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ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ水平的影响
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摘要　目的：观察新加良附方联合５Ｆｕ对荷人胃癌移植瘤裸鼠血清血管内皮生长因子（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）、碱性成纤维生长因子（ＢａｓｉｃＦｉｂｒｏｂｌａｓｔＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）水平的影响。方法：建立移植性人胃癌细胞（ＳＧＣ７９０１）裸
鼠移植瘤模型，并将模型动物随机分为空白组、５Ｆｕ组及新加良附方高、中、低剂量组、联合给药组（新加良附中剂量＋５Ｆｕ组）
６组。新加良附方高、中、低剂量组给药剂量分别为１０ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１、５ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１、２５ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１；５Ｆｕ组给药剂量为１７
ｍｇ·ｄ－１·ｋｇ－１；空白组给予等量无菌生理盐水，新加良附方联合５Ｆｕ组剂量为新加良附方中剂量（５ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１）联合应用
５Ｆｕ（１７ｍｇ·ｄ－１·ｋｇ－１）。给药结束后，采用免疫学方法（ＥＬＩＳＡ）检测裸鼠血清中 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的含量。结果：ＶＥＧＦ含量显
示：联合给药组，５Ｆｕ组，新加良附大、中、小剂量组裸鼠血清中含量较空白对照组均明显降低（Ｐ＜００１），新加良附各剂量组对
ＶＥＧＦ含量减低作用具有一定的剂量依赖性，联合用药组 ＶＥＧＦ含量低于５Ｆｕ组、新加良附中剂量组，但无统计学意义（Ｐ＞
００５）。ｂＦＧＦ含量显示：联合给药组，５Ｆｕ组，新加良附大、中、小剂量组裸鼠血清中含量较空白对照组均明显降低（Ｐ＜００１）。
结论：新加良附方可以下调人胃癌裸鼠的血清中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ表达水平，提示新加良附方具有一定抗胃癌新生血管生成作用。
关键词　新加良附方；新加良附方联合５Ｆｕ；ＶＥＧＦ；ｂＦＧＦ
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　　肿瘤血管生成是指肿瘤组织在已存在微血管床基
础上，以毛细血管为主的新生血管系统芽生与发展过

程，是肿瘤生长和转移的重要病理学基础。自７０年代
初Ｆｏｌｋｍａｎ等［１］首先提出肿瘤生长依赖于新生血管生
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成以来，肿瘤血管生成机理与肿瘤血管抑制剂研究日

趋活跃。经过几十年的应用基础研究发现，肿瘤新生

血管形成是肿瘤发生、进展和转移的重要生物学行为。

新加良附方由《良方集腋》中的良附丸加味而来，由高

良姜、香附和穿山龙三味药物组成，处方中单味药均有

抗癌作用的文献报道［２－７］。在前期新加良附方抗肿瘤

血管生成的体内研究中，我们发现，新加良附方可以下

调抑制移植型小鼠肝癌Ｈ２２实体瘤组织中ＶＥＧＦ表达
和微血管密度（ＭｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌＤｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ），初步表明新
加良附方可能通过抑制肿瘤血管生成而发挥抗肿瘤效

应［８］；新加良附方大、中剂量组可以抑制移植型人胃癌

ＭＧＣ８０３实体瘤组织的ＭＶＤ、下调ＶＥＧＦ蛋白表达，表
明新加良附方能够抑制人胃癌新生血管形成［９］。为进

一步探讨新加良附方抗肿瘤血管生成效应及其机制，

我们进行本次体内实验，从分子水平观测其对荷人胃

癌ＳＧＣ７９０１移植瘤裸鼠血清中血管生成相关因子表
达的影响。

１　材料
１１　动物及细胞系　ＢＡＬＢ／Ｃ无胸腺裸鼠，ＳＰＦ级，４
～５周龄，６０只，雌雄各半，购于中国人民解放军第四
军医大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（湘）
２０１１０００２３，合格证号：４３００４７０００１９６７，在第四军医大
学动物实验中心屏蔽系统辅以洁净层流柜环境中饲

养。人胃癌（ＳＧＣ７９０１）细胞系，购于第四军医大学实
验动物中心。

１２　主要药物　按照中药新药制备工艺制备，新加良
附方（浸膏或干燥原粉）由陕西星华制药有限公司提

供；阳性药：注射用５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）由上海旭东海普
药业有限公司生产，国药准字：Ｈ３１０２０５９３，产品批号
１１０６０８。
１３　仪器与试剂　实验试剂：１６４０培养液购自 Ｇｉｂｃｏ
公司；小牛血清购自杭州四季青公司；胰蛋白酶；

ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ酶联免疫吸附检测（ＥＬＩＳＡ）试剂盒。实
验仪器：超净工作台 ＳＷＣＪＩＦ（美国 ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ公
司）；ＣＯ２ 恒温培养箱 （美国 ＳＨＥＬＤＯＮ公司）；
ＴＤＺ４ＡＷＳ台式低速自动平衡离心机；低温冰箱（日本
ＳＡＮＹＯ公司）；酶标仪（美国伯乐）。
２　方法
２１　复苏与培养　液氮罐中取出含有ＳＧＣ７９０１细胞
的冻存管，放入３７℃水浴内，使其溶化吸取细胞悬液
并加入培养液（１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液），
人胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１置于含１０％胎牛血清的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基中，在３７℃饱和温度，５％ ＣＯ２条件下
培养传代。待细胞长满单层，用 ０２５％胰酶消化，培

