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[摘要] 　 目的:研究抗癌消水散对人胃癌小鼠腹腔移植阳虚模型的影响。 方法:采用腹腔注射人胃癌

细胞 MGC803 及冰水建立人胃癌小鼠腹腔移植阳虚模型,将造模成功的 50 只小鼠分为模型组及抗癌消水散

低、中、高剂量组,每组各 10 只,另取 10 只正常小鼠为对照组。 干预 30
 

d 后评价阳虚症状积分,测定血清中

促肾上腺皮质激素(ACTH)、皮质醇(CORT)、三碘甲状腺原氨酸(T3)、甲状腺素(T4)、促甲状腺激素(TSH)
含量及 B7-1、B7-2、CD28、胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原-4(CTLA-4)含量,检测腹膜组织中 B7-1(CD80)、
B7-2(CD86)、CD28

 

mRNA、CTLA-4
 

mRNA 及转化生长因子-β1(TGF-β1)、白细胞介素-10( IL-10)含量,
观察腹水量、瘤体积、瘤重。 结果:与正常组比较,模型组阳虚症状积分显著增加,血清 ACTH、CORT、T3、T4、
TSH 水平显著降低,差异均有统计学意义(P<0. 01)。 抗癌消水散低、中、高剂量组小鼠腹水量、瘤体积、瘤

重,血清中 B7-1、B7-2、CD28、CTLA-4 含量,腹膜组织中 B7-1、B7-2、CD28
 

mRNA、CTLA-4
 

mRNA 及 TGF-
β1、IL-10 含量与模型组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05);上述指标低、中、高剂量组组间比较,差异亦

有统计学意义(P<0. 05),以高剂量组改善为最佳。 结论:抗癌消水散具有抗人胃癌小鼠移植阳虚模型瘤恶

性腹水的作用,这可能与抑制 CTLA-4 表达,促进 T 细胞激活,改善机体免疫抑制及腹腔免疫微环境有关。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Kang'ai
 

Xiaoshui
 

powder
 

on
 

a
 

mouse
 

abdominal
 

xenograft
 

model
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

with
 

Yang
 

deficiency. Methods:A
 

mouse
 

abdominal
 

xenograft
 

model
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

with
 

Yang
 

deficiency
 

was
 

established
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

MGC803
 

cells
 

and
 

ice
 

water,and
 

after
 

successful
 

modeling,50
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

group
 

and
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

Kang'ai
 

Xiaoshui
 

powder
 

groups,with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group. In
 

addition,10
 

normal
 

mice
 

were
 

selected
 

as
 

control
 

group. Related
 

indices
 

were
 

measured
 

and
 

assessed
 

after
 

intervention
 

for
 

30
 

days,including
 

the
 

symptom
 

score
 

of
 

Yang
 

deficiency,the
 

amount
 

of
 

ascites,tumor
 

volume,and
 

tumor
 

weight,as
 

well
 

as
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

adrenocorti-
cotropic

 

hormone
 

(ACTH),corticosterone
 

(CORT),triiodothyronine
 

(T3),thyroxine
 

(T4),thyroid
 

stimulating
 

hor-
mone

 

(TSH),B7-1,B7-2,CD28,and
 

cytotoxic
 

T
 

lymphocyte-associated
 

antigen
 

4
 

(CTLA-4)
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

B7-1
 

(CD80),B7-2
 

(CD86),CD28
 

mRNA,CTLA-4
 

mRNA,transforming
 

growth
 

factor-beta
 

1
 

(TGF-β1),and
 

interleukin-10
 

(IL-10)
 

in
 

peritoneal
 

tissue. Results:Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

model
 

group
 

had
 

a
 

sig-
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nificant
 

increase
 

in
 

the
 

symptom
 

score
 

of
 

Yang
 

deficiency
 

and
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

ACTH,
CORT,T3,T4,and

 

TSH
 

(P<0. 01). There
 

were
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

Kang'ai
 

Xiaoshui
 

powder
 

groups
 

and
 

the
 

model
 

group
 

in
 

the
 

amount
 

of
 

ascites,tumor
 

volume,tumor
 

weight,the
 

ser-
um

 

levels
 

of
 

B7-1,B7-2,CD28,and
 

CTLA-4,and
 

the
 

levels
 

of
 

B7-1,B7-2,CD28
 

mRNA,CTLA-4
 

mRNA,
TGF-β1,and

 

