and achieve anti-tumor effects by enhancing 

the immunity of H22 tumor-bearing mice. 

Key words: total saponin of Marsdenia tenacissima; doxorubicin; combination medication; liver cancer; dose-effect relationship; anti-

tumor; immune cells 

 

肝细胞癌是世界范围内最常见的癌症之一，据

估计到 2025 年每年有超过 100 万人患肝癌，死亡

率排名第 4，已经成为一个全球的重大挑战[1-2]。肝

癌的起因主要是乙型肝炎病毒（（HBV）、丙型肝炎病

毒（HCV）感染或酗酒等引起的慢性肝病[3]。肿瘤

的出现与免疫系统的失调密切相关，肿瘤免疫监视

机制的故障有助于肿瘤逃避监视并生长[4-5]。肝癌的

治疗方法包括手术切除、肝移植、介入治疗、靶向

治疗和化疗。化疗后的患者常出现营养不良、免疫

力低等常见症状。提高免疫反应和解除免疫系统的

抑制作用成为治疗肿瘤疾病的重点。有研究表明，

中药在减少化疗毒性方面具有巨大的潜力，且具备

抗肿瘤及提高机体免疫力的作用[6-8]。 

研究表明，通关藤提取物在体内外均有明显

抗肿瘤作用，且具有一定的免疫调节作用[9-12]。近

年来，越来越多研究表明通关藤具有较强的抗肝癌

活性[10-12]，表明通关藤能够明显抑制肝癌细胞的增

殖和侵袭，并显著性地降低肝癌细胞血管内皮生长

因子（VEGF）-D 的表达[13]。临床上用通关藤治疗

肝癌也获得较好的疗效[14-15]。通关藤抗肝癌效果呈

浓度相关性，黄争荣等[16]研究结果显示不同浓度

的通关藤提取物对 HepG2 肝癌细胞均有抑制作

用，且呈一定的浓度及时间相关性。同时也有研究

表明，通关藤联合化疗药物不仅能增强抗癌效果，

而且能降低化疗药物毒性。 

阿霉素（（DOX）是肝癌细胞敏感的少数化疗药

物之一，但其会诱发累积性和剂量相关性心脏不良

反应，减轻其不良反应有助于增强抗肿瘤免疫应

答，从而有助于提高肝癌治疗效果。中药因具有不

良反应少、药理作用广泛等特点，在防治 DOX 心

脏毒性方面具有很强的潜力。中药对化疗药物的增

效减毒作用是现阶段肿瘤治疗研究的热点之一[17]。

相关研究表明，中药的介入可明显减少化疗药物所

致不良反应，提高化疗有效率，改善肿瘤患者的生

存质量[18]。目前以通关藤提取物制成的消癌平制剂

在临床上广泛应用于多种肿瘤的辅助治疗。 

本课题组前期对通关藤药材开展了大量基础

研究，包括种质资源[19]、有效成分含量测定[20]、指

纹图谱、体外活性筛选等，并且通过抑瘤活性筛选

实验等研究，确证通关藤总皂苷（（total saponin from 

Marsdenia tenacissima，MTTS）为其活性成分，也

确定了 MTTS 的最佳提取工艺[21]，研究发现 MTTS

在体外通过上调 p53 基因进一步上调 Bcl-2 相关 X

蛋白（（Bax），并且抑制 B 淋巴细胞瘤-2（（Bcl-2）的

表达，引起级联反应来诱导 HepG2 细胞凋亡[22-23]。

前期实验基于信号转导因子和转录激活因子 3

（（STAT3）/核因子-κB（NF-κB）通路，证实 MTTS

能够调节肿瘤免疫相关作用，改善肿瘤炎症反应，

控制肿瘤的发展；并且能够联合阳性药 DOX 更好

地发挥其治疗肝癌的作用，起到增效减毒、辅助治

疗的作用。但是前期实验对于 MTTS 联合 DOX 增

效减毒的具体机制研究不足，本研究将 MTTS 与



第 48 卷第 9 期  2025 年 9 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 9  September 2025 

