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乳移平调控前转移微环境抑制乳腺癌

肺转移的实验研究

叶依依#

$刘$胜#

!

!

$孙
!

平!

$吴春宇!

摘要$目的$观察抗乳腺癌复发转移方剂乳移平对乳腺癌前转移肺微环境的影响!探讨其可能机制"

方法$动物实验分两部分!第一部分是乳腺癌前转移时间的确定!第二部分是乳移平对前转移微环境的影

响" 第一部分实验
!;

只
EFGEDA

小鼠!取对数生长期
;)#

细胞配成细胞悬液!血细胞计数板计数!细胞浓

度调至
#

%

#"

:细胞
D=G

!无菌条件下接种于
!;

只
EFGEDA

小鼠胸壁右侧第四乳头的脂肪垫上!每只

"

!

# =G

"第二部分动物实验
:"

只
EFGEDA

小鼠!采用随机数字表法分成
7

组!分别为空白组#模型组#乳移

平低#中#高剂量组!每组
#!

只" 造模方法同上!各组于接种次日开始给药" 乳移平低#中#高剂量组给予

7

!

#%

#

#"

!

!:

及
!"

!

7! ?D

$

H?

%

I

&生药量灌饲!每天给药
#

次!连续
#;

天" 空白组和模型组等体积生理盐

水灌饲" 动物实验第一部分于
#"

#

#;

#

#6

#

!!

天!每次脱颈处死
:

只!观察肺转移情况" 动物实验第二部分

观察各组肺组织的镜下形态$光镜&和肺血管超微结构$电镜&!测定各组血管的通透性$依文思蓝法&!研究

乳移平对前转移微环境形成的影响" 通过
*9JK9/- L32K

和
M9,3 K>=9 N&M

法测定乳移平对前转移因子血

管生成素$

,-?>2?9->-

!

F-?OK

&

!

#血管内皮生长因子$

P,JA.3,/ 9-I2KQ93>,3 ?/2RKQ S,AK2/

!

1<TU

&#白介

素 $

(-K9/39.H>-

!

(G

&#

:

和
(G

#

#!

表达的影响" 结果$肺转移还未发生的乳腺癌前转移时期的建模时间定为

#;

天" 与模型组比较!乳移平中#高剂量组对瘤重#瘤体积都有显著的抑制作用$

N V"

!

"7

!

N V"

!

"#

&!乳移

平对肿瘤的重量和体积的抑制作用随着乳移平剂量的增加而增加!呈现明显的剂量依赖关系$

N V"

!

"7

!

N V

"

!

"#

&" 模型组与乳移平低剂量组都有淋巴细胞浸润的发生!而乳移平中#高剂量组光镜结果发现肺组织形

态与空白组无区别" 肺部的血管网是由连续的#密集的毛细血管组成" 空白组肺脏毛细血管结构正常" 模

型组血管壁不像空白组平整#规则!毛细血管扩张明显" 乳移平给药后!血管的损伤情况得到改善!血管形态

基本和空白组无异" 与空白组比较!模型组肺组织中依文思蓝渗出量明显增加!

F-?OK!

#

1<TU

#

(G

#

:

#

(G

#

#!

蛋白及
=M5F

表达明显升高$

N V"

!

"7

!

N V"

!

"#

&" 与模型组比较!乳移平各剂量组依文思蓝的渗出量均

显著降低!且中药剂量越高!降低越明显!呈现剂量依赖关系$

N V"

!

"#

&!乳移平中剂量组
1<TU

#乳移平高

剂量组
F-?OK!

#

1<TU

#

(G

#

:

#

(G

#

#!

的蛋白及
=M5F

表达明显降低$

N V"

!

"7

!

N V"

!

"#

&!乳移平中剂量组

(G

#

:

蛋白表达降低$

N V"

!

"#

&" 结论$乳移平对肿瘤的生长和前转移微环境的形成都有很好的调节作用!

它可能通过抑制
F-?OK!

#

1<TU

#

(G

#

:

#

(G

#

#!

表达#保护脉管系统的完整性#阻碍前转移微环境的形成!最终

抑制肺转移的发生"

关键词$乳移平'乳腺癌'肺转移'前转移微环境

M.0>O>-? (-Q>L>K9I N.3=2-,/0 +9K,JK,J>J 2S E/9,JK &,-A9/ L0 M9?.3,K>-? KQ9 U2/=,K>2- 2S N/9

#

=9

#

K,JK,J>J +>A/29-P>/2-=9-K

$

W< W>

#

0>

#

"

G(X YQ9-?

#

"

!

"

YX5 &Q9-

#

O>-?

!

"

,-I *X &Q.-

#

0.

!

$

# (-JK>

#

K.K9 2S )&+ Y./?9/0

"

G2-?Q., Z2JO>K,3

"

YQ,-?Q,> X->P9/J>K0 2S )&+

"

YQ,-?Q,>

$

!"""%!