养液吹打离心１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，去上清液收集细胞，
传代培养或接种。

２２　接种　将收集的细胞用 ＰＢＳ稀释，镜下细胞计
数，调整细胞悬液浓度至１×１０７个细胞／ｍＬ，每只裸鼠
以０２ｍＬ接种于颈背部，待肿瘤长至１０００ｍｍ３时移
植。

２３　分组　待已接种裸鼠肿瘤体积约在 １００～３００
ｍｍ３之间时，据性别，肿瘤体积大小将造模成功的裸鼠
分成六组，空白组、５Ｆｕ阳性对照组、新加良附大剂量
组、新加良附中剂量组、新加良附小剂量组、联合给药

组（即新加良附中剂量 ＋５Ｆｕ组），１０只／组，称重标
号。

２４　给药剂量时间及方法　空白组：以生理盐水每天
０２ｍＬ／１０ｇ灌胃；５Ｆｕ组：按１７ｍｇ·ｄ－１·ｋｇ－１体质
量腹腔注射，２次／周。新加良附方各剂量组：高剂量
组以１０ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１灌胃给药，相当于成人剂量的２０
倍；中剂量组以５ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１灌胃给药，相当于成人
剂量的１０倍；小剂量组以 ２５ｇ·ｄ－１·ｋｇ－１灌胃给
药，相当于成人剂量的５倍。联合给药组：即新加良附
中剂量组与 ５Ｆｕ联合给药，新加良附中剂量与 ５Ｆｕ
剂量同上，连续给药１０ｄ。
２５　标本收集及检测方法　给药第１０ｄ后，裸鼠眼
球取血１ｍＬ，离心后取血清冻存，采用酶联免疫吸附
双抗夹心法（ＥＬＩＳＡ）检测ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达水平，严
格按照说明书由专人操作。

２６　统计学方法　结果以（珋ｘ±ｓ）表示，ＳＰＳＳ１６０统
计软件进行统计学分析处理，采用单因素方差分析，组

间两两比较采用ｑ检验，Ｐ＜００５，有统计学意义。

表１　各组ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ蛋白表达水平（ｐｇ·ｍＬ－１）

分组 ＶＥＧＦ ｂＦＧＦ

空白组 １５９８３±２１１４ ４６８±０４２
联合给药组 ６０３３±１３９６ ３７９±０４４△△

５Ｆｕ组 ６５７９±２５９４ ３３３±０１７△△

新加良附高剂量组 ６５６５±８１１ ３３０±０２７△△

新加良附中剂量组 ６７１３±８０４ ２９９±０３２△△

新加良附低剂量组 ７００４±３５２６ ３０１±０２８△△

　　注：与空白组相比，Ｐ＜００１；与空白组相比，△△Ｐ＜００１。

３　结果
ＶＥＧＦ含量显示：联合给药组，５Ｆｕ组，新加良附

大、中、小剂量组裸鼠血清中ＶＥＧＦ含量较空白对照组
均明显降低（Ｐ＜００１），且新加良附方各组对 ＶＥＧＦ
抑制作用具有一定的量效关系。联合用药组ＶＥＧＦ含
量低于与新加良附中剂量组及５Ｆｕ组，但无统计学意
义（Ｐ＞００５）。ｂＦＧＦ含量显示：联合给药组，５Ｆｕ组，
新加良附大、中、小剂量组裸鼠血清中 ｂＦＧＦ含量较空
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白对照组均明显降低（Ｐ＜００１），新加良附方各剂量
组ｂＦＧＦ含量无明显量效关系，见表１。
４　结论

胃癌在世界范围内最常见的恶性肿瘤中排名第

四，为第二大癌症死因［１０－１１］。根据世界卫生组织统计

及２０１２年中国肿瘤登记年报数据显示，２００９年胃癌位
居我国恶性肿瘤发病率第二位，死亡率第三位，发病人

数占全球胃癌发病总人数的一半左右，是胃癌大国，与

日韩等国不同，我国胃癌发病率和病死率高、仅１０％
左右为早期胃癌、以进展期病例为主要诊治对象等特

点。近年来新发胃癌患者呈现年轻化趋势，３０岁以下
年轻患者的比例由上世纪７０年代的１７％蹿升至当前
的３３％，严重影响了社会劳动力和社会生产，给家庭
和社会带来了很大危害［１２］。近年来，随着新药的开发

