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摘 要 目的：探讨蛞蝓提取物（LE）对环磷酰胺（CTX）治疗肝癌的增效减毒作用。方法：将小鼠随机分为正常组，模型组，CTX

组（0.02 g/kg），LE低、中、高剂量组（即LEL、LEM、LEH组，0.6、1.2、2.4 g/kg），CTX+LE低、中、高剂量联用组（即CTX+LEL、CTX+

LEM、CTX+LEH组，剂量同各单药组），每组10只。除正常组外，其余各组小鼠均于左腋下接种小鼠肝癌细胞H22以复制荷瘤模

型。接种24 h后，正常组和模型组小鼠灌胃生理盐水，各给药组小鼠分别灌胃相应药物，每日1次，连续10 d。末次给药后第2天，

观察各组小鼠一般情况，测定体质量和胸腺指数（LI）、脾指数（SI），检测抑瘤率，并采用金氏公式评估联合用药的效果（q）；检测模

型组、CTX组和各联用组小鼠的白细胞（WBC）、红细胞（RBC）、血小板（PLT）计数以及血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨

酶（ALT）、血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）含量，并采用比色法和酶联免疫吸附测定（ELISA）法分别检测上述各组小鼠肿瘤组织中丙二醛

（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）、还原型谷胱甘肽（GSH）活性以及血管内皮生长因子（VEGF）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白

细胞介素6（IL-6）水平；采用免疫组化法检测模型组、CTX组和CTX+LEM组小鼠肿瘤组织中癌基因蛋白（p53、Bcl-2、Bax）的表达

水平。结果：模型组小鼠精神不佳，且出现多饮、多食症状；其体质量、TI、SI虽较正常组无明显异常（P＞0.05），但其WBC计数、

AST含量均显著升高，ALT、BUN含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，各给药组小鼠上述症状有所改善；各给药

组的瘤体质量，CTX组的TI、SI以及各联用组的TI均显著降低，但LEL组、LEH组的瘤体质量，LE单用组及各联用组的TI、SI均显

著高于CTX组，各联用组的瘤体质量均显著低于CTX组（P＜0.05或P＜0.01）；各给药组的抑瘤率为29.58％～72.08％，CTX+LEL

组、CTX+LEM组、CTX+LEH组的q值分别为1.03、0.97、0.86。与模型组比较，CTX组小鼠的WBC计数和AST、BUN含量，各联用

组的 MDA 含量，各给药组的 VEGF、TNF-α、IL-6水平以及 CTX 组和 CTX+LEM 组的 Bcl-2表达水平均显著降低，各给药组的

SOD、GSH活性以及CTX+LEM组的p53表达水平，CTX组和CTX+LEM组的Bax表达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；但

各联用药组的WBC计数和AST含量以及CTX+LEM组的ALT含量，CTX+LEH组的SOD活性和CTX+LEM组的GSH活性均显

著高于CTX组，CTX+LEH组的MDA含量，CTX+LEM组、CTX+LEH组的VEGF、TNF-α水平和各联用组的 IL-6水平均显著低于

CTX组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：LE和CTX联用具有相加的抑瘤作用，且LE可减少CTX致小鼠免疫功能减退、骨髓抑制等毒

性反应，具增效减毒的作用。这种作用可能与抗氧化应激、抑制血管生成和炎症因子分泌以及调控凋亡蛋白的表达有关。

关键词 蛞蝓提取物；肝癌；抗氧化应激；血管生成；细胞凋亡；增效减毒；小鼠

Effect of Increasing Efficacy and Decreasing Toxicity of Limax Extract on Cyclophosphamide in the

Treatment of Hepatocellular Carcinoma

HUANG Tianmin1，YANG Yingxia1，ZHANG Hongliang1，CHEN Lixiu2，HUANG Xiang2，3，XIE Jinkui2，HUANG

Renbin2，YANG Yufang1（1. Dept. of Pharmacy，the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，

Nanning 530021，China；2. Dept. of Pharmacology，Guangxi Medical University，Nanning 530021，China；

3. Dept. of Pharmacology，Guangxi Medical College，Nanning 530021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effect of increasing efficacy and decreasing toxicity of Limax extract （LE） on

cyclophosphamide（CTX）in the treatment of hepatocellular carcinoma. METHODS：The mice were randomly divided into normal

group，model group，CTX group（0.02 g/kg），LE low-dose，

medium-dose and high-dose groups（LEL，LEM，LEH group，

0.6，1.2，2.4 g/kg），CTX + LE low-dose，medium-dose and

high-dose combination groups（CTX+LEL，CTX+LEM，CTX+

LEH group，the same dose as single drug group），with 10

mice in each group. Except for normal group，other groups
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肝癌（Hepatocellular carcinoma）是目前我国排第 4

