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!基础研究!

复方斑蝥胶囊调控
G?1HEGD'I

信号通路抑制

,44J

诱导的大鼠胃癌发生

廖山婴#

$刘$超!

$王蓓蓓#

$马$娟#

$沙卫红#

摘要$目的$观察复方斑蝥胶囊对化学致癌剂
,44J

诱导的大鼠胃癌组织中
G?1HEGD'I

信号通路

的影响"探讨复方斑蝥胶囊防治胃癌的可能机制# 方法$
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只
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大鼠"按随机数字表法分为空白对照

组$空白组%

#"

只&模型组
!"

只&复方斑蝥胶囊组
!"

只# 空白组予普通标准饲料喂养"自由饮用蒸馏水'模

型组饮用含
4

#甲基#

4

%#硝基#亚甲基胍$

,44J

%

#"" 9AEM

的蒸馏水
#"

个月'复方斑蝥胶囊组除饮用含

,44J #"" 9AEM

蒸馏水和
#"N4:'2

溶液灌胃外"并灌喂复方斑蝥胶囊$

"

!

5 AEOA

生药量%

#

次
E

日"给药

#"

个月# 比较各组动物胃癌发生率的差异"应用免疫组化及
+/>K/L. P21K

法检测胃癌组织
G?1H
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Q)&I
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R)S
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蛋白表达# 结果$空白组&模型组&复方斑蝥胶囊组胃癌的发生率分别为
"N

$

"E#"
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7"N

$

#TE!"

%和
&"N

$

%E!"

%"病理组织学证实为腺癌# 与模型组比较"复方斑蝥胶囊组腺胃癌的发生

率明显降低$
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)"胃癌组织中
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表达水平明显降低$

Q W"
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%# 结论$复方斑蝥胶囊

能够降低
,44J

诱导的大鼠胃腺癌发生率"其机制可能为抑制
G?1HEGD'I

信号通路及相关细胞因子的

表达而影响胃癌的发生发展#
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$$胃癌是常见的恶性肿瘤之一"近年来胃癌患病率

有逐年上升趋势"且发病日益年轻化"严重影响人民健

康) 目前胃癌的病因和发病机制尚未完全阐明"可能

与遗传*环境*幽门螺杆菌及饮食等多种因素有关"临

床一般采取手术*放疗*化疗*生物治疗*中药治疗以及

综合治疗等方法'

#

(

) 手术切除肿瘤仍是胃癌治疗最

佳方法"但对于不可手术或术后复发*转移的晚期患

者"尚缺乏有效的治疗方法) 因此"深入了解胃癌的发

生*发展机制"寻找新的治疗手段对胃癌患者临床治疗

有极为重要的意义) 前期研究表明
QQHG#

等多种细

胞因子基因多态性与胃癌的发生有关'

!

(

"人胃癌组织

中
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*
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*

G?1H

*

GD'I!

存在异常表

达且与胃癌的
*4,

分期*侵犯浆膜*淋巴结转移及远

处转移密切相关'

&
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"动物实验结果显示"

QQHG#

配

体
G1>;A2;K:^1./

能显著降低
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%诱导的大鼠腺胃癌发生率"其机制与抑制

Q)&IEHOKE9*DG

信号通路有关'

5

(

) 中西医结合治疗

胃癌具有独特的优势"复方斑蝥胶囊是一种中药复方

的抗肿瘤制剂"既能增强免疫"又有抗肿瘤的作用) 一

些研究已证实复方斑蝥胶囊联合化疗可以延长患者的

中位生存期*改善患者的生活质量"但其抗肿瘤作用机

制尚不明确'

%

"

7

(

) 本研究采用复方斑蝥胶囊治疗

,44J

诱导的大鼠腺胃癌"检测处理前后的大鼠腺胃

癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*缺氧诱导因子#

#"

$

?@Z1_;: ;.<-=/< X:=K1L

#

#"

"
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#
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% 表达"探讨

G?1HEGD'I

信号通路在胃癌发病过程中是否活化"

以及
G?1HEGD'I

信号通路在复方斑蝥胶囊抗胃癌

效应中的作用)

材料与方法

#

$动物$

5"

只
+;>K:L

大鼠"

5

周龄"体重
%" a

6" A

"雄性) 由中山大学动物实验中心提供$动物合

格证号
"!H%"

%"置于标准实验条件下 '室温$

!T

&

!

