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扶正消癌Ⅰ号方对小鼠肠癌肝转移血管
内皮生长因子的表达的影响
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摘要　目的：观察自拟扶正消癌Ⅰ号方对ｂａｌｂｃ小鼠移植瘤血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的作用，探讨该方对多种肿瘤
的作用机制。方法：采用ｂａｌｂｃ小鼠，脾下注射法建立鼠大肠癌细胞株肝转移的动物模型，随机分为４组，每组１２只：１）阴
性对照生理盐水组；２）氟尿嘧啶组；３）扶正消癌Ｉ号方中药组；４）扶正消癌 Ｉ号中药 ＋氟尿嘧啶组。观察生活质量，抑瘤
率，免疫组化方法检测ＶＥＧＦ蛋白表达的情况。结果：扶正消癌Ｉ号方＋氟尿嘧啶组、消癌Ｉ方组小鼠的生活质量较其他２
组好，阴性对照组瘤体最大，瘤体中药组其次，联合用药组体积最小，氟尿嘧啶组、中药组及联合用药组均能下调ＶＥＧＦ蛋
白的表达。结论：扶正消癌Ⅰ号方对鼠大肠癌细胞株肝转移小鼠抑制新生血管的作用机制可能是通过下调 ＶＥＧＦ的表
达，抑制肿瘤微血管生成，可能是该方抗肿瘤的机制之一。
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　　随着人类饮食生活水平的提高和生活水平的改
变，结直肠癌的发病率逐年增加，给社会带来了巨大

的负担。大肠癌其５年生存率仍不高，主要原因是
肿瘤的转移和复发，近些年来肿瘤新生血管生成是

研究热点，实体肿瘤的生长、侵袭和转移都依赖于肿

瘤血管的生成。以益气扶正［１］为根本大法是大肠癌

防治中最常用的治疗手段之一，氟尿嘧啶以抗代谢

物而起作用，干扰 ＤＮＡ、ＲＮＡ合成而组织肿瘤细胞
的合成。本研究利用鼠大肠癌细胞株肝转移的

Ｂａｂｌｃ小鼠模型，探讨扶正消癌 Ｉ号联合氟尿嘧啶对
荷瘤小鼠血管生长的抑制作用与机制。

１　材料
１１　实验动物　清洁级 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠４８只，雌雄各
半，体质量（２０＋２）ｇ，由第二军医大学，长海医院实
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验动物中心提供，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２０１２０００３，实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ（沪）
２００７０００３。分笼饲养，适应环境３ｄ后开始实验。
１２　实验药物　扶正消癌Ｉ号方（由上海市第七人
民医院中药房提供，每毫升含生药２８ｇ，相当于人
用量的５倍），密封，４℃保存，临用前配置。氟尿嘧
啶（５Ｆｕ）（上海旭东海普药业有限公司生产，生产批
号：ＦＡ１４０４１８，规格：１０ｍＬ∶０２５ｇ）。小鼠大肠癌细
胞株 ＣＴ２６ＷＴ细胞，ＡＴＣＣ公司提供。ＲＰＭＩ１６４０，
Ｓｉｇｍａ提供，小牛血清，杭州四季青公司提供。ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ试剂（ＨＲＰ／Ｒａｂｂｉｔａｎｄｍｏｕｓｅ）（货号：Ｋ５００７１１
ｋｉｔ，丹麦Ｄａｋｏ）
２　实验方法
２１　造模方法　本研究参考国内外文献，用脾脏注
射法建立小鼠大肠癌细胞株（ＣＴ２６）肝转移模型［２］。

常规培养小鼠大肠癌细胞株ＣＴ２６，接种于含１０％小
牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，置于 ３７℃、５０ｍＬ／Ｌ
ＣＯ２恒温箱中培养。于对数生长期细胞，用生理盐
水，制成５×１０７细胞／ｍＬ浓度的细胞悬液，取５０Ｌ
接种于４～６周龄雌性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠脾被膜下。在注
射部位可见脾被膜发白、肿胀，拔出针头，立即止血

