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千金藤素腹腔注射对卵巢癌模型大鼠的作用及其机制研究 *
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摘要目的：研究千金藤素腹腔注射对卵巢癌模型大鼠的作用及其机制。方法：选取 30只 SD级清洁级健康雌性大鼠，按照随机数

字表法分成模型组、实验组与空白对照组，每组各 10只。空白对照组不予以处理，模型组与实验组建立卵巢癌模型，且实验组在

造模后予以千金藤素腹腔注射干预，使用剂量为 20 mg/kg每次，1次 /d，给药 30d，模型组与空白对照组予以等量生理盐水干预。

比较各组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤体积，癌胚抗原（CEA）、糖类抗原 153（CA153）及人附睾蛋白（HE4）表达水平，磷脂酰肌

醇 3-激酶（PI3K）、雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）、张力蛋白同源缺失的染色体（PTEN）表达，免疫指标水平。结果：模型组与实验组

大鼠荷瘤重量、腹水量、肿瘤体积及 CEA、CA153、HE4表达水平均高于空白对照组，且实验组大鼠上述各项指标水平均低于模型

组（均 P＜0.05）。模型组及实验组大鼠的 PI3K、p-mTOR、PTEN表达水平均低于空白对照组，且实验组大鼠的 PI3K、p-mTOR、

PTEN表达水平均高于模型组（均 P＜0.05）。模型组及实验组大鼠的 CD4+、CD4+/CD8+水平均低于空白对照组，且实验组大鼠

CD4+、CD4+/CD8+水平均高于模型组（均 P＜0.05）；模型组及实验组大鼠的 CD8+水平均高于空白对照组，且实验组大鼠 CD8+水

平低于模型组（均 P＜0.05）。结论：千金藤素腹腔注射对卵巢癌模型大鼠具有明显的抑癌作用，有利于下调肿瘤标志物水平，其主

要作用机制可能与调控 PI3K/mTOR信号通路、PTEN表达以及免疫功能有关。
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Study on the Effect and Mechanism of Qianjin Tensu Intraperitoneal Injection
on Ovarian Cancer Model Rats*

To study the effect and mechanism of qianjin tensu intraperitoneal injection on ovarian cancer model rats.

30 SD clean grade healthy female rats were selected, and divided into model group, experimental group and blank control

group according to random number table method, 10 rats in each group. No treatment was given to the blank control group. Ovarian

cancer model was established between the model group and the experimental group. After modeling, qianjin tensu intraperitoneal

injection was given to the experimental group at a dose of 20 mg/kg each time, 1 times/d, and administered for 30d. The model group and

the blank control group were given the same amount of normal saline intervention. The tumor-bearing weight, abdominal water volume,

tumor volume, carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate antigen 153 (CA153), human epididymal protein (HE4) expression,

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), rapamycin target protein (p-mTOR), homologous deletion of tensin chromosome (PTEN)

expression and immune indicators of each group were compared. The tumor-bearing weight, abdominal water volume, tumor

volume and CEA, CA153, HE4 of the rats in the model group and the experimental group were all higher than those in the blank control

group, and the levels of the above indicators in the experimental group were lower than those in the model group (all P＜0.05). The

expressions levels of PI3K, p-mTOR and PTEN in the model group and the experimental group were all lower than those in the blank

control group, and the expressions levels of PI3K, P-MTOR and PTEN in the experimental group were all higher than those in the model

group (all P＜0.05). The levels of CD4+ and CD4+/CD8+ in the model group and the experimental group were lower than those in the

blank control group, and the levels of CD4+ and CD4+/CD8+ in the experimental group were higher than those in the model group (all P＜
0.05). The level of CD8+ in the model group and the experimental group were higher than that in the blank control group, and the level of

CD8+ in the experimental group was lower than that in the model group (all P＜0.05). Qianjin tensu intraperitoneal injection

has an obvious anticancer effect on ovarian cancer model rats, which is beneficial to down-regulation of tumor markers, and its main

mechanism may be related to the regulation of PI3K/mTOR signaling pathway, PTEN expression and immune function.
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前言

