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槐耳清膏治疗肝癌的实验研究
陈大兴 , 陈孝平 , 张万广

(华中科技大学同济医学院同济医院 肝脏外科中心 , 湖北 武汉 430022)

　　摘要 :目的 　探讨槐耳清膏对人胎脐静脉内皮细胞的作用 ,以及其对裸鼠皮下接种肝癌细胞形

成肝癌的抑制作用及其可能机制。方法 　用不同浓度的槐耳清膏作用于人胎脐静脉血管内皮细胞 ,

观察其对细胞的增殖能力、迁移能力、附壁能力及血管生成的影响 ,同时观察其对裸鼠皮下接种肝癌

细胞形成肝癌过程的影响。结果 　槐耳清膏 ≥2 mg/ ml 时可显著降低肿瘤组织的血管内皮细胞增殖

能力 ,减少血管形成 ,抑制血管内皮细胞的迁移、黏附 ,从而降低微血管密度。槐耳清膏 ( 3 g/ kg ) +

MMC ( 5 0 0μg/ kg) 同时作用于裸鼠的肝癌组织 ,其抑瘤作用最强 ,后依次为 MMC 组 ,槐耳清膏 ( 3 g/ kg )

组。结论 　槐耳清膏对肝癌有抑制作用 ,其可能机制是作用于血管内皮细胞 ,影响血管内皮细胞的增

殖能力、迁移能力、附壁能力及血管生成 ,从而抑制肝癌组织的血管生成 ,降低肝癌组织的微血管密

度而发挥抑制肝癌生长的作用。
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Abstract :Objective 　To study the effect of Fungi of Huai Er on human umbilicus vein endothelial cell (HUVEC)

and its inhibiting effect on liver cancer formation by liver cancer cells implanted under nude mice subcutaneous tis2

sue , and to study the possible mechanism . Methods 　 HUVEC was cultured with different concentrations of fungi

of Huai Er and / or mitomycin ( MMC) to observe the effect of Fungi of Huai Er on HUVEC′s hyperplasia , motility

and adherence ability , and on the generation of blood vessels . In addition , the effect the Fungi of Huai Er on liver

cancer formation by liver cancer cells implanted in nude mice subcutaneous tissue was also observed . Results 　Fun2

gi ≥2 mg/ ml , can apparently reduce the hyperplasia ability , inhibit motility and adherence ability of HUVEC , and

the formation of blood vessels . The strongest effect on inhibiting the subcutaneous tumor formation was Fungi( 3 g/

kg) plus MMC ( 500μg/ kg ) , followed by MMC , and Fungi ( 3 g/ kg ) . Conclusions 　Possible mechanism of the

inhibiting effect of Fungi on liver cancer is that the Fungi inhibits the hyperplatic ability , motility and adherence a2

bility of HUVEC , and this inhibits the growth of blood vessels . Therefore , the growth of blood vessels is reduced

and the development of liver cancer is suppressed .
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　　随着肿瘤治疗方法的增多 ,肿瘤患者 5 年生存

率在不断提高。但中晚期癌症不论能否手术 ,很多

患者往往不能耐受放疗、化疗的毒副作用。因此 ,寻

找一些耐药性小、毒副作用少而有良好免疫增强作

用的药物是治疗的理想目标。有研究[1 ]发现 ,槐耳

清膏在体外具有细胞毒性 ,能诱导人肺腺癌细胞系

凋亡 ,还能促进顺铂耐药的 A549DDP 抗药性发生逆

转 ,对顺铂的化疗起增强作用。槐耳清膏对裸鼠移

植人乳浸润性导管癌的生长有一定抑制作用 ,同时

也能降低肿瘤内微血管密度 ( MVD) 。二期临床试验

证明 ,槐耳颗粒治疗原发性肝癌 ,有效率 11 . 9 % ,稳

定率 64 . 06 %[2 ] 。本文从槐耳颗粒对肝癌血管生成

的作用探讨其治疗肝癌的机制。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

由 500g 瓶装的槐耳清膏制剂 (江苏启东盖天力

制药有限公司提供 ,批号 BH08 ) 制成 8 mg/ ml 的 PR2

MI21640 浓缩含药培养液。碱性成纤维细胞生长因

子 ( bFGF) (美国 Sigma 公司生产 ,批号 0402 CY081 ) ,

血管内皮细胞生长因子 ( VEGF) (美国 Sigma 公司生

产 ,批号 01110) ,胶原 1 (西安巨子公司提供) ,纤维

连接 蛋 白 ( FN ) ( 美 国 Sigma 公 司 生 产 , 批 号

21100940) ,丝裂霉素 ( MMC) (浙江海正药业生产 ,

批号 20010804 ) ,人胎脐静脉内皮细胞系 ( HUVEC)

