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三羧酸循环是葡萄糖、甘油、脂肪酸及某些氨基

酸彻底氧化分解的共同途径。异柠檬酸脱氢酶3是

三羧酸循环的关键酶，其活性受许多变构剂调节。线

粒体ATP合酶是在细胞氧化磷酸化过程中，利用

横跨线粒体内膜的质子电化学梯度来催化ATP合

成的酶。本研究显示，芍药苷能显著上调异柠檬酸脱

氢酶和ATP合酶在HFCL的表达，促进能量代谢，

改善骨髓基质细胞的功能。

本研究结果表明，芍药苷作用于骨髓基质细胞

多种蛋白质靶点，促进细胞结构蛋白质的合成和蛋

白质分子伴侣的表达，促进HFCL的能量代谢，抑

制HFCL凋亡，间接发挥补血作用。本课题组将在

进一步工作中研究芍药苷作用的量效关系，并对目

标蛋白质进行深入的生物学功能研究，为阐明芍药

苷补血作用的分子机制提供依据。
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鱼工鱼软骨多糖的分离纯化及生物活性的研究
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摘要：目的研究红鱼软骨多糖(ray cartilage glycosaminoglycans，RCG)的提取、分离与纯化方法，并初步探讨

其生物活性。方法采用盐酸胍提取、丙酮分级沉淀、膜超滤、Sephadex凝胶柱色谱分离、纯化获得缸鱼软骨多糖，

由HPLC确定其相对分子质量和质量分数；建立Lewis肺癌小鼠模型，将实验分为生理盐水(Saline)组、不同剂

量(500、250、125mg／kg)红鱼软骨多糖组、环磷酰胺(CTX．60mg／kg)组，观察小鼠肿瘤生长情况，绘制肿瘤生长

曲线，计算原发瘤与肺转移灶数抑瘤率，免疫组织化学染色计数肿瘤组织微血管密度(MVD)，采用RT—PCR检测

瘤组织血管内皮生长因子(VEGF)基因表达。结果经HPLC检测，该组分为单一多糖，其质量分数达99％以

上。生物活性检测结果表明，与生理盐水组比较，该多糖各剂量组小鼠的肿瘤生长曲线平缓，原发瘤抑瘤率、肺转移

灶数与生理盐水组比较差异显著(P<0．05、0．01)；与生理盐水组比较，红鱼软骨多糖各剂量组MVD显著减少、

VEGF mRNA表达水平显著降低(P<O．01)。结论红鱼软骨多糖明显抑制小鼠Lewis肺癌原发瘤的生长和转

移，并可抑制肿瘤的血管形成。

关键词：红鱼软骨多糖；Lewis肺癌；微血管密度(MVD)；血管内皮生长因子(VEGF)
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Isolation，purification，and biological activities of ray cartilage glycosaminoglycans
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Abstract：Objective To explore the methods of extraction，isolation，purification，and biological ac—

tivities of ray cartilage glycosaminoglycans(RCG)．Methods RCG was purified by guanidine hydrochlo—

rid extraction，acetone fractional precipitation，ultrafiltration，and Sephadex column chromatography．The

purity and molecular mass of RCG were measured by means of HPLC．The model of mouse with Lewis
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lung carcinoma was made，the experimental mice were randomly divided into normal saline group，RCG

(500，250，and 1 25 mg／kg)groups，and CTX(60 mg／kg)group．Tumor growth states of mice were ob—

served，tumor growth curve was described，inhibitory rates of primary tumor and number of lung metasta—

sis focus were measured；microvessel density(MVD)was quantitated by immunohistochemistry using

monoclonal antibodies of CD3 1；the expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)mRNA was

determined with RT—PCR．Results Using HPLC，a single glycosaminoglycans with molecular mass 9．7×

1 04 was collected and its purity exceeded ninty—nine percent．Tumor growth curves in RCG groups were

smooth compared with saline group．There were significant differences of inhibitory rates of primary tu—

mor，number of lung metastasis focus and MVD between RCG groups and saline group．VEGF mRNA ex—

pression levels in RCG groups were reduced significantly compared with saline group．Conclusion RCG

could effectively inhibit the growth and metastasis of primary Lewis lung carcinoma in C57BL／6 mouse and

angiogenesis．

Key words：ray cartilage glycosaminoglycans(RCG)；Lewis lung carcinoma；microvessel density

(MVD)；vascular endothelial growth factor(VEGF)

