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[摘要 ]  目的 :通过研究乳宁Ⅱ号方对小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤细胞周期及 p53、ras 表达的影响 , 探讨乳宁

Ⅱ号方抑制乳腺癌生长的机制。方法 : 建立小鼠 Ca761 乳腺癌移植模型 , 小鼠造模后随机分成生理盐水对

照组、环磷酰胺 ( cyclophosphamide , CTX ) 治疗组、乳宁Ⅱ号方治疗组及乳宁Ⅱ号方加 CTX 治疗组 , 每组

12 只。用流式细胞术检测经不同方法处理的荷瘤小鼠移植瘤细胞的细胞周期 , 同时运用免疫组化法测定移

植瘤组织中 p53 和 ras 癌基因蛋白的表达 , 并进行组间比较。结果 : 乳宁Ⅱ号方治疗组、CTX 治疗组与乳宁

Ⅱ号方加 CTX 治疗组 S 期肿瘤细胞与生理盐水对照组比较明显减少 ( P < 0 .05) ; 乳宁Ⅱ号方治疗组 G0 -G1

期肿瘤细胞百分比低于 C TX 治疗组 ( P < 0 .05) ,而 G2 -M 期细胞百分比高于 CTX 治疗组 ( P < 0 .05 ) ; 乳

宁Ⅱ号方治疗组与乳宁Ⅱ号方加 C TX 治疗组 p53 的表达均显著低于生理盐水对照组 ( P < 0 .05) ,而 C TX

对 p53 表达的影响不显著 ( P > 0 .05) ; 乳宁Ⅱ号方治疗组、C TX 治疗组与乳宁Ⅱ号方加 CTX 治疗组 ras 的

表达均低于生理盐水对照组 ( P < 0 .05 )。结论 :乳宁Ⅱ号方可通过调控小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤细胞的细

胞周期来影响肿瘤的生长 ,这一作用与其调控肿瘤组织 p53 和 ras 基因表达有关。
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ABSTRACT  Objective: To explore the mechanisms of Runing RecipeⅡ (a recipe composed of traditional

Chinese herbs) in inhibiting the growth of breast cancer by observing i ts effects on the expressions of p53 and

ras oncogene proteins and cell cycle of the transplanted Ca761 breast cancer in mice . Methods: We

established the breast cancer model by transplanting Ca761 cells in mice . The mice were randomly divided

into 4 groups : normal saline control group , CTX-treated group , Runing RecipeⅡ-treated group , and Runing

RecipeⅡand CTX-treated group , with 12 mice in each group . We detected the cell cycle of the cancer cells

in the mice’s transplanted tumor with flow cytometry and measured the expressions of p53 and ras oncogene

proteins in the transplanted tumor with immunohistochemical methods . Results: The percentages of tumor

cells in S-phase of the Runing RecipeⅡ-treated group , CTX-treated group and Runing RecipeⅡand CTX-

treated group were significantly lower than that of the normal saline control group respectively ( P < 0 .05 ) .

The percentage of tumor cells in G0 -G1 phase of the Runing RecipeⅡ- treated group was lower than that of the
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CTX- treated group ( P < 0 .05) , while the percentage of tumor cells in G2 -M phase was higher than that of the

CTX-treated group . The immunoreact ive scores ( IRSs ) of p53 in the Runing RecipeⅡ-treated group and

Runing RecipeⅡand CTX-treated group were significantly lower than that in the normal saline control group

respectively ( P < 0 .05 ) . The effect of CTX on the expression of p53 was not significant . The IRSs of ras

oncogene protein in the RecipeⅡ-treated group , CTX- treated group and Runing RecipeⅡand CTX-treated

group were lower than that in the normal saline control group respectively ( P < 0 .05 ) . Conclusion: Runing

RecipeⅡ can inhibi t the growth of Ca761 breast cancer in mice by controlling the cell cycle of the

transplanted tumor . This may be related to its effect on the gene expressions of p53 and ras in the tumor

tissue .
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  肿瘤细胞细胞周期失去有效控制是肿瘤增殖的

主要机制之一。p53 与 ras 基因的变异是细胞周期

失调控的重要原因 , p53 诱导 p21 表达共同参与细

胞周期的调控
[ 1 , 2 ]

