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乳宁 亚号对人乳腺癌 ���
一

��
一
��� 裸小鼠移植瘤中

血管内皮生长因子表达的影响
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摘要 目的
�

研究乳宁 亚号对人乳腺癌 ���
一

��
一

��� 细胞株

裸小鼠移植瘤中血管内皮生长因子 ������表达的影响
。

方法
�

将体外培养的人乳腺癌 ���
一

��
一

���细胞接种于裸小鼠右腋

部皮下
，

造成小鼠移植瘤肺转移模型
，

同时予乳宁 �号治疗
。

结

果
�

乳宁 �号可抑制移植瘤生长
，

减少肺转移的发生
，

降低肿瘤

组织 中 ���� 蛋 白 �尸� 。 �� �及 ���� ���� 表 达 ���

。
�

���
。

结论
�

乳宁 �号可能是通过降低肿瘤组织中����蛋白

及 ���� ���� 表达
，

发挥抑瘤和抗转移作用
。

主题词 乳腺肿瘤�中医药疗法 � 乳宁 �号

乳宁 皿号是上海中医药大学附属龙华医院中医外

科临床经验方
，

长期应用于临床取得了良好的疗效
。

本

实验试 图通过观察乳宁 �号对人乳腺癌 ���
一

��
�

���裸小鼠移植瘤及肺转移率的抑制
，
以及对移植瘤

中血管内皮生长因子 ������表达的影响
，

阐明乳宁

�号防治乳腺癌复发转移的分子机制
。

� 实验材料

�
�

� 动物
����

�

���� 雌性裸小鼠
，
���级

，
��一 �� 日

龄
，

体重 ��士��
，

由中国科学院上海药物研究所提供
。

合格证编号
�

沪动合证字 ��� 号
。

�
�

� 药物来源与制剂加工
�

乳宁 �号由生黄茂 ���
、

拘祀子 ���
、

天冬 ���
、

生惹芭仁 ���等组成
，

经水煎浓

缩至每毫升含生药 ��
，

供实验用 �环磷酞胺�����
、

三

苯氧胺�����均由上海华联制药有限公司生产 �生理

盐水由上海市富民制药厂生产
。

�
�

� 肿瘤细胞株
�

人乳腺癌细胞株 ���
一

��
一

���由

北京大学医学部病理教研室提供
。

�
�

� 试剂及仪器
����� 多克隆抗体为 ����� ����

������������� ��� 产 品
，

工 作 浓 度 � ， ��一 � ， ���

�������� 二抗为兔抗鼠 ��� ��
，
�
一

二氨基联苯胺�����

为 上 海 华 美 生 物 工 程 公 司 产 品 �异 硫 氰 酸 肌
、

���������������
，
�逆转录酶为 ����� 公司产品 ������

����
、

�������种各 ������为 ������� 公司产品 �

������ 聚合酶由������� 公司生产 �引物由上海生工

基金项 目
�

国家自然科学基金青年基金资助项 目����。 。 ����

� 上海中医药大学附属龙华医院中医外科
，

上海市宛平南路

���号��������

� 河北省沧州市中心医院超声中心

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

公司合成
。

仪器
�
������� 定量检测仪为 ���������

公司产品 �聚合酶链反应仪���� 仪�为 �� 公司产品 �

电泳仪及水平式 电泳槽购 自 ���一

��� 公司 �凝胶数码

成像及分析系统购 自����
� ��������公司

。

� 方法

�
�

� 造模及实验分组设计
�

参照 《中药药理研究方法

学���
‘ 〕计算人鼠等效剂量

。

������� 裸小鼠共 �� 只
，

参照文献仁�〕方法 ，

取体外培养的对数生长期 ���
�

��
一

���人乳腺癌细胞
，

细胞浓度调整为 �又 �护���
。

无菌条件下
，

接种于裸小鼠左侧第二乳头下的脂肪垫