IL-10
 

in
 

peritoneal
 

tissue
 

(P<0. 05). There
 

were
 

also
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

above
 

indices
 

be-
tween

 

the
 

low-,middle-,and
 

high -dose
 

Kang'ai
 

Xiaoshui
 

powder
 

groups
 

(P< 0. 05),and
 

the
 

high -dose
 

group
 

showed
 

the
 

greatest
 

improvement
 

in
 

these
 

indices. Conclusion:Kang'ai
 

Xiaoshui
 

powder
 

exerts
 

a
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

malignant
 

ascites
 

in
 

the
 

mouse
 

abdominal
 

xenograft
 

model
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

with
 

Yang
 

deficiency,possibly
 

by
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

CTLA-4,promoting
 

T
 

cell
 

activation,and
 

improving
 

immunosuppression
 

and
 

immune
 

microenvironment
 

in
 

abdominal
 

cavity.
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　 　 腹水是癌症常见的并发症,严重影响患者的生

存质量[1-2] 。 中医学理论认为,恶性腹水的治疗以

温阳利水、散寒通滞为本,因肺主宣发肃降,脾主制

水,肾主水,故治以宣肺实脾、温肾利水,肺脾肾同

调[3-4] 。 抗癌消水散以十枣汤为基础,具有泻下、逐
水等功效,临床常用于治疗渗出性脑膜炎、肝硬化、
结核性胸膜炎等所致的胸水、腹水或全身水肿等。
本课题组前期已对抗癌消水散治疗胃癌及腹水展

开了多年的研究,发现其具有抗恶性腹水、抑制瘤

细胞增殖、增强 T 细胞增殖活性等作用[5-6] 。 研究

发现,肿瘤的形成、生长及转移与患者先天性免疫

缺陷或后天免疫失调及免疫抑制状态等密切相

关[7-8] 。 而癌性恶性腹水是否与腹腔微环境中存在

免疫抑制状态有关,其与免疫细胞的相关性及相应

的分子机制是什么,均尚未可知。 因此本研究拟研

究抗癌消水散对人胃癌小鼠腹腔移植所致的阳虚

型恶性腹水模型的治疗作用及其对腹水微环境的

影响,以期揭示其作用机制,为腹水的治疗提供新

的依据。
1　 实验材料

1. 1　 动物　 60 只 SPF 级 BALB / c 雄性小鼠,近交

系,6 ~ 8 周龄,体质量(20±2)g。 购自湖南中医药大

学实验室,动物合格证号:SYXK(湘)2019-0009,饲
养于湖南省中医药研究院动物中心实验室,饲养温

度 20 ~ 25℃ ,湿度 50% ~ 70%。
1. 2　 药物　 抗癌消水散:芫花(熬)1

 

g,甘遂 1
 

g,大
戟 1

 

g,大枣 10
 

g,蝼蛄 6
 

g,蟋蟀 6
 

g,蜣螂 6
 

g,腹水

草 6
 

g。 将生药方打粉,用双蒸水(使用量为 1 倍体

积)浸泡 2
 

h,收集药液于 70℃ 水浴中蒸发浓缩,定
容为 100

 

ml,4000
 

r / min 离心 15
 

min,去掉大颗粒杂

质,取上清液浓缩至含生药 1. 0
 

g / ml(50
 

ml),过滤

后留药液,高温高压灭菌,0. 22
 

μm 微孔滤器过滤除

菌后,用 10
 

ml 离心管分装保存备用。
1. 3　 主要试剂与仪器　 人胃癌细胞株 MGC803,由
湖南中医药大学实验室提供;胎牛血清(FBS),购自

美国 Gibco 公司;DMEM 培养液,购自美国 HyClone
公司;B7-1(CD80)、B7-2( CD86)、CD28、细胞毒性

T 淋巴细胞相关抗原-4(CTLA-4)抗体及二抗同型

对照 IgG,均购自美国 Invitrogen 公司;PrimeScriptTM
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

