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Genistein对人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤生长的影响
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　　提　要:目的　观察 PTK 抑制剂 Genistein 对人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤生长的影响。方法　对 30 例裸鼠建立人卵巢

癌皮下移植瘤模型 ,共分为 5 组:对照组(含 0.04%DMSO的生理盐水)0.2 mg kg , Genistein 治疗组 0.4 mg kg Genistein治疗

组(皮下注射), Cisplatin(4 mg kg , 静脉推注)治疗组 , Genistein与 Cisplatin联合治疗组。观察不同药物治疗后第7 、14、21、28 d

各组裸鼠皮下移植瘤生长情况及裸鼠体重的变化 , 并进行病理组织学检查。结果　0.4 mg kg Genistein 皮下注射 , 对

SKOV3 裸鼠移植瘤的生长有明显抑制作用 , 与对照组相比 ,瘤体重量降低 , 肿瘤体积减小 ,坏死面积显著增加 , 但对裸鼠体

重无明显影响。应用 0.4 mg kg Genistein与 4 mg kg Cisplatin(静脉推注)联合处理 SKOV3 裸鼠移植瘤有增强抑制作用。 结

论　Genistein 具有抑制人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤生长的作用;Genistein 与化疗药物联合应用可增强抑瘤作用。
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ously in nude mice
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of genistein used alone and in combination with cisplatin on the

treatment of human ovarian carcinoma transplanted subcutaneously in nude mice.Methods　Nude mouse model of

human ovarian carcinoma transplanted subcutaneously was established.A total of 30mice were divided into 5 groups:

control group(0.04% saline), genistein group(subcutaneous injection of genistein at 0.2 mg kg and 0.4 mg kg),

cisplatin group(intravenous injection of cisplatin at 4 mg kg), and genistein plus cisplatin group.The growth of the

subcutaneously transplanted tumor and changes of mouse body weight in each group after treatment using different

medication regimens were observed at 7 , 14 , 21 , and 28 d.Histopathological examination was also conducted.Re-

sults　Genistein(0.4 mg kg)had significantly inhibitory effect on the transplanted xenograft growth in vivo.Tumor

volume , tumor weight , and T C ratio (mean volume of treated group mean volume of control group)decreased.Sig-

nificantly enlarged necrotic areas were found in genistein-treated group.The weight loss of nude mice after treatment

with genistein was not significantly different from in the control group.Conclusion　Genistein has the inhibitory ef-

fect on the growth of human ovarian carcinoma transplanted subcutaneously in nude mice.Genistein(0.4 mg kg)in

combination with cisplatin(4 mg kg)has a synergistic effect on xenograft of human ovarian cancer cell line SKOV 3 in

nude mice.The results provide the evidence for the potential usefulness of genistein for the prevention and treatment

of human ovarian carcinoma.

　　Key words:genistein;ovarian tumor;neoplasm transplantation

　　Genistein 是从大豆中提取的一种黄酮类有效成

分。近年来国内外研究表明它可抑制乳腺癌 、前列腺

　　作者简介:李　昱(1973-),女 ,重庆市合川市人 ,博士 ,讲师 ,主要从事肿瘤

病理方面的研究 , 发表论文 9篇。电话:(023)68485789 , E-mail:

liyu100@126.com

　　收稿日期:2003-12-17;修回日期:2004-02-26

癌 、肺癌 、大肠癌 、白血病 、淋巴瘤 、黑色素瘤等多种肿

瘤的生长
[ 1 , 2]
,其主要防癌机制为调节雌激素受体 、增

加抗氧化酶的活性 、抑制细胞代谢关键酶活性及抑制

血管生成作用
[ 3]
,目前成为一种很有潜力的抗肿瘤药

物。我们的研究表明 , Genistein 可抑制人卵巢癌细胞

系SKOV3 的体外增殖
[ 4]
。对于体内实验的研究尚少
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见报道。本实验通过建立人卵巢浆液性乳头状囊腺癌

细胞系SKOV3裸鼠皮下移植瘤模型 ,观察 PTK抑制剂

Genistein对人卵巢癌裸鼠皮下移植瘤生长的影响 ,为

其应用于卵巢癌的临床治疗提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　细胞系
　　人卵巢浆液性乳头状囊腺癌细胞系 SKOV3购自中科院上

