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也摘要页 目的 观察益肾通癃颗粒对人前列腺癌 PC3 细胞荷瘤裸鼠 Wnt/茁-catenin 信号通路的干预作用遥 方法 利用人前列腺

癌骨转移细胞 PC3 建立前列腺癌荷瘤裸鼠模型袁将其随机分为模型对照组尧阳性药物组尧益肾通癃颗粒低剂量组尧益肾通癃颗粒中

剂量组尧益肾通癃颗粒高剂量组和联合用药组袁给予相应的药物干预袁连续 4 周遥 给药结束后处死动物获取皮下移植瘤瘤体组织样

本袁分别进行HE染色观察病理变化袁免疫组化检测细胞增殖情况袁TUNEL检测细胞凋亡情况袁Western blot 及免疫组织化学法检测

Wnt信号通路相关基因蛋白的表达水平遥 结果 益肾通癃颗粒可以有效改善荷瘤裸鼠皮下移植瘤瘤体组织的病理改变袁可以显著抑

制肿瘤细胞的增殖袁促进细胞凋亡的发生袁药效呈浓度依赖性遥 益肾通癃颗粒还可以下调Wnt/茁-catenin信号通路相关基因Wnt1尧Wnt3a尧
茁-catenin尧APC 蛋白的表达渊P约0.01冤袁上调 Wnt/茁-catenin信号通路相关基因 GSK-3茁 蛋白的表达渊P约0.01冤袁降低 p-GSK-3茁 蛋白的

活性渊P约0.01冤袁药效与剂量呈正相关性袁与Wnt 信号通路阻断剂 ICG联合时效果最佳渊P约0.01冤遥结论 益肾通癃颗粒能够抑制前列腺

癌细胞的增殖袁促进其凋亡袁其干预作用可能与其阻断 Wnt/茁-catenin信号通路激活密切相关遥
也关键词页 PC3 细胞曰前列腺癌曰Wnt/茁-catenin曰益肾通癃颗粒曰裸鼠
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the intervention effects of Yishen Tonglong Granules (YSTLG) on the Wnt/茁 -catenin
signaling pathway in nude mice bearing human prostate cancer cell PC3 tumor. Methods The models of nude mice bearing
prostate cancer tumor were prepared using human prostate cancer bone metastasis cell PC3 and were randomized into model
control, positive drug, and low-, medium-, and high-dose YSTLG, and combination drug groups. Corresponding drug interventions
were given for four consecutive weeks. After administration, the animals were sacrificed to obtain subcutaneous transplanted tumor
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益肾通癃颗粒调控Wnt/茁-catenin信号通路对
人前列腺癌 PC3细胞荷瘤裸鼠的干预作用
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tissue samples. HE staining was performed to observe pathological changes, immunohistochemistry was used to check cell
proliferation, TUNEL was used to check cell apoptosis, and Western blot and immunohistochemistry were used to check the
expression levels of Wnt signaling pathway-related gene proteins. Results YSTLG can effectively relieve the pathological changes of
subcutaneous transplanted tumor tissue in nude mice bearing tumor, significantly inhibit the proliferation of tumor cells, and
promote cell apoptosis with concentration-dependent effects. YSTLG can also downregulate the APC protein expressions of Wnt/茁-
catenin signaling pathway related genes including Wnt1, Wnt3a, and 茁-catenin (P<0.01), upregulate the GSK-3茁 protein expression
of Wnt/茁-catenin signaling pathway related gene (P<0.01), and reduce the activity of p-GSK-3茁 protein (P<0.01). The correlation between
drug efficacy and dosage was positive, and the best effects are achieved when YSTLG was combined with the Wnt signaling
pathway blocker ICG (P<0.01). Conclusion YSTLG could inhibit the proliferation of prostate cancer cells, promote their apoptosis,
which are likely to be achieved by blocking Wnt/茁-catenin signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Wnt/茁-catenin; Yishen Tonglong Granules; PC3 cell; prostate cancer; nude mice

