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摘要# 目的!应用斑马鱼模型研究小金胶囊 "麝香* 木鳖子* 制草乌等% 的抗肿瘤作用) 方法!荧光标记的人乳腺
癌细胞 "35;X5>48 ;48;0?*<P8^4[5<8)e( ‘FI)e% 移植入斑马鱼卵黄囊内建立移植瘤模型) 小金胶囊以水溶液暴露移植
瘤斑马鱼以评价其抗肿瘤作用( 用转基因斑马鱼观察其对新生血管形成的抑制作用) 吖啶橙染色后( 图像分析法评价
该药物的体内细胞凋亡诱导作用) 结果!#,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B的小金胶囊对斑马鱼 ‘FI)e 移植瘤的抑制率
分别为 %"L,,!* (=L%(!* (%Lee! ")j&L&"%) 小金胶囊在高质量浓度 "#,=Le# !>J3B% 下能显著抑制血管形成和
诱导细胞凋亡( 抑制率和诱导率分别为 #"Le=!和 #’L.#! ")j&L&"%) 结论!小金胶囊能诱导细胞凋亡( 抑制
‘FI)e移植瘤生长和新血管形成( 具有潜在的抗肿瘤作用)
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!!小金胶囊由小金丸改造而成( 由人工麝香*
木鳖子* 制草乌* 枫香脂* 醋乳香* 醋没药* 五
灵脂* 酒当归* 地龙及香墨 "& 味中药组成( 具
有消肿散结( 化瘀止痛的功效( 用于阴疽初起*
皮色不变* 硬肿作痛* 多发性脓肿* 瘿瘤* 瘰
疬* 乳岩* 乳癖以及妇科疾病的治疗#"$ ) 乳岩在
现代医学中被称为乳腺癌( 是女性常见肿瘤之
一( 但目前关于小金胶囊抗肿瘤作用的研究较
少( 缺乏充分* 可靠的实验证据) 斑马鱼模型是
新型的动物模型( 相对于裸鼠模型具有实验周期
短* 样品用量少* 实验成本低等优点( 且斑马鱼
胚胎通体透明( 可在荧光显微镜下活体观察药物
对斑马鱼的作用( 也可以通过图像分析软件定量
计算药物的作用效果( 已被广泛应用于抗肿瘤药
物的研究与开发中( 如血管形成抑制剂筛选##)%$ *
靶向抗肿瘤药物筛选#=)($及体内抗肿瘤药效评
价#,)’$ ) 本研究选用斑马鱼作为模式动物( 将荧光
标记的人乳腺癌细胞 "35;X5>48 ;48;0?*<P8^4[5<8)
e( ‘FI)e% 移植入斑马鱼卵黄囊内( 建立斑马鱼
移植瘤模型( 评价小金胶囊的体内抗肿瘤作用) 并
以正常斑马鱼作为动物模型( 研究小金胶囊对新生
血管形成和细胞凋亡的影响( 探索其可能的抗肿瘤
作用机制)
JK实验材料
"L"!药品与试剂!小金胶囊 "武汉健民药业集团
股份有限公司( 批号 "(&#"e( 批准文号为国药准
字o"&.e&"%#%& 阿霉素 "上海阿拉丁生化科技股
份有限公司( 批号 #(%",)=&).%& 沙利度胺 " @5>)
34( 美国( 批号 "&&"(#%.,=%& 顺铂 "大连美仑生
物科技 有 限 公 司( 批 号 #&"#&#&# %& 吖 啶 橙
"D1̂?5;X( 美国( 批号 =.=)%’)#%)
"L#!实验仪器!解剖显微镜 " @oVe( M1+3\P6(
O4\48%& 电动聚焦连续变倍荧光显微镜 "Do"&&(
N5K<8( O4\48%& 显微注射仪 "C‘)%&&( N4?56X5>0(
O4\48%& 精密电子天平 "FE#"=( MX4P6( D30?5)

