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从OPG／RANKL／RANK系统阐述补骨脂一蛇床子
抑制乳腺癌骨转移的机制

刘 胜1 吴春宇1 程旭锋1 杨顺芳2 宋晓耘1

摘要 目的从OPG／RANKL／RANK系统探讨不同比例补骨脂一蛇床子抑制乳腺癌骨转移的机制，发

掘补骨脂一蛇床子抑制乳腺癌骨转移最佳配伍比例。方法 MDA-MB·231BO注射裸鼠左心室制造乳腺癌

骨转移模型，随机分为补骨脂：蛇床子4：0组、3：l组、l：l组、l：3组、O：4组、唑来磷酸组、生理盐水组，实验

组在造模后l周给予中药煎剂灌胃干预，阳性对照组造模后l周腹腔注射唑来磷酸，阴性对照组造模后l周

灌胃生理盐水。用药6周后，通过放射性核素骨显像和x．ray摄片找到转移病灶，然后取病变组织进行RT-

PCR及westem-blot检测护骨素(osteopmtegerin，OPG)、核因子KB的受体激活剂配体(receptor activator of

NF．KB lig粕d，RANKL)、白介素8(intedeukin退，IL．8)、甲状旁腺激素相关蛋白(parath)啪id ho珊one-related

peptide，盯HrP)、巨噬细胞集落因子(macmphage colony stimulating‰tor，McsF)的基因及蛋白表达量。
结果蛇床子、补骨脂及补骨脂一蛇床子不同配伍比例均对抑制骨转移基因有一定的作用，OPG的表达量增

高(蛇床子：补骨脂l：l组mRNA的表达量(60．343±6．274)，IL-8、门HrP、McsF、RANKL的表达量均下降

(蛇床子：补骨脂l：l组IL-8、P1rHrP、McsF、RANKL mRNA的表达量分别是218．010±12．802，232．399±

14．354，319．831±5．322，195．70l±4．862。中药蛇床子：补骨脂l：l组对相关抑制骨转移基因的mRNA表

达量作用效果最为明显，与生理盐水组比较差异有统计学意义(P<0．01)。同时，蛇床子、补骨脂及蛇床子：

补骨脂不同配伍比例均能够上调骨转移灶中OPG、下调RANKL、IL．8、PrrHrP、MCSF的蛋白表达。其中，补骨

脂：蛇床子l：l组的效果最为明显，与生理盐水组比较差异有统计学意义。结论补骨脂一蛇床子通过激活

OPG／RANKL／RANK通路，抑制乳腺癌骨转移，其中l：l组效果最为明显，为最佳配伍比例。

关键词骨转移；动物模型；蛇床子；补骨脂
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tastasis gene was dispIayed t0 sOme e)(tent in a¨the tested groupS treated with CFPC，showing an inCreased Iev-

e1 0f C》PG mRNA expression(n was 60．343±6．274 in the tested group C)，and dec怕ased mRNA e×pressions

of IL名．PTHrP．MCSF，RANKL(218．010±12．802。232．399±14．354，319．831±5．322。and 195．701±

4．862，respectiveIy in the tested group C)．The optimaI e仟ect was shown in the tested group C，showing signif．-

cant d卅e怆nce to that in the bIank group(P<0．01)．Meanwh．Ie，the OPG in the bone metastatic foci couId be

up-怕guIated and protein exp旧ssiOns Of FIANKL／IL书／PlTHrP／MCSF dOwn-怆guIated in a¨the tested groups．The

OptimaI effect was shown in the tested group C．wnh signmcant di仟erence from those 0f the nOrmaI saIine g∞up．

Condllsion CFPC cOuId inh．b．t the bone metastasiS of b怕aSt Cancer through activating OPG／RANKL／RANK

pathway．AmOng diffe怕nt pnDportiOnS 0f FnfC惦，)sD，旨／台ae and F九，cn俗(珈fd打。1：1 was the best One．
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骨骼是恶性肿瘤转移最常累及的器官。约70％

