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作者单位#

#

#华中科技大学同济医学院博士后流动站 $武汉

4$""!!

%&

!

#湖北省鄂州市中医医院肛肠科$湖北鄂州
4$5"""

%&

$

#华

中科技大学同济医学院附属协和医院胰腺外科 $武汉
4$""!!

%

通讯作者#胡$波!

)6-

#

"%##

%

$78"$$#

!

9

"

:;<-

#

=,>0%5"?#$@

A<B;1C0:

DE(

#

#"

!

%55#F&'(+

#

!"#$

#

"%

#

"?5$

补气通络解毒方对胰腺癌模型小鼠
G(&#

甲基化程度的影响

胡$波#

!

!

$王春友$

摘要$目的$观察补气通络解毒方对胰腺癌小鼠模型
G(&#

基因甲基化的影响" 方法$将
$"

只裸鼠

随机分为正常组#模型组及治疗组!每组
#"

只!采用癌细胞皮下种植法造模!治疗组给予补气通络解毒方

$

5" H

生药
FIH

!

$ :JF#"" H

%灌胃!正常组和模型组给予等体积生理盐水灌胃!连续干预
#4

天后!处死裸鼠!

取瘤组织!以巢式甲基化特异性聚合酶链反应$

B6AK6L :6K=.-;K<0B

"

AM6C<N<C M0-.:6O;A6 C=;<B O6;C

"

K<0B

!

2

"

+PQ

%法检测各组标本的
G(&#

基因甲基化程度" 结果$模型组
G(&#

基因甲基化比率明显高于正

常组$

Q R"

!

"#

%!而治疗组与模型组比较!

G(&#

基因甲基化程度降低$

Q R"

!

"#

%" 结论$补气通络解毒方

能降低模型小鼠
G(&#

基因甲基化程度!从而发挥治疗胰腺癌的分子生物学效应"

关键词$补气通络解毒方&胰腺癌&

G(&#

基因甲基化&巢式甲基化特异性聚合酶链反应

9NN6CK 0N S,T< )0BH-,0 '<6L, U6C<M6 0B G(&# +6K=.-;K<0B J6V6- 0N Q;BCO6;K<C &;BC6O +0L6- +<C6

$

GW S0

#

!

!

;BL *X2Y &=,B

"

.0,

$

$

# )=6 Q0AKL0CK0O;- U6A6;OC= PK;K<0B 0N WB<0B G0AM<K;- XNN<-<;K6L K0

)0BHZ< +6L<C;- &0--6H6 0N G,;[=0BH WB<V6OA<K. 0N PC<6BC6 ;BL )6C=B0-0H.

!

*,=;B

$

4$""!!

%!

&=<B;

&

!

XB0O6CK;- D6M;OK:6BK

!

9[=0, G0AM<K;- 0N )O;L<K<0B;- &=<B6A6 +6L<C<B6

!

G,>6<

$

4$5"""

%!

&=<B;

&

$ Y6B6O

"

;- P,OH6O. D6M;OK:6BK

!

WB<0B G0AM<K;- XNN<-<;K6L K0 )0BHZ< +6L<C;- &0--6H6

!

G,;[=0BH WB<V6OA<K. 0N PC<

"

6BC6 ;BL )6C=B0-0H.

!

*,=;B

$

4$""!!

%!

&=<B;

XSP)UX&)

$

E>Z6CK<V6

$

)0 0>A6OV6 K=6 6NN6CK 0N S,T< )0BH-,0 '<6L, U6C<M6

$

S)'U

%

0B G(&#

:6K=.-;K<0B 0N M;BCO6;K<C C;BC6O :0,A6 :0L6-1 +6K=0LA

$

)0K;--. $" B,L6 :<C6 \6O6 O;BL0:-. L<V<L6L

<BK0 K=6 B0O:;- HO0,M

!

K=6 :0L6- HO0,M

!

;BL K=6 KO6;K:6BK HO0,M

!

#" <B 6;C= HO0,M1 )=6 :0L6- \;A <B

"

L,C6L >. C;BC6O C6-- A,>C,K;B60,A M-;BK<BH :6K=0L1 +<C6 <B K=6 KO6;K:6BK HO0,M \6O6 ;L:<B<AK6O6L \<K=

S)'U

$

5" H CO,L6 LO,HAFIH

!

