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红景天苷对小鼠宫颈癌移植瘤中
K6

?

$

表达的影响和意义"
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"摘要#
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目的
!

检测红景天苷对小鼠宫颈癌移植瘤中
K6

?

$

表达情况的影响及其意义%方法
!

建立小鼠宫颈癌
d$0

细胞皮

下移植瘤模型!将
0%

只雌性昆明小鼠分为移植瘤组$顺铂组$红景天苷组和顺铂$红景天苷联合组!每天用游标卡尺测量肿块大

小!采用电子天平称量瘤质量并计算抑瘤率!采用免疫组织化学法证实移植瘤为未分化鳞癌!取移植瘤组的瘤旁组织为对照组%

采用
NF.LJN

和
Q:+7:9,>B"7

检测各组小鼠宫颈癌移植瘤中
K6

?

$CN54

和蛋白的表达水平%结果
!

皮下注射宫颈癌
d$0

细胞

建立昆明小鼠皮下移植瘤模型成瘤率
$%%;

%顺铂组$红景天苷组及联合组移植瘤的体积及瘤质量均低于移植瘤组!联合组移植

瘤的体积及瘤质量明显低于顺铂组和红景天苷组"

#

#
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#*移植瘤组$顺铂组$联合组
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$CN54

和蛋白表达明显高于对照

组!顺铂组$红景天苷组$联合组
K6

?

$CN54

和蛋白表达均低于移植瘤组!联合组
K6
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表达水平低于顺铂组和红景天苷组!差异

具有统计学意义"

#

#

%&%2

#%结论
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红景天苷能抑制小鼠宫颈癌移植瘤的生长及
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表达!与顺铂联用效果更为显著%
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红景天是一种具有广泛的药理作用的天然中草药植物'其

主要有效成分是红景天苷&红景天苷对体外培养人乳腺癌

EP4.E3.0'2

细胞+

$

,

(肺腺癌
ILJ.4.$

细胞+

1

,

(肝癌
[:

@

Z.1

细胞+

'

,等有一定的抑制作用'动物实验也证实红景天苷具有抑

制体内移植瘤如人胃腺癌
3ZJ./1'

荷瘤小鼠+

0

,和
X:M#+

肺癌

荷瘤小鼠移植瘤的生长(提高小鼠生存期的作用+

2

,

&本研究采

用顺铂(红景天苷及二者联合对小鼠宫颈癌移植瘤进行干预'

观察移植瘤的生长及
K6

?

$

的表达情况'为红景天苷应用于临

床治疗宫颈癌进行初步研究'现将结果报道如下&

!

!

材料与方法

!&!

!

材料
!

实验动物采用健康
)

!

/

周龄雌性昆明小鼠
0%

只'体质量#

1-a'

$

?

'购自川北医学院实验动物中心%小鼠宫颈

癌
d$0

细胞由川北医学院影像研究所惠赠%红景天苷购自上

海源叶生物科技有限公司'纯度
[[LXJe(/;

'规格
1%C

?

"

支%顺铂注射液由云南个旧生物有限公司生产'批号
$'%/%1

%

NLEO.$)0%

培养液(胎牛血清购自美国
[

D

<B",:

公司%

K6

?

$

多

克隆抗体购自美国
4><6C

公司%即用型
JU2

"

)

鼠抗人单克隆

抗体(即用型
L)'

鼠抗人单克隆抗体(即用型非生物素免疫组

%-0'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
12

期

"

基金项目$四川省教育厅重点项目#

$0V4%$/1

$%四川省教育厅一般项目#

$1V3112

$&

!

作者简介$章丽霞#

$(--S

$'硕士'副教授'主要从

事妇科肿瘤病理和法医病理学方面的研究&

!

'

!

