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癌得清注射液的抗瘤作用

宋淑 霞 吕 占军 王 秀芳 张小 军 侯 洁

摘要 本文用金黄 色葡萄球菌( stap hy l oe oe e u se r a u u s)
、

乙型 溶血性链球 菌( S tre p
-

t oe oe e u s he moly tie u s)
、

卡介 苗(B C G )
、

伤 杆 菌( Sa l mone l la typ hi ) 等 多种细 菌杭 原免疫

SD 大鼠
,

并从其脾脏
、

胸腺等淋 巴组织通过 透析的方 法获得透析外液
,

再加上构祀等 中药

透 析 的 小 分子 ( MW 毛 10 K D )物质
,

制备成混合制 剂 ( 癌得 清 )
。

然后 以 D B A 2/ 小 鼠荷

L 5 1 7 8 Y
、

P 81 5 肿瘤为模型
,

分别在肿瘤 细胞接种后及接种前后腹腔 注射上述制剂
,

观察

其抑瘤作用和荷瘤小鼠脾细胞 N K
、

L A K 活性及产生 IL
一

2 活性的影响
。

结 果表明
,

该制剂

可明显抑制 L 5 1 7 8 Y
、

P sl s 肿瘤 生长并能显著增强荷瘤 小 鼠脾脏 N K
、

L A K 活性
,

增强 脾

细胞产生 I L
一

2 的能 力
。

关键词 生物应答调节剂 ; 癌得清注射液
; 肿瘤治 疗

生 物应答调 节剂 ( B R M )是 有效 治疗肿 瘤 的办法
,

它通 过修 饰肿瘤 和 宿主 之间 的相互 关系
,

改变 宿 主对

瘤细 胞 的生物 学效 应
,

达到控 制肿 瘤 发生 和生 长 的 目

的
。

目前 生物应答调节剂倍受 重视
。

为减 轻其副作 用
,

许多学者 都在寻 找高效无毒的生 物应答调节剂
。

本室

通过大量 筛选
,

发现用 透析 的方 法
,

在多种 细菌免疫 的

动物淋 巴 组织 中得 到小分 子提取 物
,

在 抗肿 瘤
、

提高荷

瘤小 鼠免疫功能等 方面有一定作用
。

1 材料与方法

1
.

1 癌 得 清 注 射 液 的 制 备 用 金 黄 色 葡 萄 球 菌

( S t a p h y l
o e o e e u s a u r e u s )

、

乙 型溶 血性链球菌 ( S t r e p t o -

c o c c u s
h

e m o
ly t ie u s )

、

卡 介 苗 ( B e G )
、

伤 寒 杆 菌

( S a lm o n e
l l a t y p h i )等 多种 细 菌免疫 S D 大 鼠

,

无菌取

脾
、

胸腺 等淋 巴组 织
,

研 碎
,

冻融 三次
,

用截 流分子量 1

万道尔顿的透析袋
,

对着无菌蒸馏 水 ( 1 59 组织加 3 o m l

水 ) 4 C 透析一周
,

使透 析袋内外 液渗透压 达到 平衡
,

取

透析外液 (分子量小于 1 万道尔顿 )
,

经 75 1 分光 光度 计

分析
,

在波长 2 6 On m 处有一高 吸收峰
,

此峰为核昔 酸吸

收 峰
,

核昔 酸含量 为 6m g / nt l
,
O D

.

2 6 0 / O D
.

2 8 0 = 1
.

9 2
。

用 同种方法 透析的拘 祀等 中药 透析外 液在 Z OOn m

( 7 5 1 分光光度计最小波 长为 ZO On m )处有 一高吸 收峰
,

为 肤键 吸收峰
,

经 F ol in
一

酚 测定
,

中药 透析外 液 中多肤

含量 为 s m g /m l
。

把两种 透析 外液等 量混合
,

红 细胞脆

性试验测定其渗透压相 当于 0
.

48 % 一 0
.

50 %

作者单 位
: 0 5 0 0 1 7 石 家庄

,

河北医 科 大学实验 动物学部

(宋淑霞
、

吕 占军
、

王秀芳
、

侯洁 ) ;石 家庄武警医院胸外科 (张小

军 )

的 N a
C I 溶 液

,

补 充 N a
CI 使其 相 当 于 0

.

