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羊角棉总生物碱增强氟尿嘧啶对结直肠癌化疗敏感性

王潇１ꎬ孔文茹１ꎬ崔伟亮２ꎬ王姝麒１

(１.山东大学药学院ꎬ山东 济南 ２５００１２ꎻ２.山东省食品药品检验研究院ꎬ山东 济南 ２５０１０１)

摘要:目的　 观察羊角棉总生物碱在结直肠癌治疗中对氟尿嘧啶(５￣ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎬ ５￣ＦＵ)的增敏作用ꎬ探讨其对

５￣ＦＵ药代动力学的影响ꎮ 方法 　 ＣＣＫ￣８ 法评价羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用对 ＨＣＴ１５ 人结直肠腺癌细胞和

ＣＴ２６.ＷＴ 小鼠结肠癌细胞杀伤能力ꎻ构建小鼠皮下瘤模型ꎬ观察 ５￣ＦＵ 和羊角棉总生物碱单用或联用时对肿瘤生

长的影响ꎻＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 法检测 ５￣ＦＵ 及其代谢物二氢氟尿嘧啶(ｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎬ ＦＵＨ２)和氟脱氧尿苷( ｆｌｕｏｒｏｄｅ￣
ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬ ＦＵｒｄ)在大鼠体内的药代动力学参数ꎮ 结果　 羊角棉总生物碱对 ＨＣＴ１５ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞毒性的 ＩＣ５０

值分别为 ３１.９８ μｇ / ｍＬ 和 ２３.７１ μｇ / ｍＬꎻ低剂量(１００ ｍｇ / ｋｇ)和高剂量(２００ ｍｇ / ｋｇ)羊角棉总生物碱联用 ５￣ＦＵ 对

荷瘤小鼠的抑瘤率从 ５０.９１％分别增长至 ５８.５６％和 ６２.１６％ꎻ５￣ＦＵ 联用羊角棉总生物碱后ꎬＴ１ / ２显著延长ꎬ其代谢产

物 ＦＵｒｄ 血药浓度显著下降ꎮ 结论　 羊角棉总生物碱对结直肠癌细胞有一定的细胞毒性ꎬ与 ５￣ＦＵ 联用可显著增

强其抗结直肠癌活性ꎻ羊角棉总生物碱可能通过降低二氢尿嘧啶脱氢酶浓度延缓 ５￣ＦＵ 分解代谢并调节其合成代

谢途径ꎬ从而加强其生物学活性ꎮ
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　 　 结直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ ＣＲＣ)是当今世界