海细胞生物学研究所 , 由病理生理学教研室汤为学教授惠赠 ,

用 RPMI1640(含10%小牛血清)培养基于 37 ℃、5%CO2 条件下

培养。

1.2　化学试剂
　　Genistein(购于美国 Sigma公司)用 DMSO配成储备液 ,置于

-20 ℃保存。实验时用 RPMI1640 培养基稀释 , 使 DMSO 终浓

度为 0.04%。浓度为0.2 mg kg 和0.4 mg kg ,顺铂(山东齐鲁制

药厂产品)。

1.3　动物
　　BALB c nu nu 无胸腺裸小鼠 4～ 6周龄 30 只 ,雌性 ,体质量

17.5～ 22.5 g ,购自四川抗生素研究所(动物合格证号:川动管

90 号), 本校实验动物中心饲养。

1.4　裸鼠卵巢癌SKOV3细胞的制备

　　取对数生长期的 SKOV3 细胞用胰酶消化后配成 1.5×107

个 ml单细胞悬液 , 在无菌条件下于裸鼠背侧近后肢处皮下接

种 0.2 ml 只(相当于 3.0×106 个细胞),接种后 5 ～ 6 d 见肿瘤

生长。

1.5　体内裸鼠移植瘤实验
　　肿瘤细胞植入皮下后第 7 天 ,用随机数字表法将裸鼠分为

5 组 ,每组 6 只:①对照组(含 0.04%DMSO 的生理盐水);②

Genistein 治疗组(含 0.2 mg kg和 0.4 mg kg 两种浓度);③Cispla-

tin(4 mg kg)治疗组;④顺铂 Genistein 与 Cisplatin 联合治疗组。

接种后第 7 天 Genistein 组开始分别按 0.2 和 0.4 mg kg 皮下注

射 ,每天 1 次 ,共 3周;Cisplatin 治疗组于接种后第 2 周按 4 mg 

kg 静脉注射 ,每 7 d注射 1 次 , 共 3 次;联合治疗组用药方法同

单用组;对照组皮下注射相当体积同 pH 值的含 0.04%DMSO

的生理盐水 ,每天注射 1 次。

1.6　肿瘤生长检测
　　分别于治疗后第 7、14、21、28 天测其体质量及肿瘤大小。

停药次日终止观察 ,处死裸鼠 , 剥瘤块称瘤重 , 量瘤体积。用游

标卡尺测量瘤体最长径(a)与最短径(b), 肿瘤的体积为 V

(mm3)=лab2 6。

1.7　病理组织学检查
　　处死裸鼠后 ,取部分瘤组织用 10%甲醛固定 ,常规脱水 、石

蜡包埋 ,HE 染色后在光镜下进行组织学观察。

1.8　统计学处理
　　所有计量数据均以  x±s表示 , 采用统计软件包 SPSS10.0

进行分析多样本均数间比较采用方差分析。

2　结果

2.1　Genistein对 SKOV3 裸鼠移植瘤生长情况的影响
2.1.1　各组 SKOV3 裸鼠移植瘤体积的变化　　在不同药物治

疗后第 7、14 、21、28 天测量肿瘤长 、短径 ,计算体积 , 各组体积随

时间变化如表 1、图1 所示。由图 1、表1 可见 ,各治疗组肿瘤体

积较对照组明显缩小(P<0.01), 0.4 mg kg Genistein 治疗组移

植瘤体积比0.2 mg kg组小(P<0.05), 而 0.4 mg kg Genistein 治

疗组与 Cisplatin治疗组相比 ,移植瘤体积大小的差异无统计学

意义(P>0.05)。

表 1　不同用药组对 SKOV3 移植瘤体积的影响( x±s , mm3)

Tab 1　Effects of different medication regimens on the volume of

SKOV3 xenograft( x±s , mm3)

Xenogeraft volume
Group

7 d 14 d 21 d 28 d

　　Control 96.7±13.4 143.5±20.1 224.8±41.6 312.5±58.9

0.2 mg kg Genistein 80.2±10.1＊ 121.4±18.6＊ 173.5±37.4＊ 252.4±53.2＊

0.4 mg kg Genistein 69.5±8.7＊Δ 82.6±16.5＊Δ 120.6±30.4＊Δ 204.1±47.1＊Δ

Cisplatin 66.9±9.1＊ 78.4±15.7＊ 121.9±31.6＊ 196.1±45.2＊

Genistein and Cisplatin 43.6±6.5＊ 58.8±10.4＊ 92.6±12.8＊ 118.5±21.6＊

＊:P<0.01, vs control;Δ:P<0.05 , vs 0.2 mg kg Genistein

图 1　不同用药组对裸鼠移植瘤体积的影响:对照组瘤体积较大;