卵巢癌属于临床上较为常见的一种女性恶性肿瘤，患者普

遍预后不良，已受到国内外的广泛关注[1，2]。目前，外科手术与化

疗联合是晚期卵巢癌患者常见的治疗方案，虽有一定效果，但

西医所用化疗药物均属于外毒，绝大多数患者可能对化疗药物

产生耐药性或（和）出现严重毒副反应，继而影响化疗效果，不

利于患者的治疗[3，4]，而中医药治疗可有效避免上述耐药性以及

毒副反应的出现，从而可能发挥更为显著的效果。千金藤素是来

自防己科千金藤属植物中所提取而来的一种生物碱，具有极强

的生物活性，可发挥抗炎、抗肿瘤等作用[5，6]。本文通过研究千金

藤素腹腔注射对卵巢癌模型大鼠的作用及其作用机制，旨在为

千金藤素应用于卵巢癌的治疗中提供理论依据，现作以下报道。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 30 只 SD级清洁级健康雌性大鼠，所

有大鼠均购自上海市职业卫生检测中心[动物许可证号：SYXK

（沪）-2014-0048]。6～10 周龄，平均（8.21依0.45）周龄；体重
200～230 g，平均体重（212.35依10.66）g；饲养条件：湿度 35%～

40%，温度 22～25℃，紫外线定时照射。标准饲料实施统一喂

养，对大鼠活动不予以限制，进行为期 7d的饲养。

1.1.2 实验药品 千金藤素（购自南京泽朗医药科技技术有限

公司）。

1.1.3 实验试剂与仪器 兔抗大鼠 CA153和 HE4抗体（购自

上海国药集团化学试剂有限公司）；兔抗大鼠 CEA抗体（购自

上海江莱生物科技有限公司）；NUTU-19卵巢癌细胞（购自深

圳市豪地华拓生物科技有限公司）；HE染色剂与 PBS缓冲液

（均购自北京中山金桥生物技术有限公司）。仪器：全自动化学

发光免疫分析仪及其配套试剂（购自成都恩普生医疗科技有限

公司）；超净工作台（购自苏州净化设备一厂）；流式细胞仪（购

自美国 BD 公司）；石蜡切片机（购自德国 SLEE 公司）；天平

（购自上海天平仪器厂）；酶标仪（购自美国 BIO-RAD公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物造模与处理 将所有大鼠以随机数字表法分成三