第四大致命癌症ꎬ每年有近 ９０ 万人因此死亡ꎬ在世

界范围内约占每年诊断的癌症和癌症相关死亡人数

的 １０％[１￣６]ꎮ 肥胖、过度摄入乙醇或红肉、缺乏体育

锻炼和吸烟均是罹患 ＣＲＣ 的风险因素[２]ꎮ 在发达

国家ꎬＣＲＣ 的患病率趋于稳定ꎬ并呈现出下降趋势ꎻ
但 ５０ 岁以下的 ＣＲＣ 患者发病率却呈现上升趋势ꎬ
特别是直肠癌和左侧结肠癌患者ꎬ目前导致这种上

升趋势的原因尚不明确[７]ꎮ
内镜手术和外科手术是 ＣＲＣ 最重要的治疗方

式ꎬ并且是局部 ＣＲＣ 患者以及可切除的远端转移患

者的唯一治疗选择[８]ꎬ但化疗仍然是 ＣＲＣ 治疗中不

可缺少的手段ꎬ氟尿嘧啶(５￣ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎬ ５￣ＦＵ)是

ＣＲＣ 治疗中最有效和最常用的药物之一ꎬ也是化疗

联合方案的主要组成部分ꎬ放疗中也会使用 ５￣ＦＵ
作为放射增敏剂[９￣１２]ꎮ ５￣ＦＵ 是一种抗代谢药物ꎬ是
最早报道的具有抗癌活性的化疗药物之一ꎬ通过抑

制胸腺苷酸合成酶( ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＴＳ)的活

性干扰 ＤＮＡ 的合成ꎬ从而抑制肿瘤细胞生长[１１]ꎮ
尽管 ５￣ＦＵ 是最安全的化疗药物之一ꎬ仍有部分

ＣＲＣ 患者服用后出现严重的不良反应ꎬ包括发热、
疲劳、黏膜炎、口炎、恶心、呕吐和腹泻等ꎮ 为了提高

疗效ꎬ５￣ＦＵ 经常与奥沙利铂和 /或伊立替康联合使

用ꎬ这一做法的缺点是不良反应也随之增加ꎮ 耐药

性也是 ＣＲＣ 患者 ５ 年生存率较低的原因之一[１３￣１６]ꎮ
天然产物被认为是 ＣＲＣ 常规化疗的辅助药物ꎬ

并且能够通过不同的机制逆转获得性耐药[１７]ꎮ 羊

角棉为夹竹桃科鸡骨常山属植物ꎬ民间用其治疗痈

肿疮毒ꎬ其标志性成分吲哚生物碱类化合物在抗肿

瘤和抗疟疾方面发挥重要作用[１８￣２０]ꎮ 本研究使用

羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用ꎬ观察其在小鼠 ＣＲＣ
模型中对 ５￣ＦＵ 的增敏作用ꎬ并检测其对 ５￣ＦＵ 的药

代动力学过程的影响ꎬ旨在对羊角棉药用活性进行

发掘ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验细胞

人结直肠腺癌细胞 ＨＣＴ１５ 和小鼠结肠癌细胞

ＣＴ２６.ＷＴ 购自赛百慷(上海)生物技术股份有限公司ꎮ

１.１.２　 实验动物

雄性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠 ６６ 只ꎬ体质量 １８~２０ ｇꎬＳＰＦ
级ꎬ由北京维通利华实验动物技术有限公司提供ꎬ许
可证号:ＳＣＸＫ(京) ２０２１￣０００２ꎬ适应性饲养 １ 周后

进行实验ꎮ 雄性 ＳＤ 大鼠 １０ 只ꎬ体质量 ２００~２２０ ｇꎬ
ＳＰＦ 级ꎬ由济南朋悦实验动物繁育有限公司提供ꎬ许
可证号:ＳＹＸＫ(鲁) ２０２０ ００２２ꎬ适应性饲养 １ 周后

进行实验ꎮ 本研究动物实验经山东大学药学院伦理

委员会批准(Ｎｏ. ２４００８９)ꎮ
１.１.３　 主要试剂

１６４０ 培养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ
ＣＣＫ￣８ 试剂盒购自大连美仑生物技术有限公司ꎬ小
鼠脱氧吡啶酚酶联免疫吸附测定试剂盒购自武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司ꎬ１％青霉素 /链霉素

混合液购自北京索莱宝科技有限公司ꎬ二氯甲烷和

无水乙醇购自天津富宇精细化工有限公司ꎬ盐酸和

氢氧化钠购自国药集团药业股份有限公司ꎬ５￣ＦＵ
(纯度 > ９９％) 和氟脱氧尿苷 ( ｆｌｕｏｒｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬ
ＦＵｒｄ)(纯度>９８％)购自北京百灵威科技有限公司ꎬ
５￣ＢＵ(纯度>９８％)购自上海麦克林生化科技股份有

限公司ꎬ二氢氟尿嘧啶(ｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎬ ＦＵＨ２)
(纯度>９８％)购自上海凯梅根生物科技有限公司ꎬ
色谱级甲醇购自中国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ纯净水购

自杭州娃哈哈集团有限公司ꎮ 羊角棉枝叶购自云南

众和植域生物科技有限公司ꎬ经山东大学药学院王

小宁教授鉴定ꎮ ６.０ ｋｇ 羊角棉枝叶粉碎后ꎬ用 ９０％
乙醇超声提取 ５０ ｍｉｎꎬ总浸膏经旋转蒸发仪浓缩后

用 ２％盐酸溶解ꎬ用氢氧化钠调节 ｐＨ 值至 １０ ~ １１ꎬ
用二氯甲烷萃取 ３ 次ꎬ合并有机相ꎬ经旋转蒸发仪浓

缩后用盐酸溶解并调节 ｐＨ 值为 ５ꎬ上 Ｘ￣５ 型大孔树

脂ꎬ７０％乙醇洗脱ꎬ合并洗脱液ꎬ用溴甲酚绿比色法

测定总生物碱浓度ꎬ得到羊角棉总生物碱 ７.２ ｇꎮ
１.１.４　 主要仪器设备

Ｍｅｔｔｌｅｒ ａｇ１３５ 十万分之一电子分析天平购自瑞

士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司ꎬＩｎｆｉｎｉｔｅ ｆ５０ 吸收光酶标仪购

自瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司ꎬＭｕｌｔｉｆｕｇｅ ｘ１ｒ ｐｒｏ 离心机购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬＥｃｌｉｐｓｅ ｃｉ￣ｌ 正置白光拍照显

微镜购自日本 ＮｉｋｏｎꎬＡＤ Ｐｕｍｐ 二元液相泵、ＡＤ
Ｃｏｌｕｍｎ ｏｖｅｎ 柱温箱、ＡＤ Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ 自动进样器

