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健脾消癌方对结直肠癌转移模型裸鼠血管内皮生长因子与血管内皮抑素表
达的影响 

李勇敏，谭小宁，徐琳本，吕  元，奚剑敏，蒋益兰G 
湖南省中医药研究院附属医院，湖南 长沙  QNMMMS 

摘  要：目的  观察健脾消癌方对结直肠癌裸鼠转移模型组织中血管内皮生长因子（sbdc）及血管内皮抑素（bp）表达的

影响，探讨健脾消癌方拮抗结直肠癌转移的作用机制。方法  将 BAiBLcJnu 裸鼠按随机数字表随机抽取 U 只作为对照组，

其余裸鼠采用盲肠内注射 RM μL 人结肠癌 eCqNNS细胞造模，P d后取存活裸鼠 PO只，随机分为健脾消癌方低、高剂量（NM、
QM gLkg）组，RJ氟尿嘧啶（RJcr，MKNP gLkg）组，模型组，分别 ig 或 ip相应药物及生理盐水 Q周后，采用 qoqJmCo法测定

裸鼠结直肠癌转移后结肠、肝、肺及盲肠肿瘤组织中 sdbc、bp mokA表达量。结果  在 sbdc mokA表达量方面，各组

均较对照组升高，模型组与 RJcr组最高（m＜MKMN）；健脾消癌方 O组较模型组显著降低（m＜MKMR、MKMN）。在 bp mokA表

达量方面，各组均较对照组降低，模型组与 RJcr组最低（m＜MKMN）；健脾消癌方 O组较模型组显著升高（m＜MKMR、MKMN）。
Q个部位以盲肠组织 sbdc水平最低，bp水平基本相当。结论  健脾消癌方可能通过使结肠、肝、肺等组织 sbdc的降低

与 bp的升高来达到拮抗结直肠癌转移的目的。 
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bffect of gianpi uiaoai oecipe on expression of sbdc and endostation in nude 
mice with colorectal cancer metastasis 

if vongJminI qAk uiaoJningI ur iinJbenI is vuanI uf gianJminI gfAkd viJlan 
qhe eospital Attached to eunan Academy of Chinese jedicineI Changsha QNMMMSI China 

Abstract: lbjective  qhis article is aimed at investigating the effect of gianpi uiaoai oecipe EguoF on the mokA expression of vascular 
endothelial growth factor EsbdcF and endostation EbpF in the tissue in nude mice with colorectal cancer metastasisK jethods  bight 
BAiBLcJnu nude mice were randomly selected as the control groupK qhe remaining miceI after establishing the metastatic tumor by injecting 
in the appendix of RM μL human colon carcinoma eCqNNS cellsI then PO survival nude mice were taken after P dI and divided into guo ElowJ 
and highJdoseI NM and QM gLkgFI RJcr EMKNP gLkgFI and model groupsK After the mice were ig or ip given corresponding medicine and 
physiological saline for Q weeksI the mokA expression levels of sdbc and bp in the metastatic tumor tissue of colonI liverI lungI and cecum 
were evaluated by qoqJmCo methodK oesults  qhe mokA expression of sbdc was higher in all groups except the control groupI and the 
highest was in the model and RJcr groups Em Y MKMNFK Compared with the model groupI the mokA expression level in two guo groups were 
significantly lower Em Y MKMRI MKMNFK bp transcription expression was lower in each group than that in the control groupI the lowest was in the 
model and RJcr groups Em Y MKMNFK Compared with the model groupI the mokA expression levels in the two guo groups were significantly 
higher Em Y MKMRI MKMNFK Among these four organsI the expression level of sbdc in cecum was lowestI while the mokA expression levels of 
bp are nearly the sameK Conclusion  guo is possible to make the mokA expression level of sbdc decreasedI but the mokA expression 
level of bp increased in the metastatic tumor tissue of colonI liverI lungI and cecumI so as to resist the metastasis of colorectal cancerK 
hey words: gianpi uiaoai oecipeX colorectal cancerX metastasisX vascular endothelial growth factorX endostation 
 

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth 
factor，sbdc）是一种能特异作用于血管内皮细胞

