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益肺清化颗粒对
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影响的研究
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摘要"目的"观察中药益肺清化颗粒对
I:J>/

肺癌小鼠瘤组织中的血管内皮细胞生长因子!
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#的影响"探讨益肺清化颗粒的抑瘤机制% 方法"

7"

只小鼠随

机分为模型组"中药低$中$高剂量组"吉非替尼组"吉非替尼加中药中剂量组"以及环磷酰胺!
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#组"每组
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只% 所有小鼠右腋皮下接种
I:J>/

瘤细胞进行造模% 模型组给予纯净水
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灌胃"每天
#

次&中药

低$中剂量组分别给予益肺清化颗粒
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#" .HS.

灌胃"每天
#

次&中药高剂量组给予益肺清化颗粒
#" .HS.
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次&吉非替尼组给予吉非替尼
#"" <.HS.

灌胃"每天
#

次&吉非替尼加中药中剂量组上午给予

吉非替尼
#"" <.HS.

灌胃"下午给予益肺清化颗粒
#" .HS.

灌胃% 上述各组均从小鼠接种肿瘤细胞的第
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天开始给药"连续
#8

天%
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组在实验第
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天给予
&)R D" <.HS.

腹腔注射% 第
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天处死小鼠"取

瘤"免疫组化法检测肿瘤组织中
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的表达% 结果"与模型组比较"各

给药组
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#% 结论"益肺清化颗粒可能通过降低血管生成促进因子
1;KL

的表达"升高血管生成抑制因
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的表达"进而发挥抑瘤作用%

关键词"益肺清化颗粒&
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年提出肿瘤的生长依

赖血管生成的假说* 其认为当实体肿瘤直径
V# <<

后"周围组织已经不能满足肿瘤生长需要的氧供'营养

物质供应和代谢物的清除"它的生长就必须依赖新生

血管生成来维持营养供给和排泄代谢产物"否则肿瘤

组织会发生退化(

!

"

$

)

* 肿瘤血管生成是肿瘤细胞诱导

的微血管持续'失控性生长和肿瘤血液循环建立的过

程"是肿瘤生长及转移最为重要的因素* 血管生成依

赖于血管生成促进因子和血管生成抑制因子的动态平

衡* 血管内皮细胞生长因子$
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%是重要的血

管生成促进因子&血管抑素$

,M.>2/0=0>M

%'内皮抑素

$
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%是重要的血管生成抑制因子* 益肺清

化颗粒$最初为膏剂"名为肺瘤平'肺瘤平膏'益肺清

化膏"去活血化瘀药物为肺瘤平
!

号"颗粒剂名为益肺

清化颗粒%是以中医+益气养阴'清热解毒'活血化瘀,

为组方原则研制而成的治疗肺癌专方"有良好的临床

疗效(

8

#

%

)

* 本研究应用免疫组化方法研究了益肺清化

颗粒对
I:J>/

肺癌小鼠移植瘤组织中
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'
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'
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'
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表达的影响"从蛋白水平探

讨益肺清化颗粒抗肿瘤的作用机制*

材料与方法

#

"动物"清洁级
&97_IHD'

小鼠"雄性"

7"

只"

体重
#%

&

!" .

"购于北京华阜康生物科技股份有限公

司"许可证号#

Z&Rb

$京%

!""6

#

"""7

* 于中国中医

科学院广安门医院
!

级动物房饲养"饲以标准的小鼠

合成饲料"自由饮用小鼠专用无菌水"环境温度$

!"

'

!

% ("相对湿度
$Dc

*

!

"药物'试剂及仪器"益肺清化颗粒$组方#黄

芪'党参'沙参'麦冬'桔梗'杏仁'川贝'紫菀'仙鹤草'败

酱草'拳参'白花蛇舌草'桃仁'红花'甘草%"北京华神制

药有限公司"批号#

^ !""9"%9#

&注射用
&)R

"山西普德

药业股份有限公司"批号#

"8##"D"!

&吉非替尼"阿斯利

康制药有限公司"批号#

]!""8"7D7

* 兔抗小鼠
@LKL

多克隆抗体$一抗%"美国
Z=M0= &O-?