    

·2443· 

DOX 进行配伍，设置了 5 个不同剂量的 MTTS 与

DOX 联合用药，与 DOX 药效进行对比，明确不同

剂量的MTTS和DOX组合的抗癌作用，选择MTTS

联合 DOX 最佳剂量，旨在为二者协同使用抗肿瘤

提供参考。 

1  材料 

1.1  主要仪器 

SE402F 型奥豪斯电子天平（奥豪斯仪器上海

有限公司）；KDC-2046 型低速冷冻离心机（（科大创

新股份有限公司中佳分公司）；冷冻干燥仪（（北京四

环冻干有限公司）；旋转蒸发仪（（上海亚荣仪器厂）；

高效液相色谱仪（（德国赛默飞科技有限公司）；双光

束紫外分光光度计（（北京普析通用仪器有限责任公

司）；HC-30B 型数控超声波清洗机（（山东济宁鲁超

超声设备有限公司）；KH-1 型电热恒温水浴锅（（北

京科伟兴永仪器有限公司）；KOM 型调温电热套

（（山东华鲁电热仪器有限公司）；SW-CJ-2D 型单面

垂直净化工作台（（苏州智净净化工作台）；Premovert

蔡司倒置显微镜（（德国 CarIZeoSS 公司）；Cytomics 

BC500 贝克曼流式细胞仪（（美国贝克曼库尔特有限

公司）；−80 ℃冰箱（Thermo Fisher 公司）；

Neofuge13R 高速冷冻离心机（（力康生物医疗科技控

股有限公司）。 

1.2  药材及主要试剂 

通关藤饮片，购于奕合隆药材有限公司，经山

西省中医药研究院中药方剂研究所倪艳教授鉴定

为 萝 藦 科 牛 奶 菜 属 植 物 通 关 藤 Marsdenia 

tenacissima（（Roxb）. Wight et Arn.的干燥藤茎；DOX

（质量分数＞98.0%，批号 25316-40-9，美仑生物科

技有限公司）；无水乙醇（批号 20230502，天津市

北辰方正试剂厂）；甲醇（（批号 2311021，色谱纯）、

乙腈（批号 B2208151，色谱纯）、磷酸（批号

20220619，色谱纯），均购自西陇科学有限公司；

ZTC-1 大孔吸附树脂（天津允开树脂科技有限公

司）；MCI-GEL 反相色谱填料（成都科谱生物有限

公司）；RPMI 1640 培养基（（武汉塞威尔生物科技有

限公司）；胎牛血清（（Cellma 公司，批号 20200406）；

DMEM 培养基（（Gibco 公司，批号 8122011）；胰蛋

白酶（Boster 公司，批号 16A27C15）；流式抗体：

APC-CD3 Monoclonal Antibody（（批号 17-0032-82）、

FITC-CD4 Monoclonal Antibody（（批号 11-0041-82）、

PE-CD8a Monoclonal Antibody（批号 12-0081-82）、

FITC-CD3 Monoclonal Antibody（批号 11-0032-82）

均购自美国 e Bioscience公司；APC anti-mouse CD19

（批号 115512）、PE anti-mouse CD20（（批号 150410）

PE anti-mouse CD16/32（批号 101308），均购自

biolegend 公司；白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-

8（（IL-8）、肿瘤坏死因子-α（（TNF-α）ELISA 试剂盒

（杭州联科生物有限公司，批号分别为 A10610651、

A28210810、A18210642）。 

1.3  实验动物 

SPF 级昆明种小鼠，雄性，体质量 18～20 g，

购自斯贝福（（北京）生物技术有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（京）2019-0010。饲养条件：

