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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheinfluenceofChineseCom poundReci peChan gfukangonhumamlar ge

intestinecancercell proliferationandex ploreitsmechanism. Methods　Modelnudemouseoftrans plantation

tumorofhumanlar geintestinecancerHT 229wereestablished.Thelow,mediumandhi ghdose groupsof

Changfukangweresetu p.Ei ghtweeksaftermedication,thetumorwei ght,inhibitionratesand pathologic

changesofeach groupwerecom pared.Thenumberof positiveKi 267cellsandtheintte grao pticaldensit yof

vascularendothelial growthfactor (VEGF ) weresemi 2quantitativel ymeasuredb yimmunohistochemistr ystain

methodscombinedwithima geanal ysiss ystem. Results　Theinhibitionrateof 33.13% , 47.26% and

66.01% inthelow,mediumandhi ghdose groupsofChan gfukang.Thekar yon quantit yoftrans plantation

tumorwasfewer,thecellandkar yonmor phologywasmorere gularineachChan gfukang group.Thenumber

of positiveKi 267cellsandtheex pressionofvascularendothelial growthfactor (VEGF ) ineachChan gfukang

groupwerealllowerthanthatintheblank group. Conclusion　Changfukanghasthefunctionofanti 2prolifer2
ationoftrans plantationtumorofhumanlar geintestinecancerHT 229,themechanismma ybecorrelatedwith

its promotionofcancercelldifferentiationanditsinhibitionoftheex pressionofVEGF.
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摘　要 :目的　研究中药复方肠复康对人大肠癌细胞增殖的影响及探讨其作用机制。方法　建立人大

肠癌 HT229裸鼠移植瘤模型。设立肠复康低、中、高剂量组和空白组。给药 8周后比较瘤重、抑瘤率及

病理变化。免疫组化染色结合图像分析系统半定量检测移植瘤 Ki267 阳性细胞数和血管内皮生长因子

(vascularendothelial growthfactor,VEGF )的积分光密度。结果　肠复康低、中、高剂量组抑瘤率分别为

33.13% 、47.26% 、66.01% 。肠复康各组移植瘤细胞核数量较少 ,细胞及细胞核形态更加规则。肠复康

各组 Ki267阳性细胞数及 VEGF 表达均低于空白组。结论　肠复康具有抗人大肠癌 HT229裸鼠移植瘤

细胞增殖的作用 ,其机理可能与促进癌细胞分化及抑制 VEGF 的表达有关。
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0　引言

肠复康系成都中医药大学附属医院自研的复方

制剂 ,临床及实验研究表明 ,治疗大肠癌疗效确

切[1,2] 。本实验从细胞增殖方面初步探讨肠复康作

用及机理 ,报告如下 :

1　材料与方法

1.1 　动物模型

BALB/c 2nu/nu 裸小鼠 (由四川省抗菌素研究

所动物房提供 ,合格证 :川实动管第 90 号) ,4～6周

龄 ,体重 18～22g,在 SPF 条件下饲养。采用人大肠

癌 HT229细胞株 (由四川大学华西医院移植免疫室

提供) 。裸鼠腹背侧部皮下注射含 5×106 癌细胞的

悬液0.5 ml, 成瘤后用组织块套管针法皮下移植为

实体瘤。

1.2 　药物及试剂

肠复康由鸦胆子、喜树果、人参、莪术等组成 ,按
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有关工艺流程制成稠浸膏 ,放于 4℃冰箱保存备用。