Genistein治疗组瘤体积较小;Genistein与 Cisplatin联合治疗

组瘤体积更小

Fig 1　Effects of different medication regimens on the volume of xe-

nograft of nude mice:volume of the xenograft is big in the

control group , small in genistein-treated group , and the small-

est in genistein plus cisplatin-treated group

2.1.2　各组 SKOV3 裸鼠移植瘤 T C 比值的变化　　不同药物

治疗组的肿瘤T C 比值体积结果表明:给药组 T C 比值明显降

低 ,治疗 28 d 后 0.2 mg kg Genistein 治疗组 T C比值为 0.39 , 0.4

mg kg Genistein 治疗组为 0.36 , Cisplatin 治疗组为 0.34 , 联合治

疗组为 0.27。

2.1.3　各组 SKOV3 裸鼠移植瘤瘤重的变化　　活杀取材后称

取瘤重 ,结果显示:0.4 mg kg Genistein 治疗组为(2.42±0.18)g ,

Cisplatin 治疗组为(2.36±0.22)g , 联合治疗组为(1.54±0.13)g ,

而对照组为(4.73±0.35)g。各治疗组与对照组相比有显著性
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差异(P<0.01)。

2.1.4　各组 SKOV3 裸鼠体质量的变化　　各实验组裸鼠体重

的结果:处死前对照组体质量为(21.5 ±1.2)g , 0.2 mg kg

Genistein 治疗组为(20.7±1.4)g , 0.4 mg kg Genistein 治疗组为

(19.9±1.5)g , Cisplatin 治疗组为(20.1±1.4)g , 联合治疗组为

(19.1±1.1)g。各治疗组裸鼠体重与对照组相比无显著性差异

(P>0.05),且未观察到药物相关毒副作用 ,如活动迟缓 、腹泻 、

厌食 、脱毛等症状。

2.2　Genistein对 SKOV3 裸鼠移植瘤组织形态学观察

　　生理盐水对照组:镜下主要表现为低分化癌的特点:肿瘤呈

实性团块状 ,乳头结构消失 ,癌细胞密集 , 呈成片状分布 , 细胞有

明显异型性 , 核大深染 , 染色质呈团块状 , 有明显核仁 , 胞浆丰

富, 可见较多核分裂像与微血管形成 ,间质极少。瘤细胞呈浸润

生长 , 可见坏死灶 ,坏死面积占肿瘤面积的 0%～ 4%(图 2)。

　　Genistein治疗组:细胞排列较稀疏 ,可见大片红染无结构的坏

死区 ,其面积较对照组明显增大 , 约为 20%～ 40%, 瘤细胞核深

染、固缩(图3)。Cisplatin治疗组的瘤细胞改变基本同Genistein

组。Cisplatin 与 Genistein 联合治疗组的瘤细胞改变基本同

Genistein 组 ,但坏死面积更大 , 约为 40%～ 50%(图 4)。

Tumor appears like solid gobbets;papil lary structure is not apparent

图 2　对照组 SKOV3 移植瘤组织　(HE ×100)

Fig 2　SKOV3 xenograft tissue in the control group　(HE ×100)

A:A large area of necrosis　(HE ×100);B:Hyperchromatic nuclei , pyknosis and karyorrhexis　(HE ×400)

图 3　Genistein治疗组 SKOV3 移植瘤组织

Fig 3　SKOV3 xenograft tissue in genistein-treated group

A large area of necrosis

图 4　Genistein and Cisplatin 联合治疗组 SKOV3 移植瘤组织

　(HE×100)

Fig 4　SKOV3 xenograft tissue in genistein plus cisplatin-treated

group　(HE×100)

3　讨论

3.1　Genistein对人 SKOV3 细胞体内裸鼠移植瘤生长

的影响

　　Genistein 在体内抑制肿瘤生长的作用有较多研

究
[ 5]
。每天给大鼠喂饲Genistein(0.075 ～ 0.15 g kg)可

显著降低致癌剂氧化偶氮甲烷(Azo oxidized methyl

hydride , AOM)诱发的结肠肿瘤。大鼠出生后分别皮

下注射Genistein和 DMSO ,然后再用 7 ,12-二甲基苯并

蒽(dimethyl benzo anthracene , DMBA)诱发乳腺癌 ,结果

DMSO组 100%诱发出肿瘤 ,Genistein 组肿瘤发生率为

88%;DMSO 组平均每只大鼠的肿瘤数为 6.35 个 ,而

Genistein组肿瘤数为 3.67 个 ,两组有显著性差异。注

射Genistein 实验也发现类似结果。如给 F-344 大鼠

AOM的前 1周开始喂饲 Genistein ,5 周后结肠隐窝的
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癌前病变数比对照组明显减少 。邵志敏等
[ 6]
发现 ,雌