%'&相对湿度$

55

&

5

%

N

&每
#! ?

进行一次亮
E

暗循

环( 用混合颗粒饲料饲养) 本课题立项时已通过广东

省人民医院伦理委员会审查 $

413 !"#5#!%H

%)

!

$药物$复方斑蝥胶囊#药物组成为斑蝥*刺五

加*半枝莲*黄芪*女贞子*山茱萸*人参*三棱*莪术*熊

胆粉*甘草"

"

!

!5 AE

粒"西安仁仁药业有限公司生产

$生产批号#

"#"#"!

%)

&

$试剂$诱癌药物
,44J

"购自
S2/O:

公司"纯

度
!$7N

$生产批号#

,"5!7

%&

4:'2

为分析纯$生产

批 号#

!"#7"7##

%&

G?1H

一 抗 $ 生 产 批 号#

HP6%!$7

%"

GD'I !

一抗 $生产批号#

HP$75$!

%"

Q)&I

一抗$生产批号#

HP#5#5T$

%"以上试剂均购自

美国
HP=:9

公司&

R)S

#

#"

一抗 $生产批号#

>=

#

5&5T%

%"购自
[:.K:

公司&辣根过氧化物酶标记的

)AJ

二抗$生产批号#

GHY

#

"#"!

%"

CHY

显色剂$生产

批号#

CHY

#

""&#

%"

,:_U;>;1.

试剂$生产批号#

I)*

#

5""#

%"以上试剂均购自福州迈新生物技术有限公司)

T

$造模及分组$参照前期研究建立胃癌动物模

型'

5

(

"

5"

只
+;>K:L

大鼠适应性喂养
#

周之后"按随机

数字表法分为空白组
#"

只"模型组
!"

只"复方斑蝥

组
!"

只) 空白组自由饮用蒸馏水不做特殊处理"模型

组自由饮用含
,44J #"" 9AEM

的蒸馏水"复方斑蝥

胶囊组除饮用含
,44J #"" 9AEM

的蒸馏水外"并给

予复方斑蝥胶囊
#

粒溶于蒸馏水
# 9M

灌胃"每日
#

次'

6

(

) 实验前
%

周"模型组和复方斑蝥组大鼠每周
#

次用
#"N4:'2

溶液
# 9M

灌胃) 以上处理连续
#"

个月"在第
#!

个月处死动物)

5

$动物处理$每周测量大鼠的体重"每天观察

大鼠的活动情况"实验期间动物自行死亡者均予尸

检"以确定死因) 实验终点禁食
#! ?

"乙醚麻醉处死

动物"打开腹腔*胸腔心脏取血) 沿大弯切开胃"用

生理盐水清洗干净"肉眼或解剖显微镜观察胃黏膜

有无糜烂*溃疡*肿块等) 留取空白组大鼠的胃组

织*模型组和复方斑蝥组大鼠的胃肿瘤组织以及未

发生肿瘤的大鼠胃组织"固定于
#"N

甲醛及置液氮

中"以供病理组织学及分子生物学检查) 胃肿瘤测

量长$

M

%*宽$

+

%*高$

C

%"按公式
0 V M

(

+

(

C

(

$E%

确定肿瘤体积)

%

$病理组织学检查$标本置于
#"N

中性甲醛中

固定
!T a 7! ?

后"常规石蜡包埋"切片厚度
T a
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R8

染色"组织切片由广东省人民医院的病理

科医师盲法阅片)

7

$免疫组织化学染色$石蜡切片常规脱蜡至水"

每张切片滴加
5" %M

一抗
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

"一抗浓度分别为
G?1H #

)

#""

"

GD'I! #

)

#5"

"

Q)&I #

)

!""

"

R)S

#

# #

)

!5"

"

&7

'孵育
# ?

"

QY[

冲洗"滴加
5" %M

辣根过氧化物酶标记的
)AJ

二抗"

QY[

冲洗"滴加
5" %M ,:_U;>;1.

