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双黄升白颗粒对荷瘤鼠化疗骨髓抑制期

*IJ

信号通路的调控作用

王立芳$徐振晔$司海龙$王中奇$邓海滨$苏$婉

摘要$目的$探讨双黄升白颗粒对荷瘤鼠化疗骨髓抑制期
*IJ

信号通路的调控作用! 方法$采用

=-KCL

肺癌荷瘤鼠腹腔注射环磷酰"

F2F54MN4LMN1BCO-

#

&)P

$胺造成化疗骨髓抑制模型#用双黄升白颗粒

干预治疗#常规计数白细胞%红细胞%血小板数量和肿瘤质量#流式细胞法检测骨髓造血干细胞比例"

QF1

%

&?%<

双阳性细胞$#实时荧光定量
R&;

"

,S

"

R&;

$法检测
*IJ

信号通路主要基因"

*IJ

%

!

"

F1J-ICI

%

,/CTT

"

J-O

%

?QU

%

VQW%

$

B;7X

的表达! 结果$治疗组白细胞数量%造血干细胞比例均高于模型组"

R Y"

!

"@

$#

*IJ

%

!

"

F1J-ICI

%

,/CTTJ-O

%

?QU

%

VQW% B;7X

在骨髓中的表达高于模型组"

R Y "

!

"@

$#

*IJ

%
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F1J-ICI

%

,/CTTJ-O

%

?QU B;7X

在肿瘤中的表达则低于模型组"

R Y "

!

"@

$&各组红细胞%血小板%肿瘤质量%

VQW%

B;7X

在肿瘤中的表达差异无统计学意义"

R Z"

!
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$! 结论$双黄升白颗粒治疗骨髓抑制的作用机制与

调控
*IJ

信号通路有关#且该调控作用具有双重特性#即在上调骨髓
*IJ

信号通路主要基因表达同时抑制

肿瘤中部分基因表达!

关键词$双黄升白颗粒&

*IJ

信号&骨髓抑制

A[[-FJ 4[ QN01I\N01I\ QN-I\.1C V/1I05- 4I *IJ QC\I15 )/1ILO0FJC4I R1JNK12 CI )0B4/
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$
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"
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$$骨髓抑制是肿瘤化疗常见毒副反应"主要表现为

外周血细胞$尤其是白细胞%降低' 双黄升白颗粒来

源于上海市名中医徐振晔教授的临床经验方药"用于

治疗肿瘤化疗骨髓抑制疗效良好(

#

"

!

)

"前期研究表明

该药对于细胞生长具有双重调控作用(

%

#

@

)

"本实验在

前期研究基础上从
*IJ

信号通路调控角度对其双重

调控作用进行进一步分析探讨'

材料与方法

#

$动物$

QR,

级近交系
&@$`=H9'

小鼠"购自

上海斯莱克实验动物有限公司"动物合格证号#

Q&PW

$沪%

!"#!

#

"""#

"

QR,

级"雄性"

!" \

左右"饲养于

上海中医药大学附属龙华医院
QR,

级饲养室'

=-KCL

肺癌细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资

源中心'

!

$药物$双黄升白颗粒由生黄芪*黄精*天花粉*

骨碎补*女贞子等组成"上海中医药大学附属龙华医院

中药房提供$沪卫药剂
QD9

"

5"#

%"蒸馏水溶解"每毫升

含生药
! \

' 注射用
&)P

#

"

!

! \H

支"江苏恒瑞医药股

份有限公司生产"批号#

#%"@!<!@

'

%

$试剂与仪器$

F?7X

合成试剂盒*荧光定量

R&;

试剂盒由
`C45CI-

公司生产' 引物探针由上海捷

瑞生物工程公司合成' 旋涡振荡器 $

34/J-b

"

P*

"

8"X

"上海青浦泸西仪器厂%' 干式恒温器$

W#"&?

"

杭州蓝焰科技有限公司%' 冷藏冰箱$

`?&

"

!8"-

"湖

南长沙伊来克斯电器公司%' 低温冷冻离心机$

#

#

#@c%W#@

"美国
QC\B1

公司%' 生物安全柜 $

)>RA

`!

