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苏木对C57BL／6小鼠Lewis肺癌不同时间

生长和转移的影响
田 甜 张培彤 于明薇 刘永衡

·733·

摘要 目的 动态观察苏木对Lewis肺癌生长和转移的影响并研究其部分作用机制。方法 建立Lew-

is肺癌C57BL／6小鼠肿瘤模型，随机分为模型组。苏木低、高剂量组，化疗组，化疗加苏木低、高剂量组共6

组，连续灌胃给药2l天。于第7、14、21天分3批处死小鼠，动态观察各组抑瘤率、抑转移率，流式细胞仪检

测小鼠移植瘤细胞CD44的表达，酶联免疫吸附法(ELISA)检测小鼠血清P-选择素浓度。结果 除苏木低

剂量组外，其余各给药组在3个时间点瘤重均低于模型组(P<0．05，P<0．01)；且化疗加苏木高剂量组低于

同期化疗组(P<0．05，P<0，01)。瘤细胞CD44+表达：第7天，苏木高剂量组、化疗组均显著低于模型组

(P<0．01)；第14天，化疗加苏木低、高荆量组低于模型组(P<0．01，P<0．05)；第2l天，化疗加苏木低、高

剂量组显著低于模型组(P<0．01)。P．选择素浓度：第7天，各给药组低于模型组(P<0．05，P<0．01)；第

14天，用药各组与模型组比较差异无统计学意义(P>0．05)；第2l天，化疗加苏木高荆量组低于模型组

(P<0．05)。结论 苏木及苏木联合化疗可以抑制Lewis肺癌的生长，并可以抑制小鼠瘤细胞CD44、血清

P．选择素等黏附因子的表达。其抑制转移的机制可能与降低CD44、P-选择素的表达有关。
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ABSTRACT Objective To observe the effects of L『gnum Sappan(LS)on the growth and metastases of

transplanted Lewis lung carcinoma(LLC)in mice and investigate its partial mechanism of action．

Methods C57BL／6 mice were established jn LLC modeI and divided into six groups in random：Group A was MR-

treated；Group B was treated by chemotherapy(CM)only；Groups C-F were treated respectively with low-dose

LS，high—dose LS，CM+low—dose LS and CM+high·dose LS，via intragastric administration for 21 successive

days．Mice were sacrificed in batches at different time points(d 7，d 14 and d 21)to observe the tumor inhibition

rate and the metastases suppressing rate was measured dynamically．Meantime，the CD44 expression in tumor

cells was measured by flow cytometry and serum P·selectin concentration was measured by ELISA assay．Re-

suits Tumor weight in all treated groups，except Group C，was lower than that in Group A at the three time

points(P<0．05，P<0．01)。and that was lower in G roup F than in Group B at the corresponding time points

(P<0．05，P<0．01)．Comparisons of CD44+in tumor cells showed that as compared with Group A，on d 7，it

was lower in Groups B and D(P<0．01)；on d 14，it was lower in G roup E(P<0．01)and Group F(P<

0．05)；and on d 21．it was lower in G roups E and F(P<0．01)．As for the concentration of P-selectin，the in-

tergroup comparisons showed that it was lower in Groups B·F on d 7 and in Group F on d 21 than that in Group

A(P<0．05 or P<0．01)，but showed insignificant difference in comparing the Group A with all the treated

Groups on d 1 4(P>0．05)．Conclusion LS and CM+LS could inhibit the growth and metastases of LLC，and

shows inhibition on CD44 expression in tumor cells and P-selectin level in serum，which may be one of the mech。

anisms of LS in suppressing tumor metastasis．
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中医理论认为血瘀证与肿瘤的发生发展以及转移

