
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
$$

卷第
##

期
%&'()*

!

+,-./0.1 !"#$

!

2,34 $$

!

+,

!

##

"!"!"#"

基金项目#河北省科技支撑项目#基于浊毒理论$三位一体%逆转胃癌前病变的临床前瞻性研究&

+,

!

##!56#"$7

"

$6

'

作者单位#

#4

河北医科大学西山校区临床部&石家庄
"8""!"

'(

!4

河北省中医院消化科&石家庄
"8""##

'

通讯作者#高绍芳!

(.3

#

#$9$!#86$:"

!

;

"

/<=3

#

>??@AB#!64C,/

7D'

#

#"

!

566#E%&'*

!

!"#$

!

##

!

#8#8

化浊解毒和胃方对胃癌前病变大鼠血管生成机制的影响
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摘要#目的#探讨化浊解毒和胃方治疗胃癌前病变!
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"

JK

"

L%

#在血管新生方面的可能机制$ 方法#

)=@I<1

大鼠
66

只随机分为
6

组%即正常对照组!空白组#"模型

组"维甲酸治疗组!维甲酸组#"化浊解毒和胃方高&中&低剂量治疗组"每组
##

只$ 采用幽门弹簧插入复合

法复制慢性萎缩性胃炎
JKL%

模型"各组给予相应的药物每天灌胃
#

次"每次
! /K

"连续
#!

周$ 采用免疫

组织化学和
).@I.1G 03,I

方法" 观察化浊解毒和胃方对慢性萎缩性胃炎
JKL%

大鼠胃黏膜组织缺氧诱导

因子$

#!

!

MNF,O=< =GPHC.P A<CI,1

"

Q'R

"

#!

#&血管内皮生长因子!

-<@CH3<1 .GP,IM.3=<3 ?1,>IM A<CI,1

"

2;LR

#的影响$ 结果#与空白组比较"模型组
2;LR

&

Q'R

"

#!

的表达增高"差异有统计学意义!

J S"

!

"8

#'

各治疗组与模型组比较"

2;LR

&

Q'R

"

#!

表达降低"差异有统计学意义!

J S"

!

"8

#'且化浊解毒和胃方高剂量

组与中剂量组降低
2;LR

&

Q'R

"

#!

的表达优于维甲酸组及化浊解毒和胃方低剂量组!

J S"

!

"8

#"低剂量组与

维甲酸组比较差异无统计学意义!

J T"

!

"8

#$ 结论#化浊解毒和胃方可能是通过降低
JKL%

大鼠胃黏膜

Q'R

"

#!

&

2;LR

的表达"从而抗血管生成达到防治慢性萎缩性胃炎
JKL%

的治疗效果"并且存在一定的量效

关系$

关键词#胃癌前病变'化浊解毒和胃方'血管内皮生长因子'缺氧诱导因子
#!
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##胃癌是发病率和病死率最高的恶性肿瘤之一) 它

是一个多步骤癌变的过程!即慢性浅表性胃炎
!

慢性

萎缩性胃炎
!

肠上皮化生
!

不典型增生
!

胃癌) 早在

#95:

年
)QD

将慢性萎缩性胃炎列为胃癌的癌前状

态!在此基础上伴发的肠上皮化生&

=GI.@I=G<3 /.I<

"

F3<@=<

!

'*

'和异型上皮增生&

<INF=C<3 .F=IM.3=<3 MN

"
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!
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'!被认为是胃癌前病变&
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!阻断和逆

转
JKL%

的发展!是降低胃癌发生率的有效措施

之一)

肿瘤的快速生长,浸润与转移依赖于血管生成!丰

富的血管可持续不断地向肿瘤提供营养和排出代谢产

物!为其生长提供物质条件*

!

+

) 已陆续发现多种血管

生成因子!其中缺氧诱导因子 $

#!

*

$

+

&

MNF,O=< =G

"

PHC.P A<CI,1

!

Q'R

"

#!

',血管内皮生长因子&

-<@CH

"

3<1 .GP,IM.3=<3 ?1,>IM A<CI,1

!

2;LR

'在许多肿瘤中

过度表达!与肿瘤血管生成,肿瘤细胞的增殖,凋亡等

过程密切相关) 肿瘤细胞高表达
Q'R

"

#!

*

$

+

!肿瘤细胞

在长期缺氧微环境刺激下!通过
Q'R

"

#!