$ :JF#"" H

%

>. H;AKO0H;V;H61 9T,;- V0-,:6 0N B0O:;- A;-<B6 \;A H<V6B K0

K=0A6 <B K=6 B0O:;- HO0,M ;BL K=6 :0L6- HO0,M >. H;AKO0H;V;H61 X-- K=6 <BK6OV6BK<0B -;AK6L N0O #4 A,CC6A

"

A<V6 L;.A1 )=6 :<C6 \6O6 A;CO<N<C6L K0 L6;K=1 )=6<O K,:0O K<AA,6A \6O6 K;I6B 0,K1 )=6 G(&# H6B6 :6K=.-;

"

K<0B -6V6- 0N 6;C= AM6C<:6B \;A L6K6CK6L >. B6AK6L :6K=.-;K<0B

"

AM6C<N<C M0-.:6O;A6 C=;<B O6;CK<0B

$

2

"

+PQ

%

:6K=0L1 U6A,-KA

$

&0:M;O6L \<K= K=6 :0L6- HO0,M

!

K=6 G(&# H6B6 :6K=.-;K<0B -6V6- \;A -0\6O <B

K=6 KO6;K:6BK HO0,M

$

Q R"

%

"#

%

1 &0:M;O6L \<K= K=6 :0L6-

!

K=6 G(&# H6B6 :6K=.-;K<0B -6V6- \;A 6V6B -0\

"

6O <B K=6 :0O:;- HO0,M

$

Q R "

%

"#

%

1 &0BC-,A<0B

$

S)'U C0,-L O6L,C6 G(&# H6B6 :6K=.-;K<0B L6HO66 0N

:0L6- :<C6

!

K=,A M-;.<BH ; O0-6 0N :0-6C,-;O ><0-0H<C 6NN6CK <B KO6;K<BH M;BCO6;K<C C;BC6O1

]9^*EUDP

$

S,T< )0BH-,0 '<6L, U6C<M6

&

M;BCO6;K<C C;BC6O

&

G(&# :6K=.-;K<0B

&

B6AK6L :6K=.-;K<0B

AM6C<N<C M0-.:6O;A6 C=;<B O6;CK<0B

$$胰腺癌是恶性程度较高的肿瘤之一!目前缺乏有 效治疗手段&笔者师从湖北中医学院邱幸凡教授多年!

根据邱师关于'脏虚络痹毒结(的肿瘤发病机制)

#

*

!结

合临床!自拟补气通络解毒方治疗胰腺癌!取得了良好

的临床疗效)

!

*

+ 研究表明#

P(U)#

促进恶性肿瘤的发

生)

$

*

!而
G(&#

能和
P(U)#

形成复合物!抑制其转录!

故
G(&#

能抑制恶性肿瘤的发生)

4

*

&

G(&#

基因甲基化

很有可能参与慢性胰腺炎向胰腺癌的恶性转化过程!

在胰腺癌的发病过程中扮演重要角色)

8

*

!为了进一步
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探索该方产生疗效的分子生物学机制!本研究应用补

气通络解毒方作用于胰腺癌模型小鼠!观察其对
G(&#

基因甲基化的影响!为该方治疗胰腺癌提供实验依据+

材料与方法

#

$实验动物$

PQ_

级雄性裸小鼠$

SXJSF&

%

$"

只!

5

&

7

周龄!体重$

!"

'

!

%

H

!由华中科技大学同济

医学院实验动物中心提供&按
PQ_

级动物实验要求进

行饲养及管理+ 合格证号#

P&`]

$鄂%

!""7

%

"""8

+

!

$细胞株$人胰腺癌细胞系
PW()

"

!

!由中国协

和医科大学中国医学科学院肿瘤研究所提供+ 复苏

后!加入含
#"a

小牛血清的
UQ+( #54"

培养液!置于

$%

(!

8a&E

!

!饱和湿度的
&E

!

培养箱中培养+

$

$药物$补气通络解毒方$组成#人参
8 H

$黄

芪
$" H

$枳壳
#" H

$川芎
#8 H

$地龙
#" H

$柴胡

7 H

$蜈蚣
$ H

$莪术
#8 H

$龙葵
#8 H

$炙甘草
5 H

等%用
8

倍于药材的冷水浸泡
!" :<B

!武火煎至水沸!

改文火煎煮
4" :<B

!滤出药液加冷水!煎至水沸!改文

火煎煮
$" :<B

!滤出药渣!将
!

次煎取药液混匀浓缩

至每毫升含生药
! H

的药液!置于冰箱
"

&

4

(保存+

4

$试剂及仪器$

Q&U

扩增仪
J<N6 6bMO6AA

)=6O:;- &.C-6O

! 杭州博日科技有限公司&电泳仪

D^^

"

5&

!北京市六一仪器厂&超净工作台
P*

"

&'

"

#_D

!苏净安泰有限公司&台式高速冷冻离心机

260N,H6 #8U

!力康生物医疗科技有限公司&制冰机

_+8"

北京长流科学仪器公司&超低温冰箱
D*

"

GJ!#7

!中科美菱&离心机
7"

%

!

