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摘� 要:目的 � 评价蟾毒它灵的体内外抗肿瘤作用。方法 � 采用 SR B 测试察蟾毒它灵对人非小细胞肺癌细胞

A549、人肝癌细胞 Bel�7402、人胃癌细胞 SG C�7901 和人宫颈癌细胞 HeL a 的生长抑制活性。通过静脉恒速输注

方式给药,对 S180及 H 22荷瘤小鼠进行蟾毒它灵体内药效评价, 包括高剂量短时程给药和低剂量长时程给药。

结果 � 蟾毒它灵对 SGC�7901、A 549、Bel�7402、H eL a 细胞作用 72 h 的 IC50值分别为 0� 018、0� 017、0� 052、0� 013

�g/ mL。蟾毒它灵采用恒速输注给药方式可以实现 50% 以上的抑瘤率。结论 � 蟾毒它灵在体内外均具有很好的
抗肿瘤效果。
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� � 传统中药蟾酥具有很好的抗肿瘤效果, 蟾毒它

灵为其中的一个主要成分
[ 1]

, 与同类其他化合物相

比,蟾毒它灵抗肿瘤活性较好,毒性较低, 值得深入

研究开发。研究表明, 蟾毒它灵体外对肿瘤细胞的

生长具有抑制活性[ 2�6] ,但其在动物体内的抗肿瘤作

用尚未见报道。蟾毒它灵在小鼠体内的生物半衰期

( t1/ 2 ) 很短, 为 28 min。在药动学上称之为超速处

置类药物,此类药物在临床用药实践中,为维持体内

有效血药浓度必须多次给药。若按药物的 t1/ 2 给

药,则给药过于频繁; 若药物毒性不大, 可适当加大

剂量, 给药周期可适当延长。但如果药物的治疗指

数小, t1/ 2又较短,临床多采用静脉恒速滴注给药 [ 7]。

蟾毒它灵正是治疗指数小, t 1/ 2又较短的一类化合

物,因此在评价其药效时, 合理的给药方式十分重

要。本研究主要从体外细胞水平初步评价蟾毒它灵

的抗肿瘤作用, 并进一步通过体内动物实验考察蟾

毒它灵以恒速输注给药方式对荷瘤小鼠的肿瘤抑制

作用,为其临床合理应用提供理论依据。

1 � 材料

1� 1 � 仪器: YP2001N 型电子天平 (上海精密科学

仪器有限公司) ; BS 110S 电子分析天平 ( Sartori�
us) ; TS2  60 恒流泵 (保定兰格恒流泵有限公司) ;