前列腺癌渊prostate cancer, PCa冤是排名第二位

的男性恶性肿瘤遥有数据显示袁2007 年我国 PCa 男性

发病率为 8.31/10万袁到 2017 年已上升到 17.63/10万袁
10 年间每年以 21.22%的速度递增袁提示我国此病

发病率正持续快速增长袁其中 55~80 岁的中老年群

体的年均增速高达 26.38%[1]遥随着老龄化的加剧袁饮
食习惯的改变袁诊疗水平的提高袁PCa 的发病率呈现

明显的持续增长趋势袁已成为严重影响老年男性健

康的恶性肿瘤[2]遥 PCa 极易引起膀胱出口梗阻尧下尿

路症状和远处转移袁不仅对患者生活质量造成严重

影响袁由此衍生出的一系列情绪异常袁如抑郁尧焦虑

等袁使病人的幸福感更大程度地降低袁但在此阶段却

没有确切有效的治疗方法[3-4]遥 PCa 的发病机制并没

有完全明确袁目前普遍认可的 PCa 发病机制主要与

前列腺细胞增殖/凋亡异常尧炎症应激尧肿瘤细胞免

疫耐受尧氧化/抗氧化失衡尧蛋白酶/抗蛋白酶失衡尧
组织重构等相关[5-6]遥

目前袁现代医学治疗 PCa 的方法主要有手术尧
放疗尧内分泌治疗尧化疗和免疫治疗等袁西药主要有

黄体生成素释放激素类似物和非类固醇类抗雄激素

药物袁它们虽然能发挥一定的疗效袁但在服药过程中

可能会伴随很多不良反应袁包括过敏尧骨质疏松尧心
血管系统损害尧男性乳房女性化以及性功能障碍等袁
同时这种疾病在后期往往会发展成去势抵抗型

PCa袁并出现全身多处转移的情况袁导致治疗效果和

预后不佳[7-8]遥 国家级名老中医陈其华教授结合自身

多年的临证经验袁将 PCa 癥积的本质和病机概括为

野肾虚血瘀冶袁并确定了补肾益气尧化瘀散结的治法袁
创制了益肾通癃汤遥前期研究已证实袁益肾通癃汤治

疗 PCa 真实有效[9]袁其能够下调 PC3 细胞中 Bcl-2尧
Cyclin E1 的表达袁上调 Bax尧Cyclin D1 的表达袁而这

些多为 Wnt 信号通路的下游靶基因[10]遥 故本课题组

设计了动物实验袁以益肾通癃汤超微中药饮片渊免煎

颗粒冤为研究对象袁探究其调控 Wnt/茁-catenin 信号

通路对人前列腺癌 PC3 细胞荷瘤裸鼠的干预作用遥
1 材料与方法

1.1 研究材料

1.1.1 实验动物 SPF级雄性 BALB/c-nu小鼠袁体质

量20~22 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司遥
湖南省实验动物质量合格证号院430727201101457224袁
实验动物设施使用证明院430727207245002513遥伦理

审批号院ZYFY20211008-41遥所有动物置于湖南中医

药大学实验动物中心 SPF 级动物房每日定时饲养遥
1.1.2 实验细胞系 本研究选择的是人前列腺癌骨

转移细胞 PC 3袁属于雄激素非依赖性前列腺癌细胞

系袁为中南大学湘雅二医院王荫槐教授团队馈赠遥
1.1.3 实验药物 益肾通癃颗粒由补骨脂 15 g尧蒙
古黄芪 30 g尧熟地黄 15 g尧三棱 10 g尧莪术 10 g 组

成袁所有中药购自湖南中医药大学第一附属医院超

微颗粒药房袁由湖南春光九汇现代中药有限公司生

产遥 中药超微颗粒经煮沸的蒸馏水冲泡尧浓缩袁分别

制成生药浓度为 0.55尧1.10尧2.20 g/mL 的药液遥 Indo鄄
cyanine green-001渊ICG-001冤袁Wnt 信号通路阻断剂袁
凯立德生物医药技术渊上海冤有限公司袁规格院50 mg/
支袁批号院847591-62-2遥
1.1.4 主要试剂 还原型5XSDS上样缓冲液尧1.0 mol/L
Tris窑HCl渊pH 6.8冤尧10豫 SDS尧TEMED尧PBST 缓冲液尧
30豫Acr/Bic尧RIPA 裂解液尧SuperECL Plus 超敏发光

液渊长沙 Abiowell 生物科技有限公司袁批号分别为

AWB0055尧AWB0074尧AWT0047尧AWB0068尧AWI0130尧
AWB0020尧AWB0136尧AWB0005冤曰蛋白酶抑制剂渊北
京金泰宏达生物科技有限公司袁批号院583794冤曰显影

