
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

01.2 &$

"

31

!

%

基金项目# 国家自科学然基金面上项目$

312 4#5%&54%

%

作者单位# 海军军医大学长海医院中医科$上海
!""5&&

%

通讯作者# 杜"娟"

*6.

#

"!#

#

&##7#$77

"

8

$

9:;.

#

<-=-:>%#5?#7&2@19

AB)

#

#"

!

%77#C=

!

@=;9

!

!"#$"D#5

!

"#5

!基础研究!

三石猫复方对裸鼠肝癌切除术后

肿瘤复发的影响及机制

孟永斌"刘"栋"邹"勇"杜"娟

摘要"目的"观察三石猫复方对裸鼠肝原位移植瘤切除术后肿瘤复发的影响"并初步探讨其机制#

方法"建立人肝癌
E-F%

细胞原位移植瘤裸鼠模型"随机分为治疗组和对照组"每组
7

只# 手术切除原位瘤

& <

后"分别使用三石猫复方$

#4 GC
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&'及生理盐水灌胃
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# 观察肝脏肿瘤复发率"采用
+6IJ6K>

L.1J

检测复发瘤中转运蛋白
M6@7!

表达(体外建立
E-F%

过表达
M6@7!

稳转株"三石猫复方干预后"观察

E-F%

细胞增殖和侵袭迁移情况# 结果"与对照组比较"治疗组肿瘤术后复发率明显降低$
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'"复发肿瘤组织中
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蛋白表达亦降低%
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&# 体外实验显示"三石猫复方

处理浓度
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时"细胞增殖抑制明显%
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&# 三石猫复方处理浓度在
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时"可

抑制肝癌细胞
E-F%

侵袭迁移"将
E-F%

细胞中的
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过表达后"这种抑制作用明显减弱# 结论"三石

猫复方可以抑制人肝癌
E-F%

细胞原位移植瘤手术切除后复发肿瘤的生长"其机制可能与通过降低
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""肝细胞癌$
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%是

常见的恶性肿瘤之一"其病死率在我国居第
!

位"发病

率居第
5

位&

#

"
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) 目前"手术切除仍是
E''

的主要

治疗手段"但术后
D

年生存率只有
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!
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%
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"

其原因主要是术后肿瘤复发率高达
7"N

&

&

'

) 因此"术

后肿瘤复发成为制约
E''

疗效进一步提高的瓶颈)

本科室凌昌全教授从事肝癌中医治疗多年"对原发性

肝癌的诊治有丰富的经验"认为癌毒是导致肝癌发生

发展及影响预后的根本"重视癌毒的理念应贯穿于肝

癌治疗的始终&

5

'

"根据此理论创立了三石猫复方"全

方由猫人参*石见穿*石上柏和石打穿组成"在临床上

运用于治疗肝癌术后复发转移取得较好疗效"经过十

余年临床运用"证实可以明显改善肿瘤患者的生活质

量&

D

"

7

'

"降低术后复发转移率&

%

"
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'

) 本实验主要通过

建立模拟人肝癌切除术后高转移复发的裸鼠模型"观

察三石猫复方对肝癌切除术后肿瘤复发的影响及并探

讨其可能的分子机制)

材料与方法
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$
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%稳定转染的人肝癌
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细胞株$
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$
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%由
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"药物"三石猫复方$猫人参
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"石见穿
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"石上柏
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"石打穿
&" G

%由长海医院中药房

制备$饮片购自蔡同德堂中药制药厂%"煎煮后"冷冻"

真空干燥成冻干粉"
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&保存"使用前用双蒸水稀释"

按照患者临床服用剂量配置成
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"试剂及仪器"
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,:JK;G6.

购 自 美 国
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公 司( 高 表 达
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%的
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稳转株由本科实验室自行构建)
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培养箱 $
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"美国
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公司%"显
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"裸鼠人肝癌原位种植瘤切除术后肿瘤复发模

型建立"参照参考文献&
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') 无菌条件下取
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细

胞皮下瘤"将肿瘤切成
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# 99

'

# 99

大小"

原位接种于健康裸鼠的肝脏包膜下"

#5

日后行原位种

植瘤切除术"手术切缘距离肿瘤
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) 本实验经

复旦大学附属中山医院伦理委员会批准$审批时间#
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年
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月
#4
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"实验分组及干预方法"根据术中切除肿瘤大

小"按照随机区组法"将
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只裸鼠随机分成三石猫复方

组&治疗组"三石猫复方
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%灌胃"等同于临

床成人口服剂量'和对照组$
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生理盐水灌胃%"

每组
7

只) 在移植肿瘤切除后第
&

天开始给药"持续给

药
#5

天后"小动物成像拍照"脱颈处死裸鼠"取瘤)

7

"检测指标及方法

7

!