%&

! $KQ B9O,/K

#

=9-K 2S Y./?9/0

"

G2-?Q., Z2JO>K,3

"

YQ,-?Q,> X->P9/J>K0 2S )&+

"

YQ,-?Q,>

$

!"""%!

%

FEY)MF&)

#

CL[9AK>P9

#

)2 2LJ9/P9 KQ9 9SS9AK 2S M.0>O>-?

$

MWN

"

, /9A>O9 S2/ S>?QK>-? ,?,>-JK /9

#

A.//9-A9 ,-I =9K,JK,J>J 2S L/9,JK A,-A9/

%

2- O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>/2-=9-K

"

,-I K2 JK.I0 >KJ O2JJ>

#

L39 =9AQ,->J=4 +9KQ2IJ

#

)Q9 9\O9/>=9-K R,J I>P>I9I >-K2 KR2 O,/KJ 4 )Q9 #JK O,/K 3>9J >- J9KK>-? KQ9 O/9

#
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A,-A9/2.J K/,-JS9/

"

,-I KQ9 !-I O,/K 3>9J >- KQ9 9SS9AK 2S MWN 2- O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>/2-=9-K4 )Q9/9

R9/9 !; EFGEDA =>A9 >- KQ9 #JK O,/K4 G2?,/>KQ=>A OQ,J9 ;)# A933J R9/9 I>JO9-J9I >-K2 A933 J.JO9-J>2-4

E322I A933J R9/9 A2.-K9I L0 L322I A933 A2.-K9/ 4 )Q9- KQ90 R9/9 >-[9AK9I >-K2 KQ9 ;KQ =,==,/0 S,K O,I 2S

KQ9 !; EFGEDA =>A9 .-I9/ ,J9OK>A A2-I>K>2-

$

#

%

#"

:

A933J D=G

"

"

&

# =G S2/ 9,AQ =2.J9

%

4 )Q9/9 R9/9 :"

EFGEDA =>A9 >- KQ9 !-I O,/K4 )Q90 R9/9 I>P>I9I >-K2 KQ9 L3,-H ?/2.O

"

KQ9 =2I93 ?/2.O

"

32R

"

=>II39

"

Q>?Q

I2J9 MWN ?/2.OJ L0 /,-I2= I>?>K K,L39

"

#! >- 9,AQ ?/2.O4 )Q9 =2I93>-? =9KQ2I R,J KQ9 J,=9 ,J =9-

#

K>2-9I ,L2P94 +9I>A,K>2- R,J JK,/K9I S/2= KQ9 !-I I,0 2S >-2A.3,K>2-4 +>A9 >- 32R

"

=>II39

"

Q>?Q I2J9 MWN

?/2.OJ R9/9 ,I=>->JK9/9I R>KQ 7

&

#%

"

#"

&

!:

"

!"

&

7! ?DH? MWN A/.I9 I/.?J O9/ I,0 L0 ?,JK/2?,P,?9

"

2-A9

O9/ I,0 S2/ #; J.AA9JJ>P9 I,0J4 <].,3 P23.=9 2S -2/=,3 J,3>-9 R,J ,I=>->JK9/9I L0 ?,JK/2?,P,?9 K2

=>A9 >- KQ9 L3,-H ?/2.O ,-I KQ9 =2I93 ?/2.O4 Y>\ =>A9 R9/9 J,A/>S>A9I ,K I,0 #"

"

#;

"

#6

"

,-I !!

"

/9JO9A

#

K>P930 >- KQ9 #JK O,/K 2S KQ9 9\O9/>=9-K4 )Q9 O.3=2-,/0 =9K,JK,J>J R,J 2LJ9/P9I4 )Q9 Q>JK232?0 ,-I =>

#

A/2=2/OQ232?0 2S 3.-? K>JJ.9J R9/9 2LJ9/P9I .-I9/ 3>?QK =>A/2JA2O9 ,-I 939AK/2- =>A/2JA2O9DK/,-J=>J

#

J>2- 939AK/2- =>A/2JA2O0

$

)<+

%

>- KQ9 !-I O,/K 2S KQ9 9\O9/>=9-K4 )Q9 /93,K>P9 O.3=2-,/0 P,JA.3,/ O9/

#

=9,L>3>K0 R,J I9K9/=>-9I L0 <P,-J L3.94 )Q9 9SS9AK 2S MWN 2- KQ9 S2/=,K>2- 2S O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>

#

/2-=9-K R,J 2LJ9/P9I4 )Q9 39P93J 2S ,-?>2?9->-!

$

F-?OK!

