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华蟾素注射液对 H 22荷瘤小鼠体内 β-内啡肽的影响
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  [摘要]  目的: 探讨华蟾素注射液对 H22荷瘤小鼠体内 β-内啡肽的影响。方法: 24只昆明小鼠右腋皮下注射小鼠 H 22肝

癌细胞建立荷瘤模型,随机分设为模型组和华蟾素组,另设正常组,每组 12只。用 ELISA法测定各组小鼠肿瘤周围组织( 正常

组在相同部位) 和血浆中的 β-内啡肽的含量。结果: 华蟾素组的小鼠肿瘤周围组织中的 β-内啡肽的含量高于模型组和对照组,

差异具有显著性;而在血浆中,模型组的小鼠的 β-内啡肽的含量高于华蟾素组和正常组。结论:华蟾素注射液能够显著的升高

H22荷瘤小鼠肿瘤周围组织中 β-内啡肽的含量, 而对其血浆中的含量影响较小。
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  华蟾素注射液 ( Cinobufagin injection) 是我国自

行研制与开发的二类新药,它是从中药中华大蟾蜍

( Bufo G argarizans Cantor) 全皮中提取的主要有效成

分,目前已广泛用于肝癌、肺癌等多种恶性肿瘤的治

疗及肿瘤相关并发症的辅助治疗
[ 1]
。近年来大量的

临床研究表明
[ 2-3 ] ,华蟾素不仅治疗恶性肿瘤的效果

显著,而且改善癌痛患者的生活质量作用也十分突

出。从目前已有的药理学研究来看,华蟾素发挥缓

解癌痛的作用并非仅仅是因为能够缩小瘤体以减少

对组织神经压迫和侵蚀来减轻疼痛,而有其它的途

径。王加真等
[ 4]
人发现华蟾素的镇痛作用是通过阿

片受体介导的。而临床报道华蟾素注射液虽有缓解

癌痛的作用,但却没有发现阿片类药物引起的中枢

副作用,诸如呼吸抑制、成瘾、耐受等,从而说明其镇

痛作用可能是通过作用于外周的阿片受体介导的。

而β-内啡肽 ( β-endorphin, β-END) 肽链不易受酶裂

解,较其它种类的内啡肽更易于与受体结合,镇痛作

用强而持久
[ 5]
。因此,本研究观察了华蟾素注射液

对 H22荷瘤小鼠体内 β-内啡肽的影响,以期为阐明

其镇痛机制提供一定的线索。

1 材料

1.1 动物与细胞株  本试验使用的动物全部为雌

性昆明小鼠( 体重 18 ～20 g) ,清洁级,由湖北省实验

动物中心提供 [ 合格证号 SCXK( 鄂 ) 2008-0005] 。

实验期间动物分笼饲养,光暗周期 12 h/12 h, 自由

取食和饮水。小鼠肝癌 H22细胞由本校免疫教研室

保存,以腹水型传代保种,第 3 代用于实验。

1.2 药品与试剂 华蟾素注射液( 安徽金蟾生化股

份有限公司生产, 生产批号 080908-2) , 注射时用

0. 9% 氯化钠按 1∶2稀释,配制成浓度为含原生药

0. 25 g· mL
- 1
的溶液。β-END 的 ELISA 试剂盒

( R&D, USA) 。

1.3 主要仪器 电子分析天平( MP200A 型) ,上海

良平仪器厂生产;三用恒温水箱( DK-600S型) ,上海

精宏实验设备有限公司。

2 方法

2.1 H 22肝癌细胞悬液的制备 肝癌 H 22细胞株

昆明小鼠体内连续传代 3 代后,取接种 7 d 的 H 22

肝癌腹水型荷瘤小鼠,用无菌注射器无菌条件下抽

腹水放入小烧杯置于冰盒上。取少量腹水台酚蓝染

色后,光镜下观察活瘤细胞数 ( > 95% ) ,以生理盐

水稀释,调整细胞浓度为细胞计数板下瘤细胞数为

5×106
个 /mL。

2.2 肿瘤动物模型制作  于无菌条件下每只鼠于

右腋部 sc 0. 2 mL ( 约含瘤细胞数 1 ×10
6
个 ) H 22

肝癌细胞悬液制成 H 22荷实体瘤小鼠模型。全程

严格无菌操作, 1 h内完成。

2.3 试验分组及给药 小鼠造模后第 3 天,随机分

为 2 组,模型组和华蟾素组,另设正常组 ( 不造模 ) ,

每组 12 只。第 8 天,开始给药。正常组和模型组每
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只小鼠 ip生理盐水 0. 2 mL, 华蟾素组每只小鼠 ip