和 Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ＴＭ ６５００ 三重四级杆串联质谱仪配

备电喷雾离子源购自美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司ꎮ
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１.２　 方法

１.２.１　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用检测 ＣＲＣ 细

胞毒性

取对数生长期的 ＨＣＴ１５ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞ꎬ以
８ ０００ 个 /孔细胞的密度接种于 ９６ 孔板中ꎬ细胞贴壁

后弃去原来的培养基ꎬ加入含有不同药物组合的完

全培养基培养 ４８ ｈꎬ弃去含有药物的培养基ꎬ加入含

有 １０％ ＣＣＫ￣８ 的完全培养基ꎬ培养 ４０ ｍｉｎꎬ检测

４５０ ｎｍ 处吸光度并计算 ＩＣ５０值ꎮ 细胞存活率(％)＝
(实验组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值) / (对照组 ＯＤ 值－
空白组 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１.２.２　 小鼠结肠癌皮下移植瘤模型建立与给药方案

４２ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠随机分为 ７ 组ꎬ分别为正常

组、模型组、５￣ＦＵ 组、低剂量总碱组、高剂量总碱组、

５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组和 ５￣ＦＵ 联用高剂量总碱

组ꎬ每组 ６ 只ꎮ 除正常组外ꎬ其他组小鼠均于右前肢腋

下接种 ０.１ ｍＬ 的 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞(５×１０７ 个 / ｍＬ)ꎮ 继

续饲养 ５ ｄꎬ肿瘤长至 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 时ꎬ确认建模成

功ꎮ 之后给药 ７ ｄꎬ详细给药方案见表 １ꎬ正常组和

模型组每天给予相同量的生理盐水ꎮ 观察小鼠活

动、反应、精神、皮毛情况等ꎬ测量肿瘤长径(ａ)和短

径(ｂ)ꎬ每两天测量一次小鼠体质量ꎮ 处死小鼠前ꎬ
内眦取血ꎬ静置后分离血清ꎻ处死小鼠后ꎬ剥离心、
肝、脾、肾脏器与肿瘤ꎬ称重ꎬ计算抑瘤率和脏器系

数ꎮ 相应公式如下:肿瘤体积 ＝ １ / ２×ａ×ｂ２ꎬ抑瘤率

(％)＝ (模型组小鼠平均瘤重－给药组小鼠平均瘤

重) /模型组小鼠平均瘤重×１００％ꎬ脏器系数 ＝脏器

质量(ｍｇ) /体质量(ｇ)ꎮ
表 １　 ＢＡＬＢ / ｃ 荷瘤小鼠给药方案

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ＢＡＬＢ / ｃ ｔｕｍｏｒ￣ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ
组别 羊角棉总生物碱 ５￣ＦＵ
正常组 — —
模型组 — —
低剂量总碱组 １００ ｍｇ / ｋｇꎬ灌胃ꎬ１ 次 / ｄ —
高剂量总碱组 ２００ ｍｇ / ｋｇꎬ灌胃ꎬ１ 次 / ｄ —
５￣ＦＵ 组 — ２５ ｍｇ / ｋｇꎬ腹腔注射ꎬ隔日 １ 次

５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组 １００ ｍｇ / ｋｇꎬ灌胃ꎬ１ 次 / ｄ ２５ ｍｇ / ｋｇꎬ腹腔注射ꎬ隔日 １ 次

５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组 ２００ ｍｇ / ｋｇꎬ灌胃ꎬ１ 次 / ｄ ２５ ｍｇ / ｋｇꎬ腹腔注射ꎬ隔日 １ 次

１.２.３　 肿瘤组织 ＨＥ 染色
小鼠肿瘤用 ＰＢＳ 清洗后ꎬ经 ４％多聚甲醛中固

定、乙醇梯度脱水、石蜡包埋、切片、烘干、脱蜡、复
水、ＰＢＳ 清洗、苏木精－伊红染色、清洗、晾干和封片
后即得 ＨＥ 染色切片ꎬ在光学显微镜下观察拍照ꎮ
１.２.４　 二氢嘧啶脱氢酶(ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣

ｇｅｎａｓｅꎬ ＤＰＤ)含量检测
２４ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠随机分入对照组、低剂量总

碱组和高剂量总碱组ꎬ每组 ８ 只ꎬ分别每天灌胃ꎬ给
予生理盐水 １０ ｍＬ / ｋｇ、羊角棉总碱 １００ ｍｇ / ｋｇ 和
２００ ｍｇ / ｋｇꎬ连续 ５ ｄꎬ第 ５ 天在 ９ ∶００ ~ １１ ∶００ 间切除
肝脏ꎬ匀浆、离心后取上清ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测
ＤＰＤ 含量ꎮ
１.２.５　 检测羊角棉总碱对 ５￣ＦＵ 体内代谢动力学过

