
� �� �� 抗促癌和抑制促癌物诱发的脂质过氧化作用

中国医学科学院肿瘤研究所 �北京 �� � � � � 傅乃武
� 刘朝 阳 张如意��

摘要 � �� �� 是从胀果甘草中提取的含有 � 个黄酮体的 混
’

合 物
。
�� � 剂 量 明 显 抑 制 二甲基

苯葱 �� � � � � 合并巴豆油诱发的小鼠皮肤乳头瘤的生成
,

表现出较强的抗促癌 作 用
。
� � 卜� �

� �显著抑制巴豆油诱发的� �� �� �大鼠中性粒细胞化学发光 � � � � � ��� � �� �  � � � � � ,

� � �
, � �

协� � � �明显抑制巴豆油诱发的� �� � � � 新生小鼠皮肤表皮细胞和 � �� � �� 小鼠肝线粒体的� �
,

显

著对抗巴豆油诱发的� �� � �� 小鼠肝线粒体的脂质过氧化
、

使丙二醛 �� � � �产量明显减少
。

关键词 � � �  ! 抗促癌 化学发光 脂质过氧化

我们曾对胀果甘草中 �� 种主要黄酮体和 � 种三菇类化合物进行了抗氧化研究〔�〕
,

发现有

些黄酮体具有较明显的抗氧化作用
。

� � � �� 是含�个黄酮体的棍合物
。

报道它 的抗促 癌 和 抑

制促癌物诱发的脂质过氧化作用
。

� 材料和方法
�

�

� 动物
� 昆明种小鼠

、

� �� � � � 小鼠和� �� ��� 大鼠系我所动物室供给
。

雌性
,

小鼠体重 ��

� � � �
,

大鼠体重 �� � � � � � �
。
� � �� � �新生小鼠年龄 �� � �

。

�
�

� 药物和试剂
� � � � 巧是北京医科大学药学院植化室供给

。

巴豆油按文献〔幻制备
。

� � �

� � 和�� � ��� �� 系� �� � �产品
,

其它试剂购自北京市化工厂
。

脱毛剂由�份硫化钠
、 �份洗衣

粉和 �份淀粉加水调成糊状而成
。

�
�

� 小 鼠 皮 肤二阶段诱癌和药物抑制试验
�
实验前 � 周 用 电 推剪将小鼠背部皮肤 � � �

� 。� �

� 的毛剃掉
,

再用脱毛剂脱去剩余毛发
。

观察 �周
,

将个别于脱毛部位又长出新毛的小

鼠剔出
。

其余小鼠随机分为 �组
。

� � 对照组
�
实验开始的第 �天

、

第 �天和第 �� 天
,

于 脱 毛

皮肤涂以� � �� � �� 件� � � �� 协�丙酮
·

次
,

从第 �周开始
,

每周 �
、

�涂以巴豆油 �
�

� � �
‘

� ��� 时

丙酮
·

次
,

共 �� 周
。

� � � � � � � � � � � � � 巴豆油
� � � �� 和巴豆油的应 用 方 法 同对 照

组
,

只是在 � � � � 和巴豆油之前 �
�

��涂以� � � � ! � � 或 � � � � � � �协�丙酮
·

次
。 �
� 抗促 癌

试验
� � � � � 和巴豆油的应用方法 同对照组

,

从第 �周开始在应用巴豆油之前 �
�

�� 涂 以 �

� � �� � � � � �� �协�丙酮
·

次
。

�
�

� � � �� �� 新生小鼠皮肤表皮的分离和化学发光 �� � �
�
取新生的� � � � � �� � �� 幼鼠

,

按

���� ��� 等方法〔�〕分离皮肤表皮细胞
。

配成终浓度为� � � �丫� �细胞悬液
。

取此细胞悬液�
�

�扭�

加入 �
�

� � � �� � �� � ��终浓 度� � ��
一 �
� � �� � � 放入化学发光仪暗室内�� �

�

� � � � �� 测本底
,

再加入巴豆油� �卜� � � �卜� �
,

立 即测定
。

药物组测定先加入� � � � �
, � �℃作用

,
� �� ,

再 加

入巴豆油
。

化学发光仪 ��� � 一 �型
, �

仁海市计量局实验工厂 �
,

测定时的甄别电压为 �
�

��
,

每次测量时间 � �
� ,

共测 � 次
。

从计算机上显示又士
� 。

�
�

� � �� � � �大鼠中性粒细胞 ��� � � 的分离和� �
�
� �� �

� �大鼠断头取 血
,

加 等 量 � �

� � � � � � � � � � �
,

分离�� �
。

取此�� � 液 �
�

� � �� �� � �� � � �
�

� � �
,

先测本底
,

再加入巴

豆油或 � � � ��加巴豆油
,

分别测定
。

�
�

� � �� � �� 小 鼠肝 线粒体� � 和脂质过氧化
�
按常规方法分离肝线粒体和用� � � 法测 定

线粒体脂质过氧化产物丙二醛 �� � � �
。

按 �
� � � � �� � 法〔‘〕测定蛋白

。

取 �� �线粒体 液 放

�
� � � � � , � � � � � � ��

�

� ,
�� � � �� � � � � � � � � � � �

,
� � � � �  � � � � � � � � � � � � � �� � � �  ! ∀   #,

B e i
j
i n s

. ,

北永医科大学药学院植化室
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入化学发光仪暗室内 ( 37 ℃ ) 预温30
5, 测本底

