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!基础研究!

不同归经补益中药对骨转移癌
'G'H5

表达的影响

林荔钦#朱世杰

摘要#目的#观察不同归经补益中药对骨转移癌骨趋化因子受体
5

"

'G'H5

#的抑制及机制$ 方法

采用转移性大鼠乳腺癌细胞%按
,6I;<J=@

方法复制骨转移癌模型$

5"

只大鼠按照体重分层%采用随机数

字表法分为假手术组&模型组&肾经组&肺经组和肝经组%每组
4

只$ 造模后肾经组"补骨脂&肉苁蓉及益智

仁#&肝经组"熊胆粉#&肺经组"党参&黄芪及百合#给药量为
#" 8KE

"

LM

!

I

#%相当于生药
5% ME

"

LM

!

I

#灌

胃%假手术组及模型组给予去离子水灌胃%持续
!"

天$ 观察不同归经补益中药的作用%通过影像学方法进行

评分&测量肿瘤体积%

N7

染色观察形态%免疫组化法检测
'G'H5

表达并进行半定量分析$ 结果#骨转移癌

模型出现骨质破坏和肿瘤生长等表现$ 与假手术组比较%模型组肿瘤体积增大"

O P"

!

"#

#%模型组骨质破坏

严重%评分升高"

O P "

!

"#

#%

'G'H5

表达升高"

O P "

!

"#

#$ 与模型组比较%肾经组肿瘤体积缩小"

O P

"

!

"%

#% 骨质破坏明显减轻%评分降低"

O P"

!

"%

#%

'G'H5

表达明显下降"

O P"

!

"#

#'肺经组和肝经组上述

指标与模型组比较%差异均无统计学意义"

O Q"

!

"%

#$ 结论#归肾经中药对骨转移癌灶的生长具有一定的

抑制作用%其机制可能通过阻断
RBS

"

#E'G'H5

生物学轴及下游信号通路%达到抗肿瘤定向侵袭和增殖的目

的$ 归肺经&归肝经药物不存在类似作用%不同归经中药对机体的作用存在靶向特异性$

关键词#骨趋化因子受体
5
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##骨转移是肿瘤晚期常见并发症之一"其中以前列

腺癌'肺癌'乳腺癌最为常见( 这些肿瘤的患者中"

$%c

的患者出现骨转移"严重影响患者生活质量和生

存期)

#

*

( 中医学认为+肾主骨生髓,"归肾经药物抗骨

转移的疗效亦得到现代药理研究证实"归肾经药物通

过调节
CO`

"

H]3aK

"

H]3a

系统的平衡"从而改善

骨组织的微环境)

!

"

&

*

( 本研究同为补益药的归肺经药

与归肝经是否有类似作用"以期探寻可行的验证中药

归经理论的现代研究方法"对临床应用中药治疗骨转

移癌提供用药依据(

材料与方法

#

#动物#

5"

只雌性
RB

大鼠"

ROS

级"体重

$

#D"

$

#" M

%"购自北京维通利华实验动物技术有限

公司"许可证号#

R'Ga

$京%

!"#!

%

"""#

&饲养环境#

中日友好医院临床研究所动物实验室"许可证号#

RbGa

$京%

!"#"

%

""##

(

,H,*

"

#

转移性大鼠乳腺

癌细胞株"自日本东北大学加龄医学研究所医用细胞

资源中心引进"在液氮中保存(

!

#药物#归肾经 $补骨脂
&" M

"生产批号#

&""#"55"&

&肉苁蓉
&" M

"生产批号#

#&#!"#$

&益智

仁
&" M

"生产批号#

&"D"&#

%'归肺经$党参
&" M

"生产

批号#

&"4#4#

&黄芪
&" M

"生产批号#

#&"F!F

&百合

&" M

"生产批号#

#&#"""!