公司&小鼠抗小

鼠
1;KL

单克隆抗体$一抗%'兔抗小鼠
,M.>2/0=0>M

多

克隆抗体$一抗%'小鼠抗小鼠
;MB2/0=0>M

单克隆抗体

$一抗%"英国
,@E=<

公司* 免疫组化试剂盒"北京中

杉金桥生物技术有限公司*

$c]
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去离子水&

T23[

$

<:O ]:3A:O

$即用型%"

T23[

$

]aT =M0>

$

a=@@>0 (.K

$即

用型%及
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$

]aT =M0>

$

<2-/: (.K

$即用型%* 超净

工作台
__Z

$

FZ&

"上海巴艾贝斯&

$"#

#

!D%

!

""#

型轮

转式组织切片机"德国&

,Mb:%"

$

^&

台式离心机"北京

医用离心机厂&

_]Z

型
G3[<A-/

生物显微镜"日本&

F]T

$

6#D!

电热恒温孵育箱"上海一恒科技有限公司&

I:>E=

$

F+!9""_

显微镜"德国&

(<=.:

$

AO2 A3-/ D

!

"

图像处理软件*

$

"

I:J>/

肺癌模型的制备"将
I:J>/

肺癌瘤株
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$中国中医科学院广安门医院肿瘤实验室赠%从液氮

中取出迅速放入
$7

(水中融化"

#8 """ O H<>M

离心

9 <>M

"弃上清"按生理盐水)肿瘤
d!

)

#

稀释"镜下调

整细胞浓度至
#

*

#"

7
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* 每只小鼠右腋皮下接种

"

!

! <I

瘤细胞悬液* 传代
!

次"方法同上*

8

"分组与给药"

7"

只小鼠采用随机数字表法分

为
7

组#模型组"中药低'中'高剂量组"吉非替尼组"吉

非替尼加中药中剂量组以及环磷酰胺$

&)R

%组"每组

#"

只* 模型组给予纯净水
"

!

8 <I

灌胃"每天
#

次&

中药低'中剂量组分别给予益肺清化颗粒
9

'

#" .HS.

$分别相当于临床用量的
9

'

#"

倍%灌胃$

"

!
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%"每

天
#

次&中药高剂量组给予益肺清化颗粒
#" .HS.

灌

胃$

"
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8 <I

%"每天
!

次&吉非替尼组给予吉非替尼

#"" <.HS.

$相当于临床用量的
8
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#7

倍 % 灌胃

$

"
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%"每天
#

次&吉非替尼加中药中剂量组上午

给予吉非替尼
#"" <.HS.

灌胃$

"
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%"下午给予

益肺清化颗粒
#" .HS.

灌胃$

"

!

8 <I

%* 上述各组均

从小鼠接种肿瘤细胞的第
!

天开始给药"连续
#8

天*

&)R

组在实验第
$

'

7

天给予
&)R D" <.HS.

腹腔注

射$
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9

"标本取材"中药中剂量组'吉非替尼加中药中

剂量组各死亡
#

只"中药高剂量组死亡
!

只* 给药结

束后将小鼠断颈处死"迅速剥离瘤块放入福尔马林溶

液中待用*

D

"免疫组化法检测肿瘤组织中
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及
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的表达*

D
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#

"脱蜡'水化组织切片*

D

!

!

"根据所应用的一抗的特殊要求"对组织切

片进行处理*

D

!
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$c]

!

G

!

去离子水孵育
#" <>M

"以阻断内

源性过氧化物酶"

T_Z

冲洗"

! <>M

*

$

次*

D

!

8

"滴加一抗$兔抗小鼠
,M.>2/0=0>M

多克隆抗

体"稀释浓度#

#

)

#""

&小鼠抗小鼠
;MB2/0=0>M

单克隆

抗体"稀释浓度#

#

)

# """

&小鼠抗小鼠
1;KL

单克隆

抗体"稀释浓度#

#

)

!""

&兔抗小鼠
@LKL

多克隆抗体"

稀释浓度#

#

)

#""

%"

$7

(孵育
#

&

! P

"

T_Z

冲洗"

! <>M

*

$

次*

D

!

9

"滴加
T23[<:O ]:3A:O

"

$7

(孵育
#"

&

!" <>M

"

T_Z

冲洗"

! <>M

*

$

次*

D

!

