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金克对乳腺癌裸鼠移植瘤模型生长转移

和凋亡的影响

摘 要 : [ 目的] 观察金克( 槐耳清膏) 对人乳腺癌裸鼠移植瘤的抑制作用及其对肿瘤细胞增殖

和凋亡的影响。[ 方法] 以 MCF-7细胞复制裸鼠异种乳腺癌移植瘤模型 , 30 只 BALB/c 荷瘤鼠随
机分为对照组 ( 15 只 ) 、金克组 ( 15 只 ) 。分别用 生 理 盐 水 ( 0.2ml/只 ) 和 金 克(0.2ml/只)连 续 灌 胃

30d, 观察各组的抑瘤效果及对裸鼠瘤体大小和生存时间的影响。采用光镜、Tunel 法行原位凋亡
检测、流式细胞术观察肿瘤凋亡的形态学变化。[ 结果] ①金克组肿瘤体积大小明显小于对照组

( 4.62±1.86cm3, 6.35±2.73cm3, P<0.01) ; ②金克组生存期为明显长于对照组 ( 116.7±28.5d, 95.3±
26.7d, P<0.01) ; ③原位凋亡检测移植瘤细胞凋亡指数 ( AI) 明显金克组高于对照组 , 差异有显著
性 ( 19.32% vs 8.36%, P<0.01) ; ④ 流 式 细 胞 术 显 示 金 克 组 凋 亡 比 例 与 对 照 组 差 异 有 显 著 性

( 18.21% vs 8.39%, P<0.01) 。[ 结论] 金克可抑制人乳腺癌细胞 MCF-7移植瘤生长 , 延长生存期。
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Abstract: [ Purpose] To investigate the inhibition of JINKE(fungi of Huaier) on tumor growth and its
influence of cell proliferation and apoptosis on transplanted human breast cancer in nude mice.
[ Methods] MCF-7 cells were inoculated into the mammary fatty pad of nude mice to establish breast
cancer model, then thirty BALB/c nude mice with xenograft tumor were randomized into two groups:
JINKE group with JINKE (15 mice) and control group with normal saline (15 mice) by gastrogavage
in 0.2ml volume for 30 days respectively. Inhibition of JINKE on tumor growth, on influence of tumor
volume and on survival were observed. Tumor slides were reviewed microscopically. Cell apoptosis in
situ was examined by a Tunel assay. The morphological variation of apoptosis was detected by flow
cytometry. [ Results] The tumor volume of JINKE group reduced significantly than that of control
group ( 4.62±1.86cm3 vs. 6.35±2.73 cm3, P<0.01) . The survival of JINKE group was significantly
longer than that of control group ( 116.7±28.5d vs. 95.3±26.7d, P<0.01) . Detection of apoptosis in
situ showed that apoptosis index (AI) of JINKE group was significantly higher than that of control
group( 19.32% vs. 8.36%, P<0.01) . Apoptosis ratio of JINKE group was significantly higher than that
of control group ( 18.21% vs. 8.39%, P<0.01) . [ Conclusion] JINKE could inhibit the growth of
xenograft tumor of human breast cancer MCF-7 cells in nude mice and could prolong the survival.
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金克—槐耳颗粒具有良好的促凋亡效果和免疫

增强调节作用, 无明显毒副作用。对肝癌、肺癌、食管

癌、胃癌等均有独特疗效[1]。本文主要观察金克对乳

腺肿瘤生长的抑制作用 , 对肿瘤细胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 材 料

金克( 槐耳清膏) 由江苏启东盖天力药业有限公

司提供。人乳腺癌细胞株 MCF-7购于上海生命科学

院。细胞培养于含血清培养液中, 呈贴壁生长。培养
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细胞置于 37℃、5%CO2 培养箱中 , 每 3～5 天传代 1
次。实验动物 : 健康雌性纯种裸鼠 , 4~6 周龄 , 体重

12g~20g, 购自湖北省实验动物研究中心( 合格证号:

