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散结抑癌方联合贝伐珠单抗对ＢＡＬＢ／ｃ裸

鼠结肠癌肺转移的影响

张莹蠧　任建琳　吴杏黎　陆鑫熠　黄人可

　　【摘要】　目的　探究散结抑癌方联合贝伐珠单抗对ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠结肠癌肺转移的

影响，以及对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达的影响。方法　采用经尾静脉注射对

数生长期的人源结肠癌ＨＣＴ１１６荧光细胞的方法，构建ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠肺转移模型。将造

模成功的２０只裸鼠随机分为４组，每组５只。中药组，散结抑癌方灌胃；西药组，贝伐珠

单抗腹腔注射；联合组，散结抑癌方灌胃＋贝伐珠单抗腹腔注射；对照组，生理盐水灌胃。

每周进行１次活体荧光成像观察肿瘤生长情况，记录小鼠体质量。干预４周后取小鼠肺

组织，ＨＥ染色观察小鼠结肠癌肺转移情况，免疫组织化学法检测ＶＥＧＦ蛋白表达情况。

结果　与干预前比较，对照组在干预后体质量下降最多。干预后，中药组体质量略高于

对照组（犘＞０．０５），联合组体质量略高于西药组（犘＞０．０５），联合组和西药组体质量均明

显高于对照组（犘＜０．０５）。小动物成像定量分析结果显示，干预后中药组、西药组和联合

组生物发光光子数均少于对照组（犘均＜０．０５）。ＨＥ染色结果指出，对照组转移灶面积

最大，转移处最多，联合组转移灶面积最小，转移处最少。免疫组织化学检测结果显示，

对照组 ＶＥＧＦ蛋白平均阳性细胞率为４８．５７％，高于中药组（３９．９１％）、西药组

（３５．８２％）和联合组（２９．０３％），差异均有统计学意义（犘均＜０．０１）。结论　散结抑癌方

可以抑制结肠癌肺转移，作用途径可能与ＶＥＧＦ蛋白表达相关。
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　　结直肠癌是全球范围内病死率占第２位、发病

率占第３位的恶性肿瘤
［１］。据２０１８年的全球肿瘤

数据统计显示，２０１８年结直肠癌新增病例１８０万，

占全球恶性肿瘤新增人数的６．１％，死亡人数超过

８８万（占５．８％）
［２］。目前临床治疗晚期结直肠癌的

常用方法包括手术治疗、放射治疗、靶向治疗联合

化学治疗。一项有关结直肠癌患者生存率的预测

分析报道指出，约３５％的患者在Ⅱ、Ⅲ期诊断时表

现为转移性结直肠癌，而高达５０％患者在诊断时表

现为非转移性结直肠癌，最终却表现为转移性结直

肠癌，提示复发转移仍然是人类治疗结直肠癌需要

攻克的主要难题［３］。中西医结合治疗晚期结直肠癌

可在一定程度上延长患者无进展生存期，提高客观

缓解率［４５］。散结抑癌方为任建琳医师治疗晚期结

直肠癌的经验方，在原有健脾复方基础上进一步优

化而来，前期研究已证实健脾复方可抑制结直肠癌

细胞增殖、侵袭和转移［６７］，本研究在此基础上构建

了裸鼠结肠癌肺转移模型，观察散结抑癌方对结肠

癌的侵袭、转移的影响，以及对血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）蛋白表达的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及细胞株

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，２０只，ＳＰＦ级，５周龄，雄性，平

均体质量为（１８±２）ｇ，购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７

０００５。人源结肠癌 ＨＣＴ１１６荧光细胞购自中科院

上海生命科学研究院细胞库。

１．２　中药制剂

散结抑癌方：生黄芪３０ｇ、炒白术１８ｇ、白茯苓

１８ｇ、制半夏９ｇ、炒薏苡仁３０ｇ、藤梨根３０ｇ、蛇舌

草３０ｇ、天龙３ｇ、蜈蚣３ｇ、甘草６ｇ。颗粒由江阴天

江药业有限公司提供，溶于双蒸水配制成质量浓度

约２．３８ｇ／ｍＬ的溶液。

１．３　动物模型构建及分组

培养、消化并计数人源结肠癌ＨＣＴ１１６荧光细

胞，使用ＰＢＳ稀释细胞至１×１０７个／ｍＬ，取细胞悬

液，固定裸鼠于小鼠固定架上进行尾静脉注射，每

只小鼠均注射２００μＬ细胞悬液，全过程均为无菌操

作。造模成功后按小鼠体质量随机分为对照组、中

药组、西药组和联合组，每组５只。贝伐珠单抗注射

液［购自罗氏制药（瑞士）有限公司］配置成质量浓

度为２ｍｇ／ｍＬ的溶液。对照组裸鼠以生理盐水

０．２ｍＬ灌胃，１次／ｄ，生理盐水５０μＬ腹腔注射，

２次／周；中药组裸鼠以散结抑癌方０．２ｍＬ灌胃，

１次／ｄ，生理盐水５０μＬ腹腔注射，２次／周；西药组

裸鼠以贝伐珠单抗５０μＬ腹腔注射，２次／周，生理

盐水０．２ｍＬ灌胃，１次／ｄ；联合组裸鼠以贝伐珠单

抗５０μＬ腹腔注射，２次／周，散结抑癌方０．２ｍＬ灌
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胃，１次／ｄ。共计干预４周。