CSF  18 型超声波洗涤器 (上海超声波仪器厂) ; 酶

标仪 (美国 Beckman 公司 DG3022 型) ; 全自动

CO 2孵箱 (杜邦公司 N apco  6100)。

1� 2 � 药品与试剂: 蟾毒它灵 (自制, 质量分数为

97� 5% ) ; 5�FU (南通精华制药有限公司, 质量分数

为 99%) ; RPM I 1640 培养液 (美国 Gibcobrl 公

司) ;小牛血清 (杭州四季青生物工程材料有限公

司) ;磺酰罗丹明 B ( SRB) (美国 Sigma 公司) ; Cre�
mophor EL (德国 BASF 公司 ) , 水为灭菌注射用

水;其他试剂均为色谱纯或分析纯。

1� 3 � 细胞株:人非小细胞肺癌 A549 细胞、人肝癌

Bel�7402细胞、人胃癌 SGC�7901 细胞、人宫颈癌

H eLa 细胞 (中国科学院上海细胞库)。

1� 4 � 动物: 昆明种小鼠 (中国科学院上海实验动物

中心提供) , 雌雄各半, 体质量 18~ 22 g。

2 � 方法

2� 1 � 体外抗肿瘤实验:采用 SRB 法
[ 8�9]
。取对数生

长期 4种癌细胞, 用新鲜的 RM PI 1640培养基配制

成一定浓度的细胞悬液,按每孔 200 �L 接种于 96

孔板中,每孔加入 2 �L 不同质量浓度的蟾毒它灵

溶液 ( DM SO 终体积分数 ! 0� 5%) , 37 ∀ 下培养
72 h,离心弃去上清。每孔细胞中加入预冷的 80%

三氯醋酸 50 �L,置 4 ∀ 固定 1 h,用水冲洗 5 次,

空气干燥。每孔加入 0� 4% SRB 的 1% 醋酸溶液

50 �L 并在室温静置 30 m in。用 1% 醋酸水清洗 4

次,除去未结合的游离 SRB 染料。每孔加入 150

�L T ris 非缓冲液 ( 10 mm ol/ L , pH 10. 5) 溶解蛋

白结合染料,用酶标仪测定每孔在 520 nm 处的吸

光度 ( A ) 值。在同一 96孔板中的样品每个浓度设

置 3 个复孔, 另设 3 孔作为对照。取 3 孔平均 A
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值,计算细胞增殖抑制率 [ 9�11 ]。

抑制率= ( A 对照- A 样品 ) / A 对照 ∃ 100%

2� 2 � 对 S18 0荷瘤小鼠的抗肿瘤作用

2� 2� 1 � S180荷瘤小鼠模型制备:移植 S180肿瘤,本实

验室传代维持。无菌条件下抽取 S180 荷瘤小鼠腹

水,用生理盐水稀释成 1 ∃ 106 / mL 的肿瘤细胞悬

液。每只健康小鼠右前肢腋下注射 0� 2 mL 肿瘤细

胞悬液。接种后小鼠自由进食进水。

2� 2� 2 � 分组与给药: 将荷瘤小鼠称体质量, 随机分

成 4组, 为模型组、5�FU 组、蟾毒它灵单次尾 iv 给

药组、蟾毒它灵恒速静脉输注给药组, 每组 10 只。

将蟾毒它灵溶于适量表面活性剂 crem ophor EL 及

乙醇, 以生理盐水配成 1 m g/ m L 溶液, 0� 22 �m 微

孔滤膜滤过, 控制 cremo phor EL 及乙醇在最终溶

液中的量不超过 10 mg/ mL。

接种第 2 天开始给药, 连续 7 d。蟾毒它灵单

次尾 iv 给药组以 5 mg/ kg 剂量每天单次给药; 蟾

毒它灵恒速静脉输注给药组以首个半 衰期

5 m g/ ( kg ∃ 28 min) 给药, 第 2 个半衰期以 2� 5

mg/ ( kg ∃ 28 m in ) 给药, 其后以 2 mg/ ( kg ∃ 28

min) 给药,持续给药 8 h;模型组尾 iv 给予等体积

生理盐水。5�FU 阳性对照组, 以 25 m g/ kg ip 给

药,给药 7次。

2� 2� 3 � 抑瘤率评价方法:接种肿瘤后第 10天,即末

次给药后次日, 小鼠称体质量,脱颈椎处死, 剥取皮

下实体瘤体组织,冲洗干净,滤纸吸干, 称质量,计算

各组平均瘤质量, 计算抑瘤率 (模型组的平均瘤质

量应在 1 g 以上, 且肿瘤小于 400 mg 的小鼠比例低

于 20% )。

抑瘤率= (模型组瘤质量- 给药组瘤质量) /模型组瘤质

量∃ 100%

2� 2� 4 � 统计学分析及疗效评价标准: 各组数据以

x % s 表示,统计学分析采用 t 检验。抑瘤率大于

40% ,且经 t 检验, 有显著差异时, 连续 3次疗效稳

定,则评定此药有一定疗效。

2� 3 � 对 H 22荷瘤小鼠的抗肿瘤作用

2� 3� 1 � H 22荷瘤小鼠模型制备:小鼠肝癌 H 22移植

性肿瘤,由本实验室传代维持。无菌条件下抽取肝

癌 H2 2荷瘤小鼠腹水, 用生理盐水稀释成 1 ∃ 107 /

mL 的肿瘤细胞悬液。每只健康小鼠右前肢腋下注

射 0� 2 mL 肿瘤细胞悬液。接种后小鼠自由进食、

进水。

2� 3� 2 � 分组与给药:高剂量短时程给药方案具体如

下,荷瘤小鼠称体质量,随机分成 4组, 分别为模型

组、蟾毒它灵每日两次尾 iv 给药组、蟾毒它灵短时

程 ( 12 h) 恒速静脉输注给药组、5�FU 组, 每组 10

只。接种第 2 天开始给药, 连续 7 d。蟾毒它灵尾

iv 给药组以 5 m g/ kg 剂量给药, 每日早晚各 1次;

