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摘要  目的 }研究异黄酮 ª̈ ±¬¶·̈¬±对肿瘤转移的治疗作用 ∀方法 }�ty2��y细胞由尾静脉注入 ≤xz��ry小鼠体

内 o于 §tx 观察动物肺转移灶 ∀ ª̈ ±¬¶·̈¬±混悬于 u h 卵磷脂中 o从接种瘤细胞前 t 天开始 ¬³o剂量为 tss 和 uss

°ª#®ªp t#§p t ∀结果 }ª̈ ±¬¶·̈¬±可抑制肺转移灶形成 ouss °ª#®ªp t用药组小鼠转移灶数目明显减少 ~作为对照 o腹腔

给予环磷酰胺 tss °ª#®ªp t后 o形成的转移灶数目无明显变化 o但形成的转移瘤灶体积减小 ∀当 ª̈ ±¬¶·̈¬±和环磷酰

胺合用时 o转移小鼠的存活时间明显延长 ∀结论 }ª̈ ±¬¶·̈¬±可抑制肿瘤转移 o其作用与细胞毒药物不同 o与细胞毒药

物合用可提高其抗肿瘤转移的作用 ∀

关键词  wχ ox oz2三羟基异黄酮kª̈ ±¬¶·̈¬±l ~小鼠黑色素瘤 ~肿瘤转移 ~抗肿瘤药物

  在我国 !日本等亚洲国家 o乳癌 !结肠癌及前列

腺癌等肿瘤的发病率较低 o这可能与亚洲人大量食

用豆类食物有关≈t  ∀豆类食物中富含异黄酮化合

物 o其中最主要的一种是 ª̈ ±¬¶·̈¬±kwχ ox oz2三羟基异

黄酮l ∀此化合物可抑制实验性乳癌的发生 o并有多

种抗肿瘤药理活性 o如 }抑制肿瘤细胞生长 !诱导恶

性细胞分化 !抑制血管新生等≈u  ∀我们曾报道这一

化合物可明显抑制小鼠黑色素瘤 �ty2��y细胞及

人纤维肉瘤 � ×ts{s细胞的侵袭≈v ∗ x  o提示该化合

物有用于治疗肿瘤转移的前景 ∀本文报道 ª̈ ±¬¶·̈¬±

对恶性黑色素瘤 �ty2��y细胞实验性肺转移的治

疗作用 ∀

材 料 与 方 法

  动物  ≤xz��ry小鼠 o α ot{ ∗ us ªo购自中国

医学科学院动物研究所 ∀

药物  � ±̈¬¶·̈¬±系从植物中提取 o由本所植化

室林茂教授提供 ∀

细胞株及小鼠黑色素瘤实验性肺转移模型的建

立[ 6]  �ty2��y 小鼠黑色素瘤细胞由 ƒ¬§̄ µ̈教授

k美国 � q⁄q �±§̈µ¶²±癌症中心l赠送 ∀细胞常规

培养于 � ° ��tyws 培养基k含 ts h 小牛血清l中 ∀

接种动物前 o培养细胞用 u °°²̄ #�pt ∞⁄× �r°�≥

从培养瓶壁解离 o磷酸缓冲液k°�≥l洗涤数次后 o重

收稿日期 }t|||2sv2uv
3联系人  ×¨̄ }kstslyvtyxusw oƒ¤¬}kstslyvstzzxz o

∞2°¤¬̄}µ∏¬«¤± � ³∏¥̄¬¦q̈¤¶·q¦±q±̈ ·

悬于 °�≥中 o细胞密度为 u ≅ tsy#°�p t ∀上述细胞

悬液 s1t °�给 ≤xz��ry小鼠尾静脉注入 ∀接种瘤

细胞 §tx处死动物 o剥离小鼠肺 o于解剖镜下观察

并计形成的转移瘤灶数目 ∀

Γενιστειν对黑色素瘤细胞肺转移的实验性治

疗  � ±̈¬¶·̈¬±以 u h卵磷脂混悬 o于接种黑色素瘤

细胞的前 t §开始¬³给药 o剂量分别为 tss和 uss

