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加味左金丸对大肠癌裸鼠 信号通路的干预作用

胡丽销

广东省中医院消化 内科 ， 广东 广州

摘要 目 的 ： 探讨加味左全丸通过 信号通路对人大肠癌裸鼠移植瘤 的 影响 。 方法 ： 建立人大肠癌裸鼠皮下 移植 瘸模

型 ，
采用 皮下注射 大肠癌细 胞株制 作大肠癌裸鼠模型 。 只 实 聆棵鼠随机分为 组

： 生理盐 水组 、 加味左全丸 高剂量组 、

加味左金丸低剂 量组 ； 观察不 同组别对裸鼠致瘤 的影 响 ，

动 态观察各组棟鼠肿瘤体积 变化 ，
绘制肿瘤生长曲 线 。 采 用免疫印记法

检测移植瘤 活性及 法检测组织 的表达 。 结果 ： 移植瘤接种成功率 。

裸鼠成瘤潜伏期
一般 天

，
最长不超过 天 。 成瘤初表现 为 皮下黄 白 色结节 ， 成瘤早期 癌体基本成椭 圆形

，
表面 光滑

，
周后

逐渐增大为 紫蓝 色结节 ，
边界凊

，
略可 活动

，

触之质 中
，

逐淅不规则
， 表面 凹 凸 不 呈结节状 。 瘤体表面可见皮 下有较 多 血管

进入 。 裸鼠接种 周 内
，
生理盐水组瘤体生长较快 ， 加味左金丸各剂 量组生长较慢 。 特别在后期 ， 生理 盐水组裸鼠显得尤 为 消瘦

，

拥挤 少动
，

饮食方面各组差异不 明 显。 当肿瘤直径达 以后
，
生长速度较慢 ，

荷 瘤鼠渐呈肩瘦 、 精神萎靡 、 消瘦及恶 病质衰竭

状态发展 。 剖视肿瘤 ，
大邵 分呈 类 圆形 ， 个别 形 态 不规则

，

色灰 白
，
质硬 。 尸检未见腹腔脏 器转移 以及心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 、