"美国
QC\B1

公司%' 紫外杀毒车$

:P&

型"上海

跃 进 医 用 光 学 器 械 厂 %'

;-15

"

JCB-

检 测 仪

$

$@""Q-^0-IF- ?-J-FJC4I Q2LJ-B

"

X`(

"

$@""

"美

国
X`(

公司%' 倒置式系统显微镜$

(P$"

"

G52BM0L

公司%"流式细胞仪
,X&Q &15C.0/

$

`?

公司%'

<

$模型制作及分组用药$

=-KCL

肺癌的种鼠无

菌条件下剥离瘤块"制成匀浆"调整至细胞数量
#

%

#"

$

H=

"

"

!

! B=H

只接种于小鼠腋下(

9

)

' 待肿瘤生长至

可触摸到时选择肿瘤大小相似的荷瘤鼠随机分为治疗

组*模型组*空白组"另设模拟接种与模拟治疗的正常

组"每组
8

只' 治疗组腹腔注射
&)P

(

$

)

"每日
! B=

"

相当于每日
#"" B\Hc\

"连续
%

日&灌服双黄升白颗

粒溶液"每日
"

!

< B=

"相当于每日生药
<" \Hc\

"连续

9

日' 模型组腹腔注
&)P

用法同治疗组&灌服生理盐

水"每日
"

!

< B=

"连续
9

日' 空白组与正常组腹腔注

射生理盐水
! B=

"连续
%

日&每日灌服生理盐水

"

!

< B=

"连续
9

日' 各组分别于最后
#

日用药后
! N

摘眼球采血"颈椎脱臼处死"无菌无
;7X

酶条件下迅

速剥取肿瘤及股骨'

@

$检测指标与方法

@

!

#

$血常规$血液
A?)X

抗凝"自动血检测仪

检测白细胞$

*`&

%*血小板$

R=)

%*红细胞$

;`&

%

数量'

@

!

!

$骨髓有核细胞数$

`+7&

%$以
R`Q

液反

复冲洗骨髓腔"直至骨髓腔发白"加入红细胞裂解液"

去除红细胞"

R`Q

洗后重新悬浮为
# B=

"取
"

!

# B=

细胞计数板显微镜下计数有细胞核的细胞数量"计数

所得的
#"

倍即为单侧股骨总有核细胞数'

@

!

%

$肿瘤质量$小鼠处死后剥取肿瘤"电子天

平称重'

@

!

<

$骨髓造血干细胞$

QF1

"

#

*

&?%<

为小鼠造

血干细胞主要标志"本研究检测骨髓
QF1

"

#

d

&?%<

d

细胞以比较造血干细胞数量"吸取
#"" "=

细胞悬液

$细胞浓度
!#

%

#"

9个
HB=

%"分别加入
#" "= QF1

"

#

抗体和
&?%<

抗体"避光孵育
!" BCI

"溶红细胞处理

仪机洗后"重新悬浮"上流式细胞仪检测'

@

!

@

$

*IJ

信号通路主要基因表达$

*IJ

*

!

"

F1J-

"

ICI

*

,/CTTJ-O

*

?QU

*

VQW%

% $以
,S

"

R&;

法检测

*IJ

信号通路中
*IJ

*

!

"

F1J-ICI

*

,/CTTJ-O

*

?QU

*

VQW% B;7X

的表达' 引物序列及
R&;

产物大小#

引物序列查询及引物合成由上海捷瑞生物工程公司完

成"引物设计软件为
R/CB-/@

"纯化方式为
RXVA

"内

参
VXR?U

' 引物序列见表
#

'

分别将骨髓细胞与肿瘤组织置于研磨器$

#

!

@ B=

AR

管%中加入
# B=

预冷的
)/CT45

研磨"常规进行

B;7X

抽提&

F?7X

第一链合成$反应条件#

<@

&&

%" BCI

逆转录&

8@

&"

@ BCI 6

灭活
++=3

%"#

!"

