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土大黄煎剂对肝癌小鼠的抗肿瘤作用分析
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［摘　要］　目的　探讨不同浓度的土大黄煎剂对肝癌小鼠的缓解疗效，为中药土大黄治疗肝癌提供理论依据。方法　将小鼠
随机分为５组：阴性对照组，阳性对照组，土大黄高、中、低剂量（３００、２４０、２００ｍｇ／ｋｇ）组。除阴性对照组外的其余４组建立肝癌Ｈ２２
肿瘤模型，采用灌胃给药，观察土大黄煎剂对Ｈ２２荷瘤小鼠肿瘤生长、生存周期的影响；ＥＬＩＳＡ法测定外周血中 ＴＮＦα和 ＶＥＧＦ含
量；ＨＥ染色法观察肿瘤细胞形态的变化；免疫组化检测肿瘤细胞凋亡及细胞周期；计算脾指数观察免疫系统功能。结果　土大黄
煎剂显著延长Ｈ２２荷瘤小鼠生存期并抑制肿瘤生长，促进癌细胞凋亡，缩短癌细胞周期。随着土大黄煎剂剂量的增加，肿瘤质量逐
渐减轻，抑瘤率逐渐增加，组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　不同浓度的土大黄煎剂对肝癌有一定的抑制作用，其作用
强弱与浓度有关。
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　　肝癌按传统解剖分型分为结节型、巨块型和弥漫
型；按解剖后肿瘤的大小，可分为微小肝癌（直径小于

等于２ｃｍ）、小肝癌（直径２～５ｃｍ）、大肝癌（直径５～
１０ｃｍ）和巨大肝癌（直径大于１０ｃｍ）。现临床上常用
的治疗肝癌的方法为手术切除，适用于单发的微小肝

癌、小肝癌、肝组织损伤小于３０％的单发大肝癌或巨
块肝癌；而晚期、有远处转移、无手术指征的患者只能

采取保守治疗，这导致肝癌在国际与国内均成为发病

率高、治愈率低、病死率高的恶性肿瘤［１４］。随着医学

的发展，手术结合中药治疗已成为一种治疗肝癌的趋

势，手术前后适当应用中药可起到减少术后并发症，提

高术后存活率的作用［５］。中药土大黄是蓼科酸模属

植物的根及根茎，其化学成分白藜芦醇及其苷通过协

调基因的表达平衡来抑制及逆转肝癌细胞的起始、增

殖与发展［６８］。因此，进一步探讨土大黄对肝癌小鼠的

疗效，无论是对中药土大黄的开发与利用，还是对手术

治疗肝癌成功率的提高都具有重要意义。因此，本研

究建立Ｈ２２肝癌荷瘤小鼠模型，探讨土大黄煎剂的抗
肝癌作用［９１１］。

１　材料与方法

１．１　动物与细胞
ＫＭ小鼠６０只，体质量（１９±４）ｇ，雌雄各半，年龄

６周龄，清洁级，由长沙市开福区湘辰生物技术提供。
Ｈ２２荷瘤小鼠肝癌细胞株由长沙市开福区博涵生物试
剂公司提供。
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１．２　药品与试剂
土大黄购于毫州市草花堂花茶销售有限公司，经

鉴定为蓼科植物酸模属巴天酸模的根；血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）ＥＬＩＳＡ试剂盒及 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒购
自美国Ｒ＆Ｄ公司；离心机购自上海科学仪器厂；光学
显微镜购自广州光学仪器厂；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ电子天平
ＡＬ２０４１０１购自上海有限公司；小鼠灌胃针与１ｍＬ注
射器由长沙医学院省重点建设学科实验室提供。

１．３　土大黄煎剂制备
按传统中药水煎法，分别称取土大黄生药 ３０ｇ、

２４ｇ、２０ｇ加 １０倍于药材的蒸馏水，６０℃温水浸泡
３０ｍｉｎ，煮沸到 １００℃后转微火煮 ３０ｍｉｎ，制成水煎
剂，滤除药渣，将药液浓缩成１００ｍＬ，制得含生药量为
３００ｍｇ／ｍＬ、２４０ｍｇ／ｍＬ、２００ｍｇ／ｍＬ３个浓度的煎剂，
４℃冰箱保存备用。
１．４　建模、分组及给药

