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消痰散结方对
,G3

"

$%

人胃癌裸鼠原位移植瘤

微卫星不稳定的抑制作用观察

叶#敏#孙大志#魏品康

摘要#目的#观察消痰散结方对
,G3

"

$%

人胃癌裸鼠原位移植瘤微卫星不稳定的抑制作用! 方法

采用
,G3

"

$%

人胃癌细胞株建立裸鼠皮下瘤模型皮下传
&

代作为实验模型的瘤源"采用
EH

胶粘合法建立

人胃癌裸鼠原位移植瘤模型!

&"

只模型裸鼠分为模型组#中药组和化疗组"每组
#"

只! 中药组给予消痰散

结方$

"

!

$ :IF

天%灌胃"化疗组给予喃氟啶
"

!

$ :IF

天灌胃"模型组无干预措施! 用药
8

周后"测瘤质量#计

算抑瘤率"检测
%

个微卫星不稳定位点$

D#5J!%"

#

D!J#!&

#

D% J&$8

#

H-K

"

!%

和
HL*!8

%的大小#峰高度

及峰面积! 结果#中药组抑瘤率为
$"

!

4$M

"中药组的瘤质量明显低于模型组$

N O"

!

"#

%"与化疗组比较"

差异无统计学意义$

N P "

!

"%

%! 模型组高度微卫显不稳定发生率为
5"M

"低度微卫星不稳定发生率为

&"M

"使用消痰散结方治疗
8

周后"微卫星位点趋于稳定"均表现为微卫星稳定! 结论#消痰散结方对微卫

星不稳定
,G3

"

$%

人胃癌裸鼠原位移植瘤有抑制作用!

关键词#消痰散结方&微卫星不稳定&喃氟啶&胃癌

)>A;Q;K0R. 9SS7CK 0S T;-0K-> J->U;7 V7C;W7 0> KA7 ,;CR0<-K711;K7 )><K-Q;1;K. 0S ERKA0K0W;C *R-><W1->K-

"

K;0> *=:0R ;> ,G3

"

$% X=:-> Y-<KR;C '->C7R 3=?7 ,;C7

#

Z9 ,;>

"

J[3 D-

"

@A;

"

->? +9) N;>

"

\->]

D7W-RK:7>K 0S *R-?;K;0>-1 'A;>7<7 ,7?;C;>7

"

JA->]A-; 'A->]@A7>] X0<W;K-1

"

J7C0>? ,;1;K-R. ,7?;C-1 [

"

>;^7R<;K.

"

JA->]A-;

$

!""""&

%"

'A;>-

LHJ*VL'*

$

EQU7CK;^7

$

*0 <K=?. KA7 ;>A;Q;K0R. 7SS7CK 0S T;-0K-> J->U;7 V7C;W7

$

TJV

%

0> KA7 :;C

"

R0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K. 0S 0RKA0K0W;C KR-><W1->K-K;0> K=:0R ;> ,G3

"

$% A=:-> ]-<KR;C C->C7R >=?7 :;C72

,7KA0?<

$

*A7 &R? W-<<-]7 <=QC=K->70=< KR-><W1->K-K;0> K=:0R _-< K-\7> -< KA7 0R;];> 0S KA7 :0?71 Q.

=<;>] ,G3

"

$% A=:-> ]-<KR;C C->C7R C711 1;>7<2 ,G3

"

$% A=:-> ]-<KR;C C->C7R >=?7 :0=<7 :0?71 _-< 7<

"

K-Q1;<A7? =<;>] EH ]1=7 -?A7<;^7 :7KA0?2 *A7> &" >=?7 :;C7 _7R7 ?;^;?7? ;>K0 KA7 :0?71 ]R0=W

"

KA7 TJV

]R0=W

"

->? KA7 CA7:0KA7R-W. ]R0=W2 ,;C7 ;> KA7 TJV ]R0=W _7R7 ;>KR-]-<KR;C-11. ];^7> TJV -K KA7 ?-;1.