%"

P,JA.3,/ 9-I2KQ93>,3 ?/2RKQ S,AK2/

$

1<TU

%"

(G: ,-I (G#!R9/9 I9K9AK9I L0 *9JK9/- L32K ,-I M9,3 K>=9 N&M4 M9J.3KJ

#

)Q9 O9/>2I S/2= I,0 " K2 I,0 #;

R,J A2-J>I9/9I K2 L9 KQ9 O/9

#

=9K,JK,K>A OQ,J94 &2=O,/9I R>KQ KQ9 =2I93 ?/2.O

"

J>?->S>A,-K >-Q>L>K>2- 2-

KQ9 K.=2/ R9>?QK ,-I K.=2/ P23.=9 R9/9 JQ2R- >- =>II39 ,-I Q>?Q I2J9 MWN ?/2.OJ

$

N V"

&

"7

"

N V"

&

"#

%

4

MWN I2J9

#

I9O9-I9-K30 >-Q>L>K9I KQ9 K.=2/ R9>?QK ,-I K.=2/ P23.=9

$

N V "

&

"7

"

N V "

&

"#

%

4 (-S>3K/,K>2- 2S

30=OQ2A0K9J 2AA.//9I >- KQ9 =2I93 ?/2.O ,-I KQ9 32R I2J9 MWN ?/2.O4 E.K KQ9/9 R,J -2 JK,K>JK>A,3 I>SS9/

#

9-A9 >- KQ9 =2/OQ232?0 2S 3.-? K>JJ.9 >- 3>?QK =>A/2JA2O>A /9J.3KJ L9KR99- =>II39DQ>?Q I2J9 MWN ?/2.OJ

,-I KQ9 L3,-H ?/2.O4 )Q9 O.3=2-,/0 L322I P9JJ93 -9K R,J A2-J>JK9I 2S A2-K>-.2.J30 I9-J930 A,O>33,/>9J 4

)Q9 JK/.AK./9 2S O.3=2-,/0 A,O>33,/>9J R,J -2/=,3 >- KQ9 L3,-H ?/2.O4 )Q9 L322I P9JJ93 R,33J R9/9 -2K

/9?.3,/ ,-I 9P9- >- KQ9 =2I93 ?/2.O

"

R>KQ 2LP>2.J30 I>JK9-I9I A,O>33,/>9J 4 FSK9/ K/9,K9I L0 MWN

"

KQ9 >-[./0

R,J >=O/2P9I

"

R>KQ -2/=,3 L,J>A =2/OQ232?0 2S L322I P9JJ93J 4 &2=O,/9I R>KQ KQ9 L3,-H ?/2.O

"

KQ9 9\.

#

I,K9 >- <P,-J L3.9 R,J 2LP>2.J30 >-A/9,J9I

"

O/2K9>- ,-I =M5F 9\O/9JJ>2-J 2S F-?OK!

"

1<TU

"

(G:

"

,-I

(G#!R9/9 >-A/9,J9I >- KQ9 =2I93 ?/2.O

$

N V"

&

"7

"

N V"

&

"#

%

4 &2=O,/9I R>KQ KQ9 =2I93 ?/2.O

"

KQ9 9\.

#

I,K9 >- <P,-J L3.9 R,J 2LP>2.J30 I9A/9,J9I >- 9,AQ WMN ?/2.O4 )Q9 /9I.AK>2- 2S KQ9 9\.I,K9 R,J I2J9

#

I9O9-I9-K30 R>KQ KQ9 I2J9 2S WMN

$

N V"

&

"#

%

4 N/2K9>- ,-I =M5F 9\O/9JJ>2-J 2S 1<TU >- KQ9 =>II39 I2J9

MWN ?/2.O

"

O/2K9>- ,-I =M5F 9\O/9JJ>2-J 2S F-?OK!

"

1<TU

"

(G:

"

,-I (G#!R9/9 I9A/9,J9I >- =>II39

,-I Q>?Q I2J9 MWN ?/2.OJ

$

N V"

&

"7

"

N V"

&

"#

%

4 N/2K9>- 9\O/9JJ>2-J 2S (G: R9/9 I9A/9,J9I >- KQ9 =>II39

I2J9 MWN ?/2.O

$

N V"

&

"#

%

4 &2-A3.J>2-J

#

MWN Q,I S,P2/,L39 /9?.3,K>2- >- KQ9 K.=2/ ?/2RKQ ,-I KQ9 S2/

#

=,K>2- 2S O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>/2-=9-K4 (K A2.3I O/2K9AK KQ9 >-K9?/>K0 2S P,JA.3,/ J0JK9=

"

>-Q>L>K KQ9

S2/=,K>2- 2S O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>/2-=9-K O2JJ>L30 KQ/2.?Q >-Q>L>K>-? KQ9 9\O/9JJ>2-J 2S F-?OK!

"

1<TU

"

(G:

"

,-I (G#!

"

,-I S>-,330 >-Q>L>K>-? KQ9 2AA.//9-A9 2S O.3=2-,/0 =9K,JK,J>J 2S L/9,JK A,-A9/4

^<W*CMBY

#

M.0>O>-?

