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要"目的
!

研究粗壮女贞水提物在荷瘤裸鼠体内的安全性%方法
!

建立裸鼠荷瘤模型!腹腔注射粗壮女贞或磷酸盐缓冲

液"

WMV

$后!观察裸鼠体质量&精神行为&肢体活动变化#处死裸鼠后!采用脏器百分比和
J]

染色评价裸鼠脏器大小及其组织病

理学改变#并进行血清超氧化物歧化酶"

VZF

$活性检测%结果
!

各组裸鼠未发现精神行为和肢体活动异常#体质量及脏器百分比

与对照组比较!差异无统计学意义"

!

#

$#$+

$#

J]

染色显示各组裸鼠脏器组织结构均正常%与对照组比较!粗壮女贞组裸鼠血清

VZF

活性明显增高"

!

#
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$%结论
!

粗壮女贞水提物在荷瘤裸鼠体内具有较好的安全性!能提高其抗氧化能力%

关键词"粗壮女贞#

!

水提物#
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荷瘤裸鼠
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苦丁茶是我国民间常见的一种天然茶类饮品#享有.保健

益寿茶/.绿色黄金/等称号(

!."

)

*中国西南地区#如四川'云南'

贵州大部分地区盛产#苦丁茶主要是木犀科的粗壮女贞*有研

究发现粗壮女贞含有多种对人体有益的成分#如黄酮类'多酚

类'三萜类'维生素等生物活性物质#具有清热解毒'降脂降压'

抗氧化'抗菌消炎等功效(

"./

)

*目前对粗壮女贞的安全性研究

甚少#尤其对动物荷瘤模型的安全性评估#国内外尚未报

道(

+.&

)

*现探讨粗壮女贞在荷瘤动物模型的安全性#报道如下*

$
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材料与方法

$#$

!

一般材料
!

粗壮女贞来源于四川省筠连县青山绿水茶叶

专业合作社#采摘时间为
"$!!

年春季*

$#/

!

仪器与试剂
!

低温冷却循环泵$汇成科工贸易有限公司&#

二氧化碳培养箱$日本
V-UaZ

公司&#高速中药粉碎机$浙江省

永康市溪岸五金药具厂&#全自动酶标仪$美国
MA1.̂:)

公司&#

FR]R

培养液$美国
J

5

9<1;7

公司&#

$#$+,

胰蛋白酶溶液$美国

067=B1EA267=

公司&#小牛血清$美国
J

5

9<1;7

公司&#超氧化物

歧化酶$

VZF

&测试盒$南京建成生物工程研究所&*

$#'

!

细胞及动物
!

宫颈癌细胞株$

J7Q:

&购于美国
-0NN

细

胞库*

%

!

+

周龄无特定病原体$

VWE

&雌性
M-QM

"

9

裸鼠#于成

都达硕实验动物有限公司从北京斯莱克生物有限公司代购#饲

养于
VWE

级环境*

$#1

!

实验方法

$#1#$

!

粗壮女贞水提物制备
!

称取
+$

D

粗壮女贞样品#过
&$

目中药粉碎机打碎样品#加入
+$$BQ

蒸馏水#温度为
&$g

恒

温水浴中浸提
!6

#反复
%

次#将
%

次得到的浸提液合并#采用

旋转蒸发仪把浸取液过滤后得到的滤液蒸干#使用无菌蒸馏水

调至浓度为
!

D

"

BQ

#经高压蒸汽灭菌后保存在
d"$g

的冰

箱里*

$#1#/

!

细胞培养
!

细胞添加
!$$G

"

BQ

青霉素'

!$,

胎牛血

清'

"BR Q.

谷氨酰胺'

!$$

&

D

"

BQ

链霉素的
FR]R

培养基

中#于
%(g

'

+,

二氧化碳培养箱中培养*

$#1#'

!

荷瘤裸鼠模型的建立
!

消化收集对数生长期
J7Q:

细

胞#

WMV

缓冲液重悬计数*采用皮下接种的方式于裸鼠右侧前

肢腋下接种
%f!$

' 个细胞$

!$$

&

Q

&#建立荷瘤模型*
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检验医学与临床
"$!(

年
(

月第
!/

卷第
!/

期
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T1<#!/

!

U1#!/

"

基金项目"国家自然科学基金面上项目$

&!"(%$++
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作者简介!刘珊#女#主管技师#主要从事临床检验研究*

!
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通信作者#
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!

动物分组
!

