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钙和维生素 D 对高脂饮食诱发的小鼠乳腺上皮增生的影响

薛乐勋 袁保梅 王建民 许培人 王建人

摘要 本研究 目的是观察饮食中添加钙和 维生 素 D 对高脂饮食诱发 的 小 鼠乳腺上

皮细胞增生 的影响
。

将四周龄小 鼠随机分成三组
,

分别给予对照 A IN
一

76 A 饲料
,

高脂低钙

低 维生素 D 饲料 (试验饲料 I )和高脂加钙加维生 素 D 饲料 (试验饲料 l )
。

饲养九周后终

止试验
,

小 鼠植入渗透泵灌注澳脱氧尿苍 ( Br d u) 72 小时
。

结果显示试验饲料 I 组的 小鼠

乳腺终末小导管上皮细胞 Br du 标记指数与对照饲料组比较明显升 高 (尸 < 0
.

05 )
。

而试验

饲料 l 组的 B dr U 标记指数与对照组相似 (尸> 0
.

0 5 )
。

本 实验研究发现进一步证 明
,

高脂

饮食能诱发 小鼠乳腺小导管上皮细胞的增 生
,

同 时也提示饮食中添加钙和维生素 D 有助

于预 防高脂饮食 的这种不 良作用
。

关键词 乳腺
; 上皮细胞增生 ;钙 ; 维生 素 D

乳腺癌是 女性 中最 常见的 恶性肿 瘤之 一
,

对 妇女

的健康构成 了严重威 胁
。

流行病学 及许多实 验研究发

现
,

一些常见的恶 性肿瘤如乳 腺癌
、

结 肠癌等与饮食 中

的脂肪含 量密切相关
。

当食 物 中的脂 肪 占每 天总热量

的 3。 %一 4。%时
,

乳腺癌 的发 生率 明显升高
。

:l]
。

我们

以前 的实验结果 显示
,

在未用任何致癌剂 的情况下
,

单

纯 喂饲 高脂饮食 即能 导 致小 鼠乳腺 导 管上 皮 细胞 增

生比
3〕 。

业 已 证 明
,

饮食 中补充钙和维生 素 D 能明显抑

制与高脂饮食相 关的结肠 上皮细 胞增生 仁` 一 6」为 了寻找

安全
、

有效
、

易于 推广预 防乳 腺癌 的方 法
,

我们 进行 了

钙和维生素 D 预 防高脂饮食诱发 小 鼠乳腺癌 上皮细胞

增生的实验研究
,

现将初步结果报告 如下
。

, 材料与方法

1
.

1 饲料 对 照饲料按美 国 营养研究所 研制的 鼠类

饲 料 A I N
一

76 A 配方 配 制 7j[
,

每克饲 料中含 脂 肪 (玉 米

油 ) s o m g
,

钙 5
·

o m g
,

维生素 D 3 1
·

o I U
;
高脂低钙低 维生

素 D 饲料 (试验 饲 料 I )
,

每 克饲 料 含 脂 肪 ( 玉 米 油 )

z o o m g
,

钙 0
.

sm g
,

维 生素 D
3
o

.

S I U ;
高脂加钙及维 生素

D 饲料 (试验 饲料 I )
,

每克 饲料 中含脂 肪 ( 玉 米 油 )

Zo o m g
,

钙 7
.

o m g
,

维生素 D 3 2
.

3 I U
。

1
.

2 动物及 处理 三周龄 雌性 C 57 B L /6J 小 鼠
,

饲 养

在塑 料盒 内
,

每 盒 5 只
。

动物室
,

室 温 23 C
,

相 对湿 度

50 %
,

明暗各 12 小 时
。

经一周检疫后 随机分成三组
:

对

照饲料组
,

试验饲料 工及实验饲 料 1 组
,

分别 喂饲对 照

饲料 及实验饲料
。

试验周期为九周
,

实验结束 时
,

所有

动物接 受 B dr U 灌 注
,

剂 量 1
.

4 4 m g /鼠
,

灌 注 72 小 时

后
,

断颈 处死动物
,

取乳 腺固定在 95 % 的 乙醇 中
,

24 小

时后将标本移人 95 % 乙 醇 中固定
。

组织 经石蜡包 埋
,

切

片用 H E 及 免疫组 化染 色
,

分别供病理组 织 学检查 和

B
r dU 标记指数测定

。

1
.

