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摘要# 目的!观察附子*白术药对对乳腺癌骨转移裸鼠的保护作用( 并探讨其抑制骨转移的作用机制) 方法!采用左
心室注射乳腺癌细胞T.Q*T/*#0"/Z法建立骨转移模型$ 裸鼠随机分为 Q大组和 /大组$ Q大组分为模型组* 唑来
膦酸组* 附子*白术药对组$ /大组分为! 假手术组* 模型组* 唑来膦酸组* 附子*白术药对组$ 并进行相应干预) 观
察Q大组裸鼠生存时间及体质量变化情况$ 观察/组裸鼠骨转移程度( 抗酒石酸酸性磷酸酶染色法 "U:LUL:U5L5E;EU:AU
:>;] PF?EPF:U:E5( -WQb# 观察骨转移灶中破骨细胞数量( 8\S1Q法法检测血清中转化生长因子 "-OR*""#* 甲状旁腺
激素相关蛋白 "b-YLb# 的含有量) 结果!与模型组比较( 药对组生存时间明显延长 "Gk&X&7#( 造模后 ( 周时体质
量下降率减小 "Gk&X&7#( 骨转移程度明显降低 "Gk&X&"#* -WQb" i# 细胞数量均明显减少 "Gk&X&7#( 血清
中-OR*"" 和bY-Lb的表达均显著降低 "Gk&X&7#) 结论!附子*白术药对可改善乳腺癌骨转移裸鼠体质量下降( 延
长生存时间( 减轻骨转移溶骨性损伤( 其机理可能与其调控-OR"信号通路( 减少b-YLb的表达相关)
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!!随着乳腺癌诊疗技术的提高( 患者生存时间不
断延长( 但发生骨转移风险也不断增加( 乳腺癌晚
期发生骨转移的机率达 (7! j%7!+"*#, ) 乳腺癌骨
转移可导致骨痛* 病理性骨折等骨相关事件的发
生( 严重影响患者生活质量$ 临床上放疗* 化疗*
内分泌治疗及抗骨质吸收药物等+#,治疗方法( 虽
在一定程度上可延缓肿瘤进展( 但又带来了相应的
不良反应( 增加患者痛苦$ 中医药凭借其疗效可靠
及不良反应少等优势( 已成为恶性肿瘤重要的辅助
治疗方法+0*(, ) 前期研究+0*7,发现 .金匮要略/ 白
术附子汤及其核心药物附子*白术药对对乳腺癌骨
转移具有一定的抑制作用) 本研究旨在观察附子*
白术药对对乳腺癌骨转移裸鼠的保护作用( 并探讨
其可能的作用机制)
GH实验材料与方法
"X"!实验动物及细胞株!( 周龄 1bR级雌性
/Q\/J>裸鼠( ’7 只( 体质量 #& j## I( 购自上海
西普尔*必凯实验动物有限公司( 生产许可证号!
1+,G "沪# #&"0*&&"() 人乳腺癌骨高转移细胞
T.Q*T/*#0"/Z( 美国德克萨斯州立大学医学系
-?EF;̂DK;3?A5]:博士惠赠)
"X#!主要药品! 试剂与仪器!附片配方颗粒 "每
袋 &X7 I( 相当于制附子 0 I( 批号 "’&0#"# 购自
江阴天江药业有限公司$ 白术配方颗粒 "每袋" I(
相当于白术 ( I( 批号 "0&4&&## 购自华润三九医
药股份有限公司$ 唑来膦酸 "批号 "0&4"#7# 购自
江苏正大天晴药业股份有限公司$ .T8T培养基*
胎牛血清购自美国SAa;UL?IA公司$ 抗酒石酸酸性磷
酸酶 "-WQb# 染色试剂盒购自美国 1;I9:公司$
小鼠的转化生长因子 "" "-OR*""# 酶联免疫吸附
测定 "8\S1Q# 试剂盒购自武汉博士德生物工程有
限公司$ 人甲状旁腺激素相关蛋白 "b-YLb#
8\S1Q试剂盒购于美国 bF?5A;CbF:L9:>5DU;>:6E公
司) 生物安全柜及 +Z# 培养箱 "美国 -F5L9?公
司#$ 倒置显微镜 "日本NSGZN公司#$ TSeQ1 医
学图像定量分析系统 "上海达为科生物科技有限

