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关受体结合后
,

可直接刺激内皮细胞增生
,

增加血管

通透性
,

参与诱导肿瘤血管形成
,

为肿瘤浸润转移提

供条件
.

因此
,

拟以 V E G F及其受体为研究点来探讨消

痰散结方的作用机制 11叼 ’ .l

摘要

目的
:
研究消痰散结方 (以下简枷肖方 )对裸鼠人胃癌原位种

植瘤生长转移的抑制作用及其对 ( v a s e u l a : e n d o t h e z i a z

g r o w th f a c t o r ,

V E G F )
,

(k i n a s e i n s e r t d o m a i n r e c e P t o r ,

K D R )表达的影响
.

方法
:
建立人胃癌裸鼠原位种植高转移模型

,

实验动物随

机分为 4组 (荷瘤对照组
、

消痰散结方组
、

5一F u 化疗组
、

联合组)
,

于接种第 12 w k处死动物
,

取肝脏及淋巴结
,

作组织病理学检查
,

观察消方对肿瘤转移的抑制率
,

同时

留取部分标本运用逆转录聚合酶链反应 ( R T 一 P c R )对

V EG F
、

K D R m R N A 作定量检测
.

结果
:
所有荷瘤鼠胃壁均有肿瘤生长

,

且有不同程度的远

处转移
.

R T 一 P C R 检测发现
,

消方组
、

化疗组
、

联合组

癌组织内 v E G F
、

K D R m R N A 含量均显著低于荷瘤对照组

(P 0< .0 1)
,

且消方组中癌组织 v E G F
、

K D R m R N A 表达量

较化疗组
、

联合组亦明显降低 (P 0< .0 1)
,

具有统计学意义
.

结论
:
消方具有一定抑制胃癌转移的作用

.

其作用机制之一

可能是下调了肿瘤组织 V E G F
、

KD Rm R N A 表达水平而起

到抗胃癌浸润转移的作用
.

许玲
,

苏晓妹 陈亚琳 魏品康 中药消痰散结方对人胃箱裸鼠原位移植瘤
V EG F K D R m R N A 表达的影响
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a S P

0 引言

运用消痰散结法治疗胃癌
,

不仅提高了患者的生活质

量
,

而且有抑制肿瘤转移的作用 [ ’
一
2]

.

然而其抑制肿瘤转

移的机制尚须进一步研究
.

近几年新生血管形成在肿瘤

转移的分子水平机制研究中
,

已受到人们的重视
.

实体

肿瘤生长及转移需要血管生成
,

实体肿瘤形成后进人

无血管的浸润前期
,

此时肿瘤细胞依靠弥漫供给营养
,

当肿瘤结节生长到 l 一 2 m m 3 以后
,

肿瘤必须有新生血

管生成供给营养
,

才能继续增生和转移 3[
一 7 }

.

肿瘤细胞可

分泌多种血管生成因子诱导血管生成
,

其中血管内皮

生长因子 (
v a s e u l a r e n d o th e l i a l g r o w t h af e t o r ,

V E G r )是 目

前已知的最主要
、

最直接的血管生成因子 l4,
“ 一 ” }

,

与相

1 材料和方法
1

.

1 材料 B A L B/ c un /un 裸鼠由中科院国家啮齿类上海

实验分中心提供
,

占
,

6 周龄
,

体重 18 一
20 9

,

在 S P F

级条件下分笼饲养
.

人胃腺 C a SG C一790 1细胞株
,

由中

科院上海细胞生物研究所提供
,

于裸鼠右腋后皮下注

射并传代 6次成实体瘤
.

消痰散结方由天南星 15 9
,

半

夏 2 5 9
,

获荃 1 5 9
,

积实 1 0 9
,

陈皮 9 9
,

鸡内金

巧 g
,

炙甘草 6 9等中药组成
,

由第二军医大学长征

医院药物制剂中心高压制成无菌针剂
,

每毫升含生药

.2 5 9
.

使用前先以生理盐水配成所需浓度
,

置于 4 ℃冰

箱备用
.