饲养于山西省中医药研究院中药方剂研究所动物

实验室，温度（（25±1）℃、湿度（（50±2）%，12 h

灯光暗亮交替，动物自由进食饮水。本实验经过山

西省中医药研究院动物伦理委员会批准，审批编号

SZYLY2021KY-0321。 

1.4  细胞 

H22 肝癌细胞株，购自中国科学院典型细胞培

养库。 

2  方法 

2.1  MTTS 的制备[24] 

取通关藤饮片适量，加 10 倍量的 70%乙醇浸

泡过夜，电热套加热冷凝回流提取 3 次，每次 2 h，

滤去药渣，滤液旋转蒸发减压浓缩，回收乙醇，真

空冷冻干燥，得通关藤粗提取物。取通关藤粗提物，

加相当于生药量 15 倍的纯化水溶解，30 000 r·min−1

离心 30 min，取上清液，通过已经处理好的 ZTC-1

大孔吸附树脂柱，依次用蒸馏水和 50%乙醇洗脱至

无色，弃去洗脱液，再用 70%乙醇洗脱，收集洗脱

液，减压浓缩至无醇味，冷冻干燥，即得通关藤粗

皂苷。取通关藤粗皂苷，以相当于浸膏粉质量的 10

倍量的 40%乙醇溶解，通过已处理好的小粒径 MCI-

GEL 反相色谱柱，先用 40%乙醇洗至吸光度恒定，

弃去，再以 80%乙醇洗脱，收集洗脱液，旋蒸减压

浓缩至无醇味，冷冻干燥，即得 MTTS。 

经紫外分光光度法及 HPLC 检测[25-28]，MTTS

中总皂苷的平均质量分数为 69.92%；通关藤苷 A、

通关藤苷元 B、牛奶菜苷 K、通关藤苷 G、异通关

藤苷 A 的总质量分数为 55.67%。 

2.2  H22 肝癌细胞的培养 

将细胞冻存管从−80 ℃冰箱中取出，套上塑料

袋，放入 37 ℃的水浴中来回迅速振摇，使细胞快

速融化。在超净工作台中进行操作：吸取冻存管中



第 48 卷第 9 期  2025 年 9 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 9  September 2025 

    

·2444· 

溶解后的冻存液转移至 15 mL 的无菌离心管中，加

入 10 mL 含 10%胎牛血清（FBS）的完全培养基稀

释（（1∶10），800 r·min−1（（114×g）离心 5 min，弃

掉上清液，加入含 10% FBS 的完全培养基 5 mL，

移液枪吹悬细胞混匀，注意避免气泡，吸出细胞悬

液接种到 T25 细胞培养瓶中，若培养液不够，则补

足培养基。置于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养。 

2.3  肝癌荷瘤小鼠皮下瘤模型的建立[29-32] 