对冻存的腹水型肝癌Ｈ２２细胞株进行预处理，取
出含有１×１０５个瘤细胞的５００ｍＬ细胞悬液，放入高
速离心机内离心３次（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），倾倒上层
清液，吸出下层液体于试管中，向试管内加蒸馏水至

３０ｍＬ，每只小鼠腹腔注射０．６ｍＬ，共接种４８只（雌雄
各２４只），其余１２只不接种肝癌细胞，以相同条件饲
养作阴性对照。注射后，常规饲养，观察２８ｄ。

造模成功 ２８ｄ后，将小鼠按照单盲法随机分为
４组：阳性对照组、土大黄高、中、低剂量组，每组１２只，
雌雄各６只，分笼喂养，同时取正常小鼠１２只（雌雄各
６只）作为阴性对照组。其中土大黄高、中、低浓度组
每次以３００、２４０、２００ｍｇ／ｋｇ土大黄煎剂０．６ｍＬ灌胃；
阴性对照组和阳性对照组每次灌胃０．６ｍＬ的生理盐
水；每日２次，共计２１ｄ。
１．５　取材及处理

各组小鼠连续给药２１ｄ后，取小鼠眼眶内不抗凝
血２ｍＬ，所取小鼠血液均在 ２ｈ内用于 ＴＮＦα和
ＶＥＧＦ含量的检测。迅速颈椎处死小鼠，取出脾及瘤
块，弃去周围杂质，立即置于分析天平上称取重量，１ｈ
内结束。称取结束后，将瘤块分为两等份，一份石蜡包

埋制成切片，用于显微镜观察；一份制成细胞悬液，置

于４℃冰箱内，用于细胞检测。
１．６　测定指标及方法
１．６．１　外周血中 ＴＮＦα和 ＶＥＧＦ含量的测定　　外
周血中ＴＮＦα和ＶＥＧＦ含量的测定采用 ＥＬＩＳＡ法，取
小鼠眼眶内眼球血２ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离心
后去血清，－２０℃保存。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
法测定外周血ＴＮＦα和ＶＥＧＦ水平，并记录其数值。
１．６．２　肿瘤组织切片观察　　取肿瘤肿块周围肝组

织作完整、连续的肿瘤连续切片，厚度为５～１０ｍｍ，采
用自动脱水机对切片进行组织脱水、透明、浸蜡；包埋

时使用清洁玻璃板与大型包埋框，肿瘤组织紧贴于框

架底部且平整，然后再向框内补充包埋蜡液，包埋温度

控制在６０℃左右；用Ｌｅｉｃａ２１３５型切片机，将蜡块切成
厚度为４μｍ的蜡片，将蜡块平铺于水中，待其充分展
开后弃去水分，放入８０℃的烘箱中烘３０ｍｉｎ，然后进
行ＨＥ染色；最后，进行脱蜡染色，用中性树胶对切片
进行密封。

１．６．３　细胞凋亡与细胞周期检测　　取离体１ｈ内
肿瘤组织０．５ｇ，剪碎、研磨、ＰＢＳ液冲洗单细胞制成细
胞悬液，将２００目尼龙网筛滤入烧杯中，用７０％乙醇
固定，置于 ４℃冰箱内，１２ｈ后取出，洗涤、离心出
１×１０６个单细胞，加０．０２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００液、１００Ｕ／ｍＬ
的ＲＮＡ酶液及 ＰＩ染液进行 ＤＮＡ染色，置冰浴中待
测。用流式细胞仪记录细胞周期，检测肝癌细胞凋亡

百分比变化。

１．６．４　小鼠体质量、瘤重及抑瘤率　　共给药２１ｄ，
给药结束６ｈ后，使用电子秤与烧杯秤取小鼠体质量；
颈椎脱臼，处死小鼠，剖腹取出瘤块，用分析天平称瘤

块重量，即肿瘤瘤重。根据抑瘤率公式：１００％ ×（阳
性对照组瘤重－中药组瘤重）／阳性对照组瘤重，取平
均值。

１．６．５　免疫脏器（脾）重量　　剖腹取出肿瘤瘤块
后，摘取小鼠脾，置于分析天平上称重，记录数值，脾指

数＝（脾质量／小鼠体质量）×１０００，计算脾指数。
１．７　统计学方法

用 ＳＰＳＳ２２．０进行分析，数据以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，经方差性检验和正态性检验后，采用 ｔ检
验方法统计；方差不齐或非正态时，采用 Ｗｉｌｃｏｎｘｏｎ检
验，Ｐ＜０．０５提示差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１提示差
异有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　外周血中ＴＮＦα和ＶＥＧＦ含量
阳性对照组的外周血 ＴＮＦα值最高，与阳性对照

