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肝癌实体瘤的综合疗法中，经皮无水乙醇注射疗法（Per-

cutaneous ethanol injection therapy，PEIT）是一种很重要的微创

辅助治疗方法。它是直接向肝癌实体瘤内注射无水乙醇，从

而使蛋白质凝固变性，以达到杀死肿瘤细胞的目的。临床数

据表明[1]，PEIT对小肝癌有很好的治疗效果，对于中晚期肝癌

也可减缓肿瘤生长，可作为手术治疗的辅助方法。但是其也

有较多副作用，特别是无水乙醇注入实体瘤后会给病患带来

很大的痛苦。为此，大连医科大学药剂学教研室研制了注射

用姜黄素温敏凝胶（Curcumin thermosensitive hydrogels for in-

jection，CTH），它以姜黄素为主药，以泊洛沙姆 407为主要基

质，在体外低温条件下为液体，进入实体瘤后，随着温度的升

高发生相转变成为半固体凝胶。前期研究结果已经证明，CTH

药物含量高，稳定性好，可有效避免药物外渗，可延长药物在瘤内

的作用时间[2]，避免了短时间内重复给药带给患者的痛苦。但
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摘 要 目的：研究注射用姜黄素温敏凝胶体外对小鼠腹水型肝癌高淋巴道转移细胞株（HCA-F）增殖的抑制作用和体内对移植

瘤模型小鼠的保护作用。方法：培养HCA-F细胞株，MTT法测定10、25、50、75、100 μg/ml注射用姜黄素温敏凝胶、氟尿嘧啶、姜黄

素混悬液对HCA-F细胞增殖的抑制作用。抽取腹水型肝癌模型小鼠腹水接种于小鼠腋下以复制小鼠移植瘤模型。50只小鼠随

机均分为模型（等容生理盐水）组、空白温敏凝胶（ETH，0.05 ml/cm3））组、无水乙醇（0.05 ml/cm3）组、姜黄素混悬液（0.05 ml/cm3）

组、注射用姜黄素温敏凝胶（0.05 ml/cm3）组，瘤内注射给药，每隔5 d1次，连续2次。测定小鼠瘤体增长体积、瘤质量、抑瘤率，HE

染色检测肿瘤细胞凋亡情况。结果：培养细胞48 h时，25、50、75、100 μg/ml注射用姜黄素温敏凝胶对HCA-F细胞增殖有明显抑制

作用（P＜0.05）；培养细胞 72 h 时，10、25、50、75、100 μg/ml 注射用姜黄素温敏凝胶对 HCA-F 细胞增殖有明显抑制作用（P＜

0.05）。与模型组比较，注射用姜黄素温敏凝胶组小鼠瘤体体积增长程度明显减小，瘤质量明显减轻，抑瘤率明显增加，差异有统

计学意义（P＜0.05）；注射用姜黄素温敏凝胶组小鼠肿瘤细胞凋亡情况明显改善。结论：注射用姜黄素温敏凝胶在体外对HCA-F

增殖具有一定的抑制作用，且体内效果与无水乙醇相当，但小鼠的顺应性较无水乙醇好。

关键词 注射用姜黄素温敏凝胶；腹水型肝癌高淋巴道转移细胞株；小鼠肝癌移植瘤
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effects of Curcumin thermosensitive hydrogels for injection（CTH）on as-

citic hepatocarcinoma cell strain with high metastasis potential in lymphatic system（HCA-F）and protective effects of it on solid tu-

mors model mice. METHODS：HCA-F cell strain were cultured，and inhibitory effects of 10，25，50，75 and 100 μg/ml CTH on

the proliferation of HCA-F cell were determined by MTT. Mice solid tumors model was induced by vaccinated with ascites of ascit-

ic hepatocarcinoma model mice into axillary fossa. 50 Kunming mice were divided into model group（constant volume of normal sa-

line），blank thermosensitive gel group（ETH 0.05 ml/cm3），absolute ethyl alcohol group（absolute ethyl alcohol 0.05 ml/cm3），cur-

cumin group（0.05 ml/cm3）and CTH group（0.05 ml/m3）. They were given relevant medicines intratumorally every 5 days for con-

secutive 2 times. The increase of tumor volume，tumor weight and inhibitory rate were determined，and the apoptosis of tumor

cells was determined by HE staining. RESULTS：25，50，75 and 100 μg/ml CTH significantly inhibited the proliferation of HCA-F

after cultured for 48 h. 10，25，50，75 and 100 μg/ml CTH significantly inhibited the proliferation of HCA-F after cultured for 72

h. Compared with model group，the growth rate of tumor volume as well as tumor weight were decreased significantly in CTH

group，while inhibitory rate increased significantly；there was statistical significance（P＜0.05）. The apoptosis of tumor cells in