(武汉大学保藏中心提供 ,批号 304 ) ,裸鼠 (同济医

科大学动物中心提供 ,雌雄各 12 只 ,鼠龄 3～5 周 ) 。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　体外实验

( 1 ) 人胎脐静脉内皮细胞 (下简称内皮细胞 ) 培

养 　将 HUVEC置于含 10 %小牛血清的 1640 培养基

中培养。

( 2 ) 内皮细胞血管生成体外模型的建立[3 ] 　胶

原 I 溶解于 0 . 1 mol / L 的无菌乙酸溶液中 ,终浓度为

1 . 5 mg/ ml ,4 ℃保存。将胶原 I 溶液在冰上与适量

10 %小牛血清 F12 培养液混匀 ,调 pH 值至 7 . 5 ,

800μl / 孔加入 6 孔板中 ,37 ℃孵育 1 h 使其凝固。将

内皮细胞均匀接种于凝胶上 ,以 10 %小牛血清 F12

培养液培养。待细胞生长近融合状态后 ,吸去上清

液 ,以无菌磷酸盐缓冲液洗 2 次。再次制备胶原 I

凝胶混合液 ,每孔 200μl 覆盖于内皮细胞上 ,凝胶凝

固后 ,换以 1 %小牛血清 F12 培养液培养 ,并加入

bFGF10 ng/ ml 和 VEGF15 ng/ ml 诱导血管生成。第 1 ,

2 ,3 孔分别加入槐耳清膏 2 mg/ ml , 3 mg/ ml , 4 mg/ ml ,

第 4 孔加入 0 . 4μg/ ml 的 MMC ,第 5 孔加入槐耳清膏

3 mg/ ml + MMC 0 . 4μg/ ml ,对照组加入生理盐水。每

48 h 换药 1 次 ,共同培养 120 h。每 24 h 在相差显镜

观测 1 次 ,每孔随机选取 6 个视野 ,记录拉长变形的

细胞数目 ,拉长的细胞有芽生状管状结构伸出 ,记

其数目及管状结构长度。重复 3 次试验。

( 3 ) 内皮细胞迁移能力测定[3 ] 　将内皮细胞接

种于 6 孔板中 ,待细胞生长近融合状态后 ,以无血清

培养基静止 12 h ,用无菌刮铲划痕 ,造成细胞间的刮

沟。无菌磷酸盐缓冲液冲洗后 ,将槐耳清膏 2 mg/

ml , 3 mg/ ml , 4 mg/ ml , MMC 0 . 4μg/ ml 及 槐 耳 清 膏

3 mg/ ml + MMC 0 . 4μg/ ml 分别加入 1～5 孔中 ,另设 1

孔做对照 ,仍以无血清培养基培养。每孔随机选取

4 点标记 ,并于 24 h 观察划痕宽度变化 ,连续 2 d ,重

复 3 次试验。

( 4 ) 内皮细胞增殖能力测定[3 ] 　将内皮细胞接

种于 96 孔板中 ,以 10 %小牛血清 F12 培养液培养

24 h ,然后以无血清培养基静止 24 h ,用无菌磷酸盐

缓冲液冲洗后 ,进行细胞计数。再把 ( 3 ) 中所述各

组药物分别加入相应孔中 ,以 10 %小牛血清 F12 培

养液继续孵育 24 h。每次设 6 个复孔 ,重复 3 次试

验。

( 5 ) 内皮细胞黏附能力测定[3 ] 　将 ( 3 ) 中所述

各组不同剂量的槐耳清膏和 MMC 分别预处理 3 h 的

内皮细胞 ,以胰酶 - EDTA 消化并吹打成单个细胞 ,

以 1 ×105 孔加入预先 FN 包被的 24 孔板中。同时

加入相应浓度的槐耳清膏和 MMC , 37 ℃卵育 1 h 后

吸去上清 , PBS 洗后在倒置显微镜下每孔随机取 4

个视野计数贴壁细胞数。每组设 4 个复孔 ,重复 3

次实验。

1 . 2 . 2 　动物试验

( 1 ) 抑瘤实验 　将 HepG2 细胞 (武汉大学保藏

中心提供) 第 30 代分别等量 ( 106 ) 接种到 24 只裸鼠

皮下 ,分 4 组 ,每组 6 只。喂养 2 周见肿瘤长出后 ,

第 1 组每天喂以槐耳清膏 3 g/ kg ;第 2 组槐耳清膏

3 g/ kg + 肌 注 MMC 500μg/ kg ; 第 3 组 肌 注 MMC