组相比，土大黄煎剂中、高剂量组的 ＴＮＦα值有明显
下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而低剂量组的
ＴＮＦα值组与阳性对照组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），说明高剂量组小鼠免疫系统功能最强，被
肿瘤细胞侵袭破坏程度最低［１２］。小鼠外周血中ＶＥＧＦ
的含量，阳性对照组明显高于其余各组，且各组之间比

较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。阳性对照组
ＶＥＧＦ值高于低剂量组，低剂量组 ＶＥＧＦ值高于中剂
量组，中剂量组 ＶＥＧＦ值高于高剂量组，高剂量组
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ＶＥＧＦ值高于阴性对照组（表１）。结果显示，在建造
肝癌模型 Ｈ２２荷瘤小鼠的组别中，以高浓度组的
ＶＥＧＦ值最低，所以高浓度的土大黄煎剂可以通过降
低ＶＥＧＦ抑制血管内皮因子增生，阻止肿瘤内血管生
成，控制癌细胞转移。

２．２　各组小鼠肝癌细胞切片的观察比较
对肿瘤组织病理切片显微观察发现，模型组与高、

中、低剂量组存在显著差别，在土大黄喂养组之间又存

在着差别。阳性对照组肿瘤细胞呈簇状分布，腺状紧

密排列；低浓度组比模型组显著改善，肿瘤细胞密度相

对降低，抱团现象明显改善，可见片状坏死；中浓度土

大黄煎剂作用后，肿瘤细胞坏死情况更加明显；在高浓

度的土大黄煎剂作用下，肿瘤细胞分布显著改善，细胞

形状更小，分散分布，可见大片凋亡细胞（图１）。
表１　外周血中ＴＮＦα和ＶＥＧＦ含量的测定（ｎ＝１２）

组别　　　
土大黄剂量

（ｍｇ／ｍＬ）
ＴＮＦα
（μｇ／ｍＬ）

ＶＥＧＦ
（ｐｇ／ｍＬ）

阴性对照组 ２５．０±０．４ ５５．５８５２±３．３４６５
阳性对照组 ３３．７±０．３ ３４．３８５６±５．３７０３
低剂量组 ２００ ３０．２±０．７ ２８．４６６２±３．６７９０

中剂量组 ２４０ ２７．９±０．３ ２４．５３２７±１．４７７１＃

高剂量组 ３００ ２６．５±０．６ １９．７２５４±０．９３６８＃△

：与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与低剂量组相比，Ｐ＜０．０５；
△：与中剂量组相比，Ｐ＜０．０５

ａ：阳性对照组；ｂ：低剂量组；ｃ：中剂量组；ｄ：高剂量组
图１　肿瘤组织病理切片观察（ＨＥ×２００）

２．３　细胞凋亡与细胞周期检测
阳性对照组的凋亡细胞百分率最低，与高、中、低

剂量组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），呈倍数关
系，土大黄煎剂高剂量组、中剂量组、低剂量组分别是

阳性对照组的８、５、３倍。各组小鼠Ｓ期在细胞周期的
占比差异显著，高剂量组该期占比最多，中剂量组低于

高剂量组，高于低剂量组，阳性对照组占比最少。在

Ｇ０～Ｇ１期和 Ｇ２～Ｍ期细胞组间差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。结果表明，土大黄煎剂能启动肿瘤细胞
的凋亡机制，促使肿瘤细胞提前开始自然凋亡，杀死肿

瘤细胞，减少肿瘤细胞的数量。通过延长细胞分裂周

期中的Ｓ期，提高Ｓ期在细胞分裂中所占的比例，使肿
瘤生长速度减慢（表２）。
表２　细胞凋亡及细胞周期各时期所占百分比比较（ｎ＝１２）

组别　　　 细胞凋亡
细胞周期（％）

Ｇ０～Ｇ１ Ｓ Ｇ２～Ｍ
阳性对照组 ３．６２８±２．１５０ ７０．７７±１３．２１ １５．３３±６．１０ １３．６２±７．９５
低剂量组　 １０．６７０±２．３１８ ６３．２６±９．３８ ２４．２８±５．７６ １１．２８±５．７３
中剂量组　 １５．４５７±２．３９５＃ ５７．５０±５．５６ ３３．０７±４．６７＃ ９．４４±４．０９
高剂量组　 ２４．２９６±２．７４８△ ４６．１３±６．３９ ３８．６１±８．４３△ １５．２７±７．１１

