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这可能是脑脉泰胶囊治疗VD的作用机制之一。

多发性脑梗死也是导致VD的重要因素之一。

研究表明，脑梗死灶的体积与痴呆的发生有着密切

的关系，损伤体积达到i00 mL或100 mL以上者，

绝大多数多发性脑梗死患者发展为痴呆Es]。脑脉泰

胶囊能明显改善多发性脑梗死大鼠的学习记忆功

能，至于这种改善是否源自脑脉泰胶囊对脑梗死灶

体积的减少作用，还有待于进一步研究。
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海洋真菌多糖YCP对荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫功能的影响
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摘要：目的研究海洋真菌多糖(YCP)对荷瘤小鼠的抑瘤作用及对其免疫功能的影响。方法采用小鼠Lewis

肺癌移植瘤和裸小鼠人肺癌A一549移植瘤模型，检测YCP对荷瘤小鼠的瘤质量、体重的影响及其相对肿瘤增殖率

T／C。以MTT法检测YCP对Lewis肺癌细胞体外增殖的影响。以荷瘤小鼠的吞噬指数(忌)及吞噬系数(a)值、

自然杀伤细胞(NK)活性和细胞毒性T淋巴细胞(CTL)活性为指标，观察YCP对免疫功能的影响。结果YCP

(9、3 mg／kg)iv给药可显著抑制小鼠Lewis肺癌移植瘤的生长(P<o．01)，但对裸小鼠人肺癌A一549移植瘤生长

无抑制作用。YCP对Lewis肺癌细胞体外增殖无抑制作用。YCP(9、3 mg／kg)iv给药可显著提高S-so荷瘤小鼠的

k值(P<o．01、0．05)。YCP(9、3 mg／kg)iv给药可明显提高Lewis肺癌小鼠NK细胞和CTL细胞的杀伤活性

(P<o．01、0．05)。结论YCP可显著提高荷瘤小鼠的免疫功能，对小鼠Lewis肺癌移植瘤的生长有显著抑制

作用。
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疫系统，增强肿瘤微环境的抗肿瘤免疫力，从而控制

和杀伤肿瘤细胞[1]。天然药物中的多糖类成分作为

非特异性的免疫调节剂，通过免疫调节、最终达到抑

制和消灭肿瘤细胞的效果，提高患者的远期生存率。

文献报道多糖能激活T、B淋巴细胞、巨噬细胞

(M①)、自然杀伤细胞(NK)、细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)、淋巴因子一激活杀伤细胞(LAK)、树突状细