500μg/ kg ;每天上午给药 1 次。第 4 组不作任何处

理作为对照组。每周称裸鼠体重并测量瘤体直径大

小。喂养 1 个月后杀死动物 ,完整取出瘤体 ,比较各

组瘤重 ,计算抑瘤率。

(2 ) MVD 测定 　采用免疫组化法。肿瘤组织常
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规石蜡包埋切片 ,片厚 5μm ,按北京中山生物技术有

限公司提供的 SP 试剂盒操作说明进行染色。MVD

判断标准[4 ] :凡由内皮细胞或幼稚内皮细胞形成的

管状 ,窄隙状 ,囊状和空泡状染成为黄褐色的结构

即判断为可计数的血管。首先低倍镜下寻找新生血

管最密集区 ,然后在 400 倍视野下 ,观测染成棕色的

单个细胞和细胞丛 ,并以此作为一个血管。分别计

数 6 个视野 ,以计数的平均值作为该例的 MVD。但

有肌层的血管或管腔 > 50μm 应排除。

1 . 3 　统计学方法

结果均为计量资料 ,以 x ± s 表示 ,各组与对照

组比较采用 t 检验。

2 　结 　果

2 . 1 　体外实验中 HUVEC的血管生成及内皮细胞

　形态的变化

对照组胞体拉长并有芽生状管状结构伸出而使

胞体不规则 ,相邻的变形细胞间常以管状结构相互

连接 ,沿胞体纵轴或外伸管状结构中常可见半透明

的空泡或裂隙出现。槐耳清膏 4 mg/ ml 组及槐耳清

膏 + MMC组的内皮细胞生成变形细胞数目、管状结

构数目和长度较对照组均有显著降低 ( P < 0 . 05 ) 。

槐耳清膏 3 mg/ ml 组的变形细胞数在 24 , 72 , 96 ,

120 h 点 ,管状结构数目在 48～120 h 点 ,管状结构长

度在各时间点均较对照组有显著降低 (均 P <

0. 05) ;槐耳清膏 2 mg/ ml 组的变形细胞在 24 , 96 ,

120 h ,管状结构数目在各时间点 ,管状结构长度在

72～120 h 时间点与对照组比较均有显著差异 (均 P

< 0 . 05) 。MMC组内皮细胞产生的上述变化与对照

组比较差异无显著性 ( P > 0 . 05 ) 。说明槐耳清膏

能抑制内皮细胞血管生成 ,降低血管生成数量 ;而

MMC对内皮细胞血管生成无影响 (表 1) 。

表 1 　槐耳清膏对 HUVEC体外血管生成的影响 (每高倍镜 250 倍视野 , x ± s )

　　组别 24h 48h 72h 96h 120h

变形细胞数

　槐耳清膏 (4mg/ ml)组 90±71 93±61) 95±91) 100±121) 97±111)

　槐耳清膏 (3mg/ ml)组 93±61) 94±92) 95±131) 99±131) 100±121)

　槐耳清膏 (2mg/ ml)组 92±71) 95±102) 97±132) 101±81) 105±111)

　槐耳清膏 + MMC组 93±51) 93±91) 96±111) 100±91) 101±101)

　MMC(0. 4μg/ ml)组 95±92) 98±62) 99±142) 110±92) 109±82)

　对照组 97±8 99±12 103±13 112±10 114±11

芽生管状结构数

　槐耳清膏 (4mg/ ml)组 75±51) 72±41) 75±71) 78±91) 79±61)

　槐耳清膏 (3mg/ ml)组 76±72) 73±91) 75±61) 80±61) 77±51)

　槐耳清膏 (2mg/ ml)组 74±81) 77±91) 76±81) 82±81) 78±91)

　槐耳清膏 + MMC组 75±82) 73±71) 74±61) 79±71) 77±61)

　MMC(0. 4μg/ ml)组 80±72) 83±62) 84±72) 85±72) 86±82)

