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中药有效成分组方联合顺铂抑制小鼠

肝癌血管生成的机制研究
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( 三峡大学医学院, 湖北 宜昌 443002)

  [ 摘要]  目的: 探讨中药有效成分组方( QHF: 其中 Q、H、F 依次为“清热解毒”、“活血化瘀”、“扶正固本”) 联合小剂量化

疗药物顺铂( DDP) 抗小鼠 H22肝癌血管生成的作用机理。方法: 48 只 BaLb/ c 小鼠右腋 sc 小鼠 H22 肝癌细胞建立荷瘤模型, 随

机分设为 QHF复方组、小剂量顺铂组( DDP) 、联合用药组( QHF + DDP) 及生理盐水组( NS) 共 4 组。以抑瘤率为指标观察各药

物对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用; 免疫组化方法检测各药物对小鼠肝癌组织中的血管内皮生长因子( VEGF) 、表皮生长因子

受体( EGFR) 及基质金属蛋白酶-2( MMP-2) 表达的影响。结果: QHF组、DDP组和联合用药组的瘤重均较 NS 对照组明显降低

( P < 0. 01) ; 联合用药组较 QHF组明显降低( P < 0. 01) , 抑瘤率分别为 47. 45% , 63. 11% 和 72. 95% 。QHF组、DDP 组和联合用

药组小鼠移植瘤组织内 VEGF, MMP-2 的表达较 NS 对照组明显降低 ( P < 0. 05, P < 0. 01 及 P < 0. 01) ; 小鼠移植瘤组织内

EGFR 的表达较 NS 对照组明显降低( P < 0. 01, P < 0. 05 及 P < 0. 01) ; 联合用药组与各单药组之间的差异无统计学意义( P >

0. 05) 。结论: QHF复方与小剂量 DDP 均具有抗肝癌及抗肝癌血管生成的作用; QHF复方与小剂量 DDP 单独或联合应用抗血

管生成作用的机制可能与其下调肝癌组织中 VEGF, EGFR 及 MMP-2 的表达有关。

[ 关键词]  有效成分; 顺铂; 肝癌; 血管生成; 机制
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[ Abstract]  Objective: To investigate the anti-angiogenic mechanism of QHF ( a formula of Chinese medicine

ingredients, abbreviation Q for Qingrejiedu, H for Huoxuehuayu and F for Fuzhengguben) combined with small

dose chemotherapy drug cisplatin( DDP) in H22 mice of hepatocellular carcinoma. Method: The forty eight Balb /c

mice were inoculated with cell suspension of mouse hepatocellular carcinoma cell line H22 under the right axillary

skin to establish the solid tumor model. Then they were randomly divided into four groups as follows: QHF group,

DDP group, QHF + DDP group and NS ( normal saline) group. The inhibition rates of tumor growth in tumor-

bearing mice by drugs as an indicator were observed. The expression of VEGF, EGFR and MMP-2 in the tissue of

mice tumor was detected with immunohistochemisty. Result: The weight of tumor was significantly lower in QHF,

DDP and QHF + DDP group than that of in NS group( P < 0. 01) , while the weight of mice tumor was significantly

lower in QHF + DDP group than that of in QHF group. Their inhibition rate was 47. 45% , 63. 11% , 72. 95% ,

respectively. The expression of VEGF and MMP-2 in the tissue of mice tumor was significantly lower in QHF, DDP

and QHF + DDP group than that of in NS group( P <0. 05, P < 0. 01 and P <0. 01) . Moreover, The expression of

EGFR in the tissue of mice tumor was significantly lower in QHF, DDP and QHF + DDP group than that of in NS

group( P <0. 01, P <0. 05 and P < 0. 01) . However, the difference between QHF + DDP group and other groups

has no significance ( P > 0. 05) . Conclusion: Both of QHF and small dose DDP have the anti-tumor and anti-

angiogenic effect in H22 mice of hepatocellular carcinoma. Moreover, one of anti-angiogenic mechanism may be

concerned with the downregulation of the expression of VEGF, EGFR and MMP-2 in the tissue of mice tumor.