液尧定影液渊上海佳信科技有限公司袁批号分别为

BW-61尧BW-62冤遥
1.1.5 主要仪器 摇床渊江苏其林贝尔仪器制造有
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限公司袁型号院TS-92冤曰恒温箱渊北京六一生物科技

有限公司袁型号院DYY-6C冤曰切片刀渊德国莱卡公司袁
型号院M199冤曰包埋机渊常州中威电子仪器有限公司袁
型号院BMJ-A冤曰精密 pH计渊上海仪电科学仪器股份有

限公司袁型号院E-201-C冤曰普通冰箱渊合肥荣事达电

子电器集团有限公司袁型号院BCD-245F冤曰光学显微

镜渊厦门 Motic 电气股份有限公司袁型号院BA210T冤曰
台式冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司袁型号院H1650R冤曰电泳仪渊北京六一生物科技有限

公司袁型号院DYY-6C冤曰旋涡混合器渊江苏其林贝尔仪

器制造有限公司袁型号院GL-88B冤曰磁力搅拌器渊上海

仪电科学仪器股份有限公司袁型号院JB-13冤曰电子天

平渊美国双杰渊兄弟冤集团有限公司袁型号院JJ224BC冤曰
生物样品均质仪渊杭州奥盛仪器有限公司袁型号院
BioPrep-24冤遥
1.2 研究方法

1.2.1 建立 PC3 细胞裸鼠皮下移植瘤模型 先采

用 Matrigel 和无血清 RPMI-1640 培养基按照 1颐1 比

例混匀制备成瘤基质袁再用成瘤基质将经过复苏尧培
养尧 消化的 PC3 细胞调制至1伊107/mL的单细胞悬液遥
所有动物术前 12 h 禁食不禁饮袁用乙醚麻醉裸鼠后

用 75%乙醇对腋下进行消毒袁在消毒部位注射0.1 mL
PC3 单细胞悬液袁并用无菌纱布轻轻按揉该部位遥接
种完毕后各组裸鼠自由饮食袁每日观察成瘤情况遥 1
周后部分裸鼠腋下可触及粟粒大小的皮下移植瘤袁3
周后可见直径约 8 mm 的瘤体袁提示造模成功遥
1.2.2 荷瘤裸鼠的分组及给药 从造模成功的荷瘤

裸鼠中选取 60 只瘤体大小较为一致的随机平均分

为 6 组袁即模型对照组尧阳性药物组尧益肾通癃颗粒

低/中/高剂量组和联合用药组袁予以相应的药物干

预袁每次 0.2 mL袁每天 1 次袁连续 4 周遥 小鼠给药的

临床等效剂量是根据人和小鼠体表面积比值进行换

算的遥体表面积折算的等效剂量比率为人渊70.0 kg冤院
小鼠渊20 g冤=384.20颐1遥 人的益肾通癃颗粒给药剂量

为生药 80 g/d袁故小鼠的等效给药剂量为 0.22 g/d袁

即为中剂量遥 具体干预措施详见表 1遥
每天动态观察各组裸鼠生命体征及食饮情况遥

给药结束后袁所有动物禁食不禁饮 24 h袁用 10%水

合氯醛溶液麻醉裸鼠并固定在鼠板上袁从股静脉处

抽取血液标本袁静置2 h后3 000 r/min速度离心 10 min袁
-80 益冰箱保存遥仔细分离并取出瘤体后袁用生理盐

水冲洗袁滤纸吸干水分袁置于-80 益冰箱保存遥
1.2.3 HE染色法观察各组肿瘤组织的病理变化 60 益
烤片 12 h遥先将切片置于二甲苯中 15 min袁3次遥然后

依次在 100%尧95%尧85%和 75%乙醇中袁每级放置 5 min遥
再用蒸馏水浸洗 5 min遥 苏木精染 1~5 min袁蒸馏水

冲洗袁PBS 返蓝遥 伊红染 1 s袁蒸馏水冲洗遥 梯度乙醇

渊95%~100%冤脱水袁每级 5 min遥 取出后置于二甲苯

10 min袁2 次袁中性树胶封片尧显微镜观察遥
1.2.4 免疫组织化学法检测增殖细胞核抗原渊PC鄄
NA冤在各组肿瘤组织中的表达情况 60 益烤片 12 h袁
切片脱蜡至水袁热修复抗原袁孵育一抗渊PCNA冤袁孵育