的乳腺癌会发生骨转移⋯，且骨转移往往不能治愈。

乳腺癌骨转移后的5年生存率约20％【2J。多数乳腺

癌骨转移患者的转移灶是溶骨性病变，由于骨质和骨

膜的破坏，常造成进行性骨痛，病理性骨折，致命的高

钙血症，脊髓受压以及其他神经压迫综合征，严重影响

了患者的生活质量【3J。目前，防治乳腺癌骨转移仍然

是个世界性的医学难题。近年来，中药在抗肿瘤转移

研究方面取得了较大的进展。因此，研究乳腺癌骨转

移的机制，在中医学理论的指导下发掘治疗乳腺癌骨

转移的有效中医治法和中药药对，对防治乳腺癌骨转

移具有重大意义。本研究从OPG／RANKL／RANK系

统阐述补骨脂一蛇床子对抑制乳腺癌骨转移机制，探

寻补骨脂一蛇床子最佳配伍比例。

材料与方法

l 动物 BALB／c裸鼠，7—8周龄，体重20～

25 g，雌性。由上海市肿瘤研究所提供，并在sPF环境

下饲养。

2肿瘤细胞株 亲骨性乳腺癌高转移细胞株

MDA—MB-23lBO由日本大阪大学口腔医学研究院生

物化学系馈赠。培养条件为L．15培养基，内含10％胎

牛血清及青霉素／链霉素(各100 U／mL)。细胞培养

环境为37℃，5％C02。

3试剂、药物及仪器lO％胎牛血清及培养基购

自GIBcO公司；放射性核素骨显像剂99 rIlTc-MDP由中

美合资欣科药业有限公司提供；丙烯酰胺、N，N’一亚甲

双丙烯酰胺、N，N，N’，N’一四甲基乙二胺(rIEMED)均

购于SIGMA公司；甲醇购于上海振兴化工厂；唑来磷酸

购自上海药物食品检验所(批号：100778—200501)；蛇

床子、补骨脂由上海龙华医院药剂科提供。放射性核素

平面显像仪sINMENS MuLll．sPEcT(sie眦鹏Medical

sy8te咖，hlc．，Ho蜘!la叽E啦Ltes，Ⅱ．，usA)；放射性核素

微孔针孔显像仪GE Hawkeye4 111finia FunctionaJ Im匆ng

sc龃ner(GE Medical systen晦，Inc．，Waukesha，USA)；X

线摄片仪(Philips opti咖s Bucky Dia印ost髑，Philips
Healthcare，ne Nethed卸ds)。

4左心室注射MDA-MB-231 BO制备乳腺癌骨转

移动物模型 取对数生长期体外培养的MDA—MB一

23lBO，造模前24 h将其换上新鲜培养液，造模当天用

平衡盐溶液PBs制成l×107／mL的单细胞悬液。小

鼠腹腔注射硫喷妥钠(0．75 mg／只，37．5叫kg)和腿
部肌肉注射氯胺酮(1．5 mg／只，75 mg／kg)麻醉，将麻

醉后的裸鼠呈仰卧状，消毒腹面皮肤，使用29G注射

器(Te咖no，东京，日本)将肿瘤细胞注射入裸鼠左心

室。细胞接种量为每只8 x 105／o．08 InL，进针角度与

裸鼠腹面正中线呈450，与皮肤呈300，进针深度约为

0．8 cm。当针尖见红色细柱状血液缓缓进入针筒说明

针尖已经在小鼠左心室，此时慢慢推注肿瘤细胞悬液，

速度为O．08 mL／min。注射完毕后消毒裸鼠皮肤，将

鼠放回笼中。裸鼠左心室注射造模两周后隔天称重，

体重<16 g时严密观察H曲1。

5分组与用药将49只BALB／c裸鼠制成骨转

移模型。模型小鼠随机分为7组，每组7只。接种l周

后开始按不同方案用药，共用药6周。每周称2次体

重，观察小鼠一般情况(如有濒临死亡情况予以处死)。

第8周全部处死。参考文献报道【_71，用药剂量如下：生

理盐水组：灌胃量每次o．4 mL／只，2次／周，共6周。唑

来磷酸组：唑来磷酸o．2——∥kg，2次／周，共6周腹腔注
射给药。实验组：补骨脂：蛇床子4：0组、3：l组、l：l组、

l：3组、0：4组的生药量分别为补骨脂400 g，补骨脂300

g+蛇床子100 g，补骨脂200 g+蛇床子200 g，补骨脂

100 g+蛇床子300 g，蛇床子400 g。由龙华医院制剂室

煎制，浓缩过滤得到62．5 mL水煎剂。中药煎剂浓度为

人鼠等效剂量的5倍。药物浓度为156．25叫瑚．L；灌胃
量每次0．4 In】y只，2次／周，共6周。
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6检测指标殷方法