%生药均购自中日友好医院

药房" 归 肝 经 熊 胆 粉 由 归 真 堂 提 供 $ 批 号#

[#"F4""!5

%(

&

#主要试剂及仪器#主要试剂#骨趋化因子受

体
5

$

'G'H5

%抗体购自
R-U@- 'J<: Y90@6A;U010M.

$生产批号#

R'

"

F"5D

%'

R-U@- 'J<: Y90@6A;U010M.

HO,) #D5"

培养基'抗体稀释液购自美国
B-L0

公

司"二步法抗兔
E

鼠通用型免疫组化检测试剂$生产批

号#

`a%""$"%

%购自基因科技$上海%有限公司( 主

要仪器#

aGC

"

&!H

医用
G

光诊断系统$日本
*0=;9W-

公司%"

OJ0I9M.

双能
G

线骨密度仪$美国
`6U6J-1 7

"

16A@J9A

公司%"

)G$#

型倒置显微镜$日本
C1.8V<=

公

司%"

R)`,] &

%

#4a

低温离心机$德国
R-J@0J9<=

公

司%

5

#动物分组与模型制备#动物适应性饲养
#

周

后"大鼠按照体重分层"通过随机数字表法分为假手

术组'模型组'肾经组'肺经组和肝经组"共
%

组"每

组
4

只( 其中除假手术组外在造模前仍然混养"以

避免造模时出现选择性偏倚( 使用
"

!

5%c

戊巴比妥

钠溶液按照
# 8KE#"" M

体重对大鼠腹腔注射进行

麻醉(

参照参考文献)

5

*方法造模( 按照之前分组将全

部大鼠腹部向上置于鼠板上"将左后肢皮毛用生理盐

水湿润后剪毛"

$%c

医用酒精消毒&用手术刀片切开

胫骨上部的皮肤和肌肉"切口长度约
# A8

"暴露出左

侧胫骨内侧&在膝关节以下约
% 88

处的胫骨内侧

面"先用
!#`

或
!!`

针头穿刺打孔"针头穿透骨皮质

进入骨髓腔后"假手术组使用微量注射器吸取生理盐

水
& !K

"缓慢注射于假手术组大鼠骨髓腔内$假手术

组%&手术组使用微量注射器吸取配制好的癌细胞悬

液
& !K

$细胞数约为
&

&

#"

&

%"缓慢注射于各模型组

大鼠骨髓腔内&撤出微量注射器后迅速用骨蜡 $在

%"

'

%!

(水浴中保温%密封针孔"以防癌细胞悬液从

骨髓腔溢出&造模过程中未有大鼠死亡(

%

#动物给药#肾经组和肺经组的生药于
#4

倍

清水中浸泡
&" 89U

"煮沸后文火煎煮
# ;

"过滤留取滤

液"剩余中药加入等量清水煮沸后文火煎煮
# ;

"弃去

药渣( 两次滤液合并"水浴中浓缩"调节浓度至

5

!

% ME8K

"每周煎药
#

次( 肝经组的熊胆粉溶解于适

量蒸馏水中"调节浓度至
5

!

% ME8K

"每周调配
#

次(

根据-中药药理研究方法学.

)

%

*描述的方法计算"

&

组

按临床常用剂量"根据体表面积换算为大鼠给药量"大

鼠用药剂量为
5% ME

$

LM

!

I

%( 造模后
# d!"

天灌胃"

#" 8KE

$

LM

!

I

%"相当于生药
5% ME

$

LM

!

I

%"成人每

千克体重的生药用量的
#"

倍( 假手术组及模型组给



!!!'##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

予去离子水( 各组均持续灌胃
!"

天( 每
&

天监测体

重"根据体重随时调整药量(

D

#检测指标及方法

D

!

#

#肿瘤体积#造模第
!#

天进行"取材前禁食

#" ;

(

"

!

5%c

戊巴比妥钠$

#" 8KELM

静脉注射%麻醉

下"腹主动脉取血"剪下左后肢( 将大鼠的左后肢直接

置于
5c

多聚甲醛中进行固定"待
G

线检查后再剥离

皮肤和肌肉"用游标卡尺测定肿瘤长径和短径( 按下

列公式计算肿瘤体积#肿瘤体积
e

)肿瘤长径 &$肿瘤

短径%

!