#

"
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染色"实验结束后取肝*肾组织"经
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多聚甲醛溶液固定"常规取材"脱水"石蜡包埋"制片

$
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染色"光学显微镜观察并拍照) 摄片

倍数
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倍)
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检测"取复发的肿瘤组织"

+6IJ6K> L.1J

检测治疗组和对照组中裸鼠肝癌复发

肿瘤
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蛋白表达水平"配制
#"NMAM

$

PVW8

"

每孔加入
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蛋白样品) 使用湿转法电转至
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脱脂奶粉封闭
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"
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# """ *LM*
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稀释"室温孵育
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发光) 具体步骤参照试剂
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"划痕实验"分别将
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E-F%

细胞和

对照组接种于
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孔板"待细胞融合度生长至
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%处理" 并在显微

镜下观察"测量划痕的初始距离$
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后"再次

测量划痕的距离"并拍照"计算细胞的迁移率*实验重

复
&
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的
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*计数
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用无血清培养基稀释细胞"制
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复方$
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%"同时在
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"放入
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箱培养
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(甲醛固定"结晶紫染色
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签轻轻擦拭内膜上的细胞&
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) 实验重复
&
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"
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的
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酶消化"调整细胞密度为
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"每孔
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接
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%"对照组加入等体积细胞培

养液"另设调零组仅加入完全培养基而不加入细胞"每

组设
7

个复孔"培养
!5 F

后"每孔加入新鲜配制的
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的
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溶液
#" !R

"继续培养
5 F

"弃上清"
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"震荡
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"酶标仪于
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波长处测定吸光度$

V

%) 按下式计算三石猫

复方对肝癌细胞增殖率的影响$
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"统汁学方法"采用
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"

软件进行数

据分析"计量数据以
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)
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表示"两组间均数比较采用
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检验"多组间比较用
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RMA
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结""果
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"一般情况"两组小鼠在造模及治疗后均未出

现死亡"所有小鼠在术后$原位移植和手术切除%
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苏醒"逐渐恢复正常活动) 对照组干预期间活动未受

影响"精神状态良好"毛色光滑"进食饮水正常"排便正

常) 与对照组小鼠比较"治疗组小鼠外观毛发*活动*

饮食*排便方面未见不同)
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"两组裸鼠肝*肾组织病理结果比较$图
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染色未见异常)

图
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率降低&
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蛋白表达降低$

P Q"

!

"D

%)

""注#

V

为小动物成像仪检测原位癌术后复发情况(

L

为复发瘤

中
M6@7!

表达蛋白印迹(

'

为两组
M6@7!

蛋白表达量比较(对照

组全部复发"有
7

个标本"而治疗组仅
!

个复发"有
!

个标本(与对

照组比较"

c

P Q"

!

"D

图
!

$两组裸鼠术后复发及复发瘤中
M6@7!

表达比较

5

"各组细胞体外迁移*侵袭能力比较 $图
&

%"

划痕实验#与对照组比较"三石猫复方处理浓度在
"

!

!

和
"

!

D 9GC9R

时"可抑制肝癌细胞
E-F%

细胞愈合"

将
E-F%

细胞中的
M6@7!

高表达后"这种抑制作用减

弱)

*K:>I]6..

侵袭实验#与对照组比较"三石猫复方

处理浓度在
"

!

!

和
"

!

D 9GC9R

时可抑制
E-F%

细胞

体外迁移*侵袭"但是对
M6@7!

F;GF

E-F%

细胞"则抑制

作用减弱)

D

"不同浓度三石猫复方对
E-F%

细胞增殖率的

影响$图
5

%"三石猫复方处理浓度
!#

!

" 9GC9R

时"

细胞增殖抑制明显$

P Q"

!

"#

%)

""注#与
" 9GC9R

比较"

c

P Q"

!

"#

图
5

$不同浓度三石猫复方对
E-F%

细胞增殖率的影响
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""注#

V

为细胞划痕实验(

L

为
*K:>I]6..

小室迁移(

'

为
*K:>I]6..

小室侵袭(红色箭头所示

为迁移到下室的细胞(

3'

为对照组(

M6@7!

F;GF组为高表达
M6@7!