表达增高调

控血管新生*如
2;LR

,转化生成因子&

I1<G@A,1/=G?

?1,>IM A<CI,1

!

(LR

'等+!促进细胞发生上皮间质转

化*如
()'X(

蛋白,上皮细胞钙黏蛋白&

;

"

C<PM.1

"

=G

'+ 等途径适应缺氧微环境而促进肿瘤生长和转

移*

_

+

) 故此目前!抗肿瘤血管治疗已经成为肿瘤治疗

的新方向)

目前西医尚无公认的特效药物和方法!而中医

药具有良好的疗效和前景) 李佃贵教授根据多年的

临床经验! 认为$浊毒%是其病理变化基础!研制成

化浊解毒和胃方治疗
JKL%

!取得较为满意的临床

效果*

8

!

6

+

)

本研究采用免疫组织化学和
).@I.1G 03,I

的方

法!观察化浊解毒和胃方对慢性萎缩性胃炎
JKL%

大

鼠胃黏膜组织
2;LR

,

Q'R

"

#!

的影响! 探讨化浊解毒

和胃方对慢性萎缩性胃炎
JKL%

可能的抗血管生成

治疗机制)

材料与方法

#

#动物#健康
)=@I<1

大鼠
66

只!雄性!体重

&

#6"

&

#"

'

?

) 购买自河北医科大学实验动物中心)

实验动物质量合格证号#

:"9#""

) 常规喂养标准

饲料)

!

#药品与试剂#化浊解毒和胃方#由茵陈,藿

香,佩兰,茯苓,黄连,半枝莲,半边莲,全蝎,白花蛇

舌草等中药组成) 购自河北省中医院中药房!由河

北医科大学中医学院制剂室水煎浓缩成含量为

!

!

$8 ?

生药
E/K

的混悬液!并由河北医科大学中医

学院制剂室进行质量控制(维甲酸片!重庆华邦制药

有限公司!

#" /?E

片!批号#

!""_"6"5

(脱氧胆酸钠!

山东鲁北药业有限公司!批号#

"#"_"#

(盐酸雷尼替

丁胶囊!杭州民生药厂生产!

"

!

#8 ?E

粒!批号#

98"558

(兔抗鼠
2;LR

,

Q'R

"

#!

多克隆抗体试剂盒,

7W\

显色试剂盒#武汉博士德生物工程有限公司)

$

#动物造模及分组给药#

)=@I<1

雄性大鼠
66

只!适应性喂养
#

周后!随机分为
6

组!即正常对照组

&空白组'!模型组!维甲酸治疗组&维甲酸组'!化浊解

毒和胃方高,中,低剂量治疗组!每组
##

只) 除空白组

外!其余各组均进行大鼠慢性萎缩性胃炎
JKL%

模型

的建立!模型的制备参照文献*

5

+的方法并加以改进!

将雄性
)=@I<1

大鼠禁食不禁水
#6 M

后!以
#

!

"`

戊

巴比妥
8 /KE]?

腹腔注射麻醉!称其质量!固定大鼠

四肢!在无菌条件下开腹!暴露胃!在胃前壁距幽门环

"

!

! C/

无或少血管处切一小口!将一长约
! C/

,直

径约
"

!

! a"

!

$ C/

的金属弹簧前
#E$

插过幽门环进

入十二指肠!用缝线将弹簧两端及中央固定!按手术常

规逐层缝合胃及腹壁切口) 手术后禁食不禁水
!_ M

!

恢复性饲养
#

周后!开始灌胃
6" a 5"

'高盐热淀粉

糊&含
#8` +<%3

'!每次
! /KE

只!

!

次
E

周!连续
!_

周) 每组取
#

只大鼠确认造模成功后!空白组及模型

组给予等量生理盐水!其余各组给予相应的药物灌胃

治疗) 维甲酸组予
_" /?E]?

灌胃(化浊解毒和胃方

高,中,低剂量组分别予化浊解毒和胃方
!"

,

#"

,

8 ?E]?

灌胃&相当于成人每日用量的
!

,

#

,

#E!

倍')

每天上午灌胃
#

次!每次
! /K

!连续
#6

周!于第
#6

周末处死各组大鼠!剖腹取胃!沿胃大弯剪开!肉眼观

察! 使用
!""

'干烤的器械于手术台上于胃窦部剪取

组织
#"" /?