&冰

表
#

$

R&;

引物基因序列

基因 上游引物 下游引物 产物$

.M

%

VXR?U @

'"

XX&)))VV&X))V)VVXXVV

"

%

'

@

'"

VVX)V&XVVVX)VX)V))&)

"

%

'

#%!

*IJ @

'"

&V)V))VVX)V))&XXX)V&

"

%

'

@

'"

)V)&&&XXXXVVX&)VXXVV

"

%

'

#9%

!

"

F1J-ICI @

'"

V&))&)VVV))&&VX)VX)X

"

%

'

@

'"

)VV&X&X&&X)&X)&))V))

"

%

'

DD

,/CTTJ-O @

'"

&)V&&&&X)&XXVX)V))&)

"

%

'

@

'"

VXX&)V))&)&&V&)V))&&)

"

%

'

#@#

?QU @

'"

)&&XXXV&)&X&X)&&X&)V

"

%

'

@

'"

VVVX&V)XXV)&&))&X&&X

"

%

'

#%!

VQW%

$

@

'"

&XV)VV)V)VVX)&XV))VV

"

%

'

@

'"

&&XXVVX)V)V&&))VX)))

"

%

'

#9%
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箱"保存"待用"

;-15

"

JCB- R&;

检测"

R&;

扩增检测

条件# $

#

%预变性#

D@

&"

@ BCI

& $

!

%变性#

D@

&

#@ BCI

"

9"

&

#@ BCI

"

<"

循环' 数据采用仪器自带

软件
X`( R/CLB $@"" Q?Q Q4[JK1/-

分析'

B;7X

相对表达量
e !

#

#&J

%

#""f

'

#&J e

目标基因
&J

值

#内参$

VXR?U

%

&J

值'

9

$统计学方法$采用
QRQQ !"

!

"

统计软件进行相

关数据统计分析"实验各组数据以
b

(

L

表示"各组均数

间比较以单因素方差分析"若方差不齐则用
?0II-JJ

'

L)%

校正检验分析'

R Y"

!

"@

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组荷瘤鼠
*`&

*

;`&

*

R=)

测定结果比较

$表
!

%$模型组应用
&)P

造模后
*`&

较正常组与

空白组明显下降$

R Y"

!

"@

%"但治疗组
*`&

高于模

型组$

R Y"

!

"@

%' 各组
;`&

与
R=)

比较"差异均无

统计学意义$

R Z"

!

"@

%'

表
!

$各组荷瘤鼠
*`&

*

;`&

及
R=)

测定结果比较 $$

b

(

L

%

组别
I

*`&

$ %

#"

D

H=

%

;`&

$ %

#"

#!

H=

%

R=)

$ %

#"

D

H=

%

治疗
8

%

)

%#

(

"

)

$9

"

D

)

!@

(

#

)

!% D$9

)

<D

(

#@!

)

!$

模型
8

#

)

DD

(

"

)

$D

#$

8

)

<!

(

#

)

<9 D"8

)

8@

(

#"<

)

!!

空白
8 9

)

9"

(

#

)

!# D

)

@D

(

#

)

@9 # "#<

)

@"

(

#!8

)

D@

正常
8 9

)

@!

(

#

)

"" 8

)

DD

(

#

)

@D # "@@

)

#8

(

DD

)

#$

$$注#与空白组比较"

#

R Y "

!

"@

&与正常组比较"

$

R Y "

!

"@

&与模型

组比较"

"

R Y"

!

"@

&下表同

!

$各组荷瘤鼠
`+7&

比较$表
%

%$模型组应用

&)P

造模后
`+7&

较正常组与空白组明显下降$

R Y

"

!

"@

%"治疗组
`+7&

高于模型组$

R Y"

!

"@

%'

表
%

$各组荷瘤鼠
`+7&

比较 $$

b

(

L

%

组别
I

`+7&

$ %

#"

$

H

股骨%

治疗
8

"

)

$9

(

"

)

#!

"

模型
8

"

)

<@

(

"
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%' 治疗组瘤重$
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"略低于模型组"

但差异无统计学意义$

R Z"

!

"@

%'

<

$各组荷瘤鼠
QF1

"

#

d

&?%<

d细胞率比较$表

<

%$空白组与正常组比较"差异无统计学意义$
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@

"图
#

*

!