按压，约３ｍｉｎ，观察无出血后，把脾脏送回腹腔内，关
腹。严格无菌操作。术后继续在ＳＰＦ条件下饲养。
２２　分组与给药方案
２２１　分组　当小鼠肝脏部位出现约０５ｃｍ直径
大小瘤体时编号，采用数字表法随机分为４组，即扶
正消癌Ｉ号中药方（简称消癌 Ｉ方）＋氟尿嘧啶组、
消癌Ｉ方组、氟尿嘧啶及阴性对照生理盐水组，每组
１２只均置于ＳＰＦ环境下饲养。
２２２　给药方案　１）阴性对照生理盐水组：生理盐
水，１５ｍＬ／只，１次／ｄ，灌胃，连续给药２周；２）氟尿
嘧啶组（２０ｍｇ／ｋｇ），１５ｍＬ／只，每隔２ｄ给药１次，
腹腔注射，连续给药２周；３）扶正消癌 Ｉ号方中药
组，中药方（３６ｇ／ｋｇ），１５ｍＬ／ｄ，１次／ｄ，灌胃，连续
给药２周；４）扶正消癌Ｉ号中药＋氟尿嘧啶组：中药
方（３６ｇ／ｋｇ），１５ｍＬ／ｄ，１次／ｄ，灌胃；氟尿嘧啶（２０
ｍｇ／ｋｇ），每隔２ｄ给药１次，腹腔注射，连续给药２
周。上述治疗组均于随机分组当日起给药；饲料、饮

水自由。

２３　标本提取　第１５天处死。严格无菌操作取瘤
重Ｗ，清除部分坏死和纤维结缔组织，取一小块组织
管，－８０℃液氮冷冻保存，１０％中性福尔马林溶液
固定、石蜡包埋的残留组织，连续４ｍｍ切片，免疫
组化检测。每组２例。免疫组化法检测血管内皮生

长因子的表达。濒死小鼠及时处死解剖，瘤组织切

取和保存方法同前。

２４　检测指标
２４１　观察小鼠每天的饮食、水，体重，活动度，毛
发光泽度及精神状况。

２４２　瘤重、抑瘤率　建模治疗后，观察抗肿瘤效
果，每隔３ｄ用游标卡尺测量肿瘤最大直径和横向
尺寸的估计量，平均各组，绘制生长曲线：１／２（直径
×宽度）。第１５天称重，脱颈处死小鼠，并在无菌操
作下取出肿瘤组织，并迅速称重 Ｗ。每组２例肝肿
瘤。计算实体肿瘤生长抑制率（ＩＲ）：ＩＲ（％）＝（１
一治疗组平均瘤重／对照组平均瘤重）×１００％。
２４３　免疫组化法检测ＶＥＧＦ蛋白表达　采用Ｅｎ
ｖｉｓｉｏｎ免疫组化染色法。在普通显微镜下观察并摄
片。操作步骤参照说明书：每个肿瘤组织切片常规

脱蜡，在高温柠檬酸抗原修复后，加３％过氧化氢，
用ＰＢＳ洗涤，滴ＶＥＧＦ抗体１∶１００（５０μＬ／组织块），
４℃过夜，用ＰＢＳ洗涤，二抗３７℃孵育，ＤＡＢ显色，
复染，脱水，封片。阳性细胞细胞质呈棕黄色颗粒。

参考刘曼曼等检测方法［３］，先在低倍镜下（１００），阳
性染色最密集的区域，然后在４００次从５个随机选
择的视觉范围，输入的显微图像分析系统（ｌｅｉｃａＱＶ３
系统），染色强度的变化的阳性细胞作为定量指标，

