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摘要:目的 探讨十全大补汤(SQDB)对小鼠黑色素瘤的抑制作用及机制,阐明其与顺铂(DDP)联合用药的作用效果及给药

方式。方法 流式细胞术考察SQDB对小鼠黑色素瘤细胞B16F10细胞周期及凋亡的影响;分离小鼠脾细胞,MTS法考察

SQDB对刀豆蛋白A(ConA)及脂多糖(LPS)促进小鼠脾细胞向T、B淋巴细胞转化的影响;构建小鼠黑色素瘤皮下移植瘤模

型,通过 HE染色、免疫组化、TUNEL染色等方法考察SQDB的抑瘤作用;构建小鼠黑色素瘤转移瘤模型,探讨SQDB抗肿瘤

转移作用及潜在机制。结果 10mg/mL的SQDB能诱导B16F10黑色素瘤细胞凋亡;2.5、5、10mg/mLSQDB减少了G0/G1
期细胞数;10mg/mLSQDB增加了S期细胞数;2.5mg/mLSQDB增加了G2/M 期细胞数。5%和10%含药血清能够促进

ConA所致B淋巴细胞增殖;5%、10%和15%含药血清对于LPS所致T淋巴细胞增殖亦有一定促进作用。同时,SQDB与

DDP联用能够显著抑制肿瘤细胞增殖,促进肿瘤细胞凋亡;在小鼠黑色素瘤转移模型中,DDP与SQDB同时合用,或者先用

DDP再用SQDB均能显著抑制黑色素瘤肺转移;两者同时给予能够显著提高小鼠胸腺指数,而先给SQDB再给DDP则显著

逆转小鼠脾指数下降的现象,单用SQDB能够降低肿瘤组织局部IL􀆼1β水平,促进IL􀆼4分泌,从而抑制肿瘤转移。结论 

SQDB能够抑制黑色素瘤B16F10增殖,促进其凋亡及小鼠脾淋巴细胞增殖;与DDP同时或贯序使用能够增强对小鼠移植瘤

及转移瘤模型的抑制作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatetheanti􀆼tumoreffectandmechanismofShiquanDabuDecoction SQDB onmouse
melanoma andtoelucidatetheeffectandadministrationofthecombinationwithcisplatin DDP  METHODS Flowcytome-
trywasusedtoinvestigatetheeffectofSQDBoncellcycleandapoptosisofmelanomacelllineB16F10 Mousespleencells
wereisolatedandMTSassaywasusedtoinvestigatetheanti􀆼proliferativeactivityofSQDBinspleencellsinducedbyConAor
LPS Themodelofmousemelanomasubcutaneousxenograftwasestablished Theanti􀆼tumoreffectofSQDBwasdetectedby
HEstaining immunohistochemistryandTUNELstaining Themelanomametastasismodelwasconstructedtostudythepo-
tentialmechanismontheinhibitionofthetumormetastasisbySQDB RESULTS 10mg mLSQDBcouldinduceapoptosisof
B16F10melanomacells 2 5 5 10mg mLSQDBreducedthenumberofG0 G1cells 10mg mLSQDBincreasedthenumber
ofSphasecells 2 5mg mLofSQDBincreasedthenumberofcellsinG2 Mphase 5%and10%drug􀆼containingserumpro-
motedtheproliferationofBlymphocytesinducedbyLPS 5% 10%and15%drug􀆼containingserumalsopromotedtheprolif-
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erationofTlymphocytescausedbyConA UsingDDPandSQDBsimultaneouslyorusingDDPfirstandthenSQDBinhibited
thegrowthofmelanoma UsingbothDDPandSQDBsignificantlyinhibitedtumorcellproliferationandpromotedtumorcell
apoptosis WhenDDPandSQDBwereusedtogether orwhenDDPwasusedfirst SQDBcouldsignificantlyinhibitmelanoma
lungmetastasis Inaddition thethymusandspleencoefficientofthemicedecreasedsignificantlywhenDDPalonewasused
 P<0 05 P<0 01  andthesimultaneousadministrationofSQDBandDDPcouldincreasethethymuscoefficientofthe
mice P<0 05  CONCLUSION SQDBcaninhibittheproliferationofmelanomaB16F10 promoteB16F10apoptosisandthe
proliferationofmousespleenlymphocytes CombinedwithDDP SQDBcanenhancetheanti􀆼tumoreffectofmousexenografts
andmetastatictumormodels 
KEYWORDS SQDB tumor immunity combinationtherapy