&

L/9,JK A,-A9/

&

O.3=2-,/0 =9K,JK,J>J

&

O/9

#

=9K,JK,K>A =>A/29-P>/2-=9-K

$$乳腺癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤"据世界

卫生组织国际癌症研究中心$

(-K9/-,K>2-,3 F?9-A0

S2/ M9J9,/AQ 2- &,-A9/

"

(FM&

%统计"

!""6

年全

球乳腺癌新发病例为
#%6

万"死亡例数为
;:

万"占所

有女性恶性肿瘤死亡的
#%

!

$_

'

#

"

!

(

) 我国每年女性

乳腺癌发病
#:

!

8

万"是女性第
!

位最常见恶性肿瘤&

我国女性每年乳腺癌死亡约
;

!

7

万"是女性第
:

位最

常见的恶性肿瘤死亡原因'

%

(

) 根据第
%

次全国死亡

流行病学调查分析结果"乳腺癌的病死率在过去

%"

年上升了
8:_

"预计未来
#"

年无论发病率还是病

死率都将呈上升趋势'

;

(

)

肺转移是乳腺癌最为常见的远端脏器转移"也是

患者最主要的致死原因'

7

(

)

N,?9K Y

'

:

(的*种子 "土

壤+转移理论提出已经超过一个世纪"但到目前为止

肿瘤细胞转移到某一特定靶器官的具体机制还未完全

明朗) 近年来的研究显示肿瘤前转移微环境$

O/9

#

=9K,JK,K>A ->AQ9

%在肿瘤转移到特定器官过程中起

了重要的作用'

$

"

6

(

) 有关*前转移微环境学说+新的一
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#

系列证据表明在肿瘤细胞到达靶器官之前"肿瘤细胞

和靶器官微环境之间的就已经发生一系列相互作用"

原发灶肿瘤分泌各种各样的细胞因子,趋化因子招募

造血祖细胞,肿瘤相关巨噬细胞和骨髓来源细胞到肺

中"参与前转移微环境的形成'

8

"

#"

(

)

根据*痰毒瘀结+病机"课题组提出了*活血化瘀,

化痰软坚,清热解毒"截断扭转杜旁窜+的指导原则防

治乳腺癌肺转移"拟订了基于痰毒瘀结病机和散结解

毒治则的乳移平) 建立乳腺癌前转移动物模型"观察

乳移平对肺前转移微环境的调控作用"进一步从分子

水平探讨其调控机制"从而为中医药预防乳腺癌肺转

移提供有意义的指导)

材料与方法

#

$动物$健康雌性
YNU

级
EFGEDA

小鼠"

; `:

周龄"体重
#$ `!! ?

"购自施莱克动物实验动物中心"

饲养于
YNU

级条件下) 许可证号#

Y&a^

$沪%

!"#!

"

"""!

"合格证号#

!""$"""7:"$66

)

!

$细胞及药物$小鼠肺高转移乳腺癌
;)#

细胞"

购于上海中科院细胞研究所) 乳移平#山慈菇
#! ?

$莪

术
#! ?

$露蜂房
#! ?

$生薏苡仁
#! ?

$八月札
8 ?

)

山慈菇购自上海华宇药业有限公司"莪术,蜂房$露蜂

房%,生薏苡仁$薏苡仁%购自上海康桥中药饮片"八月札

$预知子%购自上海虹桥中药饮片有限公司) 乳移平水

煎"浓缩至
! ?D=G

"

;

&保存)

%

$试剂与仪器$胎牛血清$购自杭州四季青生

物工程材料有限公司%) 青霉素,链霉素$美国
)Q9/

#

=2 U>JQ9/ Y&(<5)(U(&

公司%) 苏木精伊红染色试

剂盒$

&"#"7

"碧云天生物科技有限公司%) 依文思蓝

$

<!#!8

"

#T

"上海前尘生物科技有限公司%) 总蛋白

裂解液$

N""#%

"碧云天生物科技有限公司%) 蛋白浓

度测定试剂盒 $

7""

"

""":

"美国
E>2

#

M,I

公司%)

F-K>

#

F-?OK!

$

,L6;7!

%,

,-K>

#

1<TU

$

,L:8;$8

%,

,-K>

#

(G:

$

,L$$%$

%,

,-K>

#

(G#!

$

,L8$!!

% 和
,-K>

#

!

#

,AK>-

$

,L6!!:

% 购自
FLA,=

公司)

(MB09 6""

二抗

$

8!:

"

%!!##

和
8!:

"

%!!#"

%购自美国
G(

#

&CM

公

司)

)/>b23 M9?9-K

$

#778:"!:

"美国
(-P>K/2?9-

公

司 %)

N/>=9YA/>OK

)+

M) /9,?9-K ^>K

试 剂 盒

$

MM"%:F

% 和
YWEM

"

N/9=>\ <\ ),]

)+ 试剂盒

$

MM;!"c

%购自
),H,/,

公司) 引物$上海皓嘉科技

发展有限公司%) 正置显微镜 $

Ea;%

"

C30=O.J

%)

NQ>3>O

透射电镜$

)9A-,> #!