瘤体平均体积生长至
+$BB

% 时#将裸鼠

随机分为粗壮女贞组和对照组#每组各
!$

只*粗壮女贞组裸

鼠每日按
"

D

"

I

D

$

!$$I

D

&剂量腹腔注射粗壮女贞水提物#连续

注射
+)

#对照组给予相同体积的
WMV

*

$#1#2

!

体质量'精神行为及肢体活动评价
!

每日对裸鼠体质

量进行
!

次测量#并观察裸鼠的精神行为和肢体活动*

$#1#)

!

VZF

活性测定
!

腹腔注射后第
%!

天#采用眼球取血#

将
"$

&

Q

待测血清或双蒸水与
"$

&

Q

酶工作液'

"$$

&

Q

底物混

合#空白对照加
"$$

&

Q

酶稀释液#暗处放置
"$BA;

#

/+$;B

测

定吸光度*

VZF

抑制率$

,

&

X

$对照孔实际吸光度
!

样品孔

实际吸光度&"$样品孔实际吸光度&

f!$$,

#

VZF

活性$

G

"

BQ

&

XVZF

抑制率$

,

&

f"f

$

$#"/

"

$#$"

&*

$#1#.

!

脏器百分比及组织病理学检查
!

眼球取血后#处死裸

鼠#取肾脏'肺脏'脾脏'肝脏'心脏#用生理盐水冲洗#置于干纱

布
%$2

*然后对各脏器的质量进行数据记录并计算脏器百分

比#脏器百分比$

B

D

"

D

&

X

脏器质量$

B

D

&"动物体质量$

D

&*最

后将脏器置于
/,

多聚甲醛溶液中固定
"/6

#石蜡包埋切片#

J]

染色观察脏器组织病理学改变*

$#2

!

统计学处理
!

采用
VWVV!*#$

统计软件进行数据分析#

计量资料以
DH:

表示#采用独立样本
5

检验#

!

#

$#$+

为差异

有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/#$

!

"

组裸鼠体质量结果比较
!

粗壮女贞组和对照组裸鼠精

神行为和肢体活动均未见异常*粗壮女贞处理裸鼠后#连续观

察其体质量变化*粗壮女贞组和对照组裸鼠体质量比较#差异

无统 计 学 意 义 $

!

$

$#$+

&*裸 鼠 处 死 前#粗 壮 女 贞 组

($

""#(%H$#**

&

D

)和对照组($

"!#'!H!#"!

&

D

)裸鼠体质量比

较#差异无统计学意义$

!

$

$#$+

&*见图
!

*

图
!

!!

"

组裸鼠体质量检测结果比较

/#/

!

"

组裸鼠
VZF

活性检测结果比较
!

粗壮女贞组裸鼠体

内抗氧化能力较对照组强#其血清
VZF

活性分别为
!*(#/*

'

!'*#%+G

"

BQ

#差异有统计学意义$

!

#

$#$+

&*

表
!

!!

"

组裸鼠脏器百分比结果比较$

DH:

'

,

%

组别 肾脏 肺脏 脾脏 肝脏 心脏

对照组
"%#%!H%#"! *#+&H!#"( !!#'&H$#*" ((#$/H'#%$ '#"%H$#&+

粗壮女贞组
"%#(/H"#'+ *#("H$#(' !$#*+H!#+/ ('#&"H%#"( '#&!H!#/%

/#'

!

"

组裸鼠脏器百分比结果比较
!

与对照组比较#粗壮女

贞组裸鼠肾脏'肺脏'脾脏'肝脏'心脏脏器质量及脏器百分比

比较#差异无统计学意义$

!

$

$#$+

&*见表
!

*

/#1

!

"

组裸鼠组织病理学检查结果比较
!

取肾脏'肺脏'脾

脏'肝脏'心脏进行
J]

染色#粗壮女贞组和对照组裸鼠主要脏

器均未发现明显的组织病理学改变*见图
"

*

图
"

!!

脏器组织病理学检测

'

!

讨
!!

论

粗壮女贞作为一种天然茶类保健饮品#在我国被广泛饮

用*近年来#对粗壮女贞药理学和开发应用研究已有较多报

道#但安全性研究资料甚少#尤其对动物荷瘤模型的安全性评

估#国内外尚未有报道(

*.!!

)

*本研究建立了粗壮女贞的荷瘤动

物模型并进行安全性研究#

本研究结果表明#荷瘤裸鼠腹腔注射粗壮女贞后#精神行

为'肢体活动及体质量未见异常*粗壮女贞组裸鼠与对照组比

较#肾脏'肺脏'脾脏'肝脏'心脏脏器质量及脏器百分比比较#

差异无统计学意义$

!

