
[ 收稿日期 ]  20100523( 003)

[ 第一作者 ]  范秀华 , 博士 ,副主任医师 , 主要从事妇科肿瘤的研究 , Tel: 15130098086, E-mail: fanxiuhua6666 @ 163. com

[ 通讯作者 ]  * 卢雯平 , 博士 , 副主任医师 , Tel: 010-88001016, E-mail: lu-wenping@ sina. com

疏肝益肾方剂对小鼠子宫内膜癌

移植瘤的影响及其机制的研究

范秀华
1
,卢雯平

2 *
,李晓

1
,李向英

2
,胡建秀

1
,李爱民

1

( 1. 河北医科大学第二医院妇产科,石家庄 050017;

2. 中国医学科学院广安门医院肿瘤科,北京 100053)

  [ 摘要]  目的: 以顺铂为对照药,研究中药疏肝益肾方剂对子宫内膜癌 Ishikawa细胞的小鼠模型的抑瘤效果。方法:用免

疫组织化学方法检测对照组、中药组、顺铂组和联合组小鼠荷瘤标本中 ERα, ERβ及 PR的表达。结果: ERα蛋白在对照组表

达最高, 依次为顺铂组、中药组、联合组, ERβ蛋白在中药组表达最高,依次为联合组、对照组、顺铂组, PR蛋白在联合组表达最

高, 依次为中药组、顺铂组、对照组。结论:疏肝益肾方剂对子宫内膜癌有一定的抑制作用,但更重要的是联合使用化疗药物后

既可以取得好的抑瘤效果,又针对性的对 ERα起到抑制作用,提高 PR的表达,并且几乎不影响 ERβ的表达。故该方剂联合常

规化疗药后可以克服常规化疗药物对雌激素的抑制作用。
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Shuganyishen’s Effect on Transplantable Endometrial
Carcinoma in Mice and its Mechanism
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[ Abstract]  Objective: Compared with cisplatin, study on the inhibitory effect of shuganyishen on Ishikawa

cells on mouse model. Method: Immunohistochemical method was used to detect the expressions of ERα, ERβand

PR in the transplantable endometrial carcinoma of mice in control group, shuganyishen group, cisplatin group and

shuganyishen-cisplatin group. Result: ERαprotein expressed highest in control group, and in cisplatin group,

shuganyishen group and shuganyishen-cisplatin group in order. ERβprotein expressed highest in shuganyishen

group, and in shuganyishen-cisplatin group, control group and cisplatin group in order. PR protein expressed

highest in shuganyishen-cisplatin group, and in shuganyishen group, cisplatin group and control group in order.

Conclusion: Shuganyishen has a certain effect on inhibiting endometrial carcinoma. Furthermore, shuganyishen

combined with conventional chemotherapy is good to inhibit tumor and ERαand improve the expression of PR,

without affecting ERβ. So the combined prescription can solve the problem of estrogen inhibition caused by using

chemotherapy alone.

[ Key words]  endometrial carcinoma; estrogen receptor subtypes; progesterone receptor; the traditional

Chinese drugs Shuganyishen; Ishikawa cells; cisplatin; animal model
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  子宫内膜癌是原发于子宫内膜的一组上皮性恶