和新方法的应用，晚期胃癌的治疗效果有一定程度的

提高，但远不如人们期望的那样乐观。中医药在缓解

临床症状、对化放疗减毒与增效、提高患者生活质量、

预防肿瘤复发与转移等方面具有优势与特色。通过临

床实践发现，在胃癌发生与进展过程中，常有胃脘部隐

痛、畏寒怕冷、得温则舒、遇寒加重等前驱症状，结合胃

部肿块、胀痛、食欲减退、嗳气或呕吐、疲乏、胀痛、形体

消瘦、舌质青紫、脉象细涩等临床特征，与“寒主收引、

主凝滞、主痛”等中医理论相符，其病机关键是“寒凝

→气滞→血瘀”，故而确立了“温阳散寒，理气活血”为
胃癌基本治疗原则［１３－１５］，拟定由高良姜、香附、穿山龙

组成的新加良附方（高良姜：香附：穿山龙为１∶１∶２），
方中高良姜性味辛、大热，归脾、胃经，具有温中暖胃、

散寒止痛之功效，为君药，针对寒邪凝结脾胃治疗；香

附性味辛、微苦、微甘、平，归肝、脾、三焦经，具有疏肝

理气之功效，为臣药，协助君药理寒凝之气滞，疏肝行

气以止痛。两药相配，一散寒凝，二行气滞。穿山龙性

味甘、苦、温，归心、肺经，活血通络，化瘀行血为佐药，

助君药化寒凝之血瘀，协臣药理寒凝之气滞。三药合

用具有“温胃散寒，理气活血”之功效，用以治疗或辅

助治疗中晚期胃癌，在前期体内外实验及临床应用中

取得一定疗效［１６－１７］。

胃癌生长具有明确的血管依赖。表皮生长因子受

体（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）、血管内皮
生长因子受体（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）和人表皮生长因子受体２（ＨｕｍａｎＥｐｉ
ｄｅｒｍａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）的过表达与胃
癌患者较差的预后存在相关性［１８］。临床试验证明曲

妥珠单抗（抗 ＨＥＲ２抗体）联合化疗对 ＨＥＲ２阳性的
晚期胃癌或食管癌患者临床疗效优于单纯化疗［１９］。

贝伐珠单抗（抗 ＶＥＧＦＲ抗体）、索拉非尼和西妥昔单
抗（抗ＥＧＦＲ抗体）的安全性及疗效也得到了 ＩＩ期临
床试验初步肯定。基于 ＡＶＡＧＡＳＴ研究显示的 ＰＦＳ优
势，提示应进一步开展抗新生血管生成研究。中药或

有效成分抑制肿瘤血管生成研究包括单味中药及其提

取物以及中药复方的研究，如人参与人参皂苷

Ｒｇ３
［２０－２１］、莪术与榄香烯［２２］等多项研究。

课题组在前期研究发现新加良附大、中剂量组能

够抑制移植型人胃癌 ＭＧＣ８０３实体瘤模型以 ＣＤ３１作
为标记的ＭＶＤ，因此认为调控胃癌新生血管可能是新
加良附颗粒抑制胃癌生长的效应机制之一［９］。肿瘤血

管生成受到促血管生成因子（如 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ）的正反
馈调节。本研究通过检测裸鼠血清中 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ
表达水平来评估新加良附方的抗血管生成效应及机

制。其中，ＶＥＧＦ是血管内皮细胞生长增殖的主要因
子，对肿瘤血管生成具有较强和特异的调节作用，通过

与血管内皮细胞生长因子受体结合，引起一系列的信

号转导，刺激血管（淋巴管）内皮细胞增殖和迁移，

ＶＥＧＦ高表达促进了肿瘤微血管生成且与胃癌进展密
切相关，并与神经纤毛蛋白１（Ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎ１，ＮＲＰ１）表
达存在协同关系［２３］。本研究显示新加良附方可以下

调荷人胃癌移植瘤裸鼠血清中 ＶＥＧＦ表达水平，且该
作用具有一定的剂量依赖性；新加良附方和５Ｆｕ联合
用药对ＶＥＧＦ表达抑制作用优于单独用药，但尚无统
计学意义。ｂＦＧＦ是成纤维细胞生长因子家族中的一
员，对多种细胞具有促进增殖促分化的功能，是一种生

物活性较强的促分裂素，定位于染色体４ｑ。ｂＦＧＦ不
仅能刺激和调节血管内皮细胞、上皮细胞、成纤维细胞

等分化增殖，还可促进成纤维细胞产生胶原，调控基质

合成和降解，在肿瘤浸润转移和血管生成方面发挥重

要作用，与 ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ等细胞因子相互协同组成血
管新生的调节网络［２４］。本项研究显示新加良附方可

以下调荷人胃癌移植瘤裸鼠血清中 ｂＦＧＦ表达水平，
但无明显量效关系。综上所述，本研究选择ＶＥＧＦ、ｂＦ
ＧＦ两项指标从从血管生成角度进行了研究探讨，发现
新加良附方可以下调人胃癌裸鼠的血清中 ＶＥＧＦ、ｂＦ
ＧＦ表达水平，且对 ＶＥＧＦ作用具有量效关系，提示其
具有一定抗胃癌新生血管生成作用。但血管生成是一

个复杂的网络系统，这两项指标还远远不够，仅依赖某

一因子的变化评价疗效存在不确定性，应在下一步研

究中综合考虑多个因子的变化，从动态平衡的角度予

以评价。
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