红鱼为脊椎动物门，软骨鱼纲，板鳃亚纲，鳐目

(或红鱼目)，虹科(Dasyatidae)，属暖温类底层鱼。

据《本草纲目》记载“状如盘及荷叶，大者围七八尺，

无足无鳞，背青腹白，口在腹下，目在额上，尾长有

节，蜇人甚毒，尾有毒，主治齿痛”。红鱼内骨骼均为

软骨，软骨是动物体内一种高度特化的致密结缔组

织，主要由软骨细胞和含有胶原纤维及大量蛋白多

糖的细胞外基质组成。蛋白多糖是一类由一个核心

蛋白和与其共价相连的糖胺聚糖构成的复杂的高分

子化合物。以往的研究表明，蛋白多糖在细胞黏附、

细胞间相互交流、信息传递、调节细胞增殖与分化等

方面扮演重要角色。本研究以红鱼软骨为原料，对存

在于红鱼软骨中的多糖进行提取、分离与纯化，并初

步探讨其生物学活性。

1材料与方法

1．1材料：缸鱼购自锦州市水产公司，经锦州海洋

药业研究开发中心贾玉海教授鉴定为赤红Dasyatis

akajei(MUller et Henle)。C57BL／6J小鼠，清洁级，

体重18～22 g，中国医学科学院实验动物研究所提

供，动物合格证号SCXK(京)2004—0001。Lewis肺

癌瘤株，中国医学科学院药物研究所提供。标准相对

分子质量Dextran T系列葡聚糖标准品，Pharmacia

公司；三氟乙酸、DMSO，Fluka公司；CD31、血管内

皮生长因子(VEGF)单克隆抗体及免疫组化试剂

盒，北京中杉金桥生物技术服务有限公司；环磷酰胺

(CTX)，江苏恒瑞医药公司；Trizol试剂、引物，上海

生物工程技术服务有限公司；RT—PCR试剂盒，宝

生物工程(大连)有限公司；其他试剂均为国产分析

纯。GL一21M型高速冷冻离心机，长沙天创仪器制

造有限公司；FS010K10C型超滤系统，美国Pall公

司；台式冷冻干燥机，美国Kinetics公司；一86℃

超低温冰箱，日本三洋；相对分子质量50 000、1 000

滤膜，美国Pall公司；Sephadex G一75，Pharmacia

公司；高效液相系统，Angilant公司，高效液相泵为

BIO—RADl330型，柱为Shodex KS一805。

1．2方法

1．2．1 红鱼软骨多糖的提取、分离与纯化：取干燥

缸鱼软骨，加入2 mol／L盐酸胍，0．02 mol／L MES

(2一N一吗啡啉磺酸)pH 6．0的溶液，于室温下搅拌

提取24 h，4 000 r／min离心分离，上清液用相对分

子质量1 000的滤膜脱盐，再用相对分子质量

50 000滤膜超滤，取膜上部分滤液冷冻干燥，粉末

溶于双蒸水，置相对分子质量3 500透析膜内，对水

充分透析，上清液丙酮分级沉淀，依次用95％乙

醇、无水乙醇、丙酮洗涤脱水，低温烘干得白色粉末，

加适量水溶解，滴加10％三氯乙酸，有少量沉淀析

出，4 000 r／min离心15 min，上清液对水透析24 h

后，经Sephadex G一75凝胶柱色谱分离，蒸馏水洗

脱，体积流量为0．5 mL／min。冷冻干燥即得。

1．2．2红鱼软骨多糖质量分数和相对分子质量测

定：将虹鱼软骨多糖及各种标准相对分子质量Dex—

tran T系列葡聚糖标准品分别称量并溶解于双蒸

水中，质量浓度为1 mg／mL，0．45弘m微孔滤膜滤

过，10 000 r／min离心10 min，上清液进样量为20

肛L，流动相为水，体积流量0．8 mL／min，示差检测

器检测，柱温40℃。记录样品及各种标准相对分子

质量葡聚糖色谱曲线和保留时间。以洗脱体积

[(Ve—Vo)／(Vi—Vo)，Ve表示流经体积，Vo表示

外水体积，Ⅵ表示内水体积]的值为横坐标，以相

对分子质量的对数为纵坐标，绘制标准曲线。根据标

  



·1212· 中草药 Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第8期2006年8月

准曲线计算缸鱼软骨多糖相对分子质量，根据峰的

对称性判断质量分数。

1．2．3鲤鱼软骨多糖对小鼠Lewis肺癌生长的影

响：取接种Lewis肺癌10～14 d的C57BL／6J荷瘤

小鼠，脱颈椎处死，无菌条件下取瘤组织，按肿瘤质

量(g)与生理盐水(mL)1：3制备匀浆液，调整细

胞数l×107／mL备用，另取C57BL／6J小鼠(18～

20 g)40只，随机分为5组：生理盐水(90 mg／kg)