公司#$ 十万分之一电子天平 "瑞士 T5UU65L-?65]?
公司#$ 台式离心机 "美国 -F5L9?公司#$ TD6U;*
EK:A TG0 酶标仪 "美国-F5L9?公司#)
IH实验方法
#X"!药物配制!采用附片配方颗粒 &X7 I* 白术配方
颗粒 &X00 I( 加入生理盐水( 配制成相当于00 9\
"相当于每毫升含附子*白术药对生药 "7& 9I#( 放入
冰箱保存 "参考 .金匮要略/ 白术附子汤每付含
白术 ( I* 炮附子 4 I$ 小鼠每次灌胃 &X’ 9\( 根
据小鼠与人体间的等效剂量换算法计算( 本实验所
需药量如上述#$ 药液均为灌胃当天配制)
#X#!乳腺癌骨转移裸鼠模型制备!按照前期文献
方法+%*),进行裸鼠左心室注射T.Q*T/*#0"/Z细胞
"细胞悬液密度 "X& p"&% J\( &X" 9\# 法制备乳腺
癌骨转移裸鼠模型$ 另取 ( 只正常组裸鼠行左心室
注射生理盐水 &X" 9\)
#X0!分组! 给药与取材!将 0( 只乳腺癌骨转移裸
鼠( 采用8C>566%随机数发生器& 法随机分为Q大
组和/大组) Q大组! 模型组* 唑来磷酸组* 附子
*白术药对组( 每组 ( 只) /大组! 模型组* 唑来
磷酸组* 附子*白术药对组( 每组 ( 只$ 另将左心
室注射生理盐水的 ( 只裸鼠为假手术组)

药对组于造模后第 ’天开始灌胃给以附子*白术
药对药液 &X’ 9\"(& 9IJ只#( 灌胃后立即皮下注
射生理盐水 &X# 9\$ 模型组* 唑来膦酸组及假手术
组均于相同时间点灌胃给予生理盐水 &X’ 9\J只(
唑来膦酸组于灌胃后立即皮下注射唑来膦酸
&X# 9IJKI"&X# 9\#( 模型组及假手术组均皮下
注射 &X# 9\生理盐水( 以上给药均每周 0 次) Q
大组裸鼠一直给药至所有动物死亡( /大组持续给
药 ( 周+’*7, )

/大组裸鼠末次给药后禁食 ’ F( 行放射性核
素骨显像 "59;EE;?A >?9PDU5] U?9?IL:PF (̂ 8+-#
检测 "具体方法见参考文献 +),# 确定可疑骨转
移灶部位$ 末次给药后禁食 "# F( 眼眶取血( 分离
血清( 置l#& g冰箱冷冻保存) 取血完毕后颈椎
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脱臼法处死裸鼠( 进行大体解剖( 根据 8+-结果(
取出所有可疑骨转移灶( 液氮保存( 经病理证实为
骨转移灶后( 记录每只裸鼠骨转移灶数量及大小)
#X’!指标观察
#X’X"!生存状况及生存时间!每天观察 Q大组各
组裸鼠生长情况直至其全部自然死亡( 记录生存
时间)
#X’X#!体质量变化状况!Q大组各组裸鼠于造模
后每周称重 " 次( 记录体质量变化情况( 并计算造
模后第 ( 周的裸鼠体质量下降率) 计算公式! 体质
量下降率h "术前体质量 l术后第 ( 周体质量# J
术前体质量p"&&!)
#X’X0!骨转移程度判断!裸鼠骨转移程度从以下
0 方面进行综合判断! *骨转移灶数量及转移率
"病理证实#$ +骨转移灶病理片上肿瘤细胞数J细
胞总数 "!#)