( Perfect
 

Real
 

Time )、 TB
 

Green 􀳏
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ(Tli
 

RNaseH
 

Plus),均购自 TaKaRa
生物公司;淋巴细胞分离液,购自上海爱必信生物科

技有限公司;小鼠转化生长因子-β1(TGF-β1)、白细

胞介素-10(IL-10) ELISA 试剂盒,购自英国 Abcam
公司;引物,由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。 医用 X 线诊断系统,购自德国 SIEMENS 公司;
CO2 培养箱,购自美国 Thermo

 

Fisher 公司;荧光显微

镜,购自日本奥林巴斯公司;FACS-Calibur 流式细胞

仪,购自美国 Becton
 

Dikinson 公司。
2　 实验方法

2. 1　 人胃癌荧光细胞株 MGC803 的复苏和传代培

养　 荧光标记的胃癌细胞系 MGC803 是从恶性腹

水灶中分离的细胞,具有腹腔种植的特性。 常规培

养于含 10%
 

FBS 和 G-418(0. 75
 

mg / ml,用于筛选

稳定表达荧光的细胞) 的 DMEM 培养液中,置于

CO2 体积分数为 5%、37℃ 饱和湿度的培养箱中培

养传 代。 取 对 数 生 长 期 的 MGC803 细 胞 株 以

0. 25%胰酶消化,DMEM 培养液终止消化后,制成细

胞悬液,1000
 

r / min 离心 4
 

min 后重悬于磷酸缓解

盐(PBS)溶液中。 用台盼蓝染色测定细胞存活率,
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发现细胞存活率>98%。
2. 2　 模型制备 　 造模前 1 周将人胃癌细胞株

MGC803 进行复苏和传代培养,造模当天对培养瓶

中贴壁生长的细胞用胰酶消化,收集细胞悬液,离
心后将沉淀细胞用 PBS 液洗 2 遍后计数,配制成

2×107 个 / ml 的细胞悬液,造模前置于冰上备用。
造模开始时,首先按 200

 

mg / (kg·d)的剂量将腺嘌

呤制成混悬液 0. 2
 

ml,定时、定量、定人给 50 只小鼠

灌胃,每天 1 次,连续 21
 

d。 小鼠逐渐出现畏寒喜

暖、反应迟钝、蜷缩、拱背、消瘦、多尿、大便溏稀、少
食、少动萎靡等现象,类似阳虚状态。 随机取 10 只

阳虚模型小鼠,眼球取血检测相关实验室指标,水
平低于正常小鼠则表示阳虚模型建立成功。 阳虚

小鼠麻醉后,前胸壁以 75%乙醇消毒,用手触及心

尖搏动最明显处,约于胸骨左旁 3
 

mm 第二肋间,瞄
准正中垂直进针,深度约 0. 5

 

cm,进针角度与小鼠

腹面正中线呈 45°,与皮肤呈 30°。 缓慢回抽,若有

鲜红血液抽出,则表示针已进入左心室,将 MGC803
细胞悬液 0. 2

 

ml(0. 4×106 个胃癌细胞) 缓慢推入

后,迅速拔针,用棉球稍压针孔少许,接种成功。 建

模后在 X 线片下观察腹水情况并行体表标记。
2. 3　 分组与给药　 将 60 只小鼠分为 5 组,即对照

组、模型组、抗癌消水散低剂量组(低剂量组)、抗癌

消水散中剂量组(中剂量组)、抗癌消水散高剂量组

(高剂量组),每组各 10 只。 各治疗组以抗癌消水

散临床剂量为低剂量,分别于造模后第 2
 

天给予抗

癌消水散 7. 8、15. 6、23. 4
 

g / ( kg·d),每天分 2 次

灌胃。 对照组不给药,模型组灌胃等体积 0. 9%氯

化钠注射液。 连续 30
 

d。
2. 4　 指标观察与检测

2. 4. 1　 阳虚症状积分　 从阳虚造模第 2 周开始,采
用阳虚证小鼠症状量化积分表评价各组小鼠的阳

虚症状积分。 主要症状有:畏寒肢冷、活动减少、精
神萎靡、皮毛少光泽、饮食减少、大便清稀。 每项症

状按照无、轻、中、重度分别计为 0、1、2、3 分,最高分

为 18 分。 无症状,0 分;轻度症状,1 ~ 6 分;中度症

状,7 ~ 12 分;重度症状,13 ~ 18 分[9] 。
2. 4. 2　 血清激素水平　 随机抽取 10 只阳虚小鼠,
用 5%水合氯醛 100

 