CTH groups was improved significantly. CONCLUSIONS：CTH could effectively inhibit the proliferation of HCA-F in vitro，

which is similar to the effect of absolute ethyl alcohol in vivo. The mice is more adaptable to CTH than absolute ethyl alcohol.
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是，CTH能否有效抑制小鼠腹水型肝癌高淋巴道转移细胞株

（HCA-F）的增殖，能否达到与无水乙醇相当的治疗效果一直

是研究重点。本研究采用MTT法，用氟尿嘧啶作为阳性药物

进行对比，考察CTH体外对HCA-F细胞增殖的抑制作用，同

时复制小鼠 HCA-F 移植瘤模型，采用瘤内注射法平行比较

CTH和无水乙醇对HCA-F移植瘤生长的抑制效果，为制备姜

黄素新制剂提供理论依据，使其具有更大的开发和应用前景。

1 材料
1.1 仪器

MS105DU 型电子天平（瑞士梅特勒-托利多有限公司）；

PB-20 标准型 pH 计（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；

ZQP-86型振荡切片机（上海之信仪器有限公司）；354型酶标

仪（美国 Thermo 公司）；CX31 型数显生物显微镜（日本

Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

姜黄素（陕西森弗生物技术有限公司，批号：20101213，质

量分数：95％）；CTH（批号：20120908，规格：2.0 mg/ml）、空白

温敏凝胶（Empty thermosensitive hydrogels，ETH，不含姜黄素，

批号：20120908）、姜黄素混悬液（Curcumin Suspensions，CS，溶

剂：三蒸水，批号：20120912，规格：2.0 mg/ml）均由大连医科大

学药剂学教研室提供；氟尿嘧啶注射液（深圳三顺制药有限公

司，批号：20100620，规格：4 mg/ml）；MTT细胞增殖及细胞毒

性测试盒（北京 Sol Arbio公司）；RPMI1640培养粉、DMEM培

养粉（美国Gibco BRL公司）；胎牛血清（美国HyClone公司）；

三蒸水由笔者自制。

1.3 动物与细胞株

清洁级健康成熟 8周龄KM种小鼠 50只，♀♂兼用，体质

量 25～28 g，由大连医科大学实验动物中心提供[实验动物使

用合格证号：SCXK（辽）2008-0002]。HCA-F细胞由大连医科

大学形态学实验室提供，在 pH7.2的RPMI-1640培养液中，于

37 ℃、5％CO2培养箱中培养。

2 方法
2.1 CTH对HCA-F细胞的抑制

2.1.1 HCA-F 细胞传代 [3] 复苏 HCA-F 冻存细胞，计数活瘤

细胞并稀释活瘤细胞密度为3×107 ml－1，取调整后的细胞悬液

0.2 ml接种于小鼠腹腔，6 d后形成腹水。

2.1.2 分组[4] 实验分为6大组，即空白对照（三蒸水）组、阴性

对照（接种细胞后加入培养液）组、阳性对照（接种细胞后加入

氟尿嘧啶注射液，氟尿嘧啶终质量浓度为 10、25、50、75、100

μg/ml，即阳性对照①、②、③、④、⑤）组、CTH（接种细胞后加入

CTH溶液，姜黄素终质量浓度分别为10、25、50、75、100 μg/ml，

即CTH①、②、③、④、⑤）组、CS（接种细胞后加入CS，姜黄素

终质量浓度分别为 10、25、50、75、100 μg/ml，即 CS①、②、

③、④、⑤）组、ETH（接种细胞后加入 ETH 溶液）组。每组 6

个复孔。

2.1.3 MTT 测定 [5] 用含 10％胎牛血清的 RPMI1640培养液

配成单个细胞悬液，以每孔 1×105个细胞接种于 96孔板，每孔

体积100 μl。将药物分别加入已接种细胞的96孔板，后将培养

