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树舌灵芝提取物对三阴乳腺癌模型小鼠肿瘤

抑制作用及其机理研究

亓子豪#孟#娇#王子良#孙会贞#杨#恭

摘要#目的#探讨树舌灵芝提取物在实验动物体内对三阴乳腺癌的抑制作用! 方法#通过接种
+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细胞建立三阴乳腺癌荷瘤小鼠模型" 将
!"

只造模成功的小鼠按随机数字表法分为树舌灵芝组

和阴性对照组"每组
#"

只"树舌灵芝组腹腔注射
"

!

! 9H

树舌灵芝水提物#

#"" 9=D9H

$"阴性对照组给相

同剂量的生理盐水"每
%

天用药
#

次"

IJ

天后停药! 通过免疫组织化法检测
&B%I

表达"以计数微血管%同

时通过免疫组化法检测凝血酶敏感蛋白
#

#

K/-19L1MN1<A:< #

"

)OP

"

#

$及细胞周期蛋白
B#

#

&;.2:< B#

$

表达! 结果#树舌灵芝组小鼠瘤重&#

"

!

%%

$

"

!

#$

$

=

'明显低于阴性对照组&#

"

!

$6

$

"

!

%7

$

=

'"两者差异

有统计学意义#

P Q"

!

"J

$%树舌灵芝提取物抑瘤率为
J#

!

IR

! 树舌灵芝组移植瘤体积明显小于阴性对照

组"差异有统计学意义#

P Q"

!

"J

$! 免疫组织化学染色结果显示(树舌灵芝组移植瘤中每个视野下微血管密

度为#

!"

!

7

$

!

!

#

$个)

)OP

"

#

阳性细胞数为#

$$

!

!

$

S

!

!

$个)

&;.2:< B#

阳性细胞数为#

%%

!

6

$

#$

!

I

$个%阴

性对照组依次为#

%I

!

"

$

!

!

"

$)#

!I

!

"

$

$

!

$

$及#

#$6

!

!

$

%!

!

$

$个! 两组间比较"差异有统计学意义

#

P Q"

!

"J

$! 结论#树舌灵芝提取物可能通过抑制肿瘤组织中血管的生成及调节细胞周期来抑制肿瘤细胞

的过度增殖"从而实现对三阴乳腺癌的抑制作用!
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##灵芝作为一种传统中药材"在中医学中被用来治

疗多种疾病"已有
! """

多年的历史了) 近年来"国内

外许多研究者对灵芝的抗肿瘤作用做了大量研究"证

实灵芝提取物在体外及体内均有较强的抗肿瘤作

用&

#

'

) 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤"其中雌激素

受体*孕激素受体及人表皮生长因子受体
!

均为阴性

的一类称为三阴乳腺癌&

!

'

) 三阴乳腺癌占乳腺癌的

#JR b!"R

"其发展迅速"侵袭性强"易发生局部复发

及远处转移"且内分泌治疗和曲妥珠单抗靶向治疗无

效"因此预后较差&

!

'

) 针对三阴乳腺癌的更有效的疗

法是近年来乳腺癌研究探索的热点) 树舌灵芝$

T,<

"

1A5-9, 2:NM:5<M5

%为灵芝属$

T,<1A5-9, a,-MK3

%的

真菌) 据相关文献报道"树舌灵芝粗提物在体外对乳

腺癌细胞具有抑制作用&

%

'

) 该项研究主要通过人乳

腺癌细胞系$

+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细胞%建立三阴乳腺

癌荷瘤小鼠模型"探讨及评价树舌灵芝提取物在实验

动物体内对三阴乳腺癌的作用)

材料与方法

#

#细胞株#

+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细胞系$由
+BE

"

+F

"

!%#

细胞体内传代筛选出的具有肺高转移倾向的

细胞%"由复旦大学附属肿瘤医院中心实验室所构建&

I

'

"

裸鼠皮下接种可生成瘤) 培养条件#贴壁生长于含
#"R

胎牛血清的
B+8+

培养液中$含青霉素
#"" YD9H

"链霉

素
#"" 9=DH

%"放置于
JR &C

!