二抗袁最后进行 DAB 显色院滴加预制好的显色剂DAB
工作液 50~100 滋L袁室温孵育 1~5 min袁镜下控制反应

时间袁蒸馏水洗涤曰苏木精复染 5~10 min袁蒸馏水冲

洗袁PBS返蓝曰各级乙醇渊60%~100%冤脱水袁每级 5 min遥
取出后置于二甲苯 10 min袁2 次袁中性树胶封片尧显
微镜观察遥
1.2.5 原位末端标记法检测各组肿瘤组织的细胞凋

亡情况 石蜡切片先依次经过脱蜡尧烘片尧再脱蜡尧
水合尧漂洗尧封闭等处理袁样本周围用吸水纸吸干袁
每个样本上滴加 50 滋L TdT 酶反应液袁37 益避光反

应 60 min曰每个样本上滴加 50 滋L Streptavidin-
HRP标记工作液袁37 益避光反应 30 min曰每个样本上

滴加 50 滋L DAB 工作液袁室温显色反应 30 s~5 min曰
显色后的样本片浸入 1伊PBS 漂洗 3 次袁每次 5 min曰
将样本上滴加苏木精染液袁染色 30 s~5 min袁蒸馏

水冲洗干净后浸入 1%盐酸甲醇溶液中分化 5 s袁立
即用蒸馏水冲洗干净遥 分别用 70%尧85%尧95%尧无水

乙醇浸洗 5 min遥 用二甲苯浸 2 次袁每次 10 min遥 晾

表 1 各组给药情况一览表

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

干预措施

蒸馏水灌胃袁0.01 mL窑渊g窑d冤-1

蒸馏水灌胃袁0.01 mL窑渊g窑d冤-1曰腹腔注射 ICG 药液袁0.1 mg窑渊g窑d冤-1

益肾通癃颗粒药液渊0.55 g/mL冤灌胃袁0.01 mL窑渊g窑d冤-1

益肾通癃颗粒药液渊1.10 g/mL冤灌胃袁0.1 mg窑渊g窑d冤-1

益肾通癃颗粒药液渊2.20 g/mL冤灌胃袁0.01 mL窑渊g窑d冤-1

益肾通癃颗粒药液渊1.10 g/mL冤灌胃袁0.01 mL窑渊g窑d冤-1曰腹腔注射 ICG 药液袁0.1 mg窑渊g窑d冤-1
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图 1 各组荷瘤裸鼠肿瘤组织的病理变化渊HE袁伊400冤
模型对照组 阳性药物组 益肾通癃颗粒低剂量组 益肾通癃颗粒中剂量组 益肾通癃颗粒高剂量组 联合用药组

干后加中性树胶和盖玻片袁光镜下观察拍照遥
1.2.6 Western blot 检测 Wnt 信号通路相关蛋白的

表达水平 剪取组织袁用冰预冷袁PBS 漂洗袁加入

RIPA 裂解液于生物样品均质仪中反复研磨组织直

至看不见组织块袁离心提取细胞总蛋白遥 配制分离

胶和浓缩胶袁取 200 滋L 蛋白上清袁加入 50 滋L 5伊
loading buffer 混匀袁沸水煮 5 min袁放入冰盒中速冷

进行样品准备遥再依次经过电泳尧转膜尧封闭尧一抗孵

育及二抗孵育等步骤袁最后进行 ECL 显色曝光测定

Wnt1尧Wnt3a尧茁 -catenin尧GSK -3茁尧p -GSK -3茁尧APC
蛋白的表达水平遥
1.2.7 免疫组织化学法检测 Wnt 信号通路相关蛋

白的表达水平 实验方法步骤与野1.2.4冶类似袁所有

样品先 60 益烤片 12 h袁 再将切片依次置于二甲苯袁
100%尧95%尧85%尧75%乙醇袁蒸馏水中放置脱蜡至水遥
将切片浸入 0.01 mol/L 枸橼酸盐缓冲液渊pH 6.0冤中
加热尧煮沸尧冷却尧洗涤以修复抗原袁加入 1%高碘