组，即模型组、实验组及空白对照组，每组 10只。空白对照组不

进行任何处理，模型组及实验组分别选择右腋下注射 NU-

TU-19卵巢癌细胞 0.5 mL，且注射时机为卵巢癌细胞处于对数

生长期，当两种癌细胞聚集形成的细胞团浓度≥ 1伊106/mL时，
即造模成功。当大鼠右下腋窝处的肿瘤大小生长至 0.4伊0.4 cm2

时，且体重下降，活动障碍，毛发干枯，即造模完成。以腹腔注射

20 mg/kg千金藤素的方式对实验组大鼠进行干预，1次 /d，给

药 30d。对空白对照组与模型组大鼠腹腔注射等量生理盐水进

行干预，1次 /d，干预 30d。

1.2.2 切片处理 干预结束后首先采集大鼠血液样本，之后以

断头法处死大鼠，采集卵巢组织与卵巢癌组织，以 10%的甲醛

溶液固定处理。随后以不同浓度梯度乙醇完成脱水处理，清除

组织内的水分，随后进行二甲苯透明处理，置入融化的石蜡中，

之后置于包埋盒内。采用切片机对包埋处理好的组织蜡块进行

固定，随后作厚度为 5 滋m的连续切片。
1.2.3 HE 染色处理 首先采用二甲苯完成脱蜡 2 次处理，

5 min/次，随后于梯度乙醇下处理 3 min，以自来水冲洗。随后

以苏木素染色 5 min，再次自来水冲洗，以 1%的盐酸乙醇处理

20s，于 0.2%氨水中处理 3 min，以自来水冲洗。以浓度 0.5%伊

红染色 10 min，自来水冲洗。最后以梯度乙醇进行脱水处理，采

用中性树胶进行封片，以光学显微镜进行图像分析。

1.2.4 称重统计各组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤体积 荷

瘤重量采用天平称重，腹水量的测量通过量瓶完成，肿瘤体积

=（肿瘤长径 伊 肿瘤短径 伊 肿瘤短径）/2。
1.2.5 癌胚抗原（CEA）、糖类抗原 153（CA153）及人附睾蛋白

（HE4）表达检测 取各组大鼠的血液 2 mL，以 3200 rpm行分

离血清，以酶联免疫吸附法检测 CEA、CA153、HE4水平。

1.2.6 Western blot法 采用 Western blot 法检测磷脂酰肌醇

3-激酶（PI3K）、雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）、张力蛋白同源缺

失的染色体（PTEN）蛋白相对表达量，以 PBS缓冲液将采集的

卵巢癌细胞反复冲洗≥ 3次，将缓冲液分离，并将 IP细胞裂解

液加入其中，裂解处理 35 min。提取总蛋白，以 BCA法进行蛋

白浓度的测定。取 20 滋g/孔蛋白质，加入适量浓度的蛋白缓冲
液，以 10%的 SDS-PAGE凝胶电泳 15 min。电泳完成后转膜，

并在 37℃条件下摇床上封闭 1.5 h。滴加一抗，于 4℃条件下孵

育过夜。然后采用 TBST缓冲液冲洗，并滴加二抗，于室温条件

下孵育 1h。再次以 TBST缓冲液冲洗，加入显影剂。以目的蛋白

条带分析灰度值，将内参条带灰度值与目的蛋白条带灰度值的

比值记作目的蛋白的相关表达量。

1.2.7 免疫功能检测 分别取各组大鼠外周血 5 mL，加入

5 mL浓度为 70%的乙醇混匀，在 4℃环境下静置 48h，离心去

除乙醇，PBS洗涤，采用 PBS溶液打散细胞图案后加入水解

酶，于 37℃条件下静置反应 1h。随后加入碘化丙啶染液，于室

温避光条件下孵育 30 min。最后以流式细胞仪检测 CD4+与

CD8+水平，并计算 CD4+/CD8+。

1.3 统计学处理

以 SPSS 22.0分析数据。荷瘤重量、腹水量、肿瘤体积等计

量资料经 K-S检验符合正态分布，表示方式为(x依s)，对比采用
LSD-t检验及单因素方差分析。琢=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 三组大鼠的卵巢及卵巢癌组织 HE染色组织对比

空白对照组卵巢及卵巢癌组织 HE染色组织可见每个卵

巢实质发育阶段的卵泡，如图 1A所示；模型组可观察到椭圆

形的肿瘤细胞，增大的核，深染的核仁和增加的核数量，如图

1B所示；实验组的染色组织显示出不同程度的斑片状坏死且

染色变浅，如图 1C所示。
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Note: Compared with blank control group, #P＜0.05; Compared with model group, *P＜0.05.

Groups n p-mTOR PTEN PI3K

Blank control group 10 2.62依0.67 3.90依0.63 6.81依1.49

Model group 10 0.60依0.02# 2.45依0.30# 3.21依1.05#

Experimental group 10 1.41依0.25#* 3.12依0.34#* 4.35依0.42#*

F - 14.052 5.293 6.008

P - 0.000 0.012 0.004

Groups n Tumor-bearing weight(mg) Abdominal water volume(V/mLl) Tumor volume(cm3)

Blank control group 10 0.00依0.00 12.02依0.25 0.00依0.00

Model group 10 16.22依0.82# 80.48依4.25# 15.29依3.41#

Experimental group 10 9.17依0.82#* 31.58依2.17#* 10.78依2.48#*

F - 34.285 40.029 10.159

P - 0.000 0.000 0.000

表 1 三组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤体积对比（x依s）
Table 1 Comparison of tumor-bearing weight, abdominal water volume and tumor volume of the three groups of rats (x依s)

Note: Compared with blank control group, #P＜0.05; Compared with model group, *P＜0.05.