Ki267 (克隆号 C220) 、VEGF (克隆号 A220)一抗均购

自 SANTACRUZ 公司 ,二抗、试剂盒及阳性对照片

购自北京中山生物技术有限公司。

1.3 　分组及给药

接种后第 6 天 ,将裸鼠随机分为 4 组 ,即 :空白

对照组 ,生理盐水0.2 ml灌胃。肠复康低、中、高剂

量组 ,分别配成0.2 ml灌胃。每组 8只 ,雌雄各半。

1.4 　检测指标

1.4.1 　瘤重、抑瘤率　移植分组后第 60天 (即末次

给药后第 2天) ,处死裸鼠 ,剥离瘤体后称重 ( W) ,计

算抑瘤率 ( I) :I= (对照组 W- 治疗组 W) /对照组

W×100% 。

1.4.2 　病理形态观察　瘤体经 10%中性福尔马林

固定 48h, 梯度酒精系列脱水 ,石蜡包埋 ,常规切片 3

～5μm,HE 染色 ,光镜下观察。

1.4.3 　免疫组化检测 　瘤体经包埋、切片后 ,分别

行免疫组化 Ki267、VEGF 染色 ,具体步骤按试剂盒

说明进行。

200倍光镜下计数 5 个视野 Ki267 表达阳性的

细胞总数 ,求取每个视野平均数为 Ki267 值。选取

每张切片中 VEGF 着色最明显的 10 个视野 ,以

Mias22000 图象系统采集图像并半定量检测染色阳

性物质的积分光密度 ,求取每视野的平均值 ,表示该

物质的含量。

1.5 　统计方法

计量资料均以 �x ±s 表示。所有指标分析经

SPSS 11.0 统计软件包处理。

2　结果

2.1 　各用药组抑瘤作用比较　见表 1。

表 1　各用药组抑瘤作用比较

组别
鼠数

(初/末)

瘤重　

(g) 　

抑瘤率

( %)