酸以灭活内源性酶遥 滴加适当稀释的一抗进行孵育袁
4 益过夜袁PBS 冲洗 5 min伊3 次遥 滴加 50~100 滋L 兔

抗小鼠 IgG抗体-HRP多聚体袁37 益孵育二抗 30 min袁
PBS 冲洗 5 min伊3 次遥 最后进行 DAB 显色袁显微镜

下观察遥
1.3 统计学方法

所有数据均采取 SPSS 23.0 软件进行分析袁计
量资料满足独立性尧正态性及方差齐性时袁采用单因

素方差分析渊one-way ANOVA冤袁满足正态性和方差

齐性的多重比较采用 LSD 法和 Dunnett 法曰资料不

满足正态性和方差齐性时袁采用秩和检验袁多重比较

采用 Kruskal-Wallis H 检验遥 P<0.05 认为差异具有

统计学意义遥 应用 Image J 软件进行图像分析遥
2 结果

2.1 各组肿瘤组织的病理变化

各组荷瘤裸鼠皮下移植瘤瘤体组织 HE 切片均

可见大量的 PC3 细胞遥 模型对照组肿瘤细胞增殖旺

盛袁大小不一袁排列紊乱袁细胞核增大袁核染色深袁核

分裂象袁核仁数量多遥阳性药物组袁益肾通癃颗粒低尧
中尧高剂量组和联合用药组均可见程度不一的肿瘤

细胞数量减少袁部分呈空泡样坏死袁细胞核变形及破

碎袁部分细胞核发生裂解袁其中联合用药组的病理变

化最为明显遥 详见图 1遥
2.2 各组肿瘤组织细胞增殖情况比较

与模型对照组比较袁其余 5 组荷瘤裸鼠肿瘤组

织的增殖指数均降低渊P约0.01冤曰与阳性药物组比较袁
益肾通癃颗粒低尧中尧高剂量组的增殖指数高于阳性

药物组渊P约0.01冤袁而联合用药组的增殖指数低于阳

性药物组渊P约0.01冤曰随着益肾通癃颗粒给药剂量的

逐渐增高袁瘤体组织的增殖指数也随之逐渐下降

渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表 2 及图 2遥

2.3 各组肿瘤组织细胞凋亡情况比较

与模型对照组相比袁其他组细胞凋亡指数均升高

渊P约0.01冤曰益肾通癃颗粒低尧中尧高剂量组的细胞凋

亡指数低于阳性药物组渊P约0.01冤袁联合用药组的细胞

凋亡指数高于阳性药物组渊P约0.01冤曰益肾通癃颗粒

各组随着给药剂量的逐渐加大袁细胞凋亡的发生率

也显著增高渊P约0.01冤袁剂量和药效呈现正相关关系遥
详见表 3 及图 3遥

表 2 各组荷瘤裸鼠肿瘤组织的增殖指数渊曾依s袁n=10冤

注院与模型对照组比较袁**P<0.01曰与阳性药物组比较袁##P<0.01曰与益

肾通癃颗粒低剂量组比较袁吟吟P<0.01曰与益肾通癃颗粒中剂量组比

较袁茵P<0.05袁茵茵P<0.01曰与益肾通癃颗粒高剂量组比较袁阴阴P<0.01遥

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

增殖指数

0.853 3依0.040 3
0.206 7依0.045 5**
0.611 7依0.075 7**##

0.426 7依0.041 8**##吟吟

0.360 0依0.046 5**##吟吟茵

0.096 7依0.039 3**##吟吟茵茵阴阴

182.867
0.000
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模型对照组 阳性药物组 益肾通癃颗粒低剂量组 益肾通癃颗粒中剂量组 益肾通癃颗粒高剂量组 联合用药组

图 3 各组荷瘤裸鼠肿瘤组织的细胞凋亡情况渊伊400冤

注院与模型对照组比较袁**P<0.01曰与阳性药物组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与益肾通癃颗粒低剂量组比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01曰与益肾通癃颗粒

