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摘 要!%目的& 探讨蜂房提取物对小鼠
<

!!

肿瘤细胞生长的影响及其抑瘤作用机制' %方法&

将
&"

只小鼠随机分为盐水对照组(氟尿嘧啶组(蜂房高剂量组和蜂房低剂量组"每组
$"

只'

测定荷瘤小鼠的瘤质量和抑瘤率"观察蜂房提取物对肿瘤生长的影响"同时采用免疫组化方
法检测瘤组织中

/!@2A

的表达' %结果& 蜂房高(低剂量组的抑瘤率分别为
=$:B>C

(

!D:%&C

"

与盐水对照组比较差异有统计学意义
EFGH:H$I

#

/!@2A

在
&

组中均呈阳性表达"与盐水对照组
比较"蜂房高(低剂量组

/!@2A

的表达减弱"差异有统计学意义)

FGH:H?

*'%结论& 蜂房提取物对
小鼠

<

!!

移植性实体瘤有明显的抑制作用"其机制可能与降低肝癌细胞内
/!@2A

的表达有关'

主题词!蜂房提取物#
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#抑瘤作用
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通讯作者!刘 勇!主治医师!硕士"大连医科大学附属第一医院!辽
宁 省 大 连 市 西 岗 区 中 山 路
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号 #
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收稿日期!

!H$$M$HM!D^

修回日期!

!H$$M$!M$D

祖国医学以蜂房用药历史悠久"蜂房
c+1P)3 _23!

T,2I

为 胡 蜂 科 昆 虫 果 马 蜂
cF(-13A23 (-1_,52()3

e2]22*I

(日本长脚胡蜂
cF(-13A23 f,T(+15)3 O,)33)*2I

或异腹胡蜂
cF,*,T(-7R1, _,*1, `,R*151)3I

的巢'具有祛

风(攻毒(杀虫(止痛的作用%

$

&

' 蜂房作为一种抗癌中

药"对肺癌(胃癌(子宫癌(白血病等多种恶性肿瘤均

有治疗作用%

!

&

"且毒副作用小' 目前有研究表明"蜂

房乙醇提取物对
<

!!

肝癌荷瘤小鼠的放化疗有显著

的增效作用 %

=

&

'

/!@2A

原癌基因过表达见于多种肿

瘤"如乳腺癌(前列腺癌(甲状腺癌(肝癌等"与肿瘤

的发生(发展及预后关系密切' 本实验以小鼠
<

!!

移

植性实体瘤为模型" 观察蜂房提取物对
<

!!

小鼠移

植性实体瘤增殖的抑制作用及对
/!@2A

表达的影

!DH
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响!以探讨蜂房提取物的体内抗肿瘤机制!为其进一

步开发和临床应用提供理论依据"

$

材料与方法

!"!

实验材料

'!%

周龄
()*(+,

小鼠!雌雄各半!体质量
$%!

!!-

!共
&"

只!购自大连医科大学动物实验中心!动

物合格证号#

./01

$辽%

!23%4222!

&瘤株为小鼠肝癌

腹水瘤细胞系
5

!!

! 由大连医科大学病理教研室提

供& 蜂房生药购于大连医科大学附属第二医院!经

专家鉴定为正品& 氟尿嘧啶注射剂由天津金陵氨基

酸有限公司生产!购自大连医科大学附属第二医院!

批号#

#226$&!

&

.7

免疫组织化学检测试剂盒'

8)(

显色试剂盒'

/"9:;

抗体均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司"

(5"! <=>?@AB

光学显微镜由日本

<=>?@AB

公司生产'滑台切片机为日本樱花牌'恒温

干燥箱由上海精密仪器仪表有限公司生产' 台式高

速离心机
*8CD"!

型由北京医用离心机厂生产'电

热恒温水浴箱
5E."!3

型由江苏太仓市实验设备厂

生产"

!"#

实验方法

$F!G#

蜂房水提取液的制备

参考文献(

&

)方法!将蜂房生药
!D3-

用清水洗

净'粉碎!置煎药机内!加适量水浸没药材&浸泡充分

后加热煮沸!保持微沸
#H

!分离煎出液!收集残渣& 对

残渣依同法煎煮
I

次!收集各次煎出液!得到约
# 333?=

的汤剂煎出液!通过加热浓缩至
D33?=

!沉降过滤并

降至常温& 浓缩液内加入无水乙醇至乙醇浓度为

'3#JK $KL

!装入密封容器内!在
3%

条件下静置沉淀

!!IM

!取上清液通过水浴蒸馏罐蒸去乙醇!得到蜂

房水提取物约
'!GD?=

& 其外观呈深棕褐色'黏稠'透

明'无味!药物浓度按生药量计算为
&-N?=

!冰箱保

存& 使用前用生理盐水配成浓度分别为
3F$!-N?=

'

3F3'-N?=

&

$F!F!

