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扶正抗癌方抑制人肺癌细胞增殖及
增强 LA K 抑瘤活性的实验研究
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广东 广州 51 04 07 ;

2
.
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摘 要
: 研究中药复方制剂扶正抗癌方对人肺癌细胞 LA

、

肺癌原代细胞增殖的影响
,

探讨

其抗癌作用机制
.

扶正抗癌方灌胃给药后
,

采集大鼠血清
,

处理人肺癌细胞 LA
、

人肺癌原代

细胞
,

M F r 法观察细胞增殖 ; 并与淋 巴因子激活的杀伤细胞 ( L 钊K ) 共同处理以上 2 种细胞
.

扶正抗癌方具有显著抑制人肺癌细胞 LA
、

人肺癌原代细胞增殖的作用
,

且存在不同浓度之间

的差异
,

提示呈现出血清浓度依赖性 ; 可 以显著提高 L AK 抑制人肺癌细胞 LA
、

人肺癌原代细

胞增殖的活性
.

抑制人肺癌细胞增殖
,

提高 LA…K 活性可能是扶正抗癌方抗癌的主要作用机制
.

关键词
: 肺癌 /中医药疗法 ; 扶正抗癌方 /治疗应用 ; 肺癌细胞 /人肺癌细胞 LA

、

肺癌原代细

胞 ; 血清药理学 ; 大鼠
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扶正抗癌方是广州中医药大学一附院肿瘤科在治疗原发性肝癌
、

肺癌等多种癌症经验

方的基础上
,

研制的抗癌中药复方制剂
,

临床运用于肝癌
、

肺癌
、

胃癌等癌症的治疗
,

取

得了显著的疗效
,

为进一步探讨其作用机制
,

本文采用血清药理学方法
,

观察了扶正杭癌

方抑制人肺癌细胞 LA 及人肺癌原代细胞增殖的作用及提高 LAK 对上述两种细胞的抑瘤活

,

结果如下
.

实验材料

1
.

1 实验动物

SD 大 鼠
,

体质量为 2 50 一 3 00 9
,

SP F 级
,

广州军区总医院实验动物中心提供
,

普通饲

料喂养
,

自由饮水
.

1
.

2 药物

扶正抗癌方 (简称 KA )F
,

由人参
、

桃仁
、

半枝莲
、

冬虫草等组成
,

实验药液由广州

中医药大学一附院肿瘤研究所提供
,

每 mL 相当于生药 1
.

0 9
.

轻基喜树碱注射液 ( HCrP l

m g/ rnL )
,

湖北省黄石飞云制药公司产品
,

批号 00 302 1
.

1
.

3 人肺癌 LA 细胞株及人肺癌原代细胞

由广州军区总医院分子肿瘤学研究所细胞室提供
.
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1
.

4 主要试剂

RP M I
一

1麟 0 培养液 (美国 GI B C O ) ; 四 甲基偶 氮哇盐 ( M TT 美 国 SI GM叭 ) ; 二 甲亚枫

(D M SO 美国 SI GMA )
.

灭活新生小牛血清 (天津生化制品厂 )
.

1
.

5 主要仪器

% 孔培养板 (英国 CONR NI )G ; 二氧化碳培养箱 (德国 EH RE u )S ; 倒置显微镜 ( 日

本 OYL M田U )S ; 劲 60 型酶标仪 (台湾 E RM ANI C ) ; 微 量振荡器 (北京海淀 电子 医疗仪器

厂 )
.

2 实验方法

2
,

1 动物含药血清的制备

8
.

0 1 1正了吨 KA
F 灌 胃给药

,

1次 / 日
,

连续 3 日
,

末次给药 Z h 后
,

以相 同剂量重复给

药 1次
,

再过 l h
,

下腔静脉采血
,

分离血清即为含药血清
,

临用前加人 RP M I
一

164 0 培养

液
.

对照组用生理盐水代替 KA F
.

2
.

2 肿瘤细胞悬液制备

将冻存的人肺癌细胞 LA 按常规方法复苏
,

接种于含 10 % F CS 的 R PM I
一

164 0 培养液的

50 mL 培养瓶中
,

传代培养
,

至细胞呈指数生长期时
,

弃培养液
,

加人 0
.

