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Abstract
AIM: To explore the effects and mechanism of 
Qigesan and its separated formula on tumor 
angiogenesis.

METHODS: Exponentially growing Eca109 hu-
man esophageal carcinoma cells (1 × 106 cells/
mouse) were injected subcutaneously into the 
flank of 6- week-old female BALB/c nude mice. 
On the next day after inoculation, the decoctions 
(40 folds of adult dosage) of Qigesan (W) and its 
separated formula (blood-activating group P and 
resolving phlegm group R) were administered 
by oral gavage once a day for 60 days. Microves-
sel density (MVD) and VEGF expression in the 
transplanted tumor was detected using immu-

nohistochemtry, and the protein expressions of 
EGFR, PDGFR, VEGF and phospholipase C-γ1 
(PLC-γ1) were determined using Western blot.

RESULTS: Microvessel density (MVD) in the 
transplanted tumor of all treatment groups were 
markedly decreased compared with that in con-
trol group (36.43 ± 4.16, 40.29 ± 2.87 42.43 ± 3.04 
vessels/mm2 vs 48.57 ± 7.45 vessels/mm2, P < 
0.05 or 0.01) MVD and VEGF had statistically 
positive correlation by SPASS13.0 (r = 0.712, 
P = 0.0005). The protein expressions of EGFR, 
PDGFR, VEGF and phospholipase C-γ1 (PLC-γ1) 
were obviously decreased compared with that in 
control group. Inhibitory effects of Qigesan and 
its separated formula on MVD and those protein 
expressions were the best in group W and sec-
ond in group P.

CONCLUSION: Qigesan and its separated for-
mula can inhibit tumor angiogenesis, which is 
related to the inhibition of protein expressions of 
EGFR, PDGFR, VEGF and PLC-γ1.

Key Words: Qigesan  prescription; Esophageal carci-
noma cells; Tumor transplanted nude mice; Tumor 
angiogenesis; Epidermal growth factor receptor; 
Platelet-derived growth factor receptor; Vascular 
endothelial growth factor; Phospholipase C-γ1
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摘要
目的: 探讨启膈散及其拆方抑制肿瘤血管生
成的作用和机制. 

方法: 取对数生长期的人食管癌EC9706细胞, 
接种于裸鼠右胁皮下制备荷瘤裸鼠模型. 自
接种后第2天开始, 每天用40倍成人剂量的启
膈散全方及其活血和化痰两个拆方水煎液灌
胃给药, 连续60 d. 用免疫组化方法检测移植
瘤中Fac-Ⅷ因子相关抗原标记的微血管密度
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■背景资料
1971年Folkman
提出了癌症发育
过程中血管形成
假 说 ,  从 而 开 创
了癌症发生机制
和治疗研究的新
领域 .  3 0多年来
对肿瘤血管形成
在肿瘤发生中的
作用和抗血管形
成药物进行了大
量 研 究 ,  发 现 了
血管内皮生长因
子 ( V E G F )、成
纤维细胞生长因
子 ( B F G F ) 等 多
种 促 血 管 形 成
因子 ,  2004年两
种 抗 血 管 内 皮
药 物 Av a s t i n 和 
Lucentis在美国上
市, 至今抗肿瘤血
管形成仍是肿瘤
治疗研究的焦点. 
启膈散是清代名
医程钟龄在他的
《医学心悟》中
为治疗噎膈病所
创制的方剂, 以往
研究发现该方具
有抑制食管癌细
胞和肿瘤生长的
作用, 临床上治疗
食管癌有肯定疗
效. 

■同行评议者
唐志鹏 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属龙华医院消
化内科



(MVD)和VEGF的表达, Western blot方法检测
肿瘤组织EGFR、PDGFR、VEGF及PLC-γ1蛋
白表达. 

结果: 各用药组肿瘤M V D与模型组相比明
显降低(36.43±4.16, 40.29±2.87 42.43±
3.04 vessels/mm2 vs  48.57±7.45 vessels/mm2, 
P <0.05或0.01). 各组肿瘤MVD值与VEGF表达
量呈正相关(r  = 0.712, P  = 0.0005). 各用药组
肿瘤EGFR、PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白
表达与模型组相比明显降低. 启膈散及其拆
方抑制裸鼠移植瘤MVD及EGFR、PDGFR、
VEGF、PLC-γ1蛋白表达的作用以全方组最
好, 活血组次之.

结论:  启膈散及其拆方能够抑制肿瘤血管
生成, 其作用机制与抑制EGFR、PDGFR、

VEGF及PLC-γ1蛋白表达相关.