脑

等重要脏器 的损伤 。
加味左全丸各 剂量组稞鼠皮下肿瘤组织 生长较生理 盐水组明 显减慢 （

加味左金丸各 剂量组组 间 比

较
，
差异无显著性意义 （尸 。 加味左金丸各剂 量组肿瘤组织 相对活性明 显较低 （尸 。 加味左全丸各 剂量

组组 间比较
，
差异无显著性意义 （ 。 结论 ： 加味左金丸抑制人大肠癌稞鼠移植瘤的增 殖 ，

延缓肿 瘤 的 生长
，
其机制之

一

可能是与抑制 信号通路相关 的 的表达有关 。
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：

信号通路的 失调 出 现在结直肠癌发展 的早期 ， 很 细胞生长至铺满培养瓶
°
。

， 用 的胰酶消化后

多证据显示 通路涉及结直肠 癌 的肿瘤侵袭和 转移 。 笔 收集 ， 制成单细胞悬液
，
悬浮于生理盐水 中 。 裸 鼠

者采用 人大肠癌细胞株 裸小鼠皮下移植瘤模型 ，
观察含 只

，
饲养于广东省 中 医院科学研究 中 心无菌 饲养间 内

黄连 、 吴茱萸等 中药组成的加味左金丸对裸鼠移植瘤的作用 ， 级 ， 裸鼠所用水 、 饲料 、 笼具
一切器具均经高压蒸汽消毒法

并初步揭示其作用机制 ，
为临床更好应用 中药抗肿瘤提供实验 灭菌 。

基础 。 动物分组及处理 裸小鼠 购 自广 州维柏鑫生物

材料与方法 科技有 限公司 ， 合 格证号 周龄
，
重量

癌 细胞株 培养于
°

、 ： 浓度 的培 只
， 雌雄各半 。 观察裸鼠均健康 ， 取肿瘤 细胞

养箱 中 ， 培养液为含 的 。 隔天更换培养 悬液 ， 于每只裸 鼠左 侧或右侧胁腹部皮下注射 细胞

液
一 次

， 每周传代 次
，
传代时用 的胰酶消化处理 量 为 只 。 将人 大肠癌皮下移植 的裸小 鼠随机分为

和 洗涤 。 组
，
尽量做到雌雄各半 。 ①生理盐水组 只

， 生 理盐水

药 品 与 试 剂 加味左金丸 由黄连、 吴茱萸 、 青黛组成 ， 灌 胃 ， ②加味左金丸低 剂量组 只
， 以 中 药汤 药

药物购 自 广东省 中 医院 。 中药煎煮过程 每次煎煮好一 周剂 灌 胃 ， 相 当 于 成人用量 ， ③加味左金丸高剂

量 ，
先煮黄连和吴茱萸 ， 用纱布滤 出药液 ， 装入大号研铂 中 ， 量组 只

，
灌胃

，
相当于 成人用量 倍 。 天

倒入青黛慢慢研磨 ，
尽量使青黛慢慢溶入药液 中 ， 最后煎取所 造模成功后 ， 每组均连续灌胃 月 。

需药液量 ， 放入
°

冰箱备用 。 抑瘸率 观察裸鼠成瘤时间 ， 肿瘤生长特性 。 待肿瘤生

人大肠癌细胞株 稞小 鼠移植瘤模型的 制备 长至 时用于下
一步实验。 每组灌胃 结束后 ， 用游
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标卡尺测量每组裸鼠移植瘤的大小 。 抑瘤率 加味左金丸 消瘦 、 精神萎靡 、 消瘦及恶病质衰竭状态发展。 剖视肿瘤 ， 大