通信作者'
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织化学检测试剂盒(枸橼酸修复液购自福州迈新生物技术开发

有限公司%

(

.6<7#,

#

341'%2

$(增强型
NOL4

裂解液(苯甲基磺酰

氟#

LEI]

$(超敏
KJX

化学发光即用型底物购自武汉博士德生

物工程有限公司%

3J4

蛋白浓度测定试剂盒(十二烷基硫酸

钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

IPI.L4ZK

$试剂盒购自碧云天生物

技术研究所%

F9#̂"B

(

F6U6N6

逆转录试剂盒及
LJN

试剂盒购

自大连宝生物工程有限公司&

!&"

!

方法

!&"&!

!

小鼠宫颈癌移植瘤模型的建立及分组
!

d$0

细胞用含

有
$%;

胎牛血清
NLEO.$)0%

培养液'在
'-b

'

2; J_

1

饱和

湿度培养箱中培养传代&将对数生长期的
d$0

细胞离心后用

生理盐水以适当比例稀释成
$g$%

) 个"
CX

的细胞悬液'取

%&2CX

注入
'

只小鼠腹腔&饲养
0

!

-!

可见小鼠腹部膨隆略

成蛙腹状'形成
d$0

腹腔积液瘤小鼠&抽取乳糜色腹腔积液'

稀释细胞浓度至
$g$%

) 个"
CX

'乙醇擦拭接种小鼠左前肢腋

下靠后背部位皮肤'吸取
%&1CX

细胞悬液皮下注射'

'

!

0!

后'在注射部位可触及米粒至绿豆大结节'苏木精
.

伊红#

[K

$

染色和免疫组织化学#

@

)'

(

JU2

"

)

$证实结节为未分化鳞癌'即

造模成功&接种后第
-

天#成瘤第
0

天$随机分为
0

组'每组
$%

只'顺铂组每只隔天腹腔注射
'C

?

"

=

?

+

(

,的顺铂'连续注射
-

次%红景天苷组每天腹腔注射
()%C

?

"

=

?

+

0

,的红景天苷'连续

注射
$1

次%顺铂(红景天苷联合组#简称联合组$给予红景天苷

()%C

?

"

=

?

腹腔注射#每日
$

次$

f

顺铂
'C

?

"

=

?

腹腔注射

#隔日
$

次$%移植瘤组隔天腹腔注射无菌生理盐水
%&1CX

%对

照组为移植瘤组肿瘤旁组织&每日同一时间观察小鼠的体质

量(精神(活动量等情况'用游标卡尺测量移植瘤大小&

!&"&"

!

移植瘤体积及质量测定
!

造模成功的小鼠给予不同处

理结束后
1!

'颈椎脱臼处死小鼠'剥离肿瘤组织'用游标卡尺

测量移植瘤最长径与最短径'计算肿瘤体积'肿瘤体积
e$

"

1g

最长径
g

最短径1

%用电子天平称量瘤质量并计算抑瘤率'抑瘤

率
e

#移植瘤组平均瘤质量
S

实验组平均瘤质量$"移植瘤组平

均瘤质量
g$%%;

&

!&"&#

!

免疫组织化学法
!

将移植瘤蜡块组织
'

$

C

连续切片

0

张'脱蜡水化'

$

张做
[K

染色'其余
'

张以
'; [

1

_

1

消除内

源性过氧化物酶活性'磷酸盐缓冲液#

L3I

$洗
'C#,g'

次'

%&%$

CC"B

"

X

@

[)&%

枸橼酸钠缓冲液高压修复抗原
'C#,

'冷却后

L3I

洗
'C#,g'

次'滴加即用型一抗
@

)'

(

JU2

"

)

和代替一抗的

L3I

'

0b

冰箱过夜&再按照即用型非生物素免疫组织化学检测

试剂盒说明书操作&

!&"&$

!

NF.LJN

法
!

按
F9#̂"B

总
N54

抽提试剂盒说明提取

小鼠宫颈癌移植瘤组织总
N54

&紫外分光光度仪测定其浓度

后'按
F6U6N6

逆转录试剂盒说明获得
<P54

&运用
L9#C:9

2&%

软件设计引物'

K6

?

$

及内参照
(

.6<7#,

基因的引物见表
$

&

LJN

反应条件为!

