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摘要:从体内抑制试验和体外培养巨噬细胞的杀瘤试验对甲鱼组织浆的抑瘤作用进行了研究。体内抑瘤

试验采用组织浆灌胃方式, 计算抑瘤率和生命延长率。体外试验将巨噬细胞与肿瘤细胞共培养 , 测定 NO

浓度与细胞毒效应。培养上清液中一氧化氮(NO)浓度采用 NO 试剂盒检测 ,细胞毒效应通过MTT比色法

检测。用黄嘌呤氧化酶法测定服用鳖组织浆大鼠脑、肝 、血中的超氧化物歧化酶(SOD)含量。结果表明 ,不

同来源鳖的效果有区别, 野生鳖和仿生养殖鳖 2 龄与 4龄对 S180小鼠肿瘤生长有明显的抑制作用(P <0.

01),其抑瘤率分别达 70.69%和 63.17%,荷瘤小鼠的生命延长率均显著高于空白对照组(P<0.01),分别为

40.59%和39.95%;1 龄与 2龄温室鳖的抑瘤效果也显著(P<0.05)。不同来源和不同年龄的鳖抑瘤效果

有差异 , 野生鳖 、仿生鳖和温室鳖组织浆能有效地增强巨噬细胞的细胞毒活性和 NO 水平(P <0.05 ～ 0.

01),且随年龄增长 , 效果增加。说明 , 鳖组织浆可活化巨噬细胞 , 诱生 NO 的产生 , 增加杀瘤效应。 鳖的

组织浆能提高大鼠脑 、肝 、血中的SOD活性 ,这种增强机体的抗衰老能力 , 随鳖的生活环境而有变化。
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Effects of turtle plasmasol on immune function in mice
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Abstract:An experiment was conducted to study the turtle plasmasol on turmor immunization , by feeding the

turtle plasmasol to observe the inhibiting turmor trial and using MTT to assay the cytotoxicity of

macrophages.The activities of SOD were observed to determine the effect of antiagting.The results showed

that wild turtle and biomimetic turtle had shown marked inhibiting effect on S180 tumor growth(P<0.01).

The inhibiting tumor rates were 70.69% and 63.17% respectively.Significant increase(P <0.01)was

observed at the longevity rate on them , 40.59% and 39.95% respectively.The intruction of nitric oxide in

murtur macrophages and macrophage-mediated cytotoxicity in wild turtle group and biomimetic turtle group

were significantly higher than those of control group (P <0.05-0.01).These observations suggest that

turtle plasasol could be susceptible macrophage to increase NO production and improve the efficiency of

killing tumor cells.Significant increase(P <0.01-0.05)was also observed at the SOD activities between

treatments and control , which indicated that turtle plasmasol could increase humoral immunity.
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甲鱼素有滋阴清热 、平肝益肾 、破结化淤等功效之美称 。将甲鱼作为滋补品和药品已有悠久的

历史。为了探索甲鱼对机体免疫作用的影响 ,本试验对三种不同来源甲鱼对肿瘤细胞的抑制与杀

伤作用和抗衰老效果等进行了研究 ,以期为甲鱼的全面开发利用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