程的影响
１０ 只 ＳＤ 大鼠随机分成 ５￣ＦＵ 组和 ５￣ＦＵ 联用

总碱组ꎬ每组 ５ 只ꎮ ５￣ＦＵ 组先连续给予生理盐水
(１０ ｍＬ / ｋｇꎬ 灌胃) ４ ｄꎬ 第 ５ 天给予生理盐水
(１０ ｍＬ / ｋｇꎬ 灌胃)１ ｈ 后ꎬ再给予 ５￣ＦＵ(２０ ｍｇ / ｋｇꎬ
腹腔注射)ꎻ５￣ＦＵ 联用总碱组先连续给予羊角棉总
碱(２００ ｍｇ / ｋｇꎬ 灌胃)４ ｄꎬ第 ５ 天给予羊角棉总碱
(２００ ｍｇ / ｋｇꎬ 灌胃)１ ｈ 后ꎬ再给予 ５￣ＦＵ(２０ ｍｇ / ｋｇꎬ
腹腔注射)ꎻ给予 ５￣ＦＵ 前 １２ ｈ 禁食、不禁水ꎬ羊角棉
总碱的给药体积为 ０.１ ｍＬ / １０ ｇꎬ５￣ＦＵ 的给药体积

为 ０.０５ ｍＬ / １０ ｇꎮ 给药 ０、２、５、１０、２０、３０、４５、６０、９０、
１２０ 和 １８０ ｍｉｎ 后ꎬ乙醚缸内麻醉ꎬ从大鼠内眦取血ꎬ
ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测血浆中 ５￣ＦＵ 及其代谢物 ＦＵＨ２ 及
ＦＵｒｄ 的浓度(以 ５￣ＢＵ 为内标物)ꎬ绘制药物浓度－
时间曲线ꎮ 质谱条件:电喷雾离子源( ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ＥＳＩ)ꎬ负离子模式ꎬ多反应监测方式
(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬ ＭＲＭ)扫描ꎬ离子源
５５０ ℃ꎬ鞘气流速 ４６ Ｌ / ｈꎬ辅助气流速 ８５０ Ｌ / ｈꎬ喷雾
电压３.５ ｋＶꎬ源温度 １５０ ℃ꎬ辅助气温度 ４００ ℃ꎬ锥口
电压 ３０ Ｖꎬ碰撞电压 ３５ Ｖꎮ 色谱条件:色谱柱
ＲＥＳＴＥＫ Ｐｉｎｎａｃｌｅ ＩＩ Ｃ１８ 柱 ( １５０ ｍｍ × ２. １ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎬ柱温 ４０ ℃ꎻ流动相为纯水(Ａ 相) 和甲醇
(Ｂ 相)ꎬ流速 ０.４ ｍＬ / ｍｉｎꎬ 流动相洗脱程序: ０ ~
２ ｍｉｎꎬ１０→９５％ Ｂꎻ ２. １ ~ ２. ５ ｍｉｎꎬ ９５％ Ｂꎻ ２. ６ ~
３.０ ｍｉｎꎬ９５→１００％ Ｂꎻ３.１~６ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂꎮ
１.２.６　 药代动力学数据分析

用 ＴＯＰＦＩＴ 软件(ｖｅｒｓｉｏｎ ２.０ꎻ Ｔｈｏｍａｅ ＧｍｂＨꎬ
德国)的非房室模型进行计算ꎬ分析所得药动学参
数包括药时曲线下面积(ＡＵＣ０￣ｔ)、半衰期(Ｔ１ / ２)、机
体清除率(Ｃｌ / Ｆ)及表观分布容积(Ｖｚ)、达峰时间
(Ｔｍａｘ)及最大血浆药物浓度(Ｃｍａｘ)ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件ꎮ 检测数据通过正
态检验ꎬ符合正态分布以 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ对数据进行
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Ｂａｒｔｌｅｔｔ 方差齐性检验ꎬ两组间平均值比较采用 ｔ 检
验ꎬ多组间平均值比较采用单因素方差分析ꎻ不满足
方差齐性的数据采用非参数 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 检验ꎬ
Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用对 ＣＲＣ 细胞系
的细胞毒性

