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摘要:目的 考察马钱子碱氮氧化物(BrucineN􀆼oxide,BNO)对 MKN􀆼45瘤株增殖及活体血管生成的影响。方法 通过

MTT比色法检测BNO对 MKN􀆼45细胞增殖的抑制作用;并采用鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)模型,以不同浓度BNO给药,解剖

显微镜下观察BNO对CAM 血管形态的影响,同时对新生血管数目进行计数并计 算 抑 制 率。结果 ①BNO在50~350

μmol/L剂量范围内可以剂量依赖性地抑制 MKN􀆼45胃腺癌细胞增殖;②BNO用药后CAM血管数目明显减少,出现血管形

态异常甚至无血管区;与对照组相比,不同浓度的BNO对CAM血管形成均呈现一定的抑制作用,且有极显著的剂量依赖性

(r2=0.9010,P<0.01);在5~15mmol/L范围内可显著抑制血管的生成(P<0.05~0.01),最高抑制率达26%。结论 BNO
具有一定的抑癌及抗活体血管生成的作用,提示其对肿瘤或其他病理情况下的抗血管治疗具有重要应用价值。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatetheeffectofbrucineN􀆼oxide BNO ontheproliferationofMKN􀆼45cancercelland
angiogenesisofeggembryo METHODS TheproliferationofMKN􀆼45cellwasdetectedbyMTTmethod Thechickenchori-
oallantoicmembrane CAM assaywasusedtodetecttheeffectofBNOonangiogenesisinvivo RESULTS Theinhibiting
effectofBNOontheproliferationofMKN􀆼45cancercellwasdosedependentinthedoserangeof50~350μmol L Thenum-
berofmicrovesselsofCAMdecreasedafterthetreatmentofBNO andtherewerealsosomeabnormal􀆼lookingbloodvessels
andavascularzonesaroundthesiteofdrugapplication DifferentconcentrationofBNOallhadinhibitoryeffectsonangiogene-
siswithconcentrationdependency r2=0 9010 P<0 01  Comparedwithcontrols BNOinhibitedsignificantlytheangio-

genesisinCAMinthedoserangeof5~15mmol L P<0 05~0 01  withthemaximuminhibitingrateof26% CONCLU-
SION BNOhascertainanti􀆼cancereffectandcaninhibitbloodvesselformationinCAM whichimpliesitsworthintreatment
onangiogenesisintumororotherpathologicalconditions 
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  以抑制肿瘤组织血管生成为靶点开发血管生成

抑制剂,是肿瘤治疗的新战略和新途径[1]。我国传

统中药一直在肿瘤治疗领域发挥着独特的功效,同
时随着对中药抗肿瘤机制的深入研究,人们发现很

多中药及其有效成分也是通过抑制血管的生成而发

挥抗肿瘤作用的[2]。
马钱 子 为 马 钱 科 植 物 马 钱 Strychnosnux􀆼

vomicaL.的干燥成熟种子,剧毒,内服需炮制成制

马钱子入药。马钱子碱氮氧化物(BrucineN􀆼oxide,

BNO)是制马钱子在炮制过程中由毒性成分马钱子

碱转化而来的一种特殊生物碱[3],其小鼠口服的

LD50为776.7mg/kg,仅为马钱子碱(LD50=50.1
mg/kg)的1/15[4],属低毒物质。在前期研究中,我
们对从马钱子碱一步合成BNO的反应条件进行了

优化,得到纯度大于98.0%的BNO;同时发现其对

人鼻咽癌KB和胃癌BGC􀆼803细胞有显著的抑制

作用[5]。
组织器官水平模型的优点是药物作用与在机体
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内用药近似,不容易漏筛,目前主要有鸡胚绒毛尿囊

膜(CAM)、兔耳皮肤、角膜移植、基质胶塞和纤维凝

胶植入皮下[6]等方法。1975年,肿瘤的“饥饿”疗法

的倡导者Folkman等首先把CAM 法应用于肿瘤

诱发血管生成的实验中[7],CAM 试验方法简便,工
作周期较短,是一种广泛用于血管生成研究的体内

模型。鉴于以BNO作为血管生成抑制剂的抗肿瘤

机制尚未见报道,我们先经体外模型筛选,再经组织

器官水平(体内)模型复筛,对BNO抗肿瘤及其血

管生成的作用进行了初步研究。

1 材料

1.1 药物与试剂

MTT,Amresco0793,UltralPureGrade。新

鲜鸡胚(种蛋),5d龄,白皮蛋壳,表面清洁,无破损,
质量相近,南京六合黄木桥孵化场;MKN􀆼45,人低

分化胃腺癌细胞株,由上海瑞金医院惠赠;马钱子碱

氮氧化物(BNO)为本实验室半合成所得[5],高效液

相色谱面积归一化法分析,纯度≥98.0%;NS􀆼398
(COX􀆼2抑制剂),上海碧云天产品,S1771;苏拉明

钠(Suraminsodium,SS),InternationalLaborato-
ry,USA,LotNo.410677;双圈牌定性滤纸(1号),
杭州新华造纸厂;Parafilm 封口膜,10cm×38m/
卷,美国;RPMI1640,Gibco4998,lotNo.761260;