有密切的关系。活血化瘀法是中医药治疗肿瘤的一种

常用方法，近年来探索活血化瘀中药在肿瘤转移方面

作用的实验研究越来越多，但是相关的研究结论并不

一致，甚至截然相反。现代药理学研究表明活血化瘀

药苏木具有抗肿瘤作用。本实验于3个时间点动态观

察苏木对Lewis肺癌小鼠移植瘤生长及转移的影响，

并从细胞黏附角度阐明其抗肿瘤转移机制。

材料与方法

1 实验动物及瘤株 180只C57BL／6小鼠，雄

性，6—8周龄，体重(20±2)g，清洁级，由中国医学科

学院实验动物研究所[许可证号：SCXK(京)2004-

0001]提供。Lewis肺癌瘤株(Lewis lung carcinoma，

LLC)由中国医学科学院药物研究所提供。

2 药物 苏木浸膏，每克含生药7．27 g，由中国

中医科学院广安门医院制剂中心提供，生产批号

20080416；用无菌水分别稀释至0．023 g／mL(低剂量

浓度)、0．069 g／mL(高剂量浓度)备用[高、低剂量苏

木的稀释浓度是按照每公斤体重小鼠用药量相当于成

人(按60 kg计)I临床用量30倍、10倍推算得出。成人

每日临床用药量按10 g计]。注射用环磷酰胺粉针

(CTX)，山西普德药业有限公司，批号20070102。

3主要仪器SM800解剖显微镜，日本Nikon公

司；FACS Calibur Flow Cytometer System分析型流式细

胞仪，美国BD公司；SIAFRT SYNERGYHT多功能酶

标仪，美国BIO．TEK；ELX·50自动洗板机，美国BIO—

TEK。

4 主要试剂PE染色大鼠抗小鼠CD44抗体

(PE Rat anti—mOUSe CD44)，批号：553134；PE染色大鼠

Rat IgG2b同型对照(PE Rat IgG2b，kIsotype Contr01)，

批号：553989(BD公司)；小鼠血清P一选择素酶联免疫

吸附反应(1Vlouse sP．selectin Elisa)试剂盒，批号：

MPS00(R&D公司)；Bouin氏液(饱和苦味酸溶液，

40％甲醛水溶液，冰醋酸体积比为15-5：1)。

5动物造模、分组及给药 从液氮中复苏小鼠

Lewis肺癌细胞，严格传代2次后，接种于C57BL／6小

鼠右腋下，取接种第14天的小鼠脱颈椎处死，超净工

作台下无菌取出新鲜生长良好无坏死的肿瘤组织，剪

碎，按瘤：生理盐水为l：3的比例加生理盐水用玻璃匀

浆器研磨成单细胞悬液，过300目滤网，调整细胞数为

l×10’／mL，台盼蓝拒染试验示活细胞>95％，取0．2

mL瘤细胞悬液接种于每只小鼠右腋下(约含活细胞

2 X 106个)⋯。

将180只模型小鼠随机分为6组，每组30只。自

接种后24 h开始，模型组每日给予生理盐水0．2 mL

灌胃，苏木低、高剂量组每日给予苏木稀释液0．023、

0．069 g／mL(0．2 mL)灌胃；化疗组接种后24 h给予腹

腔注射环磷酰胺0．2 mL(60 mg／kg，下同)1次，每日

给予生理盐水0．2 mL灌胃；化疗加苏木低、高剂量组

接种后24 h给予腹腔注射环磷酰胺0．2mL 1次，每日

给予苏木稀释液0．023、0．069 g／mL(0．2 mL)灌胃，实

验结束日停止灌胃。

6观察指标

6．1 瘤重、抑瘤率和肺转移灶数目 接种第7、

14、21天分别随机处死每组10只小鼠，精密电子天平

称取瘤重，按下式计算抑瘤率：抑瘤率(％)=[对照组

平均瘤重(g)一实验组平均瘤重(g)]／x寸照组平均瘤

重(g)X 100％。

将小鼠处死后。取出肺组织用Bouin氏液固定，

24—48 h观察，肺组织呈黄色，肿瘤转移灶呈白色隆

起，在解剖显微镜下观察肿瘤转移灶大小及数目。由

