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!基础研究!

维康颗粒对乳腺癌小鼠肿瘤相关性疲劳的

影响及代谢机制研究

欧阳明子#

"林丽珠#

"刘艳艳!

"谭"为&

"赵晓山!

"罗"仁!

摘要"目的"探讨维康颗粒"

+.AL@CM N3@CB6.

#

+N

$对乳腺癌小鼠肿瘤相关性疲劳的影响及代谢机

制% 方法"将
:"

只成功接种
:*#

乳腺肿瘤细胞的小鼠分为肿瘤对照
*'

组"生理盐水灌胃#

!" 1OJLM

#

#

次
J

日$&维康颗粒"

+N

$组&紫杉醇"

P*Q

$组&维康颗粒
R

紫杉醇"

+N RP*Q

$组#每组
#"

只#给药组分别给予相应

+N

"

= MJLM

#灌胃#

#

次
J

日$及
P*Q

"

#" 1MJLM

#腹腔注射#隔日
#

次$#连续干预
!#

日% 观察干预前及干预第

#"

&

!"

日力竭游泳时间% 干预结束后取血#应用核磁共振氢谱"

#

S

#

8,T

$技术获取小鼠代谢指纹图谱信息#采

用
P'<

&

PO-

#

H<

&

IPO-

#

H<

进行数据处理#观察各组血浆差异代谢物% 结果"与
*'

组比较#

P*Q

组力竭游

泳时间减少"

P U"

!

"#

$#瓜氨酸水平升高#肌醇&磷酸胆碱&异柠檬酸&甘油磷酸酯&亚油酸&谷氨酰胺&辅酶
<

&天

冬氨酸&丝氨酸&高半胱氨酸&赤藓糖水平下降"

P U"

!

"#

#

P U"

!

">

$'

+N

组力竭游泳时间延长"

P U"

!

"#

#

P U

"

!

">

$#甘油磷酸酯水平升高"

P U"

!

"#

$% 与
P*Q

组比较#

+N RP*Q

组力竭游泳时间延长"

P U"

!

"#

$#神经

酸&辅酶
<

&磷酸烯醇丙酮酸&肌醇&赤藓糖水平升高"

P U"

!

"#

#

P U"

!

">

$% 结论"维康颗粒具有减轻化疗相关

性疲劳的作用#其机制与促进
<*P

生成#并加强磷酸戊糖途径&脂肪酸代谢&糖异生相关%

关键词"乳腺癌' 肿瘤相关性疲劳' 维康颗粒' 代谢组学
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""肿瘤相关性疲劳$

G@CG.3 3.6@0.X W@0AMB.

!

'TY

%

是肿瘤患者经历的常见的不适症状之一'

#

(

) 但由于

缺乏相对客观的实验室诊断与评价指标!目前!

)'H

#

#"

对
'TY

的诊断标准仍主要通过一些主观性指标进

行评价进行) 本课题组研制出防治
'TY

的中药复

方***维康颗粒'

!

(

!从肺+脾+肝+肾着手!既可以滋补

肝肾+健脾润肺!益气养阴!又具有行气祛邪之功效!可

通过多种途径改善疲劳!提高患者的生活质量'

&

$

>

(

)

基于核磁共振技术的代谢组学研究!是近些年发展起

来的一种新的代谢组学技术!目前广泛应用于肿瘤的

早期诊断+判断预后+研究肿瘤代谢过程以及评价治疗

药物的效果'

=

!

$

(等方面) 本实验拟从代谢组学的角度

进行研究!以探讨维康颗粒对由肿瘤及化疗所引起的

乳腺癌小鼠疲劳的影响机制)

材料与方法

#

"药物"维康颗粒由熟地+黄精+山萸肉+淮山

药+党参+陈皮组成!

#" MJ

袋!灌胃使用前用生理盐水

常温 溶 解) 南 方 医 科 大 学 南 方 医 院 制 备! 批

号#

_"$"!!9"!

)

!

"细胞"

:*#

乳腺癌细胞株购于中科院上海细

胞所)

&

"动物"

$

周龄
-PY

级雌性
[<O[JG

小鼠

:"

只!体重
#=

%

!" M

!由广东医学实验动物中心提供!

许可证号#

-'Qc

$粤%

!""9

$

"""!

) 实验前全部小鼠

适应性喂养
$

天!室温
!!

%

!=

&!相对湿度
:"d

%

="d

!明暗交替
#! F

!自由饮水+采食) 动物室保持安

静!实验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准)

:

"主要试剂及仪器"

TP,)

#

#=:"

培养液$吉诺

生物公司产品!批号#

#"###!"!

