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藤龙补中颗粒对CT26大肠癌转移的影响及机制
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［摘要］目的：观察藤龙补中颗粒对 CT26 大肠癌转移的作用。方法：BALB/c 小鼠尾静脉注射 CT26 细

胞，随机分为对照组、藤龙补中颗粒小剂量和大剂量组，给予无菌水或小剂量和大剂量藤龙补中颗粒灌胃，每

天 1 次，治疗 21 d。治疗结束后，取肺称质量、计数肺表面转移结节。苏木精-伊红染色法（HE）染色观察转

移灶。Western blot 检测蛋白表达。结果：与对照组比较，藤龙补中颗粒治疗后，大小剂量组肺表面转移结节

减少、肺质量降低 （P＜0.01）。与对照组比较，大小剂量组基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、MMP-9 表达均下

调 （P＜0.01）。与对照组比较，大小剂量组 Wnt 蛋白 3（Wnt3）、CTNNB1 蛋白表达下调 （P＜0.01）。结论：

藤龙补中颗粒可以抑制 CT26 大肠癌转移，其作用机制可能与抑制 Wnt/β-catenin 信号转导、降低 MMP-2 和

MMP-9 表达有关。

［关键词］大肠癌；转移；藤龙补中颗粒；Wnt3；β-catenin；基质金属蛋白酶

［中图分类号］R285.5 ［文献标志码］A ［文章编号］ 0256-7415（2023）11-0156-04
DOI：10.13457/j.cnki.jncm.2023.11.028

Effect and Mechanism of Tenglong Buzhong Granules on Metastasis of CT26 Colorectal
Cancer

HUANG Xiaowei，CHEN Jinfang，WU Shiwei，SHI Ziman，HU Bing
Abstract：Objective：To observe the effect of Tenglong Buzhong Granules on the metastasis of CT26

colorectal cancer. Methods：CT26 cells were injected into the tail vein of BALB/c mice. They were randomly

divided into control group，small dose and large dose groups of Tenglong Buzhong Granules. They were

given sterile water or small dose and large dose of Tenglong Buzhong Granules by gavage once a day for

21 days. After treatment，taking the lung to weigh the mass and count the metastatic nodules on the lung

surface. Hematoxylin-eosin staining (HE) was used to observe the metastasis. Western blot was used to

detect the protein expression. Results： Compared with the control group， after the treatment with

Tenglong Buzhong Granules，the number of metastatic nodules on the lung surface and the quality of lung

in the large and small dose groups were decreased (P＜0.01). Compared with the control group， the

expressions of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9 in the large and small dose groups were

down-regulated (P＜0.01). Compared with the control group，the expressions of Wnt protein 3 (Wnt3) and

CTNNB1 protein in the large and small dose groups were down-regulated (P＜0.01). Conclusion：Tenglong

Buzhong Granules can inhibit the metastasis of CT26 colorectal cancer，and its mechanism may be related

to the inhibition of Wnt/β-catenin signal transduction and decreased expressions of MMP-2 and MMP-9.

Keywords：Colorectal cancer；Transfer；Tenglong Buzhong Granules；Wnt3；β-catenin；Matrix

metalloproteinase
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大肠癌包括结肠癌和直肠癌，是全球常见恶性

肿瘤，易发生转移，转移性大肠癌手术率低，远期

疗效欠佳。中医药治疗大肠癌发挥了重要的作用，

藤龙补中汤（专利号：ZL200910197565.2）是本课题组

研发的治疗大肠癌的抗癌中药复方，具有解毒、利

湿、健脾功效，由藤梨根、龙葵、白术、薏苡仁和

槲寄生等组成，课题组前期研究显示藤龙补中汤可

以改善大肠癌患者临床证候，调控表观遗传，调节

多基因表达，抑制瘤生长、转移 [1-4]。本研究进一步

观察了藤龙补中汤颗粒制剂对 CT26 大肠癌转移的作

用和机制。

1 材料与方法

1.1 主要药品与试剂 RPMI1640 培养液、胎牛血

清和胰蛋白酶均购自美国 Gibco 公司。BCA 蛋白浓

度检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。β-连
环蛋白（Catenin Beta 1，CTNNB1）和基质金属蛋白