!迅速将组织置于
_

'

7;J%

水中洗去

血液后!置冻存管中保存于液氮中) 另在胃窦部小弯

侧切取
#

!

8

(

#

!

" C/

胃组织!

#"`

中性福尔马林固

定!常规石蜡包埋!

Q;

染色) 为免疫组织化学法的检

测备用)

_

#观察指标及方法

_

!

#

#用
).@I.1G 03,I

法检测
Q'R

"

#!

#首先取

大约
8"" a6"" /?

组织匀浆加
# /K

提取液匀浆提

取!

_

'!

#! """ 1 E/=G

离心
8 /=G

!取上清!提取细胞

总蛋白!然后取洁净的玻璃板!将玻璃板下端用
(1=@

"

甘氨酸
#`

琼脂糖封口!将分离胶倒入准备好的玻璃

板间隙!在顶层加入数毫升覆盖物!聚合后 &大约

#8 /=G

'!吸干水!倒成层胶!插入梳子) 待成层胶凝
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聚后!小心拔出梳子!加样本
: "K

) 加入电泳缓冲液!

定容至
8 K

后!加
8 ? X7X

溶解其中!再进行
X7X

"聚

丙烯酰胺凝胶电泳(随后进行膜转移操作!转移膜在正

极!胶在负极!

#5" a !"" /2 #

!

8 a 6 M

!后在封闭液

&

8`

牛血清白蛋白
\XW

'中室温摇动
_ a8 M

或静止

过夜(加兔抗鼠
Q'R

"

#!

抗体稀释
#

)

!8"

!室温摇动

# a$ M

(

J\X

清洗!

#" /=G

(

$

!

加稀释的生物素标

记鼠抗兔
'?L

!

J\X

清洗
#" /=G

(

$

!

显色!

).@I

"

.1G 03,I

图像存入计算机!经
'\WX !

!

"

全自动图像

分析系统进行光密度指数分析)

_

!

!

#免疫组织化学法测定
2;LR

#所有标本均

经
#"`

中性福尔马林固定
!_ M

!石蜡包埋!经
Q;

常

规染色!进行免疫组织化学
XJ

法染色!方法按试剂

盒严格操作!用生物公司提供的已知阳性切片作为

阳性对照!阴性对照为
J\X

液代替一抗的空白对

照) 本实验研究结果的评判标准*

:

+如下#镜下以胃

黏膜细胞胞浆和&或'胞膜染成棕黄色细颗粒者为

2;LR

表达阳性!对每张切片随机选取
8

个视野!高

倍镜下&

#"

(

_"

'每个视野计数
!""

个细胞!共计

# """

个!以胞质表达颗粒的着色深浅及着色的阳性

细胞数进行评分#

"

分为无色!

#

分为浅黄色!

!

分为

棕黄色!

$

分为棕褐色!染色强度需与背景色相对比(

再按阳性细胞所占百分比打分#阳性细胞
S 8`

为
"

分! 阳性细胞
8` a !8`

为
#

分!阳性细胞
!6` a

8"`

为
!

分!阳性细胞
8#` a58`

为
$

分!阳性细

胞
T58`

为
_

分!染色强度分值与阳性细胞百分比

分值的乘积为
" a #

分为 $!

! a $

分为
b

!

_ a 6

分

为
bb

!

T6

分为
bbb

)

8

#统计学方法#用
XJXX #$

!

"

统计软件进行

统计处理!计数资料用四格表
#

!检验!计量数据用

O

&

@

表示!对各组数据均进行方差齐性检验!方差齐时

不同组间用单因素方差分析!两两比较用
X+^

"

c

检

验(方差不齐用
^

"

) Q

检验!两两比较用
+./=GN

法!

J S"

!

"8

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组大鼠胃黏膜
Q'R

"

#!

的表达比较&图
#

!表

#

'#与空白组比较!模型组
Q'R

"

#!

的表达增高!差异

有统计学意义&

J S "

!

"8

'(与模型组比较!各治疗组

Q'R

"

#!

的表达下降!差异有统计学意义&

J S "

!

"8

'(

化浊解毒和胃方高剂量组与中剂量组
Q'R

"

#!

的表达

均低于维甲酸组及化浊解毒和胃方低剂量组 &

J S

"

!

"8

'!低剂量组与维甲酸组比较差异无统计学意义

&

J T"

!