的生长因子，是一种促血管生成活性的功能性蛋白。

有研究表明，实体瘤的进展取决于血管生成，而 
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sbdc 为关键的促血管生成因子，其基因包括 U 个

外显子、T个内含子和若干单核苷酸多态性，这些因

子使 sbdc 在肿瘤细胞的诱导分化中起重要作用；

阻断sbdc可使血管网恢复，并抑制肿瘤生长xNJOz。

血管内皮抑素（endosí~íin，bp）采自胶原蛋白的非

胶原域，是一种内源性血管生成抑制因子，可特异

性地作用于新生微血管的内皮细胞，具有抗肿瘤作

用xPJQz。健脾消癌方是湖南省名中医蒋益兰教授的经

验方，本项目组前期临床研究表明xRz，健脾消癌方

可有效拮抗大肠癌术后复发，提高生存质量，有效

延长生存期；实验研究xSz表明健脾消癌方可有效延

长裸鼠生存期，增加其体质量，降低 sbdc、sbdc
受体（sbdcoJO）蛋白表达量。本研究在前期研究

基础上，进一步观察健脾消癌方对结直肠癌转移模

型裸鼠各组织中 sbdc和 bp=mokA表达的影响，

探讨健脾消癌方抗结直肠癌癌转移的血管生成调

节作用。=
N= =材料=
NKN= =动物及细胞株=

pmc级 _Ai_LcJnu裸鼠 SM只，雌性，Q～S周
龄，购自湖南斯莱克实验动物有限公司，合格证号

QPMMQTMMMNOOQO，许可证号 pCuh（湘）OMNNJMMMP。
人结肠癌细胞株 eCqNNS 购买于中国科学院细胞

库，编号 qCeu=VV。=
NKO= =药物=

健脾消癌方由党参、白术、茯苓、法半夏、黄

芪、灵芝、炒枳壳、薏苡仁、仙灵脾、郁金、莪术、

白花蛇舌草、半枝莲、重楼、甘草组成。上述药物

按《中国药典》OMNM年版标准规格采购，购自湖南

省中医药研究院附属医院中药房。取以上 NR 味中

药，R倍量处方，提取 O次，第 N次加 U倍量水浸

泡 MKR=h，加热煎煮 N=h，滤过；第 O次加 S倍水，

煎煮 N= h，滤过；合并滤液，静置 OQ= h，离心，上

清液减压浓缩至约 URM=mi，冰箱内冷藏 QU=h。将冷

藏液离心，上清液滤过，得药液约 UMM=mi，灭菌。

制成每毫升含 OKN= g 生药的水煎液，密封后，Q=℃
保存备用。RJ氟尿嘧啶（RJcr），上海旭东海普药

业有限公司生产，批号 cANPMVMU。=
NKP= =试剂=

逆转录试剂盒，cermení~s；qrizoä，fnviírogen；
q~q 酶，densí~r；引物，上海生工生物工程有限

公司；abmC，pigm~；aiOMMM= akA= j~rker，
densí~r；dkqm，densí~r；b_，pigm~；pv_dobbk=

mCo=jix，A_f。=
NKQ= =仪器=

荧光定量 oCm 仪，qhermo；恒温水浴箱，

qhermo；gJjAu 旋涡混合器，其林贝尔仪器制造

有限公司；电泳仪，北京六一生物科技有限公司；

电动匀浆器，宁波新芝生物科技股份有限公司。=
O= =方法=
OKN= =模型制备=

按文献方法xTz，于无菌环境下用 OKRB戊巴比妥

钠 ié麻醉裸鼠，左下腹切开约 OKR= cm切口，暴露

盲肠。用微量注射器将 RM= μL= eCqNNS细胞（浓度

约 Q×NMTLmi）注入盲肠浆膜和肌层之间，用 PB碘

酒清洁注射区域，缝合腹壁。接种细胞 NR～OM=d，
可见裸鼠腹部有小肿块，表明肿瘤形成，开始向淋

巴、肝、肺转移。=
OKO= =分组及给药=

裸鼠购进后，适应性饲养 P= d后随机抽取 U只
作为对照组。取 PO 只造模成功且存活的裸鼠按照