*

E!

(

D

!

!

#影像学评价#将
5c

多聚甲醛固定的大鼠

左侧胫骨排列在
aGC

"

&!H

医用
G

光诊断系统的拍摄

台上进行
G

线摄片"电压
%" L/

"曝光时间
! 8=

( 根

据所拍摄影像对骨质破坏程度并进行评分"标准如

下)

5

*

#

"

分#正常的骨结构"无任何骨质破坏的征象&

#

分#在胫骨注射部位附近见小的骨质缺损病灶$数

量
P&

个%&

!

分#髓质骨缺损"病灶增多 $

Q &

个%&

&

分#髓质骨缺失"同时皮质骨受侵&

5

分#单面的骨皮

质完全缺损&

%

分#双面的骨皮质缺失"移位性骨折(

D

!

&

#镜下观察肿瘤生长及骨破坏#大鼠胫骨取

材后在
5c

多聚甲醛固定
!5 ;

后"

"

!

# 801EK OYR

$

VN $

!

! d$

!

5

%充分漂洗"后用
#"c7B*]E"

!

# 801EK

OYR

$

VN $

!

! d$

!

5

%

5

(脱钙"隔天换液
#

次"

5

周后

脱钙结束( 取大鼠左侧胫骨上段
#E&

$病灶组织%"依次

用梯度酒精脱水"二甲苯透明"浸蜡"石蜡包埋( 切片前

在载玻片上涂布蛋白甘油以增强其黏附性能( 将石蜡

包埋的标本切成
5 !8

厚"于温水$约
5%

(%中展平后"

捞至载玻片上铺正"用滤纸吸除多余水分"将载玻片放

入
5%

(温箱烤片
!5 ;

(

N7

染色后在镜下观察病灶组

织的形态结构"包括肿瘤细胞在骨髓腔的浸润程度'骨

皮质的破坏'骨小梁的缺失等组织病理学改变(

D

!

5

#免疫组化检测
'G'H5

#对骨趋化因子受

体
5

$

A;680L9U6 J6A6V@0J5

"

'G'H5

%进行免疫组化

染色"镜下观察免疫阳性染色的组织及细胞分布"采用

)OO

图像分析软件进行检测"随机检测骨髓腔内$

'G

"

'H5

%

%

个以上高倍视野$ &

!""

%"计算每个视野的阳

性面积比$

)CB

值%"取其平均值(

$

#统计学方法#采用
RORR #$

!

"

软件进行分

析( 计量资料用
X

$

=

表示( 采用方差分析进行组间

比较"

KRB

法进行两两比较( 方差不齐的计量资料'

等级资料及频数资料"采用秩和检验进行分析#先用

aJ<=L-1

"

+-119= N

法确定各组样本间是否确实存在

差异"再进一步
,-UU

"

+;9@U6. \

法进行两两比较(

O P"

!

"%

为差异有统计学意义(

结##果

#

#各组大鼠肿瘤体积比较$表
#

%#与假手术组

比较"模型组肿瘤体积增大$

O P "

!

"#

%&与模型组比

较"肺经组'肝经组肿瘤体积未见缩小$

O Q"

!

"%

%"肾

经组肿瘤体积缩小$

O P"

!

"%

%(

表
#

#各组大鼠肿瘤体积比较#$

88

&

"

X

$

=

%

组别
U

肿瘤体积

假手术
4 "

)

""

$

"

)

""

模型
4

%%

)

F#

$

&F

)

"$

!

肾经
4

D

)

F$

$

%

)

45

"

肺经
4 %5

)

4D

$

!5

)

F%

肝经
4 &%

)

&$

$

!#

)

4D

##注#与假手术组比较"

!

O P"

!

"#

&与模型组比较"

"

O P"

!