3 小 鼠乳腺 形态学 小 鼠乳 腺导 管在显 微镜 下大

体分大
、

中
、

小 三种类 型 的导 管
,

详 细描 述见从 前 的报

导 [ 3]
。

1
.

4 免 疫组 化 切 片在 58 U 加热 大约 4 0 分 钟
,

继 之

于 二 甲苯 中脱 蜡
,

过梯度乙 醇溶液
。

为使 双股 D N A 变

性
,

需要在室温 下浸人 ZN 的盐 酸溶液 中 90 分钟
,

而后

与 1 0 % 正常马血清一 起孵育 60 分钟
,

以便除去非特异

性结合
。

然后切 片与 1
:

1 0 0 0抗 B dr U 单克隆抗体 ( B ce
-

ot n 一

iD ck in s o n ,

美 国 )在室温下 作用 1 小时
,

再置 4 C 冰

箱中过夜
。

次 日切 片与 1 % 生物素马抗小 鼠 I g G 和 A
-

vi id n 生物素过氧化物 酶复合物 ( A B C 试剂 盒
,

美 国 )分

别 在室温 下各孵育一 小时
,

最后 切 片用 0
.

03 %二 氨基

联苯胺 染 色
,

苏 木 素 复 染
。

在 上 述 每 次孵 育 前
,

需 用

P B S ( 7
.

4 )冲洗三次
。

B
r
d U 阳性细胞表现为细胞核呈棕 褐色

。

用显微镜

在 4 0 0 x 下计数 2 0 0 个视 野 /鼠
。

内容包括各类导管的

数 目
,

不 同导管 上 皮细 胞总 数 以 及 B dr U 阳性 细胞 总

数
。

上皮细胞增生 率以 标记指数表示
:

B r
d U 标记指数 ~

标记细胞数

细胞总 数

作者单位
: 4 3 0 0 5 2 郑州

,

河南 医科大学 医 学实验 中心 (薛乐

勋
、

袁保梅
、

王建 民
、

许培荣 ) ;河南中医 学院生理教研室 (王建 人)

1
.

5 统计学分析 对 动物 体重和 乳腺 导管 上皮 细胞

B dr U 标记指数 的组间 比较
,

采 用 t 检验进 行显著 性检

测
。
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2 结果 计学上无显著性 (尸> 。
.

0 5 )
。

乙 1 体重 实验 开始时
,

不 同饲 料组 间平 均体重 相近 2
.

2
.

2 中导管 与大 导管一样
,

各组 间的小 鼠平均导

(尸> 0
.

0 5 )
。

各组动物在九周实验期 间
,

均未 出现死亡
。

管数及上皮细胞的 B dr U 标记指数相似 (尸 > 0
.

0 5 )
。

实验结束时
,

两个高脂饲料组 的动物体重分别为 2 0
.

士 2
.

2
.

3 小导管 九周 喂饲实验后
,

每只 小 鼠平均小 导

1
.

2
、

2 0
.

3士 。
.

8 (牙士 、 )
,

对照组 动物 体重为 18
.

8士 。
.

7
。

管数
,

两个试 验饲料组 与对照组 间的差 异无 显著性 (尸

高脂 饲料组 动物 体重 增加 较对 照组 多
,

但 组 间差异 在 > 0
.

0 5 )
。

然而
,

高脂低钙低维生素 D 饲料组 的 B dr U 标

统计学上无显著性 (尸> 0
.

0 5 )
,

提示 三组饲料组动物的 记指数远较对照组或高脂加钙加维生 素 D 饲料组的 为

热量摄人相似
。

高 (尸 < 0
.

0 5)
,

但对照饲料组与高脂加钙加维生素 D 饲

2
.

2 导管 增殖 及免疫 组化研究 附表概 括 了两种 试 料组间的 B dr U 标记指数相似 (尸 > 0
.

0 5 )
。

验 饲料对 乳腺 导管 增殖 (导 管数 / 鼠 )及导 管上 皮细 胞 上述 发现表 明
,

给 小 鼠喂饲高脂低钙低 维生 素 D

增生率的影响
。

饲料 能诱发 乳腺小 导管上皮 细胞过度增生
,

而通 过给

2
.