，

接种量为 �
�

����只�细胞数为 �只 ����只�
。

�周后将动

物随机分成 �组
，

阴性对照组 �� 只
，

给药组每组 �只
。

乳宁 �号组每天 口服给药 �次
，

剂量为 ������
，

每周

给药 �次 ���� 组每周 口服给药 �次
，

剂量为 �����

��� ��� 组每天 口 服给药 �次
，

剂量为 �� ������
，

每周给药 �次 � 阴性对照组 口服等体积生理盐水
，

共

��� 周
。

�
�

� 取材方法
�

停药后 � 天处死动物
，

将动物随机分

成两批进行取材
，

第一批每组 �只
，

共 �� 只
，

脱颈处

死
，

称体重 � 解剖取下瘤块和肺
，

迅速称瘤重
、

肺重
，

裸小 鼠实际体重为所称体重减去瘤重
。

取肿瘤组织

��� � �
�

��� � �
�

���
，

放入冻存管
，

迅速投入液氮罐
，

用以检测 ���� ����
。

第二批称体重
、

肺重和瘤重
，

将肺组织于固定液 �饱和苦味酸
�

甲醛
�

冰醋酸 一 ��
�

��
�

��中固定 �� 小时
，

再用无水乙醇浸泡至肺组织

颜色恢复
，

转移灶为白色结节
。

在显微镜下计数肺转移

结节个数
。

将瘤块 �
�

��� � �
�

��� 只 �� ��� 放人 ��写

中性甲醛固定
。

第一批肺组织的处理同第二批
。

�
�

� ����蛋白表达的检测
�

�� �检测方法
�

取 ���
�

��
一

���裸小 鼠移植瘤新鲜标本 固定于 ���中性 甲

醛
，

经脱水
、

透明
、

渗蜡
、

包埋
，

连续切片
，

每例分别进行

�� 染色 �用 以对照病理诊断�
，
以免疫组化 ��������

二步法测定 ����
。

���图像分析
�

选择 ���倍视野
，

每

张免疫组化片任选 �个视野
，

分析视野中免疫组化阳

性面积占整个视野面积的百分比
。

�
�

� ���� ���� 基因表达的检测
�

用逆转录聚合

酶 链反应 ���
一

����方法
，

取乳 宁 �号组
、

��� 组
、

��� 组
、

生理盐水组分别冻存瘤块标本
，

每组 �个
。
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表 � 各组人乳腺癌 ���
一

��
一
��� 细胞裸小鼠移植瘤及肺转移情况比较�牙士

��

组 别 给药剂量

�
�

����只

�������

�
�

������

鼠数 肺转移结节�个� 转移抑制率���

生理盐水组

���组

��� 组

乳宁 皿号组 ������

体重���

�� �士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�

��
�

�士�
�

�

��
�

�士 �
�

�

肺重�耳�

�
�

��士�
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士� ��

瘤重 ���

�
�

�士�
�

�

�
�

�土�
�

�△

�
�

�士 �
�

�△

�
�

�士�
�

�△ 苍

��
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 ��
�

�

�
�

�士�
�

�

与生理盐水组比较
，△尸� 。 �

�� �与 ��� 组 比较
， � 尸� 。

�

��

表 � 各组乳腺癌 ���
一

��
一

���裸小鼠移植瘤中

����蛋白的表达情况�王士
，�

组 别 给药剂量 鼠数 ����阳性面积���

生理盐水组 �
�

����只 �� ��
�

�士 �
�

�

���组 �
·

������ �� ��
�

�士 �
�

�△
