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摘 要!%目的& 探究活性乳清蛋白对化疗期间荷瘤小鼠的营养状态'免疫调节和疗效的影响(

%方法& 建立三阴乳腺癌小鼠皮下移植瘤模型"根据干预措施不同随机分为
-

组"分别为空白
对照组)

<36=>31

组*+紫杉醇化疗组!

<36=>31?

紫杉醇组*'添加酪蛋白的紫杉醇化疗组!酪蛋白
?

紫杉醇组*'添加活性乳清蛋白的紫杉醇化疗组!活性乳清蛋白
?

紫杉醇组*, 观察和测量小鼠
体重'肿瘤体积'肿瘤重量的变化情况"比较各组小鼠的生存期"检测各组小鼠血液及肿瘤组
织中谷胱甘肽!

712=/=@0365

"

ABC

*含量, %结果& 活性乳清蛋白
?

紫杉醇组瘤鼠体重下降速度明
显缓于酪蛋白

?

紫杉醇组和
<36=>31?

紫杉醇组"试验进行第
D'9

活性乳清蛋白
?

紫杉醇组瘤鼠
体重 %!

!*:E!#':'*

*

7

&" 显著高于酪蛋白
?

紫杉醇组 %!

'$:*D#':F&

*

7

& 和
<36=>31?

紫杉醇组
%!

#%:F##*:%&

*

7

&"差异具有统计学意义, 活性乳清蛋白
?

紫杉醇组瘤鼠肿瘤体积变化与其他各
组差异不具有统计学意义, 活性乳清蛋白

?

紫杉醇组生存期较
<36=>31?

紫杉醇组与酪蛋白
?

紫
杉醇组生存期明显延长, 活性乳清蛋白

?

紫杉醇组肿瘤组织中
ABC

含量%!

D-:E##%:*

*

!.31GH

&

低于酪蛋白
?

紫杉醇组%!

EE:D#!D:%

*

!.31GH

&和
<36=>31?

紫杉醇组%!

E-:$#'':F

*

!.31GH

&,而血液
中" 活性乳清蛋白

?

紫杉醇组血液的
ABC

含量 %!

'$:'#*:F

*

!.31GH

& 高于酪蛋白
?

紫杉醇组
%!

'D:*#%:%

*

!.31GH

&和
<36=>31?

紫杉醇组%!

'E:!#$:F

*

!.31GH

&, 但无论是肿瘤组织中还是血液
中"各处理组间

ABC

含量差异均无统计学意义!

I$*:*E

*, %结论&活性乳清蛋白联合化疗减缓
小鼠体重下降"改善营养状态"抑制肿瘤增长"延长荷瘤小鼠生存期"改善预后,

关键词!活性乳清蛋白#乳腺肿瘤#营养治疗
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乳腺癌是最常见的女性恶性肿瘤 !

'

"

#在女性人

群中发病比例不断攀升#严重影响女性健康$乳腺癌生

物学特性基本由雌激素受体%

()*+,-(. +(/(0*,+

#

12

&'

人表皮生长因子受体
!

%

3456. (078(+569 -+,:*3 ;6/!

*,+ +(/(0*,+ !

#

<12!!

& 和 细 胞 增 殖 抗 原 %

6.*7-(.

=>&?

#

@7&?

&决定$ 因此
12

和
<12!!

的靶向治疗和

化疗是乳腺癌最重要的内科治疗手段!

!

"

$ 三阴性乳

腺癌%

*+709( .(-6*7A( B+(6)* /6./(+

#

CDEF

&是一类缺

乏雌激素受体%

12

&'孕激素受体 %

0+,-()*(+,.( +(!

/(0*,+

#

G2

&#以及人类表皮生长因子
!

%

<12!!

&表达

的乳腺癌亚型# 它的发病率占乳腺癌总体发病率的

'HIJ!KI

!

L

"

$ 此类患者的复发和死亡风险明显高于

其他类别$由于缺乏有效靶点#三阴乳腺癌的主要治

疗方式是化学药物治疗# 含蒽环类和紫杉类是其标

准治疗方案!

