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半边旗中二萜类化合物５Ｆ对乳腺癌生长和转移的体内
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摘　要　为研究半边旗中二萜类化合物５Ｆ在体内对乳腺癌生长和转移的影响及其作用机制，以ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌
原位移植模型观察５Ｆ抗乳腺癌的效应。在治疗的同时，观察５Ｆ对裸鼠的不良反应。以ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测５Ｆ对
乳腺肿瘤组织血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、激酶嵌入结构域受体（ＫＤＲ）ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果显示，５Ｆ通过减少
原发肿瘤体积和肺转移结节数目，显著抑制ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌移植瘤的生长和肺转移。这种抑制转移的作用不依赖于
其对原发肿瘤的生长抑制作用。５Ｆ对裸鼠的肝肾功能无明显的影响。５Ｆ抗ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌作用机制与５Ｆ下调肿瘤
组织ＶＥＧＦ、ＫＤＲｍＲＮＡ和蛋白表达水平有关。
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第１期 何振辉等：半边旗中二萜类化合物５Ｆ对乳腺癌生长和转移的体内抑制作用

　　２０世纪９０年代初，本课题组从半边旗（Ｐｔｅｒｉｓ
ｓｅｍｉｐｉｎｎａｔａＬ．，ＰｓＬ）全草中分离出若干个二萜类
化合物［１］。１１α羟基１５氧１６烯ｅｎｔ贝壳杉烷１９
酸（ｅｎｔ１１αｈｙｄｒｏｘｙ１５ｏｘｏｋａｕｒ１６ｅｎ１９ｏｉｃａｃｉｄ）
是分离得到的第 ５个有效成分（ｆｒａｃｔ），故命名为
５Ｆ。５Ｆ分子式为Ｃ２０Ｈ２８Ｏ４，相对分子质量为３３２４，
结构式见图１。５Ｆ对肝癌、鼻咽癌、胃癌等多种肿瘤
细胞具有杀伤作用，其作用机制与５Ｆ诱导肿瘤细胞
凋亡有关［２－３］。但５Ｆ体内抗肿瘤效应的报道较少，
５Ｆ对乳腺癌生长和转移的影响，未见文献报道。本
研究以裸鼠动物模型研究了５Ｆ对乳腺癌生长和转
移的影响并分析了其可能的作用机制。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ５ＦｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＰｔｅｒｉｓｓｅｍｉｐｉｎｎａｔａＬ．

!

　材　料

１１　药品和试剂
小牛血清（杭州四季青生物工程有限公司）；

ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＰＶＤＦ膜（美国
ＢＤ公司）。ＫＤＲ、ＶＥＧＦ小鼠 ＩｇＧ单抗、βａｃｔｉｎ山
羊 ＩｇＧ多抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），使用时以
ＴＢＳＴ溶液按１∶１０００～１∶２０００稀释；辣根过氧化
物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ、兔抗山羊ＩｇＧ（北京中杉
金桥生物有限公司），使用时以 ＴＢＳＴ溶液按
１∶４０００～１∶１００００稀释。半边旗提取物５Ｆ（广东
医学院天然药物开发中心），５Ｆ提取和纯化的方法
参照文献［４］进行。
１２　细胞株

人高转移乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１购自美国典
型培养物保藏中心（ＡＴＣＣ）。细胞在含体积分数为
１０％小牛血清，１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉
素的ＤＭＥＭ完全培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿
度孵箱培养。细胞经过消化传代，取对数生长期的

细胞进行实验。

１３　动　物
ＢＡＬＢ／ｃ（ｎｕ／ｎｕ）雌性裸鼠，６～８周龄，体质量

１８～２０ｇ，由广东医学院实验动物中心提供并饲养
于该中心 ＳＰＦ级动物房，自由摄取水和食物。实

验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８００８；实验动
物使用许可证号：ＳＹＸＫ（粤）２００８００７。

&

　方　法

２１　ＭＤＡＭＢ２３１原位移植模型
将６～８周龄的雌性裸鼠随机分成４组，每组

８只，在每只裸鼠的乳腺脂肪垫接种 １５×１０６

ＭＤＡＭＢ２３１细胞，此后每周以０，５，１０，２０ｍｇ／ｋｇ
的５Ｆ腹腔注射两次，持续１５周。接种细胞后以游
标卡尺每周两次测量乳腺肿瘤的的长径（Ｌ）和宽径
（Ｗ），按照公式：肿瘤体积（Ｖ）＝Ｌ×Ｗ２×０５２３６［５］

计算移植瘤的体积。接种细胞后第１５周，处死动
物，解剖后，剥离乳腺肿瘤并称重，同时剥离小鼠肺，

在解剖显微镜下计数其表面白色转移结节的数目。

为排除乳腺原发肿瘤的生长速度对肺转移的

影响，做了另外一个实验。接种细胞和５Ｆ治疗如
前所述。但接种后每日监测乳腺肿瘤的体积，直到

原发肿瘤体积达到２１００ｍｍ３，处死动物，剥离小
鼠肺，在解剖显微镜下计数其表面白色转移结节的

数目。

２２　对裸鼠的毒性试验［６］

将６～８周龄的雌性裸鼠随机分成４组，每组
８只，以０，５，１０，２０ｍｇ／ｋｇ的５Ｆ每周腹腔注射两
次，持续１６周。５Ｆ处理期间，每日观察裸鼠的摄
食量、活动度等一般情况。每周两次测量小鼠的体