��� 组 ������ �� ��

�

�士 �
�

�△

乳宁 一号组 ������� �� �
�

�士 �
�

�△ ‘ �

与生理盐水组 比较
，△尸� 。

�

�� �与 ��� 组 比较
，
令尸� 。 �

�� �与

���组 比较
，▲尸���

��

表 � 各组乳腺癌 ���
一

��
一

���裸小鼠移植瘤中

���� ���� 的表达情况 ‘ 士��

组 别 给药剂量 鼠数 ���� ����

生理盐水组 。
�

����只 � �
�

���士 。
�

���

乳宁 �号组 ������� � �
�

���士 �
�

���△▲

���组 �
·

������ � �
�

���士�
�

���△△

��� 组 ������ � �
·

���士�
·

���

与生理盐水组比较
，△尸� 。

�

��
，△△尸� 。 �

�� �
与 ���组比较

，▲
尸��

�

��

组织标本总 ��� 抽提
�

异硫氰酸肌法－参见《分子

生 物学 常用 实验方法 户〕 。

抽提好 的总 ��� 测 定

�����������光密度值定量
，

并用电泳法鉴定其分

子完整性
。

逆转录���
，

总体积 ��川�
�
����

一

� 扩增片段为

������� �������������� ������ � �������

��������各肌动蛋白�各
������扩增片段

�
�����

。

�����

�
，
�拼��总 ���

，
�拌��根据 �����������定量结果计

算体积�
，
�

�
� 补足体积至 ��讨���℃解链反应 �� 分钟

立 即 置 冰 上 ��又 ������
，
�拌���

·

����
，
�拼������

�����
，
�“ �����

逆转录酶
，
�拼�

，
����扭�����℃逆转录

反应 ��分钟
，

��℃反应 �� 分钟灭活逆转录酶
。

聚合酶链反应 ����
，

总体积 ��拌��
�
�

�
�

，
��拼��

��又 ������
，
�“ ������ �����

，
�

�

�拼��正反 向引物各

�
�

�拌����拼�����反 转 录产 物 �拌����� 酶 ���������
，

�
�

�拌����加��
。

试剂混匀后离心
，

置 ��� 仪上开始

��� 反应
。

反应条件为
�

��℃预变性 �分钟
，

��℃��

秒
、

��℃ ��秒
、
��℃��秒

，
��个循环 �件

����� 为 ��个

循环�
，

��℃延伸 �� 分钟
，

结束反应
。

电泳分析 结果
�

配 制 �
�

�写的琼 脂糖 电泳 胶
，

���� 产物 �拜�
，

件
����� 产物 �拌�

，
�� 嗅酚蓝上样液

�
·

�川
，

混匀后加人同一加样孔电泳
。

�
�

� 统计方法
�

采用 ������� ������
�
软件包完全

随机设计资料的单因素方差分析及采用重复测量数据

方差分析的统计方法进行统计
，
尸��

�

�� 为差异有显

著性意义
。

� 结果

�
�

� 乳宁 �号对乳腺癌 ���
一

��
一

��� 裸小 鼠移植

瘤的抑瘤及抗转移作用
�

从表 �可以看出
，

乳宁 �号

组
、

��� 组的瘤重明显低于 ��� 组和生理盐水组

�尸��� ���
，
�组体重

、

肺重
、

肺转移灶个数均未见统计

学差异�尸��
�

���
。

�
�

� 乳宁 �号对乳腺癌 ���
一

��
一

��� 裸小 鼠移植

瘤中 ����蛋 白表达的影响
�

从表 �可 以看出
，

乳宁

�号组
、

��� 组和 ��� 组移植瘤中 ����蛋白的阳

性表达均较生理盐水组有显著下降�尸��
�

���
，

其中

乳宁 �号组 ���� 的表达明显低于 ��� 组和 ���

组 �尸��
�

���
，