随机数字表随机分为 Q组，即健脾消癌方高、低剂

量组，RJcr阳性对照组及模型组。按照人体体表面

积与小鼠体表面积比例换算，健脾消癌方低、高剂

量组裸鼠分别 ig=NM、QM=gLkg（相当于临床等效剂量

的 N、Q 倍）健脾消癌方水煎液，每天 N 次；RJcr
组 ié=MKNP=gLkg=RJcr，隔 P=d给药 N次；模型组及对

照组 ig生理盐水，连续给药 Q周。末次给药 O=h后
处死动物，即刻打开腹腔，取肝、肺（有转移结节

者以结节为中心取材）、结肠及盲肠肿瘤组织约 MKR=
g，液氮冷冻。=
OKP= =指标检测=

采用 qoqJmCo 测定组织中 tbdc 和 bp 的

mokA表达。取约 MKN=g组织在液氮下研磨碎，用 N=
mi= qrizoä提取组织总 okA，紫外分光光度计测定

浓度。用 NB变性琼脂糖凝胶，MKO=g琼脂糖，MKR=μL 
b_（NM=mgLmi），混匀制胶；取 O=μi提取的 okA，
按 N∶R的比例与 äo~ding=buffer=éremix混匀，NTM=s
恒压电泳，溴酚蓝前沿迁移至凝胶总长 OLP 处停止

电泳；凝胶成像系统下观察。以组织总 mokA为模

板 ， 逆 转 录 cakA。 βJ~cíin 引 物 序 列 c：
R’JCAqCCqdCdqCqddACCqddJP’，o：R’JqAAqJ=
dqCACdCACdAqqqCCJP’；sbdc引物序列 c：R’J=
qCddAdAdCAACdqCACqAqdJP’，o：R’JqqqAAJ=
ACCdddAqqqCqqdJP’；bp引物序列 c：R’JdCAJ=
qCAAddCCdAACAqCJP’，o：R’JqCCAdqdCdJ=
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ddACCAAdJP’。实时定量 mCo，pv_o法，定量

mCo 扩增程序：预变性，VR=℃、NM= min；变性，

VR=℃、NM=s；QM=个循环。退火L延伸：sbdc，RU=℃、

RM=s；bp，SM=℃、RM=s。=
OKQ= =统计学处理=

采用 O−ΔCt法计算目的基因 mokA 转录水平，

实验结果采用 pmpp= NTKM统计软件进行统计分析。

实验结果以 ±x s形式表示，两组间比较符合方差齐

性者用 t检验，不符合方差齐性者用 t′检验。=
P= =结果=
PKN= =各组裸鼠不同组织中sbdc=mokA表达的比较=

与对照组比较，模型组裸鼠结肠、肝、肺和盲

肠肿瘤组织的 sbdc=mokA表达量明显升高（m＜
MKMR、MKMN）。与模型组比较，健脾消癌方 O组裸鼠

结肠、肝、肺和盲肠肿瘤组织的 sbdc=mokA表达

量明显降低（m＜MKMR、MKMN）。Q个部位以盲肠肿瘤

组织中 sbdc=mokA水平最低，结果见表 N。=
PKO= =各组裸鼠不同组织中 bp=mokA表达的比较=

与对照组比较，模型组裸鼠结肠、肝、肺及盲

肠肿瘤组织的bp=mokA表达量显著降低（m＜MKMR、
MKMN）；与模型组比较，健脾消癌方 O组裸鼠结肠、

肝、肺和盲肠肿瘤组织的 bp=mokA表达量显著升

高（m＜MKMN）；Q个组织中 bp=mokA表达水平基本

相当，结果见表 O。=

表 N= =各组裸鼠不同组织中 sbdc=mokA表达量的比较= E ±x s F=
qabel=N= =Comparison=on=mokA=expression=level=of=sbdc=in=different=tissues=of=nude=mice=in=each=group=E ±x s F=