动物模型建立及给药

在无菌条件下!抽取传代
6M

的腹水型
5

!!

小鼠

腹水!用生理盐水调至细胞浓度为
D&$3

' 个
N?=

&

&3

只小鼠右前腋窝下以
6DO

乙醇消毒!皮下注射配制

好的
5

!!

肝癌细胞悬液
"G$?=

! 细胞总数约为
D&$"

D

个!以出现皮丘为接种成功& 将
&"

只小鼠随机分为

盐水对照组'氟尿嘧啶组'蜂房高剂量组和蜂房低剂

量组!每组
$"

只&

!&H

后称重!盐水对照组以生理盐

水
$"?=+P-

灌胃! 氟尿嘧啶组以
!"?-+P-

腹腔注射!

蜂房高剂量组以
!G"-+P-

灌胃!蜂房低剂量组以
$G"-+P-

灌胃!以上各组每天给药
$

次!连续给药
$&M

&

$G!GI

瘤质量!抑瘤率的测定

第
$DM

颈椎脱臼法处死小鼠! 剥离瘤组织称重

备用! 经病理证实瘤组织是肝癌腹水瘤细胞系细胞

株所致的实体瘤!计算抑瘤率&

抑瘤率 $

O

%

Q

$对照组平均瘤质量
R

实验组平均

瘤质量%

N

对照组平均瘤质量
&$""O

$G!G&

免疫组化法检测肿瘤组织中
/"9:;

的表达

将剥取的瘤组织用
$"O

福尔马林液固定!固定

的标本进行脱水!常规石蜡包埋!于肿瘤组织最大横

断面切片!厚度约
&!?

!切片经二甲苯脱蜡!梯度酒

精 脱 水 !

"G"$?S=N* 7(.

冲 洗 ! 置
IO 5

!

<

!

孵 育

$"?TU

!阻断内源性过氧化物酶活性!

7(.

冲洗&滴加

"G"$?S=N*

柠檬酸盐缓冲液 !

$""'

微波修复抗原

$"?TU

!自然冷却
I"?TU

左右!至室温
7(.

冲洗& 加

入封闭用正常山羊血清!室温孵育
$"?TU

!倾去血清

勿洗!滴加适量一抗$

/"9:;

抗体%!

&'

过夜!

7(.

冲

洗! 加入聚合物辅助剂 $试剂
$

%!

I6'

孵育
!"?TU

!

7(.

冲洗! 滴加辣根酶标记抗兔
V-W

多聚体 $试剂

!

%!

I6'

孵育
!3?TU

!

7(.

冲洗!

8)(

显色! 苏木精复

染!脱水!透明!中性树胶封片& 以
7(.

替代一抗作阴

性对照&

!"$

结果判定

免疫组织化学染色采用
V77

图像分析软件半定

量检测阳性染色物质的面积及积分光密度! 求平均

光密度! 用平均光密度值代表组织中
/"9:;

蛋白表

达水平的高低&

!"%

统计学处理

采用
.7.. $$G3

统计软件分析! 数据均以
!!"

表示!采用单因素方差分析进行检验!组间比较采用

*.8

法&

7X3G3D

为差异有统计学意义&

!

结 果

#"!

瘤质量!抑瘤率的测定

氟尿嘧啶组'蜂房高'低剂量组瘤质量与盐水对

照组比较均有显著性差异
J7X3G3$Y

!蜂房高'低剂量

!6$
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组与氟尿嘧啶组比较亦有显著性差异
<=>?:?@A

!氟尿

嘧啶组" 峰房高" 低剂量组抑瘤率分别为
@!:?BC

"

D$:EBC

"

!F:%&C

! 见表
#

!

!"! /!G2H

的表达

免疫组化结果显示#

&

组
/!G2H

均呈阳性表达#

/!G2H

的阳性表达定位于细胞质或细胞膜上# 呈棕

黄色$图
#

%! 结果显示蜂房高"低剂量组和氟尿嘧啶

组
/!G2H

的表达均减弱# 与盐水对照组比较均有显

著性差异
I=>?:?@A

#蜂房高"低剂量组与氟尿嘧啶组

比较亦有显著性差异
J=>?:?@K

#见表
!

!