2
.

1 大导 管 实 验结束 时
,

三个 饲料组 动物的平 均 高脂饲料添加钙和维生素 D 则能预防高脂饮食诱发的

大导管数及 导管上 皮细胞 B dr U 标记 指数 的差 异在 统 乳腺小导管上皮 细胞 的过度增生
。

表 1 小 鼠乳腺导管数和导管上皮细胞 B dr U 标记指数

大导管 中导管 小导管

对
8 1 1 对 1 1 对 I 皿

动物数 (只 ) 7 6 7 7 6 7 7 6 7

导管数 /鼠 b 1 2
.

4 l o
.

8 1 2
.

1 9 8
.

0 7 7
.

3 7 7
.

1 4
.

4 5
.

2 3
.

9

( 2
.

5 )
c

( 1
.

4 ) ( 2
.

3 ) ( 1 1
.

3 ) ( 10 9 ) ( 6
.

8 ) ( 0
.

9 ) ( 1
.

6 ) ( 1
.

0 )

B r d U 标 0
.

0 1 7 5 0
.

0 3 1 4 7 0
.

0 2 5 6 8 0
.

0 1 7 9 6 0
.

0 2 9 6 9 0
.

0 1 0 2 3 0
.

0 1 2 2 6 0
.

0 3 95 9d 0
.

0 1 19

记指数 ( 0
.

0 0 6 ) ( 0
.

0 2 4 4 ) ( 0
.

0 1 2 9 ) ( 0
.

0 1 5 2 ) ( 0
.

0 1 37 ) ( 0
.

0 0 4 ) ( 0
.

0 04 5 ) ( 0
.

0 1 0 9 ) ( 0
.

0 0 6 6 )

注
: a

.

对 I
、

皿分别代表对照饲料
、

试验饲料 I 和 I 组 由
.

表示每只鼠所检查 的 2 0 0 个视野 内的导管数 辉
.

括号 内数字为标准

误 ; d
.

与对照组和试验饲料 I 组比较
,

差异显 著 (尸 < 0
.

0 5)