实验动物用氯胺酮 50 m g /k g 腹腔麻醉后
,

常

规皮肤消毒
,

选择左侧正中旁切口
,

打开腹腔
,

暴露胃

壁
,

在胃大弯近胃窦处用 1 m L 空针头划破胃壁浆肌

层
,

植人直径 1 m m 大小的瘤组织块后
,

在瘤块表面

滴上一滴 o B 生物胶 (广州白云医用胶公司提供)
,

使其

覆盖瘤组织表面 4 0 5
凝固后缝合腹膜及皮肤

,

关腹
.

1
.

2 方法 裸鼠随机分为 4组
,

每组 12 只
.

种植后 1 w k
,

分别自腹腔注射生理盐水 (0
.

2 m L
,

对照组 )
、

2
.

5 k g L/

消痰散结方 (0
.

2 m L
,

消方组 )
、

6 g/ L S一 F u
(0

.

2 m L
,

化

疗组 )
,

同时给予中药组及化疗组的治疗方案 (联合组 .)

5一 uF l 次 w/ k
,

余每天一次
,

连续 3 w k
.

于建模后 12 wk

动物濒临死亡时处死荷瘤鼠
,

剥离胃壁肿瘤
,

取肝脏

及淋巴结
,

常规石蜡切片
,

H E 染色
,

作组织病理学检

查
.

另留取部分胃癌标本迅速投入液氮中冷冻备用
.

用高

浓度强变性剂异硫氰酸肌等提取移植瘤组织中 R N A
,

紫外分光光度计测定总 R N A
,

A2 60 A/ 2 80 鉴定 R N A
,

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定NR A的完整性
.

上海博亚

生物有限公司合成引物
,

v E G F 引物序列为
: fo wr

a dr :

5
’ 一T G C CTT G C T G C T C T A CC T C C 一 3

’ ,

er v e sr e : 5
’ -

T C A C C G C C T C G G C T T G T C A C 一 3
’
: 扩增片断

v E e F 12 1
、

16 5分别为 4 l o b p
、

540 b p : K D R 引物序列为
:

fo 卿
a
dr

: 5
’ 一T A C C G G G A A A C T G A C I T G G C C T一3

’

r e v e r s e : 5
’ 一T C A ( ; T T C T T G C T G T A C A A TT T A 一3

’
:

扩增片断为 4 4 0 b p
.

日一
a e ti n

序列为
: fo wr

a r d : 5
’ 一 T G A

C G G G G T C A C C C A C A C TG T G CC C A T C T A一3
’

er v e r s e :

5
’ 一 C TC AG G G C A G C G G A A C C G C TC A〕

,

1, G C C A A T一
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3
’
: 扩增片断为 310 b p

.

参照 T a K a R a
公司合成的 R e v e rs e

1
,

arn cs ir西 on S ys te m 众逆转录合成 cD NA :
总 NR A 1

.

0匹
,

d N T P 1
.

0 林L
, 0 119 0

(d T ) 1 8 1
.

0 林L
,

A M V 1
.

0 林L
,

RN A a s e i n h ib i t o r 1
.

0 林L
.

P e R 扩增的总反应体系 2 5 林L
.

e D N A模板 l匹
,

10 x B u
ffe

r 2
.

5 林L
,

2
.

5 m m o u L dN T P

2
·

5 林L
,

2 5 m m o IL L M g C I: 1
.

7 林L
,

V E G F
、

K D R 引物

各 l 林L
,

p
一 a e t i n

引物 l 林L
,

最后加 T a q 酶 l 林L
,

双

蒸水 14
.

3 林L
.

P e R 扩增条件
:
预变性 9 5 ℃

,

5 m i n ; 变

性 94 ℃
,

40
5 ; 退火 55 ℃

,

4D
S ;延伸 72 ℃

,

l 而
n ,

扩

增 35 个循环后
,

72 ℃
,

5 m in 延伸
.

P C R 产物在 巧 叭
琼脂糖凝胶上电泳

,

0
.