２.１.１　 羊角棉总生物碱的细胞毒性
不同浓度的羊角棉总生物碱对 ＨＣＴ１５ 和

ＣＴ２６.ＷＴ 细胞毒性见图 １Ａꎬ经非线性拟合ꎬＩＣ５０值
分别为 ３１.９８ μｇ / ｍＬ 和 ２３.７１ μｇ / ｍＬꎬＣＴ２６.ＷＴ 细
胞对总碱更敏感ꎮ
２.１.２　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用增强其细胞毒性

总碱浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时ꎬＨＣＴ１５ 和 ＣＴ２６.ＷＴ
细胞的存活率皆大于 ８０％ꎬ以此浓度与 ５￣ＦＵ 联用后ꎬ
５￣ＦＵ 对 ＨＣＴ１５ 细胞毒性的 ＩＣ５０值由 １１.８７ μｍｏｌ / Ｌ
下降至 ７.３３ μｍｏｌ / Ｌꎻ对 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞毒性的 ＩＣ５０值
由 １８４.２０ μｍｏｌ / Ｌ 下降至 ４０.４０ μｍｏｌ / Ｌꎮ ５￣ＦＵ 与总
碱联用时ꎬ对 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞的增敏效果更显著ꎬ选择
此细胞系进行体内实验ꎮ 见图 １Ｂꎮ

图 １　 羊角棉总生物碱影响 ＣＲＣ 细胞活力
Ａ:羊角棉总生物碱有 ＣＲＣ 细胞毒性ꎻＢ:羊角棉总生物碱增强 ５￣ＦＵ 对 ＣＲＣ 细胞毒性ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｌｓｔｏｎｉａ ｍａｉｒｅｉ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
Ａ: Ａｌｓｔｏｎｉａ ｍａｉｒｅｉ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｔｏ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎻ Ｂ: Ａｌｓｔｏｎｉａ ｍａｉｒｅｉ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏ￣
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ５￣ＦＵ ｔｏ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ.

２.２　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用增强其抗 ＣＲＣ
活性

２.２.１　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用对 ＣＲＣ 小鼠

一般情况的影响

正常组小鼠在整个实验过程中精神饱满、活动

自如、毛发顺滑、进食饮水正常ꎻ模型组小鼠实验后

期精神欠佳、蜷缩怕冷、毛发蓬松凌乱、进食饮水减

少ꎮ ５￣ＦＵ 组与模型组小鼠体况类似ꎬ但体质量明显

降低ꎻ低剂量总碱组、高剂量总碱组、５￣ＦＵ 联用低剂

量总碱组和 ５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组小鼠体况尚

可ꎬ表现为活动较好、毛发较顺滑、食欲有所增加ꎬ精
神也较好ꎮ
２.２.２　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用对 ＣＲＣ 小鼠

体质量的影响

到治疗结束时ꎬ低剂量总碱组小鼠体质量显著

高于高剂量总碱组外的其他给药组(Ｐ 均<０.０５)ꎬ高
剂量总碱组小鼠体质量显著高于 ５￣ＦＵ 联用高剂量

总碱组(Ｐ<０.０５)ꎬ５￣ＦＵ 组小鼠体质量显著低于模

型组、低剂量总碱组和高剂量总碱组(Ｐ 均<０.０５)ꎮ
见图 ２Ａꎮ

图 ２　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用抑制肿瘤生长
Ａ: 荷瘤小鼠体质量变化(∗Ｐ<０.０５)ꎻＢ: 肿瘤体积￣时间曲线(∗Ｐ<０.０５)ꎻＣ: 不同治疗方案的肿瘤体积ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｓｔｏｎｉａ ｍａｉｒｅｉ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ａｎｄ ５￣ＦＵ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ
Ａ: Ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ￣ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ (∗Ｐ<０.０５)ꎻ Ｂ: Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
(∗Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃ: Ｔｕｍｏｕｒ ｖｏｌｕｍｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｐｔｉｏｎｓ.
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２.２.３　 羊角棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用抑制肿瘤生长

治疗结束时ꎬ５￣ＦＵ 组及 ５￣ＦＵ 联用高低剂量总

碱组小鼠肿瘤体积较模型组显著减小 ( Ｐ 均 <
０.０５ꎬ 图 ２Ｂ)ꎮ 所有给药组肿瘤生长均受不同程

度抑制(图 ２Ｃ)ꎮ 与模型组相比ꎬ所有给药组肿瘤

生长均被显著抑制ꎬ且 ５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组的

抑瘤率显著高于 ５￣ＦＵ 组(Ｐ 均<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.２.４　 小鼠肿瘤组织病理切片 ＨＥ 染色