于肺表面肿瘤转移灶大小不一，本研究采取1个较客

观的计算方法。即按转移灶的大小分级。I级：直

径<0．5 mn'l；II级：直径0．5—1 mill；Ⅲ级：直径1+一2

mm；IV级：直径>2 mm。其总转移数计算公式如下：

总转移数=I级(结节数)X 1+Ⅱ级×2+Ⅲ

级X 3+Ⅳ级×4¨o

肺转移抑制率(％)=[对照组肺转移灶数(个)一

实验组肺转移灶数(个)]／对照组肺转移灶数(个)X

100％

6．2瘤细胞CD44表达 实验第7、14、21天每

组取10只小鼠。按如下步骤处理样本后用流式细胞

仪检测CD44阳性率。(1)脱颈处死小鼠，迅速剥离肿

瘤，PBS冲洗，置300目滤网上加4 mL PBS研磨，制成

单细胞悬液；(2)1 000 r／rain离心5 rain，去上清，重复

1次。(3)去上清，加1 mL PBS吹匀，细胞计数，分装，

每管100¨L((肿瘤细胞数约1 X 106)。(4)每管各加

入PE Rat anti—mollse CD44或PE Rat IgG2b．kIsotype

Control 5“L。混匀，4℃避光孵育30 rain。(5)加

2 mL PBS，l 000 r／rain离心5 rain，去上清。(6)每管

加0．5 mL 1％多聚甲醛，混匀，300目网滤过，4℃保

存，2 Et内流式细胞仪检测。(7)流式检测及分析：圈

定瘤细胞团为Rl门，每个样品收集10 000个细胞用

于数据分析，采用Cell Quest软件分析处理样品数据。

6．3血清sP—selectin表达 实验第7、14、2l天
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分别留取小鼠血清，放一80℃冰箱待用。第2l天采

用ELISA法检测小鼠血清sP—selectin水平，严格按照

试剂盒说明书操作。用酶标仪在450 nm处读板，并减

去570 nm处的数值，分析数据。绘制标准曲线，将标

本的OD值转换为浓度值进行数据统计。

7统计学方法采用SPSS 10．0统计软件，多个

样本均数比较采用单因素方差分析，两样本均数比较

采用t检验。以Ot=0．05作为检验水准。

结 果

1各组小鼠不同时间点瘤重及抑瘤率比较(表

1，图1) 除苏木低剂量组外，其余给药各组在3个时

间点瘤重均低于模型组(P<0．05，P<0．01)；且化疗

加苏木高剂量组低于同期化疗组(P<0．05，P<

0．01)。如图1所示。同一时间点各组的抑瘤率由低

到高依次为苏木低剂量组、苏木高剂量组、化疗组、化

表1 各组小鼠不同时间瘤重比较(g,x 4-s)

组别 n1百—{丧丽
模型 10 0．94 4-0．46 3．86-i-0．47 6．28 4-1．00

苏木低剂量 10 0．62±0．20 3．18±0．94 5．98-t-0．72

苏木高剂量 10 0．56±0．24’2．99-i-0．89‘ 5．33±0．49‘

化疗 10 0．29±0．10“2．18±0．92‘ 5．05±1．41‘

化疗加苏木低剂量10 0 1．64±0．51”4．33±0．98”

化疗加苏木高剂量10 0 1．14±0．39”△△3．55 4-1．13”△

注：与模型组同期比较，‘P‘0．05，“P(0．0l；与化疗组同期比

较，凸P<0．05，凸凸P<0．01

图1各组不同时间点抑瘤率变化趋势

疗加苏木低剂量组、化疗加苏木高剂量组。同一处理

组的抑瘤率随时间后延而呈递减趋势。

2第21天各组小鼠肺转移情况比较(表2，图2)

第7、14天各组小鼠均未见肺转移灶，第2l天各给药

组肺转移灶数目均少于模型组(P<0．05，P<0．01)。

表2 第2l天各组小鼠肺转移情况比较

组别 n转移灶个数(个，i±5)肺转移抑制率(％)

