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龙葵碱对荷瘤小鼠红细胞免疫功能的影响

季宇彬，万梅绪，高世勇，邹 翔
．． ，

(哈尔滨商业大学药物研究所博士后科研工作站，黑龙江哈尔滨150076)

摘要；目的探讨龙葵碱对S。。。及H船荷瘤小鼠红细胞免疫功能的作用。方法 观察S-so荷瘤小鼠和Hzz荷瘤小

鼠的红细胞免疫黏附肿瘤细胞能力，采用DPH荧光探针，用荧光偏振法测定荧光偏振度(P)，并计算膜的微黏度

(可)研究红细胞膜脂流动性(LFU)。结果龙葵碱能升高S-so和Hzz荷瘤小鼠的红细胞黏附肿瘤细胞的花环率，提

高两种荷瘤小鼠的红细胞膜的流动性。结论龙葵碱可能是通过提高两种荷瘤小鼠的红细胞膜的流动性，从而恢

复荷瘤小鼠红细胞免疫功能进而达到抗肿瘤作用。
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Effect of Solanum nigrum alkaloid on erythrocyte immunity function in tumor-bearing mice

JI Yu—bin，WAN Mei—XU，GAO Shi—yong，ZOU Xiang

(Postdoctoral Programme，Institute of Materia Medica，Harbin University of Commerce，Harbin 150076，China)

Abstract：Objective To study the effect of Solanum nigrum alkaloid on erythrocyte immunity

function．Methods Studying the adherence between erythrocyte immunity and tumor—cell of S1∞and H22

tumor—bearing mice；By determining with fluorescence polarization(P)and accounting the micro viscosity

(1)with DPH as a probe the erythrocyte membrane fluidity of the S180 and H22 tumor-bearing mice could be

investigated．Results S．nigrum alkaloid could increase the ratio of adherence anadem between

erythrocyte and tumor-eell and promote the erythrocyte membrane fluidity of the two tumor—bearing mice．

Conclusion The inhibition of S．nigrum alkaloid on tumor can be accomplished through improving the

erythrocyte membrane fluidity of two tumor-bearing mice and renewing erythrocyte immunity of tumor—

bearing mice．

Key words：Solanum nigrum alkaloid；erythrocyte immunity；membrane fluidity；tumor—bearing mice

龙葵碱是从茄科茄属植物龙葵Solanum

nigrum L．中提取出来的一种生物碱。前期研究结

果表明龙葵碱能显著延长H：：荷瘤小鼠的生存时

间，并能显著降低H。。荷瘤小鼠肿瘤细胞膜流动性

及膜蛋白水平[13；明显降低H：。荷瘤小鼠肿瘤细胞

膜唾液酸水平和封闭度[23；还可通过影响荷瘤小鼠

肿瘤细胞DNA和RNA水平来实现抗肿瘤作用口3，

研究还发现龙葵碱可提高S。。。小鼠红细胞膜唾液酸

水平及封闭度“]。本实验进一步从红细胞免疫功能

角度来观察龙葵碱的抗肿瘤作用，并研究其可能的

作用机制。
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1．1 动物与瘤株：昆明种小鼠，雌雄各半，体重

18～22 g，由哈尔滨医科大学动物中心提供，许可证

号001010006。SlS0、H：。荷瘤小鼠瘤株由哈尔滨市肿

瘤医院肿瘤研究所提供。

1．2药品及试剂：龙葵碱由黑龙江省药品检验所提

供，质量分数>99．9％；5一氟尿嘧啶(5一Fu，上海旭

东海普药业有限公司，批号H31020593)；DPH

(Sigma公司)，考马斯亮蓝蛋白定量试剂盒(南京

建成生物工程研究所)；戊二醛、瑞氏染色剂(黑龙

江省临床检验中心)。

1．3仪器：752可见分光光度计Ck海光谱仪器有

限公司)；水平高速离心机(北京医用离心机厂)；恒

温水浴箱(厦门医疗电子仪器厂)；低温高速离心机

(美国Beckman公司)；水平高速离心机(北京医用

离心机厂)；超净工作台(苏州净化设备厂)；RF一

540荧光分光光度计。

2方法

2．1分组：昆明种小鼠，雌雄各半，随机分为6组，

每组10只。分别为正常组，模型组，5-Fu(30 rag／

kg)组，龙葵碱低、中、高剂量(1．1、2．2、4．4 rag／

kg)组。‘
’

