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地黄管食通口服液对食管癌大鼠放疗后
端粒酶逆转录酶活性表达的影响
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［摘　要］　目的　探讨地黄管食通口服液对食管癌放疗大鼠模型的影响及作用机制。 方法　犠犻狊狋犪狉大鼠２０只为空白组，

１１０只皮下注射甲基戊基亚硝铵５犿犵／犽犵建立食管癌模型。除食管癌组２０只外，其余分为５组，均应用６０犆狅食管局部放疗。

单纯放疗组（单放组）１８只，其余分成六味组（１８只，浓度０４５犵／犿犾六味地黄丸混悬液放疗后灌胃１０犿犾／犽犵），地黄管食通高、

中、低剂量组（各１８只，浓度分别为１５犵／犿犾、１０犵／犿犾、０５犵／犿犾地黄管食通口服液放疗后灌胃１０犿犾／犽犵）。空白组、食管癌组、

单放组每天灌服蒸馏水１０犿犾／犽犵，各组均灌胃５周。镜下观察各组大鼠食管端粒酶逆转录酶（犺犜犈犚犜）形态学及阳性率比较。

结果　镜下地黄管食通高、中、低剂量组及六味组胞核及细胞浆呈棕黄色着染，着色明显比食管癌组浅。与食管癌组比较，各

药物组犺犜犈犚犜阳性率差异均有统计学意义（犘＜００１）；高剂量组与单放组比较差异有统计学意义（犘＜００５）；各药物组之间

比较差异无统计学意义（犘＞００５）。 结论　地黄管食通口服液可能通过下调犺犜犈犚犜活性表达从而防治食管癌放疗后复发。

［关键词］　食管癌；地黄管食通口服液；端粒酶逆转录酶
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　　中医学认为，食管癌放疗后，病机以阴津亏耗、