组、缸鱼软骨多糖高、中、低剂量(500、250、125 rag／

kg)组、环磷酰胺(CTX，60 mg／kg)组。各组小鼠于

右腋皮下接种匀浆液，每只0．2 mL。各组接种后第2

天开始ip给药，环磷酰胺组每周1次，其他各组每日

1次，连续21 d。接种后每3天测量1次荷瘤小鼠肿

瘤最长径和最短径，计算肿瘤体积，绘制肿瘤生长曲

线。第2l天脱颈椎处死各组小鼠，取皮下肿块称质

量，计算肿瘤生长抑制率(抑瘤率)。完整取出双肺，并

在解剖显微镜下计数双肺形成的转移瘤灶数目。

肿瘤体积=短径2×长径／2

抑瘤率一(生理盐水组平均瘤质量一治疗组平均瘤质

量)／生理盐水组平均瘤质量×100％

1．2．4缸鱼软骨多糖对Lewis肺癌小鼠瘤组织微

血管密度(MVD)的影响：取部分肿瘤组织，10％

中性甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋后连续切片，

CD31抗体为I抗，阴性对照用磷酸盐缓冲液

(PBS)代替I抗，按照试剂盒说明书进行SABC法

免疫组化染色。CD31阳性内皮细胞被染成棕黄色，

计数时以血管密度区为准，避免硬化区和坏死区，切

片中任何与周围组织明确区分的棕染内皮细胞及细

胞团均按独立的微血管分别计数，是否有管腔、红细

胞不作为计数血管标志。显微镜下计数6个视野内

肿瘤微血管数目，以平均每高倍镜(×200)下视野微

血管个数表示MVDnl结果。

1．2．5 红鱼软骨多糖对Lewis肺癌小鼠瘤组织

VEGF表达的影响：采用Trizol一步法提取瘤组织

总RNA，提取的RNA经紫外分光光度计测量260

nm和280 nm吸光度(A)值，由260 nm A值计算

出RNA浓度。按照宝生物工程(大连)有限公司

RT—PCR试剂盒(AMV)说明进行PCR扩增。RT—

PCR VEGF引物为：5，-AGACAATGGGAT—

GAAAGG一3
7

(sense)，5’一AGATGAGGAAGG—

GTAAGC一3 7(antisense)，扩增片段大小为554 bp；

a-actin引物为：5 7一CCCATCTACGAGGGCTAT一3’