Note: Compared with blank control group, #P＜0.05; Compared with model group, *P＜0.05.

表 2 各组大鼠 CEA、CA153及 HE4表达水平对比（x依s）
Table 2 Comparison of CEA, CA153 and HE4 expression levels in each group (x依s)

Groups n CEA(ng/mL) CA153(U/mL) HE4(pmol/mL)

Blank control group 10 4.08依1.73 14.39依7.82 20.18依3.17

Model group 10 16.57依3.72# 220.47依47.15# 66.51依37.28#

Experimental group 10 6.82依1.82#* 37.28依12.48#* 28.01依4.15#*

F - 9.834 14.285 6.122

P - 0.000 0.000 0.001

表 3 各组大鼠 p-mTOR、PTEN、PI3K表达对比（x依s）
Table 3 Comparison of expressions of p-mTOR, PTEN and PI3K in each group (x依s)

图 1各组大鼠的卵巢及卵巢癌组织 HE染色组织（伊200）
Fig. 1 HE stained tissues of ovarian and ovarian cancer of rats in each group（伊 200）

2.2 三组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤体积对比

模型组、实验组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤体积均高

于空白对照组，但实验组大鼠上述各项指标水平均低于模型组

（均 P＜0.05），见表 1。

2.3 各组大鼠 CEA、HE4、CA153表达水平对比

模型组与实验组大鼠 CEA、CA153及 HE4表达水平均高

于空白对照组，但实验组 CEA、CA153、HE4表达水平均低于模

型组（均 P＜0.05），见表 2。

2.4 各组大鼠 p-mTOR、PTEN、PI3K表达对比

模型组及实验组大鼠的 p-mTOR、PTEN、PI3K表达均低于

空白对照组，但实验组大鼠的 p-mTOR、PTEN、PI3K表达均高

于模型组（均 P＜0.05），见表 3、图 1。
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表 4 各组大鼠免疫功能指标对比（x依s）
Table 4 Comparison of immune function indexes of rats in each group (x依s)

Note: Compared with blank control group, #P＜0.05; Compared with model group, *P＜0.05.