板移入CO2孵箱中，在37 ℃、5％CO2饱和湿度条件下，分别培

养24、48、72 h。每孔加入计算量的MTT溶液10 μl，继续孵育

4 h，终止培养，每孔加入100 μl二甲基亚砜，震荡10 min，使结

晶充分溶解。以酶标仪在490 nm波长处测定光密度（OD），按

下式计算 HCA-F 细胞生长抑制率：抑制率＝[1－（OD 实验）－

OD 空白）/OD 阴性－OD 空白]×100％。

2.2 CTH对模型小鼠移植瘤的抑制作用

2.2.1 复制模型与分组、给药 抽取腹水肝癌模型小鼠腹水

并调整细胞密度为 2×106 ml－1，按 0.01 ml/g接种于小鼠腋下，

接种 1周后形成移植瘤[6]，选取肿瘤长径为 20～25 mm的小鼠

为模型。按随机分组表随机分为5组，即模型（等容生理盐水）

组、ETH（0.05 ml /cm3）组、无水乙醇（0.05 ml/cm3）组、CS（0.05

ml/cm3）组、CTH（0.05 ml/cm3）组。瘤内注射给药，每隔5天给

1次药，共给药2次。

2.2.2 指标的测定 [5-7] 测量移植瘤瘤体的长短径，根据体

积＝长径×（短径）2/2计算瘤体体积。测量给药前、后瘤体的长

短径，计算瘤体体积，对比给药前、后的体积变化，求出增长的

瘤体体积。疗程结束次日小鼠断颈处死，解剖剥离皮下瘤体，

称瘤质量，按下式计算抑瘤率：抑瘤率（％）＝（模型组平均瘤

质量－给药组平均瘤质量）/模型照组平均瘤质量×100％。

2.2.3 HE染色检测肿瘤细胞凋亡[8] 取移植瘤用甲醛溶液固

定，取材，常规石蜡包埋切片，HE染色，挑选3～5个视野观察5

组移植瘤切片中肿瘤细胞的生长及凋亡情况。

2.3 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS17.0统计软件处理实验数

据。多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以

LSD法进行统计。不同时间点测定同一数据采用重复测量方

差分析法。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 CTH对HCA-F细胞的抑制作用

与ETH组比较，培养48 h时CTH②、③、④、⑤组与CS④、

⑤组对 HCA-F 细胞的抑制率明显增加，差异有统计学意义

（P＜0.05）；培养72 h时CTH①、②、③、④、⑤组与CS③、④、⑤

组对HCA-F细胞的抑制率明显增加，差异有统计学意义（P＜

0.05）。培养 24、48、72 h时阳性对照组半数抑制浓度（IC50）分

别为 315.98、36.84、7.39 μg/ml，CTH 组分别为 252.15、22.76、

4.2 μg/ml，CS 组分别为 373.92、83.76、23.5μg/ml。结果表明，

CTH对HCA-F细胞生长的抑制作用最强，效果最好。CTH对

HCA-F细胞的抑制率见表1（空白对照组与阴性对照组对肿瘤

细胞均无抑制，因此表中略去）。

3.2 CTH对模型小鼠移植瘤的抑制作用

与模型组比较，无水乙醇组与CTH组肿瘤体积增长程度

减小，瘤质量减轻，差异有统计学意义（P＜0.05）。ETH组、无

水乙醇组、CS 组、CTH 组抑瘤率分别为 7.36％、57.17％、

16.21％、54.87％。CTH对模型小鼠移植瘤的抑制作用见表2。

3.3 肿瘤组织切片

组织切片图见图1。图中活细胞被染为深色，死细胞不被

染色。模型组肿瘤细胞生长旺盛，细胞较密集或呈大片状，细

胞结构清晰，细胞核完整居中，部分为双核结构，坏死范围较

小；ETH组大部分肿瘤细胞形态结构与模型组相似；无水乙醇

组大部分组织坏死，细胞破碎，结构不完整，活细胞数量极少；

CS组肿瘤细胞数目减少，但细胞结构完整，胞核染色较深，活

细胞较多；CTH组肿瘤细胞结构异形，部分破碎成片，边缘形

态模糊，细胞核颜色变浅，部分细胞核丢失，细胞明显减少。

结果表明，移植瘤内注射 CTH 后，可以有效抑制移植瘤的生
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长，与无水乙醇相比，效果相当，但ETH和CS无此效果。