;4%& 日本尼康 NC@)210308[6A%L"& 高级图像处理
软件)
"L%!实验动物!实验用斑马鱼为野生型 D_品系
和转基因型血管荧光 I15)" 系( 胚胎繁殖以自然成
对交配的方式进行) 在 #’ d条件下用养鱼用水孵
育胚胎 "养鱼用水水质条件! 每 " B反渗透水中加
入 #&& 3>速溶海盐( 电导率为 =’& c("& !@J;3&
\R为 ,L. ceL#& 硬度为 (%Le ce"L, 3>JBF4)
FM%%) 本研究实验单位杭州环特生物科技股份有
限公司已获得实验动物使用许可证 "@SVb #浙$
#&"#)&"e"%(并通过国际DDDBDF认证 "&&"=(’%)
LK实验方法
#L"!小金胶囊对斑马鱼 ‘FI)e 移植瘤的影响!使
用活细胞染色剂 F‘)A51标记 ‘FI)e 细胞( 以显微
注射的方式移植到正常野生型D_系斑马鱼卵黄囊
内( 建立斑马鱼 ‘FI)e 移植瘤模型) 将注射后的
斑马鱼置于 %( d生化培养箱中培养 #= X( 挑选出
移植瘤大小一致的斑马鱼)

将小金胶囊内容物用养鱼用水溶解后( 以水溶
暴露给药方式处理斑马鱼( 不换液持续处理) 根据
预实验结果( 小金胶囊的抗肿瘤药效学实验选择 %
个质量浓度( 分别为 #,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B)
将移植了 ‘FI)e 的斑马鱼分为 ( 组( 分别为小金
胶囊 #,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B组( 模型对照
组* 阳性药阿霉素组( 每组分别处理 %& 尾移植瘤
大小一致的肿瘤斑马鱼( 小金胶囊组分别水溶给予
相应质量浓度的药物( 模型对照组不作处理( 阳性
药阿霉素单次静脉注射给药( 每尾 " 8>) 斑马鱼在
小金胶囊药液中 %( d持续处理 =’ X 后( 每个实验
组随机选择 "& 尾斑马鱼( 在荧光显微镜下进行观
察和拍照) 用图像处理软件分析计算癌组织细胞荧
光强度 "IC%( 小金胶囊对斑马鱼‘FI)e 移植瘤抑
制作用的计算公式如下)

肿瘤抑制率 ]#" ^ IC"药物组%
IC"模型对照组%$ _"&&!
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#L#!小金胶囊对新生血管形成的影响!转基因血
管荧光I15)" 系斑马鱼分别水溶暴露给予小金胶囊
#,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B( 阳性对照药沙利
度胺 #(’L#% !>J3B( 同时设置正常对照组( 每个
实验组 %& 尾斑马鱼( 正常对照组不做任何处理)
实验中( 各组均在 #’ d下不换液连续处理 #= X(
每个实验组随机取 "& 条斑马鱼( 在荧光显微镜下
观察和拍照) 用图像处理软件分析计算斑马鱼肠下
血管面积 "@%( 小金胶囊对新生血管形成抑制作
用的计算公式如下)

血管形成抑制率g@ "正常对照组% l@ "药物组%
@ "正常对照组%

h"&&!

#L%!小金胶囊对细胞凋亡的影响!正常野生型D_
系斑马鱼分别水溶暴露给予小金胶囊 #,L=e*
’’L#=* #,=Le# !>J3B( 不换液持续处理& 阳性对
照药顺铂单次卵黄囊注射给药( 每尾 "( 8>& 同时
设置正常对照组( 不做任何处理( 每个实验组 %&
尾斑马鱼) 药物在 #’ d条件下持续处理 #= X( 每
个实验组随机挑选 "& 尾斑马鱼进行活体凋亡染色
"吖啶橙染色%( 染色结束后( 在显微镜下观察并
拍照( 用图像处理软件分析计算斑马鱼躯干凋亡细
胞荧光信号 "I@%( 小金胶囊诱导细胞凋亡作用的
计算公式如下!

凋亡诱导率gI@ "药物组% lI@正常对照组%
I@ "正常对照组%

h"&&!

#L=!数据处理!统计学处理结果用Gi6表示& 用
方差分析和AP880[[.67检验进行统计学分析( )j
&L&( 表明具有显著性差异)
MK实验结果
%L"!小金胶囊对斑马鱼 ‘FI)e 细胞移植瘤的影响
!阳性药阿霉素 "" 8>% 对斑马鱼 ‘FI)e 移植瘤
的生长抑制率为 %&L’,!( 与模型对照组相比( 差
异有统计学意义 ")j&L&"%) 小金胶囊在质量浓
度为 #,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B时( 对斑马鱼
‘FI)e 移植瘤的生长抑制率分别为 %"L,,!*
(=L%(!* (%Lee!( 与模型对照组相比( 差异均有
统计学意义 ")j&L&"%( 说明小金胶囊对斑马鱼
‘FI)e 移植瘤有抑制作用) 见表 ")
%L#!小金胶囊对新生血管形成的影响!与正常对
照组相比( #(’L#% !>J3B阳性药沙利度胺组肠下
血管面积显著减小 ")j&L&"%( 新生血管形成抑
制率为 #%Le,!( 而 #,L=e !>J3B和 ’’L#= !>J3B
小金胶囊组肠下血管面积无显著变化 ")k&L&(%(
对新生血管形成的抑制率分别为 &L=.! 和

!!!!!!表 JK小金胶囊对?=W!a移植瘤的抑制率 $#OJR% !N"&
;-8QJK>3($8$+$#3,-+$#.#/_$-#[$3=-2.1&).#3?=W!a *)!