蟾毒它灵恒速静脉输注给药组以首个半衰期 5 mg/

kg ∃ 28 min 给药, 第 2个半衰期以 3 mg / ( kg ∃ 28

m in) 给药,其后以 2� 5 mg / ( kg ∃ 28 m in) 给药,持

续给药 12 h;模型组尾 iv 给予等体积生理盐水。5�
FU 阳性对照组,以 25 mg/ kg ip 给药, 给药 7 次。

低剂量长时程给药方案具体如下, 荷瘤小鼠称体质

量,随机分成 3 组, 分别为模型组、5�FU 阳性对照

组,恒速静脉输注 ( 24 h) 给药组,每组 10 只。接种

第 2天开始给药, 蟾毒它灵恒速静脉输注给药组给

药 5 d, 隔日给药 1次,以首个半衰期 2 m g/ ( kg ∃ 28

m in) 给药, 第2个半衰期以 1 mg / ( kg ∃ 28 m in) 给

药,其后以 1 mg/ ( kg ∃ 28 min) 给药,持续给药 24

h;模型组尾 iv 给予等体积生理盐水。5�FU 阳性对

照组,以 25 m g/ kg ip 给药,给药 7次。

2� 3� 3 � 抑瘤率评价方法、统计学分析及疗效评价标

准同 2� 2� 3与 2� 2� 4项内容。

3 � 结果
3� 1 � 体外抗肿瘤实验结果: 表 1 结果表明,蟾毒它

灵对于不同的实体瘤细胞系均具有较好的细胞生长

抑制活性, 蟾毒它灵对 SGC�7901、A549、Bel�7402、

H eLa 细胞作用 72 h 的 IC50 值分别为 0� 018、

0� 017、0� 052、0� 013 �g / mL, 显示了广谱抗肿

瘤活性。

表 1� 蟾毒它灵对不同肿瘤细胞增殖的抑制作用

Table 1 � Inhibition of bufotalin on proliferation

of diff erent tumour cell lines

蟾毒它灵/

( �g# m L- 1)

细胞增殖抑制率/ %

SGC�7901 A549 Bel�7402 H eLa

0� 1 97� 4 80� 4 69� 1 97� 1

0� 05 86� 3 75� 3 50� 7 96� 0

0� 025 54� 4 62� 7 21� 2 78� 3

0� 012 5 33� 9 49� 3 13� 5 58� 6

0� 006 3 16� 0 21� 8 0 13� 8

3� 2 � 对 S180荷瘤小鼠的抗肿瘤作用: 肉眼可观察到

荷瘤小鼠右腋窝有明显包块, 右前肢行动困难。解

剖后取出瘤体,瘤体形状不规则,颜色粉白。质地软

硬不均。蟾毒它灵对小鼠移植性肿瘤 S180的抑制作

用结果见表 2。模型组肿瘤生长良好, 平均瘤质量

在 1 g 以上。各给药组与模型组比较, 其瘤质量均

降低,以蟾毒它灵恒速输注组抑瘤效果好,与模型组

比较差异显著 ( P< 0� 001)。
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表 2 � 蟾毒它灵对 S180荷瘤小鼠肿瘤的抑制作用