?0<7 0S "

%

$ :I2 ,;C7 ;> KA7 CA7:0KA7R-W. ]R0=W _7R7 ;>KR-]-<KR;C-11. ];^7> `1=0R0=R-C;1 -K KA7 ?-;1. ?0<7

0S "

%

$ :I2 30 ;>K7R^7>K;0> _-< ];^7> K0 :;C7 ;> KA7 :0?71 ]R0=W2 LSK7R 8 _77\< 0S :7?;C-K;0>

"

KA7 K=:0R

_7;]AK _-< :7-<=R7?

"

->? KA7 K=:0R ;>A;Q;K;0> R-K7 C-1C=1-K7?2 *A7 <;@7

"

KA7 W7-\ A7;]AK

"

->? KA7 W7-\

-R7- 0S % :;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K. <;K7< _7R7 ?7K7CK7?2 V7<=1K<

$

*A7 K=:0R ;>A;Q;K;0> R-K7 _-< $"

%

4$M ;>

KA7 TJV ]R0=W2 *A7 K=:0R _7;]AK _-< <;]>;S;C->K1. 10_7R ;> KA7 TJV ]R0=W KA-> ;> KA7 :0?71 ]R0=W

$

N O

"

%

"#

%"

<A0_;>] >0 <K-K;<K;C-1 ?;SS7R7>C7 _A7> C0:W-R7? _;KA KA7 CA7:0KA7R-W. ]R0=W

$

N P"

%

"%

%

2 *A7 ;>

"

C;?7>C7 0S A;]A :;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K.

$

,J)

"

X

%

;> KA7 :0?71 ]R0=W _-< 5"M

"

->? KA7 ;>C;?7>C7 0S 10_

:;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K.

$

,J)

"

I

%

_-< &"M2 ,;CR0<-K711;K7 <K-Q17 <;K7 K7>?7? Q7 <K-Q17 -SK7R 8 _77\< 0S

TJV KR7-K:7>K2 '0>C1=<;0>

$

TJV <A0_7? ;>A;Q;K;0> 0> :;CR0<-K711;K7 ;><K-Q17 0RKA0K0W;C KR-><W1->K-K;0>

K=:0R ;> ,G3

"

$% A=:-> ]-<KR;C C->C7R >=?7 :;C72

G9Z+EVDJ

$

T;-0K-> J->U;7 V7C;W7

&

:;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K.

&

`1=0R0=R-C;1

&

]-<KR;C C->C7R
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##微卫星$

:;CR0<-K711;K7

"

,J

%主要存在于生物基

因种系中的非编码区及内含子中"是简单串列重复序

列"由数个核苷酸重复单位组成的基因片段"当
D3L

复制过程中出现基因片段的增加或减少"导致细胞恶

变"称之为微卫星不稳定$

:;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K.

"

,J)

%

'

#

"

!

(

"目前已经被证实为肿瘤发生的重要原因之

一'

&

(

) 前期实验研究证明"消痰散结方对裸鼠胃癌有

明确的抑瘤作用"可以降低胃癌的增殖活性'

$

(

"本研

究通过作用靶点"进一步求证消痰散结方干预胃癌的

作用)

材料与方法

#

#细胞株及细胞培养#人
,G3

"

$%

胃癌细胞

株"购自中科院细胞所)

,G3

"

$%

细胞以含
#"M

小牛

血清的
VN,)

"

#8$"

培养基"

&5

$*

%M'E

!

培养箱中

培养
!$ A

)

"

!

!%M

胰酶%乙二胺四乙酸消化后"

NHJ

洗
!

次"调整细胞浓度为
#

&

#"

5 个
F:I

细胞悬液)

!