"%

!

#各组大鼠左侧胫骨影像学评分比较$表
!

"

图
#

%#假手术组骨皮质完整&模型组本例骨皮质侵

蚀严重"已发生病理性骨折&肾经组皮质受损较轻&

肺经组和肝经组"单侧骨皮质均出现不同程度受损(

与假手术组比较"模型组骨质破坏严重"评分升高

$

O P"

!

"#

%&与模型组比较"肾经组骨质破坏明显减

轻"评分降低$

O P"

!

"%

%"肺经组和肝经组骨质破坏

情况差异无统计学意义$

O Q"

!

"%

%(

表
!

#各组大鼠左侧胫骨影像学评分比较#$只%

组别
U

影像学评分$分%

" # ! & 5 %

假手术
4 4 " " " " "

模型
4 " " " & % "

肾经
4 # D # " " "

肺经
4 " # % # # "

肝经
4 # & & # " "

图
#

#各组大鼠左侧胫骨影像学结果

&

#各组大鼠形态学观察$图
!

%#假手术组骨皮

质结构完整清晰"可见大量排列均匀的哈弗系统
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%"哈弗管中可见毛细血管或神

经穿过( 在哈弗系统之间有大量排布均匀的骨陷窝"

内壁光滑"陷窝内可见椭圆形的骨细胞"骨小梁伸入骨

髓腔"骨髓腔内充满血细胞&模型组可见大量肿瘤细胞

浸润"骨皮质受损"残存的骨皮质中哈弗管和骨陷窝成

为空泡状&肾经组大量肿瘤细胞浸润"骨皮质受损"可

见新生的骨样组织和编织骨&肺经组'肝经组大量肿瘤

细胞浸润"骨皮质受损"可见少量新生的骨样组织和编

织骨(

图
!

#各组大鼠左侧胫骨纵截面病理结果

$

N7

" &

!""

%

5

#各组大鼠
'G'H5

免疫组化染色变化及蛋白

表达比较$表
&

"图
&

%#染色$

f

%呈现黄褐色( 假手

术组骨髓腔中有极少部分的细胞胞浆呈现浅黄褐染

色"细胞形态呈圆形( 模型组可见成片的
'G'H5

$

f

%细胞"胞浆呈黄褐色&肾经组
'G'H5

$

f

%细胞数

量少"而且染色较浅&肺经组'肝经组可见散在的
'G

"

'H5

$

f

%细胞"胞浆呈黄褐色(

表
&

#各组大鼠左侧胫骨
'G'H5

蛋白
)CB

值比较#$

X

$

=

%

组别
U 'G'H5

蛋白表达$

)CB

值%

假手术
4 $

)

FD

$

"

)

#D

模型
4

5F

)

#&

$

#

)

%"

!

肾经
4

#!

)

"4

$

"

)

$#

"

肺经
4 &4

)

4%

$

!

)

&D

肝经
4 &5

)

%5

$

!

)

"$

##注#与假手术组比较"

!

O P"

!

"#

&与模型组比较"

"

O P"

!

"#

图
&

#各组大鼠左侧胫骨
'G'H5

蛋白表达

$免疫组化
7U/9=90U

法" &

!""

%

与假手术组比较"模型组
'G'H5

蛋白表达升高

$

O P"

!

"#

%&与模型组比较"肾经组
'G'H5

蛋白表达

明显降低$

O P"

!

"#

%"肺经组和肝经组
'G'H5

蛋白

表达比较"差异无统计学意义$

O Q"

!