D

"滴加
T23[

$

]aT =M0>

$

a=@@>0 (.K

或
T23[

$

]aT =M0>

$

<2-/: (.K

"

$7

(孵育
#"

&

!" <>M

"

T_Z

冲洗"

! <>M

*

$

次*

D

!

7

"应用
F,_

溶液显色*

D

!

%

"自来水充分冲洗'复染'脱水'透明'封片*

D

!

6

"图像处理与分析"

I:>E=

显微镜下观察照

相"使用
(<=.:

$

AO2 A3-/ D

!

"

软件进行图像处理和分

析* 根据目标区染色颜色的深浅及分布面积大小确定

目标蛋白量* 目标区选定的阳性细胞数越多"其阳性

面积越大&染色颜色越深"阳性信号越强&其积分光密

度$

>M0:.O=0:B 2A0>2M B:M/>0[

"

(GF

%值必定越高* 最

后以
(GF

值进行统计*

7

"统计学方法"应用
ZTZZ #D

!

"

统计软件进

行数据统计* 计量资料以
Y

'

/

表示"所有数据经正态

分布和方差齐性检验后"进行单因素方差分析"方差齐

者用
Z5b

两两比较"方差不齐者采用
)=<P=M:

两两

比较*

T U"

!

"9

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组肿瘤组织
1;KL

及
@LKL

表达比较$表

#

"图
#

'

!

%"

1;KL

'

@LKL

阳性着色为棕黄色颗粒"主

要分布于肿瘤细胞的细胞浆或细胞膜上* 各给药组

1;KL

表达均较模型组显著降低$

T U"

!

"#

%&各给药

组间
1;KL

比较"差异均无统计学意义$

T V "

!

"9

%*

吉非替尼组
@LKL

表达较模型组明显降低 $

T U

"

!

"9

%&其余给药组
@LKL

表达与模型组比较"差异均

无统计学意义$

T V"

!

"9

%*

表
#

%各组肿瘤组织
1;KL

'

@LKL

'

,M.>2/0=0>M

及
;MB2/0=0>M

表达比较"$

Y

'

/

%

组别
M 1;KL @LKL ,M.>2/0=0>M ;MB2/0=0>M

模型
#" 96 "6"

+

78

'

#7 7$6

+

DD #! 779

+

67

'

#8 !$#

+

$% #$ $!"

+

9!

'

8 9"!

+

%6 # 697

+

#8

'

! $87

+

#7

中药低剂量
#"

!# 9"%

+

""

'

## $9#

+

!D

!!

#" D7#

+

"7

'

7 #DD

+

D7

$# 799

+

7%

'

7 #8#

+

#6

!!

6 $87

+

7D

'

$ #76

+

##

!!

中药中剂量
6

#6 !D#

+

79

'

9 8#!

+

66

!!

#" !77

+

%!

'

9 !7%

+

D!

$" 796

+

9"

'

D 9D"

+

8D

!!

#7 #%%

+

%6

'

D $!9

+

"D

!!

中药高剂量
%

#6 D$#

+

79

'

#D 8D!

+

"%

!!

#" 9"9

+

$$

'

7 87%

+

88

$$ 7!6

+

D#

'

6 $"%

+

79

!!

!% "#"

+

#D

'

#" "98

+

$D

!!""

吉非替尼
#"

## 9#$

+

66

'

9 9D7

+

9#

!!

6 899

+

DD

'

9 6$7

+

97

!

!6 #"D

+

96

'

% 8""

+

$$

!!

#8 8$$

+

!"

'

7 7!%

+

%%

!!

吉非替尼加中药中剂量
6

#6 $77

+

$%

'

#$ 8!6

+

8#

!!

6 97!

+

$7

'

8 788

+

D7

$8 $6%

+

#6

'

6 #%%

+

7$

!!

!7 %6D

+

#9

'

#$ 9!#

+

7!

!!""#

&)R #"

!! 9!D

+

#6

'

#7 DD8

+

%%

!!

6 787

+

89

'

8 D!8

+

7"

87 #8$

+

!%

'

#" 879

+

$"

!! "

!7 "!$

+

9#

'

% #"8

+

D9

!!"

""注#与模型组比较"

!

T U"

+

"9

"

!!