$

$#$+

&*取肾脏'肺脏'脾脏'肝脏'心

脏进行
J]

染色#粗壮女贞组裸鼠主要脏器未发现明显的组织

病理学改变#提示粗壮女贞在荷瘤裸鼠体内具有较好的安全

性*黄超培等(

!"

)以粗壮女贞对小鼠进行遗传毒性试验#发现

粗壮女贞对小鼠的
QF+$

大于
%$

D

"

I

D

#未见遗传毒性作用*

刘冠萍等(

!%

)研究中未发现粗壮女贞提取物对大鼠生殖及胚胎

发育的影响*相关研究均可为评价粗壮女贞的安全性提供实

验依据*本研究结果显示#粗壮女贞组裸鼠体内抗氧化能力较

对照组强#与刘冠萍等(

!/

)报道的结果一致*

本研究初步探讨了粗壮女贞在荷瘤动物模型内的安全性#

对肿瘤患者饮用粗壮女贞提供了重要的参考依据#后续还可从

免疫'生化指标等方面进一步分析粗壮女贞的体内安全性*
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肠埃希菌对
0eW

的耐药性仅为
/#*,

#提示全国范围
0eW

的

耐药性也较
V-R

低#但是该研究未根据菌株是否产
]VMQ2

分

别进行分析*李耘等(

!!

)根据大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌是否

产
]VMQ2

分别进行探讨#但仅分析了
0eW

的耐药性#

]VMQ2

$

c

&大肠埃希菌耐药率为
%#',

#

]VMQ2

$

!

&大肠埃希菌为

+#$,

#

]VMQ2

$

c

&肺炎克雷伯菌耐药率为
*#/,

#

]VMQ2

$

!

&

肺炎克雷伯菌耐药率为
!"#+,

#均比本研究高#但与
V-R

耐

药性比较#均处于较低耐药水平*基础药学研究认为舒巴坦属

于不可逆的竞争性
]VMQ2

抑制剂#对肠杆菌所产生的
]VMQ2

均有抑制作用#其与酶发生不可逆反应#致使酶失活*但是#酶

抑制作用在其过程中也遭到破坏$故称自杀性抑制剂&*而他

唑巴坦是在舒巴坦的结构基础上增加了
!

个三氮唑环#属于舒

巴坦的衍生物*化学结构的差异导致他唑巴坦对
-

类酶与
M

类酶均存在较强的抑制作用#且较舒巴坦强*而自杀性抑制剂

舒巴坦在其作用过程中的自身破坏#导致对细菌的抑制作用减

弱而细菌对其耐药性增加*

0eW

含有稳定性强的他唑巴坦#

因此对细菌是否产
]VMQ2

酶的耐药性差异不大*

本研究散点图分析显示#

/

种细菌的
V-R

与
0eW

之间的

交叉耐药率均较低#其中
]VMQ2

$

c

&肺炎克雷伯菌交叉耐药

率最高$

"#*,

&#

]VMQ2

$

d

&大肠埃希菌交叉耐药率最低#仅为

$#*,

%交叉敏感率提示#

]VMQ2

$

d

&菌交叉敏感率较高#其中

]VMQ2

$

d

&肺炎克雷伯菌交叉敏感率高达
&!#",

#但对
]V.

MQ2

$

c

&肺炎克雷伯菌交叉敏感率仅为
*#",

#

]VMQ2

$

c

&大

肠埃希菌交叉敏感率也仅
!$#&,

*表明细菌是否产
]VMQ2

对

V-R

与
0eW

之间的交叉敏感性存在较大关系#而交叉耐药性

似乎与细菌是否产
]VMQ2

酶关系不大*

综上所述#通过对
V-R

和
0eW

的药敏分析#

0eW

对大肠

埃希菌和肺炎克雷伯菌的敏感性远远高于
V-R

#其敏感性均

在
*$,

以上#其耐药率在
%,

以下*因此对该类细菌引起的临

床感染#可经验性使用
0eW

进行治疗#会取得较好效果*

0eW

较碳氢酶烯类抗菌药物经济*

V-R

虽为含酶抑制剂抗菌药

物#但其针对产
]VMQ2

的菌株的耐药性均高于
+$,

#因此在药

敏结果之前不宜经验性使用以防止治疗失败*散点图分析发

现
"

种抗菌药物交叉耐药率较低#因此只需选取敏感性高的抗

菌药物进行治疗即可#非特殊情况下不必进行
"

种抗菌药物的

联合使用*
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