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  [ 摘要]  目的: 采用血清药理学的方法,观察小半夏加茯苓颗粒对肝癌 SMMC-7721 细胞的抑制作用。方法: 设空白对照

组、环磷酰胺( CTX) 组、原方汤剂组及颗粒剂不同剂量组, 分别制备成含药血清与体外培养的肝癌 SMMC-7721细胞共孵,倒置

显微镜观察各组 SMMC-7721 细胞生长形态变化以及用 MTT法检测其细胞增殖抑制率。结果: 与空白对照组比较, CTX 组、原

方汤剂组以及颗粒不同剂量组均使 SMMC-7721细胞生长形态发生明显改变, 细胞生长不良, 细胞数量减少; MTT实验结果显

示 CTX组、汤剂组、颗粒不同剂量组对 SMMC-7721 细胞作用 24 h、48 h、72 h后, 细胞增殖抑制率逐渐升高( P < 0. 05) 。各时段

内各中药组对细胞的抑制率均低于 CTX组( P < 0. 05) ,原方汤剂组与颗粒大剂量组无显著差异( P > 0. 05) 。结论:小半夏加茯

苓颗粒含药血清对体外培养的肝癌 SMMC-7721细胞具有明显的抑制作用,且其作用呈现时间-效应关系和剂量-效应关系。
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  小半夏加茯苓颗粒是《金匮要略》中经典止呕

方剂小半夏加茯苓汤的改良剂型
[ 1]
。本课题组前期

实验表明该方防治家鸽实验性化疗呕吐作用显

著
[ 2]
。鉴于有学者提出痰饮是肿瘤发病的重要病机

之一
[ 3] ,针对其主要病机,本研究拟用该方进行抗肿

瘤的相关研究, 观察该方颗粒含药血清对肝癌

SMMC-7721 细胞生长的影响,为临床运用该方抗肿

瘤提供实验依据。

1 材料

1.1 动物 健康 SD大鼠 60 只,体重 ( 210 ±10) g,

雌雄各半, 清洁级, 合格证号 0003377,由重庆市中

药研究院实验动物研究室提供。

1.2 瘤株  人肝癌 SMMC-7721 细胞株,由中国科

学院上海细胞生物学研究所提供。

1.3 药品和试剂 小半夏加茯苓汤由半夏 18 g、生

姜 15 g、茯苓 9 g组成,按照传统方法水煎,生药 1 g·

g - 1 ,药材由北京同仁堂有限公司提供,小半夏加茯

苓颗粒由本院制剂研究中心提供,生药 1 g·g
- 1

;环

磷酰胺 ( CTX) 由江苏恒瑞医药股份有限公司生产,

批号 07051121; RPMI-1640 培养基 ( 干粉 ) 为美国

Gibco公司;小牛血清( FCS) 杭州四季青生物工程材

料公司,批号 071115, 0. 25%胰蛋白酶溶液为 Gibico

公司; D-hank�s液由贵阳医学院组织与干细胞工程

中心实验室提供;�唑蓝( MTT) 溶液为 Sigma公司

( 批号 8180) ;二甲基亚砜( DMSO) 分析纯,上海试剂

二厂( 批号 20080626) 。

1.4 仪器  SW-CJ-1FD超净工作台,苏净集团安泰

公司; CO2 恒温细胞培养箱, 美国 Thermo 电子;

TS100-F倒置光学显微镜, 日本尼康公司; 通用酶标

仪, BIO-TEX ELX800uv, 美国产品;脱色摇床, TS-1,

江苏海门设备厂。

2 方法

2.1 肝癌 SMMC-7721 细胞的复苏与传代培养  将

冻存于液氮中的肝癌 SMMC-7721 细胞株取出, 复

温,低速离心洗涤 2 次,将细胞悬液接种入培养瓶,

以含 10%小牛血清及青霉素、链霉素各 100 U·mL- 1

的 RPMI-1640 培养基,在 37℃, 5% CO2 饱和湿度培

养箱内培养,次日倒置显微镜下观察,待细胞完全贴

壁后,用 D-hank�s 液清洗细胞 3 遍,更换培养液。1

～2 d清洗换液 1 次。每日镜下观察,当细胞铺满瓶

底时进行传代,先用 D-hank�s液清洗细胞 3 遍,加入

适量胰蛋白酶消化液,置 37 ℃培养箱内 5 min,镜下

观察当细胞间隙增大、细胞形态变圆时,使用含有小
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牛血清的培养液终止消化,用吸管吹打细胞使之完