T U"

+

"#

&与中药低剂量组比较"

"

T U"

+

"#

&与中药中剂量组比较"

"

T U"

+

"#

&与吉非替尼组比较"

#

T U"

+

"9
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%

!!"#(%!

""注#,为模型组&

_

为中药低剂量组&

&

为中药中剂量组&

F

为中药高剂量组&

;

为吉非替尼组&

L

为吉非替尼加中药中剂量组&

K

为
&)R

组&下图同&箭头所示为
1;KL

阳性表达

图
#

%各组肿瘤组织
1;KL

表达比较"$

(]&

" *

8""

%

""注#箭头所示为
@LKL

阳性表达

图
!

%各组肿瘤组织
@LKL

表达比较"$

(]&

" *

8""

%

""

!

"各组肿瘤组织
,M.>2/0=0>M

及
;MB2/0=0>M

表

达比较$表
#

"图
$

'

8

%"

,M.>2/0=0>M

阳性着色为棕黄

色颗粒"主要分布于肿瘤细胞的细胞浆上&

;MB2/0=0>M

阳性着色为棕黄色颗粒"主要分布于肿瘤组织的细胞

质上* 与模型组比较"各给药组
,M.>2/0=0>M

及
;M

$

B2/0=0>M

表达均显著增加$

T U"

!

"#

%* 与中药低剂量

组比较"

&)R

组
,M.>2/0=0>M

表达及中药高剂量组'吉

非替尼加中药中剂量组'

&)R

组
;MB2/0=0>M

表达更

高$

T U"

!

"#

%&中药中剂量组与吉非替尼组比较"差异

无统计学意义$

T V"

!

"9

%*与中药中剂量组比较"中药

高剂量组'吉非替尼加中药中剂量组
;MB2/0=0>M

表达

更高$

T U "

!

"#

%"吉非替尼组'

&)R

组差异无统计学

意义$

T V "

!

"9

%* 吉非替尼加中药中剂量组
;M

$

B2/0=0>M

表达明显高于吉非替尼组$

T U"

!

"9

%*

讨""论

肿瘤血管生成是指从已存在的血管床中产生出新

生血管系统"是一个包括血管内皮的细胞增殖'迁移及

细胞外基质降解的多步骤复杂过程* 肿瘤血管与正常

血管相比有以下特点#$

#

%肿瘤血管缺乏完整血管的

周边细胞"使其对氧浓度改变的承受力降低"这样使肿

瘤组织更容易缺氧(

6

)

&$

!

%肿瘤血管壁并非由单一的

内皮细胞层组成"单纯肿瘤细胞或肿瘤细胞与内皮细

胞相间均可形成血管壁内层细胞"形成马赛克样血管"

从而为肿瘤的生长提供氧供'营养物质供应和代谢物

的清除* 在动物移植瘤和人结肠癌中"

#9c

血管内壁

由肿瘤细胞和内皮细胞镶嵌组成(

#"

)

&$

$

%肿瘤血管

的内皮细胞与静止的血管内皮细胞相比增生活跃"细
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""注#箭头所示为
,M.>2/0=0>M

阳性表达

图
$

%各组肿瘤组织
,M.>2/0=0>M

表达比较"$

(]&

" *

8""

%

""注#箭头所示为
;MB2/0=0>M

阳性表达

图
8

%各组肿瘤组织
;MB2/0=0>M

表达比较"$

(]&

" *

8""

%

胞表面的
1;KL

受体
bFa L30

$

#

和整合素
#N$$

等分

子表达上调"更能促进肿瘤的生长(

6

)

&$

8

%肿瘤血管表

现为高度的无序'膨胀'迂曲'分支过多'粗细不匀等"

导致缺氧"血流紊乱及酸性物质堆积区的形成(

##

)

* 肿

瘤的转移至少需要
$

个过程(

#!

)

#$

#

%肿瘤细胞由瘤体

脱落"进入血管或淋巴管&$

!