性裸鼠给予不同剂量(0.1 、0.2 、0.5 mg kg)Genistein皮

下注射2 周后 ,可明显抑制MDA-MB-231 和 MCF-7乳

腺癌细胞移植瘤的生长 ,其抑制作用具有剂量依赖性。

本研究结果亦显示 0.2 mg kg 和 0.4 mg kg Genistein对

SKOV3裸鼠移植瘤的生长有明显抑制作用 ,与对照组

相比瘤重降低 ,肿瘤体积减小 ,坏死面积显著增加 ,但

对裸鼠体重改变并不明显 ,亦未见 Genistein 导致明显

的副作用。结合 Genistein 对 SKOV3 细胞的体外抑制

作用研究 ,我们认为其抑制作用是肯定的 ,且具有相对

安全低毒的特点 。

3.2　Genistein 联合 Cisplatin 对 SKOV3 体内移植瘤的

影响

　　Cisplatin作为一种强有力的抗瘤剂 , 是临床常用

的化疗药物 ,在妇科恶性肿瘤的联合化疗方案中也是

必用药物之一。Genistein作为一种PTK特异性抑制剂

和植物雌激素 ,在肿瘤发生发展阶段的抗肿瘤作用也

有广泛报道。近年来有学者将 Genistein与传统细胞毒

药物如 Cisplatin 、阿霉素 、环磷酰胺等联合应用于人癌

细胞或其移植瘤 ,结果产生了较单独用药更为强烈的

抗肿瘤作用
[ 7]
。Khoshyomn等

[ 8]
研究 Genistein与 Cispl-

atin联合应用对人髓母细胞瘤细胞的协同效应时 ,发

现Genistein可显著增强 Cisplatin抑制瘤细胞生长 。

　　Lei等
[ 9]
发现 PTK抑制剂 Genistein与传统化疗药

物Cisplatin 或阿霉素联合应用 , 可对表皮生长因子

(Epidermal growth factor receptor , EGFR)高表达的非小

细胞肺癌细胞系 NCI-H596产生有效的治疗作用 。

　　将Genistein与 Cisplatin联合应用于人卵巢浆液性

乳头状囊腺癌细胞系 SKOV3 移植瘤 ,目前尚少见报

道。本研究采用 4 mg kg 体重静脉注射 Cisplatin联合

0.4 mg kg体重皮下注射Genistein对 SKOV3 细胞移植

瘤的生长具有增强抑制作用 , 提示 PTK 抑制剂

Genistein联合常规化疗药物可以增强对SKOV3 体内增

殖的抑制作用。关于 Genistein与 Cisplatin联合应用产

生协同抑制的机制已有一些研究 。Cisplatin 是通过激

活免疫系统单核-巨噬细胞及其它细胞来刺激免疫反

应。Shishodia等
[ 10]
发现在 Cisplatin 治疗过程中 ,小鼠

巨噬细胞的一系列细胞内蛋白发生了快速的酪氨酸磷

酸化 ,而这种初始磷酸化是介导细胞反应的主要细胞

内信号事件 。Cisplatin治疗过程中可致使 Ras(一种低

分子量的GTP 结合蛋白)和ERK-1(一种MAP 激酶)的

表达呈剂量依赖性增加 ,而后者又是酪氨酸磷酸化依

赖性的。Genistein 作为 PTK 抑制剂 ,可抑制 Cisplatin

导致的 Ras和 ERK-1的表达 ,这可能为机制之一。此

外 ,Marverti等
[ 11]
研究发现Genistein可明显抑制由 EG-

FR激酶引起的蛋白酪氨酸的磷酸化 ,通过调节胞膜被

动渗透性来促进 Cisplatin 在胞内的积聚 ,从而达到与

Cisplatin的协同抑制作用。研究表明 ,从大豆中提取

的黄酮类物质 Genistein是临床很有前途的与 Cisplatin

配伍联合治疗肿瘤的优选抗瘤剂。
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