野生鳖取自绍兴外荡的地笼内 ,4周龄 ,体重 519g。仿生鳖取自模仿自然生态环境养殖的嘉善

六塔鳖业有限公司 ,2周龄和 4周龄 ,体重分别为 621g和 1509g。温室鳖取自鱼用饲料厂养鳖场 , 1

周龄和 2周龄 ,体重分别为 498g和 762g。三类鳖均为雄性 。取裙边和肌肉组织块用玻璃匀浆器匀

浆 ,用蒸馏水稀释成浓度为 50 mg·mL-1的组织浆液 , 12 000 r·min-1离心 15min ,取上清液分装于安

培瓶中 ,置-20℃低温冰箱保存备用。

体内试验:一级 ICR小鼠 150只 ,体重 23±2g;一级 wistar大鼠 36只 ,雄性 ,体重 220±20g;瘤源

动物为传代 10d的 S180实体瘤小鼠 。

体外培养试验:效应细胞为大鼠腹腔巨噬细胞(MΥ),用 3%硫乙醇酸钠注射于 BALB/C小鼠腹

腔 ,4d后收集腹腔渗出液 ,按常规配成 4×10·mL
-1
悬液 ,加于 96孔细胞培养板 ,每孔 100μL ,37℃贴

壁 2h后去除非粘附细胞 ,洗涤后 ,取沉淀悬浮于 10 mL含 10%小牛血清的 DMEM中即成。靶细胞

为宫颈瘤细胞株(HL),一氧化氮(NO)试剂盒购自晶美公司 ,MTT及 DMSO购自华美公司。

1.2　方法

体内抑瘤试验:将S180实体瘤块匀浆 ,用生理盐水稀释成 1∶3的瘤细胞悬液 ,以 0.2mL的用量接

种于每只小鼠右前肢腋窝皮下 。次日将接种小鼠随机分为 6组 ,分别用野生鳖 、仿生鳖 2龄与 4龄 、

温室鳖 1龄与 2龄和蒸馏水对各组小鼠进行灌胃 ,每 23g体重 0.5 mL。每天 1次 ,连续 15d。试验

结束后 ,分别测定抑瘤率和生命延长率。

细胞杀伤效应采用MTT比色法[ 1] 。试验分设 6组 ,分别为MΥ细胞悬液 100 μL ,加野生鳖液

100μL ,或仿生鳖液 2 龄 100μL ,或仿生鳖液 4龄 100μL ,或温室鳖液 1 龄 100μL ,或温室鳖液 2龄

100μL ,对照组为 200μL细胞悬液。以效靶细胞比为10∶1 ,20∶1 ,30∶1 ,40∶1 ,50∶1 ,60∶1分别加入靶细

胞 。每一处理设 3个复孔。72h后测A490nm值。

NO检测也分为 6组。(1)MΥ+HL ,(2)MΥ+HL+100μL野生鳖液 ,(3)MΥ+HL+100μL仿生鳖

液 2龄 ,(4)MΥ+HL+100μL仿生鳖液 4龄 ,(5)MΥ+HL+100μL温室鳖液 1龄 ,(6)MΥ+HL+100μL

温室鳖液 2龄。效靶比40:1。每组设3个复孔 ,72h后收集上清液 ,按试剂盒说明测 A500nm值。

抗衰老试验:取大鼠 36只 ,随机分成 6组 ,每组 6只 。分别用野生鳖 、仿生鳖 、温室鳖和蒸馏水

灌胃。每天 1次 ,每100g体重 1mL ,连续 10d ,从眼眶静脉丛采血 ,同时取脑和肝脏 ,用黄嘌呤氧化酶

法测定超氧化物歧化酶(SOD)活性[ 2] 。

2　结果

2.1　抑瘤率

灌注野生鳖 、仿生鳖 2龄与 4龄和温室鳖 1龄与 2龄组织液的小鼠平均瘤重分别为 0.498g 、0.

626g 、0.537g 、0.913g和 1.187g ,比对照组的 1.700g ,抑瘤率分别达 70.69%、63.17%、68.41%、30.

18%和 46.29%。野生鳖和仿生鳖的平均瘤重两者之间差异不显著(P >0.05),但都极显著地低于

对照组(P<0.01),也显著地低于温室鳖(P<0.05);抑瘤效果显著地高于温室鳖和对照组 。温室鳖

的平均瘤重也显著地低于对照组(P<0.05)。其中 2龄温室鳖的瘤重与 1龄鳖相比显著降低(P<
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0.05)。说明野生鳖和仿生鳖均有极显著的抑瘤效果。温室鳖的抑瘤效果要低于野生鳖和仿生鳖 ,

但也有显著的抑瘤效果;不同年龄之间抑瘤效果有差异 ,生长年龄越大 ,抑瘤效果越好 。

2.2　生命延长率

野生鳖 、仿生鳖 2龄与 4龄 、温室鳖 1龄与 2龄组小鼠的平均生存期分别为 35.12d 、34.96d 、34.

85d 、31.04d和 31.56d ,均极显著的高于蒸馏水对照组(24.98d , P<0.01),其生命延长 率分别 达 40.