"8

')

##注#

W

为空白组(

\

为模型组(

%

为维甲酸组(

7

为化浊解毒

和胃方低剂量组(

;

化浊解毒和胃方中剂量组(

R

为化浊解毒和

胃方高剂量组

图
#

#各组大鼠胃黏膜
Q'R

"

#!

的表达比较

表
#

#各组大鼠胃黏膜
Q'R

"

#!

表达比较#&

O

&

@

'

组别
G Q'R

"

#!

空白#

#" "

*

#:9 #

&

"

*

""8 #

模型#

#"

"

*

898 "

&

"

*

""5 #

"

维甲酸
#"

"

*

$:6 _

&

"

*

""6 !

#

化浊解毒方低剂量
#"

"

*

$55 #

&

"

*

""8 $

#

化浊解毒方中剂量
#"

"

*

!!! :

&

"

*

""8 :

#$%

化浊解毒方高剂量
#"

"

*

!#_ !

&

"

*

""6 #

#$%

##注#与空白组比较!

"

J S"

*

"8

(与模型组比较!

#

J S "

*

"8

(与化浊

解毒和胃方低剂量组比较!

$

J S"

*

"8

(与维甲酸组比较!

%

J S"

*

"8

!

#各组大鼠胃黏膜
2;LR

的表达比较&图
!

!表

!

'#

2;LR

的免疫性反应物呈棕褐色!细颗粒状!背景

##注#

W

为空白组(

\

为模型组(

%

为雌甲酸组(

7

为化浊解毒

和胃方低剂量组(

;

为化浊解毒和胃方中剂量组(

R

为化浊解毒

和胃方高剂量组(箭头所示为
2;LR

的阳性表达

图
!

#各组大鼠胃黏膜
2;LR

的表达比较

&

XJ

法! (

_""

'



"!"!'#" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
$$

卷第
##

期
%&'()*

!

+,-./0.1 !"#$

!

2,34 $$

!

+,

!

##

不着色或略显淡黄色!主要位于
'*

和
W(J

细胞膜和

&或'胞浆!一些内皮细胞上也可见弱的
2;LR

染色

&具体见各图示箭头所指') 空白组
2;LR

表达甚微!

与空白组比较!模型组及各治疗组
2;LR

的表达增高!

差异有统计学意义&

J S"

!

"8

'(各治疗组与模型组比

较!差异有统计学意义&

J S"

!

"8

'(高剂量组与中剂量

组降低
Q'R

"

#!

的表达优于维甲酸组,低剂量组&

J S

"

!

"8

'!低剂量组与维甲酸组比较差异无统计学意义

&

J T"

!

"8

')

表
!

#各组大鼠胃黏膜
2;LR

阳性表达的比较#&只'

组别
G

$

b bb bbb

空白#

#" # 6 $ "

模型#

#" " # ! 5

维甲酸
#" " # 5 !

低剂量
#" " ! 5 #

中剂量
#" # $ 8 #

高剂量
#" # ! 6 #

讨##论

中医学并无胃癌前病变的病名!根据辨证可将其

归于胃脘痛,痞满,呃逆,瘕等范畴) 本课题组经过

多年的临床实践!认为本病病位在脾胃!涉及肝!病机

关键在于脾胃虚弱,浊毒之邪壅滞中焦) 其演变多由

肝郁气滞!木旺克土!脾虚湿盛!继而积湿成浊!浊郁化

热!热蕴成毒!浊毒之邪深伏胃脉血分!最终形成慢性

萎缩性胃炎这一病理改变) 治疗上以化浊解毒为主!

和胃健脾为辅) 化浊解毒和胃方中茵陈,藿香,佩兰芳

香祛湿化浊(茯苓健脾利湿!以绝生痰之源(黄连,白花

蛇舌草,半枝莲,半边莲,全蝎等药物解毒通络!诸药相

互配伍!化浊解毒通络!标本同治) 现代药理学研究表

明!白花蛇舌草具有抗肿瘤作用*

9

+

(半枝莲的水提取

物和醇提取物均有明显的抗肺癌,消化系统癌,乳腺

癌,绒膜上皮癌的活性*

#"

!

##

+

(全蝎有效抗癌成分对人

胃癌细胞株
*L%

"

:"$

有明显的细胞毒性和生长抑制

作用*

#!