Newborncalfserum,Gibco16010,lotNo.8122180;

Trypsin,Amresco0458;EDTA,Amresco0105,Ul-
tralPure≥99.0%;BNO及SS均用生理盐水溶解

配置成所需浓度,过滤除菌。

1.2 仪器与设备

GHP􀆼9270隔水式恒温培养箱,上海申贤恒温

设备厂;二氧化碳培养箱,日本SANYO,XD􀆼101;
倒置生物显微镜XD􀆼202型,南京江南永新光学有

限公司;超净工作台,苏州卓越净化设备有限公司;
解剖显微镜,南京江南永新光学有限公司;酶标仪,
美国BIO􀆼RAD;立式压力蒸汽灭菌器,上海申安医

疗器械厂,LDZX􀆼50KB。

2 方法与结果

2.1 方法

2.1.1 MKN􀆼45细胞培养 MKN􀆼45细胞复苏后

用含10%小牛血清􀆼RPMI1640和氨苄青霉素钠、
硫酸链霉素各0.1g/L的培养液,在37℃、5%CO2
条件下培养。细胞长满后,弃去培养液,用PBS溶

液轻轻洗涤2次,加入0.25%胰蛋白酶􀆼0.02% ED-
TA消化液消化,每2d按1∶3比例传代1次,均取

对数生长期的细胞用于实验。

2.1.2 MTT比色法检测 MKN􀆼45细胞的增殖影响

 取处于对数生长期的人低分化胃腺癌细胞 MKN􀆼
45(4×104/mL)接种于96孔培养板,100μL/孔。
用含10%小牛血清􀆼RPMI1640培养液在37℃、5%
CO2条件下培养24h,更换含不同浓度组的马钱子

碱、士的宁氮氧化物、马钱子碱氮氧化物的培养液,
经过预实验作用浓度摸索,浓度组均依次设置为

50、150、250、350μmol/L,以90μmol/LNS􀆼398为

阳性对照组,以不含药物培养基的细胞作为空白对

照组,以培养基作为空白孔调零组,每组设4复孔,
每孔DMSO浓度为0.3%(对细胞生长不影响);细
胞和药物在37℃含5%CO2培养箱中分别孵育12、

24、36、48h,每孔加入5mg/mLMTT12μL,继续

孵育4h,终止培养,小心吸弃孔内上清培养液,每孔

再加入200μLDMSO,混匀振荡10min,使结晶物

甲臢充分溶解。选择490nm 波长,在酶标仪上测

定各孔光密度(OD)值[8]。按下列公式计算细胞增

殖抑制率:

IR=(1-
ODtreatment
ODcontrol

)×100%

2.1.3 纸片的选择与制作 取定性滤纸,用打孔器

把滤纸打成直径为4mm的圆形纸片,装入干洁的

青霉素小瓶内,每瓶装入50只,塞紧,将装有纸片的

小瓶放入高压锅内,121℃、20min高压灭菌,冷却

后置4~8℃条件下保存。

2.1.4 CAM血管模型的制备 在鸡胚中植入待测

物的时间,4~5d龄鸡胚还处于“单珠”期,胚胎的活

动度大,接种后血管丰富的一面常会移到接种点的

对面,影响了药物的作用[9];而鸡胚发育的8~12d,
血管生成以套叠式生长(Intussusceptivemicrovas-
culargrowth)为主,在此时鸡胚血管正处于生长的

高峰期,是血管生成相关研究的极好模型[10],因此

我们采用孵育至第8日的鸡胚加入测试药物。取表

面光泽、干净、孵育5d的鸡蛋种蛋,用检卵灯观察

鸡胚发育的情况。未受精卵只见模糊阴影,不能找

到胚头,应予淘汰;如出现胚影活动吊滞或胚影固定

于卵壳,或血管昏暗模糊者,说明鸡胚将要死亡或已

死亡,应随时淘汰。于0.01%的新洁尔灭中浸泡3
min,拭干后放入37℃隔水式电热恒温培养箱内继

续孵育,相对湿度为40%~80%。孵育时把种蛋气

室向上,鸡蛋的长轴与蛋托成80°,每4h翻蛋1次,
将生长良好的鸡胚一直孵育到适当的胚龄。
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2.1.5 测试药物的给药方式 参照文献方法采用