模型组肿瘤细胞紧密排列ꎬ细胞间隙较小ꎬ胞
核异型、核质比高、嗜碱性强ꎬ可见少量核分裂象ꎬ
未见明显的肿瘤细胞坏死ꎬ组织边缘偶见粒细胞

及淋巴细胞浸润ꎻ５￣ＦＵ 组和 ５￣ＦＵ 联用低剂量总碱

组肿瘤细胞密度降低ꎬ并且炎性细胞表现出大小

差异、浸润及坏死区ꎻ５￣ＦＵ 组肿瘤细胞可见少量核

分裂象ꎬ小灶性肿瘤细胞坏死ꎬ胞核固缩或碎裂ꎬ
胞质崩解ꎬ少量血管淤血ꎬ未见明显的炎性细胞浸

润ꎻ５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组肿瘤细胞偶见核分裂

象ꎬ肿瘤细胞坏死ꎬ组织边缘可见少量淋巴细胞浸

润ꎻ而 ５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组可见肿瘤细胞坏死

进一步加大ꎬ胞核固缩或碎裂ꎬ胞质崩解ꎬ组织边

缘见淋巴细胞浸润ꎮ 见图 ３ꎮ
表 ２　 荷瘤小鼠的瘤重和抑瘤率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

分组 瘤重 / ｇ 抑瘤率 / ％
模型组 ２.１８±０.３１ —
低剂量总碱组 １.８２±０.１８∗ １６.３４
高剂量总碱组 １.５６±０.２２∗∗ ２８.５９
５￣ＦＵ 组 １.０７±０.１２∗∗∗ ５０.９１
５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组 ０.９０±０.２０∗∗∗ ５８.５６
５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组 ０.８２±０.１３∗∗∗＃＃ ６２.１６

　 　 ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ 模型组ꎻ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ
５￣ＦＵ 组ꎮ

图 ３　 不同治疗方式对小鼠肿瘤组织病理形态的影响(标尺＝ ５０ μｍ)
Ａ:模型组ꎻＢ:５￣ＦＵ 组ꎻＣ:５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组ꎻＤ:５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ (ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)
Ａ: Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ５￣ＦＵ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: ５￣ＦＵ ｗｉｔｈ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: ５￣ＦＵ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｇｒｏｕｐ.

２.２.５　 不同给药方案对 ＣＲＣ 小鼠脏器系数的影响

与正常组相比ꎬ模型组、低剂量总碱组与高剂

量总碱组小鼠脾脏系数显著升高(Ｐ 均<０.００１)ꎻ
模型组、５￣ＦＵ 组、低剂量总碱组与 ５￣ＦＵ 联用低剂

量总碱组心脏系数显著下降(Ｐ 均<０.０５)ꎻ除 ５￣ＦＵ
联用高剂量总碱组外ꎬ其他组小鼠肾脏系数显著

下降(Ｐ 均<０.０５)ꎻ低剂量总碱组与高剂量总碱组

肝脏系数显著上升(Ｐ 均<０.０１)ꎮ 与模型组相比ꎬ
高剂量总碱组、５￣ＦＵ 组、５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组

和 ５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组小鼠脾脏系数显著下

降(Ｐ 均<０.０５)ꎻ高剂量总碱组小鼠肝脏系数显著

升高(Ｐ<０.０１)ꎻ所有给药组小鼠心脏和肾脏系数

差异无统计学意义ꎮ 见表 ３ꎮ



王潇ꎬ等.羊角棉总生物碱增强氟尿嘧啶对结直肠癌化疗敏感性 ３５　　　 　

表 ３　 小鼠脏器系数
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

分组 肝脏系数 肾脏系数 心脏系数 脾脏系数

正常组 ５５.９６±２.７９ ２２.４９±１.２４ ６.１７±０.４４ ３.９３±０.１９
模型组 ５９.３２±３.６３ １９.４０±１.２８∗ ５.０５±０.３７∗∗ ７.８０±１.１７∗∗∗

５￣ＦＵ 组 ５５.４７±３.２５ １８.３２±０.９８∗∗ ５.３７±０.４５∗ ３.５９±０.３３＃＃＃

低剂量总碱组 ６３.０２±５.９４∗∗ １７.９３±１.１０∗∗∗ ５.３９±０.３３∗ ６.９４±０.６６∗∗∗

高剂量总碱组 ６７.２０±２.７６∗∗∗＃＃ １８.６４±３.２６∗∗ ５.４６±０.５３ ６.１６±０.９３∗∗∗＃

５￣ＦＵ 联用低剂量总碱组 ５７.６９±１.４７ １８.６１±１.２８∗∗ ５.３５±０.４５∗ ３.６５±０.２２＃＃＃

５￣ＦＵ 联用高剂量总碱组 ６１.１６±２.３０ ２０.６５±１.９６ ５.７０±０.７３ ３.７７±０.４０＃＃＃

　 　 ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ 正常组ꎻ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１ ｖｓ 模型组ꎮ