位的常见恶性肿瘤及致死病因排第3位的肿瘤。每年新

发病例超全球肿瘤新发病例总数的一半，严重危害人们

的生命健康[1-2]。肝癌发病机制复杂，其病因尚未完全阐

明；加之现有化疗药物的安全性欠佳，可能导致患者机

体免疫功能下降而使得治疗效果受到影响 [3]。由此可

见，肝癌的临床治疗仍然面临严峻的挑战，故寻找有效、

安全的肝癌治疗药物备受学者关注。

蛞蝓 Agriolimax agrestis L.属软体动物门腹足纲柄

眼目蛞蝓科，因其形似蜗牛却无壳，浑身黏液，故俗称为

“鼻涕虫”。研究表明，蛞蝓虫体中含有多糖类和蛋白类

活性成分，其活性提取物对肺腺癌细胞A549、肉瘤细胞

S180、宫颈癌细胞HeLa等均具有较好的体内外抑制作

用，且毒性较低[4-5]。本课题组前期研究发现，蛞蝓提取

物（Limax extract，LE）可抑制肝癌细胞H22的生长，具有

一定的开发价值。

化疗是目前临床治疗肿瘤的主要手段，环磷酰胺

（Cyclophosphamide，CTX）是应用最广泛的传统化疗药

物之一，但CTX可通过血液循环激活其自身代谢产物丙

烯醛，从而对机体正常细胞产生毒性作用，如骨髓抑制

和免疫抑制等，治疗效果有限[3]。研究表明，中药联合化

疗药物可提高抗肿瘤疗效和/或减少副作用[3，6]。同时，

有研究报道LE联合化疗药物在体外对肝癌细胞具有凋

亡诱导作用[7]。为进一步探索LE的体内抗肝癌作用，本

研究通过建立H22荷瘤小鼠模型，研究LE对CTX治疗

肝癌的增效减毒作用，旨在为临床抗肝癌联合药物方案

的选择提供参考。

1 材料

1.1 仪器

Spectra Max Plus 384型酶标仪（香港分子仪器有限

公司）；TU-180型紫外-可见分光光度计（北京普析通用

仪器有限责任公司）；CKX41型倒置显微镜（日本Olym-

pus 公司）；7100型全自动生化分析仪（日本 Hitachi 公

司）；XT-2000I 型血细胞分析仪（日本 Sysmex 公司）；

were inoculated with hepatoma cells H22 in the left armpit to establish tumor bearing models. After 24 h of inoculation，normal

group and model group were intragastrically given normal saline， and administration groups were intragastrically given

corresponding drugs，once a day，for 10 days. On the second day after the last administration，the general conditions of mice in

each group were observed；the body mass，thymus index（LI），spleen index（SI）were measured；the tumor inhibition rate was

detected. The effect（q）of combination therapy was evaluated by King’s formula. The counts of WBC，RBC and PLT，serum

contents of ALT，ALT，Scr and BUN were detected in model group，CTX group and combination groups，and the contents of

MDA，SOD and GSH，the levels of VEGF，TNF-α and IL-6 in the tumor tissue were detected by colorimetry and ELISA in above

groups. The protein expression of oncogenes （p53，Bcl-2 and Bax） were detected by immunohistochemical method in model

group，CTX group and CTX + LEM group. RESULTS：The mice in the model group were in poor spirit and had symptoms of

excessive drinking and eating；although the body weight，TI and SI were not significantly abnormal compared with normal group

（P＞0.05），WBC count and AST content were significantly increased，ALT and BUN contents were significantly decreased（P＜