D

讨 论

肿瘤的传统治疗以手术和放"化疗为主#这些方

法确实能清除大部分的癌细胞# 但其带来的副作用

和对患者免疫功能的影响是不容忽视的&

@

'

! 蜂房为

一传统中药#始载于(神农本草经)

L

*主惊痫疭#寒热

邪气癫疾#肠痔+!(本草汇言)解其,*能驱风攻毒#散

疔肿恶毒+! (本草求真)曾指出
L

*蜂房为清热软坚散

结要药+! 目前研究已发现其具有抗菌"抗炎"抗病

毒"抗肿瘤"抗溃疡"镇静麻醉等作用&

B

'

! 目前对于蜂

房抗肿瘤作用研究多局限于体外# 蜂房提取物对活

体肿瘤的抑制作用报道很少&

D

'

!吴德全等&

&

'向淋巴细

胞胰岛混合培养系统中加入
D

种不同浓度的蜂房水

提取液# 结果发现其对淋巴细胞胰岛混合培养系统

中的淋巴细胞转化有抑制作用# 且随浓度增加抑制

作用增强#提示蜂房可以抑制
M

细胞介导的免疫功

能! 已有研究表明蜂房蛋白体外对白血病细胞增殖

表
$

各组瘤质量及抑瘤率的比较

组别
剂量

&

N6O

$

P6

-

Q

%'

瘤质量
$

6

%

抑瘤率
$

R

%

盐水对照组
S #:E&"?:@% S

氟尿嘧啶组
!?:? ?:ED"?:!%

!

@!:?B

蜂房高剂量组
!:? #:D!"?:!%

!"

D#:EB

蜂房低剂量组
#:? #:&?"?:D#

!"

!F:%&

注,与盐水对照组比较#

!

=!>?:?#

.与氟尿嘧啶组比较
8

"

=!>?:?@

!

表
!

各组
/!G2H

蛋白的表达情况

组别 平均光密度值$

!!"

%

盐水对照组
D#@DF!:D?"&@!%B:%!

氟尿嘧啶组
!!F#E?:##"DB@%E:!?

!

蜂房高剂量组
!F?!FE:%D"D&E@%:%F

!"

蜂房低剂量组
!F%?!%:?F"&&?E?:!B

!"

注,与盐水对照组比较#

!

=>?:?@

.与氟尿嘧啶组比较#

"

=>?:?@

!

图
#

各组
/!G2H

的免疫组化表达
<T= #&??K

U

盐水对照组

V

氟尿嘧啶组

/

蜂房高剂量组

W

蜂房低剂量组

!F!
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有明显抑制作用!并可诱导其凋亡!并呈现典型的细

胞凋亡形态学改变"

'

!

%

#

$ 本实验结果表明蜂房提取物

对
(

!!

小鼠移植性实体瘤增殖有明显的抑制作用!蜂

房高% 低剂量组抑瘤率分别为
)$*+,!

和
!'*%&!

!但

与氟尿嘧啶组比较抑瘤作用还是具有一定差距
-./

"*"01

$ 氟尿嘧啶是临床上常用的肿瘤化疗药物!本实

验中也显示出十分显著的抑瘤作用! 但氟尿嘧啶组

荷瘤小鼠用药期间体重下降%活动少%掉毛%精神%饮

食都比较差$ 而蜂房各剂量组给药期间小鼠一般状

况较好!未发生此现象!提示其毒性小!使用安全$

随着分子生物学研究的进展! 多项研究证实肿

瘤细胞的发生% 分化和转移与细胞间的信号传导有

关$ 肝细胞生长因子
-2345678963 :;7<62 =5867;

!

(>?@

是一种很强的刺激肝细胞增殖的丝裂原$

A"B36

蛋

白是
(>?

的特异膜受体!为一种跨膜蛋白!由原癌

基因
A"B36

编码!具有酪氨酸激酶活性$

(>? #A"B36

信号传导通路广泛存在于各种细胞中! 对多种组织

器官的生长发育具有重要的生理调节作用$ 但当细

胞过度表达
(>?

或
A"B36

时!常常导致肿瘤细胞的

侵袭%转移 "

+

#

$

(>?

激活
A"B36

!可导致
;5C $

致分裂

素激活蛋白
-BD.@

激酶%磷脂酰肌醇
)"

激酶
$

蛋白激

酶
E

等信号转导途径的级联激活!细胞发生一系列

生物学效应!如分散%细胞运动%侵袭%细胞迁移以及

最终转移等$ 目前已明确!

A"B36

在正常组织中表达

很低!而在肝癌%胃癌%肺癌%结肠癌%乳腺癌和淋巴瘤

等恶性肿瘤中则激活!并高水平表达"

$"

#

!与多种人类

肿瘤的发生%发展有关$ 干预
(>?F A"B36

的信号表

达能够抑制肿瘤的恶性转化%血管形成%癌性生长和

浸润"

$$

#

$ 本实验结果显示!

A"B36

在
&

组中均呈阳性

表达!与盐水对照组比较!蜂房高%低剂量组
A"B36

的表达减弱!差异有统计学意义
-./"*"0@

!表明蜂房

提取物能抑制
(

!!

小鼠移植性实体瘤
A"B36

的高表

达!具有抗肿瘤作用$抑制
A"B36

的高表达可能是蜂

房提取物抗肿瘤主要作用机制之一! 但有关蜂房的

抗肿瘤作用机制及其与荷瘤机体免疫功能之间的关

系!尚有待进一步分析$
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