１．４　观察指标及方法

１．４．１　转移灶观测　造模后使用活体动物成像仪

（购自美国精诺真公司）观测小动物转移灶情况。

造模成功后分别测量并记录各组干预前裸鼠体质

量，药物干预开始后每４天测量并记录１次裸鼠体

质量，直至２８ｄ干预结束。干预开始后每周进行１

次小动物成像以观察转移灶情况，取Ｄ荧光素钾盐

（购自上海翌圣生物科技有限公司），使用ＰＢＳ稀释

至质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ的溶液，每只裸鼠予腹腔

注射１００μＬＤ荧光素钾盐溶液，待１０ｍｉｎ后使用

异氟烷麻醉，麻醉后立即进行小动物成像，记录图

像并测量生物发光光子数。

１．４．２　ＨＥ染色　干预结束后以颈椎脱臼法处死

所有裸鼠，取肺组织置于４％多聚甲醛中固定备用。

固定２４ｈ后放入包埋盒中，流水冲洗３０ｍｉｎ，乙醇

脱水后放入二甲苯中浸蜡包埋，置于病理切片机切

成５μｍ薄片，置于恒温箱中烘干２０ｍｉｎ，取出后分

别于二甲苯Ⅰ、Ⅱ中各脱蜡１０ｍｉｎ，脱蜡后依次置

入１００％、９５％、８５％、７５％梯度乙醇各５ｍｉｎ脱蜡

至水，蒸馏水洗涤。切片经ＨＥ染色后，将切片依

次放入９５％乙醇Ⅰ、Ⅱ各５ｍｉｎ，无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各

５ｍｉｎ脱水，二甲苯Ⅰ、Ⅱ透明切片，取出晾干后以中

性树胶封片。

１．４．３　免疫组织化学染色　取裸鼠肺组织浸蜡包

埋，置于石蜡切片机切成５μｍ薄片，放入４０℃温

水中受热展开后置于恒温箱中烘干，依次放入二甲

苯Ⅰ、Ⅱ各１０ｍｉｎ，１００％、９５％、８５％、７５％梯度乙

醇各５ｍｉｎ脱蜡至水，流水冲洗后加入３％Ｈ２Ｏ２浸

泡１０ｍｉｎ，清洗２次后加入柠檬酸（ｐＨ＝６．０）抗原

修复液（购自武汉赛维尔生物科技有限公司），微波

炉中火加热３ｍｉｎ，冷却至室温后再次加热、冷却，

修复抗原，水洗、ＰＢＳ清洗各２次，加入血清，恒温箱

中封闭３０ｍｉｎ，敷抗ＶＥＧＦ抗体（购自武汉赛维尔

生物科技有限公司），隔夜后使用ＰＢＳ清洗３次，敷

二抗３０ｍｉｎ，加入ＤＡＢ显色剂，流水冲洗后浸于苏

木精中复染３０ｓ，冲洗后各梯度乙醇、二甲苯脱水，

晾干后树胶封片。ＶＥＧＦ蛋白的ＤＡＢ染色阳性反

应表现为棕黄色颗粒，定位于细胞浆。

１．５　统计学方法

应用ＳＰＳＳ２４．０及ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件

进行统计学分析。计量资料以均数±标准差（珔狓±狊）

表示，组间比较采用重复测量方差分析，满足正态

分布与方差齐性时可进行，若同时满足Ｍａｕｃｈｌｙ球

形检验参照主体内效应检验，不满足则参照多变量

检验。单因素方差分析参照ＡＮＯＶＡ效应，符合正

态分布与方差齐性时进行，参照事后检验多重比较

ＴｕｋｅｙＨＳＤ结果。犘＜０．０５认为有统计学意义。

２　结果

２．１　散结抑癌方联合靶向药物改善ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠

体质量

裸鼠尾静脉造模成功后测量并记录各组裸鼠

体质量，按体质量随机分组，药物干预开始后每日

观察裸鼠情况，每４天测量１次裸鼠体质量，药物干

预期间未出现裸鼠死亡。开始干预时观察到各组

裸鼠精神活泼，饮食饮水正常，皮肤光滑平整，体质

量升高，各组间比较差异无统计学意义。干预１２ｄ

时各组裸鼠精神活泼，饮食饮水正常，裸鼠体质量

达到高峰；干预１２ｄ后各组裸鼠精神不振，饮食饮

水减少，体质量均开始下降，其中对照组裸鼠皮肤

出现褶皱。与干预１２ｄ时比较，干预２８ｄ后各组裸

鼠组间差异有统计学意义（犘＜０．０５），其中对照组

裸鼠精神萎靡，拒绝饮食饮水，皮肤毛糙褶皱，体质

量下降明显（犘＜０．０５）；中药组裸鼠精神不振，饮食

饮水减少，皮肤稍有褶皱，体质量略高于对照组，但