0.05 or P＜0.01）. Compared with model group，above symptoms of mice were all improved in administration groups. The tumor

weight of administration groups，TI and SI of CTX group and TI of combination groups were decreased significantly，but tumor

weight of LEL group and LEH group，TI and SI of LE single groups and combination groups were significantly higher than CTX

group；tumor weight of combination groups were significantly lower than CTX group（P＜0.05 or P＜0.01）. The tumor inhibition

rates of administration groups were 29.58％-72.08％. The q values of CTX+LEL group，CTX+LEM group and CTX+LEH group

were 1.03，0.97 and 0.86，respectively. Compared with model group，WBC count，AST and BUN contents of CTX group，MDA

contents of combination groups，VEGF，TNF-α and IL-6 levels of administration groups，the protein expression of Bcl-2 in CTX

group and CTX+LEM group were decreased significantly；the activities of SOD and GSH of administration groups，the protein

expression of p53 in CTX+LEM group and Bax in CTX group，CTX+LEM group were increased significantly（P＜0.05 or P＜

0.01）；WBC counts and AST contents of administration groups，ALT content of CTX+LEM group，SOD activity of CTX+LEH

group and GSH activity of CTX+LEM group were all significantly higher than those of CTX group；MDA content of CTX+LEH

group，VEGF and TNF-α levels of CTX + LEM group and CTX + LEH group，IL-6 levels of administration groups were all

significantly lower than CTX group（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：LE combined with CTX can increase the anti-tumor

effect，and LE can reduce the toxicity of CTX induced immunosuppression and bone marrow suppression in mice，with effect of

increasing efficacy and decreasing toxicity. The effect may be related to antioxidant stress，inhibition of angiogenesis and secretion

of inflammatory factors，and regulation of apoptosis protein expression.

KEYWORDS Limax extract；Hepatocellular carcinoma；Antioxidant stress；Angiogenesis；Cell apoptosis；Increasing efficacy

and decreasing toxicity；Mice
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EG1150型病理组织包埋机（上海莱卡仪器有限公司）；

FD-1A-50型冷冻干燥机（北京博医康试验仪器有限公

司）；H1850R型台式高速冷冻离心机（湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司）；ZNY-686型多功能提取浓缩机（青

州市精诚医药装备制造有限公司）；MS1型涡旋混匀器

（广州仪科技术有限公司）；HH-4型数字恒温水浴箱（常

州国华电器有限公司）；ML304T 型万分之一电子天

平[梅特勒-托利多国际贸易（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂

蛞蝓购自广西壮族自治区百色市灵山县农贸市场，

经由广西医科大学第一附属医院药理学教研室黄仁彬

教授鉴定为腹足纲柄眼目蛞蝓科动物蛞蝓A. agrestis L.