(sense)，57一TGTCACGCACGATTTCC一3
7

(anti—

sense)，扩增片段大小为145 bp。反转录反应参数设

置如下：42℃、30 min，99 oC、5 min；然后进行30

个周期的PCR扩增反应，PCR扩增反应参数设置

如下：94℃、2 min预变性1个循环，每个周期为94

℃、变性30 S，55‘C退火30 S，72℃延伸2 min。取

PCR产物置于2％琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙啶染

色，电泳条带经电泳图像分析扫描仪扫描，得到

VEGF与p-actin条带的各自峰面积积分值，以

VEGF与p-aetin比值作为VEGF表达参数，对

VEGF PCR产物相对定量。

1．2．6统计学分析：采用SPSS统计软件包，多组

样本均数比较采用方差分析(AVONA)。

2结果

2．1 红鱼软骨多糖质量分数和相对分子质量：以洗

脱体积(Ve—Vo)／(Vi—Vo)的值为横坐标，以相

对分子质量的对数为纵坐标，得标准曲线，曲线方程

Y一一3．534 9 X+6．379 4，r一0．998 7。该组分在

HPLC中呈现单一对称峰，表明其为均一多糖组分。

从峰面积计算其质量分数达99％以上。由其洗脱

时间16．40 min，从标准曲线上求得其相对分子质

量为9．7×104。该多糖在水中极易溶解，高浓度时

为黏稠胶体，其0．5％水溶液测得比旋光度

[a]一+51．8。。

2．2红鱼软骨多糖对荷Lewis肺癌小鼠的影响：

用药21 d后，红鱼软骨多糖各剂量组瘤质量均显著

低于生理盐水组(P<o．01、0．05)，高、中、低剂量组

小鼠原发瘤抑制率分别为43．36％、26．34％、

15．10％。红鱼软骨多糖对荷Lewis肺癌肺转移的

影响实验结果表明，生理盐水组肺转移灶形成大而

且多，有的甚至融合成大的融合灶，红鱼软骨多糖各

剂量组肺转移灶小而少，差异非常显著(P<o．01)，

结果见表1。从各组移植瘤生长曲线来看，生理盐水

组生长曲线陡直，虹鱼软骨多糖各剂量组生长曲线

位于生理盐水组下方，且高、中剂量红鱼软骨多糖组

曲线平缓，结果见图1。表明红鱼软骨多糖对小鼠

Lewis肺癌生长和转移具有明显的抑制作用。

2。3 虹鱼软骨多糖对荷Lewis肺癌小鼠瘤组织

MVD的影响：镜下结果和统计分析表明，与生理盐

水组比较，缸鱼软骨多糖各剂量组Lewis肺癌瘤组

织MVD明显减小，差异非常显著(P<o．01)。结果

见表2。说明红鱼软骨多糖可抑制Lewis肺癌原发

瘤组织微血管形成。

2．4 鲤鱼软骨多糖对Lewis肺癌小鼠瘤组织

VEGF mRNA表达的影响：RNA经紫外分光光度

计测定260 nm和280 Elm A值的比值均为1．8～
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表1 虹鱼软骨多糖对荷Lewis肺癌小鼠瘤质量及

肺转移的影响(x±s，聆一8)

Table 1 Effect of RCG on weight of tumor and hum—

bers of metastasis focus in mice with Lewis

lung carcinoma(x±s，n一8)

组别 剂量／(rag·kg-1) 瘤质量／g 抑瘤率／％ 肺转移灶／个

与生理盐水组比较：’尸<0．05 一P<o．01

。P<O．05 ’‘P<0．01 u5 saline group

§
＼
聚
蛙

攀

—一◆一生理盐水

+自I鱼软骨多糖500 mg·蚝一

十鱼工鱼软骨多糖250 mg·kg一

+鱼工鱼软骨多糖125 mg-kg一

—卜CTX 60mg．kg一· 么

9 12 15 18 Zl

f，d

图1刍工鱼软骨多糖对Lewis肺癌小鼠肿瘤生长的影响

Fig．1 Effect of RCG on growth of Lewis lung

carcinoma in mice

表2刍工鱼软骨多糖对荷Lewis肺癌小鼠瘤组织MVD和

VEGF mRNA表达的影响。士s)

Table 2 Effect of RCG on MVD and VEGF mRNA

expression in tumor tissue of mice with

Lewis lung carcinoma(x±s)

剂量／ MVD VEGF mRNA表达

粤别 (mg．kg 1) (丹一6) (vEGF／[3咀ctin，”一8)

与生理盐水组比较：一Pd0．01

。。P<O．01 VS saline group

2．0。与生理盐水组比较，红鱼软骨多糖各剂量组荧

光强度逐渐降低。结果见图2。各用药组VEGF灰

度与B—actin内参灰度比值较生理盐水组明显减少，

差异显著(尸<O．01)。结果见表2。表明鲤鱼软骨多

糖对Lewis肺癌小鼠瘤组织VEGF mRNA表达具

有抑制作用。

3讨论

血管生成(angiogenesis)与肿瘤的生长和转移

关系密切，以肿瘤血管为靶点抗血管生成是目前肿

M—Marker 1一CTX 2一生理盐水

3～5一红鱼软骨多糖(125、250、500 mg／kg)

M—Marker 1一CTX 2-normal saline

3—5-RCG(125，250，and 500 mg／kg)