"

%7

%培养箱中常规培

养)

#

&

!

天换液
#

次"

%

&

I

天传代)

!

#实验动物#

OP\

级裸鼠
!"

只$品系为
FEHFD

&

"

<@

%"雌性"

J b$

周龄"体重
#6

&

!" =

"由复旦大学上

海医学院实验动物中心购于上海西普尔'必凯实验动

物有限公司&许可证号#

O[ca

$沪%

!""6

'

""#$

') 饲

养于复旦大学上海医学院大学实验动物中心
OP\

级环

境中"实验前饲养
#

周"室温保持在
!J

%)

%

#药物#树舌灵芝提取物由海南吉祥蕈野生灵

芝真菌生物科技有限公司提供$批号#

!"#!"6#$

%)

树舌灵芝提取物是由树舌灵芝粉碎*煮沸后取上清液

冻干而得的黑褐色药粉) 用
PFO

溶液将树舌灵芝提

取物配成
#"" 9=D9H

溶液"

"

!

!! !9

滤器过滤除菌"

I

%冰箱保存备用)

I

#试剂及仪器#

B+8+

培养基$

G;.21<5

公司%"

胎牛血清$

G;.21<5

公司%"免疫组织化学抗体$

O,<K,

&-@Z

公司%"二甲基亚砜*无水乙醇等 $所用试剂均为分

析纯%) 生物安全柜$

)/5-91 O.:5<K:?:.

公司"

#%""

E!

%*

&C

!

恒温培养箱$

)/5-91 O.:5<K:?:.

公司"

G8]E

"

.522 !I"#

%*超净工作台$苏净公司"

FG&

"

#%""((E!

%*显

微镜$

C2;9N@M

公司"

&acI#

%*离心机$

8NN5<A1-?

公

司"

J6#"

%*细胞培养皿$

EU;=5<

公司%*

S$

孔细胞培养

板$

EU;=5<

公司%*微量移液器$

8NN5<A1-?

公司%*震荡

器$

(aE

公司
+O%

%*酶标仪$

F:1K5d

公司"

O;<5-=

"

;G)c

%*游标卡尺$

P-1 Md:K

公司"

PB

"

#J#

%*电子天平

$

O,-K1-:@M

公司"

&PE!!IO

%*液氮罐$

)/5-91 O.:5<

"

K:?:.

公司"

H1.,K1- $ PHYO

%等)

J

#荷瘤小鼠模型的建立#将
+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细

胞培养于含体积分数为
#"R

胎牛血清的
B+8+

培养基

中"置于
%7

%*含
JR&C

!

的培养箱内) 取贴壁生长的

对数期细胞"用
"

!

!JR

胰蛋白酶消化"吹打成细胞悬液"

PFO

洗涤
!

次"每次
# """ -D9:<

离心
J 9:<

"弃上清液"

用无菌
PFO

溶液稀释"调整到
#

!

J

(

#"

7

D9H

个瘤细胞"

用
# 9H

注射器在每只小鼠胸部皮下脂肪垫各接种

"

!

# 9H

$

#J"

万个细胞%

&

J

'

) 共接种
!"

只小鼠) 移植瘤

接种后第
!

天可见接种部位有结节"大小约
J 99

(

J 99

"随后结节逐渐减小"至第
$

天大小约
# 99

(

# 99

"此后结节稳定增长"第
#"

天结节大小为
J 99

(

J 99

)

!"

只裸鼠全部成瘤"成瘤率
#""R

)

$

#分组及给药方法#将
!"

只造模成功的小鼠

采用随机数表法随机分为树舌灵芝组和阴性对照组"

每组
#"

只) 树舌灵芝组腹腔注射
"

!

! 9H

树舌灵芝

水提物$

#"" 9=D9H

%"阴性对照组给相同剂量的生理

盐水"每
%

天用药
#

次"每次用药前测量小鼠体重"

IJ

天后停药)

7

#观测指标及方法

7

!

#

#肿瘤成长曲线及抑瘤率测定#给药期间"每

%

天用游标卡尺由体外测出瘤体的长径$

,

%和短径$

L

%"

然后根据体积
0 e"

!