中剂量组比较袁茵茵P<0.01曰与益肾通癃颗粒高剂量组比较袁阴阴P<0.01遥

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

表 4 Western blot检测各组肿瘤组织 Wnt信号通路相关基因蛋白的表达水平渊曾依s袁n=10冤
Wnt1

0.420 0依0.035 8
0.145 0依0.024 3**
0.295 0依0.025 1**##

0.263 3依0.048 9**##

0.191 7依0.014 7**#吟吟茵茵

0.101 7依.0232**#吟吟茵茵阴阴

84.735
0.000

茁-catenin
0.513 3依0.046 8
0.163 3依0.031 4**
0.440 0依0.031 6**##

0.305 0依0.055 8**##吟吟

0.240 0依0.040 5**##吟吟茵茵

0.075 0依0.024 3**##吟吟茵茵阴阴

103.966
0.000

GSK-3茁
0.100 0依0.031 6
0.273 3依0.049 7**
0.416 7依0.028 8**##

0.435 0依0.024 3**##

0.473 3依0.108 0**##

0.615 0依0.068 9**##吟吟茵茵阴阴

53.374
0.000

p-GSK-3茁
0.383 3依0.021 6
0.170 0依0.026 1**
0.308 3依0.035 4**##

0.280 0依0.026 1**##

0.261 7依0.039 2**##吟吟

0.076 7依0.019 7**##吟吟茵茵阴阴

84.264
0.000

APC
0.536 7依0.056 8
0.186 7依0.031 4**
0.346 7依0.039 8**##

0.261 7依0.030 6**##吟吟

0.196 7依0.028 8**吟吟茵茵

0.080 0依0.016 7**##吟吟茵茵阴阴

115.167
0.000

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

Wnt3a
0.415 0依0.027 4
0.231 7依0.031 9**
0.315 0依0.028 8**##

0.263 3依0.043 2**吟

0.233 3依0.040 3**吟吟

0.148 3依0.027 9**##吟吟茵茵阴阴

42.656
0.000

注院与模型对照组比较袁**P<0.01曰与阳性药物组比较袁##P<0.01曰
与益肾通癃颗粒低剂量组比较袁吟吟P<0.01曰 与益肾通癃颗粒中剂

量组比较袁茵茵P<0.01曰与益肾通癃颗粒高剂量组比较袁阴阴P<0.01遥

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

凋亡指数

0.148 3依0.044 5
0.601 7依0.063 4**
0.298 3依0.028 6**##

0.370 0依0.030 3**##吟吟

0.468 3依0.041 7**##吟吟茵茵

0.801 7依0.047 1**##吟吟茵茵阴阴

164.783
0.000

表 3 各组荷瘤裸鼠肿瘤组织的凋亡指数渊曾依s袁n=10冤

图 2 各组荷瘤裸鼠肿瘤组织的细胞增殖情况渊伊400冤
模型对照组 阳性药物组 益肾通癃颗粒低剂量组 益肾通癃颗粒中剂量组 益肾通癃颗粒高剂量组 联合用药组

2.4 Western blot 检测各组肿瘤组织 Wnt 信号通路

相关基因蛋白的表达情况

与模型对照组相比袁给药 5 组荷瘤裸鼠瘤体组

织的 Wnt1尧Wnt3a尧茁-catenin尧APC尧p-GSK-3茁 蛋白

的表达水平均下调渊P约0.01冤袁其中 GSK-3茁 蛋白的

表达水平升高渊P约0.01冤曰益肾通癃颗粒的药效不及

阳性药物 ICG-001渊P约0.05袁P约0.01冤曰但其与 ICG-001
联合用药时可发挥协同增效的作用袁对 Wnt信号通

路的阻断作用效果优于阳性药物组渊P约0.01冤遥 详见

表 4及图 4遥
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表 5 免疫组化法检测各组肿瘤组织 Wnt信号通路相关蛋白的表达水平渊曾依s袁n=10冤

注院与模型对照组比较袁**P<0.01曰与阳性药物组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与益肾通癃颗粒低剂量组比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01曰与益肾通癃颗粒

