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ＭＣＰ对结肠癌肝转移的 ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达的影响
刘海鹰，黄志良，杨国华

（广州医学院附属肿瘤医院 腹部外科，广东 广州 ５１００９５）

　　摘要：目的　探讨 ｇａｌｅｃｔｉｎ３在小鼠结肠癌肝转移中的表达及 ＭＣＰ对其抑制的作用。方法　７５只
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为阴性对照组，阳性对照组，低浓度 ＭＣＰ组，中浓度 ＭＣＰ组，高浓度 ＭＣＰ组。阳性

对照组和各 ＭＣＰ治疗组小鼠经脾脏下极包膜注入 ＣＴ２６结肠癌细胞建立结肠癌肝转移模型。ＭＣＰ加

入饮用水中，各处理组的浓度分别为 ０ｍｇ／ｍＬ，０．０１ｍｇ／ｍＬ，０．０２５ｍｇ／ｍＬ和０．０５ｍｇ／ｍＬ。３周后观

察各组小鼠肝转移情况。采用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）方法检测小鼠血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度；制作肝

转移瘤组织芯片、用免疫组化方法检测肝转移瘤组织中 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的表达。结果　（１）除阴性对照组外

各组脾脏原发瘤体积中位数分别为 １．５１ｃｍ３，０．９３ｃｍ３，０．７７ｃｍ３和 ０．７０ｃｍ３。高浓度 ＭＣＰ组肿瘤体

积较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）。（２）除阴性对照组外，各组肝转移率依次为１００％，８０％，７３．３％和

６０％。高浓度 ＭＣＰ组肝转移灶数目明显低于阳性对照组（Ｐ＜０．０５）。（３）阳性对照组和各治疗组血

清 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度均明显高于阴性对照组（均为 Ｐ＜０．０１）；阳性对照组与各治疗组间差异无显著性

（Ｐ＞０．０５）。（４）除 阴 性 对 照 组 外，各 组 肝 转 移 瘤 组 织 中 ｇａｌｅｃｔｉｎ３表 达 相 互 间 差 异 无 显 著 性

（Ｐ＞０．０５）。结论　ｇａｌｅｃｔｉｎ３在结肠癌肝转移中呈高水平表达；ＭＣＰ能明显抑制结肠癌的肝转移。
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　　肝转移是影响结肠癌治疗效果和术后生存率
的主要原因，抑制肝转移有助于提高结肠癌的疗

效和生存率［１］。肿瘤细胞表面半乳糖凝素 －３
（Ｇａｌｅｃｔｉｎ３）与肿瘤转移过程中细胞黏附和聚集
功能密切相关，多种高转移性肿瘤细胞能高表达

ｇａｌｅｃｔｉｎ３［２］。改良柑橘果胶（Ｍｏｄｉｆｉｅｄｃｉｔｒｕｓｐｅｃｔｉｎ，
ＭＣＰ）的主要成分半乳糖能有效封闭和阻断 ｇａｌｅｃ
ｔｉｎ３的功能表达。本研究主要利用结肠癌肝转移
动物模型，探讨 ＭＣＰ对结肠癌肝转移的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　６～８周龄 Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠
７５只，由广东省医学动物实验中心提供（动物合
格证号：ＳＣＸＫ粤 ２００６Ａ０１９），体重 ２０～２５ｇ；实
验小鼠无特殊病原菌。实验在中心 ＳＰＦ级动物实
验室进行。

１．１．２　试剂和仪器　ＭＣＰ由美国圣特莱公司提
供。羊抗鼠 ｇａｌｅｃｔｉｎ３酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司。羊抗鼠 ｇａｌｅｃｔｉｎ３免
疫组织化学试剂盒购自深圳晶美生物制品公司。

主要仪器包括美国 Ｂｅｅｃｈｅｒ组织芯片仪和上海科
华 ＳＴ３６０全自动多功能酶标仪。
１．１．３　细胞株及培养　小鼠结肠腺癌细胞株
ＣＴ２６由我院生物工程实验室传代保存。细胞使
用 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液（含 １０％新生小牛血
清，青霉素 １００Ｕ／ｍＬ及链霉素 １００μｇ／ｍＬ，购自
杭州四季青生物工程有限公司），３７℃，５％ ＣＯ２
培养箱中进行传代培养。

１．２　实验方法
１．２．１　结肠癌肝转移动物模型的建立　７５只小
鼠随机分为５组，每组１５只：阴性对照组（不予注
射细 胞），阳 性 对 照 组，低 浓 度 ＭＣＰ治 疗 组