注：与模型组比较，+P<O．05，“P<O．01

3各组小鼠不同时间点瘤细胞CD44+表达比较

(表3) 第7天苏木高剂量组及化疗组与模型组比较

差异有统计学意义(tl=8．5 83，P=0．0000；t2=

注：A为模型组，B为苏木低剂量组．C为苏木高剂量组，D为化疗组，E为化疗加苏木低剂

量组，F为化疗加苏木高剂量组：着色深者为肺转移灶

图2 第2l天各组小鼠肺转移灶HE染色图片(大体解剖显微镜下，x12．5)
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6．1343，P=0．0001)；化疗加苏木低、高剂量组因移植

瘤尚未形成，故未检测；第14天化疗加苏木低、高剂量

组与模型组比较差异有统计学意义(t．=7．4811，P=

0．0017；t2=4．2916，P=0．0127)；第2l天化疗加苏木

低、高剂量组与模型组比较差异有统计学意义(t，=

4．8355，P=0．0084；f2=11．0887，P=0．0004)。

表3 各组小鼠不同时间点瘤细胞CD44+

检测值比较(％，i±s)

组别
CD44+

“—1万贾——1再琢■—1函夏
模型 10 92．90±0．72

苏木低剂量 lO 91．77±3。59

苏木高剂量 lO 56．98±4．22”

化疗 lO 71．29±4．60“

化疗加苏木低剂量lO 一

化疗加苏木高剂量lO 一

95．26±1．12 94．92．4-1．2l

87．33±3．19 88．95±2．69

86．97±2．25 87．78±4．02

84．54．I-2．48 87．76±4．8l

83．85±1．43”83．83±3．78”

84．27 4-4．43’85．84±0．74“

注：与模型组同期比较，’P<0．05，一P<0．Ol

4各组小鼠不同时间点血清sP—selectin浓度检

测值比较(表4) 第7天各给药组sP．selectin浓度与

模型组比较差异有统计学意义(t，=4。0454，P=

0．0261；t2=4．0591，P=0．0175；t3=3．4576，P=

0．0299；t4=4．6555，P=0．0096；t5=3．9820，P=

0．0086)；第21天化疗加苏木高剂量组与模型组比较

差异有统计学意义(t=4．8100，P=0．0150)。

表4 各组小鼠不同时间点血清sP-seleetin

检测值比较(pg／L，i±s)

注：与模型组同期比较，’P<0．05，”P(O．01

讨 论

根据四诊合参，大量的临床观察病例显示肿瘤患

者发生转移者多数存在血瘀证的表现，如局部肿块、疼

痛、肌肤甲错、手足麻木、舌暗有瘀斑瘀点、舌下静脉曲

张、脉涩或结代或无等。现代医学也通过对肿瘤患者

血液高凝高黏状态的调查发现，95％的肿瘤转移患者

有一项或多项实验室检查的凝血异常，认为具有“浓、

黏、凝、聚”的血瘀状态可以促进肿瘤的转移¨3。根据

“有是证用是药”的中医理论，活血化瘀药一直广泛应

用于肿瘤的治疗当中。但目前就活血化瘀中药究竟抑

制还是促进肿瘤的侵袭转移这一问题仍未达成共识。

苏木作为常用的活血化瘀药，味辛能散，成人血

分，能活血散瘀、消肿止痛。《新修本草》日：“主破血，

产后血胀闷欲死者。”《日华子本草》：“治妇人血气心

腹痛，月候不调及褥劳，排脓止痛，消痈肿扑损瘀血。”

