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黄蘑多糖对荷瘤小鼠化疗的减毒增效作用
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摘要：目的研究黄蘑Hohenbuehelia serotina多糖对环磷酰胺(CTx)化疗H：：荷瘤小鼠的减毒和增效作用。方

法建立小鼠体内移植性肝癌模型；小、中、大剂量治疗组分别ip黄蘑多糖提取物20、40、80 mg／kg，连续给药10

d，测定荷瘤小鼠的生命延长率和化疗药物CTX的毒副作用以及黄蘑多糖对CTX的减毒和增效作用。同时检测黄

蘑多糖对淋巴细胞转化率、IL一2水平等免疫系统功能的影响。结果 中、大剂量黄蘑多糖具有抑制肿瘤生长，延长

荷瘤小鼠的生存率的作用。与CTX伍用可发挥协同作用，提高抑瘤率(尸<o．05、0．01)；提高荷瘤小鼠生存质量，体

重、白细胞计数及免疫器官指数，与CTX阳性对照组比较均显示显著差异(|P<o．05、0．01)；实验结果显示黄蘑多糖

与CTX伍用具有良好的减毒和增效作用，可增强荷瘤小鼠机体免疫力，提高淋转和IL一2的水平(P<o．05、o．01)。

结论 黄蘑多糖作为生物反应调节剂可提高机体的免疫力，增强CTX的抗肿瘤作用，同时减轻CTX的毒性。
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Abstract：Objective To study the toxicity—decreasing and synergistic effect of Hohenbuehelia serotina

p01ysaccharides on H22 mice treated by cytoxan(CTX)．Methods The tumor—bearing mice models with

Hepatoma一22 were established and divided into three groups．H．serotina polysaccharides extracts were ad—

ministered with dosages of 20，40，and 80 mg／(kg·d)through ip for 1 0 d，respectively to observe their

life prolongable rates，the side and toxic reactions of CTX，lymphocyte transformations，and IL一2 levels．

Results The group treated with large and medium dosages showed H．serotina polysaccharides could in—

hibit the tumor development with increasing the survival rate，have good synergism and attenuation of tox—

icity with CTX，enhance the inhibition on growth of Hepatoma(P<0．05，0．01)，increase the weight，

WBC count，and immune system index of tumor—bearing mice(尸<0．05，0．01)，stimulate the immune

system，and improve lymphocyte transformation and IL一2 levels(P<0．05，0．01)．Conclusion As bio—

logical response modifier，H．serotina polysaccharides can increase the activity of body immunity，improve

the anti～tumor effects of CTX。and attenuate the toxicity of CTX as well．They should be studied and ex—

ploited furtherly．
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化学治疗是目前肿瘤综合治疗中必不可少的手

