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胆子的干燥成熟果实，是一种常用中药，主要分布在我国福

建、云南、广东等地及台湾地区。《医学衷中参西录》中写道：

“鸦胆子，性善凉血止血，兼能化疲生新。凡痢之偏于热者用

之皆有捷效，而以治下鲜血水之痢，则尤效，又善清胃腑之

热，胃院有实热充塞，噤口不食者，服之即可进食”。鸦胆子

油主要成分为脂肪酸，内含少许挥发油。鸦胆子油对多种肿

瘤的生长有一定的抑制作用而少有肝功能损伤［１２］，临床应

用亦证实在原发和转移性肿瘤的治疗中，鸦胆子油制剂也显

示出较好的疗效［３］。本实验利用体外培养肺癌Ａ５４９细胞的

方法，研究新型制剂鸦胆子油自微乳剂对人肺癌细胞株

Ａ５４９增殖的影响，为临床应用提供新的治疗思路和实验

依据。

１　材料和方法

１．１　材料　鸦胆子油自微乳剂（０．０２５、０．０５、０．１ｍｇ／ｍｌ）由

陕西省中医药研究院药剂研究室提供，批号：２０１１１１３０。人

肺癌细 胞 株 Ａ５４９ 购 自 第 四 军 医 大 学 实 验 动 物 中 心。

ＲＰＭＩ１６４０培养液、胰蛋白酶、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ；美国Ｇｉｂ

ｃｏ公司）、ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）、胎牛血清（杭州四季青生

物工程材料有限公司）、ＣＯ２ 恒温培养箱、超净工作台、倒置

显微镜、酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）、９６孔板（德国Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司）。ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞分析仪（美国ＢＤ公司）。

１．２　细胞培养　将常规方法复苏冻存的 Ａ５４９细胞置于含

１０％ 小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２ 及饱

和湿度的条件下培养，用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化传代，收集

对数生长期细胞。将处于对数生长期的细胞制成单细胞悬

液，接种后过夜，弃原培养液，用无Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋的ＰＢＳ洗３
次，接种于不含血清的培养液，使其处于血清饥饿状态，２４ｈ
后绝大多数细胞处于Ｇ０／Ｇ１期，达到细胞周期同步化。

１．３　ＭＴＴ检测细胞增殖　按文献［４］方法，将１×１０５／ｍｌ
细胞接种于９６孔板，设６个复孔，另设不加药的正常细胞

作阴性对照组。经不同浓度（０．０２５、０．０５、０．１ｍｇ／ｍｌ）鸦胆

子油自微乳剂处理并培养２４、４８和７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／

ｍｌＭＴＴ试剂２０μｌ，孵育４ｈ，吸去上清，加入２００μｌＤＭＳＯ，

放振荡器振荡１５ｍｉｎ，使沉淀的结晶充分溶解，用酶标仪（测

定波长４９０ｎｍ）测定每孔光密度（Ｄ）值，按下列公式计算抑

制率：抑制率（％）＝（１－实验组平均Ｄ 值／对照组平均Ｄ
值）×１００％。

１．４　流式细胞术测定细胞周期时相分布及细胞凋亡　按文

献［４］方法，用鸦胆子油自微乳剂以不同浓度（０．０５、０．１ｍｇ／

ｍｌ）分别孵育Ａ５４９细胞不同时间（１２、２４、３６ｈ），并以质量分

数１０％ ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液代替鸦胆子油自微乳剂作为

阴性对照。按时收集经不同浓度处理的 Ａ５４９细胞，胰酶消

化，制成单细胞悬液，ＰＢＳ洗涤后，离心，加入－２０℃预冷的

无水乙醇固定３０ｍｉｎ，离心除去乙醇，ＰＢＳ洗涤，加入碘化

丙啶溶液４００μｌ，４℃作用２０ｍｉｎ后上ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细

胞仪检测，数据均经Ｌｙｓｉｓ软件收集和分析。

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１１．０软件

进行分析，各浓度及各时间点间比较采用Ｆ检验。检验水平

（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　鸦胆子油自微乳剂对人肺癌 Ａ５４９细胞增殖的影

响　低浓度（０．０２５ｍｇ／ｍｌ）的鸦胆子油自微乳剂对人肺癌

Ａ５４９细胞有抑制作用，随着鸦胆子油自微乳剂浓度的增加

和作用时间的延长，其抑制作用增强（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　鸦胆子油自微乳剂对人肺癌

Ａ５４９细胞的抑制率

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％

浓度

ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０ ０．３４±０．２７ ０．３９±０．２２ ０．３９±０．３８
０．０２５ ４６．５２±５．８８ ６１．７２±６．４２ ７６．８４±５．１５
０．０５０ ５８．８９±６．７５ ７２．７６±５．７３ ８８．２５±６．２８
０．１００ ６６．７４±５．８６ ８４．２９±５．２８ ９７．５３±６．１５

