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马钱子碱对乳腺癌骨转移相关因子表达
的影响
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摘 要!$目的% 探讨马钱子碱对乳腺癌骨转移相关因子的影响& $方法% 建立裸鼠乳腺癌骨
转移的模型"并用马钱子碱干预后用逆转录聚合酶链反应法'
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(检测各组肿瘤组织中
骨转移相关因子
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表达量* $结果% 马钱子碱经腹腔给药
的半数致死量!
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的
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和
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的量"设三
个剂量组,高剂量组

AGB&5CFECH

)中剂量组
%G.@5CFEC

和低剂量组
HG$%5CFEC

"同时与空白对
照组比较&马钱子碱各剂量组

,,*!!

"

+-+'.

"

'/012 5'0/

的表达量随着马钱子碱剂量的
增加逐渐下降!
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的表达量则随着马钱子碱剂量的增加逐渐增加!
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(& $结论% 马钱子碱可以抑制乳腺癌骨转移"主要以调节
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等骨转移相关因子的表达为主要手段&
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乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤 $

H
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"骨是

乳腺癌最常见的转移部位" 约占晚期转移患者的

$&&

" 即使在早期切除肿块的乳腺癌患者中" 仍有

H%`A&

的患者不可避免地出现骨转移$
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& 研究显示金

属蛋白酶
^59;O8R 56;9::= SO=;68J9>6>

"
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是能在

细胞转移过程中降解细胞外的基质的一类蛋白酶"

与肿瘤转移有关$

%
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"其中
,,*!!

和乳腺癌的生长浸

润及骨质破坏相关度最高$

.

%

& 近年来研究发现趋化

因子受体
.
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(为

乳腺癌骨转移必须因子"主要为协同骨桥蛋白)结缔

组织生长因子等共同促进乳腺癌细胞株骨转移$

@

%

& 此

外"由于乳腺癌骨转移的特点为溶骨性骨破坏"破骨

细胞有着关键作用" 骨保护素
^=>;6=SO=;6C6O8J

"

3*4a

和核因子
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受体活化因子配体
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分化及激活过程中起相当重要的作用!

3<=

主要作

用是抑制破骨前体细胞的分化和成长!所以
3<=

表

达强弱可以一定程度反映骨吸收程度"

3<=

增多可

以抑制骨的吸收! 肿瘤细胞通过破坏
3<=

的平衡#

抑制成骨细胞$ 这也是乳腺癌发生骨转移的重要机

制之一%

>

&

!

马钱子为植物马钱的成熟种子$ 在中医学中具

有散结消肿'通络止痛的功效( 马钱子碱
?@)(40*1A

为

其主要化学成分之一$ 在多种肿瘤中被证实具有类

似细胞毒作用$ 同时也有报道可以促进骨质修复等

作用%

$

$

B

&

) 本实验在成功构建裸鼠乳腺癌骨转移模型

的基础上 $ 研究了马钱子碱对
CC<!!

'

.D.EF

'

EG;HI

'

3<= JE;G

表达量的影响$ 从而进一步阐

明马钱子碱抑制乳腺癌骨转移瘤生长的作用机制!

#

材料与方法

!"!

实验材料

@+,KL"!*(L*(

裸鼠*安徽医科大学实验动物研究

所+,马钱子碱*中国药品生物制品检定所+,人乳腺

癌细胞株
CMG!C@!!%8

*上海中科院细胞库+,逆转

录试剂盒*

N1)J1*O+2 ,0-1 2401*41

+,

P)0Q',

试剂*

R*S0O!

)'51*

+,

MT<.

*

@M

公司+,

U;P< C0VO()1

*

@M

公司+,

P+WM;G

聚合酶,

M;G

标志物
MI!"""

*安科生物公

司+, 待测因子
CC<!!

-

.D.EF

'

EG;HI

'

3<=

的引

物和内参由安徽省立医院血液病学重点实验室合

成)

!"#

实验方法

8:!:8

乳腺癌细胞培养和传代

细 胞 株
CMG!C@!!%8

放 在
8"X

小 牛 血 清 的

MCTC

培养液中培养 $ 置于
%$#

'

YX

二氧化碳

*

.3

!

+培养箱中$根据细胞生长情况用
Z:!YX

胰酶消

化$同时进行换液'传代) 分瓶装好)

8:!:!

裸鼠乳腺癌骨转移模型的建立!

[

"及分组

将
Z:!J,

瘤细胞悬液接种于裸鼠右后肢股骨皮

质中)接种之后的荷瘤裸鼠模型随机分为
F

组$每组

Y

只) 用酒精来溶解马钱子碱*

!ZJ5L

瓶+$加生理盐

水稀释并配成溶液$分为高'中'低三个浓度级别$分

别为
Z:FJ5LJ,

'

Z:!J5LJ,

'

Z:8J5LJ,

) 接种
!F/

后开始

给药) 实验组"腹腔注射马钱子碱) 根据半数致死剂

量
?J1U0+, ,1O/+, U'21

$

IM

YZ

\

的
8L8Z

'

8L!Z

和
8LFZ

的

量$设三个剂量组*马钱子碱经腹腔给药的半数致死

量为
>[J5L]5

+"高剂量组*

G

组+

>:[Z J5L]5

'中剂量

组*

@

组+

%:FY J5L]5

和低剂量组*

.