重。每周一次使用毛细管从眼眶静脉丛采血，抗凝

后分离血浆，在全自动生化分析仪上测量丙氨酸转

氨酶（ＡＬＴ）的活性及肌酐（ＣＲＥ）的浓度，以评估裸
鼠的肝肾功能。

２３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肿瘤组织 ｍＲＮＡ表达
水平

在乳腺肿瘤组织中加入 Ｔｒｉｚｏｌ匀浆，提取总
ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，按照试剂盒说明配置ＰＣＲ反
应体系，在Ｍｘ３０００Ｐ实时定量荧光 ＰＣＲ仪上进行
反应。反应参数为：９４℃，１０ｓ；５５℃，２０ｓ；７２℃，
１５ｓ。其中，预变性５ｍｉｎ；共循环４０次。引物序
列如下：ＶＥＧＦ正义引物：５′ＣＴＣＧＣＡＧＴＣＣＧＡＧＣ
ＣＧＧＡＧＡ３′，反义引物：５′ＧＣＡＧＣＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴ
ＴＧＧＣ３′；ＫＤＲ正义引物：５′ＡＧＧＧＴＧＧ ＡＧＧＴ
ＧＡＣＴＧＡＧ３′，反义引物：５′ＧＡＧＴＣＡＧＴＧＧＡＧＧＴ
ＧＧＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ 正 义 引 物：５′ＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴ
ＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＴＴ３′，反义引物：５′ＧＡＡＧＡＴＧＧ
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ＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′。记录各管循环阈值（ＣＴ），采
用２－△△ＣＴ法［７］进行相对定量。

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析肿瘤组织蛋白表达水平
在肿瘤组织１００ｍｇ中加入细胞裂解液１ｍＬ，

在匀浆器中匀浆后，置于碎冰上冰育３０ｍｉｎ，将裂
解液收集于预冷的１５ｍＬ的 ＥＰ管中，冰上超声
破碎细胞，４℃、１２０００ｒ／ｉｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。上清液
转移至另一个１５ｍＬ离心管中，取少量上清液用考
马斯亮蓝法进行蛋白定量。取相同含量蛋白样品

和４×上样缓冲液以３∶１的比例混合，１００℃水中
煮沸５ｍｉｎ使蛋白质变性。进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，以
βａｃｔｉｎ为内参照分析目的基因的表达。
２５　统计学分析

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＡＳＶ８１统计软

件进行重复测量方差分析或单因素方差分析。组

间两两比较用 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜００５表示差别具
有统计学意义。

'

　结　果

３１　５Ｆ对乳腺癌原发肿瘤生长和肺转移的的
影响

接种 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，以 ５Ｆ持续治疗，
使肿瘤形成时间延长，在１０，２０ｍｇ／ｋｇ的剂量下，
成瘤时间分别为（１４４±１５）ｄ和（１５６±２１）
ｄ，而对照组为（９２±２２）ｄ（Ｐ＜００５）。与对照
组相比，１０，２０ｍｇ／ｋｇ的５Ｆ使乳腺癌原发肿瘤生
长更缓慢，体积更小，使肺转移结节数量明显减少。

结果如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　５Ｆｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ
ＦｅｍａｌｅＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ（１５×１０６／ｍｏｕｓｅ）ｉｎｔｏｔｈｅｍａｍｍａｒｙｆａｔｐａｄｓａｎｄｒｅｃｅｉｖｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎ
ｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｏｆ５ＦｏｒＰＢＳ（ｃｏｎｔｒｏｌ）Ａ：Ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｇｒｏｗｃｕｒｖｅｓ；Ｂ：Ｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ；Ｃ：ＬｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓＰ＜００５ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　５Ｆ抑制乳腺癌的肺转移不依赖于其对原发
肿瘤的生长抑制效应

为了排除原发肿瘤的生长速度对肺转移的影

响，接种ＭＤＡＭＢ２３１细胞后以５Ｆ持续治疗。让
各组原发肿瘤长至大约２１００ｍｍ３（此时原发肿瘤
的质量大致相等），然后处死小鼠，剥离小鼠肺，计

数其表面的白色结节，结果显示在原发肿瘤的体积

（质量）相等情况下，在５Ｆ１０，２０ｍｇ／ｋｇ剂量组，肺
转移结节数量仍明显少于对照组，如图３所示。该
实验说明５Ｆ抑制裸鼠乳腺癌肺转移的作用独立于
其抑制原发肿瘤生长的效应。

Ｆｉｇｕｒｅ３　５Ｆｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｓｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｕｎｔｉｌｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒｒｅａｃｈｅｄ２１００ｍｍ３Ｖｏｌｕｍｅ（Ａ），ｗｅｉｇｈｔ（Ｂ），ａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓ（Ｃ）ｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｔｉｍｅｏｆｓａｃｒｉｆｉｃｅＰ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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３３　５Ｆ对裸鼠的不良反应
以健康裸鼠为研究对象，观察５Ｆ对裸鼠潜在