的冰鲜虫体，于－20 ℃冻存，备用。

注射用环磷酰胺（江苏恒瑞医药有限公司，批号：

17011325，规格：0.2 g）；丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸

转氨酶（AST）、血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）检测试剂

盒，总蛋白定量试剂盒以及还原型谷胱甘肽（GSH）、丙

二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）检测测试盒（南京

建成生物工程研究所，批号：C009-2、C010-2、C011-2、

C013-2、20171130、20171125、20171129、20180113）；鲎

试剂（湛江安度斯生物有限公司，批号：1711041）；Triton

X-114试剂（北京索莱宝科技有限公司，批号：T8210）；血

管内皮生长因子（VEGF）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白

细胞介素 6（IL-6）酶联免疫吸附测定（ELISA）检测试剂

盒（上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 均 为

E20171201A）；兔抗人 p53、Bcl-2、Bax单克隆抗体（福州

迈新生物技术开发有限公司，批号：170705142C、

170705100C、170705023D）；PV6001兔二步法检测试剂

盒、DAB显色试剂盒（北京中山生物技术有限公司）；磷

酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）、Mayor’s苏木精染液（武汉博

士德生物工程有限公司）；氯化钠注射液（中国大冢制药

有限公司，批号：OB79B3，规格：10 mL ∶0.09 g；作生理盐

水用）；甲醛、二甲苯、乙醇等试剂均为分析纯或实验室

常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

小鼠肝癌H22瘤株由广西医科大学药理学教研室

提供。

1.4 动物

SPF级昆明种小鼠，雄性，体质量（20±2）g，由广西

医科大学实验动物中心提供，动物使用许可证号：SYXK

桂2014-0003。本研究经广西医科大学实验动物伦理委

员会批准，研究方案符合我国动物实验伦理相关指导原

则[8]的要求。

2 方法

2.1 LE的制备

将冻存的蛞蝓于室温下解冻 1.5 h 后，加入 2倍量

（mL/g）水，混合，匀浆。匀浆后，以 2 000 r/min 离心 10

min，收集上清液。残渣按上述步骤重复提取1次，合并

上清液。经鲎试剂检测内毒素后，加入Triton X-114试

剂适量以去除内毒素，以 3 000 r/min 离心 10 min，吸取

上清液并将其置于－20 ℃冷冻过夜，再于－45 ℃冷冻

干燥，得冻干粉。将上述冻干粉研磨，过 20目筛，即得

LE（每克虫体可得LE冻干粉0.138 25 g），于室温下密封

保存，备用。

2.2 造模

将小鼠肝癌H22瘤株复苏，按文献方法[9]接种于小

鼠腹腔，体内传代至第 4代。抽取上述第 4代接种肝癌

H22瘤株小鼠第7天时的腹水，用生理盐水稀释，制成密

度为2×107个/mL的肿瘤细胞悬液。于小鼠左腋皮下迅

速单次接种该细胞悬液0.2 mL，并以接种后小鼠左腋下

出现肉眼可见的瘤组织（大约于注射后 6 d 时）为造模

成功。

2.3 分组与给药

将小鼠随机分为9个组，即正常组，模型组，CTX组

（0.02 g/kg，以生理盐水制成相应药液，剂量设置参考文

献方法[10]），LE低、中、高剂量联用组（即LEL、LEM、LEH

组，0.6、1.2、2.4 g/kg，以提取物质量计；以生理盐水制成

相应药液，剂量设置参考文献方法[10]），CTX+LE低、中、

高剂量联用组（即 CTX+LEL、CTX+LEM、CTX+LEH

组，剂量及其设置依据同各单药组），每组10只。除正常

组小鼠接种等体积生理盐水外，其余组小鼠均按“2.2”项

下方法接种肿瘤细胞悬液以复制荷瘤模型。接种 24 h

后，正常组和模型组小鼠均灌胃生理盐水（0.2 mL/10

g），各给药组小鼠分别腹腔注射CTX或/和灌胃LE（腹

腔注射和灌胃体积均为0.2 mL/10 g，各联用组总给药体

积为0.4 mL/10 g），每日1次，连续10 d。

2.4 指标检测

2.4.1 抑瘤作用指标 末次给药后第 2天，观察小鼠一

般情况，称取其体质量并于眼球取血适量后，将其处死，

剥脱瘤块，称取瘤体质量并计算抑瘤率：抑瘤率（％）＝

（C－T）/C×100％（式中，C为模型组小鼠的平均瘤体质

量，T为各给药小鼠的平均瘤体质量）。采用金氏公式[11]

来评估联合用药的效果（q）：q＝EAB/[EA+（1－EA）EB]（式

中，EA是A药的抑瘤率，EB是B药的抑瘤率，EAB是A、B

两药联合使用时的抑瘤率）。当q为0.85～1.15时，表示

两药作用相加；当q＞1.15时，表示两药作用协同；当q＜

0.85时，表示两药作用拮抗[11]。剖取小鼠胸腺和脾脏，称

其质量，计算胸腺指数（TI）、脾指数（SI）：TI或SI（mg/10

g）＝胸腺或脾脏质量/体质量。

2.4.2 肝、肾功能和骨髓抑制指标 对联合用药与单用

CTX的治疗作用进行比较。取正常组、模型组、CTX组

和 CTX+LEL、CTX+LEM、CTX+LEH 组小鼠的血样适
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量，使用血细胞计数仪检测其白细胞（WBC）、红细胞