J!

(

,

(

L

!

"绘出肿瘤生长曲线图)

停药后"颈椎脱臼法处死小鼠"剥离瘤块"称取瘤重) 计算

抑瘤率) 抑瘤率$

R

%

e

$阴性对照组平均瘤重'树舌灵

芝组平均瘤重%)$阴性对照组平均瘤重% (

#""R

)

7

!

!

#微血管计数检测#肿瘤标本乙醇脱水"

IR

甲醛固定"石蜡包埋切片"厚度为
J !9

"行
&B%I

免

疫组织化学染色)

&B%I

阳性产物呈棕色颗粒"定位

于血管内皮细胞膜及胞质)

&B%I

可标记微血管"阳

性脉管主要为棕黄色管腔样结构) 光镜下计数时"先

在
#""

倍视野下选取
%

个微血管最丰富的区域"然后
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%

再在
I""

倍视野下计数每一区域中的微血管数量"取

其平均值) 计数时"将与邻近的微血管*肿瘤细胞和周

围结缔组织分界清晰的
&B%I

阳性内皮细胞或内皮细

胞簇计为一个微血管&

$

"

7

'

)

7

!

%

#凝血酶敏感蛋白
#

$

K/-19L1MN1<A:< #

"

)OP

"

#

%及细胞周期蛋白
B#

$

&;.2:< B#

%检测#肿瘤

标本乙醇脱水"

IR

甲醛固定"石蜡包埋后做免疫组织

化学染色) 先在
#""

倍视野下选取
J

个棕黄色颗粒

最丰富的区域"然后再在
I""

倍视野下计数一个视野

中阳性细胞的数量"取其平均值)

6

#统计学方法#实验采集的数据采用
OPOO

#"

!

"

统计软件统计分析) 检验方法采用
K

检验)

P Q

"

!

"J

为差异有统计学意义)

结##果

#

#两组裸鼠移植瘤生长曲线及抑瘤率结果比较

$图
#

%#用药
IJ

天后"树舌灵芝组小鼠瘤重 &$

"

!

%%

$

"

!

#$

%

=

'明显低于阴性对照组&$

"

!

$6

$

"

!

%7

%

=

'"两

者差异有统计学意义$

P Q"

!

"J

%" 树舌灵芝提取物抑

瘤率为
J#

!

IR

) 小鼠移植瘤生长曲线显示树舌灵芝

组移植瘤体积明显小于阴性对照组"差异有统计学意

义$

P Q"

!

"J

%)

##注#与阴性对照组比较"

!

P Q"

!

"J

图
#

#

+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细胞裸鼠移植瘤体积变化

!

#两组裸鼠移植瘤血管计数结果比较$图
!

%#

&B%I

免疫组织化学染色结果显示#阴性对照组移植

瘤组织内可见形态不规则"无明显管腔样结构的新生

血管"血管多分布于肿瘤组织靠近边缘处) 树舌灵芝

组移植瘤组织中微血管密度低于对照组) 微血管计数

结果显示#树舌灵芝组移植瘤中微血管密度为

$

!"

!

7

$

!

!

#

%个(对照组移植瘤中微血管密度为

$

%I
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%个"阴性对照组高于树舌灵芝组"两组比

较差异有统计学意义$

P Q"
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"J
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##注#

E

为阴性对照组(

F

为树舌灵芝组( 黑色箭头所指示的

棕黄色管腔样结构为
&B%I

标记的肿瘤微血管

图
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#两组细胞裸鼠移植瘤内微血管密度#$
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#两组裸鼠移植瘤
)OP

"

#

表达结果比较$图
%

%
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#

免疫组织化学染色结果显示#树舌灵芝组和阴性

对照组移植瘤组织中
)OP

"

#

表达均较低"但树舌灵芝组

)OP

"

#

表达高于阴性对照组) 树舌灵芝组移植瘤中每

个视野下中
)OP

"

#

阳性细胞数为$
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!