肿瘤细胞数J细胞总数 "!# 的计算方法+), !
在 ’&& 倍显微镜下( 每张切片随机选取 0 个视野(
计算每一视野中的肿瘤细胞数及同一视野中的细胞
总数 "除红细胞#( 计算肿瘤细胞数J细胞总数
"!#( 取 0 个视野求其均值)
#X’X’!-WQb染色观察!按照前期文献报道方
法+’*7(),进行! 取/大组裸鼠最大的骨转移灶组织(
甲醛固定( 石蜡包埋( 进行病理切片( 以-WQb染
色法观察破骨细胞形态并记录 -WQb阳性细胞
数量+4, )
#X’X7!血清中 -OR*"" 和 bY-Lb的测定!血清中
-OR*"" 和 bY-Lb的含有量用 8\S1Q试剂盒测定(
具体步骤按试剂盒说明书进行操作)
#X7!统计学方法!采用 1b11 "%X& 统计软件( 计
量资料以’d-表示( 多组间比较采用单因素方差
分析( Gk&X&7 为差异具有统计学意义)
JH结果
0X"!裸鼠生存状况及生存时间!Q大组裸鼠存活
时间均超过 ( 周) 药物干预后( 药对组和唑来膦酸
组存活时间均超过模型组! 与模型组比较( 唑来膦
酸组和药对组生存时间均显著延长( 具有统计学意
义 "Gk&X&7#) 结果见图 ")
0X#!裸鼠造模后 ( 周内体质量变化!Q大组造模
前各组裸鼠体质量无显著性差异 "Gn&X&7#$ 造
模成功后 ( @内( 各组裸鼠体质量呈下降趋势) 结
果见图 #)
0X0!裸鼠造模后 ( 周体质量下降率!Q大组裸鼠(
假手术组体质量呈上升趋势( 模型组* 唑来膦酸组

注! 与模型组比较(mGk&X&7

图 GH各组裸鼠模型生存时间 %#L\’
S&QNGH!/(Z&Z13)&2*%-,/$*2%/O*2%$*3O&,*1+W

Q(%/7%#L\’

图 IH各组裸鼠模型 \ 周内体质量变化 %#L\’
S&QNIH9%$5 _*&QW)+W1,Q*O%-,/$*2%/O*2%$*3O&,*1+W

Q(%/7_&)W&,O&P _**XO%#L\’

及药对组体质量均呈下降趋势) 与模型组及唑来膦
酸组比较( 药对组体质量下降率均显著减小( 具有
统计学意义 "Gk&X&7#) 结果见表 ")

表 GH各组裸鼠模型 \周后体质量下降率%!K"& #L\’
"10NGH9%$5 _*&QW)3%OO(1)*O%-,/$*2%/O*2%$*3O&,

*1+WQ(%/71-)*(O&P _**XO%!K"& #L\’

组别 体质量下降率J!

假手术组 l%X(( d#X7"

模型组 #&X%7 d’X#%

唑来膦酸组 "4X"( d’X("

附子*白术药对组 "7X"% d’X)7m$

!!注!与模型组比较(mGk&X&7$与唑来膦酸组比较($Gk&X&7

0X’!小鼠骨转移程度结果!/大组中假手术组未
发生骨转移( 其余 0 组裸鼠骨转移率均为 "&&!$
与模型组比较( 唑来膦酸组* 药对组裸鼠骨转移灶
个数及转移灶中肿瘤细胞数u细胞总数值均较显著
降低 "Gk&X&7( Gk&X&"#) 结果见表 #)
0X7!-WQb" i# 的破骨细胞计数!/大组中假手
术组在骨基质边缘可见到少量单个的 -WQb" i#
细胞$ 模型组* 唑来膦酸组* 药对组骨基质边缘和
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!!!!!表 IH各组裸鼠骨转移程度 %!K"& #L\’
"10NIH9%,*2*)1O)1O&O*P)*,)%-,/$*2&+*&,*1+WQ(%/7

%!K"& #L\’

组别 转移灶数J个!! "肿瘤细胞数J细胞总数#J!
假手术组 & &
模型组 ’X00 d"X)( ’#X#7 d(X0#
唑来膦酸组 #X&& d"X#%m #’X7% d’X%"mm

附子*白术药对组 #X7& d"X&7m ##X)0 d’X&(mm

!!注!与模型组比较(mGk&X&7(mmGk&X&"

瘤体中均可见数量不等的-WQb" i# 细胞$ 结果
见图 #) 与正常组相比( 模型组* 唑来膦酸组* 药
对组-WQb" i# 细胞数量均明显增多 "Gk&X&7(
Gk&X&"#$ 与模型组比较( 唑来膦酸组* 药对组
-WQb" i# 细胞数量均明显减少 "Gk&X&7#) 结
果见图 0* ’)

图 JH各组裸鼠骨组织中":8’染色结果 % UGVV’
S&QNJH":8’O)1&,&,Q (*O/3)O&,)W*0%,*)&OO/*%-,/$*

2&+*&,*1+WQ(%/7% UGVV’

注! 与假手术组比较(!Gk&X&7( !!Gk&X&"$ 与模型组比较(
mGk&X&7

图 TH各组裸鼠骨组织中":8’% e’ 细胞数 %#L\’
S&QNTHC/20*(%-":8’% e’ +*33O&,)W*0%,*)&OO/*%-

,/$*2&+*&,*1+WQ(%/7%#L\’