中剂量组比较袁茵茵P<0.01曰与益肾通癃颗粒高剂量组比较袁阴P<0.05袁阴阴P<0.01遥

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

组别

模型对照组

阳性药物组

益肾通癃颗粒低剂量组

益肾通癃颗粒中剂量组

益肾通癃颗粒高剂量组

联合用药组

F值

P值

Wnt1
0.639 7依0.041 3
0.273 2依0.018 8**
0.524 5依0.042 3**##

0.396 3依0.042 1**##吟吟

0.314 5依0.032 2**#吟吟茵茵

0.224 3依0.014 4**#吟吟茵茵阴阴

133.220
0.000

Wnt3a
0.800 8依0.047 3
0.318 7依0.014 7**
0.595 7依0.053 4**##

0.542 2依0.029 0**##吟

0.373 7依0.051 2**#吟吟茵茵

0.291 0依0.017 9**吟吟茵茵阴阴

152.919
0.000

茁-catenin
0.733 5依0.040 9
0.393 3依0.053 1**
0.628 7依0.023 5**##

0.570 7依0.019 8**##吟

0.481 0依0.062 3**##吟吟茵茵

0.355 2依0.024 2**吟吟茵茵阴阴

75.917
0.000

GSK-3茁
0.218 8依0.033 9
0.609 8依0.071 3**
0.307 5依0.031 1**##

0.370 8依0.026 0**##吟

0.460 5依0.042 5**##吟吟茵茵

0.813 2依0.042 8**##吟吟茵茵阴阴

147.785
0.000

p-GSK-3茁
0.831 2依0.018 6
0.415 5依0.021 3**
0.748 2依0.028 0**##

0.550 3依0.030 3**##吟吟

0.497 0依0.039 9**##吟吟茵茵

0.351 8依0.025 5**##吟吟茵茵阴阴

268.425
0.000

APC
0.814 0依0.089 9
0.323 5依0.031 2**
0.575 3依0.086 4**##

0.429 2依0.057 4**#吟吟

0.348 0依0.085 8**吟吟

0.253 8依0.034 4**吟吟茵茵阴

54.156
0.000

图 4 Western blot检测各组肿瘤组织 Wnt信号通路

相关基因蛋白的表达情况

注院A.模型对照组曰B.阳性药物组曰C.益肾通癃颗粒低剂量组曰
D.益肾通癃颗粒中剂量组曰E.益肾通癃颗粒高剂量组曰F.联
合用药组冤遥

2.5 免疫组织化学法检测各组肿瘤组织 Wnt 信号

通路相关蛋白的表达情况

与模型对照组相比袁给药 5 组荷瘤裸鼠瘤体组

织的 Wnt1尧Wnt3a尧茁-catenin尧APC尧p-GSK-3茁 蛋白

的表达水平均下调渊P约0.01冤袁其中 GSK-3茁 蛋白的

表达水平升高渊P约0.01冤曰联合用药组对 Wnt 信号通

路的阻断作用优于阳性药物组渊P约0.01冤曰益肾通癃

颗粒各剂量组对 Wnt 信号通路的阻断效果弱于阳

性药物组渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表 5 及图 5遥

3 讨论

目前袁PCa 的发病原因和机制还没有被现代医

学完全解释清楚[11]袁现在可以确认的是一些危险因

素袁比如年龄尧人种尧遗传尧饮食尧激素尧地理环境等

等遥 目前得到普遍认可的 PCa发病机制主要与 PCa细
胞增殖尧凋亡尧细胞周期等生物学过程异常有关[12-13]遥
而在这些肿瘤发生相关的生物学进程中袁信号通路

的调控作用有着无可比拟的重要性[14-15]遥 新近研究

发现袁Wnt尧PI3K/AKT尧NF-资B尧TGF-茁/Smads尧Notch尧
JAK/STAT 等信号通路在 PCa 的发病中扮演了重要

角色遥 Wnt 是一种广泛存在于无脊索动物和脊索动

物之中袁参与调节细胞增殖尧分化尧凋亡尧免疫等生物

学过程的基因袁其在多种细胞活性尧细胞更新尧调节

生物发育过程及维持组织内环境稳定等方面发挥着

不可或缺的作用[16-17]遥茁-catenin 是 20 世纪 80 年代后

期被人类发现的一种进化守恒分子袁是一种由CTNNB1
基因编码袁在介导细胞间黏附和相关信号传导尧内稳

态过程中起关键作用的蛋白质袁也是 Wnt/茁-catenin
信号转导通路的关键核效应分子[18]遥 Wnt/茁-catenin
信号通路参与了维持上皮细胞表型尧细胞生长分化

等过程[19-20]袁在胚胎生长发育尧器官纤维化尧肿瘤发

生发展等生理病理过程中具有关键意义遥 在 PCa 的

模型中袁Wnt/茁-catenin 信号通路的表达被激活袁诱
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图 5 免疫组化法检测各组肿瘤组织 Wnt信号通路相关基因蛋白的表达情况渊伊400冤