M

"

$ 因此#提高三阴乳腺癌患者对化疗的

耐受' 改善患者的生存质量与治疗疗效及患者的预

后息息相关$

众所周知# 恶性肿瘤患者的营养状态与治疗的

副作用' 并发症以及疾病预后密切相关$ 近期文献

报道显示#营养免疫状态降低可作为胰腺癌'胃肠道

肿瘤和肝癌的不良预后指标!

H

#

&

"

$ 在三阴性乳腺癌患

者中#营养免疫状态也可影响患者的长期预后!

?

"

$ 这

些研究都证明了营养状态是决定患者生存质量的重

要指标!

%

"

$ 营养不良是恶性肿瘤患者常见的并发症

之一#严重营养不良导致恶液质的发生 !

$

"

#影响患者

的治疗耐受' 生存质量以及预后$ 活性乳清蛋白(

NEO

活性因子是一种从牛奶中低温萃取提取#具有

多种活性成分的优质蛋白# 它可以促进抗氧化剂谷

胱甘肽%

PQ<

&的生物合成 !

#K

"

#具有营养支持和调节

免疫的作用$ 已有研究证实# 在胰腺癌荷瘤小鼠模

型中#

NEO

活性因子可以纠正其营养不良'改善恶病

质!

##

"

$ 但是#尚无研究报道
NEO

活性因子改善三阴

性乳腺癌荷瘤小鼠的化疗耐受'生存质量'疗效及预

后$本研究从化疗疗效'生存质量及生存期的角度证

明活性乳清蛋白对三阴性乳腺癌荷瘤小鼠预后的改

善作用$

#

材料与方法

!"!

主要试剂

OR1R

高糖培养基%

P7B/,

&#胎牛血清%

C3(+5,

S7)3(+ Q/7(.*7;7/

&#细胞培养用青(链霉素%碧云天&#

胰蛋白酶%

P7B/,

&#

NEO

活性因子%美睿健康产业重

庆有限公司&# 酪氨酸 %美睿健康产业重庆有限公

司&#紫杉醇注射液%扬子江药业集团有限公司&#氯

化钠注射液%四川美大康华有限公司&#谷胱甘肽检

测试剂盒%碧云天&$

!"#

仪 器

FT

!

恒温培养箱%

QNDUT

&#超净工作台%苏州安

泰空气技术公司&#细胞计数板%上海求精生化仪器

试剂公司&#离心机%

100(.8,+;

&#酶标仪%

E>T!2NO

&#

天平%上海越平科学仪器制造有限公司&#游标卡尺

%上海浦江分析仪器厂&#动物实验器材%成都科华实

验仪器有限公司&#小鼠饲养和动物实验设备%四川

大学生物治疗国家重点实验室基因工程小鼠中心&$

!"$

细胞株

鼠源性
MC#

乳腺癌细胞株%中国科学院上海细

胞生物研究所#本实验室常规保存备用&$

!"%

实验动物

MJ&

周龄
QGS

级雌性
ENVEW/

小鼠#购于四川大

学实验动物中心$ 小鼠相关实验获得四川大学华西

医院实验医学伦理委员会批准%编号
!"''!"!"

&$

!"&

细胞培养

MC'

细胞使用
'"I

胎牛血清和
'""XY59

青(链

霉素的
OR1R

高糖培养基并放置在
L?"

'

HIFT

!

培养箱中培养$ 我们选择对数生长期的
MC'

细胞#

使用含
1OCN

的胰蛋白酶进行细胞传代$

!"'

三阴性乳腺癌小鼠模型建立!实验分组及营养

治疗方案

MJ&

周龄
ENVEY/

雌性小鼠与四川大学动物实

验中心
QGS

级动物房进行随机分笼适应饲养
?

天$

取对数生长期的乳腺癌细胞
MC'

# 使用无血清

OR1R

培养基调整细胞浓度为
'#'Z

?