关键词: 启膈散; 食管癌细胞; 荷瘤裸鼠; 肿瘤血管

生成; 表皮生长因子受体; 血小板衍生生长因子受

体; 血管内皮生长因子; 磷脂酶C-γ1
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0  引言

肿瘤的生长促使依赖血管生成, 肿瘤的生长依赖

血管供应的氧和营养物质的支持, 同时血管内皮

细胞分泌多种生长因子促进肿瘤细胞增殖, 肿瘤

血管生成是肿瘤转移的重要环节. 因此, 抑制肿

瘤血管生成已成为治疗肿瘤的重要策略. 我们以

往研究发现, 启膈散及其拆方明显抑制食管癌体

外培养细胞和裸鼠移植瘤生长[1-2], 为了进一步

研究其作用机制, 本研究观察了该方对食管癌

Eca109细胞裸鼠移植瘤微血管密度及EGFR、

PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 丹参、郁金、砂仁壳、北沙参、贝

母、茯苓购于河南中医学院第三附属医院, 经
鉴定皆为正品. 分为全方组(W组, 方含丹参、

郁金、砂仁壳、北沙参、贝母、茯苓)、活血

行气组, 简称活血组(P组, 方含丹参、郁金、砂

仁壳)、润燥化痰组, 简称化痰组(R组, 方含北

沙参、贝母、茯苓), 每味药各10 g, 煎煮、浓

缩、5000 g离心、0.22 μm过滤, 取部分干燥称
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重, 换算出浓度, 用时调至所需浓度. 人食管癌

细胞株Eca109从郑州大学医学院组胚教研室引

进. BALB/C(nu/nu)♀裸鼠, 6周龄, 购自中国科

学院上海实验动物中心/上海斯莱克实验动物

有限公司. DMEM培养基和多聚甲醛(Gibco公
司)、PMSF与Leupeptin (Amresco公司), 丙烯酰

胺(Biomol公司)、胰蛋白酶、山羊抗小鼠IgG-
HRP和山羊抗兔IgG-HRP(华美公司)、 ECL试
剂盒(Santa Cruz公司)、PLC-γ1 mAb(韩国浦项

科技大学国家信号传导网络实验室惠赠)、鼠

抗人EGFR mAb、兔抗人PDGFRβ多克隆抗体

和兔抗人VEGF多克隆抗体(Santa Cruz公司)、
兔抗人八因子(FactorⅧ related antigen, Fac-Ⅷ)
相关抗原多克隆抗体(北京中杉公司), 山羊抗兔

SABC免疫组化试剂盒(博士德公司), 考马斯亮

蓝G250(Amresco公司). Heraeus细胞培养箱(德
国Kendro公司产品)、倒置显微镜(德国ZEISS公
司产品)、SG-603生物安全柜(Bake公司产品)、
BCM-1000A型生物洁净工作台(苏州安泰空气技

术有限公司)、紫外分光光度计(Thermo公司)、
蛋白电泳系统(BIO-RAD公司)、台式冷冻离心

机(Sigma公司)、切片机(Zeiss公司)、Olympus
显微镜、游标卡尺(上海量具刀刃厂产品)、
BIO2000医学图像分析系统.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 生长于含100 mL/L胎牛血清的

DMEM培养液中, 置于37℃、50 mL/L CO2培养

箱, 每间隔48 h更换一次培养基, 待细胞生长至

70%汇合率时, 用胰蛋白酶溶液[用D-Hans液配

制, 含2.5 g/L胰蛋白酶, 0.2 g/L乙二胺四乙酸二

钠(EDTA), pH8.3]消化, 用于裸鼠移植瘤接种.
1.2.2 裸鼠饲养: 裸鼠饲养于生物安全柜内, 饲养

房间每周2次紫外线照射, 出入人员更换洁净工

作衣. 裸鼠食物、垫料进行湿热消毒后烘干使

用, 饮用水加入盐酸使pH稳定在3-4之间, 定期

喂养消毒后的黄豆. 一切严格无菌操作.
1.2.3 Eca109细胞裸鼠移植瘤模型建立: 收集对

数期生长细胞, 1000 r/min离心, 无血清DMEM
培养基洗涤2次 ,  细胞计数 ,  用不含血清的

DMEM培养基调细胞浓度至5×106 个/mL, 以
0.2 mL/鼠右胁皮下接种. 50只裸鼠随机取10只
为空白组, 其余40只造模. 造模裸鼠随机分为对

照组C、W组、P组、R组共4组, 每组10只. 所有

处理自造模后第2天开始, 均采用人常用量的40
倍ig, 每日1次, 每只0.2 mL. 自肿瘤长出之日起, 
每10 d称体质量, 测量肿瘤大小, 以上处理连续
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■研发前沿
针对肿瘤血管形
成的关键分子机
制是目前肿瘤药
物研发的焦点之
一.
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进行60 d后, 脱颈椎处死裸鼠, 剥离瘤块, 称取肿