Groups n CD4+(%) CD8+(%) CD4+/CD8+

Blank control group 10 27.72依12.50 15.28依6.11 1.66依0.22

Model group 10 20.74依10.34# 23.20依12.35# 0.89依0.21#

Experimental group 10 22.34依9.15#* 19.10依5.28#* 1.17依0.14#*

F - 11.592 8.583 15.775

P - 0.000 0.000 0.000

2.5 各组大鼠免疫功能指标对比

模型组及实验组大鼠的 CD4+、CD4+/CD8+水平均低于空

白对照组，但实验组大鼠 CD4+、CD4+/CD8+水平均高于模型组

（均 P＜0.05）；模型组及实验组大鼠的 CD8+水平均高于空白

对照组，但实验组大鼠 CD8+水平低于模型组（均 P＜0.05），见

表 4。

3 讨论

随着生活环境的日益恶化以及人们生活方式的不断改变，

各种恶性肿瘤的发病率正呈逐年升高趋势，其中卵巢癌的发病

率以及死亡率在国内急剧增长，对患者的身体健康以及生命安

全均具有较大的影响[7，8]。尽管数十年来医疗水平得到飞速的发

展，恶性肿瘤死亡人数有所降低，但卵巢癌引起的死亡率在所

有恶性肿瘤仍具有一定比例。中医认为卵巢癌当属 "石瘕 "范

畴，多由寒凝、气滞、血瘀引发，因此，固本培元是治疗卵巢癌的

重要目标[9，10]。随着临床医务工作者对中医学的逐渐重视，越来

越多的中药材已吸引人们的注意，千金藤素是一种提取自中药

千金藤的重要生物碱，其亦是一种带正电的双亲性分子，具有

较好的抗炎、免疫调节以及抑癌等多种作用[11，12]。相关研究报道

显示，单独采用千金藤素可有效抑制肿瘤细胞的增殖和增强机

体免疫功能的作用，继而发挥抗癌功效,且千金藤素与化疗药

物联合应用后，可有效减少细胞抗药性，进一步提高化疗疗效
[13-15]。然而，迄今为止关于千金藤素对卵巢癌抑制情况的相关研

究很少，且具体机制尚未完全明确。

本文的结果发现，实验组大鼠荷瘤重量、腹水量以及肿瘤

体积均低于模型组，这充分提示了将千金藤素应用于卵巢癌

中，具有明显的抑癌作用。分析原因，笔者考虑可能是由于千金

藤素可通过 T细胞或直接作用在巨噬细胞促使其被激活，进一

步增强机体的抗肿瘤免疫功能，继而起到抗肿瘤的作用[16，17]。此

外，由于 CEA属于癌胚抗原，对女性生殖系统恶性肿瘤具有较

高的敏感性，介导了卵巢癌的发病过程，于卵巢癌机体中呈特

异性表达[18，19]。而 CA153属于乳腺癌的二株McAb识别的糖类

抗原，亦是卵巢癌的重要监测指标之一，于卵巢癌机体中存在

明显高表达[20，21]，加之作为 WFDC蛋白家族成员的 HE4，可能

具有胰蛋白酶抑制剂的特性，因此在卵巢癌机体中存在明显高

表达[22，23]。本文的结果显示，实验组大鼠的 CEA、CA153及 HE4

表达水平低于模型组，提示了千金藤素干预后的大鼠其机体内

肿瘤标志物的表达均发生了较为明显的下降，考虑其主要原

因，千金藤素具有明显的抑癌作用，对大鼠进行干预处理后，实

验组大鼠的肿瘤生长受到了明显的抑制，因此其肿瘤标志物表

达水平降低。既往研究表明 PI3K/mTOR信号通路主要在肿瘤

的形成过程中起着至关重要的作用 [24]，其相关蛋白 PI3K与

mTOR均是调控肿瘤细胞增殖、代谢以及凋亡的关键性蛋白，

而 PTEN基因是国内外所公认的经典抑癌基因之一，其所编码

的蛋白具备特异性磷酸酶活性，可有效调节细胞核生长周期，

并以此发挥抑制肿瘤生长、转移的作用[25]。而 mTOR则与肿瘤

细胞的凋亡、自噬及迁移黏附有关，尤其是与肿瘤细胞的凋亡

有着重大联系，既往研究证实 PI3K/AKT/mTOR信号通路可应

用于卵巢癌治疗，且 mTOR可能调控了长链非编码 RNA的表

达，进而参与了肿瘤发展进程[26，27]，本文结果发现，实验组大鼠

在予以千金藤素干预 30 d后，PI3K、p-mTOR、PTEN表达均高

于模型组大鼠，说明千金藤素抑制卵巢癌的作用机制可能与激

活 PI3K/mTOR信号通路以及上调 PTEN表达有关，但具体的

激活机制尚待分子层面的深入研究证实。本文结果还表明了实

验组大鼠的各项免疫功能指标水平均优于模型组大鼠，提示了

千金藤素有利于增强卵巢癌大鼠的免疫功能，这在谌錾等人的

研究报道中得以佐证[12]：千金藤素的抗肿瘤作用之一即改善机

体的免疫功能。本研究由于开展时间尚短，且研究人员有限，不

能短时间内进行样本量较大的研究，因此尚未对不同剂量千金

藤素对卵巢癌大鼠的影响进行精细化探究，今后将对以上不足

进行改进，获取更加全面的结论。

综上所述，千金藤素腹腔注射对卵巢癌模型大鼠的抑癌作

表 1各组大鼠 p-mTOR、PTEN、PI3K蛋白表达图

Fig. 1 Protein expression of p-mTOR, PTEN and PI3K in each group

Note: A was model group, B was blank control group,

C was experimental group.
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用较为明显，可发挥下调 CEA、CA153及 HE4表达水平的作

用，其主要作用机制可能与调控 PI3K/mTOR信号通路以及免

疫功能密切相关。
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