对照组 79±7 82±9 83±6 86±6 85±8

管状结构长度 (μm)

　槐耳清膏 (4mg/ ml)组 32±41) 33±51) 35±31) 35±41) 37±51)

　槐耳清膏 (3mg/ ml)组 33±41) 35±31) 35±41) 36±21) 37±51)

　槐耳清膏 (2mg/ ml)组 36±42) 36±42) 36±31) 38±31) 39±51)

　槐耳清膏 + MMC组 33±51) 34±41) 35±51) 35±21) 36±61)

　MMC(0. 4μg/ ml)组 35±32) 37±32) 37±42) 40±52) 40±42)

对照组 36±2 38±4 40±2 42±3 42±4

　　注 :与对照组比 1) P < 0. 05 ; 2) P > 0. 05
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2 . 2 　对内皮细胞迁移能力的影响

与对 照 组 相 比 , MMC 组 无 明 显 差 异 ( P >

0. 05 ) ; 2 mg/ ml 槐耳清膏组与对照组差异有显著性 (

P < 0. 05 ) , 3 mg/ ml 及 4 mg/ ml 槐耳清膏组、槐耳清

膏 ( 3 mg/ ml ) + MMC 组与对照组差异有极显著性

( P < 0. 01 ) ,说明槐耳清膏降低内皮细胞的迁移能

力与浓度有关。

表 2 　槐耳清膏对 HUVEC 迁移能力的影响 ( n / HP

×2 5 0 ,μm , x ± s )

　　组别 　24h 48h

槐耳清膏 (4mg/ ml)组 　55±62) 57±52)

槐耳清膏 (3mg/ ml)组 　56±52) 57±62)

槐耳清膏 (2mg/ ml)组 　59±61) 61±71)

槐耳清膏 (3mg/ ml) + MMC组 　56±62) 57±52)

MMC(0. 4μg/ ml)组 　63±4 64±5

对照组 　64±3 65±4

　　注 :与对照组比 1) P < 0. 05 ; 2) P < 0. 01

2 . 3 　对内皮细胞增殖能力的影响

槐耳清膏 2 mg/ ml 组内皮细胞的增殖能力的明

显低于对照组 ( P < 0 . 0 5 ) ;其他 4 组内皮细胞的

增殖能力也显著低于对照组 ,差异有极显著性 ( P

< 0 . 0 1 ) (表 3 ) 。说明槐耳清膏、MMC 均能抑制体

外人胎脐静脉内皮细胞的增殖能力。

表 3 　槐耳清膏对 HUVEC 增殖能力的影响 ( n / HP

×2 5 0 , x ± s )

　　组别 24h

槐耳清膏 (4mg/ ml)组 1950±2201)

槐耳清膏 (3mg/ ml)组 1990±1981)

槐耳清膏 (2mg/ ml)组 2012±1812)

槐耳清膏 (3mg/ ml) + MMC组 1780±1831)

MMC组 1931±2021)

对照组 2172±220

　　注 :与对照组比 1) P < 0. 01 ;2) P < 0. 05

2 . 4 　对内皮细胞附壁能力的影响

MMC 组对内皮细胞的附壁能力与对照组相比

差异 无 显 著 性 ( P > 0 . 0 5 ) 。2 mg/ ml , 3 mg/ ml ,

4 mg/ ml 槐耳清膏组、槐耳清膏 ( 3 mg/ ml ) + MMC 组

与对照组相比 ,内皮细胞的附壁能力差异有显著性

( P < 0 . 0 5 ) (表 4 ) 。说明槐耳清膏能抑制内皮细

胞的附壁能力 , MMC 对其附壁能力无影响。

表 4 　槐耳清膏对 HUVEC 附壁能力的影响 ( n / HP

×2 5 0 , x ± s )

　　组别 24h

槐耳清膏 (4mg/ ml)组 175±10­

槐耳清膏 (3mg/ ml)组 177±16­

槐耳清膏 (2mg/ ml)组 185±13­

槐耳清膏 (3mg/ ml) + MMC组 176±16­

MMC组 194±15

对照组 196±14

　　注 :­与对照组比 , P < 0. 05

2 . 5 　槐耳清膏对裸鼠皮下接种肝癌细胞形成的影

响

存活 2 3 只裸鼠接种部位见肿瘤生长 ,裸鼠其

他部位和器官未见肿瘤生长 ,对肝癌的抑制作用以

槐耳清膏 ( 3 g/ kg ) + MMC 5 0 0μg/ kg 共同作用于肝

癌的作用最强 ,后依次为 MMC 5 0 0μg/ kg 组、槐耳清

膏 ( 3 g/ kg) 组。肿瘤组织的 MVD 与对照组比 :槐耳

清膏 ( 3 g/ kg ) 组、槐耳清膏 ( 3 g/ kg ) + MMC 组的

MVD 降低明显 , 差异有显著性 ( P < 0 . 0 5 ) 。MMC

组与对照组比 , MVD 的形成无显著性差异 ( P > 0 .