瘤重量和计算药物抑瘤率[2]. 
1.2.4 病理观察: HE染色进行肿瘤病理组织学观察.
1.2.5 VEGF蛋白表达检测: 免疫组化法(SABC
法)检测VEGF蛋白表达. 按试剂盒说明操作. 兔
抗人VEGF多克隆抗体浓度1∶200, PBS代替一

抗作为阴性对照.应用BI2000医学图像分析系统

进行分析, 在显微镜×200视野下, 每个切片随

机在4个视野, 取分布密度值.
1.2.6 Fac-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的肿瘤微血

管密度MVD值的测定: 免疫组化法(SABC法)检
测Fac-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的肿瘤微血管

密度(MVD). 按试剂盒说明操作. 兔抗人F-Ⅷ因

子相关抗原抗体浓度1∶50, PBS代替一抗作为

阴性对照, 任何被染成棕黄或棕褐色的、分界

清楚的内皮细胞或内皮细胞团簇, 均作为一个

血管计数. 低倍视野×40或×100下选择3个微

血管新生活跃区, ×200视野下(0.739 mm2/视野)
分别计数F-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的微血管

数, 取其平均值, 计算MVD值(vessels/ mm2), 反
映新血管生成活跃度.
1.2.7 Wes te rn b lo t法检测瘤体组织EGFR、

PLC-γ1、PDGFRβ、VEGF蛋白表达: 取裸鼠肿

瘤组织0.5 g, 用细胞裂解液裂解(裂解液组成: 20 
mmol/L HEPES, pH7.2, 100 mL/L甘油, 50 mmol/L 
NaCl, 10 mL/L TritonX-100, 1 mmol/L Na3VO4, 
10 mg/L Leupeptin和1 mmol/L PMSF), 用80 g/L 
SDS-PAGE电泳, 分离的蛋白质转移到硝酸纤

维素膜, 50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液封闭滤膜

1 h(TTBS: 10 mmol/L Tris, pH7.6, 150 mmol/L 
MNaCl, 0.5 mL/L Tween 20), 每张膜用所要检测

蛋白相应抗体反应, EGFR、PDGFRβ和VEGF抗体

用50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液稀释浓度为0.4 mg/L, 
PLC-γ1抗体稀释浓度为1 mg/L, 再用相应的羊抗鼠

或羊抗兔IgG-HRP(1∶50)检测和ECL底物显影.
统计学处理 计量数据应用软件SPSS13.0 进

行单因素方差分析和Spearman相关分析(α = 0.05).