Table 2� Inhibition of bufotalin on tumor in S180

tumor�bearing mice

组 � 别
动物/只

开始 结束
瘤质量/ g 抑瘤率/ %

模型 9 9 1� 99 % 0� 54 -

5�FU 9 9 0� 81 % 0� 23
* * * 59� 3

蟾毒它灵单次 iv 给药 10 10 1� 20 % 0� 39* * 39� 7

蟾毒它灵恒速输注给药 10 10 0� 85 % 0� 19* * * 57� 3

� � 与模型组比较: * * P < 0� 01 � * * * P < 0� 001

� � * * P< 0� 01 � * * * P< 0� 001 v s m odel group

3� 3 � 对 H 22荷瘤小鼠抗肿瘤作用

3� 3� 1 � 高剂量短时程给药方案下实验结果: 蟾毒它

灵高剂量短时程给药对小鼠移植性肝肿瘤 H 22的抑

制作用结果见表 3。模型组肿瘤生长良好, 平均瘤

质量在 1 g 以上。各给药组与模型组比较, 其瘤质

量均降低,以恒速输注 ( 12 h) 组抑瘤效果更好, 与

模型组比较差异显著 ( P< 0� 001) ; 每日两次尾 iv

给药组也有一定的抑瘤效果 ( P< 0� 001)。

3� 3� 2 � 低剂量长时程给药方案下实验结果: 蟾毒它

灵低剂量长时程给药对小鼠移植性肝肿瘤 H 22的抑

制作用结果见表 4。

表 3 � 蟾毒它灵高剂量短时程给药对 H22荷瘤小鼠的

肿瘤的抑制作用

Table 3� Inhibition of short� term at high dose of bufotalin

on tumor in H22 tumor�bearing mice

组 � 别 � �
动物/只

开始 结束
瘤质量/ g 抑瘤率/ %

模型 9 9 2� 73 % 0� 61 -

5�FU 9 9 1� 31 % 0� 43* * * 52� 0

蟾毒它灵 iv 给药 9 9 1� 64 % 0� 45
* *

39� 9

蟾毒它灵恒速输注 ( 12 h) 给药 10 10 1� 35 % 0� 34* * * 50� 5

� � 与模型组比较: * * P < 0� 01 � * * * P < 0� 001

� � * * P< 0� 01 � * * * P< 0� 001 v s m odel group

表 4 � 蟾毒它灵低剂量长时程给药对 H22荷瘤小鼠的

肿瘤抑制作用

Table 4 � Inhibition of long�term at low dose of bufotalin

on tumor in H22 tumor�bearing mice

组 � 别 � �
动物/只

开始 结束
瘤质量/ g 抑瘤率/ %

模型 10 10 3� 32 % 0� 71 -

5�FU 10 10 1� 58 % 0� 68* * * 52� 4

蟾毒它灵恒速输注 ( 24 h) 给药 10 10 1� 35 % 0� 55* * * 59� 3

� � 与模型组比较: * * * P < 0� 001

� � * * * P < 0� 001 v s model group

4 � 讨论
� � 本研究首次考察了蟾毒它灵在荷瘤小鼠体内的

抗肿瘤作用,结果表明蟾毒它灵在体内具有较好的

抗肿瘤效果。

蟾毒它灵的生物半衰期很短, t 1/ 2< 1 h, 在药动

学上称之为超速处置类药物,在临床用药实践中,为

维持体内有效血药浓度必须多次给药, 给药次数要

比一般药物更频繁。当给药周期 �= t1/ 2时,按一定

的剂量,一定间隔多次给药后,体内的药物浓度逐渐

达到稳定水平,约需 6个 t1/ 2 ,给药速率等于药物在

体内的消除速率, 不会出现蓄积中毒, 若 �< t1/ 2时,

则易引起中毒。蟾毒它灵是治疗指数小, t1/ 2又较短

的一类化合物,因此在评价其药效时,合理的给药方

式十分重要。寻找选择性高的抗癌药物, 应提高新

药筛选质量,增加筛选工作的可靠性和预见性, 减少

筛选结果的假阴性和假阳性,研制出有代表性的各

类肿瘤的筛选模型和筛选方法[ 8]。本研究工作正是

考虑到蟾毒它灵的一些特点,充分考察蟾毒它灵抗

肿瘤作用的潜力,降低假阴性的可能性。给药方式

不合理,生物达不到体内有效药物浓度,或有效药物

浓度的维持时间不够长,都会影响药物疗效。

本研究过程中建立了一套小鼠清醒状态下实现

长时间给药的装置[ 12] ,小鼠可以自由饮食、饮水及

排泄,可模拟临床静脉滴注的给药方式,并且可实现

多次反复给药,能够客观评价药物的潜在临床应用

价值。就蟾毒它灵这种 t1/ 2比较短的药物而言, 单次

注射给药不能很好体现药效,会造成给药方式不当

引起的假阴性结果。本研究通过不同给药方式进行

药效评价,基本肯定了蟾毒它灵对荷瘤小鼠的抗肿

瘤药效,其抗肿瘤作用机制有待进一步研究。
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卷柏提取物对去卵巢大鼠骨代谢的影响
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( 1� 河南中医学院,河南 郑州 � 450008; 2� 河南省中药开发工程技术研究中心, 河南 郑州 � 450008)