计算平均灰度值的阳性表达水平，灰度值越小，阳性

表达水平愈高，反之亦然。

２５　统计学方法　运用 ＳＰＳＳ１５０统计软件包进
行统计处理。符合正态齐性和方差齐性，计量资料

以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示
差异有统计学意义。

３　结果
３１　一般情况　各组小鼠用药期间活动性表现差
异明显。在整个过程中，氟尿嘧啶组有小鼠因一般

情况较差，有２只未完成实验。其中生理盐水组小
鼠瘤体增长最大，进食量明显减少，小鼠精神状态较

差，活动度减少，随时间延长，其明显消瘦，消癌 Ｉ方
组小鼠虽然瘤体大，但是摄食、饮水量、精神状态较

其他组明显好。消癌Ｉ方组、氟尿嘧啶组、联合用药
组体重较生理盐水组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而各用药组体重差异无统计学意义。
３２　瘤重、抑瘤率　初期各组小鼠肿瘤体积均随着
时间推移呈现增长趋势，阴性对照组 ＞消癌 Ｉ方组
＞氟尿嘧啶组 ＞联合用药组（见表１）。用药组中，
联合用药组小鼠的瘤体生长速度较其他组慢，单纯

中药组、中药和氟尿嘧啶联合用药组其瘤体生长速
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度最快，但小鼠生活精神状态较其他用药组改善，随

着时间延长，氟尿嘧啶组和联合用药组均出现缩小

趋势，但均未出现肿瘤消失情况。抑瘤率分别为中

药组 ５９８３％，氟尿嘧啶组 ７３６８％，联合用药组
８４４８％（见表２）。各用药组与对照组瘤体治疗差
异均有统计学意义（Ｐ＜００１）。

表１　各组小鼠种植瘤的生长情况

时间 阴性对照组 消癌Ｉ方组 氟尿嘧啶组
中药＋氟尿嘧啶组
＋氟尿嘧啶组

Ｄ１ ７１±２５ ６５±３０ ５７±１０ ５４±３６
Ｄ４ １０７±２５ ７８±４２ ６２±１４ ６８±２５
Ｄ８ ２３７±５０ ９５±３５ ７５±２３ ７７±２３
Ｄ１２ ３２１±４９ １４０±４９ １１０±１３ ７９±４２
Ｄ１５ ３６０±５２ １５０±３２ １０５±３５ ６８±３５

表２　各组药物对小鼠移植瘤的抑制作用

组别 鼠数 瘤体质量（ｇ） 抑瘤率（％）

生理盐水 １２ ３６１±０７６
消癌Ｉ方组 １２ １４５±０５６ ５９８３

氟尿嘧啶组 １２ ０９５±０７２ ７３６８

中药＋氟尿嘧啶组 １０ ０５６±０３２ ８４４８

　　注：与阴性对照组比较：Ｐ＜００１。

表３　各组对肠癌ＣＴ２６细胞小鼠移植瘤ＶＥＧＦ的
蛋白表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＶＥＧＦ（平均灰度）

生理盐水组 １２ １１４８±６３
消癌Ｉ方组 １２ １４５３±４３

氟尿嘧啶组 １２ １５１７±６３

中药＋氟尿嘧啶组 １０ １２２６±５３

　　注：与阴性对照组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５。

图１　免疫组化检测荷瘤组织中ＶＥＧＦ表达
　　注：Ａ：生理盐水阴性对照组，光学显微镜（×４０）；Ｂ：消
癌Ｉ方组，光学显微镜（×４０）；Ｃ：氟尿嘧啶组，光学显微镜
（×４０）；Ｄ：中药＋氟尿嘧啶组，光学显微镜（×４０）。