85 % 的 N
a
CI

溶 液渗透压
,

精 密试纸测定其 p H 为 6
.

4
。

滤 过除菌
,

封

安 瓶
,

待 用
。

1
.

2 实验动物 D B A / 2
、

C 5 7 b l / 6 雌性小 鼠
,

8一 1 0 周

龄
,

体重 23 士 1
.

8 9 购 自中国医学科学院药物鉴定所
。

1
.

3 肿瘤 细胞株 L 5 1 7 8Y
,

购 自中国医学科 学院肿瘤

研究所免疫室
,

P sl s 本 室传代保存
。

1
.

4 7 5 1
一
G W 分光光度计 (波 长范围 2 0 0一 1 0 0 0 n m )

上海分析仪 器厂
。

1
.

5 癌得清对荷瘤小 鼠肿瘤生长抑制试 验

1
.

5
.

1 癌得清对荷瘤小 鼠肿瘤 的治疗作用 取 D B A /

2 小 鼠 18 只
,

分 2 组
,

对照组和实验组
。

取体 外培养 的

对数生 长期的 L 5 1 7 8Y
,

用 G K N 平衡盐溶液洗一遍
,

计

数
,

调整细 胞浓度 为 1
.

5 义 10 丫m l
,

每 只 D B A 2/ 小 鼠腋

窝皮 下接 种 0
.

2m l
,

于接 种肿瘤 细胞 的当 日
,

腹腔注射

0
.

3m l 癌得清
,

连续注射 1 5 天
。

对 照组注射等量生理盐

水
。

从 接种肿瘤细胞第 5 天
,

开始测量 肿瘤 瘤块直径
,

连续 测量 10 天
。

1
.

5
.

2 癌 得清对 肿 瘤 的防治 作用 为 了观 察癌 得清

防治肿瘤 的作用
,

先腹 腔注射 一周癌得 清
,

再皮下接种

L 5 1 7 8Y 肿瘤
,

并继续注射 15 天
,

这样 共注射 22 天
。

然

后测量肿瘤瘤块 直径
,

连续测量 10 天
。

1
.

5
.

3 用 P 8 1 5 重复 1
.

5
.

1 试验
。

1
.

6 癌得 清对 荷 L 5 1 7 8Y 肿瘤 的 D B A 2/ 小 鼠免疫 功

能的影 响

1
.

6
.

1 实 验动物 分组及 给药 取 D B A 2/ 小 鼠 18 只
,

分 为三 组
,

其 中一个 为正 常 对照 组
,

不接 种肿 瘤
,

其它
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两 组 均 皮 下 接 种 浓 度 为 2
.

5x 1 0 7

/l m的

L 5 1 7 8Yo
.

Zml
。

实 验组于接种肿瘤当 日
,

腹腔 注射癌得

清 。
.

3m l/ 只
,

正常 对照组 和荷瘤对 照组 腹腔 注射等量

生理盐水
。

连续 注射 15 天
。

于停药 次 日断椎处死小 鼠
,

无菌 取脾
,

检测 N K
、

L A K 活性
、

产生 I L
一
2 的能力 及淋

巴细胞转化率
。

1
.

6
.

2 淋 巴 细 胞转 化试验 无菌制 备小 鼠脾 细 胞悬

液
,

G K N 平衡盐溶 液洗 二遍
,

用含 10 % N C S 的 D M E M

培养基调 整细 胞浓 度为 I X 10
7 m l

。

取 96 孔 细胞 培养

板
,

每 孔 0
.

l m l
,

每 个 样 品 设 三 个复 孔
,

每 孔 中加入

1 0 0尸 g / m l 的 C
o n

A l o拜l
,

同时做三个不 加 C o n
A 的对 照

孔
,

每孔补加 0
.

l m l 培养基
,

放 3 7
`

C
、

5% C O Z 培养箱 培

养 68 h
。

用 M T T 法测定淋 巴细 胞转化率川
。

用刺激 指

数 ( 51 )表示
。

1
.

6
.