空白对照组 8/8 1.0213 ±0.2339

肠复康高量组 8/7 0.3471 ±0.0699 △△ 66.01

肠复康中量组 8/7 0.5386 ±0.1107 △△ 47.26

肠复康低量组 8/7 0.6829 ±0.2326 33.13

　　注 : △△与空白组比较 P < 0.01

　　实验过程中 ,除空白组外 ,各组均有 1只裸鼠确

因灌胃不当死亡。由表 1 可见 ,肠复康抑瘤作用与

剂量呈正相关趋势 ,其中高剂量组抑瘤率达

66.01% 。

2.2 　各组移植瘤病理形态比较　见图 1、2。

镜下见空白组移植瘤中心有不同程度的坏死 ,

癌细胞丰富 ,中等大小 ,呈卵圆形、梭形、三角形及不

规则形 ,胞浆较少 ,呈淡蓝色 ,大多数细胞内有一个

核 ,部分细胞内有两个及以上核 ,核中等 ,核膜厚 ,染

色质丰富 ,染色深 ,核仁明显且大 ,有 1～3 个 ,核分

裂多见 ;肠复康组癌组织中心坏死程度减轻 ,高剂量

组更为明显 ,癌细胞较大 ,呈圆形、卵圆形 ,少许呈梭

形 ,胞浆较丰富 ,呈淡红色 ,细胞内几乎只有一个核 ,

核偏大 ,核膜变薄 ,染色质少 ,染色浅 ,几乎呈空泡

状 ,核仁较明显、较大 ,大多数只有 1核仁 ,核分裂可

见。

2.3 　各组移植瘤 Ki267、VEGF 表达比较 , 见表 2

及图 3～6。

表 2　各组移植瘤 Ki267、VEGF表达比较

组别
鼠数

(初/末)
Ki267阳性细胞数 VEGF积分光密度

空白对照组 8/8 15.4750±2.3002 11278482±1692359.15

肠复康高量组 8/7 7.6714±1.9500△△ 7569071.6 ±3165135.24△△

肠复康中量组 8/7 12.1714±1.9268△ 8550176.90±2261582.00△

肠复康低量组 8/7 14.9714±4.4112 9311415.3 ±2657391.63

　　注 : △与空白组比较 P < 0.05 , △△与空白组比较 P < 0.01

　　镜下可见 Ki267 阳性物质着色于癌细胞核内 ,

并主要存在于有核分裂的细胞内 ,VEGF 主要表达

在肿瘤细胞胞浆 ,内皮细胞有部分表达。由图 3～6

及表 2可知 ,2种物质的表达均以空白组最多 ,肠复

康各组表达明显较少。

3　讨论

目前认为 ,恶性肿瘤是一种以分化障碍为特征

的遗传性细胞过度、自律性增殖性疾病。抑制或降

低肿瘤细胞的增殖活性 ,是肿瘤治疗的基本策略之

一。

本实验研究显示 ,肠复康具有良好的抑制裸鼠

移植瘤生长的作用 ,各组瘤重均小于空白组 ,其高剂

量抑瘤率达66.01% 。病理观察发现 ,肠复康可改善

肿瘤细胞及细胞核的形态 ,使其更加规则 ,并使核仁

数目及核内染色质减少 ,这种形态变化符合国内外

有关肿瘤细胞在部分化合物或生物活性物质的诱导

下重新分化逆转的报道[3,4] 。提示促进癌细胞分化

逆转 ,可能是肠复康的抑瘤机制之一。

Ki267 是一种细胞周期特异性抗原 ,仅在增殖

细胞周期的 G1 中期到晚期出现表达 ,在 S期和 G2

期逐渐增加 ,在 M 期达到最高值 ,其半衰期为 1h

或更短[5] 。因此 ,Ki267 只在增殖细胞中表达 ,其表

达水平反映细胞的实际增殖程度。本实验显示 ,Ki2
67表达以空白组最多 ,而用药组明显减少 ,再次提

示肠复康具有降低大肠癌细胞增殖活性的作用。

·067· 肿瘤防治研究 2004 年第 31卷第 12期



文献报道[628] ,多数恶性肿瘤细胞中不仅能检

测到高水平的血管内皮生长因子 VEGF, 而且抑制

VEGF 的表达后能显著抑制肿瘤细胞的生长 ,

VEGF 不仅通过调节血管形成促进肿瘤生长 ,还可

能通过自分泌促进肿瘤细胞自身的生长。本实验观

察到肠复康可明显降低 VEGF 的含量 ,提示肠复康

抑制移植瘤增殖的机制之一可能也通过减少癌细胞

VEGF 的生成而发挥作用。

综上 ,肠复康具有抑制人大肠癌 HT229 裸鼠移

植瘤细胞增殖的作用 ,其机制可能与抑制细胞增殖

相关 Ki267 基因表达 ,及抑制癌细胞 VEGF 的表达

有关。

(本文图见封 3)
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　　本研究的免疫组化结果显示 ,所有的 T24 细胞

胞浆中均呈现不同程度的染色 ,而且随着 UTI 量的

增多 ,T24 细胞胞浆染色明显减弱 ,说明 UTI 能抑

制 T24 细胞 uPA 蛋白的分泌。同时半定量 RT2
PCR的检测结果也表明 ,T24 细胞中 uPAmRNA

的水平在经过 UTI 处理后有显著的降低 ,进一步表

明 UTI 能拮抗人移行细胞膀胱癌 T24细胞 uPA 的

表达并呈负的剂量效应关系 ,这与其他学者的研究

结果是相符的[5] 。Kobayashi 等[6]研究了 UTI 对人

卵巢癌细胞 uPAmRNA 表达的影响 ,他发现 UTI

是通过阻断人卵巢癌细胞 PKC 及 MEK/ERK/c 2
Jun 依赖性信号传导途径从而达到抑制人卵巢癌细

胞 uPAmRNA 表达的作用。这些研究都说明 UTI

在抑制肿瘤侵袭和转移过程起着重要的作用 ,同时

也为膀胱肿瘤的治疗提供了新的参考方法和途径。

当然 ,对 UTI 抑制膀胱肿瘤 uPA 表达的具体机制

还有待于进一步研究。
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