《本草纲目》：“苏方木乃三阴经血分药，少用则和血。

多用则破血。”古代多用于跌打损伤、血滞经闭、产后

瘀阻腹痛、痛经，心腹疼痛，痈肿疮毒等。现代药理研

究，其含有巴西苏木酚、挥发油(主要为水芹烯、罗勒

烯)及鞣质。煎剂能使离体蛙心收缩增强，水煎醇提

液可增加冠脉流量，促进微循环”’；其提取物具有很

强的抗氧化活性¨’。同时具有抗菌、消炎等作用哺’。

其抗癌作用也已经被一些实验研究所证实。杨广文

等¨。采用苏木水提取液对小鼠肉瘤S180和小鼠白血

病L1210细胞进行了抗癌动物实验。结果表明苏木对

L1210瘤细胞有明显抑制作用，对S180实体癌抑制作

用不明显。乔丽娟等¨。建立小鼠H22肝癌腹水及实

体模型，测定苏木有效成分CAE．B对荷瘤小鼠生命

延长率、抑瘤率、微核率及小鼠血清中恶性肿瘤相关物

质群肿瘤特异性生长因子(tumor supplied group of fae．

tors，TSGF)含量的变化。结果显示CAE—B具有很强

的抗移植性肝癌H22的作用，经治疗荷瘤鼠生命延长

率达145．4％，抑瘤率达47．7％，微核率显著低于阳性

对照环磷酰胺(P<0．001)，治疗组小鼠血清中TSGF

含量明显低于H22对照鼠。张蕻等H。观察不同浓度

苏木水提物(AELS)对HL-60细胞诱导凋亡作用。结

果显示苏木水提物在一定浓度下可诱导HL-60细胞

凋亡。徐建国等¨引观察中药苏木体内外抗肿瘤作用，

结果显示苏木提取液对小鼠肝癌H22腹水瘤在静脉

和腹腔2种途径给药，均能显著延长小鼠的生存时间。

体外对K562细胞也呈明显的杀伤作用。任连生等¨¨

分别采用腹腔注射、肌肉注射和灌胃等给药途径观察

苏木水提物对小鼠移植性腹水瘤EAC、白血病P388、

L1210和肉瘤S180的抑瘤作用，并进行了相应的体外

抑瘤实验。结果表明腹腔注射给药时高剂量组对各种

腹水型移植瘤(EAC、P388、L1210)均有显著的抑制作

用，体外抑瘤实验表明药物对各种瘤细胞均有一定的

杀伤作用，且呈现出明显的量效相关性。但对实体瘤

S180无效。王三龙等¨引采用MTT法检测苏木提取物

对人类慢性髓性白血病K562细胞增殖抑制作用，并

用库尔特全自动颗粒粒度分析药物引起K562细胞体

积大小的分布变化；琼脂糖凝胶电泳测定DNA ladder

及流式细胞术检测细胞周期变化。结果表明苏木浸膏

能明显诱导K562细胞凋亡。并且其抑制癌细胞增殖

呈一定的浓度依赖关系。然而，有关苏木抗肿瘤转移

万方数据
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及其机制的实验研究尚不多见。

本实验通过3个时间点动态观察苏木及苏木联合

化疗各组的抑瘤率，再次验证了苏木抑制肿瘤生长的

作用，并且发现随病期进展其作用有逐渐减弱的趋势。

同时于实验第21天观察各组小鼠肺转移灶数目，结果

表明用药各组的肺转移灶均少于模型组，其中苏木联

合化疗组的肺转移灶最少。实验分3个时间点动态检

测黏附分子CD44和sP-selectin的表达，结果表明苏木

及苏木联合化疗组均可以降低CD44、sP—selectin的表

达，其中化疗联合苏木高剂量组效果为著。我们据此

推测苏木抑制肿瘤细胞的黏附能力可能是其抗转移的

作用机制之一。本实验通过动态观察抑瘤率和抑转移

率，提示肿瘤患者应用苏木时病期越早，疗效越好，化

疗联合苏木比单纯化疗效果要好。这一结论是否适用

于其他活血化瘀药?是否提示在肿瘤晚期应加大活血

化瘀药的剂量或者需经过合理配伍以提高疗效?这都

将需要今后对更多的活血化瘀药物进行更全面深入细

致的研究得出比较可靠的结论。
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