胞(DC)等免疫细胞，而且能促进细胞因子生成，激

活补体系统，促进抗体产生，对免疫系统发挥多方面

的调节作用[2]。海洋真菌YC(Keissleriella sp．YC

4108，代号：YC)是一种新分离得到的海洋真菌。

YCP是YC的菌丝体经浸提、纯化得到的多糖。前

期研究表明，YCP有明显的肿瘤抑制作用。本实验

进一步探讨了海洋真菌多糖YCP抗肿瘤作用和对

荷瘤小鼠免疫功能的影响，以期为其进一步研究与

开发提供实验依据。

1材料

1．1 药品与试剂：海洋真菌多糖YCP由中国药科

大学生物制药学院提供。YCP由发酵菌丝体经热水

提取，Sevag法去蛋白，乙醇沉淀等步骤处理得到粗

品多糖，再经进一步纯化得到海洋真菌多糖YCP。

硫酸蒽酮法测定多糖质量分数为99％。天地欣(阳

性对照药)，南京振中生物工程有限公司产品，规格：

每支1 mg，批号：010719。注射用环磷酰胺

(CTX)，上海华联制药有限公司产品，规格：每瓶

200 mg，批号：020804。氟尿嘧啶(5一FU)，上海旭东

海普药业有限公司产品，生产批号：021111。迈普新

(注射用胸腺肽a1)，成都地奥九泓制药厂，批号：

040302。注射用丝裂霉素C(MMC)，协和发酵工业

株式会社，批号：990201。受试药物YCP和阳性对

照药均于临用前用生理盐水配制。

1．2动物：ICR小鼠，18～22 g，雌雄各半，由中国

药科大学动物室提供，合格证号：SCXK(苏)2002—

0011；C57 BL／6小鼠，18～22 g，由中国科学院上海

实验动物中心提供，合格证号：SCXK(沪)2002—

0010；BALB／cA裸小鼠，35～40日龄，18～22 g，雌

性，由中国科学院上海药物研究所提供，合格证号：

沪动合证字122号；饲料：颗粒饲料，由中国药科大

学动物室供给；饲养条件：空调房间，温度18～

24℃，相对湿度70％。

1．3瘤株来源：肉瘤S。。。由江苏省肿瘤药物研究所

提供。Lewis肺癌细胞由中国科学院上海细胞所提

供。人肺癌A一549裸小鼠移植瘤，由人肺癌A一549

细胞株接种于裸小鼠皮下而建立。细胞接种量为

1×106，接种形成移植瘤后再于裸小鼠体内传3代

后使用。

1．4仪器：YJ一875型医用净化工作台(苏州净化

设备厂)；WJ一12C型CO：培养箱(日本HIRA—

SAWA公司)；XSZ—D型倒置显微镜(重庆光学仪

器厂)；TG一729B型电光分析天平(上海天平仪器

厂)；普通离心机(北京医用离心机厂)。

2方法与结果

2．1 YCP对小鼠Lewis移植瘤的抑制作用：取

C57BL／6小鼠50只，按移植性肿瘤实验方法[3]接

种Lewis实体型瘤，接种后24 h称重，随机分为5

组，对照组(生理盐水)与天地欣(5 mg／kg)组分

别为阴性及阳性对照组，YCP设高、中、低3个剂量

(9、3、1 mg／kg)组。接种24 h后尾iv给药，隔日

1次，共给药4次，于停药后第2天处死荷瘤小鼠，

称重，剥离瘤块，称瘤质量，共进行3批实验，数据用

z士s表示，进行t检验分析组间差异。按下列公式

计算抑瘤率。

抑瘤率一(对照组平均瘤质量一给药组平均瘤质量)／对

照组平均瘤质量×100％

结果表明，与对照组比较，YCP(9、3 mg／kg)、

天地欣均有显著抑制Lewis肺癌小鼠的肿瘤生长

作用，其中YCP与天地欣对小鼠体重增长无明显

影响。实验重复3次，结果相近，见表1。

表1 7YCP iv给药对小鼠Lewis移檀癯生长的

抑制作用(；士s，n=30)

Table 1 Inhibition of YCP on Lewis transplant

tumor growth in mice administrated

by iv(；士s，n=30)

与对照组比较：一P<O．Ol

’。P<O．01口s control group

2．2 YCP对Lewis肺癌细胞体外增殖的抑制作

用[43：用RPMI一1640培养液[含青霉素10万U／L、

链霉素10万U／L、10％新生牛血清(FCS，56’C

灭活30 min)，缓冲液调pH值至约7．2]将待测

Lewis肺癌细胞株配成单个细胞悬液，用培养液稀

释至1×104／mL，接种于96孑L培养板中，每孔加入

180弘L。常规培养44 h后，加入终质量浓度为200、

100、50、25 pg／mL的受试药物YCP，每个剂量设6
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个平行孔，同时设细胞对照组、阳性对照5-FU(100

ttg／mL)组。在37℃、饱和湿度、5％CO。培养箱中

培养44 h后，每孔加入5 mg／kg MTT溶液(用生

理盐水配制)15 pL，振荡混匀后，继续孵育4 h。离

心去上清液后，每孔加入150弘L DMSO溶解，轻轻

振荡约5 min后，用酶标仪在570 nm波长处测定

每孔吸光度(A)值，按下列公式计算细胞增殖抑制

率。与对照组比较，YCP在体外对Lewis肺癌细胞

株无显著抑制作用(P>0．05)。结果见表2。

细胞增殖抑制率一与吾蒙觜×100％
衰2 YCP对Lewis肺癌细胞体外增殖的

抑制作用(；土s，一一6)