#实验动物#

JN`

级雄性裸小鼠"

5

周龄) 实验

动物饲养在中科院上海实验动物中心动物房的空气层

流架内"饲养条件为
JN`

级) 体质量
#4

'

!" ]

) 购

自上海斯莱克实验动物有限公司"生产许可证号#

JZTG

$沪%

!""5

%

"""%

"使用许可证号#

JZTG

$沪%

!""5

%

"""8

)

&

#药物#消痰散结方#由南星*半夏*全蝎*蜈蚣*

鸡内金*茯苓*山慈菇*炙甘草等
#!

味药物组成"中药

饮片购自上海雷允上公司"长征医院制剂室制备"生药

浓度为
&

!

&% ]F:I

) 喃氟啶"

%" :]F

片"上海医药集

团公司华联制药厂"批号#

"8"#"!

"溶液制备方法#将

喃氟 啶 片 研 磨 分 粉 末" 溶 于 生 理 盐 水" 浓 度

为
5

!

4 :]F:I

)

$

#试剂及仪器#动物组织基因组小量抽提试剂

盒#

X;]A N=R7 N'V *7:W1-K7 NR7W-R-K;0> G;K

"规

格#

# \;K

$

#"" W=R;S;C-K;0><

%"购自上海罗氏制药有

限公司) 测序仪试剂#

H;]?.7 /&

!

#

"批号#

$&!&#8#

"

购自美国
LH)

公司)

&#&"

测序仪"购自美国
LH)

公

司&

65""N'V

仪"购自美国
LH)

公司)

%

#裸鼠皮下瘤模型建立#参照文献 '

%

("取

"

!

! :I

细胞悬液接种于裸小鼠右侧近腋部皮下"当皮

下移植瘤长至直径约
# C:

时剥取移植瘤"切成

# ::

&

# ::

&

# ::

瘤块"再经套管针转种至另一

只裸小鼠腋部皮下"如此反复进行鼠间传代"以第
&

代

皮下移植瘤为实验模型的瘤源)

8

#人胃癌裸鼠皮下移植瘤模型的建立#参照文

献'

8

("在操作台上"从腋皮下剥取肿瘤组织"剪成

# ::

&

# ::

&

# ::

瘤块备用) 实验动物禁食

#! A

"腹腔注射
#"M

水合氯醛$

"

!

"& :IF#" ]

%麻醉"

常规手术"在胃大弯近胃窦处用
# :I

无菌空针头划

破胃壁浆膜层"用无齿镊将破损处向内推压"使局部胃

壁形成凹龛"植入一块瘤组织于凹龛内"并在瘤块表面

滴
EH

胶
#

滴"

$" <

凝固后将胃壁回纳入腹腔"

"

号丝

线缝合腹膜及皮肤"关腹"复苏)

&"

只荷瘤鼠均复制

成功并存活'

8

(

) 造模成功后
$4 A

开始用药干预
8

周)

脱颈处死裸鼠荷瘤小鼠"分别取每只小鼠的胃肿瘤

组织)

5

#分组及干预方法#选择
,G3

"

$%

人胃癌皮下

移植瘤裸鼠
&"

只"分为模型组*中药组*化疗组"每组

#"

只) 中药组给予消痰散结方$

"

!

$ :IF

天%灌胃&化

疗组给予喃氟啶$

"

!

$ :IF

天%灌胃"均相当与临床人

用药剂量
#"

倍&模型组正常饮食喂养
8

周"无药物干

预) 各组均连续干预
8

周)

4

#检测指标及方法

4

!

#

#瘤重及抑瘤率计算#各组灌胃结束麻醉后

脱颈处死小鼠"分离肿瘤"称取瘤重) 各组计算抑瘤

率"公式# 抑瘤率$

M

%

a

$各组平均瘤重%模型组平均

瘤重%

F

模型组平均瘤重&

#""M

)

4

!

!

#

,J)

判定标准#根据
H7KA7<?- 'V

等'

5

(标

准进行
N'V

检测
%

个微卫星位点"将
,J)

阳性分为以

下
&

种情况#

!

个及以上位点不稳定判定为高度微卫星

不稳定$

A;]A :;CR0<-K711;K7 ;><K-Q;1;K.