而 ��� 组和 ��� 组 ���� 的表达差

异无显著性�尸��
�

���
。

�
�

� 乳宁 �号对乳腺癌 ���
一

��
一

��� 裸小 鼠移植

瘤中 ���� ���� 基因表达的影响
�

本组结果 ����

���� 为一半定量结果
，
由于例数较少未做统计学分

析
。

表 �数据 显 示
，
��� 可 降低 移植 瘤 中 ����

���� 表达
，

与生理盐水组 比较差异有显著性 �尸�

�
�

���
，

乳宁 �号组在降低移植瘤 ���� ���� 的表

达上也有一定的作用
，

与生理盐水组 比较差异有显著

性差异����
�

���
，

但不及 ��� 组����
�

���
。

� 讨论

我们认为
，

正气内虚为乳腺癌复发转移的内因
，
正

虚邪实为乳腺癌复发转移的关键
。

强调控制乳腺癌的

复发转移必须从扶正祛邪两个方面人手
，

扶正为主
，

祛

邪为辅
。

一方面通过扶正调整机体阴阳
、

气血
、

脏腑
、

经

络功能的平衡
，

调动机体内在的防御机制 �另一方面
，

通过控制和消灭癌毒
，

阻断癌毒复发转移的潜在可能
。

我们在此认识的基础上拟定了益气扶正
，

调摄冲任
，

解

毒化浊的乳宁 �号
，

作为防治乳腺癌复发转移的基础

方
，

对乳腺癌术后患者具有改善症状
、

延长生存期
、

提

高生活质量
、

缓解和稳定瘤灶
、

减少或防治复发转移等



中医杂志 ����年 �月第 �� 卷第 �期

作用
。

从动物实验中瘤重和肺转移抑制率结果可以看

出
，

乳宁 �号有较好的抑瘤和抗转移作用
。

恶性肿瘤

的生长
、

侵袭及转移过程受到多种因素影响
，

其中血

管生成是肿瘤组织迅速增殖和转移扩散的重要条件之

一
，

新生血管为肿瘤组织提供充足的养分
，

同时发育

不完善的微血管也为肿瘤细胞进人循环转移扩散提供

便利
。

目前至少 已发现 �� 余种具有促进血管生成活性

的肤类物质
，

其中尤 以 ���� 研究较多叫
。

���� 是

一种由肿瘤细胞分泌的与肝素结合的二聚体分泌性糖

蛋白
，

其前体 ��� 包括 �个外显子和 �个 内含子
，
�

个外显子组成的单一基因转录后经剪切表达 �种不同

相 对 分 子 质 量 的 ���� ����
，

其 中 ����
���

和

�������
�可溶性 �变异体扩散力强

，

容易到达靶细胞
，

促进血管内皮细胞增殖
，

增加血管内皮细胞通透性
，

二

者与 ���� 的生物学活性密切相关
。

����� 等川报道

浸润性乳腺癌 ���� ���� 的表达增强
。

还有研究发

现
，

乳 腺 癌 细 胞 中 富含 ���� 者
，

术 后 复 发 比 含

����较少者出现早
。

本文用 ��
一

��� 方法检测 ���
一

��
一
��� 裸小鼠

移植瘤中 ���� ���� 的表达情况
，

发现移植瘤中均

有 ���� ���� 的表达
，

对其表达作相对定量检测结

果 显 示
，

乳 腺 移植 瘤 中 ���� ���� 表 达 亚 型 有

����
�。 。 、

����
，�，，

且这两个低分子量亚型表达量较

高
，

与文 献报道 相 符
。

该结 果还显示
，

乳 宁 五号组

���� ���� 表达明显减少
，

表明乳宁 �号有抑制乳

腺癌 ���� ���� 表达的作用
。

我们进一步用抗人

���� 的多抗对移植瘤中 ���� 的蛋 白表达情况进

行免疫组化检测
，

发现移植瘤中均有 ����蛋 白的表

达
，

其中乳宁 五号组的表达量均较其余组降低
，

结果与

��
一

��� 检 测 结 果 一 致
，

表 明乳 宁 � 号 通 过 抑 制

����表达
，

抑制了肿瘤新生血管的形成
，

发挥了抗肿

瘤和抗转移的作用
。
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