59%,39.95%,39.51%,24.26%和 26.34%。野生鳖 、仿生鳖和温室鳖各组之间的差异不显著(P >0.

05)。

2.3　巨噬细胞的杀瘤效应

不同处理的MΥ活化作用见表1。由表1可见 ,各组的最佳效靶细胞比为 40∶1。添加野生鳖液的 A

值极显 著 地 低 于 对 照 组 (P<0.01),添加仿生鳖液2龄和 4龄的A值显著地低于对照组(P<0.

05 ,P<0.01);2龄温室鳖与对照组差异显著(P<0.05),但 1龄温室鳖与对照组差异不显著(P>0.05)。4

龄野生鳖的A值显著地低于2龄仿生鳖和1 、2龄温室鳖(P<0.05)与4龄仿生鳖差异不显著(P>0.05);4

龄仿生鳖与2龄仿生鳖差异不显著(P>0.05),但却显著地低于1 、2龄温室鳖(P<0.05)。
表 1　不同处理对 A值的影响

Tab.1　Effects of differents treats on A value

组　　别
效　靶　细　胞　比

10∶1 20∶1 30∶1 40∶1 50∶1 60∶1

1.MΥ+HL 0.561±0.03 0.579±0.02 0.591±0.10 0.513±0.02 0.529±0.03 0.541±0.06

2.MΥ+HL+野生鳖液 0.532±0.01 0.516±0.06＊ 0.510±0.05＊ 0.416±0.03＊＊ 0.436±0.01＊ 0.509±0.01

3.MΥ+HL+仿生鳖液2龄 0.539±0.05 0.551±0.05 0.531±0.01 0.461±0.02＊a 0.487±0.03 0.511±0.03

4.MΥ+HL+仿生鳖液4龄 0.539±0.08 0.543±0.03 0.525±0.06＊ 0.436±0.04＊＊ 0.466±0.02 0.510±0.02

5.MΥ+HL+温室鳖液1龄 0.538±0.04 0.555±0.01 0.569±0.02 0.483±0.04ac 0.496±0.01 0.507±0.05

6.MΥ+HL+温室鳖液2龄 0.537±0.03 0.553±0.02 0.563±0.02 0.471±0.03＊ac 0.491±0.02 0.511±0.05

注:(1)X±S　(2)＊P<0.05 ＊＊P<0.01,表示 2-6组分别与 1组比较的差异显著程度。aP<0.05,aa P<0.01,表示 3-6组分别与 2组比

较的差异显著程度。b P<0.05, bb P<0.01,表示 4-6组分别与 3组比较的差异显著程度。c , d依次类推下同。　(3)表 2均同此。

图 1　不同处理对 NO 合成的影响

Fig.1　Effects of different treats on synthesis of NO

2.4　对 NO合成的影响

由图 1可见 ,添加鳖组织的 5个组 ,培养上清液

的 NO浓度均高于对照组。其中 ,野生鳖液组 NO

浓度极显著地高于对照组(P <0.01);仿生鳖液 2

龄组 NO浓度显著地高于对照组(P <0.05),仿生

鳖液 4龄组则极显著地高于对照组(P <0.01);1

龄温室鳖液组与对照组差异不显著(P>0.05),而

2龄温室鳖 NO 合成显著地高于对照组(P <0.

05)。4龄仿生鳖与 4龄野生鳖之间差异不显著(P

>0.05),但均显著高于 1 ,2龄的仿生鳖与温室鳖;2龄仿生鳖极显著地高于 1龄温室鳖(P<0.01),但

与 2龄温室鳖差异不显著(P >0.05)。

2.5　对 SOD活性的影响

野生鳖 、仿生鳖及温室鳖脑 、肝脏 、血液中的 SOD的均高于空白对照组 ,差异显著(P<0.05 ～ 0.01)。

脑中的SOD活性 ,野生鳖和仿生鳖均显著地高于温室鳖组 ,肝脏中的 SOD活性 ,野生鳖比温室鳖显著增

高(P <0.01 ～ 0.05),野生鳖与仿生鳖间差异均不显著(P>0.05)。血液中的SOD活性野生鳖 、仿生鳖及

温室鳖间差异不显著(P>0.05 ,见表2)。可见 ,SOD受生活环境的影响较明显 ,而年龄的影响不明显。
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表 2　鳖组织浆对大鼠 SOD活性的影响