!上海手术器械厂&凝

胶成像系统
);B0B

"

#5""U

!上海天能科技有限公司

精密电子天平!

SP##"P +;b P;OKc O,<A

&高温灭菌

锅!上海医用核子仪器厂&核酸定量测定仪!德国
9M

"

M6BL0ON

公司&电热恒温水浴箱!上海跃进医疗器械

厂&普通冰箱!

JY

公司&相机!日本
EJ^+QWP

公司&

水平摇床
)P

"

#

!天津市瑞森特仪器&

93 D2X +6K=.-

"

;K<0B

"

Y0-L ]<K D8""8cD8""5

!

3.:0 U6A6;OC=

&0OM0O;K<0B

&组织基因组
D2X

提取试剂盒!

DQ$"4

)<;BH6B S<0K6C=

$

S6<Z<BH

%

&E1

!

J)D

&

+;OI6O (

D2X -;LL6O

!

+##""

北京索莱宝科技有限公司$

P0

"

-;O><0

%&

);];U; JX );T

!

!

DUU""!X

宝生物工程

有限公司&

!

)

Y& S,NN6O (

!

DUU!"Y& (

宝生物工程

$大连%有限公司&琼脂糖
XH;O0A6 Y

"

#"

#

###?#"

!

S<0\6AK

公司+

8

$胰腺癌模型制备及分组方法$选择小鼠
!"

只分别于裸小鼠左后腿外侧皮内注射
PW()

"

!

细胞

#

)

#"

5 个!建立移植瘤模型!本次造模成功率为

#""a

!死亡率不超过
#"a

!造模成功后随机分为模型

组和治疗组!每组
#"

只+ 另选择
#"

只小鼠作为正常

组!于左后腿外侧皮内注射等体积生理盐水)

5

*

+

5

$干预方法$正常组#按
$ :JF#"" H

体重给予

生理盐水灌胃!每日
#

次!连续
#4

天+ 对照组#移植

癌细胞后!

!

周后待移植瘤肉眼可见时!按
$ :JF#"" H

体重给予生理盐水灌胃!每天
#

次!连续
#4

天+ 治疗

组#移植癌细胞后!待移植瘤肉眼可见时!均按人与实

验动物体表面积折算法算得小鼠等效剂量为
5" H

生

药
FIH

体重!按
$ :JF#"" H

体重给予补气通络解毒方

灌胃!每天
#

次!连续
#4

天+

%

$检测指标及方法$治疗结束后!颈椎脱臼法处

死小鼠!并用酒精消毒操作部位皮肤!置于超净工作台

$先以紫外线灯消毒
$" :<B

%!以无菌操作剥取肿瘤结

节$用游标卡尺测量肿瘤大小!按公式
/

*

#F!

长径)短

径!

!计算肿瘤体积%!剔除纤维包膜和坏死组织$正常组

取胰腺组织%!并投入液氮冻存以作进一步研究备用+

%

!

#

$组织基因组
D2X

提取$取胰腺组织
8"

&

#"" :H

!加
# :J QSP

和
4 "J U2;A6X

$

#"" :HF

:J

%!冰浴充分匀浆!

#" """ O F:<B

离心
# :<B

!倒尽

上清!加
!"" "J

缓冲液
YX

!振荡至彻底悬浮&加入

!" "J

蛋白酶
]

溶液!混匀!

85

(水浴直至组织溶解!

简短离心&加入
!"" "J

缓冲液
YS

!充分颠倒混匀!

%"

(放置
#" :<B

&加人
!"" "J

无水乙醇!充分振荡

混匀
#8 A

!简短离心&将上一步所得溶液和絮状沉淀

均加入一个吸附柱中 $吸附柱放入收集管中%!

#! """ O F:<B

离心
$" A

!倒掉废液!将吸附柱放回收集

管中&向吸附柱中加入
8"" "J

缓冲液
YD

!

#! """ O F

:<B

离心
$" A

!倒掉废液!将吸附柱放入收集管中&向

吸附柱中加入
%"" "J

漂洗液
Q*

!

#! """ O F:<B

离心

$" A

!倒掉废液!将吸附柱放入收集管中&向吸附柱中

加入
8"" "J

漂洗液
Q*

!

#! """ O F:<B

离心
$" A

!倒

掉废液&将吸附柱放回收集管中!