(0b

预变性
2C#,

'

(0b

变性
'%+

'

20b

退火

'%+

'

-1b

延伸
'%+

'

'2

个循环#内参照
(

.6<7#,

基因
'%

个循环$%

-1b

延伸
$%C#,

'以
1;

琼脂糖凝胶电泳显示
LJN

结果&用

OC6

?

:X6>

软件对条带进行吸光度扫描分析'以相应目的条带吸

光度值与
(

.6<7#,

条带吸光度值的比值进行半定量分析&

表
$

!!

K6

?

$

(

(

.6<7#,NF.LJN

引物序列

基因 引物序列 位置#

>

@

$长度#

>

@

$

K6

?

$ ]

!

2m.ZFFZ4444ZZFFJZJJ4Z4JJ.'m 1'/

!

12/ $)%

N

!

2m.FZFJZJFZ444ZFZJ444ZZ4.'m '(-

!

'--

(

.6<7#, ]

!

2m.ZZJFZF4FFJJJJFJJ4FJZ.'m /0

!

$%' $20

N

!

2m.JJ4ZFFZZF44J44FZJJ4FZF.'m 1'-

!

1$)

!&"&B

!

Q:+7:9,>B"7

法
!

取移植瘤组织及肿瘤旁组织
$%%C

?

剪碎'加入
$CX

蛋白裂解液匀浆后'移至
KL

管置于
0b

继续

裂解
1

!

'A

'

0b$1%%%9

"

C

离心
$2C#,

后去上清液'提取组

织总蛋白&用
3J4

法测定蛋白浓度&上清液与上样缓冲液
0

h$

混合'

$%%b

变性
2C#,

'每孔上样
0%

$

?

'

/; IPI.L4ZK

凝胶电泳'恒压
(2\

分离样品%

1%%C4

转膜
$%%C#,

%用
2;

脱脂奶粉"
F3IF

在室温封闭
$A

%加一抗稀释液
K6

?

$

#

$h

$%%%

$(

(

.6<7#,

#

$h1%%%

$

0b

过夜&

F3IF

洗膜
2C#,g'

次'

二抗#

$h'%%%

$室温孵育
1

!

'A

'

F3IF

洗膜
2C#,g'

次'

KJX

发光&使用
OC6

?

:X6>

软件分析目的蛋白的灰度值'通过目的

蛋白
K6

?

$

与
(

.6<7#,

内参照灰度值对比'得出相对表达量&

!&#

!

统计学处理
!

数据采用
ILII$/&%

软件进行统计学处

理&计量资料用
Ia"

表示'多组间比较采用单因素方差分析

#

I5U

法$'以
#

#

%&%2

为差异有统计学意义&

"

!

结
!!

果

"&!

!

小鼠宫颈癌移植瘤的确立
!

[K

染色切片经本院病理科

专家阅片'结合免疫组织化学检测
@

)'

与
JU2

"

)

均为阳性表

达'证实肿块为宫颈未分化鳞癌#图
$

$&

!!

4

!移植瘤
[K

染色%

3

!宫颈癌移植瘤组织
@

)'

表达%

J

!宫颈癌移

植瘤组织
JU2

"

)

表达

图
$

!!

宫颈癌移植瘤组织染色

"&"

!

各干预组对小鼠宫颈癌移植瘤抑制作用
!

干预后'顺铂

组(红景天苷组和联合组的肿瘤体积比移植瘤组小'以联合组

的体积最小'差异有统计学意义#

#

#

%&%2

$'见图
1

&

图
1

!!

各组小鼠宫颈癌移植瘤体积变化情况

!!

干预结束
1!

后处死小鼠'由表
1

可见各干预组的移植瘤

瘤质量小于移植瘤组'联合组的小鼠移植瘤的瘤质量最小

#

#

#

%&%2

$'联合组的抑瘤率最高&

表
1

!!

各干预组移植瘤的质量及抑瘤率

组别 瘤质量#

Ia"

'

?