2．2模型的建立及给药：无菌条件下，取接种生长

良好的S。。。荷瘤小鼠瘤株，在超净工作台上抽取腹

水，在冰浴条件下，以生理盐水(1。4)稀释、混匀

制成肿瘤细胞混悬液(5×106／mL)，肿瘤细胞混悬

液应为乳白色半透明状态，若有血性腹水不可使用。

将S。。。肿瘤细胞混悬液按每只0．2 mL接种于各组

小鼠右侧前肢下；H船肿瘤细胞混悬液接种于各组小

鼠腹腔。正常组不接瘤。接瘤24 h后，S。so小鼠ip给

药，H。。小鼠SC给药。模型组按相同体积给予生理盐

水，无菌条件下连续给药7 d。正常组不给药。于停

药第2天处死小鼠，眼眶取血，离心、洗涤制成红细

胞悬液(1×108／mL)待用。

2．3龙葵碱对红细胞免疫黏附肿瘤细胞能力的影

响：小鼠肝癌H：。细胞接种于昆明种小鼠腹腔连续

传代，实验时无菌抽取7 d龄腹腔肿瘤细胞，以

Hank
7

S液洗涤2遍，制成肿瘤细胞悬液(1×106／

mL)。取此悬液0．1 mL加等体积豚鼠(或人)的新

鲜血液，37℃水浴1 h，洗涤离心2次，弃上清液，

成为血清致敏肿瘤细胞，加0．05 mL制备的红细胞

悬液37℃水浴30 rain，加0．25％戊二醛固定、涂

片、瑞氏染色，肿瘤细胞蓝色，红细胞红色，一个肿瘤

细胞结合3个以上红细胞为肿瘤红细胞花环。计算

肿瘤红细胞花环百分率。

2．4红细胞影泡的制备

2．4．I不封闭影泡的制备：给药7 d后次日小鼠眼

球取血，肝素抗凝，在水平高速离心机下3 000 r／

min离心10 min，生理盐水洗涤2次，最后悬浮在

生理盐水中，得到红细胞悬浮液；按红细胞悬浮液：

预冷的双蒸水(1 s 30)加入预冷的双蒸水，在4℃

下溶血，过夜，制成红细胞溶血液。在4℃、2 000×

g离心40 rain，弃上清，PBS洗涤3次，最后悬浮在

一定量的PBS中，即制成影泡悬浮液。考马斯亮蓝

蛋白试剂盒测定蛋白的量。

2．4．2细胞膜的荧光标记：取新配制的2 mmol／L

DPH四氢呋喃液10弘L分别加入10．0 mL红细胞

膜缓冲液及10．0 mL红细胞悬液，25℃温浴30

min，用PBS液洗涤1次，最后将细胞悬浮于4．0

mL PBS液中，即得DPH标记的细胞膜。

2．4．3荧光偏振度的测定[5]：细胞膜的流动性采用

荧光偏振度(P)并折算微黏度(叩)。本实验采用日

立公司生产的RF一540荧光分光光度计测P。九。

362 nm，k 432 nm，狭缝lO rlm，测温25℃，按公

式计算P值和7值。最终按照公式7=2P／(0．46一

尸)，计算出膜脂流动性(LFU)。

2．5数据处理：用SPSS ii．0软件处理，各组数据

以X土5表示，样本比较采用t检验。

3结果
’

