健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后5-HT和SP及其受体的影响
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摘要:目的  观察健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)、P物质（Substance P,SP）以及5羟色胺3A受体(5-hydroxytryptamine 3A receptor,5-HT3AR)、速激肽1受体（Neurokinin1 receptor,NK1R）的影响，探讨健脾补血方对化疗后恶心呕吐的改善作用。方法  C57BL/6小鼠腋下接种Lewis肺癌细胞，随机分为肺癌组，模型组，健脾补血方高、中、低剂量组。模型组及健脾补血方各剂量组尾静脉注射顺铂（4，3，3 mg•kg-1）复制模型。健脾补血方高、中、低剂量组分别给予健脾补血方25，12.5，6.25 g·kg-1，肺癌组和模型组给予生理盐水，连续灌胃给药14 d，末次给药后禁食24 h取血液标本及脑组织，酶联免疫吸附实验(ELISA)法检测血清中5-HT和SP的浓度，并采用蛋白印迹法（western blot）检测5-HT3AR和NK1R的蛋白表达。结果  与肺癌组比较，模型组血清中5-HT和SP浓度明显升高，5-HT3AR和NK1R的蛋白表达量升高；与模型组比较，健脾补血方组血清中5-HT及SP浓度明显下降，5-HT3AR和NK1R的蛋白表达量明显下降。结论  健脾补血方能降低Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5-HT和SP浓度，并下调其受体5-HT3AR和NK1R的蛋白表达量，可能与抑制化疗后恶心呕吐因子表达有关，从而减轻化疗后恶心呕吐反应。
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Effects of Jianpibuxue Decoction on 5-HT, SP and receptors in Lewis lung cancer Mice Tread with chemotherapy
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Abstract:Objective: To observe the effects of Jianpibuxue Decoction on 5-HT, SP and receptors in Lewis lung cancer Mice treated with chemotherapy, thereby reflecting the improved effects of Jianpibuxue Decoction on nausea and vomiting after chemotherapy. Methods: After fed for seven days, the C57BL/6 mice were inoculated in armpit with Lewis lung cancer cells, and then randomly divided into lung cancer group, model group, high, medium and low doses of Jianpibuxue Decoction groups. Model group and Jianpibuxue Decoction groups were injected cisplatin by tail vein; lung cancer group and model group were given saline; the Chinese medicine treated groups were given high, medium and low doses of Jianpibuxue Decoction, respectively, for consecutively for 14 days. After the last treatment, all the mice were starved for 24 hours and sacrificed, and then the blood samples and brains were collected. ELISA method was used to detect the concentrations of 5-HT, SP in serum, and western blot method was used to detect the concentrations of 5-HT3AR and NK1R. Results: Compared with the lung cancer group, the concentrations of 5-HT, SP in serum and the protein expression of 5-HT3AR and NK1R in the model group were increased significantly. Compared with the model group, the concentrations of 5-HT, SP in serum and the protein expression of 5-HT3AR and NK1R in the Jianpibuxue Decoction groups were decreased significantly. Conclusion: Jianpibuxue Decoction could significantly decrease the concentrations of 5-HT, SP in serum and the protein expression of 5-HT3AR and NK1R in Lewis lung cancer mice after chemotherapy, maybe thus inhibiting the factor expression of nausea and vomiting after chemotherapy, reducing nausea and vomiting.
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目前许多化疗药物对肿瘤细胞缺乏靶向性，抑制或杀死肿瘤细胞的同时累及正常细胞，从而引起严重的副作用，其中恶心呕吐是化疗后严重副作用之一，导致患者恶心呕吐，食欲下降，严重影响患者的生活质量[1, 2]。中医药可减轻化疗后恶心呕吐，改善临床症状，提高化疗患者的生活质量[1, 3-5]。因此，本实验旨在通过研究健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)、P物质（Substance P,SP）以及5羟色胺3A受体(5-hydroxytryptamine 3A receptor,5-HT3AR)、速激肽1受体（Neurokinin1 receptor,NK1R）的影响,以期寻找健脾补血方对化疗后肺癌小鼠血清因子的调控作用及其可能机制,为临床优化选用健脾补血方治疗化疗后恶心呕吐提供一定的理论支持和客观依据。