μl 进行腹腔麻醉后固定头部,
并轻轻向下压迫颈部两侧造成头部静脉血液回流

受阻,使眼球充分外突,摘眼球取血。 采用电化学

发光法检测促肾上腺皮质激素 ( ACTH)、皮质醇

(CORT)、三碘甲状腺原氨酸( T3 )、甲状腺素( T4 )、
促甲状腺激素(TSH)水平,评估阳虚模型。
2. 4. 3　 腹水 　 腹腔注射后第 15

 

、22
 

、31 天,以

10%水合氯醛麻醉,在 X 线片下观察腹水生长情

况。 并于第 31 天统计腹水量。 无菌条件下开腹,
无菌吸管收集腹水于离心管中, 计算腹水平均

体积。
2. 4. 4　 原位瘤体积及重量　 用游标卡尺测量原位

肿瘤的长宽径及高度,根据肿瘤体积计算公式[ V =
πabc / 6(a:长径;b:宽径;c:高)]计算原位瘤体积。
给药结束后处死小鼠,剥取原位瘤称重。
2. 4. 5　 血清中 B7-1、B7-2、CD28 及 CTLA-4 含量

　 摘小鼠眼球,取血抗凝,加淋巴细胞分离液分离

外周血单个核细胞( PBMC),PBS 洗涤后分别加入

纯化的单克隆抗体 B7-1、B7-2、CD28、CTLA-4 各

10
 

μl,充分混匀后置于 4℃冰箱孵育 45
 

min,洗涤细

胞后离心弃上清,分别加入各自 FITC 标记的荧光

二抗 20
 

μl,4℃冰箱避光孵育 30
 

min,离心弃上清,
添加 200

 

μl 稀释液,采用流式细胞仪检测 B7 - 1、
B7-2、CD28 及 CTLA-4 表达水平。
2. 4. 6　 腹膜组织中 B7-1、B7-2、CD28 及 CTLA-4

 

mRNA 含量 　 实验结束后,无菌环境下抽取腹水,
并剥离小鼠皮肤,分离周围组织,然后将小鼠腹膜

游离后去除附着肌肉组织,置于液氮保存备用。 提

取腹膜组织总 RNA 后进行反转录合成 cDNA,采用

实时荧光定量 PCR( RT-qPCR)扩增 B7-1、B7-2、
CD28 及 CTLA- 4

 

mRNA 目的片段。 20
 

μl 反应体

系:TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ(2×)10
 

μl、ROX
 

Ref-
erence

 

Dye
 

Ⅱ(50×) 0. 4
 

μl、cDNA(50
 

ng / μl) 2
 

μl、
上下游引物(10

 

μm)各 0. 8
 

μl,ddH2O
 

6. 0
 

μl。 反

应条件为:95℃
 

30
 

s;95℃
 

5
 

s,61℃
 

31
 

s,40 个循

环。 B7-1、B7-2、CD28 及 CTLA-4 及内参 GAPDH
引物序列见表 1。 采用 2-􀳑􀳑CT 法定量分析腹膜

组织中 B7-1、B7-2、CD28 及 CTLA-4
 

mRNA 相对

表达水平。
表 1　 RT-qPCR 引物

因子 上游引物(5′→3′) 下游引物(5′→3′)
B7-1 GAGTGCGCTATCCCTGGAAAGA AGGCACACTGTGCCAGAAGGAT
B7-2 ACGTATTGGAAGGAGATTACAGCT TCTGTCAGCGTTACTATCCCGC
CD28 CGCCTTACCTAGACAACGAGAG AAACAGGACTCCAGCAACCACG
CTLA-4

 

GTACCTCTGCAAGGTGGAACTC GTACCTCTGCAAGGTGGAACTC
GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
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2. 4. 7　 腹膜组织中 TGF-β1、IL-10 表达水平　 以