6 1做射性核索甘硅像片{药6周后揲鼠做同位

素骨扣描。每只小鼠尾静脉注射骨显像剂Tc—99 m

MDPIllMBq 0 l mL．5—6 h后分别在slNM￡■s

MUJTl—SPECr(S1⋯ns M刊lcd SvsI吣Inc Ho口m卸
Es眦es．Ⅱ，嘶^)行平面显像和在cE H洲key—l商卅

1a FuncIⅢnd Im口ng Scanner(CE Medml Systems，
kc，waukesha，usA)行微孔针孔显像。平面显像矩阵

为256 x256，z叫m为2 67。采集计数为300～500 K／

帧；微孔针孔艟像矩阵为1024 x1㈣，z⋯为l。采集
体位为前后位、后莳位、左侧位和右侧位“。。记录谍

鼠放射性分布异常的骨组织，无痛处死裸鼠后将町疑骨

转移灶取出进行盯一PcR及ⅥkL叭-blot检测。
6 2 x线摄片用药6同后每周l敬行裸鼠全

身骨骼x线摄片(Phm畔0pti⋯Bucky Di8印om Ts，
PIllllps Hedmc哪，ne NetherIaⅡds)。将裸鼠麻醉后
俯卧位固定，x线胶片置于裸鼠下方，摄片条什：￡10

kv．2 mA．3 s．H：28 cm‘5。

6 3 盯一P呱海删定0Pc、RA^Kl。、胛HrP，】I{E
及McsF基因表达水平 秉用_舯1一步法提取总

RNA。在组织中加l mL_zol反复畋打几次，转移至

EP管中，4℃，12 000∥mm，离心15⋯，吸取上清液，
15—30℃温育5⋯；加0 2 mL氯仿，盖上盖子，用手
剧烈震荡15 8；l 5～30屯温育2～3 mi”；4℃12 000∥

mm，离心15 mln．吸取上清液．加0 8 mL异阿醇，混合

均匀；ls一30℃温育10肌n．4℃12 000∥叫n离心

10 mjn，离心管底部白色沉淀即为RNA；倒掉上清，加

l mL 75％乙醇洗涤洲A，4℃7 500∥mIn离心10

⋯；自然干燥或真空干燥RNA，溶于甲酰胺(或DEPc
处理过的超纯水)中分装(分装体积视组织和RNA浓

度而定)，一70℃保存；将RNA反转录，OPc、RANKL、

lL≈．McsF和胛H水分别按52 l、52 l、58 4、43 8，

43 8℃的退火温度进行退火5 s，72℃延伸lo s肝进

行荧光检测，然后进行熔解曲线分析，由65℃以

0 1℃／s L升至95℃，最后冷却至40℃。

裹1 0Pc RANKL、哪P，I¨及McsF的PcR引物

6 4 weskm_bloI}＆测0PG、RANKL、唧水、IL一8
及McsF蛋白表达提取组织总蛋白，组织巾加^电

苏裂解缓冲液，取20 g变性裂解蛋白进行sDs聚丙烯

酰胺凝腔电泳(sDs PAcE)，然后电转移至硝酸纤维

素膜．封闭后，加人0PG、RANKL、IL8、McsF、阿H一

一抗．室温下作川2 h，TBsT摇洗，后加人AP标{己的

二抗(1 1000)室温下作用l h，加人BcJP／NBT，室温

10—20 mm后显色。

7统计学方法nPcR用On目n 7 o数据分析
软件。结果以i±5表示，采用酣对￡检验。we批m-

h】or用V3 0图像分析软什分析，分别计算灰度值与内

参cAPDH版度值。

结 果

l放射性核索骨显像(圉1)在肿瘤骨转移发生

的早期由于局部血供的增强，骨转移灶的表现多为放射

性棱素Tc-99 m MDP浓聚．而在骨转移发生的晚期由于

骨质溶骨性破坏严重，肿瘤骨转移灶在骨扫描片上的表

现为放射性核素Tc-99 m MDP减低或缺损9。

2 x线摄片结果(图2)在解剖已明确证实骨转

移井最终成功建模的睛况下，x线摄片检查结果仍为

阴件。

_篝j弋j弋
＆^B c*Ⅻ一H(*女M镕**##*n)，A*T《日##B∞#E；￡##，c∞

镕￡*##

目1肿瘕骨转移灶“孔棱素骨Ⅲ像
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圈2肿瘤骨转移灶x线摄片结果