摘 � 要:目的 � 研究卷柏提取部位 ( A、B、C、D) 对去卵巢大鼠血清雌二醇水平及骨代谢生化指标的影响, 并初步探

讨其作用机制。方法 � 采用 6 月龄雌性 Wistar 大鼠 70 只, 按体质量随机分为假手术组、模型组、阳性对照组和 4

个卷柏不同提取部位用药组,每组 10 只。除假手术组外, 其余各组切除双侧卵巢建立模型。手术 1 周后开始给

药,连续给药 26 周后处死大鼠。用放射免疫法检测雌二醇 ( E2 )、肿瘤坏死因子� ( T N F� )、血清骨钙素 ( BGP )、降

钙素 ( CT ) 水平,用常规生化法检测血清碱性磷酸酶 ( A LP )、抗酒石酸酸性磷酸酶 ( T RA P) 活性。结果 � 大鼠去
除卵巢以后, E2、CT 水平明显降低, A LP、T RA P、BGP、T NF� 水平明显升高。给药 26 周后,用药组 A L P、T RA P、

BGP、T NF� 水平比模型组明显降低 ( P< 0� 01) ; E2、CT 水平明显升高 ( P < 0� 01)。结论 � 卷柏提取物对去卵巢
大鼠骨代谢有一定的调节作用,能够提高血清雌激素水平,提示卷柏提取物对骨质疏松症有一定预防和治疗作用。

关键词:卷柏; 去卵巢; 雌二醇; 骨代谢; 骨质疏松症

中图分类号: R285� 5 � � � 文献标识码: A � � � 文章编号: 0253 2670( 2010) 10 1686 04

� � 卷柏为蕨类卷柏科 ( Selaginellaceae) 植物卷柏

Selag inel la tamar iscina ( Beauv. ) Spring 的全草,

为多年生草本植物, 又名长生不死草、九死还魂草、

石莲花、万年青 [ 1]。卷柏为传统中药,早在)本经∗中

已有记载,将其列为上品,述其&主治五脏邪气,女子

阴中寒热痛, 癥瘕血闭绝子。(卷柏和垫状卷柏 S.

pulv inata ( H ook. et Gr ev. ) M ax im. 一直被)中国

药典∗(一部)收载,作为卷柏的药材使用。

本实验室前期对卷柏化学成分进行了全面系统

的研究,从中分离得到大量的黄酮类、木脂素类、核

苷类和其他多酚类化合物成分 [ 2�8] ,并对其药理活性

进行了初步的研究。在前期实验中发现, 卷柏提取

物能增加性未成熟小鼠子宫系数,可使小鼠子宫质

量增加,具有雌激素样作用[ 9�10]。去卵巢大鼠所引

起的生物学上的变化与妇女绝经后生理上改变相

似,主要是由于体内雌激素水平下降而引起骨质疏

松
[ 11]
。本实验选用去卵巢大鼠模型, 探讨卷柏提取

物长期作用对去卵巢大鼠骨质疏松症的影响, 为卷

柏抗骨质疏松有效成分的活性筛选及其机制的研究

提供一定的理论依据。

1 � 材料与方法
1� 1 � 实验动物:雌性 Wistar 大鼠 70 只, 6月龄,平

均体质量 200~ 220 g (郑州大学河南省动物实验中

心,合格证号:豫 2008�0013) , 实验期间在二级动物

房喂养,环境温度为 ( 25 % 1) ∀ 。
1� 2 � 药物制备:卷柏购自本草国药堂责任有限公司

(批号 20080321) , 经河南中医学院陈随清教授、董

诚明教授鉴定为卷柏属植物卷柏 S . tamar iscina

( Beauv. ) Spring。卷柏干燥全草 8� 98 kg , 80% 乙

醇回流提取 2次, 每次 2 h, 合并滤液, 减压干燥,得

到 A ( 350� 1 g, 总部位) , 然后上聚酰胺柱, 用水和

不同体积分数乙醇梯度洗脱,得到 B ( 100� 8 g, 水部

位)、C ( 66� 34 g , 50% 乙醇部位)、D ( 86� 06 g, 80%

乙醇部位) 4个部位。

1� 3 � 主要试剂和仪器: 尼尔雌醇片 ( Tabellae

Nilest rioli) , 1 mg /片 (上海华联,批号 071103) ;碱

性磷酸酶 ( ALP)、抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP)

试剂盒 (南京建成生物工程研究所生产) ; 雌二醇
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