（RBC）、血小板（PLT）计数；另取血样适量，分离血清后，

使用全自动生化分析仪检测小鼠血清中ALT、AST、Scr、

BUN的含量，严格按相应试剂盒说明书方法操作。

2.4.3 肿瘤组织中MDA含量和SOD、GSH活性 对联

合用药与单用 CTX 的治疗作用进行比较。取模型组、

CTX 组和 CTX+LEL、CTX+LEM、CTX+LEH 组小鼠的

肿瘤组织适量，置于冰盘上，用4 ℃生理盐水清洗，用滤

纸吸干后，用生理盐水于冰浴上制成 10％的组织匀浆，

于4 ℃下以3 500～4 000 r/min离心10 min。取上清液，

采用考马斯亮蓝法测定蛋白含量，采用比色法以全自动

生化分析仪测定 MDA 含量和 SOD、GSH 活性，严格按

相应试剂盒说明书方法操作。

2.4.4 肿瘤组织中VEGF、TNF-α、IL-6水平 对联合用

药与单用 CTX 的治疗作用进行比较。取模型组、CTX

组和 CTX+LEL、CTX+LEM、CTX+LEH 组小鼠的肿瘤

组织适量，按“2.4.3”项下方法制备肿瘤组织匀浆，以

3 000 r/min离心 10 min。取上清液，采用ELISA法以酶

标仪检测 VEGF、TNF-α、IL-6水平，严格按照相应试剂

盒说明书方法操作。

2.4.5 肿瘤组织中癌基因蛋白的表达 采用免疫组化

法对抑瘤率最高的联合用药组与单用CTX的治疗作用

进行比较。取模型组、CTX组和CTX+LEM组小鼠肿瘤

组织适量，行常规切片（厚度约3 μm），脱蜡，经乙醇梯度

水化，用 3％过氧化氢溶液孵育以阻断内源性过氧化物

酶；行抗原修复后，加入 p53、Bcl-2、Bax一抗（稀释度均

为1 ∶ 50），4 ℃孵育过夜；PBS清洗3次，加入二步法检测

试剂 50 μL，室温孵育 15 min；PBS清洗 3次，以DAB试

剂显色；经水洗、苏木精复染、脱水、封片后，使用倒置显

微镜观察。p53、Bcl-2、Bax均定位于细胞核，故以细胞

核中出现明显的棕黄色颗粒者为阳性表达，不着色或着

色浅而不显著者为阴性。采用 Image J 1.48软件分析上

述蛋白阳性表达的平均积分光密度（IOD）值，用以表示

蛋白表达水平。

2.5 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计量资

料均采用 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），组间两两比较采用 t检验。P＜0.05为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 LE或CTX单用及两者联用对H22荷瘤小鼠的抑

瘤作用

模型组小鼠精神不佳，且伴有多饮、多食的症状，但

体质量、TI、SI与正常组比较差异均无统计学意义（P＞

0.05）。与模型组比较，各给药组小鼠精神状态良好，皮

毛顺，饮水量、进食量正常，且各给药组的小鼠瘤体质

量，CTX组的TI、SI以及各联用组的TI均显著降低；但

LEL组、LEH组的瘤体质量，各LE单用组及各联用组的

TI、SI均显著高于CTX组，各联用组的瘤体质量均显著

低于CTX组（P＜0.05或P＜0.01）。各给药组的抑瘤率

为 29.58％～72.08％，CTX + LEL 组、CTX + LEM 组、

CTX+LEH组的 q值分别为 1.03、0.97、0.86，提示两药联

用时抑瘤作用相加，详见表1。

表1 LE或CTX单用及两者联用对H22荷瘤小鼠的抑

瘤作用（x±±s，n＝10）

Tab 1 Antitumor effects of LE or CTX alone and

combination on H22 tumor-bearing mice（x±±

s，n＝10）

组别
正常组
模型组
CTX组
LEL组
LEM组
LEH组
CTX+LEL组
CTX+LEM组
CTX+LEH组

剂量，g/kg

0.02

0.6

1.2

2.4

0.02+0.6

0.02+1.2

0.02+2.4

体质量，g

36.85±4.36

41.45±2.81

36.15±5.61

37.51±4.17

38.86±2.70

38.56±5.40

37.39±5.08

36.72±3.89

37.38±4.26

瘤体质量，g

2.40±0.34

1.21±0.18##

1.69±0.36#Δ

1.26±0.33##

1.59±0.25#Δ

0.80±0.11##ΔΔ

0.67±0.13##ΔΔ

1.02±0.34##Δ

TI，mg/10 g

31.71±4.05

29.34±4.40

10.11±2.26##

26.70±5.32ΔΔ

28.41±3.39ΔΔ

27.80±4.81ΔΔ

20.70±2.12##ΔΔ

23.57±2.50#ΔΔ

21.28±1.85##ΔΔ

SI，mg/10 g

40.75±6.30

41.91±5.58

30.07±6.39##

48.39±10.33ΔΔ

43.66±7.47ΔΔ

48.83±5.94ΔΔ

35.41±8.42Δ

40.49±4.48Δ

39.31±5.32Δ

抑瘤率，％

49.58

29.58

49.15

33.75

66.67

72.08

57.50

q

1.03

0.97

0.86

注：与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与CTX组比较，ΔP＜0.05，
ΔΔP＜0.01

Note：vs. model group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. CTX group，，ΔP＜