1 ∶10 制备腹膜组织匀浆液。 采用酶联免疫吸附法

(ELISA)检测腹膜组织中 TGF -β1、IL - 10 表达水

平,具体步骤严格按照试剂盒说明书进行。
2. 5　 统计学方法　 采用 SPSS

 

25. 0 软件进行统计

学分析。 计量资料采用均数±标准差( x± s) 表示,
2 组比较采用 t 检验,多组比较采用单因素方差分

析,两两比较采用 SNK-q 检验。 P<0. 05 表示差异

有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组小鼠阳虚症状积分及血清 ACTH、CORT、
T3、T4、TSH 水平比较　 与正常组比较,模型组阳虚

症状积分显著增加,血清 ACTH、CORT、T3、T4、TSH
水平显著降低,差异均有统计学意义(P < 0. 01)。
(见表 2)

表 2　 各组小鼠阳虚症状积分及血清 ACTH、CORT、T3、T4、TSH 水平比较(x±s)
组别 只数 阳虚症状积分(分) ACTH(ng / L) CORT(g / L) T3(ng / L) T4(μg / L) TSH(mIU / ml)
正常组 10 0 103. 46±10. 13 81. 34±9. 21 178. 52±15. 86 213. 59±16. 97 10. 84±1. 15
模型组 10 7. 84±1. 59a 71. 09±6. 42a 43. 42±7. 14a 103. 77±13. 24a 127. 64±13. 25a 8. 14±1. 02a

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 01。

3. 2　 各组小鼠腹水量、瘤体积及瘤重比较 　 与模

型组比较,抗癌消水散低、中、高剂量组小鼠腹水

量、瘤体积、瘤重均降低,差异有统计学意义(P <
0. 05);上述指标低、中、高剂量组组间比较,差异亦

有统计学意义(P<0. 05)。 (见表 3)
表 3　 各组小鼠腹水量、瘤体积及瘤重比较(x±s)

组别 只数 腹水量(ml) 瘤体积(cm3 ) 瘤重(g)
模型组 10 5. 18±0. 46 1. 23±0. 12 1. 73±0. 15
低剂量组 10 4. 03±0. 41a 0. 93±0. 09a 1. 42±0. 13a

中剂量组 10 3. 24±0. 25ab 0. 49±0. 05ab 1. 19±0. 11ab

高剂量组 10 2. 33±0. 27abc 0. 16±0. 02abc 0. 76±0. 08abc

　 　 注:与模型组比较,aP < 0. 05;与低剂量组比较,bP <
0. 05;与中剂量组比较,cP<0. 05。

3. 3　 各组小鼠血清中 B7-1、B7-2、CD28 及 CTLA-
4 含量比较　 与模型组比较,抗癌消水散低、中、高
剂量组小鼠血清中 B7 - 1、B7 - 2、CD28 含量增加,
CTLA - 4 含量降低, 差异均有统计学意义 ( P <
0. 05);上述指标低、中、高剂量组组间比较,差异亦

有统计学意义(P<0. 05)。 (见表 4)
表 4　 各组小鼠血清中 B7-1、B7-2、CD28 及

CTLA-4 含量比较(x±s)
组别 只数 B7-1 B7-2 CD28 CTLA-4
模型组 10 8. 86±1. 17 16. 14±2. 28 27. 23±2. 16 6. 23±0. 56
低剂量组 10 11. 03±1. 26a 19. 93±2. 43a 32. 08±2. 75a 5. 11±0. 51a

中剂量组 10 14. 16±1. 25ab 24. 24±2. 26ab 41. 24±2. 69ab 4. 32±0. 45ab

高剂量组 10 22. 33±1. 29abc 27. 68±2. 37abc 53. 33±2. 87abc 3. 15±0. 37abc

　 　 注:与模型组比较,aP < 0. 05;与低剂量组比较,bP <
0. 05;与中剂量组比较,cP<0. 05。

3. 4　 各组小鼠腹膜组织中 B7 - 1、B7 - 2、CD28 及

CTLA-4
 

mRNA 水平比较　 与模型组比较,抗癌消水

散低、中、高剂量组小鼠腹膜组织中 B7 - 1、B7 - 2、
CD28

 