,

然后加入巴豆油20时 ( 30协g ) 棍匀
,

测 定

C L 。

药物组则先加入G 9 3 15液
,

3 7 ℃温育Zom in
,

再加入巴豆油20协l
,

3 7 ℃温育30m in
,

按

T B A 法测 M D A 产量
。

1
.

7 B al b
/c 小鼠肝微粒体C L

‘

: 按常规法分离肝微粒体
。

N A D P H 系统
:
内含G

一6 一P l l2 m

m o l/ L
,

N A o P 6 m m
o

l
/

L
,

G
一
6
一
P o 0 S S i g m

a u n i t
。

用0
. lm o l/ L T ri

s 一
H C I (

p H

7
.
5
) 配制

。

取 o
.
s m l微粒体液加入o

.
sm l N ^ n P H 系统反应液

,
3 7

cc 放置30
5, 测本底

。

加

入C C I
; 20件l ( 终浓度sm m o l/L

·

m l
)

,

混匀
,

室温放置lom i
n ,

测 C L
,

测定条件同上
。

G 9 3 1 5 组则先加入药物
,

室温温育 zom in
,

再加入 C C I
‘l o m i

n
后测定

。

2 结果

2
.1 G 9315 对小鼠皮肤二阶段诱癌的抑制作用

: 从图IA
,

对照组小鼠第 12 周小鼠生瘤 率

为75 %
,

0 5 3 2 5 Z m g 和 4m g组分别为34
.4% 和28

.
1%

。

图IB
,

对照组第12周每只小鼠生 瘤

数为 2
.
56 , G 9 3 1 5 Z m g 和4m g组分别为0

.
45和0

.37。 从图2
,

G 9 3 1 5 4 m g 仅在巴豆油 促 癌

阶段应用
,

也使小鼠生瘤率和生瘤数 目明显减少
。

其抑瘤效力与在致瘤全过程都应用相同剂

量的 G 93 15
。

表示G 9 3 15主要影响促癌过程
,

有较强的抗促癌作用
。

/
一一户岁共

户

声二

一
一

州|月叫|招即八�忿裤石叭阵禹理盛
�
州

�弓李井扛己令俘讯

]0 11 ]2

已宕\二琴滋‘�

泣止之兰
拐发吩山时间 t、周

、

圈 1 G 9315对O M B A和巴豆油诱发小鼠皮

肤乳头瘤的抑制作用 每组鼠数32只

i 一

D M B A

,
+ 巴豆油 2一 G , 3 1 5 Z m g + D M B A +

巴豆油 3一 G 9 3 1 5 4 m g + D M B A + 巴豆油

拐发吩山时间 t‘周
、

图2 G g引 5对抗巴豆油的促痛作用

每组鼠数32只

1一
D

M
B A

+ 巴豆油 2一 G 9 3 1 5 4 m g + D M B A
+

巴豆油 3
·

D
M

B A
+

G g 3 1 5
4

m g
+ 巴豆油

2 2 G 9 3 1 5抑制巴豆油诱发的B al b /
c新生小鼠皮肤表皮细胞C L

: 从表 1
,

2 x 1 0
6

/
m l 表 皮

细胞在静息状态下 的C L 为77
.2 ,

加入巴豆油50件g
,
C L 增至 19 2

.
0 ,

净增 114
.
8 。 G 9 3 1 5 2 0 卜g /

m l明显抑制巴豆油刺激的表皮细胞C L
。

2

.

3 G 9 3 1 5 对抗巴豆油刺激的W i
sta r大鼠中性粒细胞 ( P M N ) C L

:
从表 2

,

大 鼠P M N

1 x loeC /m l在巴豆油30卜g刺激下C L 明显增加
。

G 9 3 1 5 1 0
~

2 0 协g / m l
,

显著对抗巴豆油诱

发的PM N 化学发光
。

2

.