2  结果

2.1 病理观察 肿瘤组织为典型的鳞状上皮癌. 模
型组肿瘤细胞呈片状或巢状分布, 胞质丰富呈

嗜碱性, 可见病理核分裂像, 角化珠消失, 内有

散在毛细血管, 间质相对较少; 全方组肿瘤细胞

出现萎缩现象, 病理核分裂像明显减少, 角化珠

增多体积增大, 间质明显增多, 纤维细胞明显增

多; 活血组肿瘤细胞出现萎缩现象, 病理核分裂

像明显减少, 肿瘤细胞凋亡增多, 角化珠增多体

积缩小, 间质明显增多, 纤维细胞明显增多; 化
痰组肿瘤细胞出现一定的萎缩, 病理核分裂像

明显减少, 角化珠明显减少或消失, 间质明显减

少并纤维细胞明显减少(图1).
2.2 VEGF蛋白表达和肿瘤MVD 各组肿瘤微血

管密度, 经单因素方差分析, 模型组C和W、P
比较具有统计学意义(P  = 0.0005, 0.021), W和

R比较P  = 0.004, 说明启膈散及其拆方可以抑

制微血管的生成, 以全方组最好、活血组次之

(表1, 图2). VEGF在肿瘤组织中的表达, 呈棕黄

色颗粒状或弥漫性分布, 肿瘤细胞、间质、血

管都有表达. 癌巢周边的癌细胞表达呈强阳性, 
近角化珠的癌细胞表达呈弱阳性, 微血管上皮

表达呈强阳性. W组、P组、R组VEGF表达呈

弱阳性(图3); 模型组C和W、P、R相比, P值分

别为0.039、0.081和0.118. MVD和VEGF两者作

Spearman等级相关分析, 相关系数r  = 0.712, P  = 
0.0005. 说明启膈散及其拆方抑制微血管的生成

与抑制VEGF表达有相关性. 
2.3 启膈散及其拆方对Eca109细胞裸鼠肿瘤组

织EGFR、PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达

的抑制作用 Western blot检测结果显示, 用启

膈散及其拆方治疗的裸鼠肿瘤组织内EGFR、

PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达与对照组相

比明显减弱, 说明启膈散及其拆方对这些蛋白

表达具有很强的抑制作用, 其中全方组作用最

强, 活血组次之(图4).

3  讨论

肿瘤血管的生成促使肿瘤的生长. 肿瘤大于1-2 
mm3时, 肿瘤生长依赖于血管供应的氧和养料, 
同时, 血管内皮细胞还可分泌多种生长因子促

进肿瘤细胞增殖. 肿瘤血管生成还是肿瘤转移

的重要环节, 发育不良的肿瘤血管和新生的血

管内皮细胞分泌的多种蛋白酶都易使肿瘤细胞

■相关报道
PLC-γ1是EGF、
PDGF、VEGF、
F G F、T G F β 等
生长因子共同的
细胞内效应分子,  
PLC-γ1介导的信
号传导调节细胞
增殖和分化, 参与
肿瘤血管生成.

表 1 各组肿瘤MVD、VEGF蛋白表达

     
分组          n

                   血管密度                 VEGF蛋白表达

  (vessels/mm2)                  (密度值)

C 8 48.57±7.45 0.316±0.110

W 7 36.43±4.16b 0.198±0.075d

P 7 40.29±2.87f 0.210±0.053

R 7 42.43±3.04h 0.217±0.073

bP<0.0005, dP<0.039, fP<0.021, hP<0.004 vs  C组.
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进入血流发生转移[3]. 因此, 抑制肿瘤血管生成, 
已成为治疗肿瘤的重要策略[4-6]. MVD是研究肿

瘤血管的重要测定指标[7]. 在食管癌中, 随着肿

瘤组织中MVD值的增高, 患者的生存时间明显

缩短, 生存率显著下降, 多因素预后分析表明, 
MVD值可作为食管鳞状细胞癌患者的预后判

断指标[8-9]. 我们以前报道启膈散全方及其活血

组拆方对裸鼠食管癌肿瘤生长抑制作用有很大

差异, 在移植瘤生长前20 d, 活血组作用强于全

方组, 与体外实验一致, 在移植瘤生长20 d后瘤

体大于2 mm3, 全方组效果好于活血组, 推测肿

瘤微环境中血管生成对启膈散及其拆方作用有

很大影响[2]. 本研究对移植瘤病理组织学检测显

示模型组胞质丰富呈嗜碱性, 角化珠消失, 间质

较少, 各用药组肿瘤细胞出现不同程度萎缩, 胞
漿减少, 嗜碱性改变减轻, 角化珠增多, 体积增

大, 间质增宽, 表明所建立的食管癌移植瘤模型

细胞代谢增强, 启膈散及其拆方对其有明显的

■创新盘点
本文首次报道了
启膈散及其拆方
通过抑制生长因
子- PLC-γ1信号传
导抑制肿瘤血管
生成. 

图 1 病理组织学观察(HE染色). A: 模型组×200; B: 模型组×400; C: 全方组×200; D: 全方组×400; E: 活化组×200; F: 活

化组×400; G: 化痰组×200; H: 化痰组×400.

A B

C D

E F

G H
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■应用要点
本文为启膈散治
疗食管癌的临床
应用和进一步药
物研发提供实验
依据.

A B

C D

图 2 F-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的微血管密度(SABC免疫组化法×400). A: 模型组; B: 全方组; C: 活血组; D: 化痰组.

A B

C D

图 3 VEGF表达(SABC免疫组化法×400). A: 模型组; B: 全方组; C: 活血组; D: 化痰组.

抑制作用. 免疫组化结果进一步表明模型组移

植瘤组织中毛细血管增生活跃, MVD为48.57±
7.45 vessels/mm2, 启膈散及其拆方可以不同程度

减少MVD, 说明该方可以抑制微血管的生成, 以
全方组效果最好, 活血组次之.