3#+,-3.2&-3+)"+10#,$#OJR% !N"&

组别
剂量J

"!>-3Bl"%
荧光强度总和 肿瘤抑制率J!

模型对照组 ’ " ".’ ="’ i’e e&= ’
阿霉素组 " 8>J尾 ’#’ ,#= i,e #e.!! %&L’,!!

小金胶囊组 #,L=e ’"’ .=% i,( ’".!! %"L,,!!

小金胶囊组 ’’L#= (=e &’e i(# #e%!! (=L%(!!

小金胶囊组 #,=Le# ((= &,# i== &(&!! (%Lee!!

!!注! 与模型对照组比较(!!)j&L&"

"&L,,!& #,=Le# !>J3B小金胶囊组肠下血管面积
显著减小 ")j&L&"%( 对新生血管形成的抑制率
为 #"Le=!( 提示高质量浓度的小金胶囊对斑马鱼
新生血管形成有抑制作用) 见表 #)
表 LK小金胶囊对新生血管形成的抑制率 $#OJR% !N"&
;-8QLK>3($8$+$#3,-+$#.#/_$-#[$3=-2.1&).#3-34$#4)3)!

.$.$#OJR% !N"&

组别
剂量J

"!>-3Bl"%

肠下血管面积J

" h"&= 像素%
血管形成抑制率J!

正常对照组 ’ (L#e i&L"& ’
沙利度胺组 #(’L#% =L&# i&L",!! #%Le,!!

小金胶囊组 #,L=e (L#= i&L#( &L=.
小金胶囊组 ’’L#= =Le" i&L"% "&L,,
小金胶囊组 #,=Le# =L"# i&L",!! #"Le=!!

!!注! 与正常对照组比较(!!)j&L&"

%L%!小金胶囊对细胞凋亡的影响!正常对照组斑
马鱼尾部几乎无凋亡细胞( 阳性药顺铂处理后( 与
正常对照组相比( 顺铂组荧光强度值显著增强
")j&L&" %( 细胞凋亡诱导率为 %(L=(!( 而
#,L=e !>J3B和 ’’L#= !>J3B小金胶囊组斑马鱼荧
光强度值无显著变化 ")k&L&(%( 凋亡诱导率分
别为l&L#,!和 eLe,!& #,=Le# !>J3B小金胶囊
组斑马鱼荧光强度显著增强 ")j&L&"%( 凋亡诱
导率为 #’L.#!( 提示高质量浓度的小金胶囊具有
诱导细胞凋亡的作用) 见表 %)
表 MK小金胶囊的细胞凋亡诱导率 $#OJR% !N"&

;-8QMK%2#2+#.$.!$3"1’$34 ,-+).#/_$-#[$3=-2.1&).$#O
JR% !N"&

组别
剂量J

"!>-3Bl"%

荧光强度总和

" h"&(%

细胞凋亡

诱导率J!
正常对照组 ’ "L," i&L&=e ’
顺铂组 "( 8>J尾 #L"’ i&L&=’!! %(L=(!!

小金胶囊组 #,L=e "L," i&L&(( l&L#,
小金胶囊组 ’’L#= "Le= i&L&(. eLe,
小金胶囊组 #,=Le# #L&’ i&L&(=!! #’L.#!!

