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应用中空纤维测定法评价藤甲酰苷对人癌细胞生长的抑制作用

邓晶晶，纪圣君，陈 烨，林晓琳，王 蕊，徐利锋 ( 辽宁大学药学院，辽宁 沈阳 110036)

［基金项目］ 国家“十一五”规划“重大新药创制”重大科技专项
( 2009ZX09103 － 030) ．
［作者简介］ 邓晶晶，硕士研究生． Tel: 15524246219，E-mail: lotusdjj
@ 126． com．
［通讯作者］ 陈 烨． Tel: 13998821581，E-mail: sy-chenye@ 163． com．

［摘要］ 目的 应用中空纤维测定法评价藤甲酰苷( garcinia glycosides，GG) 对 8 种人癌细胞的体内生长的抑制作用，通
过裸鼠体内异位移植瘤实验，验证中空纤维测定法在抗肿瘤药效学研究中的可靠性。方法 采用中空纤维测定法，将载有肿
瘤细胞的中空纤维管植入 NOD/SCID 小鼠背部皮下，给药结束后取出中空纤维管，应用二苯基溴化四氮唑蓝( MTT) 比色法检
测 GG对各种肿瘤细胞在体内的抑瘤率; 选取 HL-60 及 B16 人癌细胞，异位移植于 BALb /c裸鼠右下肢外侧皮下，以环磷酰胺
( CTX) 为阳性对照，各组连续给药 10 d，于给药结束 24 h后解剖小鼠，取出瘤块，计算 CTX及 GG的抑瘤率。结果 应用中空
纤维测定法及裸鼠体内异位移植瘤法测得 GG高剂量组 8 mg / ( kg·d) 、中剂量组 4 mg / ( kg·d) 能明显抑制 HL-60 及 B16 人
癌细胞在裸鼠体内的生长，实验测得结果与溶剂对照组比较，有显著性差异( P ＜ 0． 01) 。结论 应用中空纤维测定法测定样
品 GG对肿瘤细胞的生长抑制作用，实验结果与裸鼠体内异位移植瘤实验结果基本一致。该模型节约成本、效率提高、实验结
果准确可靠，为 GG的后续研究提供了指导和可靠证据。
［关键词］ 藤甲酰苷; 中空纤维测定法; HL-60; B16; MTT比色法
［中图分类号］ Ｒ979． 1 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1006 － 0111( 2014) 04 － 0266 － 04
［DOI］ 10． 3969 / j． issn． 1006 － 0111． 2014． 04． 007

Evaluation of the inhibitory effect of garcinia glycosides on growth of human
tumor cells by hollow fiber assay
DENG Jingjing，JI Shengjun，CHEN Ye，LIN Xiaolin，WANG Ｒui，XU Lifeng ( School of Pharmacy，Liaoning University，Shenyang
110036，China)

［Abstract］ Objective To evaluated the inhibitory effect of garcinia glycosides on growth of 8 kinds of human tumor cells in vi-
vo by hollow fiber assay and confirm the reliability of hollow fiber assay in anticancer effect by the nude mice xenograft test．Methods
Hollow fibers containing tumor cells were inserted underneath the skin of the NOD/SCID mice． The fibers were collected from the mice
on the day after the administration and subjected to the stable endpoint MTT assay． The tumor cells of HL-60 and B16 were subcutane-
ously implanted into the right flank of BALb /c nude mice． The positive control group was treated with cyclophosphamide． Each group
was administered for 10 days． 24 hours after the last administration，the mice were sacrificed and the tumors were excised and weigh-
ted，the inhibition rate of tumor growth was calculated． Ｒesults The high-dose group of 8 mg / ( kg·d) ，middle dose group of 4 mg /
( kg·d) of garcinia glycosides were measured by hollow fiber assay and nude mice test significantly inhibited the in vivo growth of HL-
60 and B16 comparing with those in the solvent control group( P ＜ 0． 01) ． Conclusion As a new model by hollow fiber assay to evalu-
ate the inhibitory effect of garcinia glycosides，the test results were basically the same with nude mice test results． It made the experi-
ment more rapidly，accurately and economically． An instruction and reliable evidence for follow-up study of garcinia glycosides was
provided in this study．
［Key words］ garcinia glycosides; hollow fiber assay; HL-60; B16; MTT