mRNA 增加,CTLA-4
 

mRNA 降低,差异均有统

计学意义(P<0. 05);上述指标低、中、高剂量组组间

比较,差异亦有统计学意义(P<0. 05)。 (见表 5)
表 5　 各组小鼠腹膜组织中 B7-1、B7-2、CD28

及 CTLA-4
 

mRNA 比较(x±s)
组别 只数 B7-1

 

mRNA B7-2
 

mRNA CD28
 

mRNA CTLA-4
 

mRNA
模型组 10 1. 06±0. 10 1. 04±0. 11 0. 97±0. 08 1. 03±0. 09
低剂量组 10 2. 13±0. 22a 1. 95±0. 14a 2. 02±0. 15a 0. 83±0. 07a

中剂量组 10 4. 56±0. 51ab 4. 32±0. 41ab 3. 94±0. 28ab 0. 42±0. 05ab

高剂量组 10 7. 29±0. 68abc 6. 83±0. 63abc 7. 11±0. 84abc 0. 16±0. 02abc

　 　 注:与模型组比较,aP < 0. 05;与低剂量组比较,bP <
0. 05;与中剂量组比较,cP<0. 05。

3. 5　 各组小鼠腹膜组织中 TGF-β1、IL-10 水平比

较　 与模型组比较,抗癌消水散低、中、高剂量组小

鼠腹膜组织中 TGF-β1、IL-10 水平均降低,差异均

有统计学意义(P< 0. 05);上述指标低、中、高剂量

组组间比较,差异亦有统计学意义(P<0. 05)。 (见

表 6)
表 6　 各组小鼠腹膜组织中 TGF-β1、

IL-10 水平比较(x±s,pg / ml)
组别 只数 TGF-β1 IL-10
模型组 10 181. 73±15. 26 68. 74±6. 03
低剂量组 10 152. 69±12. 39a 51. 65±5. 38a

中剂量组 10 131. 45±11. 68ab 34. 28±2. 73ab

高剂量组 10 107. 26±10. 52abc 27. 13±2. 64abc

　 　 注:与模型组比较,aP < 0. 05;与低剂量组比较,bP <
0. 05;与中剂量组比较,cP<0. 05。

4　 讨　 　 论

　 　 肿瘤的基本病因病机是阳气失于敷布,阴寒得
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以凝聚[10-11] 。 腹水属中医学“臌胀” 范畴,其病位

在气血,根本病机为肝脾肾失调,气滞血结水停腹

中。 本研究首先通过给小鼠灌胃腺嘌呤制备阳虚

模型, 结果显示, 阳虚症状积分显著增加, 血清

ACTH、CORT、T3、T4、TSH 含量显著降低,提示阳虚

小鼠制备成功。 进一步对阳虚小鼠进行人胃癌细

胞株 MGC803 腹腔注射制备阳虚胃癌性恶性腹水

模型,造模 31
 

d 后发现,模型组小鼠腹围增大,腹水

量显著增加,提示胃癌性腹水模型制备成功,可用

于后续实验。
临床治疗癌性腹水主要以扶正为本,即通过扶

正温阳,达到驱邪散寒之功,通过改善腹腔免疫微

环境的 失 常 状 态, 以 提 高 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞

(TILs),调节患者免疫功能,达到抗癌消水的目的。
抗癌消水散以十枣汤为基础,具有攻逐水饮、消肿、
利尿之功,主治悬饮、咳唾胸胁引痛、心下痞硬、干
呕短气、头痛目眩、胸背掣痛不得息、舌苔白滑、脉
沉弦。 有文献报道,温阳消水方外敷后可缓解癌性