%$骨

髓中各基因表达#正常组与空白组比较各基因表达差
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讨$$论

双黄升白颗粒主要用于治疗肿瘤化疗骨髓抑制"

是建立在中医辨证论治基础上的名中医经验方药"组

方以补肾生髓为主' 骨髓属于中医学+髓,的范畴"

-内经.指出+盖髓者"肾精所生"精足则髓足,"+骨髓

坚固"气血皆从,&-类经.指出#+肾之精液入心化赤而

为血,' 因而"肾精充足"然后才能+气血皆从,&反之"

肾精不足"骨髓枯竭"则气血生化乏源' 现代实验也证

实了补肾生髓可从多方面发挥作用"影响造血(

8

"

D

)

'

因而"在骨髓抑制的治疗中"补血为治其标"更重要的

是补肾生髓以治其本'

表
@

$各组荷瘤鼠骨髓及肿瘤中
*IJ

*

!

"

F1J-ICI

*

,/CTTJ-O

*

?QU

*

VQW% B;7X

表达比较$$

f

"

b

(

L

%

组别
I

*IJ B;7X

骨髓 肿瘤

!

"

F1J-ICI B;7X

骨髓 肿瘤

,/CTTJ-O B;7X

骨髓 肿瘤

?QU B;7X

骨髓 肿瘤

VQW% B;7X

骨髓 肿瘤

治疗
8

%

)

@@

(

"

)

8%

"

!

)

<#

(

"

)

<<

"

<

)

D!

(

"

)

D<

"

#

)

##

(

"

)

%9

"

%

)

8%

(

"

)

8%

"

"

)

<"

(

"

)

#9

"

!

)

!!

(

"

)

@"

"

"

)

99

(

"

)

"D

"

%

)

!"

(

#

)

#D

"

#

)

$"

(

"

)

$$

模型
8

#

)

$D

(

"

)

89

$#

<

)

$<

(

"

)

9$

#

%

)

$D

(

"

)

<@

$#

<

)

"#

(

#

)

<#

#

!

)

9#

(

"

)

$"

#

)

@"

(

"

)

<#

#

#

)

!$

(

"

)

@" "

)

8%

(

"

)

!@ "

)

D$

(

"

)

9! %

)

9@

(

!

)

<!

空白
8 "

)

D!

(

"

)

%# #

)

@@

(

"

)

@$ !

)

9"

(

#

)

#$ "

)

<%

(

"

)

#D !

)

<D

(

"

)

98 "

)

!<

(

"

)

#! #

)

%!

(

"

)

%9 "

)

$#

(

"

)

!9 #

)

9$

(

"

)

9# %

)

9!

(

#

)

#9

正常
8 "

)

$8

(

"

)

@% H !

)

<%

(

"

)

$8 H !

)

"%

(

"

)

D# H #

)

%"

(

"

)

%D H "

)

8D

(

"

)

%8 H



中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3456 %$

"

74

!

!

!!"($$!

图
#

$各组荷瘤鼠骨髓组织
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F1J-ICI

*

,/CTTJ-O
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?QU

*

VQW% B;7X

扩增曲线

图
!

$各组荷瘤鼠肿瘤组织
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F1J-ICI

*

,/CTTJ-O
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?QU

*
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扩增曲线

$$双黄升白颗粒前期研究
!"

余年"具有良好的临

床疗效"前期研究发现"该药能促进骨髓造血干细胞的

增殖与分化"具有改善造血微环境的作用(

@

)

&本研究

同样也显示了双黄升白颗粒能促进荷瘤鼠化疗骨髓抑

制期造血干细胞增殖*提高骨髓有核细胞数量*升高白

细胞数量'

QF1

"

#

为小鼠造血干细胞标志物"

&?%<

为造血干
H

祖细胞标志物"双阳细胞能更好地代表造血

干细胞率高低' 本研究中模型组双阳细胞比例高于正

常组"考虑应用
&)P

后骨髓抑制"而停药后骨髓造血

功能开始恢复"造血干细胞增殖加速"比例升高&而治

疗组双阳细胞比例高于模型组"考虑为双黄升白颗粒

能加速骨髓造血干细胞增殖"促进骨髓造血功能恢复'