5 m g几 E B 染色
,

出现与扩增

产物大小相等的电泳条带为阳性
.

表 2 裸鼠胃癌组织 v 〔 G F
,

K O R 的 c O N A扩增产物面积灰度值( )A

分组

对照组

消方组

5一 F u

组

联合组

V EG F 12 l D N A K D R D N A

0石15 士 0
.

0 0 24

0
.

4 50 土 0
.

0 0 16目 f

0
.

5 79 士 0
.

0 汉Z b

.0 44 8 土 住0 《M4回

V E G F 16 5 D N A

0
.

6 7 3 土 0
.

00 3 3

0
.

5 2 2 士 0
.

0 0 16威

0
.

63 0 士 .0 0 03 3卜

0
.

5 2 0 士 0
.

0 0 3 0 曰

0 4 5 5 士 0
.

0 05 1

0 4 06
士 0刀 0 2 7诫

.0 4 2 9 士 0
.

0 04 1h

0
.

4() 2 士 0
.

0 02 9 曰

卜p < 0
.

01
, 、 对照组 ; d尸 < .0 01

,

vs s 一 F u
组 ; 沪 < .0 01

,

vs 联合组
.

2 结果
2

.

1 消方抑制裸鼠胃癌转移作用 对照组
、

实验组荷瘤

鼠胃壁均有肿瘤生长
,

多呈圆形
,

实质性
,

表面有结节

状隆起
,

呈淡红色鱼肉状
,

部分中心有坏死见图 1
.

病

理学检测表明
,

消方能在一定程度上抑制胃癌的转移
,

胃癌转移情况见表 1
.

图 3 各组胃癌组织中 K O R m R N A 的表达

图 1 人胃腺癌 S G C
一 7 9 01 裸鼠原位移植模型

.

表 1 消痰散结方对裸鼠胃癌转移的抑制作用 (单位
: n = 12

,

%( n))

分组

对照组

5 一 FU 组

消方组

联合组

胃周淋巴结转移 肝脏转移

7 5
.

0 (9 )

4 1
.

7 (5 )
a

2 5
,

o (3)
L

16
.

7 (2 ) ,
’

腹水形成

8 3
.

3 ( 10)

50
.

0 ( 6)
.

3 3 3 (4 ) ,
’

2 5
.

0 (3 )h

甲 0<
.

05
,
“ p 0< 01

,

。 对照组
.

2
.

2 胃癌组织中 v E G F
,

K D R 基因的表达 p
一 a e r i n

在

所有标本中均有表达
,

各实验组
、

对照组中 v E G F
、

K D R m R N A 均有不同程度表达
.

消方组 V E G F
,

KD R 的
c D N A扩增产物的条带宽窄及深浅经计算机图像分析其

面积灰度值较对照组显著下降 (P < .0 01 ) ; 在消方组胃癌

组织内 V EG F
,

K D Rm R N A 表达量亦较 5一 FU 组明显下

降
,

具有统计学意义见表 2
.

说明消方能下调胃癌组织

中 V E G F
,

K D Rm R N A 的表达见图 2
,

3
.

3 讨论

V E G F 有 4 种异构体
,

即 V E G F 1 2 1
,

V E G r l 6 5
,

V E G F 1 8 9
,

V E G F Zo 6
,

其中 v E G F 16 5 是主要分泌分

子
,

也是主要效应分子
,

V E G 1F 21 作用稍弱
,

二者以

旁分泌形式促进血管内皮细胞分裂增生
,

增加微血管

通透性
,

促进肿瘤浸润和转移
.

肿瘤的恶性度越高
、

体

积越大
、

转移越广的癌细胞内 V E G Fm R NA 含量就越高
.

V E G F 受体 目前发现至少有 2种以上
,

即 fm
s
样酪氨酸

激酶 F lt 和胎儿肝激酶
一 l/ 含激酶插人功能区受体

K D R
,

二者均为酪氨酸激酶受体
,

K D R 主要表达于生

长期的血管内皮细胞上
,

是 V E G F 发挥主要功能的受

体
,

是 V E G F诱导血管生成的主要通路!” !
.