（１％），中浓度 ＭＣＰ治疗组（２．５％），高浓度 ＭＣＰ
治疗组（５％）。取处于指数生长期的 ＣＴ２６细胞
加入适量生理盐水配成 １×１０６／ｍＬ细胞悬液。除
阴性对照组外，其余 ４组均用 ４％水合氯醛腹腔注
射麻醉小鼠（０．１ｍｇ／１０ｇ），开腹，在脾脏下极包膜
注入 ＣＴ２６细胞悬液 ０．０５ｍＬ，１号丝线间断缝合
切口关腹。３个治疗组小鼠术后第 ２天开始药物实
验，ＭＣＰ加入饮用水中配成相应浓度，对照组以同
等量蒸馏水代替。实验期间小鼠自由进食。

１．２．２　病理观察　实验 ３周后摘眼球法采集小
鼠外周血提取血清，引颈法处死小鼠。打开腹腔

观察脾脏有无病灶，记录肿瘤大小和数目。肿瘤

体积 Ｖ＝ａｂ２／２（ａ为肿瘤最大径；ｂ为肿瘤最小
径），如有多个肿瘤则计算体积总和。观察记录

肝脏转移灶数目，所有转移瘤送病理切片 ＨＥ染
色。根据周志伟等［３］的方法将肝转移灶数目分为

４个等级：０级为肝脏无转移病灶；Ⅰ级为 １～５
个转移病灶；Ⅱ级为 ６～１０个转移病灶；Ⅲ级为
＞１０个转移病灶。
１．２．３　ＥＬＩＳＡ法检测 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度　小鼠外周
血离心（３０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ）提取血清，严格按
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明进行操作（双抗体夹心法）：血
清以１∶２０稀释后每孔加入１００μＬ，室温孵育２ｈ，
洗板，加 入 工 作 浓 度 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 抗 体

１００μＬ，室温孵育 ２ｈ，洗板，再加入 １００μＬ底物
四甲联苯胺，室温避光孵育 ２０ｍｉｎ后加入 ５０μＬ
终止液，酶标仪 ４５０ｎｍ波长处读取吸光度（ＯＤ）
值。根据标准品 ＯＤ值拟合标准曲线回归方程并
绘制标准曲线，根据回归方程换算各样本 ｇａｌｅｃｔｉｎ
３浓度。
１．２．４　肝转移瘤组织芯片制作　复查 ＨＥ及免
疫组化染色切片，选择典型癌灶（富有癌细胞且

无坏死出血的区域），用组织芯片仪在预先准备
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好的空白蜡块（２５ｍｍ×２５ｍｍ×２０ｍｍ）上按设
计位置打孔，孔径 １．２ｍｍ，孔间距 １．０ｍｍ，排成
１０行 ×５列共５０点微阵列。用１．２ｍｍ穿刺针将
标记好的瘤体组织柱取出，转移到空白蜡块的相

应位置，将 ４７例组织芯安插于 ２个空白蜡块中，
其中每个组织芯蜡块含 ４７个组织芯（包括 ２个标
记点）。将制成的组织芯蜡块面朝下放在铜板上

５５℃放置 ３０ｍｉｎ，轻压模块使组织柱在模块上排
平，冷却至室温，蜡块在 ４℃ ×４ｈ预冷后快速进
行切片修整，切片待用。

１．２．５　免疫组化染色法　对肝转移瘤组织芯片
和石蜡切片均进行 ｇａｌｅｃｔｉｎ３免疫组化染色。所
有操作严格按照免疫组化试剂盒说明进行（ｅｎｖｉ
ｓｉｏｎ法）：切片脱蜡、水化、修复抗原，洗涤后加入
３％过 氧 化 氢 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶，孵 育
１０ｍｉｎ，一抗孵育３０ｍｉｎ，二抗孵育３０ｍｉｎ，二氨基
联苯氨（ＤＡＢ）染色。结果判断由 ２名病理科医师
双盲阅片。ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达强度参考 Ｓａｎｊｕａｎ等［４］

的标准，以胞浆或胞膜中呈棕黄色染色为阳性，按

切片中阳性肿瘤细胞所占比例分为 ４级，阴性
（－）为阳性细胞 ＜１０％，弱阳性（＋）为 １１％ ～
５０％，阳性（＋＋）为 ５１％ ～７５％，强阳性（＋＋
＋）为 ７５％以上。
１．３　统计学处理

所有数据采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处
理。脾脏肿瘤体积、肝转移瘤数目、血清和组织

ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达比较采用非参数检验方法。

２　结　果

２．１　小鼠一般情况
实验 ３周无小鼠死亡。阳性对照组中 ６只荷

瘤小鼠外观可见腹部明显隆起肿块；阳性对照组

和各治疗组中部分荷瘤小鼠出现活动减少、反应

迟缓、毛色暗淡、进食减少和精神萎靡等衰竭现象

（图 １）。

图 １　正常小鼠与荷瘤小鼠外观

２．２　肝脏转移瘤数目
除阴性对照组外，各组肝转移率：阳性对照组

为 １００％，低浓度 ＭＣＰ治疗组为 ８０％，中浓度
ＭＣＰ治疗组为 ７３．３％，高浓 度 ＭＣＰ治 疗组为
６０％。后者肝转移数目均明显少于阳性对照组
（Ｐ＜０．０５）（表 １）（图 ２－３）。