$ 抑瘤率#

;

$

移植瘤组
'&/2a$&12 S

顺铂组
1&%1a%&(/ 0-&2'

红景天苷组
$&/0a%&-2 21&1$

联合组
$&$'a%&0( -$&-'

"&#

!

各组
K6

?

$CN54

的表达
!

各组组织中的
K6

?

$CN54

的平均灰度值经
I5U

法单因素分析'差异有统计学意义#

#

#

$-0'
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年
(
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%&%$

$'移植瘤组
K6

?

$CN54

表达高于对照组'各干预组中的

K6

?

$CN54

表达低于移植瘤组'联合组中的
K6

?

$CN54

表

达最低'见图
'4

(表
'

&

"&$

!

各组
K6

?

$

蛋白表达
!

以
(

.6<7#,

为内参'由图
'3

可见各

组均可见
K6

?

$

特异性的蛋白条带'各组组织中的
K6

?

$

蛋白

的平均灰度值经
I5U

法单因素分析'差异有统计学意义#

#

#

%&%$

$'移植瘤组
K6

?

$

表达高于对照组'各干预组中的
K6

?

$

表达低于移植瘤组'联合组
K6

?

$

表达最低'见图
'3

(表
'

&

表
'

!!

各组的
K6

?

$CN54

和
K6

?

$

蛋白

!!!

的表达%

Ia"

&

(e$%

'

组别
K6

?

$CN54 K6

?

$

蛋白

对照组
%&%%2a%&%%$ %&%%)a%&%%$

移植瘤组
%&/)%a%&%-( %&/'/a%&%(/

顺铂组
%&2'%a%&$%( %&2%2a%&%0-

红景天苷组
%&0-%a%&%)( %&0$/a%&$%'

联合组
%&1$%a%&%)) %&1)1a%&%2/

!!

4

!

CN54

表达%

3

!蛋白表达

图
'

!!

各组
K6

?

$

蛋白表达

#

!

讨
!!

论

!!

随着宫颈癌普查(普治项目的开展'宫颈癌的发病率和病

死率持续下降'但年轻女性宫颈癌的发病率却明显上升&宫颈

癌的主要治疗方法是放化疗配合手术切除'经过手术治疗或者

放疗后超过
'2;

的局部晚期宫颈癌患者发展为持续性(复发(

转移性宫颈癌'铂类为基础的药物作用依然是治疗的金标

准+

)

,

&但由于其不良反应及毒副作用限制了临床的药物剂量'

寻找抑制并消灭肿瘤细胞的化疗辅助药物'成为近年来治疗肿

瘤的新途径&

红景天是一种具有广泛药理作用的天然中草药植物'其主

要有效成分是红景天苷&红景天苷是红景天属植物的主要活

性成分'具有抗癌(抗细胞凋亡(抗疲劳(抗缺氧作用及对心(脑

具有保护作用+

-

,

&红景天苷对细胞的毒副作用是通过调节周

期蛋白依赖性激酶#

<

D

<B#,.!:

@

:,!:,7=#,6+:+0

'

JPU0

$

.<

D

<B#,

P$

途径抑制
Z

$

期'或者通过调节
JPU1.<

D

<B#,3$

途径抑制

Z

1

期+

/

,

&研究显示'红景天苷处理过的肝癌细胞在
Z

%

"

Z

$

期

百分数明显增加'

I

期和
Z

1

"

E

期细胞减少'表明在
Z

%

"

Z

$

期

阻断肿瘤生长&本研究建立小鼠宫颈癌
d$0

细胞皮下移植瘤

模型'通过对移植瘤组织进行
[K

染色和免疫组织化学检测

@

)'

(

JU2

"

)

'证实肿块为宫颈未分化鳞癌'实验发现顺铂组(红

景天苷组和联合组移植瘤的体积都比移植瘤组小'以联合组的

最小'证实了红景天苷能抑制移植瘤生长'并且和顺铂联合使

用抑制肿瘤效果更好&

K6

?

$

是钾离子通道蛋白的成员'在
N54

水平
K6

?