藤甲酰苷( garcinia glycosides，GG) 为藤黄酸类
似物，应用二苯基溴化四氮唑蓝( MTT) 比色法测定
GG对 8 种人癌细胞的体外作用，GG 能明显抑制
HL-60 及 B16 人癌细胞的体外生长。根据细胞毒类
抗肿瘤药物非临床研究技术指导原则［1］要求，经体

外实验初步了解受试物的作用机制、敏感肿瘤类型
和作用强度后，需进行动物体内实验。但由于传统
的动物体内移植瘤实验对实验动物和待测样品的

量、时间及人力的投入都较大，并且某些肿瘤细胞株
在动物体内无成瘤性，限制了抗肿瘤药物的筛选和

研究进展。因此，本实验采用 Hollingshead 等［2］于
1995 年首先提出的中空纤维测定法，并在此法的基
础上改进，测定 GG 对 8 种人癌细胞的体内生长抑
制作用，同时选取 HL-60 及 B16 人癌细胞进行裸鼠
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体内腋下移植瘤实验，以评价中空纤维测定法模型

用于药效学筛选的可靠性，为 GG 的后续研究提供
更有力的实验支持。
中空纤维测定法已被美国国立癌症研究所

( NCI) 使用多年，用于高通量筛选抗肿瘤药物，并且
已被美国 FDA认可，但我国尚未广泛应用，本实验
将对该方法的推广与使用起到积极作用。

1 材料与仪器

1． 1 材料
1． 1． 1 药物与试剂 GG( 含量 ＞ 98． 5%，辽宁大学
药学院自制) ; CTX( 山西普德药业有限公司) ; 聚丙
乙烯中空纤维( 内径 600 μm，厚度 200 μm，孔径
0. 64 μm，德国 Membrana公司) ; MTT( 沈阳宝信生
物科技有限公司) ; IMDM培养基( Gibco) 、F-12 培养
基( Gibco) 、DMEM培养基( Gibco) 、ＲPMI-1640 培养
基( Gibco) 、FBS( Gibco) 和二甲基亚砜( DMSO) 均购
自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。
1． 1． 2 细胞株 白血病细胞 HL-60 ( ATCC) 、结肠
癌细胞 LoVo ( ATCC) 、黑色素瘤细胞 B16 ( ATCC) ，
均购自上海拜力生物科技有限公司; 人肝癌细胞

SMMC-7721( ATCC) 、人乳腺癌细胞 T-47D( ATCC) 、
人结肠癌细胞 HCT-8 ( ATCC ) 、人肺癌细胞 A549
( ATCC) ，均购自中国科学院上海生命科学研究院;
人胃肠道间质瘤细胞 GIST882 ( ATCC) 购自上海众
华生物科技有限公司。
1． 1． 3 实验动物 免疫缺陷小鼠 NOD /SCID，雌
性，4 ～ 5 周龄，体重 18 ～ 22 g。BALb /c 胸腺免疫缺
陷小鼠( 裸鼠) ，雄性，4 ～ 5 周龄，体重 18 ～ 22 g，均
饲养于 SPF级环境，购自北京维通利华实验动物技
术有限公司。
1． 2 仪器 超净工作台( 苏净集团苏州安泰空气
技术有限公司) ; CO2 培养箱( Thermo SCIENTIFIC) ;
荧光倒置显微镜( Olympus CKX41 ) ; Sunrise 酶标仪
( 奥地利 Tecan公司) 。