Tab.2　 Effect of turtle plasmasol on SOD activities in rates

组　　别
SOD活性(Nu·mL-1)

脑 肝脏 血液

1.蒸馏水 56.13±9.76 178.69±5.14 408.86±20.01

2.野生鳖 168.68±12.61＊＊ 199.15±6.94＊＊ 456.00±21.58＊

3.仿生鳖2龄 154.18±11.56＊＊ 192.33±5.91＊＊ 430.79±19.63＊

4.仿生鳖4龄 158.73±13.19＊＊ 193.56±7.34＊＊ 441.16±20.15＊

5.温室鳖1龄 124.96±11.78＊＊aabbcc 186.47±4.65＊aa 429.34±20.29＊

6.温室鳖2龄 136.28±10.67＊＊aabbcc 190.19±5.68＊＊a 433.76±19.19＊

3　讨论

从本试验的结果看 ,不同来源和不同年龄的鳖均对机体肿瘤具有不同程度的抑制作用 ,且能有

效地增强机体对肿瘤的抵抗性 ,延长生命期。从细胞毒效应来看 ,野生鳖 、仿生鳖和温室鳖也具有

不同程度的促进巨噬细胞对肿瘤细胞的杀伤作用 ,但这种促 MΥ的细胞毒作用随鳖的生长年龄和

生活环境的变化呈现一定的变化 ,野生鳖要好于仿生鳖 ,仿生鳖要好于温室鳖 ,高龄鳖要好于低龄

鳖 ,但不同来源的同龄鳖比较差异不显著 。这是否提示鳖对机体免疫系统的影响因素是复杂的 ,既

与生长年龄密切相关系 ,又与生长环境有一定关系 。从作用的方式看 ,可能是多因子的综合作用的

结果 ,不仅可通过促进细胞毒作用 ,而且有可能通过其他形式的免疫因子而起作用的 。

NO作为MΥ细胞毒效应的生物信使 ,在抗肿瘤免疫及促肿瘤生长 、转移等方面起着重要的作

用[ 3-6] 。单核巨噬细胞与肿瘤细胞共同培养时 ,诱导型NO合成酶(iNOS)被激活 ,使NO合成增多[7] ,NO

又可使MΥ分泌 IL-1 、TNF-2增多 ,从而使抗肿瘤作用得到进一步加强。本研究表明 ,野生鳖 、仿生

鳖与 2龄温室鳖能明显促使MΥ的活化 ,从而激发NO合成显著增高 ,细胞毒效应增强 。因此 ,可用作

抗肿瘤免疫辅佐剂。在不同的年龄组别中 ,同样观察到了 NO的合成随年龄的增长而增加的趋势 ,与

MΥ的活化规律相吻合。其作用原理以及不同年龄鳖的作用差异原因尚待进一步研究。

有氧代谢过程以及感染 、衰老等生理原因 ,都将使细胞内产生大量的活性氧自由基[ 8] 。若这些

自由基得不到及时清除 ,则可启动细胞自杀程序而发生细胞凋亡
[ 9]
。SOD作为抗氧化酶 ,在自由基

的清除中起着关键性的作用 ,从而提高机体的解毒免疫功能和防病的能力。从本实验的结果看 ,三

种来源鳖均可显著地提高 SOD的活性 ,提示鳖液的滋补和增加机体免疫作用可能与其具有清除活

性氧的能力有关 。在脑部观察到了不同来源鳖对 SOD活性影响的差异 ,野生鳖与仿生鳖的 SOD活

性显著地高于温室鳖 (P<0.05 ～ 0.01),其中 2龄的仿生鳖也显著地高于 2龄温室鳖 ,显示出不同

生活环境的鳖对 SOD活性的影响有区别 ,这种环境影响超过了年龄的影响。综上所述 ,鳖的生长年

龄与生活环境对机体整体的免疫效应都有一定的影响。
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