"

,J)

"

X

%&

#

个

位点不稳定判定为低度微卫星不稳定$

10_ :;CR0<-K

"

711;K7 ;><K-Q;1;K.

"

,J)

"

I

%&无位点不稳定判定为微卫星

稳定 $

:;CR0<-K711;K7 <K-Q17

"

,JJ

%)

,J)

发生率

$

M

%

a

基因出现位移的标本数量
F

标本总数&

#""M

)

4

!

&

#肿瘤组织基因组
D3L

提取及
N'V

扩增

采用
N*

"

N'V

法)取肿瘤组织"按试剂盒说明书进行

染色体抽提"然后进行
N'V

扩增)

N'V

反应体系#

!" !I

) 采用美国国立癌症研究所$

3')

%

'

5

"

4

( 推荐的

%

个微卫星检测基因片段 $

D!J#!&

*

D&J#"85

*

D&J#%55

*

D#5J!%"

和
HL*!8

%设计引物) 所有引

物序列查自
3'H) =>;J*J

数据库"引物合成自上海英

俊生物技术有限公司)

N'V

产物经纯化后添加内标

后直接在
&#&"

测序仪中进行毛细管电泳)

D-K-

'0117CK;0>

软件自动进行数据收集和处理"并生成原

始的样品数据文件) 反应体系为#

6%

$ 预变性

% :;>

"

6%

$ 变性
# :;>

"退火
# :;>

$

D#5J!%"

*

D!J#!&

*

D% J&$8

*

H-K

"

!% %8

$"

H-K!8 %$

$%"

5!

$ 延伸
&" <

"共
&"

个循环"最后
5!

$ 延伸

# :;>

)引物序列见表
#

)
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表
#

$

V*

"

N'V

引物序列

位点 引物编号 引物序列 产物长度

D#5J!%" D#5J!%"

(

` YYLLYLL*'LLL*LYL'LL* #%# QW

D#5J!%"

(

V Y'*YY''L*L*L*L*L***L

D!J#!& D!J#!&

(

` LLL'LYYL*Y''*Y''***L !## QW

D!J#!&

(

V YYL'***''L''*L*YYYL'

D%J&$8 D%J&$8

(

` YY**Y***''Y*LY*L*L*YY !6% QW

D%J&$8

(

V **YYYLLLYLLYL'*LLL*'L

H-K

"

!% H-K

"

!%

(

` *'Y''*''LLYLL*Y*LLY* #!8 QW

H-K

"

!%

(

V L**'*Y'L****LL'*L*YY'*'*

H-K

"

!8 HL*

"

!8

(

` *'L'*Y*'*Y'YY*LL*'LLY $"" QW

HL*

"

!8

(

V *LYLY*YYY'*YLYL**Y*Y'

6

#统计学方法#采用
JNJJ #8

!

"

统计软件"计

量资料数据采用
b

)

<

表示) 首先用
I7^7>7

检验进

行方差齐性检验"数据资料均方差齐"多个均数比较采

用
IJD

"

K

检验"

N O"

!

"%

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组小鼠瘤重的比较$表
!

%#与模型组比较"

两个给药组瘤重均明显降低$

N O"

!

"#

%&中药组瘤重

与化疗组比较"差异无统计学意义) 化疗组抑瘤率

$

$%

!

"M

%高于中药组$

$"

!

4M

%)

表
!

$各组小鼠瘤重比较

组别
>

瘤重$

]

"

b

)

<

% 抑瘤率$

M

%

模型
#" #

(

6

)

"

(

%

+

化疗
#"

#

(

"

)

"

(

%

!

$%

(

"

中药
#"

#

(

#

)

"

(

%

!

$"

(

4

##注#与模型组比较"

!

N O"

(

"#

!