Y'""!9

左右#

在小鼠的左侧背部皮下接种细胞悬液
!""!9

$ 第
'"

天#小鼠背部皮下可触及肿瘤#进行随机分组给药$

选择肿瘤体积一致' 形态规则的
ENVEY/

小鼠
!M

只# 随机分为
M

组# 分别为) 空白对照组%

F,.*+,9

组&'紫杉醇化疗组%

F,.*+,9[

紫杉醇组&'添加酪蛋白

的紫杉醇化疗组%酪蛋白
[

紫杉醇组&'添加活性乳

清蛋白的紫杉醇化疗组%

NEO[

紫杉醇组&$第二天进

行给药#

F,.*+,9

组小鼠进行腹腔注射氯化钠注射液

!ZZ!9

和饮用灭菌水#其余组小鼠使用紫杉醇溶液#

论 著M??
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每次按照
'()*+)

进行腹腔注射给药
!""!,

! 酪蛋白

粉和
-./

活性因子分别加入灭菌饮用水中"浓度为

#!0()*(,

"每日换水一次"根据既往试验和文献"小

鼠一天的饮水量
'(,

左右" 保证每只小鼠的蛋白摄

入量在
&""()

左右! 每
!12

天使用游标卡尺测量一

次肿瘤的长短径和称量一次小鼠重量直至出现第一

只小鼠死亡停止记录"肿瘤体积
345'!

长径
!

短径#

!

$

"

记录小鼠的生存时间! 另有一批相同处理条件的小

鼠"给药
!#

天后处死小鼠"取血测量
678

含量! 解

剖取下肿瘤%称量并进行拍照记录!解剖下肺放置于

多聚甲醛溶液中拍照记录转移瘤数目!

!"# 678

含量测定

解剖取下小鼠肿瘤组织" 用液氮速冻后研成粉

末"加入去除试剂
7

溶液"充分匀浆"

9"

放置
:4(;<

后"

:4 444) 9"

离心
:4(;<

"取上清用于总谷胱甘肽

的测定! 小鼠眼眶取血所得新鲜血液
&44)

离心

:4(;<

"取上清血浆加入去除试剂
7

溶液混匀"冰浴

放置
:4(;<

!

9"

"

:4 444)

离心
:4(;<

!取上清用于总

谷胱甘肽的测定! 上述所得样品依次加

入
$&

孔板" 加入
:'4!,

总谷胱甘肽检测

工作液" 混匀" 室温孵育
'(;<

后加入

'4!, 45'()*(, =-/>8

溶液"混匀"反应

!'(;<

后使用酶标仪测定
-9:4

吸光度!

根据不同浓度标准品测得的不同吸光度

作出标准曲线! 样品对照标准曲线即可

计算出总谷胱甘肽的含量!

!"$

统计学处理

实验数据采用
7>77:$54

统计软件进

行分析!统计结果采用均数
#

标准差&

!#?

'

表示"比较组间差异采用单因素分析"组

间两两比较使用
@

检验"

>$454'

为差异具

有统计学意义!

!

结 果

%"!

小鼠体重的改变

从第
!&

天开始荷瘤小鼠体重出现明

显下降"其中
AB<@CB,

组下降速度最快"而

-./

组体重下降速度明显缓于酪蛋白
D

紫杉醇组和
AB<@CB,D

紫杉醇组" 至第
2#

天
AB<@CB,

组瘤鼠体重#&

#E5&2##594

'

)

$低

于
AB<@CB,D

紫杉醇组#&

#%5E##45%&

'

)

$"但差异无统计学

意义&

>345#$&

'! 此时
-./D

紫杉醇组瘤鼠体重#&

!45'!#

#5#4

'

)

$显著高于酪蛋白
D

紫杉醇组#&

#$542##5E&

'

)

$

&

>34544&

'和
AB<@CB,D

紫杉醇组&

>345442

'&

F;)GCH :

'!

