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摘!要!目的!观察乳康饮对移植瘤裸鼠乳腺癌组织 *MNY1#*MNY1\=>*表达的影响"探讨复方中药抑制乳腺癌转移的

机制$ 方法!&*7&-S裸鼠 3# 只"乳腺原位种植人乳腺癌细胞株 8:*Y8&Y;39F"建立乳腺癌移植瘤自发性转移模型后随机分

成 2 组"分别为疾病模型组"9 YBo对照组"乳康饮低#中#高剂量组"乳康饮加 9 YBo组"每组 9 只裸鼠$ 疾病模型组给予生理盐

水灌胃/9 YBo对照组给予腹腔注射/乳康饮低#中#高剂量组分别给予乳康饮不同剂量灌胃/乳康饮加 9 YBo组给予 9 YBo腹

腔注射"同时给予乳康饮中剂量灌胃"均每天 " 次"连续 2 周$ 用药后检测肿瘤直径和腋窝淋巴结转移抑制率"免疫组化#?U=技

术分别检测乳腺癌组织 *MNY1 的表达"分析各组的表达差异$ 结果!裸鼠乳腺原位均有实质性肿瘤生长及腋窝淋巴结转移"各

药物组肿瘤直径与疾病模型组比较明显减小%!]#4#9&"各药物组比较差异无统计学意义%!f#4#9&/ 乳康饮 p9 YBo组抑瘤

率明显高于其他各药物组%!]#4#9&$ 各药物组对淋巴结转移均有抑制作用"乳康饮各剂量组的淋巴转移抑制率与 9 YBo组差

异无统计学意义%!f#4#9&"但与乳康饮加 9 YBo组有显著性差异%!]#4#"&$ 免疫组化结果显示 *MNY1 在疾病模型组的表达

与乳康饮中#低剂量组差异无统计学意义%!f#4#9&"与乳康饮高剂量组#9 YBo对照组#乳康饮加 9 YBo组比差异有统计学意

义%!]#4#" 或 !]#4#9&$ ?U=结果显示疾病模型组裸鼠乳腺癌组织 *MNY1\=>*的相对表达量均高于各药物组"差异有统计

学意义"与乳康饮高#中#低剂量组比%!]#4#9&"与 9 YBo对照组#乳康饮加 9 YBo组 %!]#4#"&$ 结论!乳康饮可能通过干

预 *MNY1 蛋白和基因表达"干扰 *MNY1-,TD1 信号通路"抑制肿瘤组织的淋巴管生成"从而达到抑制乳腺癌淋巴转移的作用$
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%!]#4#" H(#4#9&4,KDD_G(D..THM HQ*MNY1\=>*TM CT.DL.DN(HRG.[(DL.)SLMSD()T..RDcL.KTNKD()KLM DLSK \DCTSTMDN(HRG.[O?U=

)DSKMTmRD" ,KDD_G(D..THM HQ*MNY1\=>*TM CT.DL.DN(HRG.cL..)L)T.)TSLIIOCTQQD(DMSDSH\GL(DC cT)K )KDKTNK"\DCTR\LMC IHc=XZ
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!!乳腺癌是女性发生率最高的一种恶性肿瘤" 淋

巴转移是主要的转移途径"影响乳腺癌患者生存预

后"临床尚无可靠的方法做到早期监测"因此通过相

关的生物学标志探讨乳腺癌复发转移"是乳腺癌研究

的重要课题之一
,"-

$ *MNY1 %LMNTHGHTD)TM Y1&是淋

巴管生成调控的重要因子"*MN家族与肿瘤淋巴管生

成密切相关"研究表明乳腺肿瘤患者血浆中 *MNY1

表达水平与乳腺病变的良恶性有关" *MNY1 有可能

成为判断乳腺肿瘤生物学行为的指标
,1-

$ 本研究以

人乳腺癌8:*Y8&Y;39F 细胞株"原位移植&*7&-

UMR-MR 裸鼠建立动物模型"给予中药乳康饮干预"