"荷兰菲利浦公司%)

CI

#

0JJ90

红外荧光成像系统$

G(

#

&CM E>2JA>9-A9J

公

司%) 核酸蛋白分析仪$

BX6""

"美国贝克曼库尔特公

司%) 实时荧光定量
N&M

仪 $

MT

#

%"""F

"

&2/L9KK

M9J9,/AQ

公司%)

;

$细胞培养$细胞在
#:;"

培养液中含
#"_

胎

牛血清"

#"" XD=G

青霉素和
#"" #?D=G

链霉素"

%$

&,

7_ &C

!

以及饱和湿度下进行培养)

7

$造模,分组及给药方法

动物实验分两部分"第一部分是乳腺癌前转移时

间的确定"第二部分是乳移平对前转移微环境的影响)

第一部分实验
!;

只
EFGEDA

小鼠"取对数生长期
;)#

细胞配成细胞悬液"血细胞计数板计数"细胞浓度调

#

%

#"

:细胞
D=G

"无菌条件下接种于
!;

只
EFGEDA

小

鼠胸壁右侧第四乳头的脂肪垫上"每只
"

!

# =G

'

##

(

)

第二部分动物实验
:"

只
EFGEDA

小鼠"采用随机数

字表法分成
7

组"分别为空白组,模型组,乳移平低,

中,高剂量组"每组
#!

只) 造模方法同上"各组于接种

次日开始给药) 按人鼠等效剂量'

#!

(换算"乳移平低剂

量组
7

!

#% ?D

$

H?

!

I

%生药量$

"

!

7

倍等效剂量%"乳移

平中剂量组
#"

!

!: ?D

$

H?

!

I

%生药量$

#

倍等效剂

量%"乳移平高剂量组
!"

!

7! ?D

$

H?

!

I

%生药量$

!

倍

等效剂量%"每天给药
#

次"连续
#;

天) 空白组和模

型组等体积生理盐水灌饲)

:

$乳腺癌前转移时间确定$实验第一部分每天

观察肿瘤的生长情况) 分别于接种后
#"

,

#;

,

#6

,

!!

天"脱颈处死
:

只"剥离肺组织"

E2.>-

'

J

液$苦味

酸饱和液
$7 =G

"

;"_

甲醛
!7 =G

"冰醋酸
7 =G

%固

定
!; Q

"观察肺转移情况)

$

$乳移平对前转移微环境的影响$给药结束后"

取空白组,模型组,乳移平组小鼠各
:

只"尾静脉注射

!" =?DH?

依文思蓝"

%" =>-

后脱颈处死开胸取部分

左肺和肿瘤"肿瘤用于称重和测量"肺脏用于肺血管通

透性检测实验) 每组剩余的
:

只小鼠脱颈处死"摘取

肿瘤和肺脏"肿瘤用于称重和测量"肺脏用于前转移肺

形态观察及分子生物学实验)

$

!

#

$肿瘤生长情况检测$电子天平称量瘤重"

游标卡尺测量瘤长短径"根据公式
1 d#D!,L

!

$

,

为长

径"

L

为短径%"计算瘤体积)

$

!

!

$光镜观察乳移平对前转移肺形态的影响$

取部分肺组织"置于
;_

多聚甲醛中固定"逐级脱水"

石蜡包埋"切
7 #=

薄片"苏木精伊红染色试剂盒染色

后在光镜下观察)

$

!

%

$透射电镜观察乳移平对前转移肺血管形

态的影响$取部分肺组织"置于
%_

戊二醛中固定"

;

&保存"按照透射电镜样品制备程序制成超薄切

片"电子染色后在透射电镜下观察$上海中医药大学
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!

#

! !'###!

透射电镜室%) 透射电镜样品制备程序#

!_

戊二醛

前固定"

#_

锇酸后固定"漂洗后不同浓度的乙醇逐

级脱水"环氧丙烷置换"环氧树脂
:#6

浸透"包埋"切

"

!

7 #=

薄片"枸橼酸铅电子染色后用透射电镜观察

并拍照)

$

!

;

$乳移平对前转移微环境中肺血管通透性影

响$吸干肺组织表面水分及血液"按
#"" =?

肺
D% =G

甲酰胺的比例浸泡于甲酰胺溶液中"

:"

&抽提
!; Q

"

# """ / D=>-

离心
7 =>-

"取上清液"

:!" -=

测吸光度

值"根据依文思蓝的标准曲线计算各组小鼠肺组织中

依文思蓝的渗出量)

$

!

7

$乳移平对前转移微环境中血管生成素$

,-

#

?>2?9->-

"

F-?OK

%

!

,血管内皮生长因子 $

P,JA.3,/

9-I2KQ93>,3 ?/2RKQ S,AK2/

"

1<TU

%,白介素 $

(-K9/

#

39.H>-

"

(G

%#

:

和
(G

#

#!