Table 2 Inhibition of YCP on proliferation of Lewis

lung cancer cell in vitro(；±s，以一6)

与对照组比较：。P<O．05一P<O．01

与5一FU组比较：4 4P<O．01

。P<O．05。。P<0．01口s control group
44P<0．01"US 5-FU group

2．3 YCP对裸小鼠人肺癌A一549移植瘤的影响：

取BALB／cA裸小鼠36只，在无菌条件下，按移植

性肿瘤实验方法r33接种人肺癌A一549裸小鼠移植

瘤于裸小鼠右侧腋窝皮下。裸小鼠移植瘤用游标卡

尺测量移植瘤直径，待肿瘤生长至100～500 mm3后

将动物随机分组：对照组(NS)，YCP设高、中、低

(9、3、1 mg／kg)3个剂量组，注射用丝裂霉毒C

(MMC)(5 mg／kg)组，对照组12只，各给药组6

只。实验组每周iv给药5次，阳性对照组每周iv给

药1次，阴性对照组同时给等量生理盐水。采用测量

瘤径的方法，动态观察药物抗肿瘤的效应。肿瘤直径

每周测量3次，同时称小鼠体重。肿瘤体积(tumor

volume，VT)的计算公式为：VT=1／2×a×b2，其中

a、b分别表示肿瘤的长径、宽径。根据测量的结果计

算出相对肿瘤体积(relative tumor volume，VRT)，

计算公式为：VnT=U／矿。。其中巩为分笼给药时(即

d。)测量所得肿瘤体积，U为每一次测量时的肿瘤

体积(末次给药时即d。，)。抗肿瘤活性的评价指标为

相对肿瘤增殖率T／C(％)，计算公式为：

T／C=治疗组yRT／对照组VRT×100％

YCP对裸小鼠人肺癌移植瘤A一549的影响结

果见表3和图1。实验结果显示，YCP(1 mg／kg)对

人肺癌A一549的最低T／C为75．9％；YCP(3 rag／
表3 YCP对裸小鼠人肺癌移植瘤A一549的影响

Table 3 Effect of YCP on transplant tumor of human lung cancer cell A-549 in nude mice administrated by iv

与对照组比较：。P<O．05

’P<O．05 735 control group

25

20

l 5

-

k
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5

O
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t／d

图1 YCP对裸小鼠人肺腺癌A一549移植瘤生长的影响

Fig．1 Effect of YCP on transplant tumor of human

lung cancer cell A一549 in nude mice

kg)的最低T／C为95．O％；YCP(9 mg／kg)的最

低T／C为73．6％。YCP iv给药对人肺癌A一549裸

小鼠移植瘤无生长抑制作用。

2．4 YCP对S。。。荷瘤小鼠网状内皮系统(RES)吞

噬功能的影响：取ICR小鼠50只，按移植性肿瘤研

究法口1接种S。。。肿瘤，接种后24 h称体重，按体重

随机分为5组，每组10只。设S。。。荷瘤对照组(生理

盐水，0．2 mL／10 g)，天地欣(5 mg／kg)组，YCP

高、中、低剂量(9、3、1 mg／kg)给药组。接种24 h

后iv给药，每2天1次，共给药4次，于末次iv给药

后24 h，尾iv印度墨水(1：3稀释)0．05 mL／10

g，于注入墨水后1、5 min时用定量采血管从小鼠眼

眶后静脉丛取血20 ttL，立刻吹人0．1％Na。CO。溶



·244· 中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第2期2006年2月

液2 mL中，于680 nm处测吸光度(A)值，于5

min采血后立即处死小鼠，取肝、脾称总质量，计算

吞噬指数(五)及吞噬系数(口)值。实验数据用Y+s

表示，进行统计学处理(￡检验)分析组间差异。结

果见表4，与对照组相比，YCP(9、3 mg／kg)剂量组

及天地欣(5 mg／kg)组皆可显著提高S。。。荷瘤小鼠

k值(P<O．05、0．01)；表明YCP能显著提高S，。。

荷瘤小鼠RES吞噬功能。

吞噬指数尼一lgAl--lgA5／(￡5一f1)