组别= 剂量LEg·kg−NF= 动物数L只=
sbdc=mokA相对表达量= E×NM−PF=

结肠= 肝= 肺= 盲肠肿瘤=

对照= —= U= NKSS±MKTQ NKVP±MKVT NKTR±MKUO MKVT±MKQV 

模型= —= U= RKPU±NKUMGG QKUM±NKQOGG RKMU±NKPMGG QKVS±NKQPGG 

健脾消癌方= QM= T= OKTN±MKVS@@ OKPM±MKVN@@ PKOP±NKMN@@ NKTP±MKVM@@ 

= NM= U= PKNN±NKNV OKUS±NKNR@@ PKOS±NKNR@ OKNN±MKVT@@ 

RJcr= = = = MKNP= U= SKNQ±OKMQ RKMO±NKOP QKSO±NKOQ PKUR±NKPQ 

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN，下同=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=coníroä=grouéX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=modeä=grouéI=s~me=~s=beäow= =

表 O= =各组裸鼠不同组织中 bp=mokA表达量的比较= E ±x s F=
qabel=O= =Comparison=on=mokA=expression=level=of=bp=in=different=tissues=of=nude=mice=in=each=group=E ±x s F=

组别= 剂量LEg·kg−NF= 动物数L只=
bp=mokA相对表达量= E×NM−PF=

结肠= 肝= 肺= 盲肠肿瘤=

对照= —= U= SKPN±NKQM SKOR±NKPR SKVM±NKPQ RKTR±NKNS 

模型= —= U= QKPO±NKPMG QKMQ±NKOPGG PKTU±NKOOGG OKSQ±MKUVGG 

健脾消癌方= QM= T= SKSP±NKQU@@ TKRV±NKQM@@ TKQU±NKPS@@ RKVU±NKRM@@ 

= NM= U= RKRS±NKPR TKQS±NKPS@@ TKON±NKPT@@ SKTR±NKQN@@ 

RJcr= = = = MKNP= U= OKQO±MKUS OKTP±MKTU OKTT±MKUN OKNN±MKTN 
=
Q= =讨论=

血管形成受血管生成因子与抗血管生成因子

所调控。在肿瘤的形成或伤口愈合时，血管生成因

子占主导，血管内皮细胞被激活，血管扩张和通透

性增加，血管内皮细胞增殖、迁移和成管xPz。研究

表明，结直肠癌转移患者采用 sbdc抑制剂靶向治

疗取得良好的临床疗效，然而，但有些患者很快耐

药或无效，其原因是患者处于高脂肪合成高氧化磷

酸化状态和存在丝氨酸合成信号xUz。=
来源于胶原蛋白的 bp 具有血管生成和血管内

皮细胞自噬调节剂双重活性，可能成为治疗癌症的

新靶点，人工重组 bp（恩度）已取得较好的治疗效

果xVz。然而，一些癌症包括结直肠癌，其血液中 bp
浓度升高，尽管有研究证明，bp水平升高可能是由

于结直肠癌浸润肠道壁致使肌层胶原蛋白 usfff降
解增加，但肿瘤组织中 bp 未见升高xNMz。但这种情

况往往使临床治疗非常困难。=
中医认为，大肠癌发病的根本原因是先天不

足，正气亏虚；六淫邪毒、情志郁结、饮食内伤等。

本课题组认为结直肠癌术后转移患者以脾胃亏虚、
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气血不足、瘀毒未尽，“虚、瘀、毒”并存为其病

机特点，须健脾益气，化瘀解毒，方为良策xNNz。健

脾消癌方是蒋益兰教授治疗结直肠癌临床经验的

总结，以健脾益气、化瘀解毒为治法，由人参、茯

苓、薏苡仁、仙灵脾、白花蛇舌草、石见穿、莪术、

郁金等组成。前期研究证实本方能缓解结直肠癌术

后肝转移，临床配合化疗，结果表明其可有效延长

患者生存期，降低复发转移率xRz。=
虽然癌症靶向药物针对性很强，但治疗面有

限。中医药从整体出发，全面治疗，但作用机制复

杂。本实验研究发现，健脾消癌方能降低结直肠癌

转移裸鼠肠、肝、肺组织中 sbdc 表达，升高 bp
表达，提示可能通过调节二者 mokA表达水平，达

到拮抗结直肠癌转移的作用。但转录水平的改变与

蛋白表达有一定的差距，另外，血管生成的影响因

子较多，需进行更深入的研究。值得注意的是本研

究采用 RJcr为阳性对照药，因其为细胞毒性药物，

对血管生成影响甚微。故在以后的研究中宜选用更

合适的阳性对照药物进行深入探讨。=

参考文献=
xNz Chekhonin=s=mI=phein=p=AI=horch~gin~=A=AI=et=alK=sbdc=

in= íumor= érogression= ~nd= í~rgeíed= íher~éy= xgzK= Curr=
Cancer=arug=TargetsI=OMNPI=NPEQFW=QOPJQQPK=