3 讨论

乳 腺终 末小 导管 是乳腺癌 的好 发部位
,

大多数人

的乳腺癌 发生在小导管上皮 s[, 9〕
。

本实验研究 中喂饲高

脂低钙低 维生 素 D 饲料 小 鼠的 小导 管乳 腺 上皮 细胞

B dr U 标记指数明显升高
,

这与文献报道一致 s[,
` 。〕

。

人类

孚L腺癌病 因学非 常复杂
,

涉及 到多种 环境和遗 传因素
。

流行病学研究发现饮食脂肪与乳腺 癌发病率增高密切

相关 口 ’ ,

` 2」
。

实 验研究也同样证实摄 人 的脂 肪酸量和类

型能明显影响化学诱发 的乳腺癌仁, 3
,

’ ` 〕
。

当给动物 喂饲

高脂饮食 时
,

乳腺肿瘤 的诱发 率 明显 上升
,

而且潜伏期

缩短
。

此外
,

富含 O m eg
a 一

6 (n
一

6) 多不饱和脂肪 酸的玉米

油比富含 饱和脂肪 酸的牛油促 癌作用更强 1[’ 〕
。

癌化学

预防的定义是采用 一种或多 种制剂 逆转或 抑制癌前 向

癌变过程 的进展
。

业 已 证明
,

钙 和维 生素 D 能有效地抑

制高脂饮食诱发的结肠上皮细 胞的增生 仁`一 6〕 ,

故本 实验

研究的 目的是观察钙 和维生素 D 对高脂 饮食诱发 的乳

腺上皮细 胞增生是否有效
。

结果显示食 用含有 20 % 玉

米油的高脂低钙低维生 素 D 饲料 的小 鼠乳 腺小导管 上

皮细胞 的 B dr U 标记 指数 显著 高于 食 用仅 含有 5 % 玉

米油的对照组 小 鼠
。

然而 当增加高脂 饲料中钙和维生

素 D 含量后
,

则小导 管上皮细胞的 B dr U 标记指数与对

照饲料组 的相似
。

这些发现进一步证明
, n 一

6 多不饱 和

脂 肪酸 能导 致乳腺小导 管上皮 细胞 的过度增 生
,

而 饮

食 中添加钙和维生 素 D 则 能阻断
n 一

6 多不饱 和脂 肪酸

的这种作用
。

钙可使 增生的结肠上皮逆转为接近正常状态困
,

其

机制是 食物中钙与结肠 腔 内的胆 汁酸
、

脂肪 酸结合 形

成不溶性的钙皂 15[ 〕
。

然 而钙在某些缺乏胆 汁酸的组织

(如乳 腺
、

胰腺
、

前列腺 ) 中仍有抗 增生作用 s[,
` 右

, ` 7」 ,

因此

钙的上述作 用机制不能解 释它能 预防高脂饮食诱发 的

乳腺上皮增 生的抗增 生作用
。

我们 推测钙 在乳腺组织

中的抗增 生作用机制包 括
:

( l) 钙 能抑制 鸟氨酸脱梭酶

的活性
; ( 2) 促进 D N A 修复

,

抑 制基 因突变 ; ( 3 )增加具

有抗癌作用 的松果体激 素 M el at o
in

n
的分泌

。

维生素 D

除 了参与 肠道 钙的 吸收和 维持 骨钙代谢平衡外
,

同样

具有诱 导细胞分化 和抑制乳腺 上皮增生作用 18[
, ` 月

。

本

研究 中高脂加钙及维生 素 D 饲料 (试验饲 料 I ) 中的脂

肪含 量虽 然 与试验 饲料 工的完 全相 同
,

但喂 饲试验饲

料 I 的小 鼠则 未出现 乳腺小 导管上皮 细胞 B dr U 标记

指数显著 升高
。

这进一 步证实 了饮食 中添加钙和维生

素 D 有助于预 防高脂饮食诱发 的乳 腺小导管上皮细胞

增生
,

提示 食物 中 的钙 和维生 素 D 在干 扰与高脂 饮食

相关的乳腺癌发 生过程 中是有效的化学预防剂
。
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J
e n s e n H M

.

O n t h e o r ig in a n d p r o g r e s s i o n o f

d u e t a
l

e a r e i n o m
a i n t h e h u m

a n b r e a s t
.

J N a t l C a n e e r I n s t ,

1 9 7 3
, 5 0 :

1 1 1 1~ 1 1 1 8

9 W e lli n g s S R
,

J e n s e n H M
,

M a r e u rn R G
.

A n a t l a s o f s u b
-

g r o s s p a t h o l o g y o f t h e h u m a n b r e a s t w i t h s p e e i a
l r e f e r e n e e

t o p o s s i b le p r e e a n e e r o u s le s i o n s
.

J N a t l C a n e e r In s t , 1 97 5
,

5 5 :
2 3 1 ~ 2 7 3

1 0 Z h a n g l
,

B i r d R P
,

B r u e e

WR
.

P r o l i fe r a t i v e a e t i v i t y o f

e a l e i u m
.

1 1 C a r r o l l

C a

K K

m o r l g e n e s l s
.

3 5 3

K h o r H T
.

D i e t a r y f a t i n r e la t i o n t o t u
-

P r o g B i o e h e m P h a r m a e o l
,

1 9 7 5 , 1 0 : 3 0 8一

12 A r m s t r o n g B
,

D o l l R
.

E n v i r o n m e n t a l f a e t o r s a n d e a n e e r

i n e id e n e e a n d m o r t a l i t y i n d i f f e r e n t e o u n t r i e s ,

w i t h
s p e e i a

l

r e f e r e n e e t o d i e t a r y p r a e t i e e s
.

I n t
J 心

n e e r ,

19 7 5 , 1 5
: 6 1 7

~ 6 3 1

1 3 W e l s e h C W
,

H o u s e
J l

,

H e r r B l
, e t a

l
.

E n h a n e e m e n t o f

rn a m rn a r y e a r e in o g e n e s i s b y h ig h le v e
l

s o f d i e t a r y f a t :
A

p h e n o m e n o n d e p e n d e n t o n a d li b i t u m f e e d in g
.

J N a t l C a n
-

e e r I n s t , 1 9 9 0 ,

8 2
: 1 6 1 5一 1 6 2 0

24 H o pk l n s G J
,

C a r r o l l K K
.