余热内留为主，痰瘀互结为辅，故治以养阴清热，辅

以化痰散结、祛瘀解毒。地黄管食通口服液主要用

于治疗食管癌放疗中或放疗后患者，其能减轻放射

线的副作用，并与放疗起协同作用［１］。为进一步探

讨其机制，我们选用大鼠食管癌放疗后模型，给予地

黄管食通口服液治疗，从端粒酶逆转录酶（犺犜犈犚犜）

活性表达方面探讨地黄管食通口服液对食管癌放疗

后的影响与作用机制，现报道如下。

１　材料与方法

１１　动物

犠犻狊狋犪狉大鼠１３０只，犛犘犉级，体重（１２０±１０）犵，

２月龄，雌雄各半，由河南省实验动物中心提供，动

物许可证号：犛犆犡犓（豫）２００５－０００１。

１２　实验药品

甲基戊基亚硝胺（犕犃犖犃）由华西医科大学提

供，用玉米油配成０２％浓度的液体。地黄管食通

口服液（批号：郑卫制剂１９９９第０８１００４号，１０犿犾／

支），河南中医学院第一附属医院制剂室提供。实验

浓度依次为中剂量含生药１０犵／犿犾（经折算为临床

用药剂量的２０倍）、高剂量含生药１５犵／犿犾（为临床

用药剂量的３０倍）和低剂量含生药０５犵／犿犾（为临

床用药剂量的１０倍）浓度的混悬液。六味地黄丸：

河南宛西制药股份有限公司生产，国药准字：

犣４１０２２１２７，批号：０５０１１４，每天９犵，实验用羧甲基纤

维素钠（犆犕犆犖犪）配成０４５犵／犿犾浓度的混悬液（经

折算为临床用药剂量的３０倍）。

１３　试剂与仪器

兔抗人犜犈犚犜单克隆抗体为犛犪狀狋犪犆狉狌狕犅犻狅

狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔公司产品，批号：犇１５０５；鼠抗人犮犿狔犮单

克隆抗体为犛犪狀狋犪犆狉狌狕犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔公司产品，批

号：犌２２０５；免疫组化试剂盒为美国犣犢犕犈犇公司产

品；犔狅狋：５０１８１２６３（鼠抗），犔狅狋：５０１８１３０８（兔抗）；

犇犃犅显色试剂盒，犔狅狋：５０２８１３１３，购于北京中杉金

桥生物技术有限公司。细胞凋亡检测试剂盒，华美

生物工程公司产品，批号：１０６０５５。６０钴（６０犆狅）照射

治疗机，上海医疗设备厂生产；上海犇犙犘９００１电脑

切片机，上海医用仪器厂。

１４　模型制备

按随机数字表法抽取２０只健康大鼠作为空白

组。其余１１０只均皮下注射犕犃犖犃５犿犵／犽犵，每周１

次，连续２０周，制得食管癌大鼠模型［２］。末次注射

犕犃犖犃后，按随机数字表法抽取２０只作为食管癌

组，并将空白组、食管癌组每组随机选取２只，３０％

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉（１犵／犽犵）处死，取食管作

病理组织学检查证实造模成功。

剩余９０只造模大鼠每天经氯胺酮腹腔注射麻

醉（０１犵／犽犵），应用６０犆狅放射治疗机行大鼠食管局

部照射，剂量为２犌狔／日，共５日。末次照射２４犺后，

将放疗动物随机分为单放组、六味组、高剂量组、中

剂量组和低剂量组，每组１８只。

１５　放疗后动物分组及给药

食管癌组为食管癌模型大鼠，单放组为放疗后

食管癌造模大鼠，食管癌组、单放组、空白组仅每天

灌服蒸馏水１０犿犾／犽犵，六味组为放疗后食管癌造模

大鼠，每只每天灌服六味地黄丸浓度为０４５犵／犿犾，

１０犿犾／犽犵；高、中、低剂量组：放疗后食管癌造模大鼠

３组每天分别灌服地黄管食通浓度分别为１５犵／

犿犾、１０犵／犿犾、０５犵／犿犾，１０犿犾／犽犵。每天灌胃１次，共

５周。放疗后用药期间，食管癌组和单放组各有２

只大鼠死亡，六味组有１只死亡；而高、中、低剂量组

均无大鼠死亡。

１６　指标检测

所有标本离体后１犺内采集，取大鼠咽至胃的食

管切成纵条，经４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，常规

切片制片，用于犺犜犈犚犜活性表达的测定。具体如

下：①载玻片在犘狅犾狔犔狔狊犻狀犲液中浸５犿犻狀捞片后置

烤箱中５０～６０℃３０犿犻狀，干燥备用；②石蜡切片常规

脱蜡至水；③３％犎２犗２室温处理１０犿犻狀，蒸馏水洗涤

２犿犻狀×３次；④切片浸入枸橼酸盐缓冲液（狆犎６０）

微波修复１０犿犻狀，反复２次，自然冷却后犘犅犛洗涤２

次；⑤滴加正常山羊血清封闭液，室温２０犿犻狀；⑥滴

加一抗犺犜犈犚犜，４℃冰箱过夜，犘犅犛洗涤３犿犻狀×３

次；⑦滴加二抗３７℃２０犿犻狀，犘犅犛洗涤３犿犻狀×３次；

⑧滴加犛犃／犎犚犘３７℃２０犿犻狀，犘犅犛洗涤３犿犻狀×３

次；⑨犇犃犅显色，苏木素轻度复染，透明封片，显微

镜观察。

１７　统计学方法

采用犛犘犛犛１３０统计软件分析处理。计数资料

采用卡方检验；等级资料采用秩和检验。

２　结果

２１　各组大鼠犺犜犈犚犜表达的形态学比较

空白组仅见散在细胞核棕色着染，大部分细胞

核呈现浅蓝色，细胞浆淡染；食管癌组大多数细胞核

及细胞浆呈棕黄色，着色深；高、中、低剂量组及六味

组胞核及细胞浆呈棕黄色着染，着色明显比食管癌
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组浅。单放组胞核及细胞浆着色程度介于食管癌组