°ª#®ªp t#§p t ≅ tw §∀动物于 §tx处死 o计形成的

肺转移灶数目 ∀另外设置环磷酰胺k≤ × ÷l对照处理

组 o环磷酰胺溶于生理盐水中 o以 tss °ª#®ªp t剂量

分别于肿瘤接种前 t §o接种后 §y o§tvk即一周 t

次l各¬³给药 t次 ~同上于 §tx计肺转移灶数 ∀

Γενιστειν与环磷酰胺合用对肺转移小鼠生命

延长作用观察  同上方案合用 ª̈ ±¬¶·̈¬±及环磷酰

胺 o即从接种肿瘤前 t §至接种后 § tw ¬³ uss

°ª#®ªp t
ª̈ ±¬¶·̈¬±o并于接种前 t §o接种后 §y o

§tv同时¬³tss °ª#®ªp t环磷酰胺 ~停药后继续饲

养动物 o记录各组动物的死亡时间 o观察药物对荷瘤

小鼠的生命延长作用 ∀

数据统计  数据表示成 hξ ? σo数据差异性分

别采用 Ξu检验k转移发生率l !�¤±±2 • «¬·±̈ ¼ �2检

验k转移灶数目 !存活期l及 ≥·∏§̈ ±·τ2检验k体重l ∀

结 果

1  Γενιστειν对黑色素瘤细胞转移的治疗作用

�ty2��y黑色素瘤细胞恶性程度高 o给 ≤xz��ry

小鼠尾静脉注入后约 u周左右可在小鼠肺部形成转

移瘤灶≈y  ∀在我们的实验中小鼠的肺转移发生率
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约 |s h k{r|l o接种黑色素瘤细胞 tx §后肺转移灶

平均数目为 tty ? x{ ~由于肿瘤细胞的异质性 o形成

的转移灶大小差异较大 o其中 o较大转移灶k直径大

于 s1z °°l的比例约为 t{1z h ∀在 tss °ª#®ªp t

剂量下 oª̈ ±¬¶·̈¬±可降低小鼠的肺转移灶数目k{u ?

ysl o但 Π� s1sx ∀在 uss °ª#®ªp t剂量下 oª̈ ±¬¶·̈¬±

可使肺转移发生率降低至约 zs h kyr|l o虽然 Π �

s1sx o但是在发生转移的动物中肺转移灶的数目降

低至 vv ? uv o与对照组相比 o差异极显著 k Π �

s1stl o见表 t ∀在 ª̈ ±¬¶·̈¬±组动物中 o虽然肺转移

灶数目明显减少 o但仍形成许多大的转移瘤灶 ~直径

大于 s1z °°的较大转移灶的比例在 us h以上 o此

比例甚至高于对照组 k表 tl ∀上述结果说明 o

ª̈ ±¬¶·̈¬±可抑制肺转移灶形成 o但对肺转移瘤灶的

生长无明显的抑制作用 ∀环磷酰胺在 tss °ª#®ªp t

的剂量下 o可使肺转移形成率降至 {s h kzr| oΠ �

s1sxl o但肺转移灶的平均数目仍为 tst ? z| o与对

照组相比无明显差异k Π� s1sxl ~但肺部形成的转

移瘤灶明显较小 o绝大多数k � |z h l瘤灶的直径小

于 s1z °° o提示环磷酰胺可抑制转移瘤灶的生长 o

这一作用与 ª̈ ±¬¶·̈¬±明显不同 ∀但两药均可致小

鼠体重明显下降 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτσ οφ γενιστειν ον εξπεριµενταλτυµ ορ µεταστασισιν µιχε