R e l a t i o n s h ip b e t w e e n a rn o u n t

a n d t y p e o f d i e t a r y f a t in p r o m o t io n o f m a m m a r y e a r e i n o -

g e n e s i s i n d u e e d b y 7
,

1 2
一

d im e t h y lb e n z ( a ) a n t h r a e e n e
.

J

N a t l C a n e e r I n s t ,

19 79 ,

6 2
:

1 0 0 9~ 1 0 1 2

1 5 N e w m a r k H l
,

W a r g o v i e h S
,

B r u e e W R
.

C o l o n e a n e e r

a n d di e t a r y fa t , p h o s p h a t e s a n d e a l e i u rn
:

A h y p o t h e s i s
.

J N a t l C a n e e r I n s t ,

1 98 4 ,

7 2
:

1 3 2 3 ~ 1 3 2 5

1 6 X u e l
沙

X
,

N e w m a r k H l
,

L e u n g D
.

E p i t h e l i a l e e l l h y p e r -

p r o li f e r a t i o n in d u e e d i n t h e e x o e r i n e Pa n e r e a s o f m i
e e b y a

W
e s t e r n 一 s t y l e d i e t

.

J N a t l C a n e e r I n s t ,

1 9 9 6 ,

8 8
: 1 5 8 6一

1 5 9 0

1 7 X u e I X
,

I ip k in M
,

N
e

w m a r k H l
.

I n d u e e d h y p e r p o li f e r -

a t i o n in e p l t h e li a l e e ll s o f m o u s e p r o s t a t e b y a W e s t e r n -

s t y l e d i e t
.

C a r e i n o g e n e s i s , 1 9 9 7
,

1 8
:

9 9 5 ~ 9 9 9

1 8 C o l s t o n K W
,

B e r g e r U
,

C o m b e s R C
.

P o s s ib l e r o l e f o r v i
-

t a m in D in e o n t r o ll in g b r e a s t e a n e e r e e l l p r o l i f e r a t i o n
.

I a n e e t ,

1 9 8 9 ,

1
:

1 8 8~ 1 9 1

1 9 K o g a M
,

E i s m a n J A
,

S u t h e r la n d R l
.

R e g u la t一o n o f
e p l-

d e r m a l g r o w t h fa e t o r r e e e p t o r le v e l s b y l
, 2 5

一

d ih y d r o x y v i
-

t a m l n D 3 i n h u nr a n b r e s a t e a n e e r e e ll s
.

C a n e e r R e s
,

19 8 8
,

4 8
;

2 7 3 4 ~ 2 7 3 9

E f f e c t s o f d i e t a r y c a l e i u m a n d v i t a m i n D o n i n d u c e d e P i t h e l i a l

h y P e r P r o l i f e r a t i o n i n m o u s e m a m m a r y g l a n d b y a h i g h
一

f a t d i e t

X u e L e x u n , e t a l
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H
e n a n

对亡d i c a l U n i v e ar i yt
,

Z h e n g z h o u 4 5 0 0 5 2

T h e p r e s e n t s t u d y w a s d e s i g n e d t o i n v e s t ig a t e t h e e f f e e t s o f a d d e d d i e t a r y e a l e iu m
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m a m m a r y g l a n d o f m i e e b y a h i g h
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f a t d i e t
.

F o u r 一w e e k
一 o l d C 5 7 B L / 6 J m i e e w e r e r a n d o m

-

l y d i v i d e d i n t o t h r e e

r e d u e e d e a l e i u m a n d

g r o u p s , a n d g i v e n e o n t r o l d i e t ( A I N
一

7 6 A )
,

h i g h
一

f a t d ie t w i t h

v i t a m i n D ( E x p e r im e n t a l d i e t l ) a n d h i g h
一

f a t d i e t w i t h a d d i t i o n o f
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e a l e iu m a n dv it a m in D (E x P e r im e n t a l d ie t l )
, r e s p e e t i v e l y

.
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6 8 例骨转移瘤放疗止痛疗效分析

匡 黎

恶性 肿瘤 晚 期 常 出现骨 转移
,

由于 功 能 障碍
、

疼

痛
、

食宿不便等
,

给患者带来痛苦
。

治疗上除用药物外
,

放疗 为骨转 移瘤首选之止痛手段
。

据 文献报导
,

放疗对

骨 转 移瘤 的疼 痛缓 解 率为 70 %一 9 0 %
。

本 文 对 我科

1 9 9 4 年 2 月 ~ 1 9 9 7 年 5 月期 间收治的 6 8 例骨 转移瘤

的放疗疗效 进行 了 回顾 性分析
,

旨在进一 步探讨更有

效 的放疗 止痛方法
。

1 材料和方 法

一般资料
:

男 41 例
,

女 27 例
,

平均年龄 58
.