25 % 胰蛋白酶和

0
.

0 2% EDTA 消化液 37 ℃ 消化 2 一 5 而 n ,

离心弃上清
,

重悬细胞于含 10 % F CS 的 RP M I
-

1翻0 培养液中
,

台盼兰染色活细胞计数
,

调整细胞数为 1 x l护 /
mL

,

接种于 % 孔培养板
,

每孔加细胞悬液 100 “ L
.

人原代肺癌细胞悬液的制备
,

广州军 区总医院肿瘤科患者阮 xx
,

男性
,

62 岁
,

住院号 2 63 7 85
,

病理诊断号 1409 26
,

病理诊断为肺腺癌
,

经皮肺穿刺取得

的新鲜肿瘤组织
,

无菌条件下 2田 目金属网筛上用注射器针栓轻轻研磨
,

肿瘤细胞滤过网

孔进人含 or % CF S 的 RMP I
一

164 0 培养液中
,

台盼兰染 色活细胞计数
,

调整细胞数为 l x

l护 / mL
,

接种于 % 孔培养板
,

每孔加细胞悬液 100 拜L
.

2
.

3 LAK 细胞悬液的制备

按文献 【1」方法
,

无菌取正常人外周静脉血
,

用淋巴细胞分离液分离 出淋巴细胞
,

将细胞悬浮于含 10 % FC S的 RPM I
一

164 0 培养液的培养瓶中
,

置 37 ℃
、

5% 的 C q
、

饱和湿

度的培养箱中培养 24 h
,

离心弃上清
,

重悬细胞于含 -IL 2 10 以x 〕 u /
mL

、

10 % F CS 的 RP M I
-

1麟O 培养液 中培养 s d
,

即为 LA K
.

抑瘤检测前
,

台盼兰染色活细胞计数
,

调整细胞数为

2
.

5 x l口/
mL

,

每孔加细胞悬液 100 拌L
.

2
.

4 药物及浓度

H C rP 质量浓度按血浆峰值 ( D ) 浓度计算

( H CPT )
二

50
x D 5/ 仪旧 x Z

,

单位为 产g /
mL

HC p T 设立 or 拼岁mL I 个浓度
,

KA F 含药血清根据预实验结果设立 20 %
、

10 %
、

5%
,

分别简称 K A IF
、

KA几
、

K A刀
.

2
.

5 M TT 法 z[] 检测

将 % 孔板置于 37 ℃
、

5 % c仇
、

饱和湿度的 c仇 培养箱 中培养 24 h
,

设实验孔和对照

孔
,

实验孔分别加人 HC即 10 汕 和 KA F I
、

KA咫
、

KA 邢 各 10 拌L
,

对照孔加人等量 BP S

液
,

每组 3孔
.

检测 KA F 增强 LA K 抑瘤活性时
,

实验孔分别加人 LA K 100 1止 和 KA IF
、

KA程
、

KA F’3 各 1即L
,

对照孔加人等量 PBS
.

继续培养 48 h
,

离心弃上清
,

每孔加人 MT T
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( s m岁mL ) 10 匹
,

继续培养 6 h
,

再离心弃上清
,

加人 D M SO 100 拼L
,

置微量振 荡器 5

而
n ,

即放人 自动读数酶标仪
,

以 以X) nnI 为检测波长
,

测各孔的吸光度 ( A ) 值
,

根据下列

公式计算抑瘤率
:
抑瘤率 ( % )

二
(万(对照组 )

一
入(实验组 ) ) /元(对照组 )

x 100 %
.

2
.

6 统计学处理

抑瘤率结果比较用方差分析
,

并行两两比较的 q 检验
,

以 尸 < 0
.

05 作为显著性差异
,

全部数据处理均在微机上用 sA 6S
.

04 软件完成
.

3 结 果

3
.

1 正常大鼠血清对人肺癌细胞增殖的影响

3
.

1
.