[ Key words]  active ingredients; hepatic cell cancer; cisplatin; angiogenesis; mechanism

  扶正培本、活血化瘀、清热解毒是中医治疗肿瘤

及防治肿瘤转移的常用组方原则
[ 1 ]

。QHF 复方
[ 2 ]

是我们根据肝癌中医病机特点, 从具有清热解毒

( Q) 、活血化瘀( H) 、扶正固本( F) 作用的中药所提

取的多个抗肝癌有效成分中, 通过动物实验, 采用均

匀设计法筛选得到的组方, 由华蟾素、人参皂甙

Rg3、三七总皂甙及香菇多糖组成。前期实验我们将

QHF复方与小剂量顺铂联合干预肝癌 H22移植性小

鼠, 发现 QHF复方与顺铂均能够下调肝癌组织中微

血管密度的表达, 具有抗肝癌血管生成的作用。因

此, 该实验主要通过检测药物治疗后对荷瘤小鼠肿

瘤组织中血管内皮生长因子( VEGF) 、表皮生长因子

受体( EGFR) 及基质金属蛋白酶-2( MMP-2) 表达的

影响, 从血管生成角度进一步探讨其抗肿瘤作用的

机制。

1 材料

1.1 动物与细胞株  雄性 BaLb / c 纯系小鼠, 清洁

级, 4 ～6 周龄, 体重( 20 ±2) g, 48 只, 由湖北省实验

动物中心提供。小鼠肝癌 H22 细胞由本校免疫教研

室保存, 以腹水型传代保种, 第 3 代用于实验。

1.2 药品与试剂 注射用顺铂( 冻干型) , 购自锦州

九泰药业有限责任公司, 批号 20080802; 华蟾素片,

购自安徽金蟾生化股份有限公司, 批号 20071108; 参

一胶囊( 人参皂甙 Rg3) , 购自吉林亚泰制药有限公

司, 批号 20071009; 血塞通片( 三七总皂苷 ) , 购自云

南省玉溪市维和制药有限公司, 批号 20080511; 香菇

多糖片, 购自浙江金华埃森药业有限公司, 批号

050202; 以上各药物使用前均用灭菌生理盐水稀释

至一定浓度。兔抗鼠 VEGF, EGFR, MMP-2 单克隆

抗体均购自北京中山生物技术有限公司。即用型免

疫组化试剂盒 ( SABC 试剂盒 ) 及 DAB 显色剂均购

自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3 仪器 电子分析天平 ( MP200A 型) , 上海良平

仪器厂; 光学显微镜, 日本 Olympus 公司; 多功能显

微镜及测量系统 ( DM-R 型) , 德国 Leica 公司; 电热

恒温鼓风干燥箱( GZX-9070MBE 型) , 上海博迅实业

有限公司。

2 方法

2.1 动物模型的建立 肝癌 H22细胞株 BaLb/ c 小

鼠体内连续传代 3 代后, 抽取接种 7 d 左右种鼠腹
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水, 呈乳白色, D-Hanks 液洗涤离心( 800 r·min - 1
×5

min) 2 次, 调整细胞浓度至 5. 0 ×106
个·mL - 1 , 台盼

蓝拒染法检测存活率≥95% , 将细胞悬液注射至健

康 BaLb/ c 小鼠右腋皮下, 每只 0. 2 mL, 建立实体瘤

模型。全程严格无菌操作, 1 h 内完成。

2.2 分组及给药 小鼠造模后第 3 天, 随机分为 4

组, 每组 12 只。生理盐水 ( NS) 组每只小鼠 NS 0. 4

mL ig, 同时予生理盐水 0. 2 mL ip; QHF 复方组予以

下 4 种药物( 华蟾素 800 mg·kg
- 1
、人参皂甙 Rg3 14

mg·kg - 1
、三七总皂甙 5. 5 mg·kg - 1, 香菇多糖 100

mg·kg - 1 ) 各 0. 1 mL 总共 0. 4 mL/只 ig, 同时予 0. 2

mL生理盐水 ip; DDP 组予生理盐水 0. 4 mL/只 ig,

同时予 DDP 0. 2 mL( 剂量 2 mg·kg
- 1

) ip; 联合用药

( DDP + QHF) 组: 给予 QHF 0. 4 mL/只 ig, 同时予

DDP 0. 2 mL ip。以上给药均为 1 次 / d, 连续 10 d。

2.3 瘤重及抑瘤率  末次给药 24 h 后, 颈椎脱臼

法处死小鼠, 完整剥离肿瘤组织, 电子天平称重, 计

算抑瘤 率 ( Inhibition rate, IR ) 。抑 瘤率 ( IR ) =

模型组瘤重( g) - 用药组瘤重( g)
模型组瘤重( g)