试剂"室温下孵育

#" 9;.

&

QY[

冲洗"滴加
5" %M

新鲜配制的
CHY

"室

温下孵育
#" 9;.

&苏木精对比染色"梯度酒精脱水"二

甲苯透明"中性树胶封固)

CHY

显色阳性表达为棕

色) 每份标本随机选取
5

个高倍视野$

!""

(%"采用

)9:A/

#

ZL1 Q2-> 0/L>;1. %

!

"

软件进行图像分析"结

果以平均光密度$

,DC

%表示)

6

$

+/>K/L. Y21K

法检测$常规提取蛋白"考马

斯亮蓝
J

#

!5"

染色法进行蛋白定量) 经
#!" AEM

十

二烷基硫酸钠#聚丙烯酰胺凝胶电泳分离"转膜"

5N

脱

脂奶粉封固"加入一抗抗体
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

"

T

'过夜&去一抗"

QY[

冲洗
T

次"再加入辣

根过氧化物酶标记二抗"室温孵育
! ?

"加入电化学发

光试剂显影*定影) 扫描成像"计算各个条带的灰度

值"以累积吸光度$

)H

%比值表示表达量$目的蛋白条

带
E

内参蛋白条带%)

$

$统计学方法$采用
[Q[[ #7

!

"

统计软件包

进行统计学分析"计量资料用
_

&

>

表示"组间比较采

用单因素方差分析"两两比较采用双侧
K

检验"计数资

料及率的比较采用
&

! 检验或精确概率法"

Q W "

!

"5

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$一般行为学观察$模型建构过程中"各组未发

生意外死亡情况) 空白组大鼠被毛紧密贴身"色白光

泽"尾色淡红"两眼有神"活动敏捷"大便呈颗粒状) 模

型组和复方斑蝥组大鼠被毛松散蓬乱"毛色偏黄无光

泽"尾色苍白"眼珠无神"可出现便溏现象)

!

$各组大鼠肿瘤生长状况及
R8

染色$图
#

%$

空白组大鼠胃黏膜肉眼及镜下观察均未见明显病变)

模型组和复方斑蝥组大鼠的胃癌大多发生在胃窦部小

弯侧"肉眼观呈隆起型或溃疡型肿物"组织学类型均为

腺癌"以高分化腺癌为主"极少数为中分化癌及低分化

腺癌) 镜下多侵入黏膜下层或肌层"少数为黏膜内癌)

空白组*模型组和复方斑蝥组大鼠胃癌的发生率分别

为
"N

$

"E#"

%*

7"N

$

#TE!"

%和
&"N

$

%E!"

%"与模型

组比较"复方斑蝥组大鼠腺胃癌的发生率明显降低

$

Q W"

!

"5

%"肿瘤体积明显减小'$

#%

!

#

&

#5

!

7

%

99

&

U>3

$

5"

!

T

&

&"

!

5

%

99

&

"

Q W"

!

"5

()

$$注#

H

为空白组&

Y

为模型组&

'

为复方斑蝥组

图
#

$各组大鼠胃黏膜组织病理学比较$$ (

!""

%

&

$各组大鼠正常胃组织及胃癌组织
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

的表达$图
!

"表
#

*

!

%$模型

组和复方斑蝥组大鼠胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白表达水平明显高于空白组大鼠的

正常胃组织$

Q W"

!

"5

%"与模型组比较"复方斑蝥组大

鼠胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白表

达水平明显降低$

Q W"

!

"5

%)

$$注#

H

为空白组&

Y

为模型组&

'

为复方斑蝥组

图
!

$各组大鼠正常胃组织及胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白的表达$$免疫组化" (

!""

%

讨$$论

#"

号染色体缺失张力蛋白同源的磷酸酶基因

$

Z?1>Z?:K:>/ :.< K/.>;. ?19121A@ </2/K/< 1.

=?L191>19/ #"

"

Q*84

%#磷 脂 酰 肌 醇
&

#激 酶

$

Z?1>Z?:K;<@2;.1>;K12

#

& O;.:>/

"

Q)&I

%#

HOK

信号转

导通路是细胞增殖和凋亡最为密切的通路之一"与多

种肿瘤的发病及预后密切相关'

$

(

) 其作用机制可能是
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!