2.3.1  H22 腹水瘤模型的建立  将冻存的 H22 细

胞株复苏，传代、调整浓度为 1×107 个·mL−1，每

只 0.1 mL ip 给予昆明种小鼠进行扩增，取生长状态

良好的荷 H22 肝癌细胞株的腹水型小鼠，饲养 7 d，

选取活动状态良好、腹部明显肿大的小鼠，在无菌

条件下，将腹部皮肤常规消毒（（75%乙醇棉球擦拭），

局部腹腔穿刺，用无菌针管抽吸腹水，若所抽吸的

腹水为乳白色浓稠状则留存备用，若所抽得腹水为

黄色或血性则弃掉不用。 

2.3.2  H22 皮下瘤模型的建立  将抽得的符合标准

的腹水，用 0.9%氯化钠溶液稀释，调整细胞浓度为

1×107 个·mL−1，按照每只 0.1 mL，将备好的 H22

肝癌细胞接种于每只小鼠左前肢腋窝皮下部位，当

接种后皮下鼓起一个小鼓包时，认为接种成功。3 d

后，若小鼠接种部位长出米粒大小结节，则提示荷

瘤成功。 

2.4  动物分组与给药 

将造模成功的荷瘤小鼠随机分为 7组：模型组、

DOX（1.5 mg∙kg−1）组、DOX（1.5 mg∙kg−1，隔天

给药 1 次）＋MTTS（（分别设 31.25、62.50、125.00、

250.00、500.00 mg∙kg−1）组，每组 10 只，另设对照

组 10 只（每只小鼠左前肢腋窝部位注射 0.9%氯化

钠注射液 0.1 mL）。DOX 给药组在肿瘤接种后次日

给药，每隔 1 天给药 1 次；DOX＋MTTS 组 DOX、

MTTS 轮流给药，每天给 1 种药，ip 给药。对照组

和模型组同法给予相同体积的 0.9%氯化钠溶液。

连续给药 14 d，实验期间动物自由进食和饮水。 

2.5  观测指标和检测方法 

2.5.1  小鼠的一般行为观察  每天对不同组小鼠

摄食量、饮水量、毛发光泽度、精神状态、行为活

动等变化进行观察、记录、分析。 

2.5.2  小鼠体质量观察  每隔1 d对小鼠称体质量，

并记录数据。 

2.5.3  肿瘤生长曲线  每隔 1 d 用数字游标卡尺测

量并计算实体肿瘤的体积，绘制肿瘤生长曲线。 

肿瘤体积＝La×Lb
2/2 

La 和 Lb分别代表最大直径和垂直（最小）直径 

2.5.4  小鼠免疫器官指数  末次给药 24 h 后，进行

动物杀检，小鼠摘眼球取血，对肿瘤组织称质量、

计算抑瘤率，拍照。对小鼠胸腺和脾脏进行称质量

并记录，计算小鼠胸腺和脾脏指数。 

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 

脏器指数＝脏器质量/体质量 

2.5.5  血清中免疫细胞因子水平  将全血室温静

止 0.5 h 后，用低温离心机在 4 ℃、3 000 r∙min−1

离心 10 min，分离得到血清，采用流式细胞术检

测 CD4
＋

 T、CD8
＋
 T 淋巴细胞亚群和 CD19

＋
CD20

＋
 

B 淋巴细胞亚群以及 CD3−CD16
＋
（ NK 细胞亚群的

百分率。 

2.5.6  血清炎症因子水平  根据 ELISA 试剂盒说

明书检测血清中 IL-6、IL-8、TNF-α 水平。 

2.6  数据统计分析 

所有数据均采用 SPSS 23.0 软件进行统计学分

析，计量资料以 x s 形式表示，计数资料则以频数

（（n）或者率（%）表示。在统计分析之前，先检验

多组数据间的正态分布性和方差齐性，然后进行单

因素 ANOVA 分析，若数据方差齐，则多个实验组

间两两比较采用 Bonferroni 检验。若数据方差不齐，

则多个实验组间两两比较采用 Tamhane’s 检验。统

计图均采用 GraphPadPrism9.0 软件绘制完成。 

3  结果 

3.1  小鼠一般行为观察 

实验观察发现，对照组小鼠各项生命特征正

常，毛色有光泽且整齐，活动灵敏，饮食、二便正

常，无异常活动。模型组生长状态最差，且毛发枯

槁，没有光泽，精神状态不佳，活动减少，饮食减

少。除 DOX＋MTTS（500.00 mg∙kg−1）组外，联合

给药组随着 MTTS 剂量增大，状态逐步变好，活

动以及精神状态良好。DOX＋MTTS 500 mg∙kg−1

组小鼠毛发枯槁，体质量与体积较其余各给药组

都偏小，形态瘦弱，饮食不佳，从第 7 天开始出现

小鼠死亡情况，通过后期实验研究猜测可能由于

MTTS 剂量过大，导致 DOX 药物在体内蓄积过多，

小鼠死亡率过高，故不考虑 MTTS 500 mg∙kg−1联合

用药治疗。 

3.2  小鼠体质量观察 

如图 1 所示，各组小鼠体质量均逐渐增长，其中
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模型组体质量增长最快，考虑与肿瘤质量增长较快有