蛋白表达检测$取部分肺组织

研磨"用总蛋白裂解液抽提总蛋白"蛋白浓度测定试剂

盒进行蛋白定量) 抽提的总蛋白于
#""

&水浴

#" =>-

使其充分变性"取
#" #?

样品上样于
#"_

YBY

#

NFT<

胶"

6" 1 !" =>-

更换电压到
#!" 1

"直到

溴酚蓝跑到胶的底部) 恒流
%7" =F

"

# `! Q

$根据蛋

白分子量的大小%转移到硝酸纤维素膜上) 将该膜浸

于含
7_

脱脂奶粉中封闭
# Q

"之后一抗用封闭液按照

#

(

# """

稀释$

,-K>

#

F-?OK!

,

,-K>

#

1<TU

,

,-K>

#

(G:

,

,-

#

K>

#

(G#!

,

,-K>

#

!

#

,AK>-

%"孵育过夜)

NEY)

洗膜后"将

(MB09 6""

二抗用封闭液按照
#

(

7""

稀释"孵育
# Q

)

红外荧光成像系统扫描并分析数据)

$

!

:

$乳移平对前转移微环境中
F-?OK!

,

1<TU

,

(G

#

:

和
(G

#

#!=M5F

表达的影响$取部分肺组织研

磨"加入
)/>b23

"用酚"氯仿法抽提总
M5F

"并用核酸

蛋白分析仪测定
CB

!:"

及
CB

!6"

值"分析其纯度"同时

进行定量)

逆转录按照
),H,/,

公司提供的
N/>=9YA/>OK

)+

M) /9,?9-K ^>K

试剂盒说明书操作"逆转录体系#

7

%

N/>=9YA/>OK

)+

E.SS9/ ! #G

"

N/>=9YA/>OK

)+

M) <-

#

b0=9 +>\ ( "

!

7 #G

"

C3>?2 I) N/>=9/

$

7" #=23DG

%

"

!

7 #G

"

M,-I2= : =9/J

$

#"" #=23DG

%

"

!

7 #G

"总

M5F !"" -?

"并补加
M5,J9 U/99 IZ

!

C

至
#" #G

充

分混合&逆转录条件#

%$

&逆转录
#7 =>-

"

67

&逆转

录酶灭活
7 J

" "

!"

&保存
AB5F

)

实时荧光定量
N&M

按照
),H,/,

公司提供的

YWEM

"

N/9=>\ <\ ),]

)+试剂盒说明书进行操作"扩

增体系#

YWEM

"

N/9=>\ <\ ),]

)+

#" #G

"

N&M U2/

#

R,/I N/>=9/

$

#" #=23DG

%

# #G

"

N&M M9P9/J9

N/>=9/

$

#" #=23DG

%

# #G

"

B5F

模板
# #G

"

IZ

!

C

至

!" #G

充分混合&

N&M

反应条件#

87

&预变性
#7 J

"

87

&变性
7 J

"

:"

&退火
!" J

"

$!

&延伸
!" J

"循环

;"

次)

N&M

扩增用引物序列采用
N/>=9/ 7

!

"

进行

设 计" 引 物 序 列
1<TU

#

7

'#

TFTFTFTT&

#

&TFFT)&&)))

#

%

'"

7

'#

))TTFF&&TT&F)&))

#

)F)&

#

%

'" 产物长度
#:% LO

&

F-?OK!

#

7

'#

)&F

#

TFFT&FT&FT&F)TF&&)F

#

%

'"

7

'#

T&F&FT)&

)&)TFFTT)TT)))T

#

%

'" 产物长度
#!% LO

&

(G

#

:

#

7

'#

&&)&)&)T&FFTFTF&))&&F)

#

%

'"

7

'#

FT)&)

&&)&)&&TTF&))T)

#

%

'" 产物长度
##" LO

&

(G

#

#!

#

7

'#

&FTTF)TFTTF&F)TFT&F&&

#

%

'&

7

'#

&)&)T&FTF&)&FFF&)&&F&

#

%

'" 产物长度
#7%

LO

&

TFNBZ

#

7

'#

FFF)TT)TFFTT)&TT)T)

#

TFF&

#

%

'"

7

'#

&FF&FF)&)&&F&)))T&&F&)T

#

%

'" 产物长度
8" LO

)

采用
&K

值计算基因表达情况'

#%

(

)

!

"

!!&K

#反映

药物处理组的某一待测基因相对于空白对照组的基因

表达变化情况)

!&K d &K待测基因 "

&K

TFNBZ

)

!!&K d

!&K处理组 "

!&K对照组)

6

$统计学方法$采用
YNYY #6

!

"

统计软件进

行数据处理"结果均以
\

)

J

表示"组间差异用单因素

方差分析"组间两两比较用
Y5^

检验"实验重复
%

次

或
%

次以上"

N V"

!

"7

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$乳腺癌前转移模型建模时间的确定$接种

#"

,

#;

天
:

只小鼠均未见肺转移灶"

#6

天发现
#

只有

肺转移灶"另外
7

只未见明显肺转移灶"

!!