3 N K
、

L A K 活性测 定 用培 养基 调整细 胞浓 度

为 1 又 1 0 ,

/m l 的脾 细胞作为 N K 细 胞活性 测定 的效 应

细胞 ;将终浓度 为 1 0 0 0 u
的 I L

一
2 加 到 l 只 1 0 7

/m l 的脾

细胞 中
,
5% C O

: ,

37 C 培养 4 天
,

诱导成 L A K 细 胞
,

调

整细胞浓度 为 1 义 10
,

/m l
,

作 为 L A K 活性 测定 的效应

细胞
。

取体 外培 养 的对数 生 长期 的 Y A C
一
1 作 为测 定

N K 活性 的靶 细 胞
,

P s ls 作 为测 定 L A K 活性 的靶 细

胞
。

取 96 孔 U 型细胞培 养板
,

调整 效靶细胞 比例 为 4 0
:

1
,

放 37 C
、

5% C O :

培养 2 4 h
,

用 本室稍加改 良的 M T T

法测定杀 伤活性 z[]
。

1
.

6
.

4 I L
一
2 诱生及 活性测定

:

取荷瘤小 鼠的脾细 胞悬

液 ( 2 只 2 0丫m l ) l m l
,

加 人 2 4 孔 板 中
,

再 加人 浓 度 为

2 0拜g /m l 的 C
o n

A /m l
。

3 7 C
、
5 % C O

:

培 养 4 8 h
,

离心取

上清
,

一 2 0℃ 冻存待测
。

I L
一
2 活性 测定方法 采用 C

o n A

诱导 T 细胞微量 测定法川
。

2 结果

2
.

1 癌得 清注 射液 对荷瘤小 鼠肿 瘤生 长抑 制作用

给小 鼠腋窝皮下 移植 L 5 1 7 8Y
、

P sl s 肿 瘤细胞 后
,

一般

5 天可触摸到肿块
。

本实验结 果表 明
,

癌得 清注射液对

L 5 17 8
、

P 81 5 肿瘤均有一 定的抑制作 用
,

经 t 检验分析

发现
,

从荷 瘤第 8 天 (测量第 4 天 )癌 得清注射组与荷瘤

对照组 比两组肿 瘤瘤块直径 有显著差 异 (尸 < 0
.

0 1 )
,

结

果见图 1
、

图 2
。

如果 在移植肿瘤细胞之前
,

先注 射 7 天

癌得 清
,

则 癌得清 的抑 瘤作 用 更 明显
,

从荷 瘤 第 6 天

(测量第 2 天 )实验组 小 鼠肿瘤瘤 块 明显 小于对照 组 (尸

< 0
.

0 1 )
,

见图 3 和图 4
。

JJ
,

{
, 2

J南

叠
’ .5

径 l

X O
·

5

-州卜-

- . 一 .

” d 5

简痛时间
! 0

( 天数 )

花

图 1 癌得清对 工
_

5 1 7 8 Y 体 内抑制作用

一嘴卜 .

一 . 卜
.

椒得清肿瘤直径

O

一、

5 10

荷瘤时间 (关 )

图 2 癌 得清对注射液对 P 8 15 体 内抑制作用

~ 叫卜-

州卜一

崛得清

荷瘤对照

凡乙气ùl
ō勺0

瘤径冲直一X

0 5 10

菏瘤 }I寸}石〕 (天 )

图 3 癌得清对 L sl 7 8 Y 防治作用

2 「
~

癌得清

: } ~
荷瘤对

性
0

.

5

肿瘤直径
一x

荷瘤时间

l 0

(天 )

图 4 癌得清对 P s ls 防治作用
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2
.

2 癌得 清注射 液对 荷瘤 小 鼠脾 淋 巴 细胞 转 化率 的

影 响
:

试 验 结 果 表 明
,

注 射 癌 得 清 后 脾 淋 巴 细 胞 对

C o n
A 的敏 感性 增强

,

其 转 化率明显 高 于对 照 组 (尸 <

0
.

0 1
, z 检验 )

。

见 表 l
。

表1癌得清注射液对荷瘤小鼠淋巴细胞转化率的影响

例数 淋巴 细胞转化率 ( S )I P (与荷瘤组 比 )

正常对照

荷瘤对照

2
.