3．1龙葵碱对荷瘤小鼠红细胞免疫黏附肿瘤细胞

能力的影响：结果见表1。与正常组比较，S。。。荷瘤小

鼠与H。：荷瘤小鼠的红细胞免疫黏附肿瘤细胞能力

均有所下降；与模型组比较，龙葵碱低、中、高剂量组

均能显著提高红细胞免疫黏附肿瘤细胞能力(P<

0．01)，与正常组比较，龙葵碱低、中，高剂量组差异

显著(P>o．05)，即龙葵碱基本上能使红细胞免疫

表1龙葵碱对S。。和H：：荷瘤小鼠红细胞免疫黏附肿瘤

细胞能力的影响G士s，拜=10)

Table 1 Effect of S．nigrum alkaloid on adhesive ability

of erythrocyte immunity to tumour cells in Sm

and H22 tumour—bearing mice(；士j，露一10)

与模型组比较：～P<O．01

。。P<O．01 w model group
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黏附肿瘤细胞能力恢复到正常的生理状态。

3．2龙葵碱对荷瘤小鼠红细胞膜流动性的影响：与

正常组比较，S。。。荷瘤小鼠与H。。荷瘤小鼠的红细胞

叩均有所升高，即LFU降低；与模型组比较，龙葵碱

低、中、高剂量组均能降低两种荷瘤小鼠的红细胞

叩，即提高荷瘤小鼠的红细胞LFU，差异显著(P<

0．05)。结果见表2。

4讨论

表2龙葵碱对S,so和H：：荷瘤小鼠红细胞膜流动性的影响(i士j，露一10)

Table 2 Effect of S．nigrum alkaloid on membrane fluidity of erythrocyte

in Sl“and H22 tumour—bearing mice(；士$，露=10)

与模型组比较l。P<O·05

’P<0．05 V5 model group

由于红细胞结构简单，因此在很长一段时间里，

人们认为红细胞的功能仅在于氧气及二氧化碳的体

内运输功能。随着研究的不断深入，研究发现红细胞

具有免疫黏附能力，并具有促进白细胞吞噬作用；学

者在发现红细胞有多种免疫能力后，提出了“红细胞

免疫系统”这一概念，使得红细胞免疫学得以迅速的

发展。后又有学者提出红细胞在阻止恶性肿瘤转移

。方面甚至比其他细胞起着更重要的作用。这些发现

及以后的许多研究均证实了红细胞免疫系统是一个

完整的免疫体系，同时也是一个至关重要的免疫子

系统‘6～91。

红细胞膜流动性实际上是指LFU，其中也包含

膜中蛋白质的运动。LFU对红细胞的形态结构、酶

活性、受体活性及物质转运均有影响。大量事实证

明，许多疾病与生物膜脂的流动性变化有关，在细胞

周期的不同时相、代谢过程中、疾病条件下以及药物

作用后细胞膜都会有流动性的变化，而且发现许多

疾病除实质性器官的细胞膜病变外，常伴有红细胞

膜的异常。红细胞的正常功能也与红细胞膜的流变

性质有很大关系，对细胞形态、物质运输、酶活性、抗

原性及受体活性等均有影响。膜流动性增大，吁下

降，血流流速加快，红细胞免疫黏附肿瘤细胞的能力

则会随之增强[5’1引。 。

．
本实验研究表明，龙葵碱可增强S。。。与H。。荷瘤

小鼠的红细胞免疫黏附肿瘤细胞的能力；同时，与正

常组相比，荷瘤小鼠红细胞7升高，LFU下降；在经

过龙葵碱处理后，不同荷瘤小鼠机体内红细胞叩均

有不同程度地降低，即LFU提高。表明龙葵碱对肿

瘤的扩散和转移具有重要的作用，提示龙葵碱可能

是通过提高红细胞的膜流动性和增强红细胞对肿瘤

细胞的免疫黏附作用，从而增强红细胞免疫功能来

进一步激活整个机体免疫系统，进而达到综合的治

疗效果，这可能是龙葵碱抗肿瘤的一个重要机制。
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