全脱落, 1 000 r·min
- 1
离心后, 加入新鲜培养液混

悬,平均分装入 2 个培养瓶中。

2.2 含药血清的制备 60 只健康 SD大鼠,适应性

饲养 1 周后随机分为 6 组, 每组 10 只, 空白对照组

ig生理盐水 2. 4 mL/只, Bid, CTX组: ip CTX 注射液

0. 55 mL, 1 次 / d( 50 mg·kg - 1 ) ,原方汤组 ig原方汤

药剂 2. 4 mL, Bid;原方颗粒大、中、小剂量组(分别 ig

原方颗粒药液 2. 4, 1. 2, 0. 6 mL/只, Bid,相当于剂量

20, 10, 5 g·kg
- 1
·d

- 1
) 。连续给药 3 d,末次给药 1 h

后大鼠股动脉取血
[ 4 ]
。离心分离血清, 同组血清混

合, 56℃, 30 min灭活,经 0. 22 μm微孔滤膜过滤除

菌,获得 6 组含药血清,置 - 20℃冰箱保存备用。

2.3 倒置显微镜下观察细胞形态变化 选择生长

状态较好,处于对数生长期的 SMMC-7721 细胞,用

D-hank�s液洗涤 3 遍后,加入适量胰蛋白酶消化液,

至 37℃培养箱内 5 min,镜下观察当细胞间隙增大、

细胞变圆时,加入含 10% 小牛血清的培养液终止消

化。用吸管吹打细胞使之脱落,转移细胞至离心管,

经1 000 r·min
- 1
离心后,用培养液制成细胞悬液并

调浓度至 1 ×105
·mL - 1 , 取 96 孔平底培养板, 各孔

加入 200 μL细胞悬液,入 CO2 培养箱培养,待细胞

完全贴壁后,将细胞分为 6 组,每组 12 个复孔,每孔

加入相应含药血清, 使终浓度为 10% ,继续培养 24

h后,取出培养板于倒置显微镜下( ×400) 观察细胞

形态变化并拍照。

2.4 MTT法检测细胞增殖抑制率 SMMC-7721 细

胞的选择、浓度、培养均同 2. 3。分别于 24 h、48 h、

72 h后,每板各组取出 4 孔进行 MTT检测( 按常规

方法进行) 。

在酶标仪 570 nm波长处测定各孔光吸收值

( OD值) ,重复 3 次,取其平均值,并计算细胞增殖

抑制率。

2.5 数据处理  数据均以 珋x ±s 表示, 采用 SPSS

11. 0 统计软件进行分析。组间比较采用单因素方

差分析 LSD法或 Tunnett�s C检验法 ( 用于不满足方

差齐性的数据处理) P < 0. 05 为差异有显著意义。

3 结果

3.1 细胞形态变化  与空白对照组比较, CTX 组、

原方汤剂及颗粒剂组等各组含药血清作用后的细胞

形态发生明显改变,呈现出生长受阻状态,甚至有些

细胞脱落,细胞数目减少,如图 1 所示。

3.2 细胞增殖抑制率 与同时段空白对照组比较,

各给药组 OD值均显著下降( P < 0. 01) 。各时段各

中药组对细胞的抑制率均低于 CTX 组( P < 0. 05) ,

原方汤剂组与颗粒大剂组无显著差异 ( P > 0. 05) 。

同时段内颗粒大、中、小剂量组比较, 均表现为随剂

量的加大,抑制率逐渐升高( P <0. 05) (见表 1)。
表 1 含药血清对 SMMC-7721细胞 OD 值及抑制率的影响 ( 珋x±s, n = 4)