关，对照组体质量增长缓慢。与模型组相比，各给药

组小鼠体质量增长缓慢，差异明显；与 DOX 组相比，

MTTS 联合 DOX 给药组随着联合 MTTS 剂量的增

加，小鼠体质量增长逐渐缓慢，其中 250.00 mg∙kg−1

联合组小鼠体质量增长缓慢明显。 

3.3  肿瘤抑制作用 

如图 2 所示，各组小鼠剥离肿瘤组织，在比例

尺下进行拍照，可以观察到模型组肿瘤组织的直径

最长，在 3.5～4.5 cm，体积最大；与模型组相比，

各给药组肿瘤组织直径均减小，DOX 组肿瘤组织

直径 2.0～2.5 cm；与 DOX 组相比，MTTS 联合 DOX

组中，不同联合剂量抑制肿瘤生长程度相比于 DOX

组有不同程度的增加，DOX＋MTTS 31.25 mg∙kg−1

组肿瘤组织直径 1.8～2.2 cm，DOX＋MTTS 

62.50 mg∙kg−1 组肿瘤组织直径 1.6～2.0 cm；DOX＋

MTTS 125.00 mg∙kg−1组肿瘤组织直径 1.2～1.6 cm； 

 

图 1  小鼠体质量变化图 

Fig. 1  Mouse body weight change 

 

图 2  各组小鼠肿瘤图片 

Fig. 2  Pictures of mouse tumors in each group 

 

 

 

模型 

DOX 

DOX＋MTTS 31.25 mg·kg−1 

DOX＋MTTS 62.50 mg·kg−1 

DOX＋MTTS 125.00 mg·kg−1 

DOX＋MTTS 250.00 mg·kg−1 

DOX＋MTTS 500.00 mg·kg−1 
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DOX＋MTTS 250.00 mg∙kg−1 组肿瘤组织直径 1.0～

1.2 cm；DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1组肿瘤组织直

径 0.8～1.0 cm；表明 MTTS 联合 DOX 给药能够抑

制肿瘤的生长，随着 MTTS 剂量增加，抑制肿瘤体

积增长效果更加显著。 

如图 3 所示，模型构建成功后，模型组的肿瘤

体积快速增长；与模型组相比，DOX 组和联合给药

组肿瘤生长均出现明显抑制，且联合给药组随着

MTTS 剂量的增加，抑制作用呈现更加明显的趋势。 

如图 4 所示，与模型组比较，各给药组小鼠肿

瘤质量均明显下降（（P＜0.01）；其中 DOX 组的抑瘤

率为 69.68%，DOX＋MTTS 31.25 mg∙kg−1 组的抑瘤

率为 71.43%，DOX＋MTTS 62.50 mg∙kg−1 组的抑瘤

率为 75.95%，DOX＋MTTS 125.00 mg∙kg−1 组的抑

瘤率为 79.15%，DOX＋MTTS 250.00 mg∙kg−1 组的

抑瘤率为 83.38%，DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1组

的抑瘤率为 87.90%，联合用药组随着 MTTS 剂量

的增加对肿瘤质量的抑制作用呈增强趋势。 

 

图 3  小鼠肿瘤体积变化 

Fig. 3  Tumor volume changes in mice 

3.4  小鼠免疫器官指数 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组胸腺指数

及脾脏指数均显著下降（P＜0.05、0.01）；与模型

组相比，DOX 组胸腺指数及脾脏指数进一步降低

（P＜0.05、0.01）；与 DOX 组相比，DOX＋MTTS 

125.00 mg∙kg−1 组、DOX＋MTTS 250.00 mg∙kg−1

组、DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1 组胸腺指数及脾

脏指数均显著升高（P＜0.05、0.01）；DOX＋MTTS 

62.50 mg∙kg−1 组脾脏指数显著升高（P＜0.05）。

250.00 mg∙kg−1联合 DOX 给药组提高免疫器官指数 

 

与模型组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs model group. 