3各组骨转移相关mRNA表达比较(表2) 蛇

床子、补骨脂及蛇床子一补骨脂不同配伍比例均对抑制

骨转移基因(RANl(L．0Pc．PIH一，n^，McsF)有一定

的作用，其中0PG的表达量增高(P(n01，P‘n 05)．

而IL8，n聊．McsF．RANl(L的表达量均下降(P‘
n 01．P<0 05)。说明蛇床子一朴骨脂是通过激活

OPG／R^NKL，R州K系统，抑制乳腺癌骨转移。6个用

药组与生理盐水组比较差异有统计学意义(P(0 01)。

4各组骨转移相关蛋白表达比较(表3)0附
RANⅣ壬LANK系统在骨吸收和重建中起关键作用。
蛇床子、朴骨脂及蛇床子一补骨脂不同配伍比侧均能

够上调骨转移灶中OPG的表达．下词R^NKL、IL{、

唧rP、McsF的蛋白表选。说明该药对是通过激活
0pc／RANwRANK通路，抑制乳腺癌骨转移。6个
用药组与生理盐水组比较差异有统计学意义(P《

0 O”。

采2各组骨转移相差mRNA表达比较(i±s

n．c^t4％mm．Y^B来■t目．B*”口☆m．s^￡《}$．B：s=l：，自#*☆t*}；I：3目，B：s=，：l^*■脂#《f；3：lm

m s；I：I^}卜#№：《《}=l lm；j c目№#．’P(O∞．”P<n 0‘；f班目

衰3各组骨转移相关蛋白表达比较(i±，)

4——赢————气i_———i而———忑■一一—面五Ⅲ自表t

c 7 l帆∞O±5 482 瑚0∞±t帕0 1吣O∞±5 585 l∞0∞{l 1∞ l吡∞O±6 4∞
Y 7 133 4“±3 4％” 81％l±j 78s‘ H 827{3”8” 2I，143±6 9∞” '6 2“±4 4日“

B 7 I抛$7±8 472’ 雏瑚±2 8＆‘ H 5“±3 7∞” 掰，07±13 7∞’ 82’％±5枷’
s 7 13n 7∞±3瑚” 7s 50It3175” '2 9”±4M2“ 410蚴±12 7"’ 8，醇7±3"I’

目s=I 3 7 13I 8“±＆lM‘ '2 7"±5 314’ “5¨±4¨8“ 396 419±4 729” 口∞Itll∞”

口s=l l 7 I”81，±，”5“ 73 927±I{"” “3了0±3"8“ 3】9∞It5 3≈” Ⅱ4∞±3 459“
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乳腺癌骨转移属中医“骨蚀”、“骨瘤”、“骨瘘疮”、