%

!!')$$!

表
#

$免疫组化法检测各组大鼠正常胃组织及胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白水平比较$$

_

&

>

%

组别
. G?1H GD'I! Q)&I R)S

#

#"

空白
#" "

*

"#$

&

"

*

""7 "

*

"!T

&

"

*

""5 "

*

"!"

&

"

*

""7 "

*

"&"

&

"

*

"#!

模型
!"

"

*

##6

&

"

*

"!#

"

"

*

#!T

&

"

*

"#6

"

"

*

##&

&

"

*

"#$

"

*

#5"

&

"

*

"&7

"

复方斑蝥
!"

"

*

"7!

&

"

*

"#!

"#

"

*

"%$

&

"

*

"#"

"#

"

*

"%#

&

"

*

"#!

"#

"

*

"6#

&

"

*

"!#

"#

$$注#与空白组比较"

b

Q W"

!

"5

&与模型组比较"

#

Q W"

!

"5

表
!

$

+/>K/L. Y21K

法检测各组大鼠正常胃组织及胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白水平比较$$

_

&

>

%

组别
. G?1H GD'I! Q)&I R)S

#

#"

空白
#" "

*

5!

&

"

*

"6 "

*

7#

&

"

*

"6 "

*

&$

&

"

*

"7 "

*

$#

&

"

*

"7

模型
!"

!

*

"5

&

"

*

&%

"

!

*

T%

&

"

*

TT

"

#

*

%T

&

"

*

!%

"

!

*

%7

&

"

*

T5

"

复方斑蝥
!"

#

*

T6

&

"

*

&T

"#

#

*

%%

&

"

*

&"

"#

"

*

$#

&

"

*

#!

"#

#

*

5%

&

"

*

&#

"#

$$注#与空白组比较"

b

Q W"

!

"5

&与模型组比较"

#

Q W"

!

"5

通过
HOK

磷酸化活化"促进细胞色素
'

从线粒体的释

放及
':>Z:>/

#

$

和
':>Z:>/

#

&

的激活"从而抑制细

胞增殖"诱导细胞凋亡"此外
HOK

可通过下游调控因

子哺乳动物雷帕霉素靶蛋白$

9:99:2;:. K:LA/K 1X

L:Z:9@=;.

"

9*DG

%这一信号通路"调控
R)S

#

#"

的活

性"促进血管内皮生长因子 $

U:>=-2:L /.<1K?/2;:2

AL1\K? X:=K1L

"

08JS

%的表达"进而促进肿瘤发展和

新生血管形成'

#"

(

)

G?1H

是
G:>

超家族中具有
J*Q

酶活性的一种

小
J

蛋白分子"与
J*Q

结合时活化" 又称
G?1 J*Q

酶"在细胞内起到分子开关的作用)

GD'I!

属于丝

氨酸
E

苏氨酸蛋白激酶家族成员"是
G?1H

的主要下游

效应分子"接受
G?1

转导的活化信号"发生多个氨基

酸位点的磷酸化而激活"并介导其下游一系列磷酸化
E

脱磷酸化反应)

G?1HEGD'I

信号通路参与了多种细

胞生物学过程"包括细胞周期*细胞骨架的调控*细胞

生长和凋亡等'

##

(

"

G?1HEGD'I

蛋白在多种肿瘤组织

如乳腺癌*膀胱癌*卵巢癌和胃癌中呈高表达并与肿瘤

的恶性程度密切相关'

#!