  十全大补汤由人参、肉桂、川芎、地黄、茯苓、白
术、甘草、黄芪、当归、白芍组成。方中主要采用人参

和甘草2味中药,补气血之不足,补脏腑之虚损,可
通过“扶正达邪”的手段达到治疗肿瘤的目的[1􀆼3]。
肿瘤转移的病机为正气不足,病邪由浅入深终致邪

气淫溢而变证百端。治疗上提倡以扶正为主,辨证

论治结合辨病用药[4􀆼5]。
十全大补汤加减在临床是肿瘤术后常用的配

伍。中医认为,术后、放化疗后,机体往往处于阴阳

气血不足的状态,因此采用补益阴阳气血的方法治

疗,增强机体正气,预防肿瘤转移复发[5]。我们以期

通过实验明确十全大补汤对肿瘤的治疗作用,以及

与化疗药顺铂联用对移植瘤及转移瘤模型小鼠的作

用,为临床中医药治疗肿瘤提供实验依据。

1 材料

1.1 药物

十全大补汤组成药物由南京百草堂提供,药材

洗净后,水煎煮2次,过滤后将2次滤液合并,浓缩

成含生药量2g/mL的药液,4℃保存备用。三蒸水

稀释,0.22μm滤膜过滤,终浓度为100mg/mL;注
射用顺铂(冻干粉),购自齐鲁制药有限公司,批号:

3040101DB。5􀆼氟尿嘧啶(5􀆼Fu),购自美国Sigma
公司。

1.2 细胞及动物

B16F10细胞和 HaCaT细胞均由南京大学模

式动物研究所惠赠。B16F10细胞培养于含100
mL/L胎牛血清、100U/mL青霉素、0.1mg/mL链

霉素的RPMI􀆼1640培养基中;HaCaT细胞培养于

含100mL/L胎牛血清、100U/mL青霉素、0.1mg/

mL链霉素的DMEM培养基中,37℃、5%CO2饱和

湿度培养箱中培养。

ICR小鼠,雄性,体质量18~22g,共60只,由
北京维通利华实验动物有限公司南京分公司提供,
许可证号:SCXK(苏)2016􀆼0003。C57BL/6小鼠,
雄性,体质量18~22g,共60只,由北京维通利华实

验动物有限公司南京分公司提供,许可证号:SCXK
(苏)2016􀆼0004。雄性SD大鼠,体质量180~220g,
由南京医科大学实验动物中心提供,许可证号:

SCXK(苏)2014􀆼0001。

1.3 试剂

RPMI1640培养液(美国 Gibco公司),胎牛血

清(美国 Gibco公 司),Trypsin(Biosharp公 司),

MTS(美国Sigma公司),细胞周期及凋亡检测试剂

盒(上海碧云天生物技术有限公司),HE染色试剂

盒(南京建成生物工程有限公司),红细胞裂解液

(Biosharp公司),刀豆蛋白 A(ConA,美国Sigma
公司),脂多糖(LPS,美国SigmaAldrich公司),

PCNA抗体(Abcam公司),TUNEL细胞凋亡检测

试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)。

1.4 仪器

SynergyHT酶标仪(美国BioTeK公司),精密

移液器(Eppendorf公司),BSA224S􀆼CW 电子天平

(德国赛多利斯科学仪器有限公司),96孔细胞培养

板(NEST 生物公司),BCD􀆼254冰箱(德国SIE-
MENS公司),细胞计数仪(上海睿钰生物科技有限

公司)。

2 方法

2.1 药物制备

十全大补汤采用水提后旋转蒸发,得到浓度为

4.52g/mL的十全大补汤提取液,临用时稀释成所

需浓度。顺铂冻干粉用生理盐水配成0.2mg/mL
溶液,分装后-20℃保存。

2.2 含药血清的制备

体外实验采用血清药理学方法,大鼠灌胃临床

6倍量的SQDB,即23.4g/kg。连续3d,每日2次,
末次给药1.5h后分离血清,-20℃保存。

2.3 小鼠脾脏细胞悬液制备

常规制备脾细胞悬液[6]。将小鼠脱颈处死,置
入盛有75%乙醇的烧杯中,使其体毛完全润湿。超

净台上,将肠管从腹部切口拉出,显露脾,用剪刀剪
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断脾门的血管和结缔组织,取脾,放入盛有冷的5~
10mLPBS平皿中的不锈钢丝网上,剔除脂肪和结

缔组织。将脾组织剪成2段,用注射器针芯轻轻碾

碎脾组织,使单个细胞经网进入溶液中。将细胞悬

液移到离心管内,200×g离心5min后,弃上清液。
加10倍体积的Tris􀆼NH4Cl(pH=7.2)到细胞沉淀,
混合,置室温10min。150×g 离心5min。然后用