华蟾素 0. 2 mL
[ 6 ]
按原生药量计为2 500 mg·kg

- 1
。

以上给药均为 1 次 /天,连续 3 d。

2.4 一般状况观察  在整个试验过程中观察各组

小鼠的一般状况。

2.5 标本采集和制备  末次给药后,眼球取血,立

即置入含有 EDTA-Na2 ( 5 g· L- 1 ) 和抑肽酶 ( 500

KIU·mL - 1 ) 的试管中, 4 ℃离心 10 min, 取上层血

浆置入 - 40 ℃冰箱中待测。颈椎脱臼法处死小鼠,

然后再取肿瘤局部组织约 0. 1 g( 正常组在相同部位

取组织) ,然后在电子天平上称重,按 1∶2. 5 倍加入

PBS,于匀浆器中进行匀浆, 然后低温离心 ( 3 000

r·min
- 1

, 10 min) ,取上清液置于低温冰箱中保存

( - 40 ℃) 待测。β-END的含量用 ELISA试剂盒测

定,操作严格按照试剂盒的说明进行。

2.6 统计学处理  采用 SPSS 10. 0 统计分析软件

处理试验结果。试验数据以 珋x±s表示,各组间比较

采用 t检验。

3 结果

3.1 小鼠一般状况的观察 接种 4 d内,小鼠外观

无明显改变,接种后第 5 天,所有造模的小鼠可触及

右腋皮下瘤块,局部肿胀,已有压迫症状,但小鼠行

动正常。第 7 天,所有造模的小鼠局部肿胀明显,压

迫症状明显,小鼠的右前肢行动迟缓,且常见小鼠的

右前肢不着地。第 10 天末次给药后,所有造模的小

鼠局部肿胀,压迫症状依然明显,模型组的小鼠右前

肢几乎都不着地,跛行,而且非常少动。而华蟾素组

的小鼠症状明显有所改善,但偶见小鼠的右前肢不

着地。正常组的小鼠状态未见异常。

3.2 华蟾素对 H 22荷瘤小鼠血浆中的 β-END的影

响 模型组的含量虽然高于正常组和华蟾素组,但

差异无统计学意义(表 1)。
表 1 华蟾素对 H 22肝癌荷瘤小鼠血浆及肿瘤周围组织中

β-END 的影响 ( n = 12, 珋x±s) pg·mL - 1

组别
剂量

/mg·kg - 1
血浆中 β-END

肿瘤周围组织中

β-END

正常 - 145. 26 ±32. 52 176. 01 ±1 . 301)

模型 - 257. 51 ±105. 90 282. 69 ±78. 68

华蟾素 2 500 163. 92 ±11. 96 455. 76 ±47. 782)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01。

3.3 华蟾素对 H 22荷瘤小鼠肿瘤周围组织中的 β-

END的影响 从正常组到华蟾素组呈递增的趋势,

与正常组相比, 具有显著性差异 ( P < 0. 05, P <

0. 01,表 2) ,华蟾素组与模型组的差异也具有显著

性( P < 0. 01,表 1) 。

4 讨论

β-内啡肽属于众多内源性阿片肽 ( Endogenous

opioid peptides, EOP) 中的一种,研究表明它是重要

的镇痛物质,而且与机体的免疫系统有关 [ 9 ]
。它不

仅存在于中枢神经系统中, 而且在外周也有分布。

外周的 β-内啡肽主要合成于外周血的单核细胞中,

其中在 T记忆细胞中含量较高
[ 10 ]
。

本实验结果表明华蟾素能够显著的升高 H22荷

瘤小鼠肿瘤周围组织中的 β-END的含量,而对其血

浆中 β-END的含量影响较小,说明华蟾素的镇痛作

用也许与升高外周的 β-END的含量有关。关于华

蟾素治疗癌性疼痛的确切机制,还有待于做进一步

的研究。
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