表1 CTH对HCA-F细胞的抑制率（％, x±±s，n＝6）

Tab 1 Inhibitory rate（IR）of the proliferation of CTH on

HCA-F tumor cells（％, x±±s，n＝6）

组别

ETH组
阳性对照①组
阳性对照②组
阳性对照③组
阳性对照④组
阳性对照⑤组
CTH①组
CTH②组
CTH③组
CTH④组
CTH⑤组
CS①组
CS②组
CS③组
CS④组
CS⑤组

质量浓度，μg/ml

10

25

50

75

100

10

25

50

75

100

10

25

50

75

100

t，h

24

8.90±0.12

16.18±0.33

20.52±0.24

25.62±0.15

30.33±0.36

33.51±0.24

19.37±0.28

23.82±0.31

28.80±0.44

34.03±0.19

37.43±0.26

5.39±0.38

8.45±0.25

12.11±0.39

17.33±0.35

23.04±0.12

48

9.54±0.22

30.57±0.31

42.69±0.37

55.53±0.28＊

60.48±0.33＊

66.18±0.19＊

39.63±0.17

49.38±0.28＊

57.05±0.26＊

66.60±0.32＊

80.50±0.38＊

26.37±0.24

33.48±0.29

41.83±0.21

49.09±0.17＊

53.73± 0.16＊

72

12.31±0.34

53.24±0.22＊

59.31±0.17＊

63.55±0.23＊

67.55±0.34＊

71.60±0.13＊

61.87±0.27＊

70.19±0.43＊

77.82±0.38＊

81.98±0.51＊

84.92±0.13＊

42.91±0.34

49.53±0.25

55.98±0.42＊

61.71±0.57＊

63.26±0.11＊

与ETH组比较：＊P＜0.05

vs.ETH group：＊P＜0.05

表2 CTH对模型小鼠移植瘤的抑制作用（x±±s，n＝10）

Tab 2 Inhibitory of CTH on solid tumor in model mice

（x±±s，n＝10）

组别
模型组
ETH组
无水乙醇组
CS组
CTH组

肿瘤体积增长，cm3

2.53±0.16

1.43±0.17

0.59±0.06＊

1.86±0.07

0.71±0.04＊

瘤质量，g

4.89±0.18

4.53±0.27

2.09±0.23＊

4.09±0.16

2.21±0.21＊

抑瘤率，％

7.36＊

57.17＊

16.21＊

54.87＊

与模型组比较：＊P＜0.05

vs.model group：＊P＜0.05

4 讨论
有文献[9]报道，泊洛沙姆 407在细胞表达多重抗药相关蛋

白 1（MRP1）和多重抗药相关蛋白 2（MRP2）中具有明显的化

敏作用，通过作用于ATP，降低细胞内谷胱甘肽（GSH）水平，降

低胞内MRP-ATP酶和谷胱甘肽-S-转移酶（GST）的活性起到

抑制肿瘤细胞增殖的作用。本研究考察了ETH对HCA-F细胞

的抑制作用，结果表明，ETH具有抑制肝癌肿瘤细胞增殖的作

用。加入天然低毒抗癌药物姜黄素后[10]，可起到双重抑制肿瘤

细胞增殖的作用，CTH作用48 h和72 h后，对HCA-F的抑制作

用有统计学意义（P＜0.05），并且抑制率高于阳性对照药物氟

尿嘧啶。

在药效学实验中，笔者将CTH与临床常用的无水乙醇对

比，考察两者对肝癌移植瘤的抑制作用，通过计算抑瘤率及组

织切片染色，证实CTH和无水乙醇均可延缓肿瘤的生长，对肝

癌移植瘤具有一定的治疗作用，且CTH可以达到与无水乙醇

相当的药效。瘤内注射无水乙醇后，移植瘤可明显观察到发

硬的变化，并且瘤体体积增长缓慢，甚至不再继续增长，在组

织切片图中也观察到了大面积的坏死现象，这主要是由于无

水乙醇可使蛋白质变性，造成瘤组织坏死。但是在治疗的同

时也给小鼠带来了很大的痛苦，瘤内注射无水乙醇的小鼠精

神状态萎靡，进食量与活动量减少。CTH组细胞坏死面积＜

无水乙醇组，更多出现的是细胞破裂、细胞核丢失的现象，并

且瘤内注射CTH的小鼠活动并无明显改变，精神状态良好，说

明CTH在起改善作用的同时，减轻了给小鼠带来的痛苦。
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清开灵注射液溶血实验新方法与传统方法的比较研究
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摘 要 目的：寻找一种更客观反映清开灵注射液溶血情况的方法。方法：通过体外肉眼观察（传统方法）与体内溶血实验（新方