表１　各组肝脏转移瘤数目

组别 ｎ
肝转移数目（分级）

０（０个） Ⅰ（１～５个） Ⅱ（６～１０个） Ⅲ（＞１０个）
转移率（％）

阳性对照　 １５ ０ ２ ７ ６ １００．０
低浓度ＭＣＰ １５ ３ ６ ２ ４ ８０．０
中浓度ＭＣＰ １５ ４ ７ １ ３ ７３．３
高浓度ＭＣＰ １５ ６ ４ ２ ３ ６０．０１）

　　注：１）与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５

图２　脾脏种植瘤与肝脏转移瘤 图３　肝转移瘤病理切片　Ａ：ＨＥ×２００；Ｂ：ＨＥ×４００

０００１



第１０期 刘海鹰，等：ＭＣＰ对结肠癌肝转移的ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达的影响

２．３　脾脏肿瘤体积
阳性对照组，低、中、高浓度 ＭＣＰ治疗组脾脏

肿瘤体积中位数分别为 １．５１ｃｍ３，０．９３ｃｍ３，
０．７７ｃｍ３和 ０．７０ｃｍ３。其中中、高浓度 ＭＣＰ组肿
瘤体积明显低于对照组（均为 Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
２．４　血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度

根据标准曲线回归方程换算各样本血清 ｇａ
ｌｅｃｔｉｎ３浓度。经检验，阳性对照组和各 ＭＣＰ治疗
组血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度明显高于阴性对照组（Ｐ＜
０．０１）；阳性对照组和各 ＭＣＰ治疗组之间血清 ｇａ
ｌｅｃｔｉｎ３浓度差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）（表３）。

表２　各组脾脏肿瘤体积 （ｘ±ｓ）

组别 例数 体积中位数 肿瘤体积（ｃｍ３）

阳性对照　 １５ １．５１ １．７１±１．２９

低浓度ＭＣＰ １５ ０．９３ １．２８±０．６８

中浓度ＭＣＰ １５ ０．７７ ０．９０±０．５５１）

高浓度ＭＣＰ １５ ０．７０ ０．７６±０．３０１）

　　注：１）与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　肝转移瘤组织中 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的表达
镜下所见，肿瘤细胞胞浆内染成棕黄色颗粒

认定为表达阳性细胞。经统计分析，阳性对照

组，低、中、高浓度 ＭＣＰ组肝转移瘤组织 ｇａｌｅｃｔｉｎ３
表达强度差异无显著性（均为 Ｐ＞０．０５）（表 ４）
（图 ４）。

表３　各组血清Ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度 （μｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 例数 ｇａｌｅｃｔｉｎ３浓度 （μｇ／ｍＬ）

阴性对照　 １５ １４．６３±１０．０８

阳性对照　 １５ ９１．０１±１２．９４１）

低浓度ＭＣＰ １５ ８２．７５±２０．３３１）

中浓度ＭＣＰ １５ ７９．０１±１７．６４１）

高浓度ＭＣＰ １５ ８５．９４±１５．５２１）

　　注：１）与阴性对照比较，Ｐ＞０．０５

表４　各组肝脏转移瘤中ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达强度

组别 例数
ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达强度

阴性（－） 弱阳性（＋） 阳性（＋＋） 强阳性（＋＋＋）

阳性对照 １５ ５ ６ ２ ２

低浓度ＭＣＰ １２ ４ ３ ２ ３

中浓度ＭＣＰ １１ ２ ６ ２ １

高浓度ＭＣＰ ９ ３ ４ １ １

图 ４　小鼠肝转移瘤组织中 ｇａｌｅｃｔｉｎ３表达（ＥｎＶｉｓｉｏｎ法 ×２００）　Ａ：阳性对照组；Ｂ：低浓度 ＭＣＰ治疗组；Ｃ：中浓
度 ＭＣＰ治疗组；Ｄ：高浓度 ＭＣＰ治疗组

３　讨　论

结直肠癌从原位生长到肝转移形成的过程包

括原发肿瘤扩展浸润、肿瘤细胞脱落、黏附、聚集

和继发生长侵袭。其中肿瘤细胞间相互聚集形

成癌栓及与血管内皮、基底膜的黏附锚定是转移

形成的关键环节；该过程主要涉及细胞表面多种

糖类复合物调节因子，包括选择素、整合素和凝

集素。ｇａｌｅｃｔｉｎ３能直接介导血液中的肿瘤细胞
间聚集、肿瘤细胞与基质间的识别和黏附［５－６］。

已证实多种高转移性肿瘤细胞均能高水平表达

ｇａｌｅｃｔｉｎ３［７］，并在原发肿瘤和转移瘤病灶中均能

检测到 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的高表达，其表达增加与肿瘤的
生长、转移呈正相关［８－９］，并可作为某些肿瘤良、