组别
剂量

/g·kg - 1·d - 1

24 h 48 h 72 h

OD 值 抑制率 /% OD值 抑制率 / % OD值 抑制率 / %

空白对照 — 2. 020 ±0. 053 — 2. 156 ±0. 014 — 2. 186 ±0. 002 —

CTX 0. 05 1. 613 ±0. 0221) 20. 12 1. 416 ±0. 0071 ) 34. 33 1. 394 ±0. 0131) 36. 22

原方汤剂 20 1. 666 ±0. 0271) 17. 532 ) 1. 616 ±0. 0101 ) 25. 052) 1. 603 ±0. 0061) 26. 692)

颗粒 20 1. 706 ±0. 0191) 15. 5522, 3) 1. 658 ±0. 0141 ) 23. 082, 3) 1. 669 ±0. 0251) 23. 652, 3)

10 1. 810 ±0. 0351) 10. 372 ) 1. 775 ±0. 0291 ) 17. 682) 1. 718 ±0. 0161) 21. 402)

5 1. 907 ±0. 0121) 5. 582 , 3) 1. 880 ±0. 0091 ) 12. 782, 3) 1. 836 ±0. 0101) 16. 012, 3)

  注 :与同时段空白组比较 , 1) P < 0. 01; 与同时段西药组比较 , 2) P < 0. 05; 与同时段颗粒中剂量组比较 , 3) P <0. 05。

4 讨论

小半夏加茯苓颗粒由半夏、生姜、茯苓组成,有

关资料报道半夏、生姜、茯苓单味药分别具有不同程

度的抗肿瘤作用
[ 5 ～8]

,但三味药组成的复方是否具
有抗肿瘤作用,未见报道。本研究观察表明:环磷酰

胺组、原方汤剂组及颗粒各剂量组含药血清作用后

的 SMMC-7721 细胞形态发生改变,原本呈铺路石样

的细胞变为圆形,细胞间及细胞与培养瓶之间的连

接受影响甚至被破坏,细胞间隙加大,其中环磷酰胺

组、原方汤剂组、颗粒大剂量组细胞形态改变较明

显,可见脱落悬浮于培养液内的细胞, 细胞数目减

少。由此说明原方汤剂及颗粒大剂量组含药血清对

体外培养的肝癌 SMMC-7721 细胞有明显抑制作用。

MTT检测结果表明原方汤剂及其颗粒对肝癌

SMMC-7721 有抑制增殖的作用,且其抑制作用呈现

时间-效应关系。MTT检测结果还表明同时段内各

中药组对细胞的抑制率均低于 CTX 组( P < 0. 05) ,

原方汤剂组与颗粒大剂量组无显著差异 ( P >

0. 05) 。同时段内颗粒不同剂量比较, 显示出剂量-

效应关系。
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图 1 各组肝癌 SMMC-7721细胞形态 ( ×400)

注 : 空白对照组细胞呈正常贴壁细胞形态 , 铺路石样 ,贴壁牢固 ,细胞轮廓清晰 , 胞膜光滑 , 细胞间隙小 ,胞浆中无颗粒。CTX肿瘤细胞变圆 ,

胞浆浓缩 ,胞浆内颗粒增多、增粗 , 细胞膜边缘变粗糙 , 细胞皱缩 , 与周围细胞失去结合并脱落 , 可见细胞碎片及大量脱落细胞悬浮于培养液

中 , 细胞数目减少。原方汤剂组变化与 CTX组相似。颗粒大剂量组细胞形态明显改变 , 胞内颗粒沉积 , 细胞与细胞间失去结合并脱落 , 细胞

数量减少。颗粒中剂量组细胞形态改变 ,细胞间隙加大 ,细胞间连接不牢固 ,胞内颗粒增多 ,细胞数量较前减少。颗粒小剂组作用 24 h后细

胞间隙加大 , 形态不规则 ,贴壁不牢固 , 可见胞内颗粒 , 细胞数量减少 , 仍有少量细胞形态正常。

 

有关小半夏加茯苓药及其颗粒抑制 SMMC-

7721 细胞的作用机制尚需进一步的研究。
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