：与阳性对照组对比，Ｐ＜０．０５；＃：与低剂量组对比，Ｐ＜０．０５；
△：与中剂量组对比，Ｐ＜０．０５

２．４　体质量、肿瘤质量、抑瘤率比较
各组小鼠实验后体质量比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；肿瘤质量阳性对照组最高，高于低剂量
组；低剂量组高于中剂量组；中剂量组高于高剂量组，

且各组间比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。抑
瘤率高剂量组达到 ４８．５９％，中剂量组抑瘤率为

２８．１７％，低剂量组抑瘤率为１３．３８％，各组之间差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表３。此项结果从形态学
的角度上表述了土大黄煎剂对肿瘤的作用。结果表明，

在特定的范围内，土大黄对腹水型肝癌具有抑制作用。

表３　各组小鼠体质量、肿瘤质量及抑瘤率（ｎ＝１２）

组别　　　
体质量（ｇ） 肿瘤质量

（ｇ）
抑瘤率

（％）实验前 实验后

阴性对照组 ２４．８５±０．５６ ２８．２５±０．８２
阳性对照组 ２５．１３±０．８１ ２９．５８±２．７１ １．４２±０．１５
低剂量组　 ２４．７３±０．５９ ２８．５０±１．４２ １．２３±０．１２ １３．３８
中剂量组　 ２４．５５±０．６０ ２７．４６±１．８３ １．０８±０．１４＃ ２８．１７

高剂量组　 ２５．２０±０．５８ ２８．３９±１．３５ ０．７３±０．２０＃△ ４８．５９＃

：与阳性对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与低剂量组相比，Ｐ＜０．０５；

△：与中剂量组相比，Ｐ＜０．０５

２．５　免疫脏器（脾）指数比较
脾重量及脾指数比较见表４。低剂量组显著高于

阳性对照组；并且低剂量组显著低于高剂量组与中剂

量组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。由此表明，土大
黄煎剂通过激活免疫系统，启动免疫反应，增加免疫器

官活跃度，改善身体的免疫机制，以此达到提高机体自

身抗癌抗感染的目的，有“健脾”的功效。

表４　各组小鼠免疫器官比较（ｎ＝１２）

组别 脾重量（ｍｇ／１０ｇ） 脾指数

阳性对照组 ０．２１２±０．０３６ ７．１６±１．５８
低剂量组 ０．２４０±０．０３９ ８．４２±１．４８

中剂量组 ０．２７３±０．０５０＃ ９．９４±１．６６＃

高剂量组 ０．３２５±０．０４１ １１．４５±２．０３△

：与阳性对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与低剂量组比较，Ｐ＜０．０５；

△：与中剂量组比较，Ｐ＜０．０５
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３　讨论

肝癌是发病率及病死率均较高的恶性肿瘤，ＧＬＯＢ
ＯＣＡＮ２０１２估计２０１２年世界肝癌发病７８２４５１例，其中
中国发病３９４７７０例［１３１５］。肝癌患者被确诊，处于早