0.05，ΔΔP＜0.01

3.2 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肝、肾功能和骨髓

抑制的影响

与正常组比较，模型组小鼠的WBC计数、AST含量

均显著升高，ALT、BUN含量均显著降低（P＜0.05或P＜

0.01）；与模型组比较，CTX组小鼠的WBC计数和AST、

BUN含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），而各联用药

组小鼠上述各指标均无显著变化（P＞0.05）；与CTX组

比较，各联用药组小鼠的 WBC 计数和 AST 含量以及

CTX+LEM 组小鼠的 ALT 含量均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01），详见表2。

3.3 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肿瘤组织中MDA

含量和SOD、GSH活性的影响

与模型组比较，各联用组小鼠肿瘤组织中的MDA

含量均显著降低，各给药组的SOD、GSH活性均显著升

高（P＜0.05或 P＜0.01）；与 CTX 组比较，CTX+LEH 组

的 MDA 含量显著降低，CTX+LEH 组的 SOD 活性和

CTX+LEM 组的 GSH 活性均显著升高（P＜0.05），详见

表3。

3.4 LE 与 CTX 联用对 H22 荷瘤小鼠肿瘤组织中

VEGF、TNF-α、IL-6水平的影响

与模型组比较，各给药组小鼠肿瘤组织中的VEGF、
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TNF-α、IL-6水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；与

CTX 组比较，CTX + LEM 组、CTX + LEH 组的 VEGF、

TNF-α水平以及各联用组的 IL-6水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01），详见表4。

表 3 LE 与 CTX 联用对 H22 荷瘤小鼠肿瘤组织中

MDA 含量和 SOD、GSH 活性的影响（x±±s，n＝

10）

Tab 3 Effects of LE combined with CTX on MDA

content，SOD and GSH activities in the tumor

tissue of H22 tumor-bearing mice（x ±± s，n＝

10）

组别
模型组
CTX组
CTX+LEL组
CTX+LEM组
CTX+LEH组

剂量，g/kg

0.02

0.02+0.6

0.02+1.2

0.02+2.4

MDA，nmol/mL

13.85±4.13

11.10±2.16

9.34±1.86#

8.51±1.93#

8.27±1.51##Δ

SOD，U/mL

89.11±16.88

104.55±17.91#

121.43±21.28##

113.62±21.74#

130.28±18.29##Δ

GSH，U/mL

389.10±134.05

459.24±137.37#

481.24±122.41##

496.37±125.54##Δ

483.95±107.38##

注：与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与CTX组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. model group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. CTX group，Δ P＜

0.05

表 4 LE 与 CTX 联用对 H22 荷瘤小鼠肿瘤组织中

VEGF、TNF-α、IL-6水平的影响（x±± s，n＝10，

ng/mL）

Tab 4 Effects of LE combined with CTX on VEGF，

TNF-α and IL-6 levels in the tumor tissue of

H22 tumor-bearing mice（x±±s，n＝10，ng/mL）

组别
模型组
CTX组
CTX+LEL组
CTX+LEM组
CTX+LEH组

剂量，g/kg

0.02

0.02+0.6

0.02+1.2

0.02+2.4

VEGF

116.55±18.92

72.98±19.27##

56.37±13.58##

52.96±11.26##Δ

51.43±14.09##Δ

TNF-α

246.87±64.32

159.27±16.82##

132.61±28.57##

119.57±20.19##Δ

106.82±17.22##ΔΔ

IL-6

213.31±42.58

164.28±21.43##

127.09±18.73##ΔΔ

134.62±18.98##Δ

112.46±16.51#ΔΔ

注：与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与CTX组比较，ΔP＜0.05，
ΔΔP＜0.01

Note：vs. model group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. CTX group，Δ P＜

0.05，ΔΔP＜0.01

3.5 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肿瘤组织中p53、

Bax、Bcl-2蛋白表达的影响

与模型组比较，CTX+LEM 组小鼠肿瘤组织中 p53

和各给药组Bax蛋白的表达水平均显著升高，各给药组

Bcl-2 蛋白的表达水平均显著降低（P＜0.05 或 P＜

0.01）；与CTX组比较，CTX+LEM组 p53、Bax蛋白的表

达水平均显著升高，Bcl-2蛋白的表达水平均显著降低

（P＜0.01），详见图1、表5。

表5 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肿瘤组织中p53、

Bcl-2、Bax表达的影响（x±±s，n＝10）

Tab 5 Effects of LE combined with CTX on the ex-

pression of p53，Bcl-2 and Bax in the tumor

tissue of H22 tumor-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
模型组
CTX组
CTX+LEM组