1材料与方法
1.1 动物  C57BL/6小鼠40只，雌性，体质量18~22 g，广州中医药大学实验动物中心，动物许可证号: SCXK (粤) 2013-0034。
1.2 药品及试剂  顺铂，南京制药有限公司，批号：H20030675；健脾补血方由黄芪、党参、当归、大枣等12味组成，饮片购自广州中医药大学第一附属医院，将健脾补血方饮片加10倍的双蒸水浸泡30 min后，煮至沸后加入广藿香，再煮30 min，过滤，得滤液A；药渣加5倍双蒸水，煮沸后再煮30 min，过滤，得滤液B。将滤液A、B混合，过滤，以100 ℃水浴浓缩，制备成2.5，1.25，0.625 g·mL-1 3个浓度，分装，置于4℃冰箱保存备用。5-HT和SP酶联免疫吸附S试验(ELISA)试剂盒，美国RB公司，批号分别为：DRE30036，DRE30494。Anti-5-HT3AR receptor antibody、Anti-Neurokinin 1 receptor antibody, 艾博抗（上海贸易有限公司）,批号分别为：ab13897,ab183713。
1.3仪器  Thermo MAX Q400型恒温低温摇床，美国赛默飞公司；PerkinElmer Victor X3型多功能酶标仪，美国PerkinElmer公司。Eppendorf 5810R台式高速冷冻离心机,德国Eppendorf公司；Bio-rad Mini-PROTEAN Tetra Cell垂直电泳系统，美国Bio-Red公司；Protein Simple Fluor Chem E化学发光仪，美国Bio-Techne公司。
1.4 Lewis肺癌小鼠模型的建立及动物分组  将C57BL/6小鼠适应性饲养7 d后，右前肢腋下接种0.1 mL Lewis肺癌细胞（2×105个细胞），随机分成单纯肺癌组、模型组、健脾补血方高、中、低剂量组，每组8只。除肺癌组外，其余各组均连续3天尾静脉注射顺铂（4，3，3 mg·kg-1）[6]。
1.5 给药  尾静脉注射顺铂3天后开始给药，健脾补血方高、中、低剂量组分别给予健脾补血方25，12.5，6.25 g·kg-1，为生药量。剂量根据成人每日用量换算得出[7]，中剂量12.5 g·kg-1相当于成人临床的等效剂量。给药容积为10 mL·kg-1，连续14 d。单纯肺癌组与模型组给予等容积的生理盐水，禁食24 h后采血及脑组织检测。

1.6 指标检测  眼眶取血约0.5 mL，血液于室温放置15 min自然凝固，离心20 min(3000 r·min-1)，分离血清，-20 ℃保存备测。严格按ELISA试剂盒说明书进行操作，检测血清中5-HT和SP浓度。冰上取出脑组织后用生理盐水冲洗，滤纸吸干，称重，冰上切碎，研磨匀浆，加入2倍生理盐水，3500 rpm，4 ℃，10 min，弃上清，留沉淀加入裂解液中，冰上裂解1 h。12000 rpm，4 ℃，30 min，取上清，分装-80 ℃保存备测5-HT3AR和NK1R。多功能酶标仪进行蛋白定量，行垂直电泳，化学发光仪自动曝光，捕获化学发光样品成像，用Quantity One计算Western Blot灰度值。
1.7 统计学处理方法   实验数据以均数±标准差（(x±s）表示，采用SPSS 19.0统计软件，多组间比较用单因素方差分析方法，两两比较用LSD检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2结果
2.1 Lewis肺癌小鼠化疗后的一般状态   模型组小鼠精神状态差，活动较前明显减少，进食量下降，体瘦，皮毛干枯﹑蓬松﹑无光泽。
2.2 健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5-HT浓度的影响  尾静脉注射顺铂可显著升高血清中5-HT浓度，与肺癌组比较，模型组化疗后血清中5-HT浓度显著性升高（P＜0.01），差异具有显著统计学意义；与模型组比较，健脾补血方高、中和低剂量组均显著下降肺癌小鼠化疗后血清中5-HT浓度（P＜0.01），其差异具有显著统计学意义。见表1。
表1  健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5-HT浓度的影响（(x±s，n=8）
Table 1  Effects of the concentrations of 5-HT in serum of the Jianpibuxue Decoction in Lewis lung cancer Mice after chemotherapy