段之一，但单纯化疗常引起免疫抑制，导致恶性反复

感染，机体衰弱，预后不良而加速患者的死亡[1]。环

磷酰胺(CTX)作为临床常用的化疗药物，可干扰淋

巴细胞的增殖，抑制免疫系统。因此，抗癌药物的研

究要充分考虑到机体与肿瘤的关系，积极调动机体

的自身免疫功能。寻找新的高效低毒抗癌药物或抗

癌增效、减毒剂，探索抗肿瘤的天然活性成分是人类

战胜恶性肿瘤的可能途径之一[2]。黄蘑多糖提取物

具有免疫调节作用[3]，对H。。、S㈣、艾氏腹水瘤等有

较强的抑制作用[4]。本实验通过建立小鼠体内移植

性肝癌模型，对黄蘑多糖水溶性提取物延长荷瘤小

鼠的生命率及与CTX联合应用的抗肿瘤作用进行

实验研究，为黄蘑多糖作为化疗辅助药的开发利用

提供科学依据。

1材料与方法

1．1动物：昆明种小鼠，6～8周龄，体重18～22 g，

雌雄兼用(每批实验采用同一性别，实验前3 d在

实验室常规饲养)，由长春高新医学实验动物中心提

供，合格证号：10-5113。

1．2药物与仪器：黄蘑多糖为pD一葡聚糖蛋白，相

对分子质量22 000，含总糖88．3％，含蛋白质

10．8％，葡萄糖为主要构成糖，比旋光度+14．0。，由

吉林大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室

提供，日本静冈大学生化研究室河岸洋河教授鉴定；

注射用CTX：上海华联制药有限公司生产，批号

20040205，规格：每支200 mg，以氯化钠注射液配成

不同质量浓度的溶液，现用现配；H。：瘤株由吉林省

肿瘤医院提供；Yac一1、L929、CTLL2由吉林大学基

础医学院免疫教研室提供；ConA为美国Sigma公

司产品；MTT为美国Amersco公司产品；RPMI一

1640为美国Gibeo公司产品；DMSO为北京益力精

细化学品有限公司产品；其他试剂均为国产分析纯；

MCO一17AIC二氧化碳培养箱为日本SANYO公

司产品；IX71倒置显微镜为日本Olympus公司产

品；Bio--Rad 550酶标仪型为美国B．D公司产品。

1．3肿瘤动物模型的建立口]：取腹腔内传代7 d的

肝癌H：。小鼠，脱臼处死小鼠，在无菌条件下抽取腹

腔内瘤细胞，并以生理盐水洗涤3次，2 500 r／min

离心3 min，弃上清液，用无菌生理盐水调整瘤细胞

浓度为5×106／mL，接种于昆明种小鼠左侧腹股沟

皮下，每只小鼠接种0．2 mL。

1．4 黄蘑多糖对H：：荷瘤小鼠生命延长率的影

响[5]：于接种24 h内随机分组给药。空白对照组给

予生理盐水；阳性对照组给予CTX 30 mg／kg；治疗

组分别给予黄蘑多糖20、40、80 mg／kg。各组均每天

ip给药0．02 mL／g，连续给药10 d，停药后继续观

察35 d，每天记录体重。若治疗期间对照组动物死

亡率≥20％或其20％存活时间长于4周以上，实

验均应作废，按公式计算生命延长率。

生命延长率一(治疗组平均存活时间／对照组平均存活

时间～1)×100％

1．5黄蘑多糖对CTX的增效作用实验[4]：用小鼠

肝癌H：。建立小鼠体内转移性肿瘤模型，接种方法

同I．3。于接种24 h内随机分组给药。对照组给予

生理盐水；CTX小剂量对照组给予CTX 10 rag／

kg；黄蘑多糖组分别给予黄蘑多糖40和80 mg／

kg；CTX小剂量+黄蘑多糖组分别给予CTX 10

mg／kg+黄蘑多糖40 mg／kg、CTX 10 mg／kg+黄

蘑多糖80 mg／kg；CTX大剂量对照组给予CTX 20

mg／kg；CTX大剂量+黄蘑多糖组给予CTX 20

mg／kg+黄蘑多糖40 mg／kg、CTX 20 mg／kg+黄

蘑多糖80 mg／kg。以上各组均每天ip给药0．02

mL／g，连续给药10 d，末次给药后24 h脱臼处死荷

瘤小鼠，取瘤并称质量，比较单纯用CTX治疗组与

加用黄蘑多糖组间抑瘤率的差异，观察黄蘑多糖的

增效作用。

1．6黄蘑多糖对CTX的减毒作用实验口]：用小鼠

肝癌H。。建立小鼠体内转移性肿瘤模型，接种方法、

分组和给药同1．5。末次给药后24 h脱臼处死荷瘤

小鼠，取瘤并称质量，比较单纯用CTX治疗组与加

用黄蘑多糖给药组间动物体重，计算脏器系数，按常

规方法计数外周血白细胞数目，观察黄蘑多糖的减

毒作用。

1．7 MTT法检测黄蘑多糖对小鼠T淋巴细胞转