各剂量组结束时平均体积 加味左金丸各剂量组开始时平均体 部分呈类圆 形 ， 个别形态 不规则 ，
色灰 白

， 质硬 。 尸检未见腹

积 生理盐 水组结束时平均体积 生理盐水组 开始时平均体 腔脏器转移以及心、 肝、 脾 、 肺 、 肾 、 脑等重要脏器的 损伤 。

积 。

移植瘤 活性 灌胃 结束后的 第 天 ， 将裸鼠

断颈 处死 ， 快速取下移植瘤体 ， 放入液氮中 保存 ， 后 转入

°

冰箱 肺制。 纟 经实糊錢 心鶴。

使 用冰冷的 洗潘细胞 次
，
加入裂解缓 冲液振荡 混勾 ，

“

冰浴 ，

。

、 离 心半径 离心 阳们 ，

图 周 加 味左 图 周加味左金 图 周生理盐水

取上清 ， 即 为胞质蛋 白 。 使用 蛋 白定量试剂盒进行蛋 白
金力 氏齐 量组

定量 。 调整样品的蛋 白量进行
— 将 电泳分离的 蛋

白 转移到 膜上 。 洗膜 。 室温下 用 脱脂 各组肿瘤生 长抑制 情 况比较 见表 。 加味左 金丸各剂

奶粉 溶解 封 闭 膜 。 随后加入抗 或抗 量组裸鼠皮下肿 瘤组织生长较生理盐水组 明显减慢 。

：

°

孵育过夜 。 洗脱 次 ， 加入相应 加 味左金丸各剂量组组间 比较 ， 差异无统计学意义 。

的二抗 ， 孵育 漂洗 次 。 将 膜用 发光试剂 显

色
’
暗室中 曝光到 光片上 ， 凝胶成像系 统扫描分析结果 。

——

表 各

，
肿瘤生长

，
制情况比

“
组 别 “ 开 始时 用 药 第 天 结 朿 时 抑 瘤率

移 植瘤 表达 量 灌 胃 结束后 的 第
一

加味 左 金丸低 剂 量组

天
， 将裸 鼠断颈处死 ， 快速取下移植瘤体 ，

放入液氮 中保存
，

，
，

加味左金 丸咼 亦 直组 ±

后 转 入
°

冰箱 中 保 存待 测 。 法 检 测 组织
生理 盐水 组 ±

的 表达 。 采 用 他 试剂 （
美 国 旧 公

与 同期 生理 盐水组比较
，

与 同 期加味左金丸
司 ， 参照说 明对各组组织总 进行提取 。 取 逆

高 剂量组比较 ②厂

转录合成 。
反应 条件 ：

°

：预变性 阳 丨 后 ，

°

变性

、

°

退火 、

°

延伸 个 循环 ，
最后 各组肿瘤组 织 相对 活性比较 见表 。 加味

°

延伸 。 取 扩增产物用 琼脂糖凝胶 电泳 ， 溴 左金 丸各剂量组 肿瘤组织生长 相对 活性明 显较低

化 乙锭 显色
，
目 的条带用 图像分析系统作吸光度测定 ，

以 （ 。 加味左金丸各剂量组组间 比较 ， 差异无统计学意义

为 内参照 ， 与 吸光度 的 （尸 。

比值作为 的相对含量进行半定量分析 ， 比
表 各组肿瘤组织 相对活性比较

较不同 组 表达 的差异。

组 别 吸 光值
的 引物序列按 文库查获

， 引 物 由 上海赛百胜生物技术
加 味 左 金丸低冊 组 ±

公 司合成 。 的 引物序列 ： 上游引 物
加 味 左 金 丸高 剂 量 组 ±

下 游 引 物
生 理盐 水组 删▽

扩增 片段长度 为 。

与 同 期 生理 盐水组比较 ， ①尸 与 同 期加味 左金丸

统 计 学 方 法 数据 均 以 ± 表示 。 所有指标分 析经 高剂 量组比较 ， ②

软件统计处理。 组间 比 较 、 两两 比较分别采用

及组间均数的两两比较 ， 采用最小显著 法 。
各组胖瘤组 织 表达量 比较 见表 。

结果 加味左金丸各剂量组肿瘤组织生长 相对活性 明显

一般状 况观察 见图 、 图 、 图 。 移植瘤接种成功率 较低 。 加味左金丸各剂量组组间比较 ， 差异无统计学

。 裸 鼠成瘤潜伏期
一般 天

， 最长不超过 天 。 成 意义 。

瘤初表现为 皮下黄 白 色结节
，

成瘤早期癌体基本成椭圆 形 ，
表

主 。 、

表 各组肿瘤组织 表达量 比较 义 ± 、 ）

面光滑 ’ 周 后逐渐增 大为紫蓝 色结节 ，
边界清 ’

略可活动 ，

表达 量

触之质 中 ’ 逐渐不规则 ’ 表面凹 凸不平 ’ 呈结节状 。 瘤体表面
加 味 左 金 丸低 剂 量 丨

可见皮下有较多 血管进人 。 裸 鼠接 种 生理盐水组瘤
力卩 味左金 丸 高般 组 ±

体生长较快 ，
加味左金丸各剂量组生长较慢 。 特别在后期 ，

生
生理盐 水 纟且 ±

理盐水组裸鼠显得尤为消瘦 ， 拥挤少动 ， 饮食方面各组差异不 与 同 期生理盐水组比较
， ①尸 与 同 期加味左金丸

明 显 。 当肿瘤直径达 以后 ，
生长速度较慢 ，

荷瘤 鼠渐呈 高剂 量组比较 ， ②尸 〉
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讨论 过程中 ， 加味左金丸可 以很显著地干预癌症 的发生 ， 在癌症发

近年来研究发现 ，
信号传导通路是与肿 瘤发生 、 展的进程中 ，

加味左金丸可以有效地延缓癌症 的进程气

发展 、 侵袭 、 转移有关的重要信号传导通路之
一

， 信 加味左金丸在本次试验中对裸》肿瘤组织大小及肿瘤相关

号传导通路及机制 的 阐 明对于靶 向 干预相关 疾病药物 的研 究 因子有较好 的抑 制作用 ， 提示 中 医药 防治疗大肠具有
一

定优

具有重要意义 ，
必将为恶性肿瘤等重大疾病 的洽疗提供新的思 势

，
为 中医药治疗大肠癌提供新的 思路与方法 ，

为 加味左金丸

路 。 虽然并行存在 条 信号通路 ，
其 中 的 临床应用提供了新的 实验依据 ， 为大肠癌患者的 中药防治 、

途径是细胞增殖调节最主要 的途径之
一

， 该通路的活化在肠上 阻断癌前病变 、 改善预后和提高生活质量开辟 了一条新途径 ，

皮细胞 的 分化 中起 了重要作用 。 信号通路的激 活 拓宽了 中医药现代化研究的领域 。

涉及结直肠癌 的 发病 、 进 展和致瘤行 为 的证据越 来越多 《
。

途径所有的 激酶可能都是 治疗结直肠 癌的有效靶 参考文献

点
，
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痛之症状。 在本研究中 ，
加味左金丸低剂量组对裸鼠移植瘤大 药理与临床 ，