探讨乳康饮对乳腺癌淋巴转移的作用和淋巴管生成

相关因子 *MNY1 表达的影响"寻找中药在分子水平

干预淋巴转移的作用机制$

材料与方法

"4细胞与动物!人乳腺癌细胞株 8:*Y8&Y;39F"购于

南京凯基生物科技发展有限公司$ &*7&-SMR-MR 裸鼠"雌

性"2 周龄"体重 1# t1N"购自北京维通利华实验动物技术有

限公司"实验动物许可证号! FUVXV%京& 1#"1 Y###""饲养于

F?B条件下"适应环境 " 周后进行实验$

14试剂与仪器!鼠抗人 *MNY1 单克隆抗体"浓缩型 :*&

显色试剂盒"链霉卵白素 Y过氧化物酶 %.)(DG)L̂TCTM YKH(.DW

(LCT.K GD(H_TCL.D" F Y?&试剂盒均购于北京博奥森生物技术

有限公司/胎牛血清#=?8AY"2;# 培养液购自 @T[SH公司%美

国&",(TJHI试剂购自 AM T̂)(HNDM 公司"=,Y?U=引物由 AM T̂)(HW

NDM%上海&公司合成"一步法 =,Y?U=试剂盒购自北京天根

生化科技有限公司"预染色的蛋白 8L(iD(购自 FHIL([TH公司 $

梯度 ?U=仪%TUOSID(型"美国 &THY=LC 公司&"凝胶电泳成像

分析系统%@D":HS1### 型"美国 &THY=LC 公司&"数显 9## Y

"0" 游标卡尺%广州市广精精密仪器有限公司&$

34实验药物! 9 YBo注射液%氟尿嘧啶&"批号!"1#1"+""

规格!#419N-"#\I"天津金耀氨基酸有限公司生产$ 乳康饮由

泰山医学院药剂学实验室制成口服剂型"规格 "4+N-\I%生药

量&"药物组成!黄芪#茯苓#青皮#柴胡#莪术#薏苡仁等"按处

方用量购于泰山医学院附属医院中药房"经泰山医学院药学

院鉴定后制剂$ 实验根据 *抗癌药物研究与实验技术+附表

(人和动物间按体表面积折算表 ) 计算出小鼠的用量为

"+N-iN"灌胃给药
,3-

$

;4造模#分组及给药!8:*Y8&Y;39F 细胞株"接种在含

有 "#5胎牛血清的 =?8AY"2;# 培养液中"培养基中加入青

霉素和链霉素各 "##oMT)-\I" G%值调整为 041 604;"于

30u#95Ud

1

培养箱中培养"细胞生长状态良好时传代$ 传

代后对数生长期的 8:*Y8&Y;39F 细胞 " v"#

0

个%相当于

#41\I&"于裸鼠的第二对乳腺脂肪垫中接种"建立人乳腺癌自

发性转移模型$ " 周后观察接种部位有结节生成为造模成

功$ 3# 只裸鼠随机分成 2 组"分别为疾病模型组"9 YBo对照

组"乳康饮高剂量#中剂量#低剂量组"乳康饮加 9 YBo组"每

组 9 只$ 疾病模型组予生理盐水灌胃 #4;\I-C"9 YBo对照组

予 3#\N-%iN'C&腹腔注射" 乳康饮高剂量#中剂量#低剂量

组分别予乳康饮 $##;9#"+N-% iN' C&灌胃/乳康饮加 9 YBo

组予 9 YBo3#\N-% iN' C&腹腔注射的同时予乳康饮 ;9N-

%iN'C&灌胃"" 次-天"连续干预 2 周$

94抑瘤率和淋巴结转移抑制率检测!2 组动物于接种后

第 0 周末处死" 解剖裸鼠乳腺原位肿瘤及腋窝淋巴结"滤纸

吸干水分"游标卡尺测量肿瘤最大直径"电子天平称取瘤重"

将肿瘤标本分为 1 份"" 份分别装入冻存管中"放入 Y+#u冰

箱内保存"另 " 份肿瘤标本及淋巴结 ;5中性甲醛固定"石蜡

包埋";

.

\切片"%<染色进行病理检测"判断乳腺癌淋巴转移

情况"计算抑瘤率和淋巴结转移抑制率$ 抑瘤率%5& ,̀ %疾

病模型组平均瘤重 Y实验组平均瘤重& -疾病模型组平均瘤

重- v"##5$ 淋巴结转移抑制率%5& %̀" Y阳性淋巴结数-

总淋巴结数& v"##5$

24肿瘤标本 F Y?法检测!标本处理同上"按免疫组化 F

Y?法常规操作$ *MNY1 表达在肿瘤细胞胞质"出现棕黄色

颗粒为阳性细胞$ 实验结果进行双盲评估"由两名病理专业

医生分别进行"随机选择 3 个视野"显微镜% v;##&下计数每

个视野 "## 个肿瘤细胞中阳性细胞的比例"取 3 个视野的平

均百分数$ 评分标准!阳性细胞数 # 6"#5计 # 分/""5 6

195计 " 分/125 69#5计 1 分/9"5 6095计 3 分/095 6

"##5计 ; 分$ 染色强度计分!# 分为无染色/" 分为淡黄色/1

分为黄色/3 分为棕黄色$ 免疫组织化学结果为染色阳性细

胞数和染色强度分别计分的乘积"# 61分为% Y&/3 69 分为

% p&/2 6+ 分为% pp&/$ 分以上为% ppp&$

04肿瘤标本 =,Y?U=检测!从 Y+#u冰箱中取出肿瘤标

本"分别取约 "##\N组织块放入研钵"加入液氮迅速研磨"将

粉末分别放入 "49\I离心管中$ ,(TJHI法提取组织总 =>*"每

例取 =>*1

.