%"%

瘤体积及实验终点瘤体重量的改变

小鼠皮下接瘤成功后
9I:

肿瘤的体积在第
!9

天出现相对平缓增长" 而后呈现逐步上升趋势"

-./D

紫杉醇组较酪蛋白
D

紫杉醇组和
AB<@CB,D

紫杉

醇组肿瘤体积相对平缓增长时间明显增加!

2

周后

处死小鼠"测量小鼠肿瘤的体积及重量!实验终点各

组肿瘤重量分别为(

-./D

紫杉醇组&

45&9#45!2

'

)

%酪

蛋白
D

紫杉醇组&

45E9#45!&

'

)

%

AB<@CB,D

紫杉醇组肿瘤

&

45%4#45:E

'

)

%

AB<@CB,

组&

:59:#45''

'

)JF;)GCH !19K

!

%"&

肺转移瘤数量

试验小鼠进行试验
2

周后解剖小鼠的肺组织!

观察各组小鼠肺转移情况并计数肺表面的瘤结节数

JF;)GCH 'L

! 其中
AB<@CB,

组平均转移数为
%5%

个 "

AB<@CB,D

紫杉醇组为
95!

个"酪蛋白
D

紫杉醇组为
95%

-./DMNO,;@NPH,

AN?H;<DMNO,;@NPH,

AB<@CB,DMNO,;@NPH,

AB<@CB,

E ## #2 #E #$ !9 !& !$ 2#

I;(HQRNS?L

!9

!!

!4

:%

:&

:9

T
H
;
)
U
@
J
)
L

'()*+, ! -(.,

!

/ 0,()12 342,+ 5(44,+,62 (62,+7,62(86/

-./DMNO,;@NPH,

AN?H;<DMNO,;@NPH,

AB<@CB,DMNO,;@NPH,

AB<@CB,

E :: :2 :E :$ !9 !& !$ 2:

I;(HJRNS?L

2444

!444

:444

4

V
B
,
G
(
H
J
(
(

2

L

'()*+, % 98:*;, 84 2*;8+
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!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

'()*

!

+

!

+,- ./0123)04*2 56(7/

"

,

!

809*3: ./0123)04*2 56(7/

"

8

!

8(:)6(2 ./0123)04*2

56(7/

"

-

!

8(:)6(2 56(7/;

个#

+,-.

紫杉醇组为
<;=

个$

8(:)6(2

组与
8(:)6(2.

紫

杉醇组对比差异具有统计学意义
>?@=;=ABC

"

8(:)6(2

组与酪蛋白
.

紫杉醇组差异具有统计学意义
>?@

=;=D%E

#

8(:)6(2

组与
+,-.

紫杉醇组差异具有统计学

意义
>?@=;=A&E

$ 但是酪蛋白
.

紫杉醇组与
+,-.

紫杉

醇组对比差异无统计学意义
>?@=;B!<E

$

!"#

小鼠生存曲线

进行试验干预后# 记录各组小鼠的生存时间

>F3576* &E

$ 实验开始第
DD

天
8(:)6(2

组开始出现死

亡$ 第
D<

天
8(:)6(2.

紫杉醇组与酪蛋白
.

紫杉醇组分别出现死亡小鼠# 而本实验

的
+,-.

紫杉醇组直至第
D$

天才出现死

亡$ 试验进行第
B=

天
<

组小鼠全部死

亡 $ 利用统计学分析 %

G(5!60:H )*9)

&#

+,-.

紫杉醇组的生存期较
8(:)6(2.

紫杉

醇组
>?@=;=DBE

与酪蛋白
.

紫杉醇组
>?@

=;=<#E

延长存在统计学差异$

!"$ IJK

的改变

在试验
D

周后# 我们分别取小鼠肿

瘤和血液进行谷氨酰胺%

IJK

&的测量$肿

瘤组织中#

+,-.

紫杉醇组肿瘤的
IJK

含

量
L

%

D<;B"A%;"

&

!M(2NGO

低于酪蛋白
.