4 G 9 3
15 抑制巴豆油诱发的B al b/c 小鼠肝线粒体C L

:
从表3

,
B
“
lb /c 小鼠肝线粒体 加

入巴 豆油 30协g
,

C L 显著增加
。

G 9 3 z 5 2 0 卜g / m l明显对抗巴豆油刺激的C L 增加
。

·

4 1 2

·



表1 G 9315抑制巴豆油诱发的 新生小鼠表

皮细胞化学发光 ( C L ) ( 交
士 s

)

药物剂量 C L (计数/2
x 10 .细胞

.305)

组别

—
增加数 尸值

(卜g / m l) 本底 加 巴豆油

对照 一 77
.2士7

。

2
(

8
)

.
1 9 2

.

0 士 1 5
.
1 (8 ) 1 1 4

。

8

G
9

3
1 5 2 0

7
9

。
2 士 7

。

0
( 7 )

1 7 0

.

8 士 1 8
.
8 (7 ) 9 1

.
6 < 0

。

0
5

手

实验次数 二 3
,

括弧内数字为试验管数

2
.
5 G 9 3 15抑制巴 豆 油 诱 发 的B al b/c 小

鼠 肝线 粒体脂质过氧化
:
从表4

,

巴豆油30

卜g 显著增加肝线粒体脂质 过 氧 化
,

M D A

量明显增多
。

G 9 3 z 5 2 0
~ 4 0 林g / m l明显对

抗巴 豆油诱发的脂质过氧化
,

M D A 产量比

巴豆油组显著减少
。

2

.

6 G 9 3 1 5 抑制C C I
‘

诱发的B al可
e
小鼠肝

微粒体C L
:
从表5

,
C C I

‘
6 m m

o
l
/
m l 显著

增加肝微粒体C L
,

G 9 3 1 5 2 0
~

2 0 协g / m l明

显对抗C C I
‘

刺激的肝微粒体C L
。

3 讨论

小 鼠皮肤二 阶段诱癌试验是研究癌发生

和癌变机理的经典模型
,

它包括启动和促癌

阶段
。

常用此模型来研究致癌 物 和促癌物
,

也用于研究抗致癌物和抗促癌物
。

本实验用

昆明种小鼠
,

以D M B A 和 巴 豆 油 分 别 作

为启动剂和促癌剂
,

诱发出小鼠皮肤乳头瘤
,

观察到G 9315有明显的抑制乳 头 瘤 生 成 作

用
,

其抑瘤作用主要在促癌阶段
。

T P A 是强

促癌物
,

它是巴豆油中主要活性成分
。

T P A

对小鼠皮肤的促癌作用涉及许多形态和生化

改变
。

现着重研究促癌剂巴豆油对不同细胞

的脂质过氧化作用
,

文献中多采用测定丙二

醛(M D A )的产量作为脂质过氧化 的 指 标
。

在完整细胞上
,

M D A 被线粒体代谢的速 度

很快
,

且与细胞其它一些成分发生反应
,

故测

表2 G 9315抑制巴豆油刺激大鼠中性

粒细胞化学发光 ( C L ) ( 又士
s
)

组别
药物剂量 C L (计数/l

x l沪 细胞/30
5)

(“g / m l , 本底
增加数 尸值

加巴豆油

对照 一 7 2
。

8 士 4 9 (6 )
,

1 4 6
.

7 士 2 7
.
3 ( 6 ) 7 3

。
9

G 9 3 1 5 1 0 7 1

.

1 士 2
.
3 (6 \ 1 0 3

.
8 土J

.
2 (6 少 3 2

。

7

* .

G
9 3 1 5 2 0 6 9

.

8 士5
。

2
(
6

)
9 4

.

5 士 7
.
6 ( 6 冬 2 4

。

7
* 申

<
0

。

0
1

实验次数
二
3

,

括 弧内数字为试验管数

. ,
试验组与对照组比较

表3 / G9 315 抑制巴豆油诱导的

小鼠肝线粒体化学发光 ( C L ) ( 又士 s
)

药物剂量
组别

(卜g / m l)

C L (计数八 m g蛋白
·

3
0

5
)

加巴豆油
(30卜g )

2 2 1
。

1 士 2 7
。

9
(

6
)

增加数 尸值
本底

对照

G 93 15

9 2。 5
(
6

)

.

1 2 8
。
6

2 0 8 7

.

4 土 4
。

7
(
6
”

1 6 9
。

7 士 1 1
。

4
(

6
)

8 2
。

3 <
0

。

0 1

.

实验次数
= 3 , 括 弧内数字 为试验管数

表4 G 9315对抗巴豆油诱发的小鼠

肝线粒体脂质过叙化 无
(
士 s )·

药物剂量
组别

‘卜g 声m l)

M D A
尸值

(卜m o l/ m g 蛋白 )

1。 3 3 士 0
。

1
7

今

2
。

3 2 士 0
。

1 1

1

。

4
7
士 0

。

2 9

1

.