冷PBS洗涤细胞2~4次,最后加入10%胎牛血清

的RPMI􀆼1640培养液1~2mL悬浮脾细胞,计数并

测细胞存活率,并调节脾细胞至适当浓度。

2.4 ConA及LPS促小鼠淋巴细胞转化实验

取小鼠脾脏于培养基中撕碎成细胞悬液,计数,
加到96孔培养板中,每孔180μL,浓度为2×106

mL-1,加10μLConA(终浓度5μg/mL)/LPS(终
浓度10μg/mL),同时加药,置CO2培养箱中。培养

48/60h加40μLMTS(临用前在37℃将 MTS和

PMS溶解,将100μL的PMS与2mL的MTS溶液

混合)再培养3h,490nm 检测 OD值。刺激指数

(SI)=OD试验组/OD对照组。

2.5 流式细胞术分析黑色素瘤细胞B16F10细胞周

期及凋亡

采用 饥 饿 法 使 G1 期 细 胞 周 期 同 步。空 白

(Norm)组采用 HaCaT细胞,模型组及给药组为

B16F10细胞。各组分别加入无血清RPMI1640培

养基进行培养12h后,均加入200μmol/L的H2O2
诱导凋亡和周期阻滞。在此基础上,给药组再分别

加入0(模型组,即 Model组)、6.25、12.5、25、50、100
mg/mL药液(终浓度0、0.625、1.25、2.5、5、10mg/

mL)干预B16F10细胞48h,常规消化细胞,1200r/

min离心5min,PBS清洗,75%乙醇固定,-20℃
过夜。上机前取出样品,溶化后离心去固定液,用

PBS洗涤。100μLRNaseA,37℃水浴30min。再

加入400μLPI染液,4℃避光30min后,转到流式

管中,FL3通道检测。仪器数据用BD公司的Cell
Quest软件进行分析,并统计G1期、S期和G2/M期

细胞所占的比例以及凋亡细胞数量。

2.6 造模、分组及给药

2.6.1 构建小鼠黑色素瘤皮下移植瘤动物模型 
常规 制 备 瘤 细 胞 悬 液,ICR 小 鼠 腋 下 皮 下 接 种

B16F10小鼠黑色素瘤细胞,每只0.2mL。次日,随
机分成6组,每组10只,分别为模型(Control)组、

DDP组、SQDB组、SQDB与 DDP合用(SQDB+
DDP)组、先SQDB后 DDP(SQDB→DDP)组、先

DDP后SQDB(DDP→SQDB)组。模型组灌胃给予

等容积蒸馏水;DDP组2mg/kg腹腔注射DDP(10
g体质量给予0.1mL);SQDB组给予人用等效用量

的3倍量(11.7g/kg),10g体质量给予0.1mL;合
用组在给予DDP的同时,每日灌胃SQDB,连续给

药6d。实验过程中严密观察小鼠的精神状态、活
动、饮食、毛发、粪便、小便等一般状况。

2.6.2 构建小鼠黑色素瘤转移瘤动物模型 SPF
级雄性C57BL/6小鼠,尾静脉注射接种B16F10黑

色素瘤细胞,每只0.2mL。次日,按照体质量随机

分成6组,每组10只,分别为模型(Control)组、

DDP组、SQDB组、SQDB与 DDP合用(SQDB+
DDP)组、先SQDB后 DDP(SQDB→DDP)组、先

DDP后SQDB(DDP→SQDB)组。模型组灌胃给予

等容积蒸馏水;DDP组腹腔注射2mg/kgDDP(10
g体质量给予0.1mL);SQDB组给予人用等效用量

的3倍量(11.7g/kg),10g体质量给予0.2mL;合
用组在给予DDP的同时,每日灌胃SQDB,连续给

药6d。实验过程中严密观察小鼠的精神状态、活
动、饮食、毛发、粪便、小便等一般状况。

2.7 组织病理学检查

ICR小鼠皮下接种B16F10黑色素瘤细胞,于
第13天取瘤组织拍照,称质量,4%多聚甲醛中固定

后,依 次 进 行 常 规 脱 水、石 蜡 包 埋、切 片 烤 片(4

μm)、HE染色。显微镜下(×200)观察组织病理变

化并拍照。

2.8 免疫组织化学

将瘤组织石蜡切片常规脱蜡至水,抗原修复,封
闭,PCNA(1∶100)4℃孵育过夜,滴加二抗,DAB
显色,苏木精复染。显微镜(×400)下拍照,每组选

取肝组织切片中9个互不重叠的视野,采用Image
ProPlus6.0软件进行图像分析。

2.9 TUNEL染色

