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枸杞多糖对自发乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤生长和
转移的作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 以 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠为乳腺癌模型探讨枸杞多糖对乳腺癌生长和转移的作用。 方法 　 扩群

鉴定转基因自发乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠，将阳性雌性小鼠随机分为 ＬＢＰ 组和对照组，每组 ８ 只，小鼠 ８ 周龄时给

药，ＬＢＰ 组给予 ＬＢＰ（５０ ｍｇ ／ ｋｇ，腹腔注射）治疗，对照组给予生理盐水，每 ２ ｄ 给药一次测量肿瘤体积一次，４ 周后脱

臼处死，肺 Ｂｏｕｉｎ’ｓ 溶液固定后观察肺表面转移结节数目，肿瘤组织固定包埋后免疫组化法检测肿瘤细胞增殖及血

管密度。 结果 　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 阳性小鼠成瘤率 １００％ ，与对照组相比，ＬＢＰ 组的肿瘤重量（４􀆰 ２０８ ± ０􀆰 ４４６３ ｇ）明显地

比对照组（６􀆰 ４７７ ± ０􀆰 ３７２４ ｇ）轻，肿瘤体积也明显比对照组小；ＬＢＰ 组肺表面结节数目（１２ ± １􀆰 １５５ 个）明显比对照

组（２０ ± ２􀆰 ７４５ 个）少，免疫组化染色结果显示 ＬＢＰ 组肿瘤组织中细胞增殖数目及微血管密度明显比对照组少。 结

论　 枸杞多糖可通过抑制 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠乳腺癌的生长和转移，并抑制肿瘤细胞增殖和血管新生，ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
小鼠可作为乳腺癌肺转移模型运用于抗肿瘤药物研究。

【关键词】 　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠；枸杞多糖；肿瘤转移； 肿瘤生长
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　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，并且其

发病率逐年上升。 乳腺癌癌细胞易穿透基底膜进入

血液和淋巴道，发生远端转移，并导致术后复发，严
重威胁乳腺癌患者生命健康。 乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
转基因小鼠为浸润性导管癌小鼠［１］，１２ 周龄时出现

肺转移，其肿瘤病理进程与乳腺癌患者相似［２］。 本

实验根据 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠乳腺癌发病情况

及组织病理学的特点，观察枸杞多糖对乳腺癌及乳

腺癌肺转移的作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室，品
系名称为 ＦＶＢ ／ Ｎ⁃Ｔｇ（ＭＭＴＶ⁃ＰｙＶＴ）６３４Ｍｕｌ ／ Ｊ， 共 ３
只（１ 雄，２ 雌）， ８ ～ １２ 周龄用于扩群。
１􀆰 １􀆰 ２　 饲养环境

饲养于广州市广东药科大学动物中心【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２５】 ＳＰＦ 的环境中，饲养密度≤６ 只 ／
笼，室温 ２２ ～ ２８℃，相对湿度 ５０％ ～７０％ ，昼夜明暗

光照时间（１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗）。 饲料购自广东省动物

中心，经６０ Ｃｏ 辐照灭菌；饮用水为城市普通居民用

水，经高压灭菌。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要药物及试剂

枸杞多糖（质量分数为 ６０％ ）购自中国西安开

来生物工程有限公司；ＣＤ３１ 抗体（ａｂ２８３６４）购于美

国 Ａｂｃａｍ 公司；Ｋｉ６７ 抗体，抗鼠二抗、抗兔二抗购自

中国北京中杉金桥生物技术公司；ＰＣＲ 引物由中国

广州英潍捷基公司合成；ＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｋ１０８２）购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＤＡＢ（８０５９ｐ）购自美国 ＣＳＴ 公司。
１􀆰 １􀆰 ４　 主要仪器

石蜡切片机购于徕卡公司，Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜、显
微数码图像技术购于 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，ＶＭＣ６４Ｓ７ 型独

立送回风净化笼具购于苏杭实验动物设备厂； ＰＣＲ
仪购于美国应用生物系统公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠繁育

用引种的乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因雄性小

鼠，目的基因为杂合子（ ＋ ／ － ）和正常雌性成年小

鼠 ＦＶＢ（ ＋ ／ ＋ ） 以 １ ∶ ２的比例杂交，Ｆ１ 代中既有

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠，也有正常 ＦＶＢ 小鼠，进行全同胞

兄妹交配，扩大种群。
１􀆰 ２􀆰 ２　 转基因检测

小鼠 ４ 周时剪取小鼠足趾进行编号并提取

ＤＮＡ，用 ＰＣＲ 法进行基因检测， 阳性小鼠扩增条带

在 ５５６ ｂｐ，详细引物序列及反应条件见文献［２］，反
应同时设阴性对照组及阳性组。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠给药及一般情况观察