化功能的影响[2]：取昆明种小鼠按上述方法接种肝

癌H。。并分组给药，连续10 d。无菌取脾脏制成单细

胞悬液，离心洗涤，用含有10％FCS的RPMI一1640

培养液调整脾细胞浓度为1×107／mL。加入96孔培

养板，每孔100／xL，每只鼠设3个复孔。对照孔每孔

加100肛L的RPMI一1640，ConA刺激孔每孔加入

100肛L ConA(终质量浓度为5／19／mL)，37℃、5％

CO。孵箱培养24～48 h，加入MTT(5 mg／mL)每

孔10肛L，继续孵育4 h。小心吸去上清液，加入

MTT溶解液DMSO，每孔100肛L，振荡10 min，使

颗粒完全溶解后吹打均匀。在酶标仪上于570 nm波

长处读取吸光度(A)值，计算刺激指数(SI)。

SI=ConA刺激孔A均值／对照孔A均值
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1．8黄蘑多糖对荷瘤小鼠IL一2水平的影响[2]：采

用依赖细胞株增殖测定法检测黄蘑多糖对荷瘤小鼠

IL～2活性的影响。制备ConA诱导的小鼠脾细胞

IL一2反应细胞。将IL一2标准品用培养液倍比稀释，

以3复孑L加入96孔板中，每孔i00／*L。将待测上清

液设1：2、1：4、1：8共3个稀释度，亦按3复孑L

加入到96孔板内。将生长状态良好的CTLL2配制

成5×105／mL浓度的细胞悬液，向每孔中加入100

弘L细胞悬液，置37℃、5％CO。孵箱孵育22 h后，

各孑L加入MTT溶液(5 mg／mL)10弘L，同样的条

件下继续孵育4 h终止培养，小心吸弃孔内上清液，

每孔加入100 tzL DMSO，振荡10 min。用酶标仪在

570 nm波长处测定A值。用稀释度的对数值(x)

和各稀释度对应的A值(y)作直线回归，分析计

算待测样品的IL一2水平。

1．9统计学处理：所有结果均采用Excel进行t检

验显著性差异检测，结果以z-4-5表示。

2 结果

2．1 黄蘑多糖对H：。荷瘤小鼠生命延长率的影响：

黄蘑多糖对腹水型的荷瘤小鼠的生存率与对照组和

阳性药组相比有显著的差异，结果见表1。对照组小

鼠逐渐行动迟缓，毛发不荣，饮食和饮水量减少，体

重增加缓慢，阳性对照组甚至在给药的过程中就已

经死亡，与之相比给药组小鼠活动较为灵活，毛色光

泽亮丽，体重增加较快，机体状态良好。生命延长率

的增加与给药剂量体现一定的量效关系。

表1 黄蘑多糖对H：：荷瘤小鼠生命延长率的影响

Table 1 Effects of H．serotina polysaccharides

on life prolongable rate in H22 mice

；f11tl／ 动物／ 生存时间 生命延长率／％

组别(。g．矿)只 (7is)Id丐燕丽■而面
对照 一 21 26．30：k5．89 一 一

CTX 30 21 1 7．53±5．96’’ 一33．35 一

黄蘑多糖20 14 32．53±3．59。4。 23．69 85．57

40 14 33．72±2．87。4“ 28．21 92．24

80 14 34．1414．64。+4
4

29．8l 94．75

与对照组比较：。P<0．05～P<O．01

与CTX组比较：。。P<O．01

’P<O．05 。。P<O．01 VS control group

。4P<O．01 VS CTX group

2．2黄蘑多糖对环磷酰胺的增效作用：将3批实验

结果的平均值进行统计分析，CTX 10 mg／kg剂量

组的平均抑瘤率为26．27％；单用黄蘑多糖(40、80

mg／kg)治疗组抑瘤率分别为37．71％和56．35％；

加用黄蘑多糖40和80 mg／kg组的平均抑瘤率分

别为40．01％及46．19％，提高抑瘤率52．30％～

75．82％。CTX 20 mg／kg剂量组的平均抑瘤率为

59．75％，而加用黄蘑多糖40和80 mg／kg组的平

均抑瘤率分别为69．92％和75．42％，提高抑瘤率

19．58％～28．99％。结果显示黄蘑多糖高剂量对肿

瘤生长有抑制作用，抑瘤率高于CTX 10 mg／kg

组，但不如CTX 20 mg／kg组抑瘤作用显著，两者

伍用，显示出协同抑瘤作用。提示黄蘑多糖对CTX

有明显的增效作用，结果见表2。

表2黄蘑多糖对CTX的增效作用(；±s，弗一12)