性肿瘤,发病率占女性生殖器恶性肿瘤的第二位,目

前对于早期子宫内膜癌以手术治疗为主,治愈率达

70% ;但对于晚期和复发性的子宫内膜癌以激素及

化疗等姑息治疗为主
[ 1] ,然而,目前对化疗或是姑息

治疗带来的副作用无好的对策。疏肝益肾方, 其主

要成分为黄芪、白术、山药、三棱、莪术、海藻、女贞

子、枸杞子、泡穿山甲、花粉、全蝎、甘草等。本方已

被证实在多种恶性肿瘤如肝癌、乳腺癌、子宫内膜癌

的化疗辅助治疗中效果良好,但其药用机制尚不明

确, 本文 就疏肝益肾 方剂对子宫 内膜癌细胞

Ishikawa的 BABL/C小鼠移植瘤的作用机制进行了

初步探索。

1 材料与方法

1.1 来源 疏肝益肾方:由北京广安门肿瘤研究所

提供; Ishikawa细胞:购自河北医科大学第四医院实

验中心; BABL/ C小鼠( 4 ～6 周龄 ) :购自河北医科

大学实验动物中心(合格证号 910079) ;兔抗人 ERα

多克隆抗体、兔抗人 ERβ多克隆抗体、兔抗人 PR多

克隆抗体、生物素化二抗 ( 山羊抗兔) 及辣根过氧化

物酶标记链酶卵白素: 北京博奥森生物技术有限

公司。

1.2 小鼠模型建立 子宫内膜癌 Ishikawa 细胞于

1640( 含 10% FBS) 培养基中培养并传代,取生长良

好的细胞经胰酶消化后,用计数板计数,将细胞密度

调整至 5 ×10
7
个 /0. 2 mL。取 50 只 BABL/ C小鼠,

将5 ×107
个 ( 0. 2 mL) Ishikawa细胞接种于每只小鼠

背部皮下,接种 8 d后开始抑瘤试验。

1.3 抑瘤试验  将造模成功荷瘤小鼠随机分成 4

组,每组 10 只:生理盐水组 ( 对照组) 10 只,腹腔注

射生理盐水 0. 2 mL/只,每天 1 次,连续 15 d;中药组

10 只,给予疏肝益肾方 0. 2 mL/只灌胃, 每天 2 次,

连续 15 d;顺铂组 10 只,给予顺铂腹腔注射 0. 2 mL/

只(按照 2 mg·kg
- 1
给药) ,每天 1 次,连续 15 d;顺

铂与疏肝益肾方联合用药组,给予疏肝益肾方 0. 2

mL/只灌胃, 每天 2 次, 并给予顺铂腹腔注射 0. 2

mL/只( 按照 2 mg/ kg 给药 ) ,每天 1 次,连续 15 d。

观察各组小鼠的生存质量情况,每 3 d称取体重 1

次并用游标卡尺测量肿瘤长径 ( L) 和短径 ( W) ,并

按肿瘤体积计算公式 V = L·W
2

/2 计算肿瘤体积。

描绘肿瘤生长曲线,称量瘤重,计算抑瘤率( IR) [肿瘤

抑制率 = ( 生理盐水组肿瘤重量-实验组肿瘤重量) /生理盐

水组肿瘤重量 ×100 H ] [ 2]
。

1.4 免疫组织化学检测 ERα, ERβ, PR 首先进行

肿瘤大体观察,用剪刀将小鼠肿瘤部皮肤切开,将皮

剥离,切开肿瘤,观察其内部颜色、质地、有无坏死

区。将肿瘤组织用 4%中性甲醛固定液固定,石蜡

包埋,切片,苏木精 C伊红( HE) 染色,光镜观察组织

形态学改变,免疫组化 SP法测定 ERα, ERβ, PR。

1.5 结果判定  细胞内有棕黄色粗颗粒分布或棕

黄色细腻颗粒弥漫分布者为阳性反应, 观察棕黄色

颗粒染色深浅及染色范围,判断 ERα, ERβ, PR表达

情况。采用麦克奥迪数码医学图象分析系统对免疫

组织化学结果进行定量分析。

1.6 数据分析  所有数据采用 珋x ±s表示, 采用多

样本均数比较的方差分析及两辆比较的 LSD-t检

验,数据分析采用 SPSS 14. 0 统计软件完成,以 P <

0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组药物对小鼠皮下移植瘤生长体积的影响

 接种后 1-8 d,移植瘤生长基本相同; 9-17 d,生理

盐水组移植瘤生长明显快于其他组, 联合用药组肿

瘤生长最慢; 17-23 d, 生理盐水组移植瘤继续长大,

而其余 3 组移植瘤开始变小, 其中又以联合组移植

瘤变小最明显( 图 1) 。

图 1 接种后小鼠肿瘤生长曲线

2.2 各组药物对小鼠皮下移植瘤瘤重的影响 各

用药组对移植瘤生长均有抑制作用, 以联合用药组

最为明显。实验结束后,称取各组移植瘤瘤重,各用

药组瘤重均低于生理盐水组 ( P < 0. 05) , 但各用药

组间瘤重差异无统计学意义;联合用药组抑瘤率最
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高,其次为中药组、顺铂组,但 3 组间抑瘤率差异无

统计学意义(表 1)。
表 1 小鼠移植瘤重和抑瘤率

组别 移植瘤重 /g 抑瘤率 /%

对照 3. 40 ±0. 06 -

中药 2. 08 ±0. 16 45. 83

顺铂 2. 12 ±0. 13 44. 79

联合 1. 98 ±0. 21 48. 45

2.3 免疫组织化学染色结果  光镜下可见瘤细胞

弥漫分布,核大深染, 核圆形、卵圆形、或不规则形,

核染色质不均匀,胞浆少,偶见核仁,可见病理核分

裂。细胞内有棕黄色粗颗粒分布或棕黄色细腻颗粒

弥漫分布者为阳性反应,观察棕黄色颗粒染色深浅

及染色范围,判断 ERα, ERβ, PR表达情况。ERα和

ERβ阳性表达于细胞核和细胞浆, PR阳性表达于细

胞浆。采用麦克奥迪数码医学图象分析系统对免疫

组织化学结果进行定量分析(表 2)。
表 2 免疫组化法检测 ERα,β和 PR 蛋白的表达

分组 ERα ERβ PR

对照 0. 324 ±0. 004 0. 065 ±0. 003 0. 095 ±0. 009

中药 0. 117 ±0. 0081) 0. 108 ±0. 0071) 0. 208 ±0. 0051)