#各组
,J)

发生率及
%

个位点产物大小*峰高

度及峰面积比较 $表
&

% #模型组胃癌组织标本

D#5J!%"

*

D!J#!&

*

D% J&$8

*

H-K

"

!%

和
HL*!8

位点

上"

,J)

在
D%J&$8

位点发生的频率为
#""M

$

#"F#"

%"

D!J#!&

位点发生的频率为
5"M

$

5F#"

%"

#""M

发生微

卫星不稳定"其中高度不稳定$

,J)

"

X

%发生率
5"M

"低

度不稳定$

,J)

"

I

%发生率
&"M

) 中药组与化疗药物

组
D!J#!&

*

D%J&$8

位点基因峰未出现位移)

讨##论

近年来尽管胃癌发病率和病死率呈下降趋势"但

目前依然是导致恶性肿瘤相关死亡的第
!

位疾病) 胃

癌的发生机制复杂"牵涉一系列分子遗传学的改变"如

癌基因的激活和抑癌基因的失活) 近年来"越来越多

的研究证明微卫星不稳定是胃癌发生的又一重要机

制"

,J)

在胃癌的发生率大约为
#$

!

"M

'

$%

!

"M

"个

别高达
6"

!

"M

'

6

%

##

(

)

消痰散结方是魏品康教授临床治疗胃癌
$"

余年

的经验方"在临床对
#"$

例晚期胃癌失去化疗条件的

患者进行疗效观察"消痰散结方改善晚期症状的有效

率达
4!

!

6M

"卡氏评分提高率达
4$

!

$M

"中位生存期

为
#!

!

!%

个月"

&

年生存率为
!!

!

#"M

"获得明显的疗

效'

#!

(

) 前期基础研究证明"消痰散结方对胃癌细胞间

质多种物质均有调控作用"包括对肿瘤血管生成*基质

金属蛋白酶的影响等多方位*多角度干预肿瘤的复发

转移'

#&

%

#8

(

) 对照药物选用喃氟啶"属于抗代谢抗肿

瘤药"能抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶"阻断脱氧嘧啶核

苷酸转换成胸腺嘧啶核苷核"干扰
D3L

合成"临床运

用于胃癌'

#5

(

*结肠癌'

#4

(

*乳腺癌'

#6

(

"抗肿瘤作用明

确) 近年研究认为微卫星不稳定与胃癌患者的预后相

关"并且提出
,J)

状态与喃氟啶敏感性存在关联'

!"

(

"

但究竟喃氟啶在治疗
,J)

"

X

*

,J)

"

I

及
,JJ &

种不同

的
,J)

状态时"哪一种
,J)

状态对其疗效更为敏感"

目前尚有争议)

L> (Z

等'

!#

(观察
!""%

+

!""4

年接

受
V"

切除的
#66"

例胃癌患者后"发现给予
%

"

`=

为

基础的辅助化疗"

,JJF ,J)

"

I

组较
,J)

"

X

组有更长

的无病生存期"

,JJ F ,J)

"

I

肿瘤患者可以从
%

"

`=

为

基础的辅助化疗中获益)

E\; 9

等'

!!

(则认为给予
%

"

`=

表
&

$各组
%

个位点产物大小*峰高度及峰面积比较

组别
>

项目
H-K

"

!%

N7-\ #

H-K

"

!8

N7-\ #

D!J#!&

N7-\ # N7-\ !

D%J&$8

N7-\ # N7-\ !

D#5J!%"

N7-\ #

模型
#"

产物大小$

QW

%

#!$

(

## &6$

(

55 !"8

(

!4 !#"

(

!5 !4$

(

55 !48

(

4# #$8

(

$%

峰高度$

V`[

%

& 8#4

)

8!5 8##

)

!64 # 584

)

8&$ # 4&#

)

$%$ # $8&

)

&6! !##8

)

8"5 $ 44#

)

# 4%5

峰面积$

V`[

!

J7C

%

!4 ###

)

% &%! &" 8&6

)

#8 !6# &5 8%#

)

#& 456 !" &"&

)

% 4"" #5 !#!

)

$ %8& !$ 56%

)

85$# 5% 8#6

)

$" $5!