N"进行反转录聚合酶链反应"扩增 &18% [D)Y

'"0'
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1\TS(HNIH[RITM&作为内参照"每个标本重复 3 遍$ 内参引物序

列上游!9nY@@U,*,UU*@U@,*U,UU***Y3n"下游! 9nY

U@@U*@@U*,*U,U*,U,,,,Y3n"于 0#u条件下加热 9\TM"

冰上冷却 1\TM";1u水温温浴 2#\TM"$9u加热 9\TM 后终止反

应"反转录合成 S:>*"$9u预变性 ;\TM 后开始循环!$;u

3#."2#u3#."01u3#."共 32 个循环"最后于 01u延伸 ;\TM$

扩增产物在 14#5琼脂糖凝胶上电泳分离"紫外透射仪下拍

照$ 以 &18作为内参照"阳性结果为目的条带出现在相应的

\L(iD(分子量位置$ 采用图像分析软件分析电泳条带的光密

度值"各目标条带光密度值与内参照 &18光密度值的比值为

目标基因的相对光表达量$

+4统计学方法!采用 F?FF "04# 统计分析软件"等级资料

采用
!

1

检验""计量资料以均数 t标准差%0t&&表示" 组间均

数比较采用单因素方差分析和 '检验$ 以 !]#4#9 为差异有

统计学意义$

结!!果

"4乳康饮抑制裸鼠乳腺癌生长及淋巴转移的作

用!各组裸鼠乳腺原位均有肿瘤生长"各药物组肿瘤

直径与疾病模型组比较明显减小%!]#4#9&"各药物

组比较差异无统计学意义%!f#4#9&/乳康饮 p9 Y

Bo组抑瘤率明显高于其他各药物组%!]#4#9&$ 各

组裸鼠均有腋窝淋巴结转移"各药物组对淋巴结转移

均有抑制作用"乳康饮高#中#低剂量组的淋巴转移抑

制率与 9 YBo组无显著性差异%!f#4#9&"但与乳康

饮加 9 YBo组有显著性差异%!]#4#"&$ %表 "&$

表 5!各组裸鼠乳腺肿瘤直径#抑瘤率及淋巴转移抑制率的比较%0t&&

组别 -

肿瘤情况 淋巴转移情况

肿瘤直径%S\& 抑瘤率%5& 阳性淋巴结数 转移抑制率%5&

疾病模型组 9 "43+ t#4"+ Y 241 t"43" Y

9 YBo对照组 9

"4#9 t#4"9

!

#492 t#4"$

$

34+ t"42;

!

#4;+ t#41#

$

乳康饮低剂量组 9

"4"1 t#4"2

!

#43; t#4"1

$

941 t"4$1

#431 t#41"

$$

乳康饮中剂量组 9

"4"1 t#4"1

!

#4;0 t#41#

$

;4+ t"43#

#432 t#4""

$$

乳康饮高剂量组 9

"4#$ t#41"

!

#4;+ t#4""

$

;42 t"4";

#43+ t#4";

$$

乳康饮 p9 YBo组 9

#4$2 t#419

!

#4+1 t#4"9

14+ t"43#

!

#40+ t#4";

!!与疾病模型对照组比"

!

!]#4#9"与乳康饮 p9 YBo组比"

$

!]#4#9"

$$

!]#4#"

!!14乳康饮抑制裸鼠乳腺癌组织 *MNY1#*MNY1

\=>*表达的作用%表 1#图 "#图 1&!免疫组化结果

显示 *MNY1 在疾病模型组的表达计分与乳康饮中#

低剂量组差异无统计学意义%!f#4#9&/与 9 YBo对

照组#乳康饮加 9 YBo组比差异有统计学意义%!]