。乳宁Ⅱ号方是陆德铭教授根据

多年防治乳腺癌的经验 , 以益气养阴 , 调冲任 , 佐以

解毒为大法研制而成。既往研究表明该药对小鼠乳

腺癌细胞的生长具有抑制作用 [ 3 , 4 ] , 本研究拟从该

药对肿瘤细胞分化及 p53 和 ras 蛋白表达的影响探

讨其抑制乳腺癌生长的机制。

1  材料与方法

1 .1  实验动物  615 系小鼠 48 只 , 雌性 , 体质量

20 g左右 , 6 周龄 , 购自协和医科大学实验动物学部

实验动物繁育场。

1 .2  药物与试剂  乳宁Ⅱ号方由生黄芪、枸杞子、

仙灵脾、莪术等中药组成 , 由上海中医药大学龙华医

院制剂室制成含生药 3 .2 g/ ml 的水煎浓缩液。环

磷酰胺 ( cyclophosphamide , C TX ) 由上海华联制药

有限公 司生 产 , 沪 卫准 字 ( 1995 ) 第 012034 号 ,

200 mg/ 瓶 , 用生理盐水稀释成 4 mg/ ml。免疫组

化试剂 p53 (工作浓度为 1∶50 ) 与 ras ( 工作浓度为

1∶100 )单抗购自丹麦 Dako 公司。

1 .3  瘤株与造模  615 系小鼠 乳腺癌细 胞株

Ca761 由大连医科大学病理生理学教研室钱振超教

授惠赠。将 2×106 个 Ca761 细胞移植于 615 系小

鼠右腋皮下 , 建立小鼠乳腺癌移植模型
[ 3 ]

。接种次

日开始用药 ,用量按人与动物体表面积折算 [ 5 ] 。

1 .4  实验动物分组  造模后的小鼠随机分成 4 组 ,

每组 12 只。生理盐水对照组以生理盐水 0 .2 ml/ d

灌胃 ; CTX 治疗组以 C TX 40 mg·kg
- 1
·d

- 1
腹腔注

射 ; 乳 宁 Ⅱ 号 方 治 疗 组 以 乳 宁 Ⅱ 号 方

30 g·k g
- 1
·d

- 1
灌胃 ;乳宁Ⅱ号方加 CTX 治疗组以乳

宁Ⅱ号方 30 g·kg- 1 ·d- 1 灌胃和 CTX 40 mg·kg- 1 ·d- 1

腹腔注射。各组处理时间均为 21 d。

1 .5  观察指标

1 .5 .1  细胞周期  每组取 8 个肿瘤组织标本 , 运用

流式细胞仪检测肿瘤组织细胞周期。

1 .5 .2  p53 及 ras 蛋白表达  每组取 10 个肿瘤组

织标本 ,用免疫组织化学 ABC 法。p53 检测以细胞

核出现棕色颗粒者为阳性细胞 , ras 检测以细胞浆出

现棕色颗粒者为阳性细胞。结果判断采用免疫反应

积分 ( immunoreactive score , IRS ) 标准
[ 6 ]

。该计分

法避免了单一阳性细胞数或阳性强度计分的缺点 ,

能较完整地反映免疫组化反应结果。具体计算方法

如下。着色强度 ( staining in ten sity , SI) 计分 : 着色

阴性为 0 分 ; 着色弱、中、强依次为 1、2、3 分。阳性

细胞百分数 ( percentage of positive cells , PP )计分 :

无阳性细胞为 0 分 ; 阳性细胞数≤ 10 % 为 1 分 ,

11 %～50 %为 2 分 , 51 % ～80% 为 3 分 ; > 80% 为

4 分。总积分 : IRS = SI×PP。

1 .6  统计学方法  数据用 x ± s 表示 , 组间数据比

较采用单因素方差分析。

2  结  果

2 .1  乳宁Ⅱ号方对小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤细胞

周期的影响  CTX 治疗组、乳宁Ⅱ号方治疗组和乳

宁Ⅱ 号方加 CTX 治疗组 S 期肿瘤细胞百分比

( S-phase fraction , SPF ) 明显低于生理盐水对照组

( P < 0 .05) ,其中乳宁Ⅱ号方加 CTX 治疗组低于

CTX 治疗组 ( P < 0 .05 ) , 提示乳宁Ⅱ号方与 C TX

有抑制肿瘤增殖的作用 , 且乳宁Ⅱ号方与 CTX 有

协同抑制肿瘤增殖的作用。乳宁Ⅱ号方治疗组

G0 -G1 期肿瘤细胞百分比低于 CTX 治疗组 ( P <

0 .05 ) , 而乳宁Ⅱ号方治疗组 G2 -M 期肿瘤细胞百分

比高于 CTX 治疗组 ( P < 0 .05 ) , 提示乳宁Ⅱ号方

与 C TX 干预细胞周期的时点并不一致。见表 1。

2 .2  乳宁Ⅱ号方对小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤 p53

和 ras 蛋白表达的影响  乳宁Ⅱ号方治疗组与乳宁
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Ⅱ号方加 C TX 治疗组 p53 IRS 平均值均显著低于