模型对照组 阳性药物组 益肾通癃颗粒 益肾通癃颗粒 益肾通癃颗粒 联合用药组

低剂量组 中剂量组 高剂量组

导细胞的增殖和 EMT 过程[21]遥 因此袁对它积极开展

相关研究袁可以帮助寻找最佳的 PCa 治疗靶点遥
国家级名老中医陈其华教授认为袁前列腺相当

于中医学的野精室冶野男子胞冶袁为奇恒之腑袁其形似

腑袁功同脏袁执行藏精和排精两大功能袁隶属于中医

的肾系统遥 精室为病袁应多从肾论治遥 根据中医学理

论袁可将 PCa 归为野癥瘕冶野积聚冶野精室岩冶等范畴遥
所谓癥瘕袁或言积聚袁是指因正气亏虚袁脏腑失和袁
气滞尧血瘀尧痰浊蕴结于腹中袁形成结块袁或胀或痛

为主要临床特征的病证遥 正如叶灵枢窑百病始生曳载院
野积之始生袁得寒乃生遥 冶叶难经窑五脏积病曳云院野积
者袁阴气也遥 冶叶活法机要窑正虚与积聚曳则道院野壮人

无积袁虚人则有之袁脾胃怯弱袁气血两衰袁四时有感袁
皆能成积遥 冶叶景岳全书窑杂证谟曳有云院野凡汁沫凝

聚袁旋成癥块者袁皆积之类袁其病多在血分袁血有形

而静也遥 冶PCa 的发病应紧紧抓住两个字袁 一个是

野虚冶袁所谓野虚损生积冶曰一个是野瘀冶袁所谓野血瘀致

癥冶遥 野肾虚血瘀冶是对 PCa 癥积本质和病机的高度

概括[22]遥 故在治疗上当以补肾益气尧化瘀散结袁并由

此确定了补肾活血法治疗 PCa 的基本方药要要要益

肾通癃汤遥 方用熟地黄尧黄芪为君袁熟地黄味甘袁性
微温袁归肝尧肾经袁功可滋补肝肾尧益精填髓曰黄芪味

甘袁性微温袁归脾尧肺经袁功可益气健脾尧利水行滞遥补
骨脂味苦尧辛袁性温袁归肾尧脾经袁功能补肾助阳尧缩尿

固精袁增君药温补之能袁强君药化气之效袁故为臣药遥
莪术味辛尧苦袁性温袁三棱味辛尧苦袁性平袁同归肝尧脾
二经袁均行破血消癥尧行气止痛之效袁莪术尧三棱常相

须为用袁助君臣药行活血祛瘀尧消癥化积之能袁共为

佐药遥五药相合袁共育补肾益气尧化瘀散结之功效袁切
中 PCa野肾虚血瘀冶之病机袁已在我院临床应用多年袁
疗效较好遥

前期本研究团队通过模块化聚类处理尧关键靶

点 GO 分析和 KEGG 分析袁利用网络药理学相关技

术袁构建了益肾通癃汤的有效成分尧药物靶点基因与

PCa 疾病靶点的映射网络袁筛选预测出的可能靶点

涉及调节细胞增殖尧凋亡袁减轻炎症反应袁抑制血管

新生袁降低氧化应激袁细胞外基质降解袁生长因子信

号传导袁AR 调节袁阻碍 EMT 进程等袁尤其集中在调

控细胞增殖与凋亡方面[23]遥 Wnt/茁-catenin 信号通路

在 PCa 发病中占有重要地位袁与肿瘤细胞增殖尧凋亡
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等生物学异常行为关系密切袁很有可能是益肾通癃汤

干预 PCa 的潜在靶点遥 结果显示袁益肾通癃超微颗

粒可以有效改善人前列腺癌骨转移细胞 PC3 荷瘤裸

鼠皮下移植瘤瘤体组织的病理改变袁给药 5 组可见

程度不一的肿瘤细胞数量减少袁部分呈空泡样坏

死袁细胞核变形及破碎袁部分细胞核发生裂解袁其中

联合用药组的病理变化最为明显遥 益肾通癃颗粒还

可以显著抑制肿瘤细胞的增殖袁促进细胞凋亡的发

生袁且药效呈浓度依赖性遥 Western blot及免疫组织化

学结果发现袁益肾通癃颗粒可以下调 Wnt/茁-catenin
信号通路相关基因 Wnt1尧Wnt3a尧茁-catenin尧APC 蛋

白的表达袁上调 Wnt/茁-catenin 信号通路相关基因

GSK-3茁 蛋白的表达袁降低 p-GSK-3茁 蛋白的活性袁
且药效与剂量呈正相关性遥在抑制Wnt信号通路激活

方面袁益肾通癃颗粒的药效不及其阻断剂ICG-001袁
中西药联用组的疗效最佳遥 结果说明袁益肾通癃颗粒

干预 PCa 的作用很可能是通过调控 Wnt/茁-catenin
信号通路来实现的袁但中医药的干预作用往往是一

个多环节尧多靶点尧多层次的过程袁其药效机制还有

待进一步研究遥
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