2 方法与结果

2． 1 用中空纤维测定法测定 GG 对 8 种人癌细胞
的生长抑制作用
2． 1． 1 细胞培养 将白血病细胞 HL-60 于 IMDM
完全培养基( 含 20% FBS) 中培养; 结肠癌细胞 LoVo
培养于 F-12K完全培养基( 含 10% FBS) ; 黑色素瘤
细胞 B16 培养于 DMEM完全培养基( 含 10% FBS) ;
人肝癌细胞 SMMC-7721、人结肠癌细胞 HCT-8、人
肺癌细胞 A549 及人胃肠道间质瘤细胞 GIST882 均
培养于 ＲPMI-1640 培养基( 含 10% FBS) ; 人乳腺癌

细胞 T-47D 培养于 DMEM 完全培养基( 含 20%
FBS) 。各种肿瘤细胞置于 37℃、5% CO2 培养箱中

孵育备用。
2． 1． 2 实验方法［3-5］ 分别取对数生长期的上述 8
种人癌细胞，贴壁细胞胰酶消化成单细胞，用各自

培养基调节细胞浓度为 1 × 106 /ml，无菌注射器注
入 2 cm长的无菌中空纤维管中，止血钳将中空纤维
管两端热封。将待移植的中空纤维管放入盛有培养
基的培养瓶中，于 37℃、5% CO2 培养箱孵育 24 h。
取 4 ～ 5 周龄 NOD /SCID 小鼠，按每 20 g 体重尾部
静脉注射 10%水合氯醛 60 μl，背部脱毛，碘酒擦拭
脱毛部位，75%乙醇脱碘，于无菌操作台中将孵育了
24 h的中空纤维管埋入小鼠背部一侧皮下，每只小
鼠植入 4 支中空纤维管( 图 1) ，接种后将小鼠伤口
缝合，在伤口部位涂拭青霉素溶液，以防细菌感染。

图 1 中空纤维管包埋图

实验设溶剂对照组( 1‰ DMSO水溶液) 、GG高
剂量组 8 mg / ( kg·d) 、中剂量组 4 mg / ( kg·d) 及
低剂量组 2 mg / ( kg·d) ，每组各 6 只鼠，接种 3 d后
随机分组，开始于小鼠尾部静脉注射给药，连续给药

4 d。
给药结束 24 h 后处死小鼠，取出中空纤维管。

用 PBS 缓冲液将中空纤维管外壁洗净，放入 24 孔
培养板中，每孔放入一支，加入 300 μl 培养基，每孔
加入 20 μl MTT溶液，37℃、5%CO2 培养箱孵育 4 h
( 图 2) 。孵育结束后将中空纤维管从中间剪断，挤
压去除内壁及外壁的培养基，转入另一 24 孔培养板
中，室温晾干，加入 250 μl DMSO，室温脱色摇床振
摇 1 h，使 MTT 孵育生成的蓝色结晶甲臜充分溶于
DMSO中( 图 3) ，移取 150 μl该溶液于 96 孔培养板
中，酶标仪 490 nm 检测各组 OD 值( 图 4 ) ，计算肿
瘤生长抑制率。
抑制率 = ( 1 － 给药组 OD 值 /溶剂对照组 OD

值) × 100%。

762
药学实践杂志 2014 年 7 月 25 日第 32 卷第 4 期

Journal of Pharmaceutical Practice，Vol． 32，No． 4，July 25，2014



图 2 中空纤维管MTT孵育

图 3 DMSO溶解中空纤维管中甲臜

图 4 96 孔板中酶标仪检测

2． 1． 3 统计学方法 实验数据以 珋x ± s表示，采用单
因素方差分析法对实验结果进行统计学分析，以 P ＜
0． 05为有统计学意义，抑瘤率 ＞50%为阳性结果。
2． 2 应用裸鼠体内异位移植模型测定 GG 对 HL-
60 及 B16 人癌细胞的生长抑制作用
2． 2． 1 实验方法［6，7］ 按“2． 1． 1”项下培养方法收
集足够的细胞，重悬于无血清培养基中，分别接种于