将瘤组织石蜡切片常规脱蜡至水,滴加20μg/

mL不含 DNase的蛋白酶 K,20~37℃作用30
min。PBS洗涤3次,滴加TUNEL检测液37℃避

光孵育60min,滴加Streptavidin􀆼HRP工作液室温

孵育30min,DAB显色,显微镜(×400)下观测。

2.10 ELISA检测转移瘤模型小鼠肺部IL􀆼1β、IL􀆼4
水平

取转移瘤模型小鼠的肺组织,匀浆,离心,取上

清,-20℃保存,ELISA法检测IL􀆼1β、IL􀆼4。

2.11 统计学方法
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实验结果以􀭺x±s表示,运用GraphpadPrism
5软件进行单因素方差分析(oneway􀆼ANOVA)进
行组间比较,P<0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 十全大补汤对B16F10细胞周期及凋亡的影响

如图1~2显示,采用200μmol/L的 H2O2 干

预HaCaT细胞及B16F10细胞后,HaCaT细胞发

生显著性凋亡(P<0.05),而B16F10的凋亡水平很

低,说明B16F10细胞呈现一定程度的凋亡耐受情

况。但 采 用 10 mg/mL 的 SQDB 能 显 著 升 高

B16F10黑色素瘤细胞凋亡率(P<0.05)。进一步

研究发现,200μmol/L的 H2O2 干预B16F10细胞

能够显著影响G0/G1 期、S期及G2/M期细胞数(P
<0.01);而用SQDB干预B16F10细胞后,SQDB对

G2/G1 期 细 胞 没 有 显 著 影 响;2.5、5、10mg/mL
SQDB减少了 G0/G1期细胞数;10mg/mLSQDB
增加了S期细胞数;2.5mg/mLSQDB增加了G2/

M期细胞数,但5、10mg/mLSQDB却有降低G2/

M 期 细 胞 数 的 趋 势。且0.625、1.25mg/mL 的

SQDB对细胞周期没有显著影响。

注:与正常组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图1 SQDB对黑色素瘤细胞B16F10细胞凋亡的影响

注:与正常组比较,**P<0.01;与模型组比较,##P<0.01。

图2 SQDB对黑色素瘤细胞B16F10细胞周期的影响

3.2 十全大补汤对T、B淋巴细胞转化的影响

通过考察SQDB对特异性免疫功能的影响,发

现5%、10%和15%SQDB含药血清能够促进脾细

胞向T、B淋巴细胞转化。5%和10%含药血清能够

促进LPS所致B淋巴细胞增殖;另外,5%、10%和

15%含药血清对于ConA所致T淋巴细胞增殖亦

有一定促进作用。而5􀆼Fu对LPS所致B淋巴细胞

增殖及ConA所致T淋巴细胞增殖均有显著抑制

作用,采用5%和10%含药血清能够加以改善。见

图3。

注:FBS.胎牛血清;RBS.大鼠血清;RBS􀆼D.给药大鼠血清;

各组之间比较,*P<0.05,**P<0.01。

图3 SQDB对特异性免疫功能的影响

3.3 十全大补汤与DDP联用对小鼠黑色素瘤的影

响

对荷瘤小鼠瘤体积和质量进行统计,采用DDP
与SQDB同时用药(P<0.05),或先用 DDP再用

SQDB(P<0.05)时,与单用DDP(P<0.01)一样,
能显著抑制黑色素瘤生长情况。见图4。

注:与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图4 SQDB与DDP联用对小鼠黑色素瘤体积和质量的影响

HE染色、免疫组化及TUNEL染色结果显示,
单纯给予SQDB,肿瘤组织形态、肿瘤细胞增殖或凋
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亡情况与模型组没有差异,而与DDP合用后能够纠

正肿瘤组织细胞不规则排列,显著抑制肿瘤细胞增

殖,促进肿瘤细胞凋亡。见图5。

HE(×200)

PCNA(×400)

TUNEL(×400)

注:A.Control组;B.DDP组;C.SQDB组;D.SQDB+DDP组;