	组别
	剂量/ g·kg-1
	5-HT / ng·L-1

	肺癌组
	-
	97.24±1.92

	模型组
	-
	131.30±5.65**

	健脾补血方高剂量组
	25
	97.14±2.96##

	健脾补血方中剂量组
	12.5
	102.42±2.93##

	健脾补血方低剂量组
	6.25
	100.28±2.50##


注：与肺癌组比较，**P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01。
2.3 健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中SP浓度的影响  尾静脉注射顺铂可显著升高血清中SP浓度，与肺癌组比较，模型组化疗后血清SP浓度明显升高（P＜0.05），差异具有统计学意义；与模型组比较，高剂量健脾补血方明显下降肺癌小鼠化疗后血清SP浓度（P＜0.05），差异具有明显统计学意义。低剂量组中血清SP浓度显著升高（P＜0.01），差异具有显著统计学意义；与中、低剂量比较（P＜0.05 或P＜0.01），高剂量组显著下降血清SP浓度，其差异具有统计学意义。见表2。
表2  健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后血清中SP浓度的影响（(x±s，n=8）
Table 2  Effects of the concentrations of SP in serum of the Jianpibuxue Decoction in Lewis lung cancer Mice after chemotherapy
	组别
	剂量/ g·kg-1
	SP/ ng·L-1

	肺癌组
	-
	162.35±1.61

	模型组
	-
	169.22±1.15*

	健脾补血方高剂量组
	25
	   90.28±23.26#&^^

	健脾补血方中剂量组
	12.5
	163.87±8.42

	健脾补血方低剂量组
	6.25
	  247.63±3.09##


注：与肺癌组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与中剂量组比较，&P＜0.05；与低剂量组比较，^^P＜0.01。
2.4 健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后脑组织中5-HT3AR蛋白表达的影响  尾静脉注射顺铂可显著升高脑组织中5-HT3AR蛋白表达，与肺癌组比较，模型组化疗后脑组织中5-HT3AR蛋白表达量明显升高（P＜0.05），差异具有统计学意义；与模型组比较，健脾补血方高剂量组的脑组织5-HT3AR蛋白表达量明显下降（P＜0.05），其差异具有统计学意义，其中健脾补血方中、低剂量组无明显差异。见表3。
表3  健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后脑组织中5-HT3AR蛋白表达的影响（(x±s，n=8）
Table 3  Effects of the relative expression of 5-HT3AR of the Jianpibuxue Decoction in Lewis lung cancer Mice after chemotherapy
	组别
	剂量/ g·kg-1
	5-HT3AR / Calnexin%

	肺癌组
	-
	120±3.51

	模型组
	-
	   131.70±4.43*

	健脾补血方高剂量组
	25
	  84.09±3.69#

	健脾补血方中剂量组
	12.5
	   126.05±11.23

	健脾补血方低剂量组
	6.25
	  136.32±1.05


注：与肺癌组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。
2.5健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后脑组织中NK1R蛋白表达的影响  尾静脉注射顺铂可显著升高脑组织中NK1R蛋白表达，与空白组比较，模型组化疗后脑组织中NK1R蛋白表达量显著性升高（P＜0.01），差异具有显著统计学意义；与模型组比较，高、中、低剂量健脾补血方的脑组织中NK1R蛋白表达量均显著下降（P＜0.01），其差异具有显著统计学意义；与中、低剂量组比较，高剂量健脾补血方能显著下降脑组织中NK1R蛋白表达量（P＜0.01），其差异具有显著统计学意义。见表4。
表4  健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后脑组织中NK1R蛋白表达的影响（(x±s，n=8）
Table 4  Effects of the relative expression of NK1R of the Jianpibuxue Decoction in Lewis lung cancer Mice after chemotherapy