组 +

8:$%J5L]5

,

对照组*

M

组+"腹腔按计划注射灭菌生理盐水$实验

组和对照组均每日
8

次$连续
B

天)

8:!:% EP^<.E

检测
CC<!!

#

.D.EF

#

EG;HI

#

3<=

JE;G

表达

接种
$

周后颈椎脱臼处死裸鼠$ 无菌操作下剥

离肿瘤组织$

P)0Q',

法提取肿瘤组织
E;G

$后逆转录

合成
4M;G

作为模板$进行
<.E

的扩增) 以此进一

步检测
CC<!!

'

.D.EF

'

EG;HI

'

3<= JE;G

表 达

情况)

!"$

统计学处理

实验数据以均数
$

标准差
_!$2\

表示$采用
`<``

8%:"

统计软件对计量资料进行分析$ 用
W

检验进行

组内及组间两两比较)

<%":"Y

为差异有统计学意义)

!

结 果

#"!

马钱子碱对
CC<!! JE;G

表达的影响

EP^<.E

结果如
N0(5)1 8

所示$以
!!+4O0*

作为

内对照)与对照组进行比较$马钱子碱明显降低乳腺

癌组织中
CC<!! JE;G

的表达水平$随着马钱子碱

剂量的增加逐渐下降*

<%":"Y

+

?P+K,1 8\

)

#"#

马钱子碱对
.D.EF JE;G

表达的影响

EP^<.E

结果如
N05()1 !

所示$以
!!+4O0*

作为

内对照)与对照组进行比较$马钱子碱明显降低乳腺

癌组织中
.D.EF JE;G

的表达水平$ 随着马钱子

碱剂量的增加逐渐下降*

<%":"Y

+

?P+K,1 8\

)

#"$

马钱子碱对
EG;HI

!

3<= JE;G

表达的影响

EP^<.E

结果如
N05()1 %

$ 以
!!+4O0*

作为内对

照) 与对照组比较$ 马钱子碱下调乳腺癌组织中

EG;HI JE;G

表达$且随着马钱子碱剂量的增加逐

渐下降*

<%":"Y

+$

3<= JE;G

的表达量则逐渐增加$

3<=LEG;HI

比值也在增加*

<%":"Y

+

?P+K,1 8\

)

%

讨 论

乳腺癌骨转移机制复杂$ 其发生与乳腺癌细胞

的生物特性有相关性$ 也与转移部位的组织特性有

关%

8"

&

)乳腺癌骨转移是非常复杂的过程$具体有肿瘤

8"[F
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6-DDM/ D(E/ %G;J "G!F""G"F "GFH""G"$ %G!!""GJH

A(N D(E/ IG$% KGJ%"KGKL KGLJ"KGK% !GL$"KG;H

8(.O'(M ?P KGF$"KGI% KGH;"KGKF !GI%"KG%J

细胞穿透生物基质屏障!血管基膜以及穿过血管壁

迁移到具体转移器官微环境等一系列过程"

在乳腺癌转移过程中#乳腺癌细胞首先要脱离

原发灶#然后突破细胞外基质和基底膜屏障" 肿瘤

细胞从原发灶脱离的同时# 自身能分泌或诱导宿主

分泌一系列降解基底膜和间质的溶解酶# 只有多途

径来降解细胞外基质#才能使肿瘤细胞越过基质屏

障发生迁移"

667E

即是一组能降解细胞外基质的

内肽酶家族#

667E

几乎可分解细胞外基质的各种

成分#如纤维胶原蛋白!弹性蛋白等" 自
IHF!

年人

类首次发现第一种间质胶原酶并命名为
667!I

#至

今在
667

家族中至少发现
!K

余种" 在乳腺癌中有

多种
667E

的过度表达# 其中研究较多的是
667!

!

!

667!H

等"

667!!

属于
667E

家族中的明胶酶

类#主要降解层黏连蛋白等#与肿瘤的生长!浸润!转

移及骨破坏密切相关$

II

%

"目前已经发现了
667!!

在

乳腺癌转移灶中高表达"

@-1

等$

I!

%通过沉默
667!!

基因在乳腺癌
68Q!$

细胞株中的表达#发现乳腺癌

细胞侵袭能力明显下降" 出现脑!肝!骨转移的概率

显著性降低#而上调
667!!

的表达#则肿瘤侵袭性

明显增强$

I%

%

#说明了
667!!

与肿瘤的远

处转移密切相关"

乳腺癌细胞在突破基质屏障后#发

生转移也并非随机的#而是一个主动的!

具有器官选择的过程" 研究发现肿瘤细

胞能分泌特定的趋化因子受体# 而转移

器官则高表达对应配体# 从而使肿瘤转

移具有一定的趋向性" 趋化因子是一类具有
;KRJK

种蛋白质的家族#因为蛋白质相对位置的不尽相同#

一般分为
898

!