紫杉

醇 组
L

%

BB;D "!D;%

&

!M(2NGO

%

? @";AB$

&和

8(:)6(2 .

紫杉醇组
L

%

B<;$"AA;P

&

!M(2NGO

%

?@";"&P

&$ 血 液 中 #

8(:)6(2

组 血 液 的

IJK

含量
L

%

A<;D"%;!

&

!M(2NGO

与
8(:)6(2.

紫杉醇组
L

%

AB;!"$;P

&

!M(2NGO

无统计学差

异%

?@";%P&

&#此时
+,-.

紫杉醇组血液

的
IJK

含量
L

%

A$;A"";P

&

!M(2NGO

高于酪蛋

白
.

紫杉醇组
L

%

AD;""%;%

&

!M(2NGO

%

?@";AB%

&

和
8(:)6(2.

紫杉醇组
L

%

AB;!"$;P

&

!M(2NG

&

O

%

?@";D$D

&$但是检验分析结果显示#三组

小鼠无论肿瘤还是血液
IJK

含量均无统

计学意义%

F3576* P

'

%

&$

D

讨 论

恶性肿瘤是一种消耗性疾病# 癌症

患者体重减轻和营养不良的发生率为

DA#Q%P$

不等(

A!

)

$ 此外#营养不良还与肿

瘤的治疗手段有关$ 化疗作为肿瘤治疗

8(:)6(2

8(:)6(2./0123)04*2

809*3:./0123)04*2

+,-./0123)04*2

I6(7/9

!;B

!;"

A;B

A;"

";B

"

R
*
3
5
S
)
T
5
E

%&'()* + ,*&'-. /0 .(1/)

8(:)6(2

8(:)6(2./0123)04*2

809*3:./0123)04*2

+,-./0123)04*2

%&'()* # 213'* /0 .(1/)
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的一种重要手段! 最常见的毒副反应是恶心呕吐"

'(

#

$

许多患者自诉化疗期间口服食物摄入量明显减少$

长期的营养不良状态与患者预后不良息息相关%%%

降低生活质量"

')

!

'*

#

&增加治疗毒性"

'&

#

&减少生存率"

'*

#

&

导致肿瘤局部复发增加"

'+

#

$ 营养不良导致患者平均

住院日增加!整体治疗费用增加!经济负担加重$ 然

而!在实际临床实践中!患者却很少接受饮食建议!

临床营养治疗的比例亦较低$因此!对于接受化疗的

肿瘤患者! 尤其是对于需要接受化疗的三阴乳腺癌

患者!了解患者的营养状况"

'%

#

!尽早开始合理的营养

干预有利于提高患者的治疗耐受性和依从性& 控制

不良反应!提升生活质量!改善临床预后$

,-.

是谷胱甘肽
-!

转移酶结合的重要抗氧化剂

和辅助因子!是活性氧'

/0123450 67890: ;<0240;

!

=>-

(

的主要清除剂!参与细胞的氧化还原调节 "

'$

!

!"

#

$ 在

抗氧化防御和细胞凋亡调节中起着重要的作用 "

!'

#

$

而氧化还原调节已被证实是恶性细胞存活的重要组

成部分"

!!

#

$ 促进细胞氧化还原平衡有利于增加细胞

内活性氧和消耗保护性还原代谢物%%%

,-.

! 导致

氧化应激并诱导细胞凋亡从而治疗癌症$ 消耗会加

剧氧化损伤并且其补充可以防止氧化损伤$ 除了氧

化还原调节!

,-.

还可以参与调节致癌机制& 生长

增殖&免疫调节&药物解毒"

!(

#

$ 乳清蛋白是一种富含

支链氨基酸&功能性肽&抗氧化剂和免疫球蛋白的功

能蛋白!占总乳蛋白的
!""

!成分接近母乳!易于消

化吸收!是临床营养干预的最好来源!被称为)蛋白

之王*

"

!)