将 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠随机分为给药组（ＬＢＰ）和
对照组（ＮＳ），每组各 ８ 只。 小鼠从 ８ 周给予枸杞多

糖（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）（根据本实验室之前治疗小鼠肝癌的

剂量） ［３］和生理盐水治疗，１ 次 ／ ２ 日，治疗 ４ 周，每
隔 １ ｄ 用游标卡尺测量肿块的长径 Ａ（ｍｍ）及短径

Ｂ（ｍｍ），计算肿瘤体积，并绘制肿瘤生长曲线，治疗

４ 周后将小鼠乙醚麻醉并脱臼处死，分离肿瘤，取出

各脏器。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学改变观察

各组切取部分肿瘤组织，４％ 中性甲醛固定，常
规石蜡包埋，ＨＥ 染色，观察肿瘤组织病理学改变。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化染色

①常规切片、脱蜡，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；②
柠檬酸钠（ ｐＨ ６􀆰 ０）高温高压修复 ８ ｍｉｎ；③放入

３％ Ｈ２Ｏ２ 甲醇溶液 ３７℃ 浸泡 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 再洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；④组织上加 １０％ ＢＳＡ 于 ３７℃进行

封闭 ６０ ｍｉｎ 后；⑤加一抗 ＣＤ３１ 或 Ｋｉ６７ 置于 ４℃
过夜；⑥第 ２ 天将组织切片从封闭盒中拿出， ＰＢＳ
洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；⑦于组织上加上二抗于室温

孵育 １ ｈ，然后 ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；⑧ＤＡＢ 显

色，苏木素复染 ３０ ｓ，流水返蓝，常规脱水；⑨晾干

后组织上滴加适量中性树胶，盖上盖玻片，自然

晾干。
１􀆰 ２􀆰 ６　 统计学方法处理

采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ （ ＩＰＰ） 统计软件包和

Ｇｒａｐｈ⁃Ｐａｄ 软件包处理，计量资料间比较采用两独立

样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
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２　 结果

２􀆰 １　 小鼠鉴定结果

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠在 ５５６ ｂｐ 条带处出现阳性条

带，对照 ＦＶＢ 为阴性，结果见图 １。

注：１ －３ 为ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 阳性小鼠（５５６ ｂｐ），４ －６ 号为阴性 ＦＶＢ 鼠。

图 １　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠鉴定电泳图

Ｎｏｔｅ． Ｌｉｎｅ １，２，３ ａｒｅ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ，
Ｌｉｎｅ ４，５，６ ａｒｅ ＦＶＢ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ．

２􀆰２　 ＬＢＰ对ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ小鼠肿瘤体积及重量的影响

治疗期间，小鼠无死亡，成瘤率 １００％ 。 与模型

组相比，结果显示：ＬＢＰ 组肿瘤体积小于 ＮＳ 组 （图
２Ａ），ＬＢＰ 组肿瘤重量（４􀆰 ２０８ ± ０􀆰 ４４６３ ｇ）明显低于

ＮＳ 组（６􀆰 ４７７ ± ０􀆰 ３７２４ ｇ）（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 ＬＢＰ对ＭＭＴＶ小鼠肺表面转移结节数目的影响

ＭＭＴＶ 小鼠治疗结束后，乙醚麻醉脱臼处死，取
出肺，Ｂｏｕｉｎ’ ｓ 溶液固定 ２４ ｈ，观察并记录肺表面的

肿瘤转移灶数目，ＬＢＰ 组肺转移结节数（１２ ± １􀆰 １５５
个）少于 ＮＳ 组（２０ ± ２􀆰 ７４５ 个）。 （见图 ３）。
２􀆰 ４　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤细胞增殖的作用