1 与小牛血清比较 以含 10 % 的正常大鼠血清的 RP M I
一

1醉0 培养液培养细胞
,

无论

灭活与否
,

均能维持细胞正常生长
,

相差显微镜下观察细胞形态未见明显差别和改变
,

正

常大 鼠血清 (灭活 ) 组 入为 0
.

4 68 土 0
.

0 2 (
n = 8 )

,

与小牛血清组 0
.

4 6 5 土 0
.

02 (
n = 8 ) 比较

,

无显著性差异 ( 尸 > 0
.

05 )
.

3
.

1
.

2 含药血清灭活与否对细胞增殖的影响 同批灭活血清与不灭活血清比较
,

灭活组

又为 0
.

33 6 士 0
.

0 2 (
n =

s)
,

高于未灭活血清组 互为 0
.

29 6 士 0
.

01 (
n =

8)
,

差异显著 (尸 <

0
.

05 )
.

3
.

2
KA

F 药物血清对人肺癌细胞 LA
、

人肺癌原代细胞增殖的影响

3
.

2
.

1 K AF 对人肺癌细胞 LA 增殖的影响 结果显示 KA
F 具有明显抑制 LA 细胞增殖的作

用
,

3 个不同浓度组与对照组比较均有极显著性差异 ( 尸 < 0
.

0 1)
,

而且不同浓度之间存在

显著性差异 ( 尸 < 0
.

05) H C盯 组抑瘤作用优于 KA F 组
,

结果见表 1
.

3
.

2
.

2 KA F 对人肺癌原代细胞增殖的影响 结果显示 KA F 具有明显的抑制人肺癌原代细

胞增殖的作用
,

3 个不同浓度组与对照组之间比较有极显著差异
,

而且不 同浓度组之间差

异显著
.

H CrP 组抑瘤作用优于 KA F
,

结果见表 1
.

表 1 KA F 对人肺癌 LA 细胞和原代细胞增殖的影响

组 别
LA 细胞 原代细胞

抑瘤率 / % 抑瘤率 / %

ù
八àù、é八j
`胜工

57454136

0
.

科 2 士 0
.

02

0
.

186 士 0
.

0 1
畏

0
.

2 38 士 0
.

02
井 y

0
.

27 1 士 0
.

02
苦 甲△

0
.

29 8 土 0
.

0 1
赞 , 勺么

0
.

4 62 士 0
.

02

0
.

196 上 0
.

0 1
圣

0
.

25 2 士 0
.

02
骨 甲

0
.

27 1 土 0
.

03
长 , △

0
.

295 士 0
.

02
拼 y v ▲

Q护27
,ù

657463832

只é了,、甲几甲十
,

任CAAA1KKKH

l) A 为 帐 士 :

) ; *
与 BP S 组 比较 尸 < 0

.

01 ; , 与 CH rP 组比较 尸 < 0
.

01

△ 与 KAF I组比较 尸 < 0
.

05 ; 甲 与 KAf l 组比较 P < 0
.

01 ; ▲ 与 K A I Z组比较 尸 < 0
.

05

3
.

3 KA
F药物血清增强 LA K对人肺癌细胞 IA

、

人肺癌原代细胞增殖的影响

3
.

3
.

1 KA
F增强 LA K对人肺癌细胞 LA 增殖的影响 结果显示 KA F具有明显的增强 LA K

抑制人肺癌细胞 LA 增殖的作用
,

且存在浓度依赖关系
,

LAK 十 KA F 组的抑瘤作用优于单

用 LA K 组
,

结果见表 2
.

3
.

3
.

2 K AF 增强 LA K 对人肺癌原代细胞增殖的影响 结果显示 KA F 可以 明显地增加 LA K

抑制人肺癌原代细胞增殖的活性
,

不同浓度之间存在显著差异
,

提示具有浓度依赖关系
,
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LA K 联合以 F 组的抑瘤作用明显优于单独运用 LA K 组
,

结果见表 2

表 2 KA F 增强 LA K 对人肺癌细胞 LA 和原代细胞增殖的影响

组 别
LA 细胞 原代细胞

抑瘤率 / % 抑瘤率 / %

,ù01111ù
73386459

P邢 0
.

5 18 土 0
.

02

1人 K 0
.