剂量，g/kg

0.02

0.02+1.2

p53

0.278±0.018

0.272±0.007

0.419±0.033##ΔΔ

Bax

0.127±0.008

0.227±0.059##

0.482±0.158##ΔΔ

Bcl-2

0.280±0.035

0.221±0.043#

0.153±0.026##ΔΔ

注：与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与CTX组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. model group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. CTX group，Δ ΔP＜

0.01

表2 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肝、肾功能和骨髓抑制的影响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of LE combined with CTX on liver，renal function and bone marrow suppression in H22 tu-

mor-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
CTX组
CTX+LEL组
CTX+LEM组
CTX+LEH组

剂量，g/kg

0.02

0.02+0.6

0.02+1.2

0.02+2.4

WBC，×109 L－1

6.00±1.84

8.55±1.56＊

2.93±0.57##

7.36±0.82ΔΔ

7.30±1.73ΔΔ

6.82±0.83ΔΔ

RBC，×1012 L－1

9.64±0.60

8.05±1.05

7.71±0.77

8.83±0.85

8.58±0.80

8.11±0.86

PLT，×109 L－1

1 050±218

1 128±303

1 226±243

1 102±473

1 337±299

1 231±394

ALT，U/L

52.71±10.41

43.33±5.87＊

39.10±3.38

36.77±3.70

48.50±15.08Δ

37.41±5.18

AST，U/L

103.85±27.01

172.22±51.10＊＊

121.20±19.95##

158.55±19.53Δ

171.00±39.89ΔΔ

184.32±58.83ΔΔ

Scr，mmol/L

19.85±1.06

20.11±0.78

20.90±1.59

19.22±0.83

20.16±1.47

19.30±3.40

BUN，mg/L

8.16±0.75

6.19±1.00＊

4.92±0.74#

5.67±0.38

5.59±1.35

5.06±0.38

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与CTX组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. normal group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. CTX group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