	组别
	剂量/ g·kg-1
	NK1R/ Calnexin%

	肺癌组
	-
	110±0.58

	模型组
	-
	139.51±1.69##

	健脾补血方高剂量组
	25
	83.29±1.17**&&

	健脾补血方中剂量组
	12.5
	95.31±0.56**

	健脾补血方低剂量组
	6.25
	93.71±1.35**


注：与肺癌组比较，##P＜0.01；与模型组比较，**P＜0.05；与中、低剂量组比较，&&P＜0.05。
图1  健脾补血方对Lewis肺癌小鼠化疗后脑组织中5-HT3AR和NK1R蛋白表达的影响
Figure 1  Effects of the relative expression of 5-HT3AR and NK1R of the Jianpibuxue Decoction in Lewis lung cancer Mice after chemotherapy
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1:肺癌组；2：模型组；3：健脾补血方高剂量组；4：健脾补血方中剂量组；5：健脾补血方低剂量组；
3讨论
本研究结果显示，顺铂能显著升高血清中5-HT浓度，健脾补血方能下调肺癌小鼠化疗后血清中5-HT浓度，健脾补血方各剂量组均效果显著。说明健脾补血方能够降低肺癌小鼠化疗后血清中5-HT因子浓度，降低呕吐始动因子表达，从而减少体内5-HT含量，阻断呕吐神经反射。研究发现，旋覆代赭汤在注射DDP后的不同时间段中，血中及胃及十二指肠组织中5-HT的含量变化[8]。结果发现注射顺铂后，血、胃及十二指肠组织中5-HT的含量均升高，但中药组中血及胃肠组织中5-HT含量显著减少，从而认为旋覆代赭汤加味防治DDP引起的呕吐机制之一，是通过抑制胃肠道粘膜嗜铬细胞5-HT分泌及释放实现的。神经递质经顺铂的刺激显著升高，与神经递质相结合的神经递质受体经顺铂的刺激也引起相应升高。顺铂能明显升高脑组织中5-HT3AR蛋白表达量，健脾补血方高剂量组能明显下调脑组织中5-HT3AR蛋白表达。目前临床研究较多的主要是5-HT3A受体拮抗剂，如帕洛若司琼、昂丹司琼、托烷司琼等[9]。由此说明健脾补血方能够降低肺癌小鼠化疗后脑组织中5-HT3AR蛋白表达量，抑制脑组织中5-HT3AR呕吐受体的表达，其中以健脾补血方高剂量组的效果明显。
除5-HT和5-HT3A外，SP也是中枢神经系统最重要的神经递质之一[10]。近年来国内外研究较多的是神经激肽1受体，是目前临床研究的热点之一。神经激肽(neurokinin，NK)，也称速激肽(tachy-kinins)，包含P物质(substanceP，SP)、神经激肽A和神经激肽B[11]。其中神经激肽受体可分为3种:神经激肽1受体(NK1R)、神经激肽2受体(NK2R)和神经激肽3受体(NK3R)。其中NK1R分布最广，也最为重要，只有少数细胞表达NK2R和NK3R。由于NK1R与SP的选择性最高，结合能力最强，因此也被称为SP受体[11]。顺铂化疗药物能明显升高肺癌小鼠化疗后血清中SP浓度，健脾补血方高剂量组能下调肺癌小鼠化疗后血清中SP浓度，说明健脾补血方能够降低化疗后血清中SP浓度，降低呕吐因子表达，其中以高剂量效果显著。同时顺铂能显著升高肺癌小鼠脑组织中NK1R蛋白表达量，健脾补血方高剂量组能下调肺癌小鼠脑组织中NK1R蛋白表达。说明健脾补血方能够降低化疗后脑组织中NK1R蛋白表达量，抑制NK1R呕吐受体的表达，以健脾补血方高剂量组效果显著。
综合上述，健脾补血方能下调Lewis肺癌小鼠化疗后血清中5-HT和SP的浓度，同时下调脑组织中5-HT3AR和NK1R的蛋白表达，减少化疗后恶心呕吐的神经因子及递质表达，进一步提示健脾补血方能抑制化疗后恶心呕吐的发生，减少化疗后的不良反应，对机体具有一定的保护作用。健脾补血方的疗效机制可能与其下调化疗后血清中5-HT和SP的浓度，以及下调脑组织中5-HT3AR和NK1R的蛋白表达，减少神经递质与其受体结合[12]，阻断神经信号传导通路有关。
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