法）比较，评价9个生产企业18批清开灵注射液溶血情况。结果：体外肉眼观察法下18批供试品结果均为阴性，体内溶血实验下

18批供试品中15批为阴性结果，3批为可疑阳性结果。体内、外溶血实验方法的结果一致率达83.3％。结论：清开灵注射液体内

溶血实验结果与体外肉眼观察法结果存在相关性，且体内法优于体外法。

关键词 清开灵注射液；溶血实验；比较研究

Comparative Study on New Method and Traditional Methods for Hemolysis Test of Qingkailing Injection
FAN Hua，KANG Qiang，LIN Peng，WANG Xiu-ying（Liaoning Institute for Food and Drug Control，Shenyang
110023，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To find out a more objective method to reflect hemolysis of Qingkailing injection. METHODS：He-

molysis situation of 18 batches of Qingkailing injection from 9 manufacturers were evaluated through the in vivo hemolysis method

and in vitro naked eye observation experiment. RESULTS：Hemolysis test of 18 batches of test samples were negative by in vitro

naked eye observation method. Hemolysis test of 15 batches of test samples were negative by in vivo hemolysis method，and 3

batches of test samples were suspected as positive. The consistent rate of in vivo and in vitro hemolysis test was 83.3％. CONCLU-

SIONS：There is an correlation between in vivo hemolysis test and results of in vitro naked eye observation method for Qingkailing

injection，and in vivo method is better than that of in vitro method.

KEYWORDS Qingkailing injection；Hemolysis test；Comparative study

清开灵注射剂是由胆酸、珍珠母（粉）、猪去氧胆酸、栀子、

水牛角（粉）、板蓝根、黄芩苷和金银花制备的中药复方制剂，

不仅具有清热解毒、化痰通络、醒神开窍之功能，还具有抗细

菌、抗真菌、抗病毒等作用。近几年，清开灵注射液临床应用

中时有出现不良反应的报道[1-3]，主要有过敏性休克、过敏样反

应、寒战、高热、胃肠道反应等。本研究从体内（新方法）、体外

（传统方法）两方面进行了清开灵注射液溶血的研究及可能的

溶血机制分析，以为该药品安全性质量评价提供参考依据。

1 材料
1.1 仪器

ES10K-1型电子天平（沈阳龙腾电子有限公司）；80-1型电

动离心沉淀机（上海手术器械厂）；BD115型恒温培养箱（德国

Binder公司）；UV-2550型紫外-可见分光光度计（日本岛津公

司）；ED型恒温水浴箱（德国 Julabo公司）。

1.2 药品与试剂

清开灵注射液（A、B、C、D、E、F、G、H、I，9家公司各 2批

次，规格：10 ml）；N-乙酰苯肼（国药集团化学试剂有限公司，批

号：F20091013）；微量游离血红蛋白（FHb）测试盒（南京建成生

物工程研究所）。

1.3 动物

普通级日本大耳兔，♀♂兼用，体质量1.7～2.4 kg，由沈阳

药科大学实验动物中心提供[实验动物使用合格证号：SCXK

（辽）2009-0002]；SPF级KM种小鼠，♀♂兼半，体质量 18～22

g，由辽宁长生生物技术有限公司提供[实验动物使用合格证

号：SCXK（辽）2010-0001]。

2 方法
2.1 体外肉眼观察法[4]

2.1.1 红细胞混悬液的制备 取兔血数毫升，放入盛有玻璃

珠的锥形瓶中，振摇10 min，除去纤维蛋白原，使成脱纤血，加

约 10倍量的生理盐水，混匀，以离心半径为 8 cm、3 000 r/min

离心 10 min，除去上清液，沉淀的红血球再用生理盐水洗涤

2～3次，至上清液不显红色为止，将所得红细胞用生理盐水配
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