２.３　 羊角棉总生物碱改变 ５￣ＦＵ 代谢

２.３.１　 羊角棉总生物碱降低大鼠肝脏 ＤＰＤ 含量

对照组、低剂量总碱组和高剂量总碱组大鼠肝

脏 ＤＰＤ 含量分别为 ６８.２２、６７.６３ 和 ６０.７６ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
高剂量羊角棉总生物碱可显著降低肝脏 ＤＰＤ 含量

(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.３.２　 羊角棉总生物碱影响 ５￣ＦＵ 体内代谢动力学

５￣ＦＵ 与其分解代谢产物 ＦＵＨ２ 及其合成代谢产

物 ＦＵｒｄ 的平均药物浓度￣时间曲线见图 ４ꎮ 与 ５￣ＦＵ
组相比ꎬ５￣ＦＵ 联用总碱组 ５￣ＦＵ 的 Ｔ１ / ２ 显著延长、
Ｃｌ / Ｆ显著降低ꎬＦＵＨ２ 无明显差异ꎬＦＵｒｄ 的 ＡＵＣ０￣ｔ、
Ｃｍａｘ显著降低(表 ４)ꎬ提示羊角棉总生物碱可能通过

调节 ５￣ＦＵ 的代谢途径影响其抗肿瘤活性ꎮ

图 ４　 ５￣ＦＵ (Ａ)、ＦＵＨ２(Ｂ)及 ＦＵｒｄ (Ｃ)浓度￣时间曲线
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｉｍｅ￣ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ５￣ＦＵ (Ａ)ꎬ ＦＵＨ２(Ｂ)ꎬ ａｎｄ ＦＵｒｄ (Ｃ)

表 ４　 ５￣ＦＵ、ＦＵＨ２ 及 ＦＵｒｄ 的药代动力学参数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ５￣ＦＵꎬ ＦＵＨ２ ａｎｄ ＦＵｒｄ

化合物 参数 ５￣ＦＵ 组 ５￣ＦＵ 联用总碱组

５￣ＦＵ ＡＵＣ０￣ｔ / (μｇ􀅰ｍｉｎ / ｍＬ) ２１２.７０±１７.０３ ２６６.８２±８８.１９
Ｔｍａｘ / ｍｉｎ ７(５ꎬ１０) １０(１０ꎬ１０)
Ｔ１ / ２ / ｍｉｎ １０.５０±１.８１ １６.１７±３.５６∗

Ｃｌ / Ｆ / [ｍＬ / (ｈ􀅰ｋｇ)] １.５８±０.１３ １.４０±０.４９∗

Ｖｚ / (ｍＬ / ｋｇ) １.４４±０.２９ １.９４±０.８３
Ｃｍａｘ / (μｇ / ｍＬ) ２２.０８±２.０６ ２８.６０±３.０７

ＦＵＨ２ ＡＵＣ０￣ｔ / (μｇ􀅰ｍｉｎ / ｍＬ) ２２.８１±４.８１ ２０.３１±１２.０２
Ｔｍａｘ / ｍｉｎ １６(１０ꎬ２０) １８(１０ꎬ３０)

Ｃｍａｘ / (μｇ / ｍＬ) ４４２.８０±１１５.４６ ４２７.２０±２２１.１９
ＡＵＣＦＵＨ２

/ ＡＵＣＦＵ ０.１０８±０.０２３ ０.０８５±０.０６０
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续表