SCXK(鄂)2003-0005) , 饲养于华中科技大学同济医

学院实验动物中心。裸鼠置于恒温层流箱中, 于无特

定病原体( SPF) 环境下饲养, 12h 光照和 12h 黑夜交

替。喂养符合卫生部颁布的“医学实验动物全价营养

饲料标准”。

1.2 方 法

人乳腺癌细胞裸鼠移植瘤的建立: 人乳腺癌细

胞株 MCF-7在含 10%的胎牛血清及 160U/L 胰岛素

的 RPMI-1640培养液中培养, 传代扩增, 收集对数生

长期细胞制备悬液, 活细胞浓度为 1×107/ml。台盼蓝

染色计数活细胞占 95%以上。SPF 环境下进行实验

操作, 在每只裸鼠背部皮下接种细胞悬液 0.1ml/只

( 含细胞数约 0.5×107 个) [2,3]。

动物分组及用药: 接种 4 周后, 将裸鼠随机分为

对照组和金克组。①对照组: 15 只 , 采用灌胃法给

药, 每天灌注 0.9%生理盐水 0.2ml/只, 共 30d。②金

克 组 15 只 , 每 天 灌 注 药 物 0.2ml/只 , 其 浓 度 为

150mg/ml, 共 30d。金克组药物剂量相当于人体正常

服用金克剂量根据体表面积比值进行换算折合成裸

鼠的剂量[4]。

移植瘤生长情况及药物抑瘤效果: 给药后每隔

3d 用游标卡尺测量肿瘤最大长径( a) 、横径( b) 。计

算移植瘤的体积=( a×b2) /2[5], 绘制移植瘤生长曲线。

移植瘤组织病理学观察: 取移植瘤用 4%多聚甲

醛溶液固定, 常规石蜡包埋、切片、HE 染色, 光镜观察。

裸鼠主要脏器组织学观察: 将裸鼠的肝、肺固定,

石蜡包埋、切片、HE 染色, 光镜下观察有无脏器转移。

生存期观察: 待各组裸鼠衰竭时处死或自然死

亡 , 记录死亡时间 , 按公式计算生命延长率 : 生命延

长率 ( %) =( 金克组平均存活时间- 对照组平均存活

时间) /对照组平均存活时间×100%。

凋亡指数( AI) : 原位凋亡检测 Tunel 法荧光显

微镜下初步分析 , 光镜下避开坏死区 , 选 10 个高倍

视野 ( ×400 倍 ) 凋亡典型区域 , 计数 1 000 个细胞 ,

其中阳性细胞数百分比即为 AI。

流式细胞术: 待裸鼠衰竭时处死或自然死亡, 剥

取肿块, 用剪刀取部分瘤块, 将瘤组织剪碎, 并用

0.1M PBS 液反复冲洗, 用 200 目金属网过滤成单细

胞悬液 , 离心后去掉上清液 , 再加入 0.1M PBS 液冲

洗, 再离心, 去掉上清液, 加入 70%乙醇 1ml, 边加边

振荡。然后上流式细胞仪 ( FACScan Becton Dickin-

son, 美国) , 做细胞周期采样分析 , 检测各组细胞凋

亡比例及主要作用细胞分裂的哪个周期。

1.3 统计学处理

结果以均数±标准差表示 , 采用 SPSS 12.0 统计

软件处理, P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 裸鼠移植瘤生长情况

30 只裸鼠皮下接种 MCF-7细胞悬液 10d 左右 ,

于 接 种 部 位 皮 下 均 可 触 及 直 径 约 2mm～3mm 的 瘤

块, 致瘤率 100%。其后肿瘤逐渐长大, 28d 后移植瘤

长径长至 0.8cm 左右, 再分组给予不同的药物处理,

此后每 3d 检测 1 次移植瘤最大长径和横径, 计算移

植瘤体积, 裸鼠治疗第 30d 移植瘤平均体积对照组

为 6.35±2.73cm3; 金克组为 4.62±1.86cm3, 差异有显

著性( P<0.01) 。显示金克对移植瘤生长有明显的抑

制作用。

2.2 移植瘤组织病理学变化

肉眼观察 , 肿瘤呈圆形、椭圆形或分叶状包块 ,

质地硬, 切面呈灰白色。大部分与周围组织分界清

楚。对照组中可见 4 只有胸壁浸润。光镜下对照组移