腹水,与西药利尿剂临床疗效相当,同时可减少因

反复利尿造成患者耐药及电解质紊乱,能提高患者

生活质量[12] 。 本课题组前期研究发现,阳虚寒凝为

恶性腹水常见证候之一,抗癌消水散可抗恶性腹

水。 本研究结果显示,与模型组比较,抗癌消水散

可呈剂量依赖性降低小鼠腹水量、移植瘤体积及重

量,与文献报道及前期结果一致,提示抗癌消水散

可有效治疗移植性恶性腹水,抑制移植瘤生长。
《素问·刺法论》记载:“正气存内,邪不可干”,

正虚(阳虚)是肿瘤发生发展之根本,癌毒侵袭为病

邪之本,正邪相互抗争而导致肿瘤。 邪毒不断增

多,又加重正气亏虚,为肿瘤的转移提供条件[13-14] 。
西医学的“种子与土壤”学说与中医学的“正虚”理

论不谋而合,即作为种子的恶性肿瘤细胞侵袭机体

是发病外因,造成阳虚及腹腔微环境中形成的免疫

抑制状态加重疾病进展[15] 。 研究表明,改善患者免

疫功能抑制状态、唤醒 T 细胞免疫活性对改善肿瘤

患者预后及增强疗效至关重要[16] 。 T 细胞激活需

要 MHC-抗原复合物与 T 细胞表面受体(TCR)结合

提供第一信号,B 细胞或其他抗原递呈细胞( APC)
表面共刺激分子和 TCR 结合提供第二信号,共刺激

信号分子是 T 细胞进行增殖、分泌细胞因子及抗体

的必需分子。 B7 分子是免疫球蛋白超家族成员,以
B7-1(CD80)、B7-2(CD86)2 种单体形式表达于巨

噬细胞、树突状细胞及角化细胞等活化的 APC 表

面[17] 。 CD28 和 CTLA-4 是 B7 分子的特异性受体,
但二者存在拮抗关系,B7 只有与 CD28 或 CTLA-4
结合才能发挥刺激效应[18] 。 CTLA-4 与 B7 分子具

有高度的亲合力,与 CD28 竞争结合 B7 家族分子,
阻断 CD28 与 B7 的信号传导通路,防止 CD28 分子促

进 T 细胞激活。 近年来随着对 B7 / CD28 / CTLA-4 共

刺激途径研究的不断深入, 大量学者发现, 抗

CTLA-4 可有效用于肿瘤的靶向治疗[19] 。
本研究结果发现,抗癌消水散可呈剂量依赖性

增加 B7 - 1、B7 - 2 及 CD28 表达,降低 CTLA - 4 表

达,提示抗癌消水散可能通过抑制 CTLA - 4 表达,
缓解免疫抑制状态,改善人胃癌腹腔移植小鼠恶性

腹水,抑制移植瘤生长。 另有研究显示,免疫逃逸

是通过促进 Treg 细胞及其分泌细胞因子 TGF-β1、
IL-10 表达发挥免疫抑制作用,促进恶性肿瘤进

展[20-21] 。 为探究抗癌消水散对腹腔免疫微环境的

作用,本研究进一步检测腹膜组织中 TGF-β1、IL-
10 表达,结果发现,抗癌消水散可呈剂量依赖性降

低恶性腹水小鼠腹膜组织中 TGF-β1、IL-10 表达,
提示抗癌消水散可能通过抑制 CTLA-4 表达,抑制

其对 Treg 细胞的趋化作用,对抗恶性腹水,改善机

体免疫微环境,从而发挥抗肿瘤作用。
综上所述,抗癌消水散具有抗人胃癌移植瘤恶

性腹水的作用,这可能与抑制 CTLA-4 表达,促进 T
细胞激活,改善机体免疫抑制及腹腔免疫微环境有

关。 但是否还涉及其他信号通路参与共同发挥作

用有待进一步研究。
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3. 3　 供试品溶液制备方式的选择　 针对直立百部

中所含有的生物碱类成分,分别选择水、50%甲醇、
甲醇、55%乙醇以及乙醇作为回流提取溶媒对供试

品溶液中有效成分含量的提取效果进行比较[12-13] ,
结果表明在采用 55%乙醇回流提取后测定的色谱

峰效果最佳。
本次研究以直立百部为试验对象,建立了药

材总生物碱中对叶百部烯酮和脱氢对叶百部碱的

高效液相含量测定方法,同时对选择的 3 类批次

直立百部药材进行了含量测定。 结果表明以高效

液相色谱法对直立百部中的生物碱类成分进行测

定,方法简便易行,测定结果准确性高,测定的生

物碱类成分在直立百部中的质量分数较高,对直

立百部的质量控制具有数据参考价值,同时可以

有效控制药材的质量,为其长远的有效开发利用

提供了依据。
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