4 ～ 5 周龄的 BALb /c 裸鼠右下肢外侧皮下( HL-60
细胞浓度为 8 ×106 /只，B16细胞浓度为 3 ×106 /只) ，
分别接种 55 ～60 只。2 种细胞各设 5 组: GG高剂量
组 8 mg / ( kg·d) 、中剂量组4 mg / ( kg·d) 、低剂量组
2 mg / ( kg·d) 、阳性对照组［CTX 15 mg / ( kg·d) ］及
溶剂对照组( 1‰ DMSO 水溶液) ，每组 8 ～ 10 只鼠。
待肿瘤长至黄豆大小时开始腹腔给药，连续给药

10 d。给药结束 24 h后处死小鼠，取出瘤块，测量肿
瘤重量 G，计算肿瘤生长抑制率。
抑制率 = ( 1 － G给药组 /G溶剂组) × 100%。

2． 2． 2 统计学方法 试验数据以 珋x ± s 表示，方法
同本文“2． 1． 3”项。
2． 3 结果
2． 3． 1 中空纤维测定法测定 GG 对 8 种人癌细胞
的生长抑制作用结果 实验结果表明，GG 高剂量、
中剂量能明显抑制 HL-60 及 B16 人癌细胞在体内
的生长，各组 OD值与溶剂对照组比较，均有显著性
差异( P ＜ 0． 01) 。GG高、中剂量组对 HL-60 癌细胞
的抑瘤率 ＞ 50%，P ＜ 0． 01; GG 高、中剂量组对 B16
癌细胞的抑瘤率 ＞ 50%，高剂量组 P ＜ 0． 01、中剂量
组 P ＜ 0． 05。GG 对其他 6 种人癌细胞的抑瘤率均
在 50%以下，表明 GG 对它们的生长无抑制作用。
实验结果见表 1。

表 1 中空纤维测定法测定 GG对 8 种人癌
细胞的生长抑制作用结果

组别
剂量

［mg / ( kg·d) ］
OD值
( 珋x ± s)

生长抑制率
( % )

溶剂对照 0 0． 578 ± 0． 04 …
HL-60 8 0． 168 ± 0． 04 70． 932)

4 0． 204 ± 0． 08 64． 712)

2 0． 352 ± 0． 05 39． 10
溶剂对照 0 0． 597 ± 0． 02 …
LoVo 8 0． 411 ± 0． 03 31． 16

4 0． 426 ± 0． 03 28． 64
2 0． 559 ± 0． 02 6． 37

溶剂对照 0 0． 631 ± 0． 02 …
B16 8 0． 250 ± 0． 14 60． 382)

4 0． 293 ± 0． 07 53． 571)

2 0． 429 ± 0． 04 32． 01
溶剂对照 0 0． 552 ± 0． 04 …
SMMC-7721 8 0． 328 ± 0． 04 40． 58

4 0． 412 ± 0． 16 25． 36
2 0． 502 ± 0． 04 9． 06

溶剂对照 0 0． 602 ± 0． 06 …
T-47D 8 0． 369 ± 0． 03 38． 70

4 0． 419 ± 0． 06 30． 40
2 0． 474 ± 0． 03 21． 26

溶剂对照 0 0． 611 ± 0． 04 …
HCT-8 8 0． 488 ± 0． 11 20． 13

4 0． 534 ± 0． 08 12． 60
2 0． 575 ± 0． 12 5． 89

溶剂对照 0 0． 579 ± 0． 03 …
A549 8 0． 343 ± 0． 06 40． 76

4 0． 385 ± 0． 03 33． 51
2 0． 495 ± 0． 17 14． 51

溶剂对照 0 0． 550 ± 0． 05 …
GIST882 8 0． 491 ± 0． 14 10． 73

4 0． 504 ± 0． 08 8． 36
2 0． 521 ± 0． 19 5． 27

1) P ＜ 0． 05，与溶剂对照组比较; 2) P ＜ 0． 01，与溶剂对照组比较
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2． 3． 2 裸鼠体内异位移植模型测定 GG 对 HL-60
及 B16 人癌细胞的生长抑制作用 实验结果表明，
GG高剂量、中剂量能明显抑制 HL-60 及 B16 人癌
细胞在体内的生长，各组瘤重与溶剂对照组比较，均