顺铂 0. 187 ±0. 0021) 0. 053 ±0. 005 0. 101 ±0. 003

联合 0. 098 ±0. 0071) 0. 073 ±0. 009 0. 319 ±0. 0041)

  注 :与对照组比较 , 1) P < 0. 01。

3 讨论

子宫内膜癌是常见的妇女生殖道 3 大恶性肿瘤

之一,近年来,随着生活水平的提高,肥胖、糖尿病和

高血压发病率的上升,以及不合理的激素替代治疗,

子宫内膜癌的发病率明显上升
[ 3]
。现阶段子宫内膜

癌的治疗是以手术为主、放疗和化疗为辅的综合治

疗,最常用的化疗方案为 PAC,即顺铂、阿霉素和环

磷酰胺,有效率为 50% ～60% ,但复发率为 19% ～

20% [ 4 ]
。为进一步研究人子宫内膜癌生物学治疗和

客观评价治疗手段的效果,需要一个合适的实验动

物模型。本试验通过建立人子宫内膜癌 Ishikawa细

胞小鼠皮下移植瘤模型,模拟人体子宫内膜癌的生

长环境,符合人体子宫内膜癌的生物学特点,可以作

为探索人子宫内膜癌中药治疗及生物治疗和客观评

价治疗手段效果的合适的动物模型。

本试验进行了中药疏肝益肾方治疗子宫内膜癌

小鼠移植瘤的研究,并与顺铂进行比较。从各组小

鼠肿瘤的生长曲线可以看出,从开始治疗的第 8 d

起,与对照组相比,各治疗组的肿瘤生长均受到不同

程度的限制,其中以联合用药组的肿瘤生长最缓慢,

其抑瘤率为 48. 45% ,高于顺铂组的 44. 79% ,说明

中药疏肝益肾方联合顺铂用药的疗效好于单独顺铂

用药。中医认为,子宫内膜癌主要是痰浊湿热瘀毒,

蕴结胞宫,阻塞经脉, 损伤冲任, 日久成积, 暗耗气

血,败损脏腑造成
[ 5]

,疏肝益肾方,黄芪为君,臣以全

蝎、三棱、莪术、海藻,佐用白术、天花粉、山药、枸杞

子、女贞子,使药为甘草,本方攻补兼施, 以补为主,

以攻为辅,该方既对肿瘤有一定的调理作用,亦可以

提高机体免疫力。在本试验过程中, 联合用药组小

鼠一般状态最好,其次为中药组,而顺铂组和对照组

小鼠生长状态较差,

提示中药疏肝益肾方剂可能在一定程度上改善

常规化疗药物顺铂的一些毒副作用。

有研究发现, ERα具有促进子宫内膜癌发病作

用, ERβ具有抑制细胞增殖的作用,并对 ERα具有

抑制作用,对人体起保护作用
[ 6-8]
。因此,不同雌激

素受体亚型在子宫内膜癌的发生中发挥的作用可能

不同
[ 9 ]
。

本试验利用免疫组织化学方法对 4 组小鼠荷瘤

标本进行了 ERα, ERβ及 PR 的检测。结果发现,

ERα在对照组中表达最高, 依次为顺铂组、中药组、

联合组,提示 ERα可能在子宫内膜癌的发生发展中

起着一定的促进作用。ERβ在中药组表达最高,其

次为对照组和联合组,在顺铂组中表达最低,提示疏

肝益肾方剂可能轻微增加了子宫内膜癌中 ERβ的

表达;而疏肝益肾方剂协同顺铂对子宫内膜癌起到

抑制作用的同时, 几乎不影响 ERβ的表达; 单独应

用顺铂却显著降低了子宫内膜癌中 ERβ的表达。

说明 ERβ可能在子宫内膜癌的发生发展过程中起

着一定的抑制作用。PR蛋白在联合组表达最高,依

次为中药组、顺铂组、对照组, 提示 PR 可能在子宫

内膜癌的发生发展中起着一定的抑制作用。

本研究通过观察中药疏肝益肾方剂以及常规化

疗药顺铂对子宫内膜癌小鼠移植瘤的治疗作用,发

现联合用药组的抑瘤率高于顺铂用药组,且联合组

小鼠生长状态最好, 选择合适的中药方剂能够协同

化疗药物对肿瘤的抑制,减轻耐药及副作用,提示在

临床上对于应用传统的 PAC化疗方案疗效不理想、

或化疗后复发的子宫内膜癌患者,可以辅以中药疏

肝益肾方剂。
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