(

)

关于
G?1HEGD'I

信号通路与
Q)&IEHOK

信号通

路关系的研究不多"

C/2 G/ CQ

等'

#&

(对心肌细胞的研

究发现机械牵张可通过
G?1HEGD'I

信号通路活化

导致
SHI

的磷酸化"进而活化
Q)&IEHOK

信号通路介

导心肌细胞的保护作用)

J?1>? Q,

等'

#T

(研究发现

G?1H

通过
Q)&IEHOK

通路促进小鼠前列腺癌细胞的

增生)

R:9:9-L: I

等'

#5

(对成骨细胞的研究也发现

机械刺激可通过
G?1HEGD'I

信号通路介导
Q)&IE

HOK

信号的活化) 对滋养层细胞*人胃癌细胞株的研

究均发现"缺氧可通过
G?1H

的活化上调
R)S

#

#"

的

表达"进而增加
08JS

的表达'

#%

"

#7

(

) 以上研究均提示

G?1HEGD'I

是
Q)&IEHOK

的上游信号通路"通过

Q)&IEHOK

信号的活化发挥作用)

本研究采用
,44J

诱导
+;>K:L

大鼠腺胃癌这一经

典的实验性胃癌动物模型)

,44J

是一种很强的诱癌

剂"在胃内的转化失活能力差"易渗透胃幽门部和胃底部

黏膜"因而能较特异的诱发胃癌) 类似前期研究'

5

(

"本实

验选用纯系
5

周龄雄性
+;>K:L

大鼠"自由饮用
,44J

"

在实验前
%

周加用高渗氯化钠溶液每周
#

次
# 9M

灌胃"

以破坏胃黏膜屏障"增加
,44J

穿透作用"促进胃癌发

生) 本实验
,44J

组中有
7"N

大鼠诱发出胃癌"胃癌的

组织学形态与人类胃癌相似"再次证实
,44J

可作为建

立实验性胃癌动物模型的理想方法)

笔者前期研究表明
QQHG#

等多种细胞因子基因

多态性与胃癌的发生有关'

!

(

"体内研究表明人胃癌组

织中
QQHG#

*

Q*84

*

HOK

*

G?1H

*

GD'I !

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

存在异常表达且与胃癌的
*4,

分期*侵犯浆

膜*淋巴结转移及远处转移密切相关'

&

"

T

(

"动物实验结

果显示
QQHG#

配体
G1>;A2;K:^1./

能显著降低

,44J

诱导的大鼠腺胃癌发生率"其机制与抑制

Q*84EQ)&IEHOKE9*DG

信号通路有关'

5

(

) 因此"我们

认为"

QQHG#EQ)&IEHOKE9*DG

信号通路与胃癌的发

生有关"进一步探索其上游调控机制"

G?1HEGD'I

可

能作为
Q)&IEHOK

的上游调控分子"通过影响下游

R)S

#

#"

*

08JS

的表达"促进肿瘤新生血管形成"参与

肿瘤的发生*发展*转移)

进一步在动物水平检测
,44J

诱导的大鼠腺胃

癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

表达"结果

显示"胃癌组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋

白水平明显升高"复方斑蝥胶囊能显著降低
,44J

诱

导的大鼠腺胃癌发生率"缩小肿瘤体积"明显降低肿瘤

组织中
G?1H

*

GD'I!

*

Q)&I

*

R)S

#

#"

蛋白水平)

因此"笔者认为"

G?1H

*

GD'I!

在胃癌中的高表

达与胃癌的生物学行为密切相关"

G?1HEGD'I

可能

通过调控
Q)&IEHOK

信号通路"进而影响
R)S

#

#"

的表
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!

%

达"参与肿瘤的发生*发展*转移) 我国传统中医药治

疗肿瘤具有独特的优势"中医药治疗进展期胃癌的指

导思想是攻其实"补其虚"通过对患者机体的综合调

理"使患者的身体机能保持在一个比较稳定的状态"从

而能够达到延缓肿瘤细胞的生长和扩散"延长患者生

存期) 研究表明"中医药治疗能提高患者生活质量"延

长患者生存期"不良反应小'

#6

(

) 复方斑蝥胶囊作为一

种中药复方的抗肿瘤制剂"既能增强免疫"又有抗肿瘤

的作用"已广泛应用于临床"其抗肿瘤效应可能与抑制

G?1HEGD'I

信号通路及相关细胞因子的表达有关)

明确
G?1HEGD'I

信号通路在胃癌发病过程中的作

用"有助于从分子水平进一步阐明的胃癌发病机制"为

胃癌的临床治疗提供新的靶点)

利益冲突# 无)
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