%避开宿主的免疫应答"

在脉管系统内随血液或淋巴液运行&$

$

%种植到靶器

官或靶淋巴结上继续生长* 新生肿瘤血管与正常血管

相比有极大区别#肿瘤新生血管超微结构的研究发现"

内皮细胞间连接扩大"基底膜不连续或缺如"血管壁存

在许多微孔"这种情况使得肿瘤细胞通过其本身基因

表达的改变"更好地适应局部缺氧环境"更有利于肿瘤

的浸润和转移"同时也增强了肿瘤细胞抗凋亡能

力(

#$

"

#8

)

* 同时由于新生血管基底膜不完整"血管通透

性增高及新生血管内皮细胞分泌胶原酶的作用"肿瘤

细胞极易穿透血管壁而随血流播散"因此肿瘤血管对

肿瘤的转移也有重要意义*

1;KL

又称血管渗透性因子"是一种分子量为

$8

&

89 SF

的分泌性糖蛋白"其主要生物学功能有#

$

#

%促进血管形成(

#9

"

#D

)

&$

!

%增加血管通透性(

#7

)

&$

$

%

刺激单核细胞及成骨细胞的迁移(

#%

)

&$

8

%诱导蛋白水

解酶'组织因子'基质胶原酶等在内皮细胞表达"激活

第
%

因子从内皮细胞释放"改变细胞外基质"介导内皮

细胞迁移和浸润"利于血管生成(

#6

)

*

@LKL

是
LKL

超

家族成员"是由
#98

个氨基酸组成的多肽"其最主要

的生物学功能是通过细胞表面的受体刺激多种细胞的

分裂和增殖"有明显的促有丝分裂作用* 近年研究发

现
@LKL

在肾癌'肺癌和白血病等多种恶性肿瘤细胞

中过度表达"促进肿瘤生长'浸润和转移(

!"

"

!#

)

*

,M.>2/0=0>M

是第一个被分离的'来源于肿瘤细胞

的血管生成抑制因子"具有强烈抑制血管生成的作用"

其能特异性抑制肿瘤血管内皮细胞增殖迁移"阻止血管
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!

%

!!"(!%!

发生"促进实验动物肿瘤原发灶消退"抑制转移灶的形

成(

!!

)

*

;MB2/0=0>M

是第二个被发现的肿瘤衍生的血管

生成抑制因子"是一种作用更强的特异性血管生成抑制

剂(

!$

)

"在
#""

&

9"" M.H<I

时就能抑制微血管内皮增

生*

;MB2/0=0>M

能抑制原发肿瘤的生长"又能阻止转

移灶的形成"且与
,M.>2/0=0>M

具有协同效应"两者合

用可使肿瘤原发灶完全消退"而且在终止投药时未见复

发(

!8

)

* 益肺清化颗粒是国家+七五,攻关课题+益气养

阴'清热解毒之剂治疗非小细胞肺癌的临床与实验研

究,的研究成果* 前期临床疗效研究表明"益肺清化颗

粒对中晚期肺癌患者具有改善症状'增强体质'减轻化

疗引起的毒副反应'提高生活质量'稳定瘤灶'延长生存

期等作用(

8

#

%

)

&前期动物实验研究表明益肺清化颗粒有

明显的抑制肿瘤生长和转移的作用(

!9

#

$"

)

*

益肺清化颗粒依据中医学理论及朴炳奎临床经验

组方而成* 方中黄芪'沙参'麦冬益气养阴&党参健脾

益肺"体现了+培土生金,'+虚则补其母,的治则"能提

高机体免疫力"从而达到抗癌的作用&桃仁'红花活血

化瘀"能改变血流动力学"降低血小板水平"从而减少

肿瘤的侵袭与转移&并配以白花蛇舌草'拳参'败酱草

清热解毒抗癌* 诸药合用"共奏益气养阴'清热解毒'

活血化瘀抗癌之功*

本研究应用免疫组化法检测了益肺清化颗粒对

I:J>/

肺癌小鼠移植瘤组织中
1;KL

'

@LKL

'

,M.>2/0=

$

0>M

和
;MB2/0=0>M

表达的影响"从蛋白水平探讨了益肺清

化颗粒抗肿瘤的作用机制* 结果发现"益肺清化颗粒可

以降低
1;KL

的表达"但对
@LKL

的表达无抑制作用&可

以升高
,M.>2/0=0>M

和
;MB2/0=0>M

的表达* 益肺清化颗

粒治疗肺癌的作用机制可能为#通过降低血管生成促进

因子
1;KL

的表达"升高血管生成抑制因子
,M.>2/0=0>M

和
;MB2/0=0>M

的表达"进而发挥抑瘤作用*
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