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；西药组及联合组裸

鼠精神不振，饮食饮水减少，皮肤光滑平整，联合组

体质量略高于西药组，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５），而两组体质量均显著高于对照组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　散结抑癌方对小鼠体质量的影响

组别
体质量／ｇ

１ｄ ４ｄ ８ｄ １２ｄ １６ｄ ２０ｄ ２４ｄ ２８ｄ

对照组（狀＝５）１９．９４±０．５４ ２１．１６±０．９８ ２１．７４±１．１８ ２２．３２±１．１８ ２１．３８±０．９８ ２０．９０±１．１７ ２０．０６±１．４５ １８．７０±１．２１

中药组（狀＝５）２０．１６±０．６３ ２１．６０±０．２５ ２２．１４±０．３６ ２３．３２±０．３９ ２２．４６±１．２３ ２１．８２±０．８２ ２１．２０±０．６７ ２０．３６±０．７８

西药组（狀＝５）１９．８４±０．７９ ２１．７８±０．７２ ２３．４２±０．９３ ２４．０６±０．６６ ２３．６２±０．９１ａ ２２．７６±１．２３ ２２．５０±１．５６ ２２．３２±１．６４ａ

联合组（狀＝５）２０．２６±０．６５ ２２．１２±０．９０ ２３．４４±１．１５ ２４．８２±１．０２ ２４．２８±０．９９ａ ２３．７０±０．７９ａ ２３．１４±０．６５ａ ２２．９６±０．６８ａ

　　注：Ｍａｕｃｈｌｙ球形检验犘＞０．０５，治疗效应犘＜０．００１，时间效应犘＜０．００１，治疗×天数效应犘＜０．０５。与对照组比较，ａ犘＜０．０５
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２．２　散结抑癌方联合靶向药物抑制人源结肠癌

ＨＣＴ１１６荧光细胞肺转移

裸鼠尾静脉造模后通过小动物成像检测肿瘤

细胞生物发光现象，观察到转移瘤造模成功。干预

开始后每周进行１次小动物成像，观察到干预开始

时各组裸鼠均出现少量肺转移，各组间差异无统计

学意义（犘＞０．０５）；干预结束时各组裸鼠均出现转

移（见图２Ａ），对照组裸鼠转移最明显，出现全身转

移，转移灶数量最多，而联合组肿瘤转移部位最少。

定量分析结果显示，与对照组比较，干预后中药组、

西药组和联合组的生物发光光子数均降低，且差异

均有统计学意义（犘均＜０．０５），见图２Ｂ。

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５，犘＜０．００１

图２　小动物成像转移情况　犃　药物干预后结肠癌转移灶分布　犅　干预后小动物成像发光光子数

　　ＨＥ染色结果显示，各组裸鼠肺内均有转移

灶，且大小不一。各组均可见高核质比肿瘤细胞，

核型多样，核分裂相少量，肿瘤细胞生长旺盛，肿瘤

细胞向周围肺组织浸润。定植于血管内的转移灶

造成血管损伤、变型。转移灶中部由于血供不足出

现坏死灶，肺泡壁轻度增厚，炎性细胞散在浸润。

对照组的转移灶面积最大，转移处最多，联合组转

移灶面积最小，转移处最少，提示散结抑癌方联合

靶向药物抑制结肠癌转移有较为明显的效果。见

图３。

图３　裸鼠肺转移情况　ＨＥ染色　×１００　犃　对照组　犅　中药组　犆　西药组　犇　联合组

２．３　免疫组织化学染色法检测散结抑癌方对人源

结肠癌ＨＣＴ１１６荧光细胞ＶＥＧＦ蛋白表达的影响

由图４、图５可知，对照组中ＶＥＧＦ蛋白平均阳

性细胞率为４８．５７％，高于中药组（３９．９１％）、西药

组（３５．８２％）和联合组（２９．０３％），差异均有统计学

意义（犘均＜０．０１）。

图４　各组裸鼠肺组织中ＶＥＧＦ蛋白的表达　免疫组织化学染色　×４００　犃　对照组　犅　中药组　犆　西药组　犇　联合组
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注：与对照组比较，犘＜０．０１，犘＜０．００１