!
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为阴性对照组(
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为树舌灵芝组
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#两组裸鼠移植瘤
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表达结果比较

$图
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%#树舌灵芝组移植瘤中每个视野下中
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阳性细胞数为$
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个视野下中
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##注#

E

为阴性对照组(

F

为树舌灵芝组
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#两组裸鼠移植瘤中
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讨##论

据+神农本草经,中记载#灵芝-主胸中结"益心气"

补中"增慧智"不忘"久食"轻身不老"延年神仙.) 树舌

灵芝$

T,<1A5-9, 2:NM:5<M5

%为灵芝属$

T,<1A5-9,



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

!!")##!

a,-MK3

%的真菌) $

#

%在我国大部分省区均有分布"且广

泛分布于欧洲*亚洲*北美洲等其他国家&

6

'

) 临床多用

于治疗乙型肝炎*食道癌*肺结核*神经衰弱等&

S

'

) 在我

国和日本民间作为抗癌药物应用己久&

#

"

%

"

S

'

) 三阴乳腺

癌占乳腺癌的
#JR b!"R

"其雌激素受体*孕激素受体

及人表皮生长因子受体
!

均为阴性"因此针对乳腺癌的

常规激素治疗和曲妥珠单抗靶向治疗无效"预后较

差&

!

'

) 本实验以
FEHFD&

"

<@

裸鼠为研究对象"将

+BE

"

+F

"

!%#

"

G+

细胞接种于裸鼠胸部皮下脂肪垫建

立三阴乳腺癌荷瘤小鼠模型"探讨了树舌灵芝提取物在

实验动物体内对三阴乳腺癌的作用)

该项研究中树舌灵芝组每
%

天腹腔注射树舌灵芝

水提物
!" 9=

"用药
IJ

天后"树舌灵芝组小鼠瘤重明显

低于阴性对照组"两者差异有统计学意义" 树舌灵芝提

取物抑瘤率为
J#

!

IR

) 小鼠移植瘤生长曲线显示树舌

灵芝组移植瘤体积明显小于对照组) 这说明树舌灵芝

提取物在实验动物体内能够抑制肿瘤的生长) 通过免

疫组织化学染色检测肿瘤组织血管密度"结果显示树舌

灵提取物能够抑制移植瘤中微血管的形成) 进一步的

研究显示树舌灵芝对血管生成的抑制作用"可能是通过

促进
)OP

"

#

的表达来实现的)

)OP

"

#

是血管生成抑制

因子"可抑制肿瘤血管生成"现已发现多种肿瘤中
)OP

"

#

表达减少&

#"

'

)

)OP

"

#

的高表达抑制了微血管的生

成"从而进一步达到抑制肿瘤细胞生长的效果) 这与张

海英等&

##

'发现灵芝能使肿瘤中微血管密度值降低"抑

制血管新生"以此发挥抗肿瘤作用相一致) 此外"

':,<=

'

&

#!

'研究了含灵芝提取物对
+BE

"

+F

"

!%#

的作用"发

现灵芝提取物可抑制细胞周期调节基因的表达"使细胞

周期停滞在
T!D+

期"从而抑制细胞的分裂和增殖) 此

外"本研究还发现树舌灵芝提取物能够抑制
&;.2:< B#

的表达)

&;.2:< B#

是细胞周期正性调节因子"其过度

表达可使细胞
T#

期缩短"是多种人类原发性肿瘤的特

征"与肿瘤的发生*转移和预后密切相关&

#%

'

) 抑制
&;

"

.2:< B#

的表达能够引起细胞周期
T#

期阻滞"从而抑

制肿瘤细胞的增殖) 这说明树舌灵芝提取物能够通过

调节细胞周期来抑制肿瘤的生长) 然而"本研究中所用

树舌灵芝水提取物为树舌灵芝粗提物"成分复杂"其中

何种成分发挥了抗肿瘤的作用"目前尚不明确"仍需进

一步研究)

综上所述"树舌灵芝提取物在实验动物体内"可能

通过抑制肿瘤组织中血管的生成并通过调节细胞周期

来抑制肿瘤细胞的过度增殖"从而实现对三阴乳腺癌

的抑制作用)
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