中期时，虽有手术指征，但术后生存率低，５年生存率
为３０％～５０％［１６１７］；被确诊处于进展期或晚期时，无

手术指征，仅能靠抗癌药物维持生命体征。现临床上

公认最有效的抗癌药物为亚德里亚霉素（ＤＯＸ），但其
治疗的疗效仍受剂量依赖性和毒副作用的限制［１８］。

土大黄为中药制剂，在发挥抗肿瘤作用时，可保护机体

免疫器官，毒副作用小，可通过抑制肝癌细胞扩散、转

移来优化肝癌分期，提高术后存活率。综合国内外文

献发现，土大黄应用率较低，应用品种开发不全，作用

范围局限，临床上单味药、复方制剂缺乏，使得土大黄

的药理作用并没有充分发挥［１９］。本实验通过研究土

大黄对肝癌小鼠的影响，为临床上应用土大黄治疗肝

癌提供理论依据。

胸腺是机体最重要的免疫脏器，通过胸腺指数可

直接观察出机体免疫水平的高低［２０２１］。临床上大部

分抗癌西药对机体免疫系统损伤很大，因为其在杀死

肿瘤细胞发挥作用的同时，也会杀死正常细胞，从而造

成胸腺指数、脾指数等免疫指标的异常［２２］。本研究结

果表明，给予土大黄煎剂３００、２４０、２００ｍｇ／ｋｇ的小鼠
脾指数明显升高，数值随着浓度的增加而增大，

３００ｍｇ／ｋｇ组小鼠脾指数最高。可见土大黄在发挥抗
肿瘤作用时，不仅不会损害免疫系统，而且对机体免疫

系统还有一定保护作用，其作用强弱与药物浓度相关。

细胞凋亡是正常细胞发育中受到生理、生化及有毒

物质的内外信号刺激，产生反应，触发细胞内死亡程序，

精准调控细胞死亡的过程。细胞凋亡和细胞增殖之间

的平衡在器官发育及维持其大小中起着重要的作用；而

肿瘤的发生抑制了正常细胞的凋亡过程，破坏了细胞增

殖与细胞凋亡之间的平衡［２３］。中药土大黄可以促进肝

癌细胞凋亡，达到抑制肝癌细胞扩散的效果。４组小鼠
细胞凋亡结果显示，高浓度组的细胞凋亡最高达到

２４．２９％，中剂量组低于高剂量组，高于低浓度组；低剂
量组又要比阳性对照组更高，表明土大黄煎剂可以促进

细胞凋亡的进程，且浓度越高效果越强。

ＶＥＧＦ及其受体是公认的介导新生血管形成的重
要因素，其促使血管内皮细胞有丝分裂，并最终形成新

生血管，是刺激肿瘤血管生成的最强细胞因子。有研

究表明 ＶＥＧＦ的表达与肝癌的进展、转移密切相
关［２３］。本实验对５组小鼠的ＶＥＧＦ水平进行了研究，
测出其数值发现，在用药后，低剂量组ＶＥＧＦ值显著降

低，中剂量组要低于低剂量组，高剂量组低于中剂量

组。其原因可能为土大黄在抑制肝癌的过程中，通过

抑制肿瘤ＶＥＧＦ值，阻断肿瘤血液供应，减慢肿瘤生长
速度，促进癌细胞自然凋亡。
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山萘酚对皮肤瘢痕大鼠模型 αＳＭＡ蛋白及相关炎性因子表达的影响
陈志勇，余雪丰，黄洁清，刘姗姗，李栋梁　（重庆市涪陵中心医院烧伤整形科，重庆 涪陵 ４０８０９９）

［摘　要］目的　研究山萘酚对皮肤瘢痕大鼠模型α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）及白细胞介素２（ＩＬ２）、白细胞介素６（ＩＬ６）、
γ干扰素（ＩＦＮγ）表达的影响。方法　选取ＳＤ健康大鼠３０只，将大鼠平均分成３组（每组１０只），分别为空白组、模型组和治疗
组；对空白组大鼠不做任何处理，模型组和治疗组大鼠进行建模处理。对治疗组创面周围涂抹山萘酚溶液，７ｄ后观察大鼠的皮肤
损伤面积和瘢痕面积，酶联免疫吸附测定ＩＬ２、ＩＬ６和ＩＦＮγ水平。结果　在进行干预后，治疗组大鼠皮肤组织的真皮层和表皮层
相比模型组大鼠厚度明显减少，且胶原的排列较为规则；在３组大鼠皮肤组织免疫组化染色图像中，可见治疗组大鼠皮肤组织中的
αＳＭＡ蛋白阳性表达明显低于模型组（Ｐ＜０．０５）；治疗组大鼠的αＳＭＡ蛋白表达明显低于模型组大鼠（Ｐ＜０．０５）。治疗组大鼠皮
肤组织中ＩＬ２和ＩＦＮγ水平明显高于模型组大鼠，ＩＬ６水平明显低于模型组大鼠（Ｐ＜０．０５）。结论　山萘酚对皮肤瘢痕大鼠具有
一定的治疗效果，可以减小瘢痕面积，同时降低αＳＭＡ的阳性表达率，改善炎性反应。

［关键词］山萘酚；皮肤瘢痕；α平滑肌肌动蛋白；炎性细胞因子；免疫调节因子
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