�µ²∏³
⁄²¶̈r

°ª#®ªp t �±¦¬§̈ ±¦̈
�∏°¥̈µ²©

° ·̈¤¶·¤¶̈¶

� ·̈¤¶·¤¶̈¶ ¤̄µª̈µ

·«¤± s qz °° r h

≤²±·µ²̄ {r|   tty ? x{    t{ qz ? x qy

� ±̈¬¶·̈¬± tss |r| {u ? ys u{ qw ? { qy

uss yr| vv ? uv 3 3 uw qy ? { qy

≤ × ÷ tss zr| tst ? z| v qs ? v qx

� ±̈¬¶·̈¬± º¤¶¶∏¶³̈ ±§̈ §¬± u h ¯̈ ¦¬·«¬± ¤±§¤§°¬±¬¶·̈µ¤·̈§¬³²±¦̈ √̈ µ̈¼ §¤¼ o º«¬̄̈ ≤ × ÷

º¤¶¤§°¬±¬¶·̈µ¤·̈§¬³²±¦̈ ¤ º¨̈ ®q× «̈ ¤±¬°¤̄¶º µ̈̈ ¶¤¦µ¬©¬̈§©²µ¦²∏±·¬±ª·«̈ ±∏°¥̈µ²©

° ·̈¤¶·¤¶̈¶²± §¤¼ tx µ̈ ¤̄·¬√¨·²·«̈ §¤¼ ²©·∏°²µ¦̈¯̄ ¬±­̈¦·¬²±q ν � | o hξ ? σo 3 3 Π �

s1st ϖσ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³q

2  Γενιστειν与环磷酰胺合用对肺转移小鼠存活时

间的影响

图 t显示 oª̈ ±¬¶·̈¬±与环磷酰胺合应用可明显

ƒ¬ª t  ∞©©̈¦· ²© ª̈ ±¬¶·̈¬± ¦²2¤§°¬±¬¶·̈µ̈§ º¬·«

¦¼¦̄²³«²¶³«¤°¬§̈ ²± ·«̈ ¶∏µ√¬√¤̄ ·¬°¨ ²© ·∏°²µ2
¬±²¦∏̄¤·̈§ °¬¦̈ q �ty2��y °¨̄¤±²°¤ ¦̈¯̄¶ º µ̈̈