图 4  小鼠肿瘤质量 

Fig. 4  Tumor mass in mice 

表 1  免疫器官指数（ x ±s，n＝10） 

Table 1  Immune organ index ( x ±s，n＝10) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 

胸腺指数/ 

(mg·g−1) 

脾脏指数/ 

(mg·g−1) 

对照 — 0.15±0.01 0.36±0.07 

模型 — 0.11±0.01* 0.25±0.07** 

DOX 1.50 0.03±0.01# 0.17±0.08## 

DOX＋ 1.50＋31.25 0.04±0.01 0.19±0.03 

MTTS 1.50＋62.50 0.06±0.01 0.23±0.09
△
 

 1.50＋125.00 0.09±0.01
△
 0.27±0.07

△△
 

 1.50＋250.00 0.12±0.02
△△

 0.34±0.06
△△

 

 1.50＋500.00 0.08±0.01
△
 0.21±0.02

△
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  

##P＜0.01；与 DOX 组比较：
△

P＜0.05  
△△

P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model 

group; 
△

P < 0.05  
△△

P < 0.01 vs DOX group. 

效果最佳，500.00 mg∙kg−1联合给药组可能由于给药

剂量过大，造成体内代谢负担，故小鼠免疫器官指

数相比 250.00 mg∙kg−1联合组下降。结果表明 MTTS

联合 DOX 给药能够提高小鼠免疫器官指数。 

3.5  流式细胞术检测 H22 荷瘤小鼠外周血 T、B 淋

巴细胞以及 NK 亚群比例 

3.5.1  流式细胞术检测 H22 荷瘤小鼠外周血 T 淋

巴细胞比例  结果如图 5、表 2 所示，与对照组

比较，模型组和 DOX 组 CD4+ T 淋巴细胞百分

率显著降低（P＜0.01），CD8+ T 淋巴细胞百分率

 
模型  DOX   31.25  62.50  125.00  250.00  500.00 

DOX＋MTTS/(mg·kg−1) 

** 

8 

6 

4 

2 

0 

  
肿

瘤
质
量

/g
 

** 
** 

** 

** 
** 
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显著升高（P＜0.01），CD4+/CD8+显著降低（P＜

0.05、0.01），T 细胞变化趋势相似，表明荷瘤小鼠的

细胞免疫功能下降。与 DOX 组比较，DOX＋MTTS 

125.00 mg∙kg−1组、DOX＋MTTS 250.00 mg∙kg−1组、

DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1 组中 CD4+ T 淋巴细

胞百分率显著升高（P＜0.01），DOX＋MTTS 各

组 CD8+ T 淋巴细胞百分率显著降低（P＜0.01），

DOX＋MTTS 125.00 mg∙kg−1 组、DOX＋MTTS 

250.00 mg∙kg−1 组、DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1

组 CD4+/CD8+显著性升高（P＜0.05、0.01），表明

MTTS 能够改善荷瘤小鼠细胞免疫功能，MTTS 作

为放疗化疗辅助治疗药，能够很好地起到增效减

毒的作用；表明 MTTS 联合 DOX 能更好地发挥

增强免疫功能的作用，提高荷瘤小鼠机体细胞免

疫功能及清除机体病毒的能力，随着剂量的升高，

其效果更加显著，具有剂量相关性。 

 

图 5  各组小鼠外周血 T 淋巴细胞比例流式图 

Fig. 5  Flow diagram of proportion of T lymphocytes in peripheral blood of mice in each group 

表 2  小鼠外周血 T 淋巴细胞比例（ x ±s，n＝10） 

Table 2  Peripheral blood T lymphocyte ratio in mice ( x ±s，n＝10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) CD4+/% CD8+/% CD4+/CD8+ 

对照 — 13.14±1.39 7.06±0.98 1.86±0.11 

模型 — 4.04±1.02** 18.50±1.59** 0.21±0.06** 

DOX  6.30±1.03** 15.54±1.11** 0.41±0.10* 

DOX＋MTTS 1.50＋31.25 2.70±1.24
△△

 6.13±1.67
△△

 0.44±1.32 

 1.50＋62.50 4.30±1.38
△
 7.16±1.43

△△
 0.60±1.71 

 1.50＋125.00 9.64±1.00
△△

 9.60±0.30
△△

 1.00±0.20
△
 

 1.50＋250.00 8.55±0.15
△△

 4.30±1.09
△△

 1.96±0.03
△△

 