改进的鸡胚绒毛尿囊膜技术(无气室孵育法)[11],取

7d龄鸡胚,随机分组,每组11只,消毒,通过检卵灯

找到气室,并用记号笔标出。用尖锥在气室和壳膜

上开一小孔,用无菌镊子剥去蛋壳,开成圆形窗口

(d=1.5cm)。将无菌的滤纸片(d=4mm)贴在暴

露的CAM 上(2条前卵黄静脉之间的相对无血管

区),用封口膜封贴制备假气室。适应性培养观察1
d后给药,将受试药物加于滤纸片上,实验分为对照

组和药物组。药物组每个鸡胚滴加相应剂量的

BNO(0.5、0.75、1.25、1.75、5、10、15mmol/L);阳性

药物为0.5mmol/L的SS,空白对照加同体积生理

盐水,每组至少存活5个鸡胚,重新封闭窗口继续孵

育。所有操作均在超净台内进行。

2.1.6 显微镜下观察和计数 4d后取出鸡胚,揭
掉封口膜,将附贴在CAM 上的滤纸用少许生理盐

水湿润后小心取下,弃去滤纸。在解剖显微镜下随

机选取5个视野,观察滤纸边缘的血管分支点数

(BV)并进行拍摄和计数,同时按照下面的公式计算

新血管生成的抑制率(IR)。

IR=(1-
BVtreatment
BVcontrol

)×100%

2.1.7 实验数据处理 本实验数据用􀭺x±s表示,
采用SPSS13.0软件进行统计处理。选择方差分析

进行 方 差 齐 性 检 验,多 组 均 数 间 两 两 比 较 采 用

Student􀆼Newman􀆼Keuls法,P<0.05表示差异有统

计学意义。

2.2 结果

2.2.1 MKN􀆼45细胞培养 倒置显微镜下观察人

低分化胃腺癌细胞 MKN􀆼45呈类上皮细胞样形态,
单层贴壁生长,细胞清透,生长良好。细胞以1∶3
比例每2d传代1次,细胞生长旺盛。

2.2.2 MTT比色法检测 MKN􀆼45细胞的增殖 
MTT比色法检测结果显示,与正常对照组比较,随
着BNO作用浓度的增加和作用时间的延长,其对

胃癌细胞生长的抑制率也明显增加,呈剂量依赖性

和时间依赖性(图1)。药物作用细胞8h后显微镜

下拍照显示BNO高剂量350μmol/L使部分贴壁

细胞出现皱缩、变圆、脱落,细胞的体积变小、变形,
可能与药物的细胞毒性作用有关,阳性药 NS􀆼398
作用细胞8h未见异常(图2)。

图1 不同浓度BNO对 MKN􀆼45瘤株增殖的抑制作用

A:空白组;B:90μmol/LNS􀆼398组;C:350μmol/LBNO组

图2 BNO作用 MKN􀆼45瘤株8h后细胞形态的变化(×200)

2.2.3 CAM 血管生成的大体观察 对照组CAM
测试区可见丰富的血管及毛细血管网,血管生长良

好,呈树枝状。细小分支多且血管密度大,呈非特异

性的贯穿、杂乱、包绕、叶脉样、平行生长;而BNO
各浓度组及苏拉明钠组测试区血管和毛细血管显著

减少,血管密度明显减小,甚至出现无血管区或血管

断裂现象,且血管变细,血管形态异常,尤其细小血

管数显著减少,表明BNO有明显抑制血管生成作

用,且随BNO浓度增加抑制作用更明显(图3)。

A.空白组;B.0.5mmol/LSS组;C.1.75mmol/LBNO组;

D.5mmol/LBNO组;E.10mmol/LBNO组;F.15mmol/LBNO组

图3 BNO对CAM血管生成形态的影响(×40)

2.2.4 CAM 血管生成的定量分析 不同浓度

BNO对CAM血管形成均呈现明显的抑制作用,呈
现极显著的剂量依赖性(Y= -14.5X+89.5,r2=
0.9010,P<0.01);尤其在5~15mmol/L范围内可
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显著抑制血管生成(P<0.05~0.01),高浓度BNO
血管生成抑制率达26%,比阳性对照SS(18%)还要

高。见表1。
表1 BNO对CAM血管生成的影响(􀭺x±s)

组别 n
剂量/

(mmol·L-1)
新生血管数 抑制率/%

空白组 8 - 100±15 -
SS组 9 0.50 82±12* 18
BNO组 9 0.50 97±18 3

9 0.75 94±9 6
8 1.25 86±8* 14
10 1.75 81±15* 19
10 5.00 78±17* 22
10 10.00 76±14** 24
9 15.00 74±9** 26

  注:与相应的空白组相比,*P<0.05,**P<0.01。

3 结论

人低分化胃腺癌细胞 MKN􀆼45是COX􀆼2强表

达细胞株[12],故实验中采用COX􀆼2抑制剂NS􀆼398
作为抑瘤的阳性对照。BNO在50~350μmol/L
剂量范围内随剂量增加和时间延长,对 MKN􀆼45细

胞增殖抑制率显著增加。细胞经BNO作用时在中

高浓度出现细胞出现皱缩、变圆、脱落,细胞的体积

变小、变形等现象,可能与药物的细胞毒性作用有

关。CAM是常用的血管生成相关研究的组织器官

水平层次模型。本研究采用这一体内模型,发现

BNO在0.5~15mmol/L浓度内,抑制CAM 血管

生成生成率为3%~26%,且呈现极显著的剂量依

赖性;尤其是在5~15mmol/L范围内,与对照组相

比,具有显著性差异(P<0.05~0.01),高浓度BNO
血管生成抑制率达26%,比阳性对 照 苏 拉 明 钠

(18%)还要高,提示BNO具有抑制血管生成的作

用。
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