×100%

2.4 SABC 法检测肝 癌组织 中 VEGF, EGFR 及

MMP-2 蛋白的表达 具体方法参考 SABC 试剂盒说

明书, 检测时以 PBS 代替一抗作为阴性对照。结果

判定标准: VEGF以胞浆内含有棕黄或棕褐色、颗粒

状、定位明确的瘤细胞为阳性细胞。参照文献
[ 3]

采

用半定量积分法, 以阳性表达的强度和阳性细胞数

为综合判断。即对每张切片的阳性细胞染色程度

( 基本不着色、着色淡、着色适中、着色强) 及阳性细

胞表达率 ( ≤5% , 5% ～25% , 25% ～50% , ≥50% )

分别计分为 0, 1, 2, 3, 然后根据两项评分之和判断

结果: 0 ～2 分为阴性( - ) , 3 ～4 分为阳性( + ) , ≥5

分为强阳性( + + ) 。阳性细胞表达率的计算方法:

显微镜下每张切片随机观察 10 个高倍视野( ×400

倍) , 每个视野观察 100 个细胞, 记数 VEGF 的阳性

细胞数, 计算 VEGF 阳性细胞表达率。VEGF阳性细

胞表达率 = 阳性细胞数 /计数细胞总数 ×100% 。

EGFR 以胞膜内含有棕黄或棕褐色、颗粒状、定位明

确的瘤细胞为阳性细胞。其余同 VEGF。MMP-2 以

胞浆内含有棕黄或棕褐色、颗粒状、定位明确且染色

明显的瘤细胞为阳性细胞, MMP-2 在部分间质细胞

也表达。其余同 VEGF。

2.5 统计学处理 采用 SPSS 10. 0 统计分析软件,

计量资料以均数 ±标准差 ( 珋x ±s) 表示, 采用单因素

方差分析; 计数资料以百分率 ( % ) 表示, 采用 χ
2
检

验。

3 结果

3.1 药物对小鼠肿瘤生长情况的影响  接种 5 d

内, 小鼠外观无明显改变。5 d 后各组可触及右腋皮

下瘤块, NS对照组小鼠肿瘤生长迅速, 局部肿胀, 压

迫症状明显; 各用药组小鼠肿瘤生长比 NS对照组缓

慢。

各组小鼠的瘤重及抑瘤率见表 1。各用药组的

瘤重均明显低于 NS 组, 差异有显著性( P < 0. 01) 。

用药组两两比较: 联合用药组的瘤重明显低于 QHF

组( P < 0. 01) , 但与 DDP组相比, 差异无统计学意义

( P > 0. 05) ; QHF组与 DDP 组的差异无统计学意义

( P > 0. 05) 。
表 1 各组小鼠的瘤重及抑瘤率比较 ( 珋x ±s, n = 10)

组别 剂量 / mg·kg - 1 肿瘤重量 /g 抑瘤率 /%

NS — 1. 22 ±0. 22 —

QHF 配比 1 0. 63 ±0. 16 1, 2) 47. 54

DDP 2 0. 45 ±0. 23 1) 63. 11

QHF + DDP 配比 2 0. 33 ±0. 15 1) 72. 95

  注 : 与 NS组比较1) P < 0. 01 ; 与联合用药组 ( QHF + DDP) 比较 2)

P < 0. 01。配比 1 为华蟾素 800 mg·kg - 1 , 人参皂苷 Rg3 14 mg·kg - 1 ,

三七皂苷 5. 5 mg·kg - 1 , 香菇多糖 100 mg·kg - 1 ( 下同 ) ; 配比 2 为华

蟾素 800 mg·kg - 1 , 人参皂 苷 Rg3 14 mg·kg - 1 , 三七皂 苷 5. 5 mg·

kg - 1 , 香菇多糖 100 mg·kg - 1 , 顺铂 2 mg·kg - 1 ( 下同 )