88

!

8

!

89%8

四大类#其受体也相应

地分为
898:

!

88:

!

8:

!

89%8:

" 其中
898

类又分

6 I ! % ;
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为
<=>?

和
<=>@

趋化因子! 基质细胞衍生因子
8

"

2A)'B+, 41,,!C1)0D1C -+4A')!8

#

EFG!#

$ 属于趋化因子

<=>! .H.

亚家族#又名
.H.=#!

! 趋化因子受体
I

"

.H. 4/1B'J0*1 )141KA')!I

#

.H.>I

$ 是
EFG!#

唯一

受体!

.H.>I

是乳腺癌骨转移的必须因子之一#

EFG!#

可以与
.H.>I

相互作用#产生的
EFG!#L.H!

.>I

在乳腺癌等肿瘤的转移中起到很大影响#是检

测肿瘤转移的重要标志!近年来的研究表明#

EFG!8

及

其受体
.H.>I

相互作用而形成的
EFG!8L.H.>I

在

乳腺癌等肿瘤的转移中发挥重要作用! 李德全等%

8I

&

研究发现# 通过影响乳腺癌细胞基因
.H.>I

转录

水平#可以减少乳腺癌转移的概率!

M+)+,+N'2

等%

#O

&

在临床上观察了
EFG!#L .H.>I

表达阳性的乳腺癌

患者#骨转移概率明显增高!

病理表明乳腺癌骨转移以溶骨性破坏为主#特

点为由破骨细胞直接作用并破坏骨组织! 大量研究

表明#骨保护素'核因子
!!P

受体活化因子配体'核

因子
!!P

受体活化因子
Q)141KA') +4A0D+A') '- *(4,1+)

-+4A') J+KK+ N1A+

#

>R;ST

即
3UVL >R;S=L >R;S

系

统# 在破骨细胞分化和激活过程中起主要作用! 研

究发现体内由成骨细胞或间质细胞分泌
3UV

! 成骨

细胞或间质细胞同时还分泌
>R;S=

#其与破骨细胞

前体或破骨细胞分泌的
>R;S

结合并经细胞内信

号转导途径刺激破骨细胞激活分化!

3UV

与
>R;!

S=

结合后#可抑制
>R;S=

与
>R;S

的结合#从而

起到抑制破骨细胞前体的分化和成熟# 减少骨吸收

的作用%

8W

&

!

马钱子在中医中常用于消痞块# 解除肿痛等作

用#作为主要成分的马钱子碱具有抗肿瘤'镇痛'促

进骨修复等作用%

8$

&

#广泛用于各种风湿顽痹'骨病和

肿瘤以及癌性疼痛的治疗!实验研究发现#马钱子碱

对实体瘤有抑制作用#副作用不大#如抑制骨髓造血

系统'免疫系统和肝肾功能损害等%

8X

&

!本课题组建立

了裸鼠乳腺癌骨转移的模型并用马钱子碱进行干

预#用
>Y@U.>

方法检测马钱子碱对乳腺癌骨转移

的 相 关 因 子
ZZU!!

'

.H.>I

'

>R;S=

'

3UV B>;R

表达的调节作用# 观察马钱子碱对乳腺癌骨转移的

抑制效果# 来初步探讨马钱子碱抑制乳腺癌骨转移

瘤生长的作用机制! 本研究显示#与对照组相比#马

钱子碱各剂量组
ZZU!!

'

.H.>I B>;R

表达量均有

所降低#随着剂量增加#降低越明显#提示马钱子碱

可能通过降低乳腺癌
ZZU!!

和
.H.>I

的水平#抑

制肿瘤生长#降低其远处转移的能力!降低
ZZU!!

和

.H.>I

表达量可能是马钱子碱抑制乳腺癌骨转移的

机制之一!因此#降低乳腺癌细胞的侵袭和转移能力#

从而抑制乳腺癌细胞向靶器官的趋向性转移!

本 实 验 还 通 过
>Y @U.>

方 法 检 测
3UV

和

>R;S=

的表达#我们观察到马钱子碱呈剂量依赖性

促进
3UV B>;R

的表达#抑制
>R;S= B>;R

的表

达# 使
3UVL>R;S=

比值增加# 高剂量组增加最明

显!

3UV

和
>R;S=

是成骨细胞和破骨细胞之间信

号传递的调控分子#

>R;S=

和
3UV

的分泌水平可

反映破骨细胞的分化即骨吸收的程度(

>R;S=

过多

将增加骨吸收)

3UV

过多则抑制骨吸收! 马钱子碱

可能通过调节
3UV

和
>R;S=

的比值#从而抑制破

骨细胞生长成熟!

综上所述# 从裸鼠模型可以确定马钱子碱对乳

腺癌骨转移的相关因子如
ZZU!!

'

.H.>I

'

>R;S=

'

3UV B>;R

表达均有着较好的调节作用#明确证明

马钱子碱能起到抑制乳腺癌骨转移的作用# 从而为

进一步为研究马钱子碱治疗乳腺癌骨转移患者奠定

了一定的理论及实验基础!
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