图2刍工鱼软骨多糖对Lewis肺癌小鼠瘤组织VEGF

mRNA表达的影响

Fig．2 Effect of RCG on VEGF mRNA expression in

tumor tissue of mice with Lewis lung carcinoma

瘤治疗研究领域的热点课题[2]。在胚胎发育时期生

物个体软骨中含有血管，而在个体出生后软骨中血

管消失，并仍可抵御新生血管入侵，推测软骨组织中

可能含有某种物质能抑制新生血管生成。1983年，

Lee和Langer首先发表了鲨鱼软骨含有抗肿瘤血

管增生成分的研究论文[3]，开创了软骨抗肿瘤研究

的先河。

本实验从红鱼软骨提取多糖成分，经高效液相

色谱法测定其为相对分子质量9．7×104的单一多

糖。选择Lewis肺癌作为研究模型，是因为Lewis

肺癌为自发性肺内未分化上皮样癌，其移植后的增

殖、侵袭、转移基本类似于人类肿瘤从生长到移植瘤

形成的全部过程。生物活性研究结果表明，应用红鱼

软骨多糖可使荷Lewis肺癌的C57BL／6J小鼠肿瘤

体积生长曲线平缓，原发瘤抑瘤率增加，肿瘤肺转移

灶减少，且具有剂量依赖性。采用免疫组织化学方法

检测肿瘤MVD，定量肿瘤血管，能反映肿瘤血管生

成情况，且可预测肿瘤转移、复发和预后[4]。红鱼软

骨多糖的各剂量组MVD均低于生理盐水组，表明

红鱼软骨多糖在一定程度上能抑制Lewis肺癌的

微血管形成。

VEGF是目前发现的最重要的促血管生成因

子，能增加微血管的通透性，促进不同来源的内皮细

胞分裂、增殖、迁移和血管构建。VEGF在包括肺癌

在内的多种肿瘤中有较高表达，在肿瘤发生、转移过

程中发挥重要作用，可作为肿瘤的一个独立可靠的

预后因素。本研究表明，红鱼软骨多糖在基因水平上

抑制了肿瘤组织VEGF表达，抑制了肿瘤血管形
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成，进而抑制了肿瘤的生长和转移。

现代医学认为，肿瘤的侵袭与转移是一个多因

素参与、多步骤的复杂过程。抗血管生成仅是刍工鱼软

骨多糖抑制肿瘤生长和转移的机制之一，本课题组

将进一步筛选对红鱼软骨多糖敏感瘤株，并深入探

讨其抗肿瘤作用机制。
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樟柳碱在Beagle犬血清中的药动学研究

黄 萤1’2，只德广2，徐为人2，刘昌孝2

(1．。中国医学科学院中国协和医科大学放射医学研究所，天津300192；2．天津药物研究院

天津药代动力学与药效动力学省部共建国家重点实验室，天津300193)

摘 要：目的 建立高效液相色谱一质谱联用(LC—MS)测定Beagle犬血清中樟柳碱的分析方法。方法 采用沉淀

及萃取相结合的方法提取样品，LC—MS分析方法，选择负离子测定模式，测定Beagle犬单剂量iv樟柳碱0．2 rag／

kg后樟柳碱的血药浓度。结果该方法线性、回收率和重现性良好，批内、批间变异系数均在10％以内，样品提取

后24 h内稳定，灵敏度可达到1 ng／mL，出峰时间为3．1 min，C⋯为(145．07±32．63)ng／mL，t一为(0．04±
0．06)h，AUC(o⋯为(361．10士26．01)mg·h／mL，CL为(5．56±0．41)L／h，ti／2为(1．67±0．34)h，Vd为

(13．39±3．05)L。结论此方法简便、快速，专属性强，灵敏度高，能够准确测定血中氢溴酸樟柳碱，有实际意义。

关键词：樟柳碱；高效液相色谱一质谱联用；药动学；血药浓度
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Pharmaeokineties of anisodine in Beagle dogs serum by LC—MS

HUANG Yin91”，ZHI De—guan92，XU Wei—ren2，LIU Chang—xia02

(1．Institute of Radiation Medicine，Chinese Academy of Medical Science and Peking Union Medical College，Tianjin

300192，China；2．Tianjin State Key Laboratory of Pharmacokinetics and Pharmacodynamics，

Tianjin Institute of Pharmaceutical Research，Tianjin 300193，China)

Key words：anisodine；LC—MS；pharmacokinetics；drug concentration

莨菪类药物樟柳碱(anisodine)是从茄科植物

山莨菪Anisodus tanguticus(Maxim．)Pascher根

中提取得到的一种生物碱，为M胆碱受体阻断剂，

其化学结构和东莨菪碱相似，药理作用类似于阿托

品类化合物，具有较强的中枢和外周抗胆碱活性，也

有解除血管痉挛，改善微循环，解痉、平喘、抑制唾液

分泌，散瞳，对抗有机磷中毒等作用，其毒性比同类

药物山莨菪碱、阿托品、山莨菪低[1]。目前临床上主

要用氢溴酸樟柳碱治疗眼部缺血性疾病、视神经病

变及全身性血管病的眼底病变[2~4]。由于樟柳碱的

剂量低，导致用药后血药浓度极低，目前已报道的樟

柳碱的分析方法有高效液相色谱法[5’6]、高效毛细管

收稿日期：2006—01—25

电泳法、导数光谱法等口墙]，但这些方法均无法准确

地对其进行检测。本实验以LC—MS研究了Beagle

犬血清中樟柳碱的测定方法，同时研究了Beagle犬

iv后的药动学过程。
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