K D R 与其配

体结合后其胞内信号传导机制可能是通过 v E c F sR 二聚

化
,

受体酪氨酸激活
,

促使底物磷酸化而产生促进内皮

细胞增生
,

提高血管通透性
,

改变细胞外基质的作用
.

祖国医学认为肿瘤的形成主要是痰
、

痕
、

毒互结

而成 11 21
.

中医理论的痰既是一种脏腑功能失调后的病理

产物
,

同时又是一种致病因素
,

他形成后阻于脏腑经络
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中
,

一方面可致气滞血疲
,

结而成块 ; 另一方面
,

又

可随气升降流行附注于其他部位形成新的病灶
,

这一

特点与肿瘤的生物学行为非常相类似
.

因此痰痕交阻与

肿瘤的形成和转移密切相关
.

消痰散结方主要由半夏
、

南星等燥湿化痰药组成
,

针对肿瘤痰癖互结的特性
,

以

化痰除痞
、

散结聚
、

消除肿块为目的
,

进而阻断肿瘤的

生长和转移 11 3一 , 4]
.

中医辩证发现
,

临床患者均具有不同

程度的痰疲互结的现象
,

采用消痰散结中药治疗一段

时间后
,

病情可得到不同程度的缓解
,

血清 v E G F水平

明显下降12]
.

本研究结果发现
,

中药组远处脏器转移率

明显低于荷瘤对照组及 5一刊 化疗组
,

且中药组
、

荷瘤

对照组在目的基因片断处均出现 D N A 条带
,

但中药组

条带的宽窄及深浅与对照组均不一致
,

经计算机图像分

析其面积灰度值表明
,

消方可使 v E GF 121
,

V E GF 16 5
,

K D R m R N A 表达水平显著下降
,

且在消方组中癌组织

内 v E G F
,

K D R m R N A 表达量较化疗组癌组织表达量亦

明显下降
.

提示消方可能通过下调 V EG F
,

K D R 基因进

而起到抑制胃癌的生长及转移的作用
,

也有可能通过

竞争性地抑制 V E GF 与其受体 K D R 的结合来抑制新生

血管形成
,

来达到抑制肿瘤的生长转移
.
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摘要

目的
:
在四氯化碳诱导的实验性肝纤维化大鼠中研究肝细胞

凋亡及 F a s
抗原和 B c l一 2 蛋白表达与增生细胞核抗原

(cP N A )的关系
.

方法
:
将 S D 大鼠 44 只随机分成 2 组

,

每组 22 只
,

分别

造模
.

常规石蜡切片
,

T U N EL 原位标记法检测细胞凋亡指

数
,

免疫组织化学法检测 aF
s
抗原

、

B d 一 2 蛋白和 CP N .A

结果
:
病理模型组实验大鼠肝组织细胞凋亡指数 (lA )明显低

于正常对照组 .(0 31 土 0
.

12 vs .0 49 土 0
.

10)
,

p 0< .0 1
.

与正

常对照组相比
,

病理模型组实验大鼠肝组织F as 阳性表达计

分明显降低( 2
.

72 土 0
.

4 7 vs 1
.

7 5 土 0
.

6 7 )
,

尸 < 0
.

0 1
.

F a s
与

cB l一2呈明显负相关 (r 二刁 .6 7
,

p 0< .0 5)
.

IA 与 B cl 一2(
厂 二 -

0
.

2 8
,

P > 0
.

0 5 )
、

P l (
r = 一0

.

3 3
,

P > 0
.

0 5 )和 F a s
(
r = 0

.

3 1
,

p >0 .0 5) 均无相关性
·

结论
:

asF 和 B c les Z 参与肝纤维化的发生过程中
,

二者在其中

起着相反的作用
,

细胞凋亡在肝纤维化中明显低下
,

而细胞增

生无明显变化
,

表明在肝纤维化中存在细胞凋亡和增生失衡
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