p5
3

B
cl

-2
B

ax

模型组

图1 LE与CTX联用对H22荷瘤小鼠肿瘤组织中p53、

Bcl-2、Bax表达影响的显微图（×400）

Fig 1 Micrographs of the effects of LE combined with

CTX on the expression of p53，Bcl-2 and Bax

in the tumor tissue of H22 tumor-bearing mice

（×400）

CTX组 CTX+LEM组
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4 讨论

肿瘤的发生机制复杂，治疗方案的个体化差异大，

传统化疗药物往往无法取得满意的疗效，且其不良反应

更是让部分患者难以耐受[12]；随着抗肿瘤中药和化疗药

物联合治疗在临床上的应用越来越多，研究发现，联合

用药可增强化疗药物的疗效并降低不良反应、细胞耐药

的发生率[13]。因此，从中药筛选出可以减少化疗药物的

毒性作用、又可以增加抗肿瘤疗效的药物显得十分重

要。基于LE本身具备一定的抗肿瘤活性，同时毒性低、

安全性高的特点[7]，本研究初步探索了其与CTX联合用

药治疗肝癌的效果。结果显示，各给药组小鼠体内肿瘤

细胞的生长均受到不同程度的抑制，提示CTX或LE单

用及两者联用均表现出一定的抗肿瘤活性；此外，当

CTX与不同剂量LE联合用药时，q值在0.85～1.15范围

内，提示两药联合的抑瘤作用相加。

胸腺和脾脏作为机体重要的中枢免疫器官，与机体

免疫表达密切相关；如果胸腺和脾脏功能受到不良影

响，可能使免疫调节失衡，产生一系列免疫性疾病，故机

体免疫功能的变化可由TI和SI反映[14]。与模型组比较，

CTX组小鼠TI和SI均下降，不同剂量LE单用组TI未见

明显改变，不同剂量联用组的TI下降，而其余各给药组

的SI均未见明显变化；与CTX组比较，不同剂量联用组

小鼠的TI和SI均明显升高。上述结果提示，LE可有效

防止CTX治疗肝癌小鼠时引起的免疫抑制，并维持和提

高其免疫功能。此外，大多数的抗肿瘤药物在起到治疗

作用的同时，通常伴有骨髓抑制的毒副作用，其中

WBC、RBC、PLT与骨髓抑制密切相关[15]。本研究显示，

与模型组比较，CTX 组小鼠的 WBC 计数明显降低，但

RBC计数和PLT计数未见明显变化。这提示荷瘤小鼠

出现骨髓抑制，但各指标有所差异，可能与粒细胞在机

体的生存周期较短、红细胞和血小板的生存周期较长有

关[16]。与CTX组比较，各剂量联用组的WBC计数明显

改善，提示联合用药可以减少CTX治疗时所产生的骨髓

抑制毒性。此外，本研究结果还显示，与模型组比较，

CTX组小鼠血清中AST和BUN含量均显著降低，但各

联用组小鼠的肝、肾功能指标均无明显变化，提示联合

用药未增加化疗药物的肝、肾毒副作用。

氧化应激与肿瘤的产生、发展和转移有密切联系，

大量研究都涉及了氧化应激引起的损伤及其参与细胞

增殖、凋亡等过程[17-18]。MDA是脂类氧化最终产物，反

映了机体氧化受损程度；SOD和GSH可清除氧自由基，

减少或修复细胞损伤，具有调节细胞凋亡的功能[19]。本

研究结果显示，各联用组小鼠肿瘤组织中MDA含量均

较模型组显著降低，且CTX+LEH组显著低于CTX组；

各给药组的 SOD、GSH 活性均较模型组显著升高，且

CTX+LEH组的SOD活性、CTX+LEM组的GSH活性均

显著高于CTX组，提示CTX+LEM组和CTX+LEH组表

现出更明显的抗氧化应激作用，说明联合用药可能通过

加强抗氧化应激作用来抑制肿瘤细胞的生长。

VEGF、TNF-α、IL-6等血管生成因子在参与血管生

成过程中起到关键作用，而肝癌作为血管依赖性恶性肿

瘤，其生长和转移与血管生成密切相关 [20]。有研究指

出，VEGF与其受体结合，可通过诱导正常内皮细胞的有

丝分裂和趋化来增加血管的通透性，从而促进新生血管

的形成和肿瘤细胞的生长[21]。炎症与癌症之间的功能

关系已被广泛研究，炎症微环境被认为在肝癌发展的不

同阶段都发挥着重要的作用[22-23]。有报道称，作为炎性

细胞因子的TNF-α和 IL-6在肝癌组织中呈高表达，使用

CTX治疗肝癌可改变肿瘤生长的微环境，并有效地抑制

炎症的发生，从而减少TNF-α和 IL-6的分泌，延缓或阻

断肿瘤的生长[24]。本研究结果显示，各给药组小鼠肿瘤

组织中 VEGF、TNF-α、IL-6水平均显著降低，且 CTX+

LEM组、CTX+LEH组的VEGF、TNF-α水平以及各联用

组的 IL-6水平均显著低于CTX组，与上述文献结果基本

一致。这提示联合用药可以显著地抑制VEGF、TNF-α、

IL-6的分泌，其中CTX+LEM组、CTX+LEH组的抑制作

用更强，表明CTX联合LE治疗可以增强CTX抑制血管

生成因子分泌的作用。

肿瘤细胞凋亡在癌症的发生和发展中起着重要的

作用。有学者发现，许多受体介导的细胞信号转导和众

多不同基因均参与了肿瘤细胞凋亡的激活，并分别调控

肿瘤细胞的凋亡[25]。这些基因包括具有促进细胞凋亡

作用的 p53、Bax 和具有抑制细胞凋亡作用的 Bcl-2等。

p53可上调 Bax、下调 Bcl-2的表达，影响肿瘤细胞的凋

亡，改变线粒体的渗透性，从而影响下游促凋亡基因的

功能 [26]。本研究结果显示，与模型组和 CTX 组相比，

CTX+LEM组 p53、Bax表达水平显著升高而Bcl-2的表

达水平显著降低，且CTX+LEM组 p53、Bax蛋白的表达

水平均显著高于CTX组，而Bcl-2蛋白的表达水平显著

低于CTX组，提示联合用药可能增强CTX促肿瘤细胞

凋亡的作用。

综上所述，CTX联合LE治疗肝癌模型小鼠可以增

加CTX的抗肝癌作用，这可能与联合用药具有更强的抗

氧化应激、抑制血管生成和炎症因子分泌以及调控凋亡

蛋白表达有关，且联合用药毒性较小。本文结果可能为

LE抗肝癌的作用机制提供新的思路，提示LE可能是一

种潜在的治疗肝癌的药物，但尚需进一步研究探讨其具

体作用机制。
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