xOz m~réJ_runeí= iI= däubb=aI= bv~ns= mI= et= alK= aiscovery= ~nd=
funcíion~ä= ~ssessmení= of= gene= v~ri~nís= in= íhe= v~scuä~r=
endoíheäi~ä=growíh=f~cíor=é~íhw~y=xgzK=eum=jutatI=OMNQI=
PREOFW=OOTJOPRK=

xPz ChungI=pI=aw~be=pI=bäshim~äi=vI=et=alK= fdeníific~íion=of=
noveä= biom~rkers= for= meí~sí~íic= coäorecí~ä= c~ncer= using=

~ngiogenesisJ~níibody= ~rr~y= ~nd= inír~ceääuä~r= sign~äing=
~rr~y=xgzK=miop=lneI=OMNRI=NMEUFW=eMNPQVQUK= =

xQz Aä~huhí~= fI= Aikio= jI= säyrynen= lI= et= alK= bndosí~íin=
induces=éroäifer~íion=of=or~ä=c~rcinom~=ceääs=buí=iís=effecí=
on= inv~sion= is=modified=by= íhe= íumor=microenvironmení=
xgzK=bxp=Cell=oesI=OMNRI=PPSENFW=NPMJNQMK=

xRz 蒋益兰I=潘敏求I=蔡= =美K=健脾消癌饮配合化疗拮抗大

肠癌术后复发转移 SO 例总结 = xgzK= 湖南中医杂志 I=
OMMTI=OPENFW=NJPK=

xSz 蒋益兰I=罗= =星I=李勇敏I=等K=健脾消癌方对裸鼠大肠

癌肝转移模型sbdc以及sbdcoJO表达的影响= xAz=LL=
第十四届全国中西医结合肿瘤学术大会论文集= xCzK=
长沙W=湖南中医药大学I=OMNQK=

xTz Céséedes= j= sI= bséin~= CI= d~rcí~JC~bez~s= j= AI= et= alK=
lríhoíoéic=microinjecíion=of=hum~n=coäon=c~ncer=ceääs=in=
nude= mice= induces= íumor= foci= in= ~ää= cäinic~ääy= reäev~ní=
meí~sí~íic= siíes= xgzK= Am= g= matholI= OMMTI= NTMEPFW=
NMTTJNMURK=

xUz mommier=A=gI=c~rren=jI=m~íeä=_I=et=alK=ieéíinI=_jfI=~nd=~=
jeí~boäic= dene= bxéression= pign~íure= Associ~íed= wiíh=
Cäinic~ä= luícome= ío= sbdc= fnhibiíion= in= Coäorecí~ä=
C~ncer=xgzK=Cell jetabI=OMNSI=OPENFW=TTJVPK=

xVz moäuzzi= CI= fozzo= o= sI= pch~efer= iK= bndosí~íin= ~nd=
endoreéeääinI~= common= rouíe= of= ~cíion= for= simiä~r=
~ngiosí~íic= c~ncer= ~vengers= xgzK= Adv arug aeliv oevI=
OMNSI=VTW=NRSJNTPK=

xNMz h~níoä~= qI= säyrynen= g= mI= häinírué= hI= et= alK= perum=
endosí~íin= äeveäs= ~re= eäev~íed= in= coäorecí~ä= c~ncer= ~nd=
correä~íe= wiíh= inv~sion= ~nd= sysíemic= infä~mm~íory=
m~rkers=xgzK=Br g CancerI=OMNQI=NNNEUFW=NSMRJNSNPK=

xNNz 蒋益兰I=荆= =珍K=中医药防止大肠癌转移作用与机制

的研究概况= xgzK=湖南中医杂志I=OMMVI=ORENFW=NMPJNMQK

=
=