#

$ 由于它具有高营养品质和快速吸收的特

点!乳清蛋白的营养价值被认为高于鸡蛋&酪蛋白和

大豆蛋白"

!*

#

$由此产生的乳清蛋白各种衍生物'浓缩

物!分离物和水解产物(也具有广泛的生理学特性!

包括抗炎&抗氧化&抗癌&免疫调节&降低心血管风险

等"

'"

!

!&

#

$ 活性乳清蛋白'

?@A

活性因子(是乳清蛋白

的分离物!从新鲜牛乳中通过低温萃取而出!蛋白含

量远高于普通乳清蛋白!可达
$"B

以上的高生物活

性的功能蛋白$

本实验就是探究活性乳清蛋白对化疗期间小鼠

营养状态!以及治疗预后的影响$ 通过实验!我们可

以得出活性乳清蛋白联合化疗对于控制远处转移较

单纯化疗无明显差异!但是!活性乳清蛋白联合化疗

可以减缓小鼠体重下降!改善营养状态!抑制肿瘤体

积增长!提高小鼠的生存期$同时活性乳清蛋白可以

增加血液中
,-.

含量$通常认为氧自由基的产生是

癌发生中的关键步骤$除外肿瘤本身!化疗也会产生

大量氧自由基!对机体造成过氧化损伤"

!+

#

$有报道提

示乳清蛋白的膳食补充剂促进合成
,-.

对氧自由

基的抑制以及对物质解毒作用可能致使它在一些泌

尿生殖系统癌症中的具有抗肿瘤作用"

!%

#

$此外!细胞

减少
,-.

消耗可以消除多药耐药相关蛋白
C=D'

介导的对长春花生物碱和蒽环霉素的抗性! 从而使

化疗药物更容易到达
,-.

耗尽的细胞 "

!$

#

!使
,-.

与化疗药联合表现出协同抗肿瘤作用$

,-.

还可以

具有保肝&改善皮肤损伤效果和保护神经作用"

(E

#

$ 已

经有动物模型证实
,-.

合成有利于调节氧化损伤

和缓解药物诱导的肝毒性"

('

#

$

,-.

改善化学试剂所

引起的皮肤损伤"

(!

#和化疗引起的神经毒性"

((

#

$

,-.

的这些生物特性可能是本实验中活性乳
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清蛋白提高小鼠生存期的重要原因! 乳清蛋白增加

体内
'()

水平"

*+

#

$改善接受化疗期间患者的营养状

况和免疫力"

*,

#

$达到抗肿瘤的效果%实验中我们可以

观察到肿瘤组织中
'()

含量降低!虽然差异无统计

学意义&但是活性乳清蛋白组小鼠肿瘤的
'()

含量

低于空白对照组和添加酪蛋白的紫杉醇化疗组 %

'()

在细胞内合成主要包括两个步骤'第一&谷氨

酰半胱氨酸合成(第二$谷胱甘肽合成$而
'()

水平

又受到自身所合成浓度的负反馈调节% 活性乳清蛋

白通过将细胞内半胱氨酸转化为谷胱甘肽$ 增加细

胞内的
'()

含量% 由于增殖的需要$ 肿瘤细胞中

'()

的起始浓度较正常细胞明显增高$对于
'()

的

需求量和消耗也明显高于正常组织% 导致肿瘤细胞

对于
'()

的消耗极为敏感%当乳清蛋白选择性地增

加肿瘤
'()

水平后$肿瘤组织迅速达到负反馈抑制

点加之肿瘤细胞的极具消耗$ 导致
'()

含量降低$

诱导肿瘤细胞凋亡%这与我们实验发现的相一致$活

性乳清蛋白小鼠的血液中
'()

含量增加$肿瘤组织

的
'()

含量降低%

综上$

-./

活性乳清蛋白能够改善化疗期间的

营养状况$促进生成谷胱甘肽$达到抗氧化的作用%

同时提高化疗耐受性$ 提高生活质量$ 延长生存时

间$是临床肿瘤患者进行营养治疗的不错选择%
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