天发现

;

只小鼠有肺转移灶"另外
!

只未见明显肺转移灶)

根据实验结果"肺转移还未发生的乳腺癌前转移时期

的建模时间定为
#;

天)

!

$肿瘤生长结果比较$图
#

%$接种
#;

天后"接

种部位出现肿瘤结节"呈圆形,椭圆形或分叶状生长"

质地较硬) 与模型组比较"乳移平中,高剂量组对瘤

重,瘤体积都有显著的抑制作用 $

N V "

!

"7

"

N V

"

!

"#

%"而低剂量组对瘤重和瘤体积没有明显作用

$

N e"

!

"7

%) 乳移平对肿瘤的重量和体积的抑制作用

随着乳移平剂量的增加而增加"呈现明显的剂量依赖

关系$

N V"

!

"7

"

N V"

!

"#

%)

%

$乳移平对前转移肺血管形态学影响

%

!

#

$光镜观察结果$图
!

%$模型组$图
!E

%与

乳移平低剂量组$图
!&

%都有淋巴细胞侵润$黑色箭

头%的发生"而乳移平中,高剂量组光镜结果发现肺组

织形态$图
!B

,

!<

%与空白组无区别)
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!

#

%

!

!

$透射电镜观察结果$图
%

%$肺部的血管网

是由连续的,密集的毛细血管组成) 空白组肺脏毛细

血管结构正常$图
%F

%) 模型组血管壁不像空白组平

整,规则"毛细血管扩张明显"表明血管已经损伤$图

%E

%) 乳移平给药后"血管的损伤情况得到改善"血管

形态基本和正常组无异$图
%&

%)

$$注#与模型组比较"

"

N V "

!

"7

"

""

N V "

!

"#

&与乳移平低剂量组比较"

!

N V "

!

"7

"

!!

N V

"

!

"#

&

F

#乳移平对瘤重的影响&

E

#乳移平对瘤体积的影响

图
#

#乳移平对肿瘤生长的影响$

- d8

%

图
!

#各组光镜观察结果#$ %

;""

%

$$

F

#空白组&

E

#模型组&

&

#乳移平高剂量组

图
%

#各组透射电镜观察结果#$ %

## 7""

%
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#

! ')###!

$$

;

$乳移平对前转移微环境中肺血管通透性影响

$图
;

%$与空白组比较"模型组肺组织中依文思蓝渗

$$注#与空白组比较"

"

N V"

!

"#

&与模型组比较"

!

N V "

!

"#

&

与乳移平低剂量组比较"

#

N V "

!

"#

&与乳移平中剂量组比

较"

$

N V"

!

"#

图
;

#乳移平对前转移微环境中肺血管

通透性影响$$

- d:

%

出量明显增加$

N V"

!

"#

%) 与模型组比较"乳移平各

剂量组依文思蓝的渗出量均显著降低"且中药剂量越

高"降低越明显"呈现剂量依赖关系$

N V"

!

"#

%)

7

$乳移平对肺前转移微环境中
F-?OK!

,

1<TU

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

蛋白及
=M5F

表达的影响$图
7

和图
:

%$

与空白组比较"模型组
F-?OK!

,

1<TU

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

的

蛋白及
=M5F

表达明显升高"差异有统计学意义

$

N V"

!

"7

"

N V"

!

"#

%) 与模型组比较"乳移平中剂量

组
1<TU

,乳移平高剂量组
F-?OK!

,

1<TU

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

蛋白及
=M5F

表达明显降低 $

N V "

!

"7

"

N V

"

!

"#

%"乳移平中剂量组
(G

#

:

蛋白表达降低 $

N V

"

!

"#

%

讨$$论

肿瘤转移是一个极其复杂的过程"它包括肿瘤细

胞从原位脱落,扩散到临近组织"侵入基底膜"进入循

环系统"在另一个靶器官存活并最终形成转移瘤) 在

转移过程中"肿瘤和微环境都时时刻刻相互影响'

#;

(

)

$$注#

F

#

*9JK9/- L32K

条带图&

E

#

F-?OK!

,

1<TU

蛋白表达示意图&

&

#

(G

#

:

,
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从中医学角度来看"肿瘤转移必须具备两个条件#一是

癌症的邪气盛"邪气盛最主要的因素是癌毒毒力和瘀

血阻滞&二是被转移的器官正气虚"*最虚之处"便是

客邪之地+"正气虚的部位就建立了前转移微环境)