酶-2（MMP-2）抗体为美国 Bioworld 公司产品。基

质 金 属 蛋 白 酶 - 9（MMP- 9）抗 体 为 Santa Cruz
Biotechnology 公司产品。Wnt3 蛋白（Wnt3）抗体由美

国 Abcam 公司提供。藤龙补中颗粒由上海中医药大

学药学院制备，浸膏得率为 15.89%，其中野黄芩

苷、对羟基桂皮酸和多糖含量分别为 1.39%、0.027 9%
和 15.25%[5]，实验中以无菌水溶解藤龙补中颗粒。

1.2 动物模型 SPF 级 6～8 周龄 BALB/c 雄鼠 30 只，

体质量（18±2）g，由上海斯莱克实验动物有限公司提

供[SCXK（沪）2017-0005]，饲养于复旦大学实验动物

中心[SYXK（沪）2014-0029]SPF 级屏障系统中（动物

伦理审批号：202112025Z），自由进食、饮水。小鼠

CT26 大肠癌细胞购自于上海中科院细胞库，常规培

养，胰酶消化、计数，调细胞浓度为 4×106 个/mL，
小鼠尾静脉注射 0.1 mL 细胞悬液，随机分为 3 组：

对照组、藤龙补中颗粒小剂量组和大剂量组，分别

给予无菌水、 34.19 mg 或 51.29 mg 藤龙补中颗

粒（0.2 mL）（剂量参考既往研究）灌胃 [6]，每天 1 次，

共 3 周；实验结束后处死小鼠，取肺组织计算肺结

节数、称质量，保存肺组织备用。

1.3 苏木精-伊红染色法（HE） 4%多聚甲醛固定肺

组织，石蜡包埋，4 微米切片，二甲苯脱蜡，再经由

高浓度到低浓度乙醇，最后入蒸馏水，HE 5 min、蒸

馏水洗 1 min，0.5%盐酸乙醇分化 10 s，蒸馏水洗

2 min，0.2%氨水返蓝 40 s，蒸馏水洗，0.5%伊红染

色 5 min，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，树脂封片，

显微镜下观察，拍照。

1.4 Western blot 法检测蛋白表达 肺组织剪碎、

匀浆，冰上裂解，12 000 r/min（半径 8.5 cm）、4 ℃离

心机离心 5 min，取上清，BCA 法测定蛋白浓度。蛋

白裂解液加入上样缓冲液，然后 100 ℃高温变性

5 min，于聚丙烯酰胺凝胶中电泳，湿转法进行转

膜，用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入 Wnt3（1∶1 000）、

CTNNB1（1∶1 000）、MMP- 2（1∶800）、MMP- 9（1∶
500）、或 GAPDH（1∶2 000）抗体 4 ℃孵育过夜，PBST
洗涤，HRP 标记的二抗（1∶2 000）室温孵育 2 h，
PBST 洗涤，化学发光检测试剂显影，Quantity One
软件分析蛋白表达。

1.5 统计学方法 数据使用 SPSS21.0 软件进行统计

分析。结果以均数±标准差（x ± s）表示，用独立样本 t

检验比较组间均数的差异，单因素方差分析比较组

间差异，按 α=0.05 的检验标准，P＜0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 藤龙补中颗粒对 CT26 大肠癌肺转移的影响

见表 1、图 1。治疗结束后取肺计数肺表面转移结

节、称质量，并采用 HE 染色法观察转移灶。与对照

组比较，藤龙补中颗粒治疗后，大小剂量组肺表面

转移结节减少、肺质量降低（P＜0.01）。同时显微镜

下观察显示，藤龙补中颗粒治疗后肺转移灶缩小。

提示藤龙补中颗粒可以抑制 CT26 大肠癌肺转移。

表 1 藤龙补中颗粒对 CT26大肠癌肺转移的影响（x ± s）
组 别

对照组

小剂量组

大剂量组

鼠数

10
10
10

转移结节（个）

78.50 ± 6.45
61.70 ± 4.06①

38.70 ± 4.42①

肺质量（mg）
330.40 ± 16.51
284.10 ± 15.74①

253.40 ± 12.66①

注：①与对照组比较，P＜0.01
对照组 小剂量组 大剂量组

图 1 CT26大肠癌肺转移形态（HE，×5）

2.2 藤龙补中颗粒对MMP-2、MMP-9表达的影响

见图 2、表 2。MMP-2 和 MMP-9 是重要的 MMP，与

肿瘤转移密切相关。与对照组比较，大小剂量组
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MMP-2、MMP-9 表达均下调（P＜0.01）。提示藤龙补