肿瘤组织包埋后，切片做 Ｋｉ６７ 免疫组化染色，
检测 ＬＢＰ 对肿瘤细胞增殖活性的影响，Ｋｉ６７ 阳性部

位为细胞核着色，每个组织随机挑选 ５ 个视野，每个

视野内阳性细胞个数与总细胞个数比值为该区域的

肿瘤细胞增殖率， ＮＳ 组肿瘤细胞增殖率为（４８􀆰 ５８
±３􀆰 ０５１）％ （ｎ ＝ ８）， ＬＢＰ 组为（３０􀆰 ３２ ± ４􀆰 ２１８）％
（ｎ ＝ ８），ＬＢＰ 组肿瘤细胞增殖明显少于 ＮＳ 组，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００５）。 （见图 ４）。

注：ＬＢＰ 组相对于 ＮＳ 组∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）。
图 ２　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ＬＢＰ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ＮＳ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）。
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬＢＰ ｏｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＭＭＴＶ ｍｉｃｅ

图 ３　 ＬＢＰ 给药组和 ＮＣ 组转移肺结节数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ａｎｄ ＬＢＰ ｇｒｏｕｐｓ．

２􀆰 ５　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤血管形成的作用

通过 Ｋｉ６７ 免疫组化学染色结果，初步判断 ＬＢＰ

可抑制自发乳腺癌胞增殖活性，为进一步了解 ＬＢＰ
对肿瘤组织间质血管生成是否产生影响，随机对乳腺

癌组织切片进行了 ＣＤ３１ 免疫组化染色，每个肿瘤组

织随机选取 ５ 个视野，由同一人数出每个视野中血管

数目， ＬＢＰ 组肿瘤的微血管密度为（３２􀆰 ０ ± ４􀆰 ３４２）％
（ｎ ＝８），ＮＳ 组减低为（１５􀆰 ６３ ±３􀆰 ５６）％（ｎ ＝８），两组

间比较差异具有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 （见图 ５）。

３　 讨论

枸杞多糖是从枸杞中提取而得到的水溶性多

糖，由阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖、木糖、鼠李

糖等六种单糖组成，具有增强免疫力，降血糖、降血

脂、抗肿瘤、抗衰老等多种药理作用和生理功能［４］。

０２６
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图 ４　 ＬＢＰ 组和 ＮＳ 组肿瘤细胞增殖的病理学表现（Ｋｉ６７， × ４００）
Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＬＢＰ ａｎｄ ＮＳ ｇｒｏｕｐｓ

图 ５　 ＬＢＰ 组和 ＮＳ 组肿瘤微血管形成病理表现（ＣＤ３１， × ２００）
Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＢＰ ａｎｄ ＮＳ ｇｒｏｕｐｓ

有文献报道枸杞多糖能显著抑制人前列腺癌 ＰＣ⁃３
细胞的生长［５］，而尹逊天等［６］ 发现枸杞多糖能够抑

制人脐静脉细胞的迁移和增殖，并能够抑制血管形

成。 枸杞多糖对乳腺癌作用的研究报道并不多，仅
有的报道显示枸杞多糖通过下调乳腺癌细胞 ＭＣＦ７
血管内皮生长因子（Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达，从而抑制血管形成［７］。

本研究采用 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠作为实验动物，
研究枸杞多糖对肿瘤生长及转移的影响。 乳腺癌

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠从第 ９ 周出现可触及的肿

瘤，随着小鼠周龄的增加，肿瘤的数目和体积逐渐增

多，约 １３ 周时 ５ 对乳房全部发瘤， １１ 周左右出现肺

转移瘤， １４ 周左右小鼠状态转差，活动能力下降，
通常 １５ 周时大部分荷瘤鼠死亡，到 １７ 周全部小鼠

死亡；组织病理学检查示 ９ 周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠

肺部未出现明显的乳腺癌肿瘤转移灶，但其原位乳

腺癌肿瘤细胞已突破基底膜，１２ 周龄时肺表面及内

部出现大量的乳腺癌肿瘤转移灶，１５ 周龄时肺表面

及内部的肿瘤转移灶更大，且肿瘤转移灶内出现部

分坏死［２］。 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤病理进程与患者

乳腺癌进程相似。
本课题组前期研究发现枸杞多糖可下调荷瘤小

鼠血清及肿瘤组织中 ＶＥＧＦ 的表达［８］，而本实验通

过对自发性乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠的研究发现，

枸杞多糖体内给药能够抑制 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤

的生长，降低肺转移结节数目；免疫组化染色显示枸

杞多糖可抑制肿瘤细胞的增殖和肿瘤间质血管的形

成。 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠可稳定自发乳腺肿瘤，繁殖

能力强，为抗肿瘤药物提供了良好的动物模型。
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