3.2 肿瘤组织中 VEGF, EGFR 和 MMP-2 蛋白的表

达 见表 2。与 NS 对照组比较, QHF 组、DDP 组及

QHF + DDP 组肿瘤组织的 VEGF 表达均明显下降,

差异有统计 学意义 ( P < 0. 05、P < 0. 01 及 P <

0. 01) ; 联合用药组与各单药组比较下降, 但差异无

统计学意义( P > 0. 05) ; QHF 组与 DDP 组无统计学

差异( P > 0. 05) 。
表 2 各组小鼠移植瘤组织中 VEGF, EGFR 和

MMP-2 的比较 ( 珋x ±s, n = 6)

组别
剂量

/mg·kg - 1
VEGF/分 EGFR/分 MMP-2 /分

NS — 4. 50 ±1.22 4. 17 ±1.21 4. 33 ±1. 03

QHF 配比 1 2. 33 ±1.631) 1. 17 ±0.892) 2. 17 ±1. 601)

DDP 2 1. 83 ±1.472) 1. 83 ±1.571) 1. 50 ±1. 382)

QHF+ DDP 配比 2 1. 67 ±1.372) 0. 67 ±0.472) 0. 83 ±0. 412)

  注 : 与 NS组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01

与 NS 组比较, QHF 组、DDP组及 QHF + DDP组

肿瘤组织的 EGFR 表达均明显下降 ( 分别为 P <
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0. 01, P < 0. 05 及 P < 0. 01) ; 联合用药组与各单药

组比较有下降, 但差异无统计学意义 ( P > 0. 05) ;

QHF组与 DDP组无统计学差异( P >0. 05) 。

与 NS 对照组比较, QHF 组、DDP 组及 QHF +

DDP组肿瘤组织的 MMP-2 表达均明显下降( 分别为

P <0. 05, P < 0. 01 及 P <0. 01) ; 联合用药组与各单

药组比较有下降, 但差异无统计学意义( P > 0. 05) ;

QHF组与 DDP组无统计学差异( P >0. 05) 。

4 讨论

血管生成是一个多因子参与的复杂调控过程,

包括血管内皮细胞被激活、增殖、血管外基质降解,

继而内皮细胞发生迁移, 直到新生血管腔的形成
[ 4 ]

。

血管生成受血管生长刺激因子和抑制因子等因

素的调控。VEGF是目前发现的体内最强的一种促

血管生成因子
[ 5]

。它是高度特异的血管内皮细胞有

丝分裂原, 通过多种信号通路引起内皮细胞增殖、趋

化、迁移, 诱导微血管形成, 与肿瘤血管生成关系密

切。VEGF作为重要的血管生成调控因子, 在多种

正常组织细胞和肿瘤细胞中都有表达, 但是其表达

水平却相去甚远。比如在肝癌细胞中, VEGF 的表

达比邻近组织明显升高, VEGF 在肝癌新生血管中

起关键作用。研究表明, 多数肿瘤细胞都高水平表

达 VEGF。抑制 VEGF 可有效抑制肿瘤的生长和转

移
[ 6]

。在血管形成的过程中, 表皮生长因子 ( EGF)

及其受体, 也是重要的促血管生成因子。EGF 受体

( epidermal growth factor receptor, EGFR) 在相当一部

分肿瘤中存在高表达。EGFR 在肿瘤转移中发挥重

要作用, 其介导的信号转导对肿瘤细胞的迁移、增殖

及肿瘤血管形成, 具有调节作用
[ 7 ]

。EGFR 高表达

的肿瘤患者预后较差, 易发生转移, 复发周期短, 复

发率高, 存活期短。而对于肿瘤血管, 基质金属蛋白

酶家族( MMPs) 则是其生成的关键酶, 其中明胶酶 A

( MMP-2) 被认为是肿瘤“血管生成开关”的一种调

节因子, 具有直接促血管生成作用, 在肝细胞癌中常

过量表达
[ 8 ]

。

该研究发现, QHF 组、DDP 组及联合应用组肝

癌组织中 VEGF, EGFR, MMP-2 的表达明显下降, 且

联合用药组下降更为明显, 提示下调 VEGF, EGFR,

MMP-2 的表达而阻断细胞周围基质的降解是 QHF

复方与 DDP的抗肿瘤血管生成的机理之一。
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