5 1

1
.

6 9

3 0 9

> 0
.

0 5

癌得清 < 0
.

0 1

2
.

3 癌得 清注射液对 荷瘤小 鼠 N K
、
L A K 活性及对 脾

细 胞产生 I L
一
2 活性的影 响

:

用 Y A C
一
1

、

P 8 15 为靶 细胞

分别测 定 了荷瘤 小 鼠 N K
、

L A K 细 胞活 性
,

结果 表 明
,

癌得清注 射能显著提高荷瘤小 鼠 N K
、

L A K 活性
;
同 时

还能 提高脾 细胞 产生 I L
一
2 的能力

,

结 果经 t 检验均有

显著差异 ( P < 0
.

0 1 )
,

见表 2
。

表2 癌得清注射液对荷瘤小鼠NK
、

LAK 及 IL
一

2的影响

例数
N K 活性

( % )

L A K 活性

(% )

正 常对照 6 9
.

6士 2
.

0 3 1 3
.

7 6士 3
.

8 6

荷 瘤对照 6 8
.

0士 1
.

3 6 1 1
.

6士 2
.

1 6

癌得清 6 1今
。

2士 2
.

4 犯 1
.

0 士 1
.

6 7

H
一 2 尸 与荷

( O D
.

士 、 ) 瘤组 比

0
.

3 6 7士 0
.

0 3 > 0
.

0 5

0
.

3 0 5士 0
.

0 4 > 0
.

0 1

0
.

8 5 8士 0
.

0 6 < 0
.

0 5

3 讨论

3
.

1 癌得清 注射液是 我室经 大量 实验
,

筛选 出来的生

物应答调节 剂
。

本实验初步 表 明具有免 疫增 强作用并

可显著抑制 肿瘤 生长
,

若在 给小 鼠移植肿瘤 细胞 之前
,

先腹 腔注射 癌得 清 1 周
,

肿瘤 细 胞移植之后 再 注射 2

周
,

注射癌得清组与对照组 比瘤块 直径差异更大
。

表 明

癌得清注射液具有防治肿瘤生长 的作 用
。

3
.

2 癌得清 注射液能增 强荷瘤 鼠脾细 胞产 生 I L
一
2 活

性
,

也能增强 N K
、

L A K 活 性
,

这也许是其抑瘤 的 主要

机制之 一
。

3
.

3 癌得清成 份之一是 从免疫过 的 S D 大 鼠脾及胸腺

提 取 出来 的一 种混合 物 (分子量毛 10 K D )
,

通过初 步鉴

定
,

很 可 能含有 转移 因子
,

可直 接作用 于 T 细胞
,

使 之

活 化
,

合 成并 释 放多 种 可 溶性 的淋 巴 因子
,

进 而 促 进

T C
、

N K
、

L A K 细胞 杀伤功能川
。

癌得清 另一种成份 是

中药提 取物
,

我们 以 前的工 作表 明
,

构祀 等中药含 有两

类有 效成份
,

一是 对热稳 定和蛋 白结合 的多 糖类
,

一是

对热 不稳 定的小分子物 质圈
。

有实验困证明构祀小分子

提 取物 ( 。
.

01 拌g / m l) 能促进淋 巴 细胞增殖
,

说 明其 具有

促进有丝分 裂原的作用
,

可直 接激活 T 细胞
,

刺激淋 巴

细 胞增殖
、

分化
,

产 生较多的 I L
一
2

。

关 于 中药 治疗肿瘤

的报道很 多
,

但 多采用 传统 的加热等 剧烈提 取方法
,

使

一些 对热 不稳 定 的小分 子成份 失活
,

本 实验提 取方 法

温 和
,

得 到小 分 子 的多 肤 和核 昔 酸
,

不 会 引 起过 敏 反

应
,

适于临床开发
。

本 实 验结果 表 明
:

癌得清注射液 确实有增 强 机体

免 疫 力及抑 制肿 瘤生 长 的作 用
,

且 没有 发现 任何 副作

用
,

值得进一步研究与开发
。
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