生理盐水对照组 ( P < 0 .05 ) ; 而 CTX 治疗组与生

理盐水对照组比较无统计学差异 ( P > 0 .05 )。乳

宁Ⅱ号方治疗组、CTX 治疗组与乳宁Ⅱ 号方加

CTX 治疗组 ras IRS 平均值均低于生理盐水对照组

( P < 0 .05 )。见表 2。

表 1  乳宁Ⅱ号方对小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤细胞周期的影响

Tab 1  Percentages of cells in different cell cycles in 4 groups of mice with transplanted Ca761 breast cancer

( x± s, % )

Group n G0 - G1 ph ase S phase G2 -M ph ase

Normal saline control 8 59 ™.41±4 .69 25 Í.43±5 .02 14 �.99±3 .42

CT X- t rea te d 8 74 ™.10±4 .98 * 15 Í.57±3 .96 * 10 �.33±3 .72 *

Runing R ecipeⅡ - t reat ed 8 66 ™.25±5 .19 * △ 18 Í.60±2 .21 * △ 15 �.16±4 .45△

Runing R ecipeⅡ and C T X- t reat ed 8 78 ™.19±4 .02 * 13 Í.03±6 .05 * △ 8 �.78±2 .76 *

    * P < 0 .05 , vs nor mal saline control g roup ; △ P < 0 .05 , vs CT X- t rea te d group

表 2  乳宁Ⅱ号方对小鼠 Ca761 乳腺癌移植瘤 p53 和 ras 蛋白表达的影响

Tab 2  Expressions of p53 and ras oncogene proteins in 4 groups of mice with transplanted Ca761 breast cancer

( x± s )

Group n p53 IR S ras IRS

Normal saline control 10 
5 H.60±2 .76 4 r.70±1 .41

CT X- t rea te d 10 
4 H.20±2 .53 2 r.90±0 .88 *

Runing R ecipeⅡ - t reat ed 10 
2 H.40±1 .65 * 2 r.70±1 .42 *

Runing R ecipeⅡ and C T X- t reat ed 10 
2 H.80±2 .30 * 2 r.80±1 .03 *

    * P < 0 .05 , vs nor mal saline control g roup

3  讨  论

细胞增殖按一定次序进行 , 称细胞周期。肿瘤

细胞动力学特点是细胞群体主要分布于 DNA 合成

活跃的 S 期。G1 期的后期 , 细胞开始合成 DNA 的

前体物质 ,进入 S 期即开始 DN A 合成 , 细胞一旦进

入此期 ,如无特殊干扰 , 便能按细胞周期的顺序发展

下去 , 直至重新回到 G1 期。因此 ,在 G1 至 S 期或 G2

至 M 期进行阻断 , 便能有效控制肿瘤细胞周期 , 从

而抑制肿瘤细胞增殖。另外 , 细胞周期也可停止于

G1 、G2 期 [ 7 ] 。

本研 究 采 用 流 式 细 胞 术 ( flow cytometry ,

FCM )来分析乳宁Ⅱ号方及 C TX 对 615 系小鼠体

内 Ca761 乳腺癌细胞增殖周期的影响 , 结果显示各

治疗组 S 期肿瘤细胞与生理盐水对照组都存在显著

差异 ( P < 0 .05) , 其中乳宁Ⅱ号方加 C TX 治疗组

低于 C TX 治疗组 ( P < 0 .05 ) ; 乳宁Ⅱ号方治疗组

G0 -G1 期肿瘤细胞百分比低于 C TX 治疗组 ( P <

0 .05 ) ; 乳宁Ⅱ号方治疗组 G2 -M 期肿瘤细胞百分比

高于 C TX 治疗组 ( P < 0 .05 )。提示乳宁Ⅱ号方、

CTX 均可将 Ca761 小鼠乳腺癌细胞阻断于 G1 至

S 期 ,从而抑制了肿瘤细胞 DN A 合成和细胞增殖 ,

但两者对该细胞周期的调控机制并不完全相同 , 前

者可能侧重于 G2/ M 关卡效应 , 即控制 G2 向 M 期

的转化 ,后者可能更侧重于阻断 G1 向 S 期的转化。

分子生物学研究证明 p21 基因是 p53 的作用靶

点 , p53 能够结合 p21 的启动子 , 诱导 p21 基因的转

录 ,进而抑制细胞周期 , 诱导细胞进入 G1 期。而在

p53 变异的细胞株中 , p21 表达抑制 , 细胞分裂次数增

加约 20 次。此外 , p53 基因尚可通过 Gas-1 及其它不

明机制参与 G2/ M 关卡效应 ,调控 G0 向 G1 期转移[ 8 ] 。

因此 , p53 与 ras 基因的变异是细胞周期失调控的重

要原因。本研究结果显示 , CTX 对 Ca761 小鼠乳腺

癌细胞 p53 基因表达的影响不显著 , 对 ras 蛋白 p21

的表达有抑制作用 ,这提示 CTX 可通过抑制突变型

p21 的表达来实现对该细胞株细胞周期的调控 , 而乳

宁Ⅱ号方对突变型 p53 和 p21 的表达均有抑制 , 这可

能是造成 CTX 治疗组与生理盐水对照组 S 期细胞数

差异的一个重要原因。由此可见 ,细胞周期的调控是

多基因参与的复杂过程 , 而乳宁Ⅱ号方可通过对多基

因表达的影响来实现对细胞周期的调控。
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1 .5  统计学方法  资料采取 Ridit 分析进行比较。