"%

%(

讨##论

中药归经理论在中医药抗肿瘤转移临床与基础研

究方面有着重要的指导意义( 总结全国名老中医李佩

文教授抗肿瘤治疗经验时发现转移患者有针对性地选

用归肾经补益中药" 可降低骨转移发生率" 对有骨转

移的患者可减缓骨破坏'减轻症状的疗效)

D

*

( 鉴于中

药作用的多效性'作用方式上的多成分'多靶点'多环

节的特点"目前的中药归经理论的实验研究仍存在一

定的局限性)

$

*

(

本研究借助成熟的骨转移动物模型"比较不同归

经补益药的疗效差异"证明归肾经中药对骨转移癌有

特异性治疗作用"验证了中医学肾主骨的理论"在中医

学+肾主骨,理论的指导下"历代医家以扶正补虚为基

本治则"从肾论治骨转移癌"探索研制出诸多治疗骨转

移癌的有效方药( 补骨脂'益智仁'肉苁蓉为归肾经补

益类中药的代表( 补骨脂'益智仁皆味辛性温热"功善

补肾助阳"益精髓"暖腰膝"逐冷除顽痹而止痛&肉苁蓉

味甘能补"甘温助阳"咸以入肾"为补肾阳'益精血之佳

品"-神农本草经.谓其 +主五劳七伤"补中"除寒热
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痛,( 三药皆归肾经"且功用专注"可作为引经药"为

补肾壮骨之佳品( 对以+肾精不足不能濡养于骨,为

根本致病原因的骨转移癌有一定的治疗作用(

RBS

"

#E'G'H5

生物学轴在包括肺癌)

4

*

'乳腺

癌)

F

*

'结肠癌)

#"

*

'黑色素瘤)

##

*等多种肿瘤的发展和转

移中起重要作用"至少有
!&

种不同类型的恶性肿瘤

表达
RBS

"

#

及其受体
'G'H5

( 肿瘤的转移并非随

意"有一定的脏器转移特异性( 近年的研究发现"

RBS

"

#E'G'H5

生物学轴在肿瘤脏器特异性转移中发

挥重要作用(

RBS

"

#E'G'H5

生物学轴是指由趋化因

子
RBS

"

#

与其特异性受体
'G'H5

相互作用而构成

的一个与细胞间信号转导'细胞迁移有密切关系的偶

联分子对"其实质在于
'G'H5

对其配体
RBS

"

#

的高

度亲和力和特异性"即
'G'H5

是
RBS

"

#

的唯一受

体)

#!

*

( 肿瘤可以自主分泌或者旁分泌
RBS

"

#

并表达

其受体
'G'H5

"二者结合产生多种生物学效应"包括

血管生成"细胞迁移"增殖"依附炎症反应"其中在肿瘤

生长和转移中起重要作用)

#&

*

(

本项研究中"在光镜下观察免疫组化切片可以发

现"

'G'H5

在模型组中高表达$

O P"

!

"#

%"在肾经组

中低表达$

O P"

!

"#

%"而肺经组和肝经组较模型组差

异无统计学意义( 上述结果说明了不同归经中药可能

对机体具备一定的选择性"由于作用的靶点不同"抑制

'G'H5

表达情况则不一致( 归肾经药物进入机体

后"由于受
'G'H5

受体性质的限制"作用于骨转移癌

灶"通过阻断
RBS

"

#E'G'H5

生物学轴及下游信号通

路"从而达到抗肿瘤定向侵袭和增值目的( 而肺经和

肝经药物则不存在类似的作用"进而证实不同归经中

药对机体的作用存在靶向特异性(

本研究为临床使用归肾经药物防治骨转移癌提供

了实验依据( 此外"本实验的阳性对照组归肺经药物

及归肝经药物并不存在类似的作用"进而证实不同归

经中药对机体的作用存在靶向特异性( 目前中药归经

理论研究尚缺乏统一'明确'有价值的研究结果"通过

本实验肿瘤转移模型研究中药归经理论具有以下几方

面的优势#一则肿瘤转移具备脏器转移特异性"利于探

讨不同归经中药对机体的作用是否存在靶向性&再则

肿瘤转移的研究较为深入"机理相对成熟( 本实验从

不同的机制"进一步观察不同归经中药在治疗骨转移

癌的疗效差异"分析其抗肿瘤机制"完善了现代中药归

经理论体系(
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