化合物 参数 ５￣ＦＵ 组 ５￣ＦＵ 联用总碱组

ＦＵｒｄ ＡＵＣ０￣ｔ / (μｇ􀅰ｍｉｎ / ｍＬ) １１.６０±２.５１ ４.５１±１.１１ ∗∗∗

Ｔｍａｘ / ｍｉｎ ９.４０(２ꎬ３０) ９.００(５ꎬ２０)
Ｃｍａｘ / (ｎｇ / ｍＬ) ３７０.００±１２３.９６ １２０.２０±３２.７３∗∗

ＡＵＣＦＵＲＤ / ＡＵＣＦＵ １.０５５±０.１０５ ０.６４５±０.１０３∗∗∗

　 　 ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ５￣ＦＵ 组ꎮ

３　 讨　 论

羊角棉为我国特有的夹竹桃科鸡骨常山属植

物ꎬ主要分布在贵州、云南和四川等高原地带ꎬ当地

用其根和叶治疗外伤出血ꎬ目前对其化学成分的研

究还很不充分ꎮ 鸡骨常山属植物所含生物碱多为单

萜吲哚生物碱、双聚单萜吲哚生物碱和与吲哚碱相

关的其他生物碱ꎮ 吲哚生物碱多具细胞毒性ꎬ部分

双吲哚生物碱有较强的抗癌作用ꎮ
羊角棉总生物碱在体外 ＣＲＣ 细胞毒性检测中

表现出一定的细胞杀伤能力ꎬ在安全剂量下与 ＣＲＣ
临床一线药物 ５￣ＦＵ 联用后ꎬ可以通过促进肿瘤细

胞坏死、增强免疫细胞浸润从而加强 ５￣ＦＵ 对小鼠

ＣＲＣ 发展的抑制作用ꎬ这一作用在小鼠 ＣＲＣ 皮下

瘤模型中被进一步验证ꎮ 而且羊角棉总生物碱与

５￣ＦＵ 联用改善了小鼠对 ５￣ＦＵ 的不良反应ꎬ具体表

现为厌食减轻及体质量下降减缓ꎬ可能由于羊角棉

总生物碱增加了小鼠食欲ꎮ 单用羊角棉总生物碱治

疗 ＣＲＣ 小鼠时ꎬ肿瘤虽稍有减小ꎬ但小鼠脾脏肿大

严重ꎬ肝脏与肾脏也表现出不同程度的异常ꎻ单用

５￣ＦＵ 治疗时ꎬ肿瘤减小明显ꎬ脾脏肿大现象也被逆

转ꎬ但小鼠肾脏和心脏表现出不同程度的异常ꎻ羊角

棉总生物碱与 ５￣ＦＵ 联用后发挥协同效应ꎬ抗肿瘤

功能得到增强ꎬ且小鼠主要器官无明显异常ꎬ增效的

同时减轻不良反应ꎬ表明两者有较好的联用前景ꎬ其
联用机制值得进一步研究ꎮ

自 ２０ 世纪 ９０ 年代以来ꎬ５￣ＦＵ 或其他氟嘧啶类

药物是 ＣＲＣ 全身治疗的主流药物ꎬ基于 ５￣ＦＵ 的化

疗可改善切除的 ＩＩＩ 期 ＣＲＣ 患者的总体和无病生存

期[１６]ꎮ ５￣ＦＵ 由尿嘧啶 Ｃ￣５ 位的氢原子被氟原子代

替而来ꎬ采用与尿嘧啶相同的转运机制快速进入细

胞ꎬ经胸腺嘧啶磷酸酶催化转化为氟脱氧尿苷

( ｆｌｕｏｒｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬ ＦＵｒｄ)ꎬ再由胸腺嘧啶激酶磷

酸化为单磷酸氟脱氧尿苷、三磷酸氟脱氧尿苷和三

磷酸氟尿苷等活性形式ꎬ它们破坏 ＲＮＡ 合成和抑

制 ＴＳ 来发挥抗癌作用[２１￣２３]ꎮ ＤＰＤ 是 ５￣ＦＵ 分解代

谢的限速酶ꎬ在肝脏中大量表达ꎬ将 ５￣ＦＵ 转化为

ＦＵＨ２ꎬ８０％以上的 ５￣ＦＵ 在肝脏被 ＤＰＤ 分解[２４]ꎮ
本研究结果表明ꎬ羊角棉总生物碱可以剂量依赖性

地降低肝脏中 ＤＰＤ 的含量ꎬ５￣ＦＵ 与羊角棉总生物

碱联用后ꎬＴ１ / ２延长、Ｃｌ / Ｆ 降低ꎬ分解产物 ＦＵＨ２ 无

明显变化ꎬ合成产物 ＦＵｒｄ 血药浓度显著下降ꎬ提示

羊角棉总生物碱可能改变了 ５￣ＦＵ 的合成代谢途

径ꎬ这需要通过检测 ５￣ＦＵ 的其他代谢产物进行

验证ꎮ
综上所述ꎬ羊角棉总生物碱对 ＣＲＣ 细胞表现出

杀伤能力ꎬ可以降低肝脏 ＤＰＤ 浓度ꎬ调节 ５￣ＦＵ 的代

谢途径ꎬ与 ５￣ＦＵ 联用可以有效提高 ５￣ＦＵ 的抗 ＣＲＣ
活性ꎬ并改善 ５￣ＦＵ 的不良反应ꎬ羊角棉总生物碱的

化学组成值得进一步分析ꎬ有望成为新型的抗肿瘤

药物或抗肿瘤药物增敏剂ꎮ
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