组

图
&

$不同浓度三石猫复方对肿瘤细胞体外迁移*侵袭的影响"$ '

#""

%

讨""论

目前"手术仍是治疗肝癌的有效措施之一"可明显

提高肝癌患者的生存时间"但是术后肿瘤高复发仍然

是临床医生和患者面临的主要问题"因此"术后有必要

选择合适的辅助治疗以抑制肿瘤的复发*转移&

##

'

)

三石猫复方在海军军医大学长海医院中医科的肝

癌防治中应用广泛"经过十几年的临床验证"疗效确

切&

D

"

7

'

) 全方由猫人参*石见穿*石上柏*石打穿组成"

其中猫人参为君药"清热解毒"消肿散结"可用于治疗

肝癌*消化道肿瘤等(现代药理学研究发现"猫人参能

有效抑制小鼠移植性肿瘤生长&

#!

'

"机制可能与其有效

成分体外诱导肝癌细胞凋亡有关&

#&

'

) 臣药石见穿对

肝癌
E

!!

荷瘤小鼠肿瘤的生长也具有明显的抑制作

用"其机制可能与抑制血管内皮生长因子$

O:I@-.:K

6><1JF6.;:. GK1]JF S:@J1K

"

08W_

%表达有关&

#5

'

) 过

去笔者采用三石猫复方预防小肝癌术后复发转移"经

过
D

年多中心*前瞻性*随机对照研究"发现其与经导

管动脉化疗栓塞术$

JK:>I:KJ6K;:. @F69169Y1.;d:

$

J;1>

"

*V'8

%术组相比"能明显降低小肝癌患者术后

复发率&

%

"

4

'

) 为进一步证实其疗效"本课题组首先建

立类似于人肝癌切除术后复发的动物模型"该模型模

拟了肝癌切除过程"复发转移率高"具有人肝癌侵袭转

移的生物学特性"是一种可供实验性干预人肝癌转移

复发的较理想模型&

#D

'

) 本实验中模型组所有裸鼠均

#""N

复发"三石猫复方治疗剂量是按照临床患者的

每日口服剂量换算"治疗组肿瘤术后复发率明显低于

对照组"且对照组复发肿瘤组织中的
M6@7!

表达明显

高于治疗组) 表明三石猫复方能够抑制裸鼠肝癌切除

术后肿瘤复发)

前期研究发现"

M6@7!

F;GF可能与肝癌术后早期复

发*转移密切相关&

#7

'

"而三石猫复方可以抑制
M6@7!

表达)

M6@7!

基因是四聚体
M6@7!CM6@7&

复合物的一

部分"在酵母中"其功能表现为翻译后蛋白质输出至内

质网膜或管腔内的停靠站点&

#%

"

#4

'

(在哺乳动物中"

M6@7!

基因通过
3

$端胞浆中两个保守的多肽蛋白作用

于核糖体"协调蛋白质的翻译和转录"从而影响细胞膜

内质网中的蛋白质易位"并可通过间接作用于关键调节

因子$

->S1.<6<

$

TK1J6;> K6IT1>I6

"

ZPU

%*免疫球蛋白

结合蛋白$

;99->1G.1Y-.;> Y;><;>G TK1J6;>

"

L)P

%*葡

萄 糖 调 节 蛋 白
%4

$

G.-@1I6

$

K6G-.:J6< TK1J6;>

"

WKT%4

%*热休克蛋白
VD

$

F6:J IF1@H TK1J6;> VD

"

EIT VD

%"进一步影响内质网应激诱导的细胞反

应&

#$

"

!"

'

) 研究证实
M6@7!

基因在多种肿瘤病理组织中

均有高表达"例如前列腺癌*肺癌*甲状腺肿瘤等"选择沉

默前列腺癌
P'&

以及胶质母细胞瘤细胞
*`&474

*肺癌
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%

细胞
VD5$

*大肠癌细胞
E*#"4"

中
M6@7!

基因的表达"

肿瘤细胞的侵袭及迁移能力被阻止或大大减少"而对细

胞的存活率影响不大&

!#

'

) 根据前期研究结果"笔者进一

步在体外采用
M6@7!

F;GF肝癌细胞
E-F%

稳转株"结果发

现"三石猫复方可以抑制
E-F%

细胞迁移*侵袭"但是对

M6@7!

F;GF稳转株则抑制作用减弱"表明三石猫复方可能

通过抑制
M6@7!

影响肝癌细胞的迁移*侵袭) 由于时间

有限"本实验尚未观察三石猫复方对两种以上
M6@7!

F;GF

肝癌细胞的影响及通过何种途径抑制
M6@7!

表达"进一

步的机制探讨是课题后续研究需要深入探索的)

总之"本研究结果表明"三石猫复方可能通过调节

M6@7!

表达"抑制细胞迁移*侵袭"从而减少肿瘤术后

复发*转移)
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