%&胎牛血清$

SEG65C

公司产品!批号#

C`K"&#=

%&

"

!

!>d

胰蛋白酶$

-56@3

#

2A5

公司产品!批号#

!"#!#"#!

%&紫杉醇注射液$哈尔

滨三联药业有限公司!批号#

#""&"!'">

%!戊巴比妥

钠$北京化学试剂公司!批号#

"=#!"$

%) 二氧化碳培

养箱$美国
*F.315 Y531@

公司%&超净工作台$

<A3

*.GF

公司%&倒置显微镜$德国
O.AG@

公司%&细胞培

养瓶$加拿大
[A5YA6

公司%&微量移液器$法国
NA6V5C

公司%&低温冷冻离心机$美国
-AM1@

公司%&

,.006.3

*56.X5 PO&"&

电子天平&

<`@CG. >"" ,S^

超导核

磁共振波谱仪$

[3BL.3

公司%&负重用铅坠自制&恒温

游泳箱$高
&" G1

!直径
!> G1

%自制)

>

"模型建立+分组及给药方法

>

!

#

"细胞培养"

:*#

细胞用含
#"d

胎牛血清的

TP,)

#

#=:"

培养液培养) 取对数生长期细胞!用

"

!

!>d

胰酶消化!

#

'

&

传代) 置
&$

&!

>d'I

!

培养

箱中培养)

>

!

!

"荷瘤小鼠模型的建立与分组"参照参考文

献'

9

() 取对数生长期的
:*#

乳腺癌细胞!经胰酶消

化后!用
P[-

调整细胞浓度为
#

(

#"

=

G.66V J1O

在小

鼠右侧腹壁第
:

对乳房脂肪垫区域的皮下接种肿瘤细

胞
"

!

# 1O

!相当于
#"

>

G.66V J

只小鼠) 当瘤块长到

>"

%

#"" 11

&

$接种后第
$

日%的时候!造模成功率

#""d

!无小鼠死亡!按瘤体积随机分为
:

组!每组

#"

只)分别为肿瘤对照$

*'

%组+维康颗粒$

+N

%组)

紫杉醇$

P*Q

%组+维康颗粒
R

紫杉醇$

+N RP*Q

%组)

>

!

&

"给药剂量与方法"参照参考文献'

9

(!设定

维康颗粒的给药剂量为
= MJLM

!灌胃!每日
#

次) 紫杉

醇的给药剂量为
#" 1MJLM

!腹腔注射!每
!

日
#

次)

每天
%

#

""

给药!给药体积为
!" 1OJLM

!连续
!#

日)

*'

组给予等体积生理盐水)

=

"检测指标及方法

=

!

#

"力竭游泳时间检测"于给药前及给药后第

#"

+

!"

日!用
$d

体重的铅坠系于小鼠尾部!将小鼠放

入水温$

!>

)

#

%&的游泳箱$高
&" G1

!直径
!> G1

%

中进行力竭游泳测试!并记录力竭游泳时间)

=

!

!

"样品预处理"在末次给药
# F

后!用
&d

戊巴

比妥钠麻醉小鼠!摘眼球采血) 加入肝素抗凝!室温静置

! F

!

& """ 3J1AC

离心
#" 1AC

!取血浆!置$

9"

&保存备

用) 取出冷冻血浆!室温下解冻!离心$

#" """ 3J1AC

!

#" 1AC

!

:

&%!取
&"" !O

上清加入核磁共振管$

> 11

%

中!再加入
"

!

! 156JO

磷酸缓冲溶液
#"" !O

$

8@

!

SPI

:

!

/S $

!

:

%和
#"" !O

重水!振荡混匀)

=

!

&

"核磁共振氢谱$

#

S

#

8,T

%实验"

#

S

#

8,T

实验采用超导核磁共振波谱仪!实验温度为
!%9 c

)

采用
'@33

#

PB3G.66

#

,.A2551

#

NA66

$

'P,N

%

*!

滤波脉

冲序列!回波时间
!C"

*

#"" 1V

!谱宽
#" LS^

!等待

时间
& V

!

=: c

数据点!采集次数为
#!9

)

$

"数据预处理和统计学方法"采用
,.V0T.85

#

`@ >

!

&

软件对所有#

S 'P,N

谱进行调相+基线校正!

化学位移以乳酸甲基双重峰
##

!

&&

进行定标!自动积

分!积 分 区 间
#"

!

>

%

%

!

" //1

! 积 分 间 隔 为

"

!

": //1

)为了消除残余水峰引起的影响!将积分区
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间
#:

!

$

%

>

!