Table 2 Synergistic effects of H．serotina

polysaccharides on CTX(；±s，辟一12)

组别 ifl]I／(mg·kg_1) 平均肿瘤质量／g 平均抑瘤率／％

与对照组比较：。．P<O．05 一P<O．Ol ⋯P<O·001；
与黄蘑多糖(40或80 mg／kg)组比较：。P<O．05 4”P<O．01

+P<O．05”’P<O．01⋯P<O．001 V5 control group

4 P<O．05 44P<O．01 VS H．serotina p01ysaccharides(40 or

80 mg／kg)group

2．3 黄蘑多糖对CTX的减毒作用：在小鼠肝癌

H：：体内模型中，CTX 10及20 mg／kg组抑制肿瘤

的同时，可使小鼠的体重、免疫器官及白细胞均明显

下降，有些在停药前就已经死亡。黄蘑多糖与CTX

合用可起到保护作用，能对抗CTX所致的体重、白

细胞下降及免疫器官萎缩。提高荷瘤小鼠胸腺和脾

脏质量，降低荷瘤小鼠死亡率，减轻CTX的毒性。

尤其以CTX小剂量与黄蘑多糖合用治疗组效果最

为明显。各组动物体重、脏器质量结果见表3。

2．4黄蘑多糖对荷瘤小鼠T淋巴细胞转化功能和

IL一2水平的影响：黄蘑多糖小、中、大剂量ip给药

10 d后，ConA诱导的小鼠淋巴细胞增殖反应明显

提高，同时CTLL2诱导荷瘤小鼠产生的IL一2的量

明显增加，且显示小剂量黄蘑多糖即可产生明显的

免疫调节作用。结果表明，黄蘑多糖有良好的促进荷

瘤小鼠T淋巴细胞增殖转化和提高IL一2水平的作

用，见表4。

3讨论

肿瘤的发生、发展与机体的免疫水平下降有关，

有效的化疗可减轻患者的痛苦，改善临床症状，提高

生存质量及延长生命∞]。如何提高肿瘤对化疗药物
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表3黄蘑多糖对CTX的减毒作用(；±s，n一12)

Table 3 Toxicity—decreasing effects of H．serotina polysaccharides on CTX(；士s，一一12)

与对照组比较：’P<O．05 一P<O．01； 与CTX 10 mg／kg组比较：。P<O．05
4

4P<o．01； 与CTX 20 mg／kg组比较：△P<

0．05△△P<0．01

。P<0．05 一P<0．01"US control group； 4P<O．05“。P<O．01"US CTX 10 mg／kg group； △尸<0．05 △△P<O．01 VS CTX

20 mg／kg group

表4黄蘑多糖对H：：荷瘤小鼠T淋巴细胞转化功能和IL一2水平的影响(j±s，n一3)

Table 4 Effects of H．serotina polysaccharides on T lymphocyte transformation and IL一2 level in H22 mice(i±s，辟一3)

与对照组比较：’尸<0·05 一P<0．01； 与CTX组比较：”P<0·05““P<O·01

。P<O．05’。P<O．Ol vs control group：。P<O．05
4 4P<O．Ol vs CTX group

的敏感性并减轻化疗药物的不良反应是目前肿瘤治 为一种新型的生物反应调节剂可提高机体的免疫

疗领域中越来越引起人们重视并值得探讨的问题。 力，辅助化疗药物增强CTX的抗肿瘤作用，同时减

减毒是指减轻病人在化疗中的不良反应；增效是指 轻CTX的毒性，是临床肿瘤综合治疗较为理想的

在化疗期间增强肿瘤对化疗药物的敏感性并提高其 减毒增效剂，具有广泛的应用前景。
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