肿瘤细胞和肿瘤微环境中的其他细胞可

以分泌很多促进血管生成的因子 ,  如E G F、

PDGF、VEGF、FGF、TGFβ等. 而这些生长因

子信号有一个共同的细胞内效应分子PLC-γ1, 
研究表明PLC-γ1介导的信号传导参与了血管

生成[10]. VEGF在大、小血管内皮细胞均有高亲

合结合位点, 在生理性血管生成和肿瘤血管生

成中都起着极其重要的作用[11-12]. 他一方面可

以增加血管通透性, 有利于血浆蛋白、纤维蛋
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白原外渗, 促进血管生成和新基质形成; 另一方

面, 通过其受体促进血管内皮细胞增殖、迁移. 
VEGF在食管鳞癌和腺癌中都有表达[8,13-14], 本实

验结果表明, VEGF在Eca109细胞裸鼠移植瘤组

织中具有很强表达, 分布于肿瘤细胞胞质、血

管上皮细胞及间质中, 启膈散及其拆方可以不

同程度的抑制VEGF的表达, 并与MVD具有相关

性, Western blot分析也证明了这一点, 说明启膈

散及其拆方抑制VEGF表达是其抑制肿瘤血管

生成的途径之一.
血小板衍生生长因子受体(platelet-derived 

growth factor receptorα/β, PDGFR)是一个酪氨

酸激酶受体, 参与各种各样生理活动[15],  PDGFR
异常在肿瘤发生、生长和转移中起关键作 
用[16-17]. PDGF可以自分泌和旁分泌的形式与其

受体结合刺激肿瘤细胞和基质细胞增殖或活

化, 募集肿瘤成纤维细胞, 同时参与肿瘤血管的

生成[18-19]. 已发现PDGF在食管癌肿瘤细胞中以

自分泌形式刺激细胞的生长和生存[20]. 本研究

发现Eca109细胞裸鼠移植瘤组织中表达PDGFR
蛋白 ,  启膈散及其拆方可以不同程度的抑制

PDGFR的表达, 以全方组最好, 说明PDGFR参与

移植肿瘤组织生长, 也可能参与移植肿瘤的血

管生成, 抑制PDGFR表达是启膈散及其拆方抑

制肿瘤生长的重要途径.
EGFR不但参与肿瘤细胞的增殖、分化和

抗凋亡, 同时还参与血管的生成, 与肿瘤生长

和转移具有密切关系[21-23]. EGFR在多种肿瘤组

织的血管内皮细胞中表达, 通过促进VEGF、
IL-8、FGF的表达间接促进肿瘤血管生成 [24]. 
EGFR在食管癌细胞中高度表达, 表达及活性的

强度与食管癌的恶性程度、耐药性及发展和预

后相关[25-27]. 在体外实验中已表明启膈散及其拆

方可以不同程度的抑制Eca109细胞EGFR表达[1], 
本实验也显示了类似的结果, 不过全方组优于

活血组. 进一步说明下调EGFR是启膈散及其拆

方治疗肿瘤的重要机制.
磷脂酶Cγ1(phospholipase C-γ1, PLC-γ1)是

EGF、VEGF、PDGF等多种细胞生长因子信

号传导的细胞内效应分子, 在细胞信号转导中

起关键作用[28-29], 其超量表达和激活引起肿瘤

发生、浸润和转移[30-32]. 我们以往的研究发现

PLC-γ1在食管癌组织中超量表达, 体外实验证

明启膈散及其拆方可以抑制Eca109细胞PLC-γ1
介导的信号传导[1]; 本次体内实验表明启膈散及

其拆方不但可以抑制Eca109细胞裸鼠移植瘤组

织中PLC-γ1蛋白表达而抑制肿瘤生长, 而且通

过抑制PLC-γ1介导的信号传导起到抑制生长因

子引起的肿瘤血管生成作用.
总之, 启膈散及其拆方可以不同程度地抑

制Eca109细胞裸鼠移植瘤生长、肿瘤血管生成

和VEGF、EGFR、PDGFRβ、PLC-γ1蛋白表达, 
其作用以全方组最好, 活血组次之. 血管生成是

肿瘤生长的重要条件, VEGF、EGF、PDGF可
以促进血管生成, PLC-γ1是这些生长因子信号

的细胞内效应分子, 因此, 启膈散及其拆方通过

抑制生长因子-PLC-γ1信号传导直接抑制肿瘤细

胞的生长, 又可以通过此途径抑制肿瘤血管生

成, 间接地抑制肿瘤细胞的增殖和肿瘤生长.
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