#! """ O F:<B

离心

! :<B

!倒掉废液+ 将吸附柱置于室温放置数分钟!以

彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液&将吸附柱放入一

新的无菌离心管中!室温放置
$ :<B

!使吸附膜彻底干

燥+ 加入
$" "J

洗脱缓冲液!室温放置
! :<B

!

#! """ O F:<B

离心
! :<B

!所得液体即为
D2X

溶液+

%

!

!

$

&)

转化$重硫氢酸盐处理%$向
&) C0BV

"

6OA<0<B O6;H6BK

管中加入
?"""J LLG

!

E

!

$"" "J

+

"

L<-,K<0B >,NN6O

和
8" "J +

"

L<AA0-V<BH >,NN6O

!室

温振荡约
#" :<B

中至粉末溶解+ 取制备好的
&)

C0BV6OA<0<B O6;H6BK #$" "J

!加入到
!" "J D2X

样

品中 $约
4""

&

7"" BH

%!混匀+

?7

(!

#" :<B

!
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(!

!

!

8 =

+ 将吸附柱放入收集管!向吸附柱中加入

5"""J +

"

><BL<BH >,NN6O

!然后将其中所得液体转入

吸附柱中!颠倒混匀+ 室温
#" """ O F:<B

离心
$" A

!

倒掉废液+ 加入
#"" "J +

"

\;A=<BH >,NN6O

!室温
#"

""" O F:<B

离心
$" A

!倒掉废液+ 加入
!"" "J +

"

L6A,-M=0B;K<0B >,NN6O

! 室 温 放 置
!" :<B

+

#" """ O F:<B

离心
$" A

!倒掉废液+ 加入
!"" "J +

"

\;A=<BH >,NN6O

!室温
#" """ O F:<B

离心
$" A

!倒掉

废液+ 重复
#

次+ 将吸附柱放入新的无菌
#

!

8 :J

离

心管中! 加入
#" "J +

"

6-,K<0B >,NN6O

! 室 温 下

#" """ O F:<B

离心
$" A

! 所得液体即为转化后

的
D2X

+

%

!

$

$胰腺组织
G(&#

基因启动子甲基化状态检

测$采用巢式甲基化特异性聚合酶链反应$

B6AK6L

:6K=.-;K<0B

"

AM6C<N<C M0-.:6O;A6 C=;<B O6;CK<0B

!

2

"

+PQ

%法+ 引物由
(BV<KO0H6B S<0K6C=B0-0H. &01

!

J)D

中国公司合成!按照合成单加入
LLG

!

E

!制成

#" ":0-FJ

溶液&序列如下#

+6

"

G<C#

"

+

#

J

#

Y)&Y

"

)X))XY)Y)&YY)))Y)))))&Y)XY))&

!

U

#

&YX

"

&XX &Y&Y)&XX)X)X)XXXXX&&Y #!$>M

&

WB+6

"

G<C#

"

+

#

J

#

)Y))Y)X))XY)Y))YY)))

"

Y))))))Y)XY)))Y

!

U

#

&)XX&X)&XX&XXX

"

&X&X)&XX)X )X)XXXX&&X#$#>M

!

_-;BI

"

J

#

X))))^YX))Y))YY)YY)))))X)))Y)^YYY

!

U

#

&&)&))))& &&U)))&&)XXX))&)&)X&)XX&

加样体系
!

)

Y& >,NN6O #

#

#" "J

!

!

!

8 ::0-FJ

L2)QA

#

# "J

!

#" ":0-FJ

引物
"

!

8 "J

!

D2X

模板#

# "J

!

8 WF"J JX );T

#

"

!

! "J

!

LLG

!

E

#至
!" "J

!反

应条件#

?8

(预变性
8 :<B

!

?4

(

$" A

!

87

(

$" A

!

%!

(

!" A

!

$"

个循环&

%!

(延伸
$ :<B

完成扩增反

应+ 电泳
#

)

)X9

!

4 /FC:

&

!a ;H;O0A6

+ 结果判

定#由于组织样本中细胞成分不均一!

D2X

甲基化程

度不一致!

+FW

条带常同时出现&只要出现
+

条带!则

认为标本存在甲基化+

7

$统计学方法$采用
PQPP #"

!

"

软件!实验结

果均以
b

'

A

表示!计量资料多组间差异性两两比较采

用方差分析!计数资料采用
$

! 检验!

Q R"

!

"8

为差异

有统计学意义+

结$$果

#

$各组一般情况比较$造模后!模型组裸鼠体重

明显下降!活动减少!饮食及饮水量明显低于正常组和

治疗组!而正常组和治疗组之间差异无统计学意义+

模型组裸鼠干预前后瘤体体积比较无明显性差异

$

Q d"

!