癌毒内积日久伤及脏腑功能"导致津液不得正常输布

代谢"滞留体内"凝聚而为痰"形成痰毒交结&余毒内

积"阻滞气机"气不行血"血脉凝滞为瘀) 痰瘀同源"相

互影响"易凝聚成毒"痰滞体内"血行受阻"而成瘀血&

瘀血乃有形之物"易滞气机"阻滞络道"致络中之津不

能渗出脉外"络外之津亦不能入于脉中"而津液聚积化

生痰浊"痰瘀互结"郁久腐化"久则凝聚成毒) 痰,毒,

瘀三邪相互影响"形成痰瘀毒相互交结"促进了乳腺癌

的发展) 前转移微环境是癌毒扩散和转移的适宜土壤

与环境"*稽留而不去"息而成积也+"癌毒在沿经脉,

络脉播散过程中"为诸邪所阻于*最虚+之地"气血失

和"痰瘀毒聚"即可形成转移瘤)

乳移平全方由
7

味药组成"方中以山慈菇,蜂房共

为君药"二者抗癌散结力强"且兼具*以毒攻毒+之意"

同时蜂房还具有温肾的作用&以莪术为臣药"破瘀攻

积"共奏消瘤散结之效&再以生薏苡仁,八月札为佐使"

化痰理气"健脾疏肝"既能消积化痞"又使全方祛邪而

不伤正"更好的发挥散结解毒之功) 前期研究发现基

于痰毒瘀结病机和散结解毒治则的临床有效方剂乳移

平能抑制乳腺癌肺转移'

#7

"

#$

(

"但乳移平对前转移微

环境的影响还不得而知"有待深入研究) 了解原位瘤

如何推进肺前转移微环境的形成,乳移平如何阻断这

个过程"不仅能为今后恶性肿瘤的临床和基础研究提

供可靠的参考依据"同时也为乳腺癌肺转移的中医药

预防和治疗提供新思路)

血管渗透性的增加和炎性信号通路激活是肺前转

移微环境形成的代表性起始事件'

#6

"

#8

(

) 本实验发现

与正常小鼠比较"

;)#

荷瘤鼠肺血管渗透性增加"毛细

血管腔扩张"且前转移肺组织中发生淋巴细胞浸润的

情况) 在炎症初期"炎症因子的激活会引发血管扩张"

血管壁通透性升高'

!"

(

) 因此"笔者认为在前转移时

期"炎症反应和炎症引起的血管高渗奠定了肺微环境

异常的基础)

乳移平作为临床有效抗乳腺癌复发转移药物"不

仅在抑制乳腺癌原位瘤生长上有很好的疗效"同时它

又能够有效地改善前转移微环境的异常改变) 乳移平

对肿瘤的生长抑制以及对微环境的改善作用同样可以

用现代药理学的研究结果来解释"方中的山慈菇主要

有效成分秋水仙碱"在临床上用于抗肿瘤治疗已有悠

久的历史'

!#

(

) 莪术的主要有效成分莪术油的抗肿瘤

作用也不容小觑'

!!

(

"但是莪术油属于挥发油类成分"

在莪术水煎液中含量不多"因此笔者认为乳移平方药

中起主要抗肿瘤作用的还是山慈菇) 除此之外"现代

药理学研究也证实山慈菇,莪术和露蜂房都有很好的

消炎作用'

!%

(

"它们共同改善前转移时期的肺部炎症)

大量文献证实"肿瘤衍生因子"包括
F-?OK!

,

1<TU

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

在前转移微环境形成和肿瘤转移过程都有重

要作用)

(G

#

:

和
(G

#

#!

是重要的炎症调节因子"这两个蛋

白也与肿瘤的生长转移有关)

(G

#

:

控制肿瘤细胞的形态

变化"参与上皮"间质转化"影响肿瘤细胞的迁移与侵

袭'

!;

(

)

(G

#

#!

是
(G

#

#

家族中最重要的成员之一"它介导

了炎症的重要过程"同时它也是炎症微环境里的重要成

分之一"与多种肿瘤的发生,发展,侵袭,转移密切相

关'

!7

(

)

F-?OK!

是由血管内皮分泌的血管原性生长因

子"在血管新生,血管重塑中异常高表达) 在
1<TU

的存

在下"

F-?OK!

促肿瘤血管新生能力更强)

F-?OK!

同时

也在前转移微环境的形成中发挥重要作用'

#"

(

) 因此"

1<TU

,

F-?OK!

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

统称为前转移因子)

本实验结果表明"在
;)#

乳腺癌细胞建立的前转

移小鼠模型中"

1<TU

,

F-?OK!

,

(G

#

:

,

(G

#

#!

蛋白表达

和基因转录增强) 采用乳移平给药干预后"以上
;

个

因子的表达都有不同程度的下降"特别是高剂量组下

降最明显"存在浓度依赖性) 因此"笔者推测乳移平阻

碍前转移微环境形成的潜在分子机制是通过抑制前转

移因子的表达)

在实验中发现的前转移微环境中淋巴细胞浸润"

到底是哪种类型的淋巴细胞- 如何对其相应表面标志

物进行检测- 这些微环境中的淋巴细胞是否会分泌细

胞因子或趋化因子"诱导肿瘤的发展- 这些都不得而

知"有待本课题组进一步深入研究)
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