0 5 ) (表 5 ) 。说明槐耳清膏能降低接种形成的肝癌

的 MVD。而 MMC 组降低不明显。

表 5 　各实验组瘤重 ( g) 及 MVD 值 ( n / HP ×4 0 0 )

　　组别 动物数 　　MVD值 瘤重 抑瘤率 ( %) 2)

槐耳清膏 (3g/ kg)组 6 97. 53±5. 361) 1. 12 10. 4

MMC(500μg/ kg)组 6 112. 96±9. 35 0. 97 22. 4

槐耳清膏 (3g/ kg) +

MMC组

5 98. 87±7. 261) 0. 92 25. 6

对照组 6 113. 76±10. 15 1. 25

　　注 : 1)与对照组比 , P < 0. 05

　　2)肿瘤抑瘤率 ( %) =
对照组平均瘤重 - 给药组平均瘤重
对照组平均瘤重

3　讨　论

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 ,进

展快 ,预后不理想 ,年病死率 1 / 1 0 0 0 0[5 ] 。一般症
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状出现后如不作治疗 ,患者可短期内死亡。能否寻

找一种对肝癌治疗有效而对人体毒副作用小的药

物 ,为人们感兴趣的研究课题。槐耳是生长在中国

古槐树上的一种天然菌 ,其入药史已有 1 5 0 0 年

余。槐耳清膏是槐耳菌质经热水提取 ,含有多种有

机成分 , 1 0 余种矿质元素 ,其主要活性成分是蛋白

多糖。其制剂具有调节与促进机体免疫功能 ,杀

伤、抑制肿瘤细胞的作用[2 ]目前已有其成品槐耳颗

粒应用于临床。其对肝癌、肺癌、食管癌、肠癌等都

有明显疗效[2 ] 。

正常组织的血管内皮细胞处于相对静止状态 ,

而肿瘤组织的血管内皮细胞处于迅速增殖状态。

肿瘤细胞在生长过程中能分泌产生多种血管内皮

细胞生长的细胞因子 ,在这些因子的作用下 ,血管

内皮细胞迅速增殖 ,增殖血管的组织结构和生物学

性能发生变化而成为肿瘤血管内皮细胞。这种增

殖的血管内皮细胞与正常血管内皮细胞不同[6 ] 。

在肿瘤组织中 ,每个小血管供应数量庞大的细胞

群 ,损伤少量的血管内皮细胞即可引起大量癌细胞

死亡 ,产生放大效应。血管内皮细胞与血流接触紧

密 ,克服了在癌细胞作为靶子时常见的药物传递困

难。血管内皮细胞是非转化性的 ,发生耐药性突变

机会少[7 ] 。人胎脐静脉内皮细胞具有分化能力 ,具

有新生血管的特性 ,类似肿瘤组织的血管内皮细

胞。内皮细胞的迁移、黏附、增殖、分化等多种能力

共同决定了细胞的血管生成能力。研究药物对人

胎脐静脉来源的内皮细胞的迁移、黏附、增殖能力

的影响 ,可以了解该药物对肿瘤细胞的影响。本实

验结果显示 :一定浓度的槐耳清膏可显著降低肿瘤

组织的血管内皮细胞增殖能力 ,减少血管形成 ,抑

制血管内皮细胞的迁移、黏附 ,降低血管密度 ,并能

抑制肿瘤组织生长。

本组动物试验结果说明 ,槐耳清膏对肝癌的抑

制作用的可能机制是 :先作用于血管内皮细胞 ,影

响内皮细胞的增殖能力、迁移能力、附壁能力及血

管生成 ,从而抑制肝癌组织的血管生成 ,降低肝癌

组织的 MVD 而发挥抑制肝癌生长的作用。MMC 能

抑制肝癌组织生长但不影响肝癌组织的 MVD。
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