"8

%&而治疗组裸鼠干预前后有较明显差异!干

预后瘤体的体积明显缩小$

Q R"

!

"8

%+

!

$各组胰腺组织
G(&#

基因启动子甲基化阳性

率比较$表
#

%$与正常组比较!模型组胰腺组织
G(&#

基因启动子甲基化阳性率升高$

Q R"

!

"#

%&与模型组

比较!治疗组甲基化阳性率降低$

Q R"

!

"#

%+

表
#

$各组胰腺组织
G(&#

基因启动子甲基化阳性率比较

组别
B

G(&#

+

e

W

e

阳性率

$

a

%

正常
#" " #"

"

#

"

"

模型
#" ? # ?"

#

"

治疗
#" 4 5

4"

#

"

"

$$注#

+

e为甲基化阳性&

W

e 为非甲基化阳性&与模型组比较!

"

Q

+

"

#

"#

$$注#中间为
D2X +;I6O

条带!从下至上!依次为
#"" >M

%

8"" >M

!

!"

个泳道!每
!

个一组!为同一样品分别用甲基化引物

$

+

e前一个%和非甲基化引物$

W

e后一个%扩增结果

图
#

$各组胰腺组织
G(&#

基因启动子甲基化表达情况

讨$$论

G(&#

基因在多种肿瘤中发生高甲基化!包括乳腺

癌$

5%a

!

!5F$?

%

)

%

*

,前列腺癌$

?5a

!

!8F!5

%

)

7

*

,非小

细胞肺癌$

78a

!

4"F4%

%

)

?

*

,胃癌$

48a

!

#?F4!

%

)

?

*

,肝

癌$

?"a

!

#?F!#

%

)

#"

*等+

);-;:<B< Y

等)

##

*在正常胰

腺!慢性胰腺炎!胰腺癌组织中检测了包括
M#4

,

M#8

,

M#5

,

M%$

,

XQ&

,

=+JG#

,

+Y+)

,

SU&X#

,

YP)Q#

,

)(+Q

"

$

,

&DG#

,

DXQ]

"

#

等
#!

种癌症相关基因的甲

基化状态!发现基因的甲基化程度随细胞的恶性程度

增加而增高!提示基因甲基化积累是胰腺细胞恶性转

化的重要因素+

笔者根据导师邱幸凡教授关于恶性肿瘤的'脏

虚络痹毒结(的中医病机认识!自拟补气通络解毒

方!方中人参味甘,微苦!微温!能大补元气!补脾益

肺!为君药+ 黄芪味甘!性微温!为臣药!能补气生
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!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/0-1 $$

!

20

!

%

阳,益卫固表!能增强人参的补气功效!为臣药+ 柴

胡及枳壳味辛,性温!有行气之功效&川芎,莪术味辛

性温!有活血化瘀之功!故为佐药&地龙及蜈蚣辛温!

能搜邪剔络!无血者走气!有血者走血!灵活迅速!

-临证指南医案.

)

#!

*

#'凡虫蚁皆攻+ 无血者走气!有

血者走血!飞者升!地行者降//(+ 与柴胡,枳壳,

川芎,莪术配伍能引药入气络及血络!从而达到宣通

络脉的功效!故为使药&龙葵性寒!味苦!微甘!具有

小毒!有清热解毒之功!亦为佐药!炙甘草味甘,性微

温!有调和诸药之功!故佐使药+ 全方合用!共奏补

气通络,解毒消瘤之功+

本研究结果显示#在正常组组织中未发现甲基化!

在模型组和治疗组中的甲基化比率分别是
?"a

和

4"a

!三者之间有明显差异!模型组
G(&#

基因甲基化

比率明显高于正常组$

Q R"

!

"#

%!说明造模成功后!胰

腺癌组织
G(&#

基因甲基化程度升高!提示
G(&#

基因

表观遗传学改变可能参与胰腺癌的发生&而治疗组与

模型组比较!

G(&#

基因甲基化程度降低!二者差异有

统计学意义$

Q R"

!

"#

%!与正常组比较!

G(&#

基因甲

基化比率仍高于正常水平!说明经补气通络解毒方治

疗后!胰腺癌组织中
G(&#

基因甲基化程度降低!但仍

未恢复到正常水平!这可能与治疗时间过短有关!随着

治疗时间的延长!

G(&#

基因甲基化率是否能恢复到正

常水平!有待进一步研究+

本实验所用的样本较少!实验结果可能不完全反

映出补气通络解毒方对胰腺癌小鼠
G(&#

甲基化程度

的调节规律!在以后的研究中可以通过加大样本量来

进行深入的研究+
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