E.SQDB→DDP组;F.DDP→SQDB组

图5 各组小鼠组织病理学观察

3.4 十全大补汤与DDP联用对小鼠转移性黑色素

瘤的影响

结果 显 示,单 用 SQDB 对 小 鼠 黑 色 素 瘤

B16F10肺转移没有显著影响;DDP与SQDB同时

合用(P<0.05),或者先用 DDP再用SQDB(P<
0.05)时,与单用DDP(P<0.05)一样,能显著抑制

黑色素瘤肺转移情况;而先用SQDB再用DDP,小
鼠黑色素瘤肺转移情况没有显著改善。另外,给予

DDP注射液后,小鼠体质量持续下降,同时给予或

先DDP后SQDB,均能够逆转小鼠体质量下降趋

势。单用DDP后,小鼠胸腺、脾指数显著下降,而

SQDB与DDP同时给予能够提高小鼠胸腺指数,先
给予SQDB再给予DDP能够逆转小鼠脾指数下降

的情况。见图6~8。

图6 SQDB对转移性黑色素瘤小鼠体质量的影响

注:与模型组比较,#P<0.05。

图7 SQDB对小鼠黑色素瘤B16F10肺转移灶数目的影响

注:与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图8 SQDB对转移性黑色素瘤小鼠胸腺、脾指数的影响

实验结果显示,单用SQDB能够降低肿瘤组织

局部IL􀆼1β水平,促进IL􀆼4分泌,说明单用SQDB
能够促进机体抗肿瘤免疫反应,抑制肿瘤生长与转

移。但合用DDP或序贯使用 DDP则没有显著差

异,可能与DDP对机体产生的免疫抑制作用相关。
见图9。
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注:与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图9 SQDB对肿瘤组织IL􀆼1β和IL􀆼4的影响

4 讨论

黑色素瘤是临床常见的皮肤恶性肿瘤,且近年

来发病率逐渐上升。长期以来,针对黑色素瘤的手

术、放疗、化疗等治疗手段弊端逐渐暴露,主要体现

于创面过大、副作用明显且患者耐受性低等,而针对

黑色素瘤的新的免疫疗法及联合用药策略成为研究

热点[7]。肿瘤转移是恶性肿瘤最为明显的生物学特

征之一。具有浸润性的肿瘤,一方面可以在原发部

位生长,另一方面能够通过多种途径蔓延、扩散、定
植到其他部位,即发生肿瘤转移,这是临床肿瘤患者

致死的最主要原因[8]。黑色素瘤是一种侵袭、转移

能力极强的皮肤黏膜和色素膜恶性肿瘤,因其进展

迅速、极易转移、预后差的特点严重损害了患者的身

心健康。
十全大补汤加减是临床肿瘤术后常用的配伍。

中医认为,术后、放化疗后,机体往往处于阴阳气血

不足的状态,因此采用补益阴阳气血的方法治疗,增
强机体正气,预防肿瘤转移复发。我们通过实验研

究明确了十全大补汤对肿瘤的治疗作用不仅在于抑

制肿瘤细胞增殖或诱导肿瘤细胞凋亡,同时能提高

机体免疫能力,抑制B16F10荷瘤小鼠肿瘤生长及

转移能力,为肿瘤化疗后的中医药治疗提供实验依

据。
前期研究表明[9􀆼11],十全大补汤对肿瘤血管生

成有一定抑制作用,这可能和十全大补汤中人参中

的人参皂苷Rg3、川芎中的川芎嗪等成分抑制血管

生成作用有关。体外研究表明,十全大补汤能够在

直接抑制B16F10黑色素瘤细胞增殖,促进凋亡,同
时促进脾细胞向T、B淋巴细胞转化从而增强机体

特异性免疫功能。同时,5%和10%含药血清能够

逆转5􀆼Fu对LPS所致B淋巴细胞增殖及ConA所

致T淋巴细胞增殖的抑制作用,表明十全大补汤可

能在一定程度上可以改善化疗药物所引起的机体免

疫抑制反应。体内实验显示,单用十全大补汤对

B16F10荷瘤小鼠没有显著抑瘤作用,但与顺铂联合

使用可以显著抑制黑色素瘤的生长及肺转移能力。

IL􀆼1β能够促进肿瘤血管生成及诱导宿主的免疫抑

制而增强肿瘤的侵袭性。IL􀆼4作为生物反应调节

剂,能够激活、趋化多种免疫细胞,放大瘤灶炎性反

应,辅助效应细胞发挥抗癌功效单用十全大补汤亦

能够直接抑制肿瘤组织来源的IL􀆼1β,增强IL􀆼4的

分泌,抑制肿瘤转移,促进机体的抗肿瘤免疫反应。
综上所述,十全大补汤作为补益药的重要代表

与其他化疗药物联合使用,在发挥直接抗肿瘤作用

的同时,能够抑制细胞毒性药物的对机体免疫抑制

作用,发挥联合给药优势,从而抑制黑色素瘤的生长

及转移。
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