３３　对 ＶＥＧＦ蛋白表达的影响　阳性细胞细胞质
呈棕黄色颗粒。本实验的结果表明，与生理盐水阴

性组比较，联合用药组、消癌 Ｉ方组、氟尿嘧啶组治
疗均可降低 ＶＥＧＦ蛋白的表达，差异均有统计学意
义（Ｐ＜００１），与氟尿嘧啶组比较，虽然中药组
ＶＥＧＦ表达无统计学意义（Ｐ＞００５），但有减少的趋
势。统计分析表明，消癌 Ｉ方组单独或联合氟尿嘧
啶，均可显著抑制荷瘤瘤体 ＶＥＧＦ的表达。（见表
３，图１）
４　讨论

现代医学研究表明，在１９７１年，Ｆｏｌｋｍａｎ等［４］人

首次发现肿瘤的生长依赖于肿瘤组织的血管生成。

如果没有营养支持，肿瘤不能超过１～２ｍｍ３。新生
血管是肿瘤生长和转移的必备条件，血管内皮细胞

具有低突变性、稳定遗传性，抗血管生成、抑制血管

内皮生长因子直接针对肿瘤血管内皮细胞。许多恶

性肿瘤细胞 ＶＥＧＦ的自分泌作用，促进局部血管的
形成。血管内皮生长因子是最重要的促血管生成因

子，直接促进内皮细胞的增殖，促进新生血管的形

成［４５］。结直肠癌患者血清中，ＶＥＧＦ、ＭＶＤ与预后
相关，可作为检测大肠癌预后的参考指标［６］。近年

来，血管内皮生长因子是抗血管生成治疗的重要靶

点，已成为一个热门话题，从而引起科学家们的关

注［７］。贝伐单抗（ＢＥＶ）通过直接阻断ＶＥＧＦ抑制肿
瘤血管生成，抑制肿瘤血管的生长［９１０］。但目前大

多数文献通过临床组织标本和体外实验细胞的检

测，探讨与肿瘤血管生成的关系，中药复方［１１１４］以健

脾补气行气、活血化瘀法见多。针对目前很多不能

耐受化疗的患者，中医学在这方便发挥了极大的优

势。我们从临床观察中肿瘤晚期患者服用补气活血

化瘀中药后［１５１７］能明显提高其近期疗效和改善生活

质量。扶正抗癌Ｉ号方是上海市第七人民医院肿瘤
科治疗肠癌的长期经验总结，全方组成黄芪１５ｇ，太
子参１５ｇ，茯苓１０ｇ，白术１０ｇ，山药１０ｇ，白花蛇舌
草３０ｇ，藤梨根１５ｇ，山慈菇１５ｇ，蜈蚣２条等组成，
处方中以扶正益气之黄芪、太子参、茯苓、白术等为

君，攻伐抗癌之白花蛇舌草、山慈菇等为臣，佐以藤

梨根、蜈蚣等，使以甘草，全方共奏扶正抗癌之效。

前期临床观察中能明显改善晚期肿瘤患者的生活质

量［１８１９］，我们的实验结果发现，消癌 Ｉ方组、氟尿嘧
啶组、联合瘤体均有减小，各用药组中，中药组瘤体

质量最大，但生活质量较氟尿嘧啶组一般情况好，说

明扶正益气为主的重要能对改善生活质量起到一定

作用。联合用药组、消癌Ｉ方组、氟尿嘧啶组治疗均
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可降低ＶＥＧＦ蛋白的表达，差异均有统计学意义（Ｐ
＜００１），与氟尿嘧啶组比较，虽然单纯消癌 Ｉ方中
药组ＶＥＧＦ表达无统计学意义（Ｐ＞００５），但有减
少的趋势。扶正消癌 Ｉ号方、氟尿嘧啶及联合用药
均可明显抑制大肠癌细胞株ＣＴ２６移植瘤的生长，因
此，我们认为，消癌Ｉ号联合氟尿嘧啶在荷瘤鼠体内
均具有抗血管生成作用。消癌 Ｉ号方抗血管生成可
能是通过下调 ＶＥＧＦ的表达间接抑制肿瘤血管形
成，直接作用于血管内皮细胞，抑制肿瘤组织生长。
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