0
5
士 0

。

3 2

<
0

。

0
1二

< 0
。

0 1
. 中 中

<
0

。

0 1
. * 申

20切

对照

巴豆油

G 93 15

G 9 315

实验次数 = 3
,

每次试验
,

每个剂量平行3管

表5

与对照组比较
申

二 与巴豆油组比较

G 9 3 15对抗C C I一诱发的小鼠

肝橄粒体C L ( 又士 s
)

药物剂量
组别

(协g / m l )

C L (计数/m g蛋白
·

3 0
5

)

增加数 尸值

本底 加C C I
‘

对照

G 9315

G 9315

一 182
.0士 6

.
5
.
9 4 5

。

4 士 7 1
.
0 76 3

。

4

:
: :

.

0 士 1 1
.
1 5 5 7

.
4 土 5 6

。

2
3 4

8

。

4
<

0

.

0 1

* 今

。

7
士 10

。

8 4 4 9

.

5 士 4 0
。

2 2 6 8
。
8

<
0

.

0 1

. ,

1020

吞

实验次数
= 3 ,

每次试验每个剂量平行2管

与对照组 比较

得的M D A 值比实际值要低
。

近来有人应用化学发光法测量细胞 的脂质过氧化〔5
,
6 〕, 观察到

细胞的M D A 产量和C L程度是一 致 的
。

我 们 应 用 C L 法 测 量 皮肤 表 皮 细 胞
,

中性 粒

细 胞和肝线粒体的脂质过氧化
,

观察到在巴豆油作用下这些 细 胞 的C L 大 大 增 加
。

同时

测 量 了 小 鼠 肝 线 粒体M D A 在 巴 豆 油 刺 激 下 显 著 增 加
。

其 结 果 与 C L 一致 , C 14 C

( T 转 第422页 )
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后随仿体重增加接近Zkg
,

身长增加接近 sc m
。

5

.

1
.

3 无效
:
经治疗l个疗程

,

临床症状无改善
,

1 年后随访无变化
。

5

.

2 治疗结果
:
对照组

,

治愈36 例
,

见效12 例
,

无效14 例
,

总有效率77
.
42%

,
1 例病人服

药3d
,

症状有改善
,

停药症状又出现
,

故放在治疗无效
。

观察组
,

治愈52 例
,

见效8例
,

无

效2例
,

总有效率96
.
77 %

。

治愈后均测试微量元素锌值仍在正常范围内
。

经统计学处理
,

尸< 0
.0 1 , 有显著性差异

。

6 讨论

对照组单纯用多酶片治疗
,

对厌食症治疗效果不理想
,

而观察组加用儿保1号后
,
通 过

中西医结合治疗
,

发挥了中草药在机体调节机制作用
,

真正起到标本兼治目的
,

儿保1号 治

疗厌食症疗效可靠
,

效果满意
。

获得家长好评
,

但其调解机制
,

有待进一步研究
。

汤剂喂药困难
,

特别3岁以前
,

长时间煎煮也麻烦
,

制成冲剂简单易行
,
口味酸甜

,
小

儿易接受
,

且药性也无改变
。

对大便次数多的病儿
,

因儿保1号用后易使便次略增加
。

应注意使用
,

以防引起腹 泻
,

减量或暂停使用
。

(
2 9 9 5 一0 2 一2 3 收稿 )
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对 肝 脏有严重损伤
,

它的毒性机理是由于在微粒体内被细胞色素P
一 4 50 系统激活

,

使 C C I
‘

“C CI 如 使内质网脂质过氧化作用增加
,

损伤肝脏
。

我们在体外条件下
,

在肝微粒体中加入

C cl
‘ ,

在 N A D P H
一
N A D P 系统存在下

,
C C 1

4

使微粒体C L 大大增加
,

说明微粒体膜 脂 质

过氧化明显增加
。

有许多材料支持此观点
。

在促癌过程中活性氧可能发挥重要作用〔7〕
。

从抗

氧化剂预防促癌物对动物的促癌作用也间接地支持此观点
。

G 9 3 15 是从胀果甘草中提取的 含

6个黄酮体的复合物
,

在体外条件下这些黄酮体对几种活性 氧 ( 0 百
、 ’
0

: 、 ·

o H

、

H

:

o
:

) 有显著

的对抗作用〔’〕
。

本文观察到G 9 3巧有效预防巴豆油对小鼠皮肤的促癌作用
,

对巴 豆油诱发的

不同细胞 的脂质过氧化有明显对抗作用
,

这提示
,

G 9 3 巧的抗促癌作用可能与抗氧化作用 有

一定关系
。

促癌过程是一个涉及许多种改变的复杂过程
,

对
一

G
9 3

]
5 的抗促癌作用机理 尚需进

一步研究
,

期望能够发展为一个有效的预防肿瘤的药物
。
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