恶性病变的鉴别诊断标志［１０］。因此，有可能通过

封闭或阻断 ｇａｌｅｃｔｉｎ３介导的黏附聚集作用达到
治疗和控制结肠癌肝转移的目的。

柑橘果胶（ｃｉｔｒｕｓｐｅｃｔｉｎ，ＣＰ）是从柑橘类植物
细胞壁中提取的一种具有多支链的天然多糖，主

要成分是半乳糖。ＭＣＰ则是 ＣＰ经过特定 ｐＨ值
和温度处理以减少部分结构分支、变为更富含半

乳糖和糖链结构的产物［１１］。ＣＰ不能与 ｇａｌｅｃｔｉｎ３
相互作用，但 ＭＣＰ可作为 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的一个高亲和
力配体，对体内 ｇａｌｅｃｔｉｎ３配体有竞争性抑制作
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用。ＰｌａｔｔＤ等 ［１２］通过体外细胞凝集试验和细胞

黏附试验证实，ＭＣＰ可通过封闭细胞表面的 ｇａ
ｌｅｃｔｉｎ３而抑制细胞间的相互识别和黏附功能。
当 ＭＣＰ达到一定浓度时，肿瘤细胞表面 ｇａｌｅｃｔｉｎ３
几乎被 ＭＣＰ结合封闭，从而可阻断细胞间的相互
识别和聚集。另外 ＭＣＰ也可通过完全封闭 ｇａｌｅｃ
ｔｉｎ３位点以阻止肿瘤细胞从血管获取营养，对肿
瘤生长有一定的抑制作用［１３－１４］。但目前尚未发

现 ＭＣＰ对肿瘤细胞有直接杀伤作用。体外实验
已证实，ＭＣＰ具有抑制肿瘤细胞同型聚集和抑制
肿瘤细胞与内皮细胞、组织基质黏附等作用［１５］。

动物实验证明，口服 ＭＣＰ可抑制鼠前列腺癌和人
乳腺癌、黑色素瘤的自发转移［１２，１６－１７］。

本实验首次就 ＭＣＰ对结肠癌肝转移的影响
作初步研究。本实验结果显示，ＭＣＰ对脾脏原位
肿瘤生长和转移均有抑制作用。其中中、高浓度

ＭＣＰ组脾肿瘤体积和肝转移数目均与阳性对照
组有明显差异，表明 ＭＣＰ在一定浓度内能抑制肿
瘤生长和肝转移且呈量效依赖关系。本结果与

鼠前列腺癌、人乳腺癌和黑色素瘤转移的实验结

果相似［１２，１６－１７］，提示 ＭＣＰ可通过相同作用机制抑
制不同恶性肿瘤的转移。而低浓度 ＭＣＰ组对脾
脏原位肿瘤生长和肝转移未见有明显抑制作用。

这可能与样本量较少和非参数检验方法敏感性

较低有关，尚需进一步增加样本数量进行研究。

Ｒａｚ等［１６］通过动物实验也证实 ＭＣＰ能有效抑
制肿瘤的生长转移，但通过免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ）检测发现 ＭＣＰ对细胞 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的表达无影
响。本实验 ＥＬＩＳＡ和免疫组化结果也显示，ＭＣＰ
并未降低血清 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的浓度和肝转移瘤 ｇａｌｅｃ
ｔｉｎ３的表达，但可明显抑制肝转移出现。分析原
因可能是 ＭＣＰ只对肿瘤细胞表面 ｇａｌｅｃｔｉｎ３起封
闭阻断作用，而不影响肿瘤细胞自身表达和分泌

ｇａｌｅｃｔｉｎ３［１２，１６］。
本研究结果表明，一定浓度的 ＭＣＰ能明显抑

制结肠癌肝转移和原位肿瘤生长，其机制可能是

通过封闭阻断肿瘤细胞表面 ｇａｌｅｃｔｉｎ３介导的细
胞聚集、黏附作用而实现。ＭＣＰ作为一种来源于
天然植物成分、高效低毒的药物，可望为治疗结

直肠癌肝转移和其他恶性肿瘤转移开辟新的途

径，并可根据肿瘤表达 ｇａｌｅｃｔｉｎ３的情况为患者提
供个体化的治疗策略。如 ＭＣＰ联合化疗药物对
结肠癌肝转移的抑制是否有协同作用尚需进一

步深入研究。
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