$

主要

存在于正常脑组织中'少量表达于成肌细胞(胎盘(睾丸和肾上

腺中+

(.$1

,

&

K6

?

$

通道有助于控制神经元兴奋性+

$'

,

&研究发现

K6

?

$

在超过
-2;

的非中枢神经肿瘤中大量表达'如口腔鳞癌(

乳腺癌(肝癌(前列腺癌等+

$0.$-

,

&已有研究表明
K6

?

$

蛋白随

着宫颈病变的程度的加重表达逐渐增强'并与宫颈癌的临床分

期(淋巴结是否转移密切相关&提示
K6

?

$

的表达在宫颈癌发

生(发展过程中起十分重要的作用+

$/

,

&本实验采用
NF.LJN

和
Q:+7:9,>"B7

对移植瘤中
K6

?

$

的表达情况进行检测显示!

宫颈癌移植瘤组织中的
K6

?

$

表达明显高于瘤旁组织#

#

#

%&%$

$&可能与
K6

?

$

通道由
LN3

"

K1]$

通路的转录水平调控

促进肿瘤细胞增殖和肿瘤生长'由
[L\.K-

肿瘤蛋白抑制

K1]$

转录因子使
K6

?

$

表达增加有关&在癌细胞和非转化细

胞增殖过程中'

K1]$

转录因子与
K6

?

$

启动子在#或接近$

Z

1

"

E

期直接结合使
K6

?

$

瞬时表达'通过磷酸化
JPU$

#

$̀2

$和

持续的
@

N>

磷酸化显示在癌细胞和非转化细胞中缺乏
K6

?

$

可延长
Z

1

"

E

期'因此'

K6

?

$

表达耦合到细胞周期进展'促进

正常和肿瘤细胞中的
Z

1

"

E

进展+

$(

,以及与预后不良相关&

K6

?

$

的表达与肿瘤治疗密切相关'有望成为肿瘤靶向治疗的

靶点&也有研究发现放疗前宫颈癌中
K6

?

$

的阳性表达率高

于放疗后&本实验结果显示!顺铂组(红景天苷组和联合组瘤

组织中
K6

?

$

表达均低于移植瘤组#

#

#

%&%2

$&证实
K6

?

$

的

表达与肿瘤治疗密切相关&联合组中
K6

?

$

表达均低于顺铂

组和红景天苷组'提示红景天苷可以辅助化疗宫颈癌&

综上所述'

K6

?

$

在宫颈癌的发生(发展过程中起着重要的

作用'是宫颈肿瘤的标志物之一'也是一个预后因子或作为各

种类型癌症治疗靶点&红景天苷可通过抑制宫颈癌中
K6

?

$

这个治疗靶点的表达辅助化疗'为红景天苷的开发利用提供了

理论依据和肿瘤的治疗提供了新思路&
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皮可以促使
FA1

细胞因子表达增加+

$%

,

'这些细胞因子对成熟

嗜酸细胞具有趋化和激活作用'直接参与了哮喘的发病和气道

炎症的形成+

$$.$1

,

&本研究发现
c$

组的病理改变轻'无肺大

泡(气道上皮未增厚'说明清气化痰汤的治疗作用不仅是抑制

嗜酸细胞等炎症介质的释放还在维护气道上皮的完整性(调节

免疫方面有积极作用&

c1

组小鼠肺组织病理示炎症较
c$

(

FNK

组轻'肺泡结构完整'肺间质仅见少量淋巴细胞和嗜酸细

胞浸润&说明清气化痰汤在减轻小鼠肺组织炎症浸润方面疗

效与激素相似'并且在与激素联合使用时能明显修复肺组织的

病理损伤&

通过研究证实'清气化痰汤治疗哮喘(减轻咳喘痰鸣症状

的作用机制是抑制炎症介质的释放'减少肺组织中炎性渗出'

减轻肺组织损伤&但清气化痰汤与激素联合使用能更好地保

护肺组织的机制'需要进一步实验研究&
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