0X(!各组裸鼠血清中 -OR*"" 和 b-YLb结果!正
常组裸鼠血清中含少量的 -OR*"" 和 b-YLb$ 模型
组* 唑来膦酸组* 药对组血清中 -OR*"" 和 b-YLb
含有量均明显增多 "Gk&X&7( Gk&X&"#$ 与模型
组比较( 唑来膦酸组* 药对组血清中 -OR*"" 和
b-YLb含有量均明显减少 "Gk&X&7#) 结果见
表 0)

表 JH各组裸鼠血清中"RS6"G和’".(’%!K"& #L\’
"10NJH"RS6"G 1,$’".(’&,)W*O*(/2 %-,/$*2&+*&,

*1+WQ(%/7%!K"& #L\’

组别 -OR*""J"#I-\l"# b-YLb"#I-\l"#
正常组 4X%7 d#X%% 0X47 d"X((
模型组 00X7) d4X40!! ""X)" d’X77!!

唑来膦酸组 "7X#0 d’X0"!m (X74 d#X’"!m

药对组 "%X(% d7X)0!m %X"7 d#X%%!m

!!注!与正常组比较(!Gk&X&7( !!Gk&X&"$与模型组比较(mGk

&X&7(mmGk&X&"

TH讨论
乳腺癌骨转移属中医 %骨蚀&* %骨痹& 等范

畴( 属中医 %阴证&* %寒证&( 病位在骨( 其发
生* 发展与脾肾关系密切) .素问-五脏生成篇/
曰 %肾之合骨也( 其荣在发( 其主脾也&( .景岳
全书/ 指出 %脾肾不足及虚弱失调之人( 多有积聚
之病&) 脾与肾相互影响( 互为因果( 肾阳不足(
不能温煦脾阳( 致脾阳不振$ 脾阳虚弱( 可损及肾
阳( 引起肾阳亦虚( 最终导致脾肾阳虚( 单独温肾
或健脾均不能取得良好的临床疗效( %温肾健脾&
应为其主要治法( 非大辛大热的附子不足以取效(
白术为 %脾脏补气第一要药&( 可助附子温肾暖
脾* 散寒除湿止痛) 本实验发现( 左心室注射乳腺
癌细胞后( 所有裸鼠体质量均呈下降趋势( 但附
子*白术药对可降低裸鼠造模后 ( 周时的体质量下
降率( 减轻乳腺癌骨转移程度( 并延长裸鼠的生存
时间) 乳腺癌骨转移发生后( 破骨细胞数量及活性
增强( 从而导致溶骨性损伤) -WQb是破骨细胞的
特征性酶( 可反映破骨细胞活性和骨吸收的状态$
本实验发现( 模型组骨转移灶中-WQb" i# 细胞
明显增多 "与文献报道一致+’, #( 附子*白术药对
组-WQb" i# 细胞数量较模型组均明显减少( 提
示附子*白术药对可抑制破骨细胞的增殖)

乳腺癌骨转移骨质损伤以溶骨性损伤为主( 生
长转化因子" "-OR*"# J19:]E信号通路是调控乳
腺癌骨转移发生* 发展的重要途径+"&*"", ) -OR*"
是骨代谢中关键的信号因子( 在肿瘤转移过程中能
帮助瘤细胞逃避免疫监控+"&, ( 有利于乳腺癌骨转
移的发生( 并可促进破骨细胞的增殖和分化+"", $
骨是 -OR*"的主要存储场所( 骨转移溶骨破坏可
释放大量 -OR*"( 且乳腺癌细胞直接分泌 -OR*"(
-OR*"通过调控 -OR*"J19:]E信号通路( 调控破
骨细胞活性的主要介导因子 b-YLb等的表达( 加
速骨质流失+"&*"0, $ 抑制 -OR*"及 b-YLb的表达(
可截断骨损伤恶性循环( 修复骨损伤+"’, ) 本研究
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发现( 附子*白术药对可降低乳腺癌骨转移裸鼠血
清中-OR*""* b-YLb的含有量)

综上所述( 附子*白术药对可改善乳腺癌骨转
移裸鼠体质量下降( 延长生存时间( 减轻骨转移溶
骨性损伤( 其机理可能与其调控 -OR*"信号通路(
减少b-YLb的表达相关)
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