化疗
#"

产物大小$

QW

%

#!!

(

68 &6$

(

%!

%

!"6

(

4# !4%

(

%"

%

#$8

(

65

峰高度$

V`[

%

# &%&

)

%4% !!#

)

6!

%

4$8

)

&#! %&$

)

#6&

%

! "6%

)

5&#

峰面积$

V`[

!

J7C

%

68$5

)

$ #&4 4 !!4

)

& !6&

%

6 5!$

)

& 6#$ % 868

)

# 564

%

#% #5%

)

% $&8

中药
#"

产物大小$

QW

%

#!%

(

#5 &6$

(

$&

%

!"6

(

5" !4%

(

8&

%

#$8

(

6!

峰高度$

V`[

%

# $66

)

8&4 #4&

)

%"

%

6%8

)

#&# !8&

)

4#

%

! &!8

)

!#6

峰面积$

V`[

!
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%

#" 5!$

)
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)
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%

## &8%
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# 6## & ##5

)
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%
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)
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化疗后"

,J)

"

X

和
,JJ F ,J)

"

I

组之间的生活质量

没有差异) 本研究发现消痰散结方对肿瘤有明显的

抑制作用"中药组瘤重明显低于模型组$

N O "

!

"#

%"

中药组与化疗药物组比较"差异无统计学意义$

N P

"

!

"%

%) 中药组抑瘤率为
$"

!

4$M

"本研究发现模型

组中人胃癌裸鼠原位移植瘤标本高度不稳定$

,J)

"

X

%发生率为
5"M

"低度不稳定$

,J)

"

I

%为发生率

&"M

) 喃氟啶干预后"

#"

例标本均变为微卫星稳

定"可以从电泳图谱中发现"干预后
D%J&$8

*

D!J#!&

两个位点出现的峰位移消失&采用消痰散

结方干预"可以达到喃氟啶相同的疗效) 据此可以

推断"

,G3

"

$%

人胃癌细胞株对喃氟啶的干预敏感"

且对
,J)

"

XFI

状态的干预效果良好"消痰散结方亦

可达到相似的疗效"为临床治疗胃癌提供了一种新

思路)

本研究对消痰散结方对
,G3

"

$%

人胃癌裸鼠原

位移植瘤的微卫星不稳定进行了动物的体内实验"初

步评价了其药效作用"后续可在细胞水平进一步明确

其作用机制"还可在临床进一步探究其治疗的靶点和

途径) 本研究仅对
,G3

"

$%

人胃癌细胞株进行了实

验研究"并且标本数量较少"消痰散结方是否对其他种

类的胃癌细胞株具有相同的疗效"这些有待于在将来

的研究工作中进一步完善)
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刘建平#刘建勋 刘猷枋 齐清会#阮新民#孙汉董#孙#燕#杨任民#杨宇飞#杨秀伟

李乃卿#李大金#李玉光#李廷谦#李军祥#李连达#李国栋#李国勤#李顺成#李#恩

李#涛#李焕荣#连#方#吴伟康#吴泰相#吴根诚#时毓民#邱#峰#张大钊#张永贤

张永祥#张伯礼#张荣华#张亭栋#张家庆#张敏州#陆付耳#陈士奎#陈小野#陈冬燕

陈香美#范维琥#林志彬#林求诚#林瑞超#郁仁存#果德安#周文泉#周#俊#周霭祥

赵一鸣#赵伟康#赵健雄#胡义扬#胡镜清#饶向荣#洪传岳#栗原 博$日本%#顾振纶

徐治鸿#徐#浩#殷惠军#郭#军#郭赛珊#唐由之#唐旭东#凌昌全#黄光英#黄怡超

黄晓愚#黄#熙#曹小定#崔#红#麻#柔#梁晓春#葛秦生#董竞成#董福慧#韩济生

谢竹藩#谢明村#谢#恬#蔡定芳#裴正学 廖家桢 廖福龙#衡先培#戴瑞鸿
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