根据本研究结果"骨髓中
*IJ

各基因表达"考虑应用

&)P

后骨髓细胞增殖抑制"停药后则部分
*IJ

信号通
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路基因表达上升"骨髓造血功能开始恢复性增殖加速"

双黄升白颗粒则使得这种增殖加速更快更全面&肿瘤

中
*IJ

各基因表达"考虑
&)P

停用后"

*IJ

部分信号

在肿瘤中表达升高"考虑肿瘤细胞增殖开始加速&而治

疗组
*IJ

信号通路主要基因表达降低"考虑双黄升白

颗粒对化疗骨髓抑制期肿瘤细胞增殖具有一定抑制作

用' 理论上化疗对骨髓红细胞系统及巨噬细胞系统

$血小板来源%同样造成损伤"但由于红细胞及血小板

寿命较白细胞长"本研究观察期较短"各组红细胞及血

小板未见差异"考虑延长观察期或加大样本量"可以进

一步阐明双黄升白颗粒对红细胞及血小板的影响'

前期对双黄升白颗粒的作用机制研究显示该药对

细胞周期具有双重调控作用"在促进骨髓造血细胞生

长同时能抑制肿瘤细胞生长(

%

"

<

)

' 对
&2F5CI?#

*

;.

等基因具有双重调控作用"而这些基因与
*IJ

信号通

路具有密切的关系'

*IJ

信号通路具有维持和增强

UQ&L

自我更新和增殖的效果"可以通过活化骨髓基

质细胞使造血微环境对造血干细胞产生应答"从而维

持造血干细胞的自我更新(

#"

)

&阻断
*IJ

通路则可以

抑制造血干细胞增殖和造血重建能力(

##

)

' 其中
!

"

F1J-ICI

是经典
*IJ

信号途径关键的细胞内信号蛋

白"表达不足可抑制
UQ&L

分化增殖"过表达则可会

导致造血干细胞分化潜能和自我更新能力丧失(

#!

)

'

没有
*IJ

信号时"

!

"

F1J-ICI

与
VQW%

*

?QU

组成复

合物' 当
*IJ

信号被激活后"

*IJ

与跨膜受体
=;R@H

9

以及
,/CTTJ-O

结合形成复合物"

?QU

"

VQW%

#

!

"

&1J-ICI

复合体解聚"

!

"

F1J-ICI

进入胞核内"与转录

因子
=-[H)F[

结合"最终实现某个特定基因$如
&

"

+2

"

F&

*

&2F5CI?#

%表达的增强或者减弱' 本研究发现"

双黄升白颗粒能上调荷瘤鼠化疗骨髓抑制期
*IJ

信

号通路中主要信号
*IJ

*

!

"

F1J-ICI

*

,/CTTJ-O

*

?QU

*

VQW%

在骨髓肿瘤的表达"结合骨髓有核细胞数*骨髓

造血干细胞比例的增加"我们认为#双黄升白颗粒能促

进骨髓细胞$包括骨髓造血干细胞%的增殖"促进骨髓

抑制的恢复' 值得注意的是"同期对肿瘤的研究我们

发现"应用
&)P

后"荷瘤鼠肿瘤中
*IJ

*

!

"

F1J-ICI

*

,/CTTJ-O

三者表达
B;7X

处于上调状态"即该阶段肿

瘤细胞增殖理论上处于加速状态"应用双黄升白颗粒

干预后"三者表达则明显下降"结合前期双黄升白颗粒

能抑制肿瘤细胞细胞周期进行的研究结果"我们认为#

双黄升白颗粒对化疗骨髓抑制期荷瘤鼠的肿瘤生长具

有一定抑制作用'

综上所述"我们认为"双黄升白颗粒对荷瘤鼠化疗

骨髓抑制具有良好的治疗效果"能促进骨髓造血干细

胞增殖"同时能抑制肿瘤细胞增殖"其作用机制与调控

*IJ

信号通路有关'
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