的不良反应。在整个治疗期间，未发现裸鼠的摄食

量下降、活动度下降、体重减轻和其他明显的异常。

图４显示了５Ｆ首次腹腔注射后第１５日和第１０５
日时ＡＬＴ和 ＣＲＥ的平均水平。其他时间点的检
测数据与之相似（数据未列出）。结果表明５Ｆ治
疗对裸鼠无明显不良反应。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐｌａｓｍａｌｅｖｅｌｓｏｆａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ）ａｎｄｃｒｅａｔｉ
ｎｉｎｅａｆｔｅｒ５Ｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｄａｙ１５，１０５ａｆｔｅｒｆｉｒｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ
５ＦＴｈｅｍｉｃｅｒｅｃｅｉｖｅｄＰＢＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ

３４　５Ｆ对乳腺癌原发肿瘤组织的 ＶＥＧＦ、ＫＤＲ表
达的影响

治疗结束时对原发肿瘤组织匀浆后提取蛋白

和ｍＲＮＡ。结果表明，５Ｆ显著下调原发肿瘤组织
中ＶＥＧＦ及其主要受体ＫＤＲｍＲＮＡ和蛋白的表达
水平。见图５，６。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５Ｆｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ），ｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｉｎｓｅｒｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＫＤＲ）ｍＲ
ＮＡｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｉｓｓｕｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：５Ｆ（５ｍｇ／ｋｇ）；３：５Ｆ（１０ｍｇ／ｋｇ）；４：５Ｆ（２０ｍｇ／ｋｇ）
Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５ＦｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ，ＫＤＲｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ＭＤＡＭＢ２３１ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｉｓｓｕｅ

1

　讨　论

以往的５Ｆ药理学研究多集中于对肝癌、肺癌
等肿瘤细胞的直接杀伤作用［８］。本课题首次研究

了５Ｆ在体内模型中抗乳腺癌的作用。结果表明
５Ｆ能抑制裸鼠中乳腺癌的生长和转移，并且这种
治疗无明显的不良反应，提示５Ｆ可以作为乳腺癌
的潜在治疗药物。

研究表明，血管生成是乳腺癌等实体肿瘤生长

和转移的基础。肿瘤血管生成的首要环节，是肿瘤

血管生成因子与血管生成抑制因子失衡，血管生成

表型（ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）形成。在诸多血管生
成因子中，血管内皮生长因子 ＶＥＧＦ处于中心地
位［９］。ＶＥＧＦ在体内能够调节血管的通透性，在体
外能促进基质的降解、内皮细胞的增殖、迁移和血

管腔样结构的形成。有研究报道：在乳腺癌中，

ＶＥＧＦ与肿瘤微血管密度（ＭＶＤ）、肿瘤体积及腋下
淋巴结转移呈正相关，ＶＥＧＦ的含量是乳腺癌病人
预后的独立预测因子之一［１０］。本研究显示在裸鼠

模型中５Ｆ下调肿瘤组织 ＶＥＧＦ的表达，这一结果
与５Ｆ在体外下调某些肿瘤细胞系ＶＥＧＦ表达的体
外研究结果相一致［１１－１２］。这可能是５Ｆ抑制乳腺
癌生长和转移的原因之一。

ＶＥＧＦ的生物学活性是与其受体结合后发挥
作用的。目前，ＶＥＧＦ受体已发现至少有 ５种：
ＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ１），ＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ１），ＶＥＧＦＲ
３（Ｆｌｔ４），ＮＰ１和 ＮＰ２［１３］。ＫＤＲ是受体酪氨酸蛋
白激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ），主要在血管
内皮细胞上表达。ＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ）是 ＶＥＧＦ最重
要的受体，处于信号转导的上游。ＫＤＲ在 ＶＥＧＦ
所诱导的血管生成和血管通透性中起主要作用。

ＶＥＧＦ结合ＫＤＲ后通过ＰＬＣγ和ＭＡＰＫ系统引发
一系列的生物学效应，如内皮细胞的增殖、运动，血

管通透性增加。单独使用 ＫＤＲ抑制剂，就能阻断
ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ所诱导的血管生成［１４］。近年来，有

文献报道乳腺癌细胞中存在ＫＤＲ、Ｆｌｔ１等受体，且
有ＶＥＧＦ自分泌现象，显示了ＶＥＧＦ系统在促进乳
腺癌细胞运动、侵袭、存活方面的重要意义［１５］。本

研究表明，５Ｆ下调裸鼠肿瘤组织 ＶＥＧＦ、ＫＤＲ表
达，显示５Ｆ对肿瘤血管生成的干扰作用。但５Ｆ抑
制乳腺癌肺转移的作用独立于其抑制原发肿瘤生

长的效应，提示５Ｆ抗乳腺癌转移可能存在其他机
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制。关于５Ｆ抗乳腺癌转移的机制，仍有待于进一
步研究。
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