中颗粒可以抑制 MMP-2 和 MMP-9 表达。

注：1. 对照组；2. 小剂量组；3. 大剂量组

图 2 藤龙补中颗粒对 MMP-2、MMP-9表达的影响

表 2 藤龙补中颗粒对 MMP-2、MMP-9表达的影响（x ± s）
组 别

对照组

小剂量组

大剂量组

n

3
3
3

MMP-2
1.00 ± 0.03
0.57 ± 0.05①

0.28 ± 0.01①

MMP-9
1.00 ± 0.03
0.51 ± 0.06①

0.21 ± 0.03①

注：①与对照组比较，P＜0.01
2.3 藤龙补中颗粒对Wnt3、CTNNB1表达的影响

见图 3、表 3。Wnt/β-catenin 信号通路与肿瘤发生发

展密切相关，并参与 MMPs 的表达调控。本研究也

检测了藤龙补中颗粒对 Wnt3 和 CTNNB1 表达的影

响。与对照组比较，大小剂量组 Wnt3、CTNNB1 蛋

白表达下调（P＜0.01），提示藤龙补中颗粒可以抑制

Wnt3 和 CTNNB1 蛋白表达。

注：1. 对照组；2. 小剂量组；3. 大剂量组

图 3 藤龙补中颗粒对Wnt3、CTNNB1表达的影响

表 3 藤龙补中颗粒对Wnt3、CTNNB1表达的影响（x ± s）
组 别

对照组

小剂量组

大剂量组

n

3
3
3

Wnt3
1.00 ± 0.18
0.47 ± 0.04①

0.16 ± 0.05①

CTNNB1
1.00 ± 0.08
0.58 ± 0.10①

0.20 ± 0.04①

注：①与对照组比较，P＜0.01
3 讨论

大肠癌在中医学中属于肠积、积聚、肠覃、脏

毒、锁肛痔等病的范畴；如 《灵枢·五变》 论述

“皮肤薄而不泽，肉不坚而淖泽，如此则肠胃恶，恶

则邪气留止，积聚乃伤”；《灵枢·水胀》云“肠覃

何如？岐伯曰：寒气客于肠外，与卫气相搏，……

瘜肉乃生”；《三因极一病证方论》卷十五“脏毒，

即是脏中积毒”；《外科大成》记载“锁肛痔，肛门

内外如竹节锁紧”。大肠癌与毒聚、湿阻、脾虚密切

相关，本项目组在临床实践基础上，以解毒、利

湿、健脾立法，结合现代药理学研究，研发了藤龙

补中汤，方中藤梨根、龙葵解毒利湿，白术、薏苡

仁健脾利湿，半枝莲、槲寄生协同抗癌并抑制血管

生成；藤龙补中汤可以调控癌通路和转移相关基因

表达[7-8]。本研究显示，藤龙补中颗粒可以抑制 CT26
大肠癌肺转移。

MMP 可通过调节胞外基质重构参与肿瘤转移，

MMP-2 和 MMP-9 都属于明胶酶，参与大肠癌转移

调控，与大肠癌患者的预后负相关；抑制 MMP-2 和

MMP-9 可抑制大肠癌转移 [9-12]。Wnt/β-catenin 通路

在大肠癌中异常活化，已成为大肠癌的治疗靶标，

抑制 Wnt 信号转导可以抑制大肠癌转移[13-14]。Wnt/β-
catenin 通路可调控多基因表达，如与增殖相关的

c-Myc，与凋亡相关的 Survivin，与细胞周期相关的

CCND1 等；也有研究显示，该通路还参与 MMPs 的

表达调控[15-16]。与对照组比较，藤龙补中颗粒小剂量

组与大剂量组 MMP-2、MMP-9、Wnt3、CTNNB1 蛋

白表达降低，提示藤龙补中颗粒可能通过 Wnt/β-
catenin 通路抑制 MMP-2 和 MMP-9 表达，从而抑制

大肠癌转移。

综上所述，藤龙补中颗粒可以抑制 CT26 大肠癌

转移，其作用机制可能与抑制 Wnt/β-catenin 信号转

导、降低 MMP-2 和 MMP-9 表达有关。
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