+

) 以往研究显示化浊解毒和胃方可通过抑制

癌基因的激活和抑癌基因的失活!促进胃癌前细胞凋

亡!从而逆转
JKL%

!防止其向胃癌发展*

#$

+

)

现代医学认为!肿瘤的快速生长,浸润与转移是导

致患者死亡的主要原因!肿瘤生长依赖于血管生成!丰

富的血管可持续不断地向肿瘤提供营养和排出代谢产

物!为其生长提供物质条件) 肿瘤的血管生成是一个多

因素,级联,整体,动态的过程!包括内皮细胞的增殖,迁

移,分化!最后成为管状结构!它受多种因子的调节)

自从
R,3]/<G &

*

#_

+于
#95#

年提出肿瘤血管生

成因子&

(WR

' 概念以来!已陆续发现多种血管生成因

子) 如#

Q'R

"

#!

!酸性成纤维细胞生长因子&

<C=P A=

"

01,03<@I ?1,>IM A<CI,1

!

<RLR

',碱性成纤维细胞生

长因子 &

0<@=C A=01,03<@I ?1,>IM A<CI,1

!

0RLR

',

2;LR

,血小板源生长因子&

F3<I.3.I P.1=-.P ?1,>IM

"

A<CI,1

!

J7LR

' 等) 其中
Q'R

"

3!

,

2;LR

在许多肿瘤

中过度表达!与肿瘤血管生成,肿瘤细胞的增殖,凋亡

等过程密切相关) 血管内皮生长因子作为诱导剂的一

种!能刺激新的血管生成!在绝大多数肿瘤均呈现其高

表达)

2;LR

可增加血管通透性!促进肿瘤生长转移!

并直接作用于肿瘤细胞!刺激肿瘤细胞生长)

Q'R

"

#!

是相对较新的促血管生长因子的上游调控因子!当肿

瘤细胞增长较快!必然导致局部缺氧) 此时!

Q'R

"

3!

可

通过调控编码
2;LR

的基因使
2;LR

呈现高表达!并

进一步促使血管生成)

黄莉等*

#8

+研究表明在
JKL%

的进展过程中

2;LR

的阳性表达率呈递增现象!认为随着胃癌的恶

性程度的提高而
2;LR

的表达也增强!从而认为

2;LR

可能参与了肿瘤的发生与发展过程!证实了

Q'R

"

#!

通过
2;LR

对肿瘤的转移潜能产生影响!表现

出良好的相关性) 首先#

Q'R

"

#!

介导
2;LR

表达的转

录激活!

Q'R

"

#!

过表达可增加
2;LR /V+W

的稳定

性) 其次#

2;LR /V+W

稳定性增加对
2;LR

表达的

上调也有促进作用)

本研究结果显示化浊解毒和胃方能降低胃黏膜病

变组织
Q'R

"

#!

,

2;LR

的表达!一方面提示化浊解毒

和胃方药可能通过降低
Q'R

"

#!

和
2;LR

的表达而达

到抑制新生血管生成的作用(另一方面以方测证!表明

胃黏膜病变组织中血管相关因子
Q'R

"

#!

,

2;LR

可能

是浊毒在
JKL%

进程中的物质基础) 对于化浊解毒

和胃方药防治
JKL%

的作用机制仍有待于我们进行

深入研究)
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中国中西医结合学会生殖医学专业委员会!筹委会"成立大会暨

#生殖疾病及辅助生殖技术中西结合研究进展$学习班征文通知

中国中西医结合学会生殖医学专业委员会!筹委会#成立大会暨
!"#$

年度国家级中医药继续教

育项目(生殖疾病及辅助生殖技术中西结合研究进展)学习班定于
!"#$

年
#!

月
6

*

:

日在浙江省温

州市举行$

会议将邀请国内外的中&西医生殖医学专家进行专题讲座"就生殖医学中西医新技术&新理论和

新进展以及相关热点&难点问题进行探讨"与会代表可获得国家级继续教育
$

类学分
#"

分!

+,4

!"#$##"$"!"_"

#"现征文如下$

征文内容为中西生殖医学!妇产科&男科及边缘学科#相关研究"要求撰写
8""

字以内的论文摘要

!包括研究目的&方法&结果&结论和重要数据#或
# """

字以内的综述"请于
!"#$

年
#"

月
$#

日前发

电子邮件至
U@NN""5B#6$4C,/

"联系人%单青青!浙江省温州中山医院&中国中西医结合学会生殖医

学不孕不育研究所#"联系电话%

"855

$

:65!6#!"

$ 希望生殖医学同道积极参加本次会议并踊跃

投稿$