肠癌的 抑瘤率与高剂量组 比较 ， 差异不明显 ， 加味左金丸各剂
【

常金荣 ，
文彬

，
王汝俊 ，

等 吴茱萸碱和小檗碱对

量均 能使 的活性降低 ，
抑制 细胞生长抑制和凋亡作用 的影 响 中 药新药与 临床药

的表达 ，
使大肠移植瘤的生长受 到抑 制。 理 ，

既往研究表 明 ， 在离体 的条件 下 ， 黄连小檗碱和吴茱萸碱
】
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的抑 制作用 ， 对 细胞端粒酶催化亚 基 表达有抑 杂志 ，

制作用 诱导大肠癌实验模型 中 ， 加味左金丸
（责任编辑 ： 路欢欢 ）

可 以有效阻碍早期癌症的 发生和发展 ，

在 诱导大肠癌的

—

内病外治新疗法常年招生 教社证字 号）
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一
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疼痛 的新 理论和 快速治愈 万法 三 、 内科病学 习班 ： 讲解 型糖尿 病 ， 胃 病 结肠 炎 冠 心 病 胆 囊炎 小 儿腹泻 厌 食 同 治
一个 病 根 新理

论 。 四 、 男科妇科病学习 班 ： 讲 解 男 女乳腺增 生 。 痛 经 前 列 腺 炎 阳 萎
， 早 泄 ，

慢 性 肾炎 同 治
一 个病 根的 外 治新 理论 。 五 、 皮肤病

科 ： 讲 解 点耳 穴
，
根治 青春 痘

，

湿疹 ，
皮 炎 ， 各种癣 疣等 皮 肤病 的 外治 万法 。 六 、 快速查病诊断班 ： 患 者无 需开 口

， 看
一 眼患 者 的双

腿便 知 道患者 的 病根 在哪 里 ， 超 前诊 断 患 者现在 或将来 易 患什 么 病
。
让患 者 心服 口 服 ， 是 大夫接诊 快速准确 诊 断不 可少 的 绝招 技 术 。

七 、 特效针法学 习班 ：

一秒钟埋 线法 治疗 各 种慢 性 疑难 病 。 写 血法 ， 六 针法 、 针 法 、 穿 针 法一 次性 治疗 肱 骨外上 髁 炎 ， 急性腰扭伤 ，

牙痛 ， 尾 骨痛 ，
足跟痛

， 踝关节扭伤 ，
棘上 韧带 损伤 等症 收 效神速 ，

大 多 患 者入针 即 效 ， 拔 针 即愈 。 以 上各 科 明 确 全身 慢性疑 难 病原

发病 因 和 继发 病症 的鉴别诊 断治疗 ， 本疗 法 防治结 合 治未病 ， 可作 为 大夫 本人 即 家庭 治疗保健康复 之 首选 。
本校为 学 员 可代 为办 理 劳

动 和社会保 障部 门 颁发 的 全国通 用 高 级按摩 师 证 书 ， 中 医康 复保健证 书 ， 高级针 灸 师证 书 ，
网 上 可 查 ， 凭证 可开业 。 每月 号 ，

号开班 。 本疗 法把疑难 病 的诊 断治疗 简 单 化 。 有 无医 学基础 天 即 可 学会 ，
学校有 实 习 门诊 ， 患者 很 多 ， 不 熟练 可 多 学几 天 ， 学

会力 止 。 七 个 科 学 费 元 。 地址 ：
河北 省 石 冢庄 帀 健康路 省 第 四人 民 医 院 西 未 ，

石冢 庄 内 病 外 治新疗 法培训 学校 ， 联系 人 ：

王 卫 平 。 手机 。 详 青登 陆 ， 农行卡号 ： 邮政账 号 ： 乘

车路线 ： 石冢 庄 火车站 乘 路省 四 院下 西行 米 即到 或 石冢 庄北 站乘 路省 四 院 下西行 米 即 到 。