“骨痹”、“骨疽”等范畴，《素问》中指出：“肾主骨，生

髓。”“肾其充在骨。”认为骨之强劲与脆弱是肾中精气

盛衰的重要标志。乳腺癌骨转移发病机制为本虚标

实，肾阳亏虚是乳腺癌骨转移的重要原因，治疗当以温

肾为主。

补骨脂是临床常用的补肾中药，《本草纲目》谓其使

人“元阳坚固，骨髓充实”；蛇床子的作用在《本草纲目》

中阐述为“蛇床乃右肾命门、少阳，三焦气分之药。神

农列之为上品，不独补助男子，而又有益妇人”。补骨

脂一蛇床子作为药对使用在古文献中早有记载，宋代

《太平圣惠方》卷九十八“补骨脂丸”中以补骨脂二两

(微炒)加蛇床子一两相伍，共济补肾壮阳、强力健肌

之效。

放射性核素骨屁象是一种结合活体生理、生化、功

能和代谢信息的四维显像方式，能够发现直径仅为

2 mm的早期骨转移灶，且比x线检查能提前2—18个

月¨引，已成为诊断恶性肿瘤骨转移的首选方法。x线

摄片是国际上研究肿瘤骨转移灶的常规技术，但检测

效率较低，大多数模型动物在生存期内难以成功获

检【6 J。骨骼的X线片显示骨骼的再吸收与修复的结

果，当病变区骨矿物质的丢失接近30％一50％时x线

片方可表现出来。而放射性核素骨显像反映骨的代谢

活性，乳腺癌骨转移模型动物出现骨再吸收时，在x

线片上不一定显示有足够的骨质破坏及矿物质丢失，

但此时核素骨显像却可以明显阳性，可见放射性核素

骨显像是一种灵敏、简便、安全有效的方法。

健康的骨骼依靠骨吸收和骨形成的动态平衡来维

持。OPG、RANKL和RANK是调节破骨细胞和骨吸收

的重要因子，OP(yRANKL／RANK系统在骨吸收和重

建中起关键作用【I¨。OPG在骨组织中发挥抑制破骨

细胞分化，抑制成熟破骨细胞活性，诱导成熟破骨细胞

凋亡等生物学功能；RANKL能直接启动破骨细胞前体

细胞或破骨细胞细胞内信号传导过程，维持破骨细胞

活性；破骨细胞表面的RANK是RANKL刺激破骨细

胞分化，成熟的唯一靶受体。研究发现OPG基因缺失

小鼠表现为严重的骨质疏松；RANKL／RANK基因敲除

的小鼠，出现严重骨质硬化症⋯，坦j。门HrP是主要的

破骨细胞活性介导因子；MCSF是破骨细胞分化，成熟

的始动因子。另外，IL-8可以促使破骨细胞分化、成

熟，维持骨吸收活性¨3】。

在骨转移过程中，OPG的表达量会很低，IL．8、

胛HrP、McSF和RANKL的表达量增加，这样就促使骨

转移的发生。而当促进或抑制相关基因表达时，就能

够在一定程度上抑制骨的转移。通过Prr-PCR／west-

em-blot检测，发现补骨脂和蛇床子均对相关基因产生

了调控作用：促进OPG的表达，抑制IL．8、唧rP、
McsF和RANKL的表达。其中尤以补骨脂一蛇床子

两药配伍应用效果最为明显，在配伍组中，又以补骨脂

一蛇床子l：1组效果最优。

由于补骨脂和蛇床子不仅可以抑制破骨细胞的骨

吸收，还可以抑制肿瘤细胞的增殖以及促进成骨细胞

的骨形成，因此补骨脂一蛇床子药对比双膦酸盐制剂

更具治疗乳腺痛骨转移的优势，蛇床子一补骨脂药对

抑制乳腺癌骨转移的作用和机制值得我们更深入

研究。
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第二十次全国中西医结合肝病学术会议征文通知

中国中西医结合学会肝病专业委员会拟于2011年8月17—21日，在湖南省张家界市举行“第二十次全国中

西医结合肝病学术会议”。会议将以常见慢性肝病(慢性病毒性肝炎、肝纤维化、肝硬化、肝癌、脂肪性肝病、酒精

性肝病)的中西医结合防治研究进展和临床经验总结交流为重点内容，并将邀请国内外知名专家举办专题讲座。

参会代表将获国家级继续教育学分。

征文要求：

(1)提交500一1 000字中文摘要。摘要须按照“目的、方法、结果、结论”格式撰写，用于会刊印刷(注意结果

中提供重要的数据资料)。另提交中文论文全文(用于评审优秀论文)。写明作者姓名，单位名称、电子邮箱、地

址及邮编。通过电子邮件发送至CARL95@163．com。本次征文不接受纸质文稿。 、

(2)投稿论文文本格式如下：中文标题用黑体、小四号字体，作者姓名及单位用楷体小五，正文宋体五号，1．5

倍行距，英文及数字用Times New Rom粕字体。

(3)已在学术刊物公开发表过的论文，不再受理。

(4)征文截稿日期：2011年5月31日。会议筹备组联系人：王晓柠。Tel：021—51322444。

第十五次全国中西医结合儿科学术会议征文通知

中国中西医结合学会儿科专业委员会拟于2011年8月20—22日在甘肃省兰州市召开第十五次全国中西医

结合儿科学术会议。届时将进行专题报告和论文交流，内容涉及新生儿、呼吸、消化、肾脏、神经、心血管、内分泌、

营养等各系统疾病的热点问题。参会者可获得继续教育学分6分和论文证书。

征文内容 (1)中西医结合及中医、西医儿科临床论著、实验研究和专题综述；(2)临床疑难、重症、少见病例

的经验总结；(3)中西医结合药理和诊断研究；(4)中西医结合理论及方法研究等。

征文要求(1)尚未公开发表的论文。(2)稿件应有全文及400～800字摘要。(3)稿件一律用wo一文档。

(4)稿件请注明作者单位、准确通信地址、邮政编码、电话及E．mail等联系信息。恕不退稿。(5)稿件及参会者信

息均请发送至E—mail：刁【yek@sina．c咖。(6)征文截止日期：2011年6月15日。
联系人杨惠静。联系方式：电话010—63138554；手机13621146657。
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