! //1

的积分值设为零) 此外!为了消除

样本间因浓度不同而带来的分析误差!在进行主成分

分析之前对各分段积分值进行归一化处理) 所得数据

输出并转换到
?aG.6

格式文件保存!用于数据分析)

将
?aG.6

格式数据导入软件
-A1G@

#

P #!

!

"

!

#

!

"

H.15

$

\1.03AGV <[

!

-Z.X.C

%中进行多元统计分

析) 数据采用平均中心化$

1.@C G.C0.3ACM

%或
P@

#

3.05

标度化$

P@3.05 VG@6ACM

%进行预处理后!采用正

交偏最小二乘判别分析$

IPO-

#

H<

%!提取
4)P

值最

大的前
:"

个变量!进一步进行统计学分析!发掘出组

间特异性代谢物!结合代谢物的
4)P

值和归一化积分

值的统计分析的结果进行鉴定)

统计分析采用
-P-- #&

!

"

!对乳腺癌小鼠血浆中

的几种代谢物的归一化积分值$

a

)

V

表示%做统计学

处理$独立样本
0

检验%!统计检验水平为
$e "

!

">

!

P U"

!

">

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组小鼠一般状态比较"干预前!

:

组小鼠精

神状态+活动情况+皮毛外观+饮食等一般情况无差异)

各组小鼠皮毛光洁整齐!活泼好动!对食物敏感!逃避

快) 实验过程中!荷瘤小鼠均逐渐出现毛发稀疏+不活

泼+行动迟缓和进食减少等现象) 实验结束时!

:

组荷

瘤小鼠的一般情况从差到相对较好依次为
P*Q

组+

*'

组+

+N RP*Q

组+

+N

组)

!

"各组各时间点力竭游泳时间比较$图
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经验研制出的防治疲劳药物!现已取得广东省食品药品
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康颗粒由熟地+党参+淮山药+山萸肉+黄精+陈皮组成) 诸

药合用共奏滋补肝肾!健脾化湿!益气养阴!行气祛邪之

功!临床上治疗疲劳具有确切的疗效'

&

$

>

(

) 本研究药效

学部分的实验结果表明! 维康颗粒可以明显提高荷瘤

小鼠及应用
P*Q

化疗的荷瘤小鼠的力竭游泳时间!对
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组小鼠的血浆样本采集血浆代谢指纹图谱研究发现!与
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组小鼠血浆代谢物相比!
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组的瓜氨酸水平升高!

肌醇+磷酸胆碱+异柠檬酸+甘油磷酸酯+亚油酸+谷氨酰

胺+辅酶
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+天冬氨酸+丝氨酸+高半胱氨酸+赤藓糖水平

下降)
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容易产生的神经毒性和肌肉关节疼痛!是引

起化疗相关性疲劳的重要原因'
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) 游离态的肌醇主要

存在于肌肉+心脏+肝脏+肺脏中!是磷脂的一种磷脂酰

肌醇的组成成分!在细胞形成和分化+脂质的合成+细胞

膜构成和细胞的生长的过程中起着重要作用) 肌醇*

磷脂*钙信号转导系统调节多个细胞过程!包括受精+

细胞增殖和发展+分泌+收缩和神经活动'
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) 实验结

果说明!
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比较!
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组小鼠血浆中的甘油磷酸酯水平升高) 甘油

磷酸酯主要参与甘油磷酸穿梭!使在细胞质中由糖酵解

所产生的
8<HS

可以进入到线粒体中参加氧化磷酸化

以生成
<*P

) 维康颗粒可能使得因小鼠乳腺癌本身所

引起厌氧呼吸增强所产生的
8<HS

可进入线粒体中的

氧化磷酸化途径以生成
<*P

!为机体提供能量!从而达

到缓解乳腺癌小鼠
'TY

的作用) 与
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组小鼠血浆

代谢物相比!

+N R P*Q

组小鼠血浆中的神经酸+辅酶

<

+磷酸烯醇丙酮酸+肌醇+赤藓糖水平升高) 由于联合

应用了维康颗粒!

+N RP*Q

组乳腺癌小鼠体内的磷酸

戊糖途径+脂肪酸代谢+糖异生等途径得到了加强!从而

加大了能量供给!使乳腺癌小鼠因应用
P*Q

化疗而下

降的血浆代谢物得到了提升)

综上所述!维康颗粒具有减轻
'TY

的作用!其作用

机制可能与上升甘油磷酸酯+赤藓糖+神经酸+磷酸烯

醇+丙酮酸!肌醇水平!以促成
<*P

的生成!并加强磷酸

戊糖途径+脂肪酸代谢+糖异生等相关) 代谢组学技术

或能作为评价药物干预
'TY

的一种手段)
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