#4#"&"与乳康饮高剂量组比较"差异有统计学意义

%!]#4#9&$ ?U=结果显示疾病模型组裸鼠乳腺癌

组织 *MNY1 \=>*的相对表达量均高于各药物组"

与 9 YBo对照组#乳康饮加 9 YBo组比较 !]#4#""

与乳康饮高#中#低剂量组比较 !]#4#9$

讨!!论

乳腺癌的转移是一个多因素#多步骤的复杂病理

过程"淋巴转移是主要转移途径"区域淋巴结状态是

确定乳腺癌的治疗策略和判断预后的主要参数
,;-

$

因而有效控制淋巴转移的相关因素对提高临床疗效

和改善病人预后有重要的意义$ 淋巴管生成是淋巴

转移过程中一个重要的环节"由于淋巴管生成的增

多"导致局部淋巴结及远处转移率的增加$ 淋巴管生

成调控由多个环节参与"其中血管生成素%*MN&家族

与肿瘤淋巴管生成密切相关"*MNY"#*MNY1-,TD1

信号通路在淋巴管生成中起着非常重要的作用$

8H(T.LCL等
,9-

在体内#外试验中证实 *MNY" 促进淋

巴管生成"并认为 *MN信号通过 ,TD1 受体调控淋巴

管生成$ 实验结果亦显示"*MNY1 表达强度与微淋

表 N!各组裸鼠乳腺癌组织 *AU (N#*AU (

N8,:*的比较%0t&&

组别
-

%只&

肿瘤

%个&

*MNY1

%计分&

*MNY1\=>*

疾病模型组 9 "# 049 t"4$2 #42"#9 t#4"+03

9 YBo对 照 组 9 "#

;4; t149$

!!

#430$+ t#4"192

!!

乳康饮低剂量组 9 "#

241 t1421

$

#4;10+ t#4"+30

!

乳康饮中剂量组 9 "# 94$ t1403

#4;"39 t#4";1$

!

乳康饮高剂量组 9 "#

;4+ t143$

!

#4;#"; t#41"#$

!

乳康饮 p9 YBo组 9 "#

34+ t"4$$

!!

#43990 t#4"32#

!!

!!与疾病模型对照组比"

!

!]#4#9"

!!

!]#4#"/与乳康饮 p9 YBo

组比"

$

!]#4#9

巴管密度%78':&呈正相关"在肿瘤淋巴管生成过程

中" *MNY1 发挥了重要的作用
,2-

$ 王晋涛等
,0-

在大

肠癌的研究中发现 *MNY1#'<@B及其相互作用在肠

腺瘤进展至腺癌中可促进肿瘤血管生成$ 但也有学

者从动物实验模型中发现 *MNY1 主要介导淋巴管

成熟"高水平 *MNY1 表达的乳腺癌患者易发生腋下
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图 5!裸鼠乳腺癌组织 *AU (N 的表达
% F Y?" v;##&

*4疾病模型组/&4乳康饮加 9 YBo组

!

图 N!裸鼠乳腺癌组织 *AU (N8,:*的表达

!!84:72## 8L(iD(/*"4疾病模型组/*149 YBo对照组/*34乳康饮低剂量组/>"4乳康饮中剂量组/>14乳康饮

高剂量组/>3 乳康饮 p9 YBo组

!