334 士 0
.

02
任

毛AK + K妊
,

1 0
.

165 士 0
.

0 1
苦 v

认K 十 KAf Z p
.

1Z 8 土 .0 仍
`

秒
L AK + KA I 3 O

.

25 3 士 0
.

02
香 , △今

0
.

48 2 士 o
.

m

0
.

29 8 土 0
.

0 1
“

0
.

126
土 0

.

02
份 v

0
.

173 士 0
.

0 1
赞 , △

0
.

195 士 0
.

呢
任 y 7 `

一、ù,10产235685751

l ) A 为 ( 无 士 s

) ; `
与 P BS 组比较 尸 < 0

.

0 1 ; y 与 L AK 组 比较 P < 0
.

0 1 ;

△ 与 L AK + K AF I 组比较 P < 0
.

01 ; 7 与 L AK 十 KAI
,

1 组比较 尸 < 0
.

05 ;

▲ 与 LAK + KAf Z 组 比较 P < 0
.

05

4 讨 论

肺癌属于祖国医学积聚范畴
,

其病因病机多为内伤七情劳倦
,

外感六淫疫病
,

脏腑虚损
,

经络气血不和
,

而致气滞血疲
、

痰气凝聚
、

毒痕内蕴 日久而成
,

病属正虚邪实
.

扶正固本
,

活血

化疲
,

解毒散结为其主要治则
,

扶正抗癌方集上述治则于一体
,

由生晒参
、

桃仁
、

半枝莲
、

冬虫

草等中药组成
,

既能补益正气
、

扶正固本
,

又能清热解毒
、

化窟散结
,

故能使正气恢复
,

抑制肿

瘤生长
.

血清药理学方法〔3 J
,

即整体动物给药一定时间后
,

取其含有药物成分的血清代替中药粗

制剂进行体外实验的新方法
,

由于客观地模拟了药物与机体相互作用过程
,

提高了结果可信

度
,

其结果更具有确定性
、

真实性和鲜明的说服力
.

实验结果表明 ; 正常大 鼠血清对人肺癌细

胞增殖促进作用与小牛血清比较无显著性差异
,

而扶正抗癌方经灌 胃后
,

采集 的大 鼠血清

(含药血清 )对人肺癌细胞 LA 及人肺癌原代细胞的增殖具有明显的抑制作用
,

20 % 含药血

清的抑瘤率分别为 46
.

玛和 45
.

5%
,

且存在血清浓度依赖性差晃
,

说明运用含药血清处理

细胞后的一系列变化为药物作用所致
.

淋巴 因子激活的杀伤细胞 ( LA )K 过继免疫治疗是 目前国内外临床上应用最为广泛的肿

瘤过继免疫方法 [’]
.

自 80 年代 LA K 被描述以来
,

研究者进行 了大量的研究
,

积累了丰富的

实验和临床资料
.

无论动物试验还是人体试验都表明
,

LAK 过继免疫治疗是一种有一定疗效

的方法
,

特别是作为恶性肿瘤综合治疗的一种手段
,

在提高疗效
,

清除残 留癌细胞
,

改善晚期

肿瘤患者生存质量等方面发挥着重要作用 几AK 具有以下特点
: 选择性地只对肿瘤细胞产生

细胞毒性
,

而对正常细胞无影响或损伤轻微 ;无毒副作用 ;不依赖荷瘤者免疫功能 ;不影响其

他疗法的施用 ;无免疫抑制作用
.

实验结果显示 LA K 具有显著的抑制人肺癌细胞 LA 及人肺

癌原代细胞增殖的作用
,

抑瘤率分别为 35
.

5% 和 38
.

2%
,

而加用不同浓度的扶正抗癌方含

药血清后
,

可以明显提高 LA K 的抑瘤活性
,

经加人 p =
20 % 含药血清后其抑瘤率分 别为

68
.

1%和 73
.

9%
,

且存在血清浓度依赖性差异
.

从而说明扶正抗癌方通过抑制人肺癌细胞增

殖
,

增强 LA K 抑瘤活性而发挥其抗肿瘤作用的
,

也是其重要治疗机理所在
.
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