与管食通剂量组之间。

２２　各组大鼠犺犜犈犚犜阳性率比较

表１示，其余各组与空白组相比均有统计学意

义（犘＜００５或犘＜００１）；与食管癌组相比各药物

治疗组差异均有统计学意义（犘＜００１）；与单放组

比较，高剂量组差异有统计学意义（犘＜００５）；各药

物治疗组之间相比差异无统计学意义（犘＞００５）。

表１　各组大鼠犺犜犈犚犜阳性率比较

组别 鼠数
犺犜犈犚犜

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
阳性数

（只）

阳性率

（％）

空白组

食管癌组

单放组

六味组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

１８

１６

１６

１７

１８

１８

１８

１７

１

５

９

９

１０

１２

１

３

３

３

５

５

５

０

４

４

４

３

３

１

０

８

４

１

１

０

０

１

１５

１１

８

９

８

６

５

９４

６９

４７△

５０△

４４△

３３△▲

　　注：与空白组比较，犘＜００５，犘＜００１；与食管癌组比较，

△犘＜００１；与单放组比较，▲犘＜００５

３　讨论

端粒酶是参与染色体末端端粒合成的逆转录

酶，端粒酶的活性与肿瘤的发生有密切关系，其活性

的阳性检出率可作为食管癌的诊断指标之一［３］。

犺犜犈犚犜是端粒酶的重要组成部分和端粒酶活性最

主要的调节部分，在恶性肿瘤中与端粒酶表现一致，

但较端粒酶更灵敏和特异［４］。研究表明犺犜犈犚犜在

食管癌组织中的高表达可能在转录水平上激活端粒

酶，可能是食管癌发生发展的重要阶段［５］。体内外

实验表明，犖犌犚修饰纳米介导下的人犺犜犈犚犜基因

反义寡核苷酸可抑制食管癌犈犆９７０６细胞的增殖，

降低其端粒酶的表达，还可有效到达裸鼠人食管癌

移植瘤内，抑制肿瘤的生长［６］。陈陵等［７］研究发现，

转染犺犜犈犚犜基因后，犝２犗犛细胞内可通过端粒酶

途径延长端粒，犺犜犈犚犜基因修饰可促进细胞周期

进程，促使细胞从犌１期到犛期，通过替代途径延长

端粒的肿瘤细胞在犺犜犈犚犜基因修饰后，增殖能力

及侵袭能力明显增强。

地黄管食通口服液是郑玉玲教授经验方，由熟

地黄、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮、茯苓、冬凌草、山

豆根等组成。方中熟地黄甘苦微温，补血气，生精

血，滋肾水，益真阴，重用为君药。山茱萸酸微温，补

益肝肾，强阴益精；山药甘平，滋精固肾，健脾补虚，

理胃气以充阴津之源，山豆根、冬凌草苦寒，清热解

毒，消肿散结，共为臣药。有研究表明［８］，从冬凌草

中提取的冬凌草甲素可下调犓５６２细胞的端粒酶活

性，其机制可能与其细胞周期阻滞作用及抑制

犺犜犈犚犜和犮犿狔犮蛋白的表达有关。泽泻甘淡寒，

泻热利水渗湿，配熟地黄泻肾降浊；牡丹皮苦辛微

寒，清热凉血，配山茱萸以泻肝火；茯苓甘淡平，健脾

利水，配山药以渗脾湿，三药共为佐药。即针对肿瘤

治疗“养正气，积自除”“攻病邪，正自安”，补泻并用，

攻补兼施，共奏养阴清热、解毒散结、祛瘀解毒之效。

本实验结果显示，犺犜犈犚犜表达管食通高剂量

组与单放组相比差异有统计学意义（犘＜００５）；与

食管癌组相比各药物治疗组差异均有统计学意义

（犘＜００１）；各药物治疗组之间相比差异无统计学

意义（犘＞００５）。表明地黄管食通口服液可降低食

管癌大鼠放疗后犺犜犈犚犜活性的表达，其防治食管

瘤放疗后复发机制可能在于通过降低犺犜犈犚犜活性

的表达从而使端粒酶活性降低。其更深入的作用机

理尚待进一步研究。
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