植瘤细胞仍保持培养状态下癌细胞原有的异型性 ,

形状不规则, 大小不一, 核大浓染, 核异型明显, 可见

病理性核分裂相, 核质比例明显增大, 可见少量组织

坏死区; 金克组肿瘤细胞呈现不同程度退行性变, 部

分肿瘤组织出现明显坏死。提示金克组可显著促进

癌细胞坏死。

2.3 裸鼠生活状况及主要脏器组织学检查

对照组裸鼠较金克组消瘦明显, 在光镜下对其

肝、肺脏器组织学观察 , 发现 3 只肝部有结节形成 ,

病理证实为移植瘤肝转移; 金克组状态良好, 光镜下

对其肝、肺脏器组织学观察未见有病理学改变, 提示

用药可以抑制肿瘤转移。

2.4 两组裸鼠生存期观察

待裸鼠饲养至衰竭时处死或自然死亡, 记录死

亡时间对照组平均存活时间为 95.3±26.7d; 金克组

平均存活时间为 116.7±28.5d, 生命延长率为 22%,

金克组与对照组比较差异有显著性( P<0.01) 。

2.5 两组癌细胞凋亡观察

原位凋亡检测 Tunel 法检测, 光镜下见凋亡细胞

核染成棕黄色, 金克组 AI 为 19.32%, 而对照组 AI 为

8.36%。金克组凋亡指数明显高于对照组( P<0.01) , 提

示金克可诱导乳腺癌细胞发生凋亡( 见图 1) 。
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凋亡细胞核染成棕黄色见箭头

图 1 Tunel 法检测光镜情况( ×200)

2.6 流式细胞检测

流式细胞检测分析结果显示, 对照组凋亡比例

为 8.39%, 而金克组凋亡比例为 18.21%, 差异显著

性(P<0.01) , 并且金克组的 G0/G1 期分布高于对照组,

提示金克可使细胞停滞于 G1 期, 限制肿瘤细胞增殖

并促进细胞凋亡的发生, 诱导乳腺癌细胞发生凋亡。

3 讨 论

金克 ( 槐耳清膏) 其主要活性成分是多糖蛋白

(PST) 。对肝癌、肺癌、食管癌、胃癌等均有独特疗效[6~11]。

前期研究显示, 金克具有在体外抑制乳腺癌 MCF-7
细胞生长的作用。我们通过复制人乳腺癌细胞株

MCF-7裸鼠移植瘤, 进一步观察金克抗癌作用。由于

裸鼠无胸腺, 仅有胸腺残迹或异常上皮, 且这种上皮

不能使 T 细胞正常分化 , 因而裸鼠缺乏成熟的 T 淋

巴细胞 , NK 细胞活性亦很低 [12], 因此我们通过选取

裸鼠为实验材料, 可以排除机体免疫调节作用对肿

瘤的影响, 更好地探讨金克对肿瘤的直接作用。结果

显示金克在体内具有明显抑制肿瘤生长的作用。尽管

MCF-7 细胞株不是高侵袭性的细胞株, 但我们仍然观

察到对照组 4 只裸鼠有胸壁浸润, 并有 3 只发生了肝

转移, 而金克组未发现肿瘤转移现象, 反映金克对乳

腺癌的浸润生长和转移发生有抑制作用。

肿瘤不仅是增殖、分化异常的疾病, 更是凋亡异

常的疾病[13, 14], 调控细胞凋亡成为目前肿瘤治疗研究

的一个新热点[15]。关于细胞凋亡的检测手段较多, 目

前认为 Tunel 法结合了组织化学的方法 , 定位准确 ,

特异性与敏感性高, 假阳性低, 可更准确地反映凋亡

发生的程度[16]。本实验应用 Tunel 法可见到金克组

有典型的凋亡细胞、凋亡小体或出泡现象, 凋亡指数

显著高于对照组, 说明金克可诱导乳腺癌细胞发生

凋亡, 抑制肿瘤生长。用流式细胞仪分析两组细胞周

期的结果显示金克组的 G0/G1 期分布高于对照组 ,

表明金克主要作用于 G1/S 节点 , 使细胞停滞于 G1

期, 限制肿瘤细胞增殖并促进细胞凋亡的发生。

综上所述, 金克具有诱导乳腺癌细胞凋亡, 抑制

乳腺癌肿瘤的生长和转移发生, 延长生存期的作用。

但是由于中药的成分复杂, 金克的相关作用机制仍

然需要进一步的研究和探讨。
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