吞噬系数a=k“3×体重／(肝质量+脾质量)

Al、A5分别为1 min及5 rain取血测定的A值，tl、t5即

为1 rain和5 rain。

表4 YCP iv给药对S,u荷瘸小鼠RES吞噬功能

的影响(；±s，矗一10)

Table 4 Effect of YCP on RES phagocytic function in S180

mice administrated by iv(i士s，露一10)

组别剂量／(rag·kg-1) k(×10_2) 口

与对照组比较：。P<O．05 一P<O．01

。P<0．05 ’。P<0．01口5 control group

2．5 YCP对Lewis肺癌荷瘤小鼠NK细胞活性的

影响[5]：取C57BL／6小鼠36只，按移植性肿瘤研究

法[3]接种Lewis实体型瘤，接种后24 h称体重，随

机分为6组，空白对照组与CTX(20 mg／kg)和胸

腺肽a。(0．42 mg／kg)组分别为阴、阳性对照组，

YCP高、中、低3个剂量(9、3、1 mg／kg)组。接种

24 h后iv给药，每日1次，连续8 d。末次给药后24

h颈椎脱臼处死小鼠，无菌操作取出脾脏，制成单细

胞悬液，用完全1640培养基调整脾细胞浓度2×

106／mL，以K562细胞为靶细胞(浓度为1×105／

mL)，接种于96孔板，效一靶细胞比为20：1；同时

设效应细胞和靶细胞对照孔，共同培养24 h后，加

入MTT，每孔15弘L，反应4 h。弃上清，每孔加入

DMSO 150肛L，570 nm波长下测各孔A值。按下式

计算NK细胞杀伤活性。

NK细胞杀伤活性=上1垒墼二型芋堑星[二型×lOO％
01靶细臆

结果见表5。与对照组比较，YCP(9、3 mg／kg)

能明显提高Lewis肺癌荷瘤小鼠的NK细胞杀伤

活性，促进NK细胞杀伤靶细胞K562(P<O．05)。

2．6 YCP对Lewis肺癌荷瘤小鼠CTL细胞活性

的影响L6]

2．6．1 小鼠CTL细胞的获得：小鼠分组、给药方

法同2．5项。小鼠处死后，在无菌条件下取小鼠脾

脏，置于无菌100目尼龙筛网中轻轻捻碎，加

Hank 7S液2 mL冲洗，并再用100目尼龙筛网滤过

于无菌离心管中，加Tris NH。Cl 5 mL作用5 min

去除红细胞，2 000 r／min离心5 min，弃去上清液，

用无血清RPMI一1 640培养液洗细胞2次，调整细胞

浓度1×106／mL备用。用25 t卫g／mL丝裂霉素C于

37℃水浴条件下处理活的Lewis细胞30 min，将

上述活的脾淋巴细胞与丝裂霉素C处理过的Lewis

细胞以20：1的比例加入培养瓶中，用含20％小

牛血清、10 U／mL rIL一2、2．4 g／L HEPES、100 u／

mL青霉素、100 U／mL链霉素的完全培养基于

37℃、5％co：的培养箱中孵育6 d，3 d换液1次，

即获得CTL细胞。

2．6．2 CTL细胞杀伤活性的检测：用0．4％台盼

蓝拒染法检测活CTL细胞为90％以上，调整活细

胞计数，使其浓度为2×106／mL，将CTL移至96

孔细胞培养板中，按效一靶细胞比为20：1的比例分

别加入活的Lewis细胞作为靶细胞，同时设效应细

胞对照孔和靶细胞对照孔。继续培养24 h，MTT法

测其A值。CTL细胞杀伤活性公式同上述NK细

胞杀伤活性公式。’结果见表5。与对照组比较，YCP

(9、3 mg／kg)能明显提高荷瘤小鼠的CTL细胞活

性，促进CTL细胞杀伤靶细胞Lewis肺癌细胞

(P<0．05、0．01)。

表5 YCP对Lewis肺癌荷瘤小鼠NK和CTL细胞活性

的影响(j±s，万一6)