¬±­̈¦·̈§¬±·² ≤xz��ry °²∏¶̈ √¬¤ ·¤¬̄ ¤̄·̈µ¤̄ √ ¬̈± q

� ±̈¬¶·̈¬± kuss °ª#®ªp tl º¤¶¤§°¬±¬¶·̈µ̈§¬³²±¦̈ ¤

§¤¼ ¶¬±¦̈ ·«̈ §¤¼ ¥̈©²µ̈ ·∏°²µ¦̈¯̄ ¬±²¦∏̄¤·¬²± º«¬̄̈

≤ × ÷ ktss °ª#®ªp tl º¤¶¦²2¤§°¬±¬¶·̈µ̈§²± §¤¼2t o

y ¤±§tv µ̈ ¤̄·¬√¨·²·«̈ §¤¼ ²© ¦̈¯̄ ¬±²¦∏̄¤·¬²±q ×«̈

¤±¬°¤̄¶º µ̈̈ ¥µ̈§©²µµ̈¦²µ§¬±ª·«̈ ¶∏µ√¬√¤̄ ·¬°¨²©

¤̈¦« ¤±¬°¤̄ q ν � { q υ ) υ ≤²±·µ²̄ ªµ²∏³~ π ) π

� ±̈¬¶·̈¬±n ≤ × ÷ ªµ²∏³q

延长小鼠的存活时间 ∀对照组小鼠在 §uv开始迅

速死亡 o§uy对照动物 {只只有 u只存活 o这 u只

动物分别在 §vz和 §v{死亡 ∀用药组动物则直到

§vt才开始死亡 o§v{仍有 u只存活 o至 §wu用药

组动物全部死亡 ∀对照组动物平均存活时间为

kuz1{ ? y1tl §o用药组动物平均存活时间显著延

长至kvy1x ? v1wl §o Π � s1st ∀这一结果提示 o

ª̈ ±¬¶·̈¬±与环磷酰胺合用可提高抗肿瘤转移的作

用 ∀

讨 论

  异黄酮 ª̈ ±¬¶·̈¬±是一种强的蛋白酪氨酸激酶

抑制剂 o我们曾报道 o此化合物可通过阻断细胞与细

胞外基质蛋白的相互作用 o从而有效抑制包括 �ty2

��y细胞在内的恶性细胞的侵袭≈v ∗ x  ∀在本研究

中 o我们则发现 o腹腔给予 ª̈ ±¬¶·̈¬± uss °ª#®ªp t o

可显著抑制 �ty2��y小鼠黑色素瘤细胞的实验性

肺转移 o不仅给药组的转移形成率有所下降 o而且形

成的转移瘤灶的数目显著降低 o提示 ª̈ ±¬¶·̈¬±也具

有抗恶性肿瘤转移活性 ∀肿瘤细胞由原发部位扩

散 !转移至远处器官和组织是一个复杂的的过程 o一

般来说至少包括侵袭基底膜 !逃避免疫监控 !在转移
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部位诱生新血管等几个过程 ∀在实验性转移模型