　同一时间点不同浓度组之间比较，Ｐ＜０．０１；同一浓度不同时间点

之间比较，Ｐ＜０．０１

２．２　鸦胆子油自微乳剂对人肺癌 Ａ５４９细胞周期分布的影

响　对照组孵育不同时间后Ｇ０～Ｇ１、Ｓ及Ｇ２～Ｍ 期细胞比

例差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。鸦胆子油自微乳剂在同一

浓度条件下，随着药物作用时间延长，Ｇ０～Ｇ１ 期细胞比例逐

渐增加，而Ｓ期细胞比例逐渐减少（Ｐ＜０．０１）。在同一时间

点，随着药物浓度增加，细胞周期的变化亦呈现上述趋势，表

明鸦胆子油自微乳剂主要使 Ａ５４９细胞阻滞在 Ｇ０～Ｇ１ 期。

见表２。

表２　鸦胆子油自微乳剂对人肺癌Ａ５４９细胞周期的影响

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

浓度

ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）
时间
ｔ／ｈ Ｇ０～Ｇ１ Ｓ Ｇ２～Ｍ

０ １２ ５３．６８±３．３８ ３１．３５±３．２５ １４．９７±３．１２
２４ ５６．３５±３．８０ ２９．０２±３．９８ １４．６３±３．４８
３６ ５９．４９±３．８５ ２７．６３±２．３５ １２．８８±３．４４

０．０５ １２ ５２．７６±４．２５ ３７．９４±５．６７ ９．３０±３．２５
２４ ５６．８９±４．８５ ３１．８５±４．３４ １１．２６±５．６４
３６ ６０．１５±４．１５ ２５．１４±３．６４ １４．７１±４．４７

０．１０ １２ ６３．７５±４．２８ ２８．４７±４．４９ ７．７８±４．８６
２４ ６８．１６±４．８５ ２５．７５±５．７９ ６．０９±３．７２
３６ ７３．０３±５．４３ ２１．２７±５．１７ ５．７０±４．３５

　同一时间点不同浓度组之间比较，Ｐ＜０．０１；同一浓度不同时间点

之间比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

　　鸦胆子油苦、寒，易伤胃肠，不宜多用久服，尤其对于胃

肠出血及肝肾病患者应禁用或慎用。为了缓解其对消化道

的刺激性，提高疗效，目前大多将鸦胆子油制成乳剂后应用，

已有软胶囊、口服乳剂及注射乳剂上市，但其生物利用度均

不高。

　　微乳（ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ）在农药、医药和化妆品等领域已有

较广泛的应用，其作为药物载体的优点已得到普遍的认可。

近来研究发现，由油相和非离子表面活性剂形成的均一透明

并包含药物的溶液，当亲水性表面活性剂（ＨＬＢ＞１２）含量较

高（≥４０％，Ｗ／Ｗ）或表面活性剂加上助乳化剂，在胃肠道内

或环境温度适宜（通常指体温３７℃）及温和搅拌的情况下，可

自发地形成微乳，称为自微乳化释药系统（ｓｅｌｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉ

ｆｙｉｎｇｄｕｒｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ，ＳＭＥＤＤＳ）。口服给予ＳＭＥＤＤＳ
后，脂溶性药物被包裹在微乳乳滴中溶出而被吸收，不仅可

以减轻刺激性药物对胃肠道的刺激，而且由于微乳界面积

大、表面张力低，易于通过胃肠壁的水化层，可增加穿透性，

促进药物吸收［５］。因此，该给药系统主要用以改善脂溶性药

物的口服吸收，增加其生物利用度，ＳＭＥＤＤＳ同样也可以作

为脂溶性抗癌中药活性成分口服给药的良好载体。

　　非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）虽对放化疗敏感，但化疗药物

毒副作用较大，且易产生耐药和出现复发、转移。本研究模

型药物鸦胆子油是细胞周期非特异性抗癌药［６］，对 Ｇ０、Ｇ１、

Ｓ、Ｇ２、Ｍ期癌细胞有杀伤和抑制作用，能明显抑制肿瘤细胞

ＤＮＡ的合成，可直接进入癌细胞，用于治疗肺癌、肝癌、胃癌

和乳腺癌等多种恶性肿瘤，临床上在抗肿瘤、抗消化道溃疡

及抗血脂方面亦有广泛应用。

　　本研究结果显示鸦胆子油自微乳剂在体外能够明显抑

制Ａ５４９细胞的增殖。ＭＴＴ结果表明，鸦胆子油自微乳剂对

细胞增殖的抑制作用随其浓度的增高和作用时间的延长而

增强。细胞周期实验证明鸦胆子油自微乳剂具有阻滞 Ａ５４９
细胞增殖周期的作用，且 Ａ５４９的细胞周期改变为 Ｇ０～Ｇ１
期细胞的增加和Ｓ期细胞的减少，并且这种Ｇ０～Ｇ１ 期阻滞

作用随药物作用时间延长和浓度的增高而增强。细胞的凋

亡受阻是引起肿瘤发生以及耐药的一个主要病理学基础，可

能是肿瘤发生以及发展的重要因素，肿瘤细胞周期发生改变

往往与肿瘤细胞的凋亡相关，对于上述可能的作用机制还有

待进一步研究。
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