5 岁
,

有

X 线 或 C T 为确诊依据
,

原 发瘤均有病理证实
,

其中肺

癌 4 3 例
,

乳 腺癌 18 例
,

结肠癌 4 例
,

鼻咽癌 2 例
,

前列

腺癌 1 例
。

68 例骨转移共 85 处病灶
,

n 例为多发性骨

转移
,

余为孤立性 胃转移
。

赫 凡

放疗方法
:

均采用
““

C
o下 射线外照射

,

根据病情
,

估

计患 者生存时间
,

预后不 佳者可 用少次大分割剂量 止

痛性放疗
,

生存期较长者采 用常规分割剂量止痛放疗
。

其中 23 例采用少次大分割剂量放疗
,

即 3 0 0 C G y /次
,
3

次 /周
,

或 4 0 0一 s o o C G y
,

2 次 /周 ; 4 5 例采用 常规分割

放疗
,

即 2 0 0 C G y /次
,

5 次 /周
。

肿瘤量
:

脊椎骨 4 0 0 0 ~

4 5 o 0 C G y
,

其他处骨 5 0 0 0 ~ 6 0 0 0 C G y
。

2 疗效分析

以 放疗后 病人疼痛 的主观感 觉为治疗 评价标准
:

(1 )完全缓解
:

疼 痛完全消失
;

(2 )部分缓解
:

基本 上不

用或偶用止 痛药 ; ( 3 )轻微 缓解
:

仍需 用止痛 药缓解疼

痛 ; (4 )未缓解
:

治疗无效
。

临床观察如下
:

附表

放疗 剂量

大分割剂量组

常规分割剂量组

合 计

不同剂 . 组放疗疗效

例数 完全缓解 ( % )

14 ( 60% )

26 ( 5 7
.

7% 0

4 0 ( 5 8
.

8% )

部分缓解 ( % ) 轻微缓解 ( % ) 未缓解 ( % )

6 ( 26% )

13 ( 28
.

8% )

19 ( 27
.

9写 )

2 ( 8
.

6% )

5 ( 11
.

1% )

7门 0
.

3% )

1 ( 4
.

3写 )

1 ( 2
.

2% )

2 ( 5
.

9% )

匀é一卜éOU勺乙月ōCU

同不 剂量 组放 疗疗效
,

统计学 检验 无显 著性差 异

(尸 > 0
.

05 )
,

止痛 有效率达 8 6
.

7 %
,

两组虽 无统计 学差

异
,

但大分割 剂量 组简单易行
,

特别 对年老 体弱
,

截瘫

病人 避 免 了 因每 天放 疗 多次 搬 动 的麻 烦和 摆位 的难

度
,

对骨转移患者是一种较 为理 想的放疗方式
。

同时
,

在采 用不 同剂 量组放 疗时
,

我们分别观察 了

大分割剂量 和常规分 割剂量在 3 OG y 的缓解率 为 19 例

( 8 2
.

6 % )和 3 3 例 ( 7 3
.

3 % )
,

在 4 0 G y 时缓 解率 为 2 0 例

(8 .6 9 % ) 和 39 例 ( 86
.

6 % )
,

亦 无 统计学 上 的差 异
,

但

3 OG y 缓解期较 短
。

且不 同病理类 型骨转移 瘤的放 疗
,

止痛效果无差 别
,

与有关文献报导一致
。

1 1 例 多发 骨转移 瘤和 57 例孤立 骨转移瘤放疗 有

效率分别为 81
.

8 % 和 87
.

7写
,

无统计学差异
。

但在临床

上 转移部 位少 者放疗疗效 较多 发转移瘤效果 好 ( 即有

临床差异 )
。

放 疗对 骨转移瘤 能达 到满意 止痛 效果
,

既可缓解

疼 痛
,

又能消除 患者功能障碍
,

且经 济
,

但 总 的说来 骨

转移瘤 患者预后不佳
。
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