图５　各组裸鼠肺组织中ＶＥＧＦ蛋白阳性细胞率定量分析

３　讨论

ＶＥＧＦ可调控血管新生，在肿瘤的发生、发展

和转移中起着重要作用。血管新生受到包括促血

管生成因子和抗血管生成因子在内的多种因子共

同调控［８］。肿瘤微环境的两大特点为慢性炎性反应

和免疫抑制［９］，肿瘤细胞在开始出现时会受到免疫

系统监测和攻击，而部分肿瘤细胞可逃逸免疫系统

攻击，此时人体开始进入休眠期，休眠期将持续至

免疫系统无法控制肿瘤细胞发生、发展，甚至转

移［１０］。血管生成的休眠是由促血管生成因子（如

ＶＥＧＦ）和抗血管生成因子之间的平衡引起的。

结直肠癌组织中ＶＥＧＦ表达水平升高、ＶＥＧＦ

受体（ＶＥＧＦＲ）活性升高，尤其在转移性结直肠癌中

ＶＥＧＦ表达水平更高
［１１１４］。贝伐珠单抗能与

ＶＥＧＦＡ的亚型结合，阻断ＶＥＧＦＡ与ＶＥＧＦＲ１

和ＶＥＧＦＲ２之间的相互作用，从而抑制结直肠癌

进展［１５］。ＶＥＧＦ在结直肠癌中的表达有赖于肿瘤

微环境的形成，中医认为脾虚为肿瘤微环境的关键

病机［９］。研究表明，含有健脾类中药方剂可在一定

程度上抑制结直肠癌ＶＥＧＦ的表达
［１６１７］。另有动

物研究表明，蜈蚣、天龙等虫药的抑制肿瘤转移作

用可能与ＶＥＧＦ有关
［１８１９］。目前关于中西医联合

用药对ＶＥＧＦ表达影响的研究较少，本实验通过尾

静脉注射结肠癌细胞建立小鼠结肠癌转移瘤模型，

观察散结抑癌方对裸鼠结肠癌肺转移的抑制作用，

并检测分析ＶＥＧＦ蛋白表达水平。研究结果指出，

中西药联合组裸鼠体质量与对照组相比差异显著，

表明联合用药能有效减缓裸鼠消瘦。干预后小动

物成像定量分析结果表明，散结抑癌方能减少全身

转移情况，联合用药后可进一步减少全身转移情

况。ＨＥ染色结果指出，与对照组、中药组、西药组

比较，联合用药组可有效减少结肠癌肺转移。免疫

组织化学检测结果表明，散结抑癌方能在一定程度

上抑制ＶＥＧＦ的表达，与靶向药物联合使用后，协

同抑制ＶＥＧＦ的作用更强。本研究结果提示，散结

抑癌方可能通过下调ＶＥＧＦ的表达，抑制血管新

生，从而达到抑制结肠癌侵袭、转移的目的。

综上所述，散结抑癌方可以降低ＶＥＧＦ蛋白表

达，在与贝伐珠单抗联用后效果更为显著，提示散

结抑癌方与贝伐珠单抗有协同作用，可以通过降低

ＶＥＧＦ蛋白表达，抑制血管或淋巴管生成，进一步

抑制人源结肠癌ＨＣＴ１１６荧光细胞肺转移。目前，

散结抑癌方降低ＶＥＧＦ蛋白表达的机制尚不完全

清楚，具体有待进一步实验证明。
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胃肠道ＭＭ转移早、预后差，早期发现、早期治

疗是改善预后的关键。早期以手术治疗为主要治

疗方法，手术方式为扩大切除。Ａｈｎ等
［５］发现手术

可延长原发性及继发性胃肠道ＭＭ患者的生存期。

Ｓｈｅｎｏｙ等
［６］认为姑息性手术可明显缓解胃肠道转

移性ＭＭ患者症状。对于中晚期患者，术后可联合

化学治疗、免疫治疗及靶向治疗。干扰素α＋达卡

巴嗪常作为黏膜 ＭＭ的经典术后辅助化学治疗方

案。靶向治疗和免疫治疗是目前治疗恶性 ＭＭ的

研究热点。常用的靶向药物包括维罗非尼和伊马

替尼。免疫治疗的发展迅速，目前国内已有２种

ＰＤ１单抗获批，分别为帕博利株单抗和特瑞普利单

抗，均可用于治疗接受全身系统治疗失败的、不可

切除或转移性黏膜ＭＭ患者
［７］。

综上所述，胃肠道 ＭＭ临床上较为罕见，恶性

程度高，病情进展快，患者生存期短，但因缺乏特异

性的临床表现，容易误诊、漏诊。临床医生需提高

对该病的认识，早诊断、早治疗尤为重要。
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