!!注! 与正常对照组比较( !!)j&L&"

UK讨论
研究发现( 小金胶囊所含木鳖子* 当归* 乳
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香* 没药等药味均对肿瘤细胞增殖有不同程度的抑
制作用#.$ ) 小金胶囊由小金丸改造而成( 临床上
广泛用于治疗乳腺癌* 肺癌* 胃癌* 肝癌* 舌下腺
样囊性癌等#"&)"=$ ( 但目前对其抗肿瘤作用的研究
主要以临床疗效观察为主( 缺乏足够的实验证据)
本研究以小金胶囊为研究对象( 针对其功效主治中
对乳腺癌的作用( 从抗肿瘤药效* 抑制血管新生和
诱导细胞凋亡 % 个方面探讨小金胶囊的抗肿瘤作用
及其作用机制) 本研究选用斑马鱼移植瘤模型评价
小金胶囊的体内抗肿瘤作用( 发现经处理后的斑马
鱼体内肿瘤荧光强度显著降低( 表明小金胶囊能够
抑制斑马鱼体内‘FI)e 移植瘤的生长增殖)

地龙和乳香都是小金胶囊中的组成成分( 裸鼠
移植瘤模型研究结果发现( 地龙中的地龙蛋白能明
显抑制鼻咽癌细胞移植瘤的生长( 抑制瘤边缘微血
管生长#"($ & 乳香中的乳香酸可抑制艾氏实体瘤的
生长( 下调肿瘤组织中血管内皮生长因子和内皮细
胞黏附分子FA)%" 表达从而抑制肿瘤血管生成#",$ (
提示两者可能通过抑制肿瘤血管生成发挥抗肿瘤作
用) 本实验使用血管转基因荧光斑马鱼( 在荧光显
微镜下可以清晰地观察斑马鱼体内血管分布( 发现
经高质量浓度小金胶囊处理后( 转基因荧光斑马鱼
肠下血管面积显著减小( 表明高剂量小金胶囊可以
显著抑制斑马鱼肠下血管形成) 结合地龙和乳香裸
鼠移植瘤抗肿瘤实验结果( 提示抑制血管生成可能
是小金胶囊抗肿瘤作用机制之一)

临床上使用的抗肿瘤药物大多数通过诱导细胞
凋亡来发挥抗肿瘤药效) 哺乳动物的许多凋亡基因
在斑马鱼身上也有发现( 表明斑马鱼和高等脊椎动
物的大部分凋亡通路是高度一致的( 通过分析斑马
鱼尾部细胞凋亡情况( 可以评价药物诱导细胞凋亡
作用#’("e$ ) 本研究显示( 经高剂量的小金胶囊处
理后( 与正常对照组相比( 斑马鱼尾部荧光强度显
著增加( 表明凋亡细胞数量显著增加( 提示小金胶
囊诱导细胞凋亡作用可能是其抑制肿瘤生长的另一
个生物学机制) 木鳖子* 乳香和麝香均是小金胶囊
的重要组成成分( 研究发现#",("’)#&$ ( 木鳖子提取
物* 乳香中的乳香酸* 没药中的没药甾酮和麝香提
取物均能抑制肿瘤生长( 促进肿瘤细胞凋亡( 这进
一步支撑了本研究结果的可信性)

本实验还发现( 小金胶囊对 ‘FI)e 乳腺癌有
一定的体内抑制作用( 同时也发现小金胶囊能够抑
制血管形成并在一定程度诱导细胞凋亡( 揭示了其
可能的抗肿瘤机制) 本研究结果为小金胶囊的深入

研究开发奠定了一定的基础( 但小金胶囊作为复方
中药制剂( 其潜在的抗肿瘤功效及抗肿瘤机制可能
很复杂( 也提示该药物可能有其他抗肿瘤作用机
制( 还需要作进一步研究)
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摘要# 目的!研究槲皮素对免疫球蛋白2"C>2% 介导的速发型过敏反应大鼠C>2和白三烯 "B/% 水平* 嗜酸性粒细
胞 "2M@% 数量及肺组织炎症面积的影响) 方法!大鼠随机分为模型组( 孟鲁司特钠组( 槲皮素高 "=& 3>JK>%* 低
""& 3>JK>% 剂量组) 除空白组 "未处理大鼠% 给予生理盐水外( 其他各组大鼠腹腔注射含氢氧化铝和卵白蛋白
"MaD% 的生理盐水( "= ^后( 尾静脉注射卵白蛋白 ""( 3>JK>% 以诱发速发型过敏反应 "% ^( " 次Ĵ%) 大鼠血清
中B/和C>2水平采用2BC@D法确定( 肺泡灌洗液 "_DBI% 和全血中2M@的数量通过细胞计数法统计( 肺组织炎症面
积采用病理学检查进行评价) 结果!槲皮素高* 低剂量组大鼠血清中B/和C>2含有量* _DBI和全血中2M@的数量及
肺组织炎症面积均明显低于模型组 ")j&L&(( )j&L&"%) 结论!槲皮素可能通过抑制炎性介质释放* 降低炎性反应
而发挥抗速发型过敏反应的作用)
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