2  结  果

2 .1  症状和体征改善情况  骨折主要临床症状和

体征明显改善 , 经 Ridit 分析 , P < 0 .01 , 存在显著性

差异。见表 1。

2 .2  骨痂生长情况的观察  骨折临床愈合显效

171 例 (76% ) ,有效 53 例 (23 .6% ) ,无效 1 例 (0 .4% )。

2 .3  副作用观察  225 例治疗前后肝功能、肾功能、

血常规、尿常规无明显变化 ,无新的异常病症发生。

表 1  治疗前后症状体征观察

(例)

症状和体征 N
治疗前分级

+ + + + + + 0 =

治疗后分级

+ + + + + + 0 ¯
P

疼痛及压痛 225 ¢169 Ž52 Â4 õ0 ×0 �5 g220 Ø< 0 ^.01

局部肿胀 225 ¢207 Ž17 Â1 õ0 ×4 �28 g193 Ø< 0 ^.01

畸形 225 ¢159 Ž44 Â17 õ5 =0 ×0 �2 g223 Ø< 0 ^.01

异常活动 225 ¢203 Ž14 Â3 õ5 =0 ×0 �0 g225 Ø< 0 ^.01

骨擦音 225 ¢217 Ž3 Â0 õ5 =0 ×0 �0 g225 Ø< 0 ^.01

功能障碍 225 ¢217 Ž3 Â4 õ1 =0 ×3 �11 g211 Ø< 0 ^.01

神经损伤 7 ¢4 Ž2 Â1 õ0 =0 ×0 �1 g6 Ø< 0 ^.01

血管损伤 11 ¢11 Ž0 Â0 õ0 =0 ×0 �0 g11 Ø< 0 ^.01

肌腱损伤 28 ¢28 Ž0 Â0 õ0 =1 ×3 �4 g20 Ø< 0 ^.01

混合损伤 15 ¢15 Ž0 Â0 õ0 =0 ×2 �4 g9 Ø< 0 ^.01

3  讨  论

祖国传统医学认为骨折愈合的过程就是“瘀去、

新生、骨合”的过程。这一过程是持续和渐进的 , 一

般可分为血肿机化期、原始骨痂期和骨痂改造期。

与之相应的是中医学的损伤三期辨证治法 , 即分为

初、中、后三期 ,初期一般在伤后 1～2 周内 , 宜活血

化瘀 ,消肿止痛为主 ; 中期在伤后 3～6 周 , 此期瘀肿

虽消而未尽 ,骨尚未连接 , 故治宜接骨续筋为主 ; 后

期为伤后 7 周以后 ,瘀肿已消但筋骨尚未坚实 , 功能

尚未恢复 , 治宜壮筋骨 , 养气血 , 补肝肾为主。因损

伤“专从血论”,故以往研究最多的是活血祛瘀法 , 并

认为“瘀祛则骨生”。蓝旭等 [ 2 ] 和周正新等 [ 3 ] 研究认

为中药可以抑制骨折后血液黏度升高并增加骨折局

部血流量 ,改善全身血液流变状态和骨折局部微循

环障碍 ,从而促进骨折的愈合。

舒筋壮骨片是遵循“活血祛瘀生新”的原则所组

成的治疗骨折基本方 , 其主要药效机制集中在促进

血液循环 ,重建破损的正常循环环境。临床观察 , 证

实舒筋壮骨片能明显改善掌骨骨折病人的临床症

状 ,具有初期活血化瘀、中期接骨续筋之功效 ,可“疏

其血气 ,令其调达 , 而致和平”, 具有行气活血、消肿

止痛、坚骨壮筋的作用 , 可改善局部血液循环 , 促进

瘀血吸收 ,并有较强的刺激骨痂生长的作用 , 能明显

缩短骨折愈合时间 ,从而达到减轻患者痛苦、缩短骨

折愈合时间的目的 , 因而是治疗骨伤的良方。本研

究 225 例病例 , 治疗前后查肝肾功能、血常规、尿常

规无明显变化。因此可以认为舒筋壮骨片治疗掌骨

骨折是安全有效的 ,值得在临床推广应用。
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