 1.50＋500.00 9.90±0.62
△△

 5.01±1.01
△△

 1.98±0.02
△△

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 DOX 组比较：
△

P＜0.05  
△△

P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; 
△

P < 0.05  
△△

P < 0.01 vs DOX group. 
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3.5.2  流式细胞术检测 H22 荷瘤小鼠外周血 B 淋

巴细胞比例  结果如表 3 及图 6 所示，与对照组相

比，模型组、DOX 组 CD19+CD20+ B 淋巴细胞百分

率显著性降低（（P＜0.01），表明 H22 荷瘤小鼠免疫

功能下降，患癌小鼠的免疫功能受到了抑制。DOX

组 CD19+CD20+ B 淋巴细胞百分率较模型组有所回

升（（P＜0.01）。与DOX组相比，DOX＋MTTS（（62.50、

125.00、250.00、500.00 mg∙kg−1）组 CD19+CD20+ 

B 淋巴细胞百分率不同程度升高（P＜0.01），表明

各给药组均能不同程度改善荷瘤小鼠体液免疫功

能。结果表明 MTTS 联合 DOX 能够增强荷瘤小鼠

的免疫功能，更好地发挥阳性药治疗肝癌的作用，

且随联合用药中 MTTS 剂量升高，增强小鼠免疫功

能效果更加显著。 

3.5.3  流式细胞术检测H22 荷瘤小鼠外周血NK细

胞比例  结果如表 3 及图 7 所示，在 NK 细胞比例 

表 3  小鼠外周血 B 淋巴细胞、NK 细胞比例（ x ±s，

n＝10） 

Table 3  Peripheral blood B lymphocytes and NK cells 

ratio in mice ( x ±s，n＝10) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
CD19+CD20+/% CD3−CD16+/% 

对照 — 35.71±5.63 24.81±1.83 

模型 — 11.30±0.53** 6.97±1.07** 

DOX 1.50 20.94±1.81**## 11.05±4.77**## 

DOX＋ 1.50＋31.25 21.08±2.35 11.17±1.55 

MTTS 1.50＋62.50 25.89±2.66
△△

 12.67±2.44 

 1.50＋125.00 26.24±2.58
△△

 13.93±2.63 

 1.50＋250.00 27.39±0.62
△△

 14.13±1.65 

 1.50＋500.00 28.67±0.46
△△

 17.92±1.80
△△

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与 DOX 组

比较：
△△

P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; 
△△

P < 0.01 vs 

DOX group. 

 

图 6  各组小鼠外周血 B 淋巴细胞比例流式图 

Fig. 6  Flow pattern of peripheral B lymphocytes of mice in each group 

中，与对照组相比，模型组、DOX 组 CD3−CD16+

细胞百分率显著降低（P＜0.01），表明荷瘤小鼠机

体免疫功能受到了抑制。DOX 组 CD3−CD16+细胞

百分率较模型组显著升高（（P＜0.01）。与 DOX 组比

较，联合给药组 CD3−CD16
＋
细胞百分率呈升高趋

势，其中 DOX＋MTTS 500.00 mg∙kg−1组差异显著

（P＜0.01），表明联合给药能够更好地增强免疫功

能，发挥治疗肝癌的作用，且随剂量增加，增强小

鼠免疫功能效果更加显著。 

3.6  ELISA法检测H22荷瘤小鼠血清炎症因子 IL-

6、IL-8、TNF-α 的变化 

结果如图 8 所示，与对照组比较，模型组荷瘤

小鼠的血清中炎症因子 IL-6、IL-8、TNF-α 水平显

著升高（P＜0.01），表明荷瘤小鼠体内炎症反应处 
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图 7  各组小鼠外周血 NK 细胞比例流式图 

Fig. 7  Flow chart of proportion of NK cells in peripheral blood of mice in each group 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与 DOX 组比较：
△

P＜0.05  
△△

P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; 
△

P < 0.05  
△△

P < 0.01 vs DOX group. 