有显著性差异( P ＜ 0． 01) ，低剂量组及 CTX 组的瘤
重也小于溶剂组，但无显著性差异( P ＞ 0． 05 ) 。GG
高、中剂量组对 HL-60 癌细胞的抑瘤率 ＞ 50%，P ＜
0． 01; CTX组 P ＞ 0． 05。GG 高、中剂量组对 B16 癌
细胞的抑瘤率 ＞ 50%，P ＜ 0． 01; CTX 组 P ＞ 0． 05。
实验结果见表 2。

表 2 裸鼠体内异位移植模型测定 GG对人癌
细胞的生长抑制作用结果

组别
剂量

［mg / ( kg·d) ］
瘤重
( g)

生长抑制率
( % )

溶剂对照 0 1． 32 ± 0． 14 …
CTX 15 0． 91 ± 0． 04 31． 06
HL-60 8 0． 40 ± 0． 09 69． 702)

4 0． 48 ± 0． 12 63． 642)

2 1． 12 ± 0． 02 15． 15
溶剂对照 0 1． 26 ± 0． 01 …
CTX 15 0． 85 ± 0． 07 32． 54
B16 8 0． 49 ± 0． 04 61． 112)

4 0． 58 ± 0． 02 53． 972)

2 1． 01 ± 0． 06 19． 84
1) P ＜ 0． 05，与溶剂对照组比较; 2) P ＜ 0． 01，与溶剂对照组比较

3 讨论

中空纤维测定法由 Hollingshead 等［2］于 1995
年首先发明并应用，是目前唯一体内高通量筛选抗

肿瘤药物的模型，已被 NCI 使用多年，并已得到美
国 FDA的认可，我国目前尚未推广应用。中空纤维
管为氟化聚乙烯制成的半透膜中空管，其分子截留

值为 500 000，它耐有机溶剂、酸、碱和高温，具有良
好的生物相容性和稳定性［8］。与传统的动物移植
瘤模型相比，该法使用动物量及受试药量少、实验周
期短( 7 ～ 8 d) 、一次可筛选多种细胞( 3 ～ 4 个) 、各
细胞株之间无干扰、可提供全真的体内环境、均一性
好、稳定性强，大大提高了传统移植瘤实验的效率，
节省了时间和费用。
中空纤维测定法测得 GG 高、中剂量组对 HL-

60 及 B16 人癌细胞的生长抑制率 ＞ 50%，表明 GG
对 2 种人癌细胞有较好生长抑制作用; GG 对其他
6 种人癌细胞生长抑制率均 ＜ 50%，表明 GG 对其
他 6 种人癌细胞无生长抑制作用。因此，选择 HL-
60 及 B16 人癌细胞进行裸鼠体内异位移植瘤实

验，进一步验证 GG对这两种人癌细胞的生长抑制
作用。
本试验采用中空纤维测定法这一新型的药物

筛选模型，评价 GG 对人癌细胞的生长抑制作用，
并采用裸鼠体内异位移植瘤实验对其结果进行验

证。结果显示，中空纤维测定法检测到的 GG 高、
中剂量对 HL-60 及 B16 人癌细胞的抑瘤率与采用
裸鼠体内异位移植瘤实验检测的结果基本一致，

验证了中空纤维测定法用于体内高通量筛选抗肿

瘤药物的可靠性。与传统体内移植瘤实验比较，
该法具有简便、经济、省时、省力、快速、均一性良
好及高通量等优点，作为从体外实验到传统体内

移植瘤实验的过渡环节，中空纤维测定法为 GG 这
一创新药物的抗肿瘤筛选提供了更好的选择和实

验证明，使大规模动物体内药效学评价成为可能。
GG高、中剂量对 HL-60 及 B16 人癌细胞有明显的
生长抑制作用，且药效明显优于 CTX，显示出 GG
的抗肿瘤优越性，为继续研究 GG、寻找抗肿瘤替
代药物指明了方向。
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