Table 5 Effect of YCP on activities of NK and CTL cells

in Lewis lung cancer mice G±s，开一6)

组别
剂量／ 杀伤活性／％

(mg·kg一1) NK CTL

与对照组比较：+P<O．05 一P<O-01

+P<0．05+。P<0．01 US control group

3讨论

恶性肿瘤是一类严重危害人类生命健康的常见

病，肿瘤治疗目前尚无理想手段，因此寻找既有抗肿

瘤活性，又可提高机体免疫功能的药物，已成为寻找

抗肿瘤药物的一大方向。

NK细胞是生物体内存在的非特异的免疫杀伤
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细胞，它在宿主的免疫监视功能中与M①一起有着

重要的作用。NK细胞在抗肿瘤、抗病毒感染方面起

重要作用，是细胞免疫的检测指标之一[7]。CTL是

特异性细胞免疫应答的主要效应细胞，在机体抗感

染、抗肿瘤免疫及移植排斥反应和自身免疫病中发

挥重要作用。脾脏中T细胞约占有核细胞总数的

40％，其中多数为成熟的效应细胞，CTL为其重要

组成成分，对肿瘤细胞具有特异杀伤作用，从而抑制

肿瘤生长¨J。

本实验结果表明，YCP能显著抑制ICR小鼠

Lewis移植瘤的生长，但对Lewis细胞的体外增殖

无直接抑制作用，而且对裸小鼠人肺癌A一549移植

瘤的肿瘤生长无抑制作用。YCP显著提高S。。。荷瘤

小鼠RES吞噬功能；明显提高Lewis肺癌荷瘤小

鼠的NK细胞活性，促进NK细胞杀伤靶细胞

K562；明显提高CTL细胞活性，促进CTL细胞杀

伤靶细胞Lewis肺癌细胞。由此可以推测YCP可能

通过增强机体的细胞免疫功能，达到抑制肿瘤生长的

作用，YCP有望成为一种肿瘤综合治疗的新药。
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三七总苷对尿毒血清诱导的人肾小管上皮细胞外基质分泌及降解的影响

刘海燕，陈孝文，刘华锋，梁 东，唐德檠

(广东医学院附属医院肾脏病研究所，广东湛江524001)

摘要：目的探讨三七总苷(PNS)对尿毒血清诱导的人肾小管上皮细胞外基质(ECM)分泌及降解的影响，为

临床上应用PNS延缓慢性肾衰竭(CRF)的进展提供理论依据。方法 无菌条件下收集40份尿毒症病人血清和

20例正常人血清，用相差显微镜、扫描电镜结合细胞角蛋白18(CK一18)免疫组化鉴定人肾小管上皮细胞株HK一

2。应用消化法检测HK一2细胞培养上清液中羟脯氨酸水平，ELISA方法检测HK一2细胞培养上清液中纤连蛋白

(FN)、金属蛋白酶一1(MMP一1)、金属蛋白酶组织抑制因子一1(TIMP一1)蛋白分泌量，RT—PCR方法检测MMP一1

和TIMP一1 mRNA表达。结果10％尿毒血清组与正常对照组相比，HK～2细胞培养上清液中胶原蛋白和FN分

泌量显著增高，MMP一1／TIMP一1基因表达和蛋白分泌的比值降低，而PNS 400、600、800 mg／L可使尿毒血清增加

的HK一2培养上清液胶原蛋白分泌量回降；200、400、600、800 mg／L可使FN分泌量回降；100、200、400、600、800

mg／L可使尿毒血清降低的MMP一1／TIMP一1基因表达和蛋白分泌的比值回升。结论在体外实验中，PNS可降低

尿毒血清诱导的人肾小管上皮细胞胶原蛋白及FN的分泌，升高MMP一1／TIMP一1基因表达和蛋白分泌的比值，促

进ECM降解，从而有效延缓入肾小管一间质纤维化的进展。

关键词：三七总苷；尿毒血清；肾小管上皮细胞；细胞外基质；肾小管一问质纤维化
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Effect of Panax notOginsenOsides on excretion and degradation of extracellular matrix

of human renal tubular epithelial cells induced by uremic serum
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