中 o肿瘤细胞由静脉接种至动物体内 o随血液循环

至肺毛细血管后 o肿瘤细胞粘附血管内皮细胞并侵

袭穿过内皮下基底膜 o这是形成肺转移瘤灶的关键

之一≈z  ∀曾有体外实验指出 ª̈ ±¬¶·̈¬±是血管新生

抑制剂≈{  o由于微小转移灶生长依赖于新生血管网

络的形成 o因而 ª̈ ±¬¶·̈¬±有可能抑制微小转移灶的

生长≈|  ∀但在我们的实验中 o在 ª̈ ±¬¶·̈¬±处理组动

物肺中仍形成许多较大的转移灶 o其比例甚至略高

于对照组 ∀因此 oª̈ ±¬¶·̈¬±不可能通过抑制血管新

生而发挥抗转移活性 ∀事实上 o目前并没有直接的

证据表明 ª̈ ±¬¶·̈¬±在在体的情况下也能抑制新血

管生成 ∀虽然在体外实验中 ª̈ ±¬¶·̈¬±对 �ty2��y

细胞的生长有一定抑制作用≈ts  o但本文结果显示 o

ª̈ ±¬¶·̈¬±处理组中转移的细胞仍能迅速生长形成较

大的转移瘤灶 o提示 ª̈ ±¬¶·̈¬±无明显抑制转移灶瘤

细胞的生长 ∀这一作用与细胞毒药物环磷酰胺明显

不同 o环磷酰胺处理组形成明显减小的肺转移灶 o

转移灶数目却没有明显减少 ∀这一分析说明 o抑制

细胞生长作用可能不是 ª̈ ±¬¶·̈¬±抗肿瘤转移的主

要原因 ∀我们曾报道 oª̈ ±¬¶·̈¬± 可抑制包括 �ty2

��y细胞在内的肿瘤细胞侵袭穿过重建基底膜 o并

改变侵袭相关性质 o如粘附 !运动 !分泌基质蛋白水

解酶≈v ∗ x  ∀由于肿瘤细胞侵袭穿过血管内皮下基

底膜是形成实验性肺转移灶的关键步骤之一 o我们

认为 oª̈ ±¬¶·̈¬±可能通过抑制 �ty2��y细胞侵袭穿

过内皮下基底膜 o从而抑制肺微小转移灶形成 ∀

ª̈ ±¬¶·̈¬±抑制肿瘤细胞侵袭是其抗转移作用的主要

机制 ∀

需要指出的是 o由于肿瘤细胞的高度异质性 o同

一细胞群体各细胞间的转移潜能往往相差很大 o这

就不仅造成同一处理组动物间肺转移灶数目的较大

差异k故在统计分析时应采用 �¤±±2 • ¬·±̈ ¼ �2检

验l o而且在同一动物的肺部形成大小相差较大的转

移灶 ∀我们注意到 o虽然 ª̈ ±¬¶·̈¬±可明显降低肺转

移灶数目 o但在 ª̈ ±¬¶·̈¬±组动物肺部仍能观察到一

些较大的转移瘤灶 ∀这些较大转移灶的比例虽大于

对照组 o但其绝对数量仍明显少于对照组 ∀尽管如

此 o由于这些较大转移灶可能仍可影响肺功能 o而

ª̈ ±¬¶·̈¬±给药后 o小鼠体重也显著下降 o因此 o单用

ª̈ ±¬¶·̈¬±可能并不能显著改善荷瘤小鼠的生活质

量 ∀我们的初步研究也表明 oª̈ ±¬¶·̈¬±虽可在一定

程度上延长小鼠存活时间 o但这一作用并不明显k未

发表l ∀环磷酰胺是一种细胞毒药物 o该化合物不能

抑制肺转移灶形成 o但可明显抑制转移灶瘤细胞的

生长 o这一作用正与 ª̈ ±¬¶·̈¬±的作用互补 ∀两药合

用可明显延长小鼠的存活时间 o提示作用机制不尽

相同的两种或多种药物联合应用对治疗肿瘤转移患

者是有意义的 ∀
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Νατλ Αχαδ Σχι �≥� ot||v o90Βuy|s

 |  × ¬̈¦«̈µ�� o �²̄ §̈ ± ≥� o �µ¤ � o ετ αλq ≤²°³¤µ¬¶²± ²©

¶̈√ µ̈¤̄ ¤±·¬¤±ª¬²ª̈ ±¬¦µ̈ª¬° ¶̈ ¤̄²±̈ ¤±§ º¬·« ¦¼·²·²¬¬¦

·«̈µ¤³¬̈¶ ¬± ·«̈ �̈ º¬¶ ∏̄±ª ¦¤µ¦¬±²°¤q Χανχερ

Χηε µοτηερ Πηαρµ αχολot||y o38Βty|

ts  ≠¤± ≤ o ≤«̈ ± ÷ o �¬ ≠ o ετ αλq ∞©©̈ ¦·¶²© ª̈ ±¬¶·̈¬± o ¤

¶²¼¥̈ ¤±2§̈µ¬√ §̈ ¬¶²©̄¤√²±̈ o ²± ³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ¤±§

§¬©©̈ µ̈±·¬¤·¬²± ²© �ty2��y °²∏¶̈ °¨̄¤±²°¤ ¦̈¯̄¶q ϑ

Ασιαν Νατ Προδ Ρεσok¬± ³µ̈¶¶l
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Β162ΒΛ6 ΜΟΥΣΕ ΜΕΛΑΝΟΜΑ ΧΕΛΛΣ

≠¤± ≤«∏±«²±ªk≠¤± ≤�l ¤±§�¤± �∏¬k�¤± �l

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050)
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¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ §̈¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ±∏°¥̈µ²©³∏̄°²±¤µ¼ °̈ ·¤¶·¤¶̈¶oº«¬̄̈ ¬·º¤¶©²∏±§·²§µ¤°¤·¬¦¤̄̄ ¼µ̈§∏¦̈ ·«̈ ¶¬½̈ ²©

°̈ ·¤¶·¤¶̈¶q • «̈ ± ª̈ ±¬¶·̈¬± º¤¶¤§°¬±¬¶·µ¤·̈§º¬·«¦¼¦̄²³«²¶³«¤°¬§̈ o·«̈ ¶∏µ√¬√¤̄ ·¬°̈ ²©·«̈ °̈ ·¤¶·¤·¬¦°¬¦̈

º¤¶¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ³µ²̄²±ª̈§qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: �̈ ±¬¶·̈¬±¬±«¬¥¬·̈§ ¬̈³̈µ¬°̈ ±·¤̄ °̈ ·¤¶·¤¶¬¶·«µ²∏ª«¤ °̈ ¦«¤±¬¶°
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