淋巴结转移" *MNY1 阳性表达是乳腺癌早期诊断和

提示后不良的重要指标
,+"$-

$ 因此"可期望将 *MNY

1-,TD1 信号通路作为乳腺癌的治疗的靶点"通过阻断

*MNY1-,TD1 信号转导抑制肿瘤的生长及转移$

中医文献中称乳腺癌为(乳岩)"宋陈自明在*妇

人良方大全+谓 (肝脾郁怒"气血亏损"名曰乳岩)$

*外证医案汇编+认为(正气虚则为岩)$ 认为肝肾不

足"冲任失调"气血运行不畅"经络阻塞而发病$ *医

宗金鉴+指出(乳癌由肝脾两伤"气郁凝结而成)$ 乳

岩的转移"亦是正虚与邪实的搏结"渐成沉疴痼疾$

同时因虚致痰瘀互结"导致(久病入络)的难治性和

缠绵性"其基本因素是残存癌毒即中医之谓(伏邪)#

(余毒)$ 乳腺癌复发转移是全身性疾病的一个局部

表现"治疗提倡全面调整人体功能"以扶正祛邪为大

法"益气健脾贯穿始终"祛瘀化浊辨证选用$ 肝气失

疏"痰瘀是乳腺癌转移的病理基础"治疗上兼顾疏肝

化痰"标本兼治$ 乳康饮是项目组的科研处方"由青

皮#柴胡#莪术#薏苡仁#茯苓#黄芪组成的"具有益气

健脾#疏肝理气#化痰散瘀作用$ 研究表明乳康饮可

显著抑制人乳腺癌细胞 8:*Y8&Y;39F 增殖"诱导

细胞凋亡
,"#-

$ 在裸鼠乳腺原位种植入乳腺癌细胞株

8:*Y8&Y;39F 的自发性转移模型中"乳康饮可以

通过抑制 '<@BYU#'<@B=Y3 蛋白的表达"影响乳

腺癌组织淋巴管生成"减少淋巴管密度"从而抑制乳

腺癌的生长和转移
,;-

$ 方中黄芪功善益气健脾"茯

苓甘补淡渗"可健脾补中#渗湿利水"与黄芪合用助黄

芪益气健脾#化痰散结$ 柴胡具有轻清上升#宣透疏

达之性"善条达肝气#宣畅气血"有疏肝解郁之效$ 青

皮辛散温通"苦泄下行而奏疏肝破气#散结止痛之效"

助柴胡疏肝理气$ 薏苡仁甘补淡渗"功似茯苓"二药

相合"化痰渗湿之力增强"既能助柴胡行气以止痛"又

能破血以逐瘀"使瘀血积块随气行而不留$ 诸药相

合"扶正不忘祛邪"祛邪更助扶正"健脾益气#疏肝理

气#活血化瘀#化痰散结相得益彰$

本研究以人乳腺癌高转移细胞株 8:*Y8&Y

;39F 原位移植 &*7&-SMR-MR 裸鼠"建立自发性转移

模型" 同时给予复方中药乳康饮进行干预"检测乳康

饮对乳腺癌组织及淋巴结转移的抑制作用"并通过免
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疫组化#?U=技术检测各组裸鼠移植瘤组织 *MNY1

蛋白和基因的表达差异$ 结果表明"乳康饮能够有效

的抑制裸鼠原位移植瘤的生长和腋窝淋巴转移"而且

对肿瘤组织 *MNY1 蛋白和基因表达有显著的抑制

作用"由此推测乳康饮通过影响 *MNY1 的表达"干

扰 *MNY1-,TD1 信号通路"抑制肿瘤组织的淋巴管生

成"从而达到抑制乳腺癌淋巴转移的作用$
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摘!要!目的!了解广州北郊新丰县并殖吸虫自然流行分布状况$ 方法!在调查点山溪中捕捉溪蟹"解剖查找并殖吸虫

囊蚴$ 用检获囊蚴饲喂人工感染家猫"检查感染家猫粪便找虫卵"解剖人工感染虫卵检查阳性家猫"查找并殖吸虫成虫$ 结果!

蟹体斯氏狸殖吸虫囊蚴感染率!2"4;#5%39-90&$ 感染度! 1413 个囊蚴-只蟹"#4;; 个囊蚴-克蟹$ 蟹种为平远南海溪蟹$ 解剖

两只人工感染阳性猫检获卫氏并殖吸虫成虫 "1 条$ 结论!广州北郊新丰县斯氏狸殖吸虫中度自然疫源地%

1

级&$ 斯氏狸殖吸

虫是我国主要致病并殖吸虫"该疫源地存在是一个潜在公共卫生危害地"必须引起高度重视$

关键词!斯氏狸殖吸虫!囊蚴!平远南海溪蟹!感染率

VA@&$;?U#;&2A:#;G=#>WAC&8?"Z2"G$2B-#=#U2A?8G$VAB&";?2A?AY?AB&AU '2GA;E ?A:2=;</GIG=I#A)G#AU[<2GH!

"%94_)-" "%4 7%*#"

"4 34>4-" 2.*#64#0%-" 8.)- \)-$+%-$" ;)-$ W%-&.4%" "%4 8.4-[*-$" 34 K4#&.)-$" "%J*#L%-" J4*-$ "#-$0%*-$:8#-$.4* 8%'>8.%<

-)&)A)B%(%-)J#&1%'*+" S4*-$B#-$ HFG`XH" 8.%-*

*I$;=#";!0IJ&";?@&!,HCD)D(\TMD)KDCT.)(T[R)THM HQGL(LNHMT\R.TMQDS)THM TM VTMQDMNUHRM)OIHSL)DC TM )KDMH()K .R[R([LM @RLMW

NJKHR4.&;<2C$!B(D.KcL)D(S(L[.cD(DSHIIDS)DC Q(H\L.T)DTM MH()K .R[R([LM @RLMNJKHR )HD̂LIRL)DGL(LNHMT\R.G(D̂LIDMSD4?L(LNHMW

T\R.\D)LSD(SL(TLDQ(H\TMQDS)DC S(L[.cD(DR.DC )HL()TQTSTLIIOTMQDS)CH\D.)TSSL).LMC SHMCRS).)HHI.R(̂DO." LMC )KD(DSĤD(DC LCRI)
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