图 8  血清炎症因子水平（ x ±s，n＝10） 

Fig. 8  Serum inflammatory cytokine levels ( x ±s，n＝10) 

于较高的水平。与模型组比较，DOX 组炎症因子

IL-6、IL-8、TNF-α 水平均显著下降（P＜0.01）。

与 DOX 组相比，DOX＋MTTS（62.50、125.00、

250.00、500.00 mg∙kg−1）组 IL-6 和 IL-8 水平，

DOX＋MTTS（（125.00、250.00、500.00 mg∙kg−1）组

TNF-α 水平显著降低（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

本研究采用了课题组前期已申请专利的方法

提取纯化制备 MTTS，用通关藤 70%醇提物浸膏粉，

制备成水溶液，通过 ZTC-1 大孔树脂柱提取通关藤

粗皂苷，通过小粒径反相色谱柱纯化，制备得到

MTTS 用于后续实验。 

成功建立 H22 小鼠移植瘤模型，DOX 组与联

合用药组小鼠状态均有不同程度的好转，对肿瘤也

有不同程度的抑制作用；不同剂量 MTTS 联合用药

能够明显改善 H22 荷瘤小鼠的一般精神、行为状态

等行为学指标，在控制肿瘤的生长方面，随着 MTTS

剂量的增加，对 H22 荷瘤小鼠的抑瘤率逐渐增大，

抑瘤效果逐渐明显，DOX＋MTTS 500 mg∙kg−1 组小

鼠出现不同程度的死亡，根据后期研究推测，可能

因为药物在体内蓄积量过高无法代谢，故排除

MTTS 500 mg∙kg−1 联合给药；在其余的量效关系联

合给药组中，MTTS 250.00 mg∙kg−1 联合组具有最

明显的抑瘤效果。淋巴细胞水平能够很好地反映机
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体免疫功能水平，本实验分别检测了荷瘤小鼠外周

血中 T、B 淋巴细胞及 NK 细胞的比例，旨在探讨

MTTS 联合 DOX 对 H22 荷瘤小鼠细胞免疫和体液

免疫功能的影响，为 MTTS 联合辅助用药提供了理

论依据。研究结果中，MTTS 联合 DOX 能够增加

小鼠 T、B 淋巴细胞和 NK 百分率，具体表现在能

够增加 CD4+ T 淋巴细胞亚群数量，减少 CD8+ T 淋

巴细胞亚群数量，能够升高 CD4+/CD8+，以及能够

升高 CD19+CD20+ B 亚群、CD3−CD16+ NK 细胞亚

群的百分率。MTTS 联合 DOX 在增强 T 淋巴细胞

免疫功能方面效果显著，表明 MTTS 联合 DOX 能

够更好地提高免疫功能，发挥治疗肝癌的作用，且

随剂量增加提高免疫功能效果更显著。MTTS 能够

明显降低荷瘤小鼠血清炎症因子 IL-6、IL-8、TNF-

α 水平，从而降低荷瘤小鼠体内肿瘤炎症水平。

MTTS联合DOX 的治疗效果随着MTTS剂量增加，

降低 H22 荷瘤小鼠体内炎症水平更为突出。 

MTTS 250.00 mg∙kg−1与 DOX 联合为最佳配伍

剂量，能更好地发挥 DOX 治疗肝癌的疗效，MTTS

能够起到降低 DOX 不良反应的效果，起到辅助用药

增效减毒的作用，既发挥了 DOX 的临床疗效，又凸

显了 MTTS 常用于放疗化疗辅助治疗的优势，为中

药联合化疗药物抗肿瘤提供了理论支撑。 
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