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当归贝母苦参丸加味方对荷瘤小鼠Ｈ２２肝癌肿瘤

组织 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ表达的影响
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　　摘　要：目的　研究当归贝母苦参丸加味方对 Ｈ２２荷瘤小鼠瘤组织基质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）和成纤维细胞生长因子２

（ｂＦＧＦ）表达的影响。方法　建立 Ｈ２２荷瘤小鼠模型进行体内抗肿瘤试验，将６０只荷瘤小鼠随机分为模型组，顺铂阳性对照组，

当归贝母苦参丸加味方高、低剂量组，当归贝母苦参丸加味方高、低剂量联合顺铂组，连续灌胃给药１４ｄ，观察肿瘤生长情况以及

小鼠一般情况，肿瘤大体标本及 ＨＥ染色后组织形态观察；ＲＴｑＰＣＲ和免疫组织化学技术分别检测肿瘤组织中 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ

的表达。结果　大体观察剥离的肿瘤瘤体发现，模型组与中药低剂量组瘤体较大，瘤体内有溃烂，包膜基本完整；各治疗组瘤体较

模型组相比较小，但包膜不完整，有不同程度溃烂，剥离易出血，当归贝母苦参丸加味方高、低剂量联合顺铂组瘤体小，包膜完整，

肿瘤溃烂较少；ＨＥ染色病理形态观察发现，各治疗组结缔组织明显，细胞稀疏程度增加，坏死癌细胞数目增加。ＲＴｑＰＣＲ检测

显示，与模型组相比，各用药组中 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达量均降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；免疫组化检测显示，

ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ在当归贝母苦参丸加味方高、低剂量联合顺铂组中蛋白着色变浅，呈弱阳性表达，当归贝母苦参丸加味方高、低

剂量联合顺铂组较单独用药蛋白表达量低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　当归贝母苦参丸加味方可以在 ｍＲＮＡ和蛋白

水平下调荷瘤小鼠肿瘤组织中 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ的表达，进而抑制肿瘤侵袭和血管生成，发挥抑瘤减毒增效目的。
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　　原发性肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，也是全球恶性肿瘤

病死率排第２位的肿瘤
［１２］。目前，原发性肝癌的治疗策略包

括化疗、肝动脉灌注化疗、手术及其他替代治疗方法。尽管在

原发性肝癌的预防和治疗方面取得了一定进展，包括外科手术

和辅助治疗措施的研究进展，原发性肝癌的预后并不理想［３］。

因此，积极探索原发性肝癌的防控措施对其治疗意义重大。中

医药治疗肿瘤的优势十分明显，例如，中医药可以减轻化疗的

不良反应，延长肿瘤患者生存期等［４］。中医药抗肿瘤可以通过

调节免疫功能、诱导肿瘤细胞凋亡、减轻血管生成和抑制侵袭

转移来实现。

前期研究显示，当归贝母苦参丸含药血清可以抑制胃癌

ＳＧＣ７９０１细胞增殖，减弱其侵袭转移的能力
［５］。当归贝母苦

参丸加味方联合肝动脉栓塞治疗能使Ｔｈ１升高，并且能够减

少不良反应，提高患者的生存质量［６］。当归贝母苦参丸还可以

使 Ｈ２２荷瘤小鼠血清 ＨＩＦ１α升高及肿瘤组织ｃａｓｐａｓｅ３和

ＢＡＸ表达，达到减轻顺铂的毒性，提高胸腺的免疫功能
［７］。课

题组在临床运用当归贝母苦参丸加味方治疗效果更为显著，故

本课题以当归贝母苦参丸作为基础方药，以活血化瘀、化痰散

结、解毒攻癌，兼顾调节机体补虚扶正，化生气血的功能，提出

扶正祛邪之法组成当归贝母苦参丸加味方。本研究拟通过

ＲＴｑＰＣＲ及免疫组织化学为手段，研究和探讨当归贝母苦参

丸加味方对肝癌的抑制作用、抗肿瘤血管生成的影响及作用机

制，为中医药临床防治肝癌提供有效的科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　昆明小鼠６０只，体质量（２０±２）ｇ，雌鼠３０

只，雄鼠３０只，购于甘肃中医药大学科研实验动物中心；合格

证号：ＳＣＸＫ（甘）２０１１０００１。饲养条件：室温２０～２５℃，湿度

４５％～５５％。动物分笼饲养，食标准饲料，饮水自由，饲料由甘

肃中医药大学科研中心动物实验室提供。小鼠肝癌细胞：Ｈ２２

细胞由甘肃中医药大学中西结合研究所刘凯老师所赠。

１．２　仪器与试剂　超净工作台（苏州苏洁净化设备有限公

司）；ＣＯ２ 培养箱（力康公司）；荧光倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭ

ＰＵＳ公司）；ＡＢＩ７５００荧光 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ，美国伯乐公司）。

ＤＭＥＭ培养基（健顺生物公司）、胎牛血清（杭州四季青公司）；

逆转录试剂盒、扩增试剂盒（宝生物工程有限公司），一抗和二

抗分别由博士德生物和中杉金桥公司提供。当归贝母苦参丸

加味方主要药物由黄芪、当归、浙贝母、苦参、山慈菇等组成，购

自甘肃中医药大学附属医院，使用前，将以上组方药材水煎制备

成生药１、０．５ｇ／ｍＬ的水煎剂高压灭菌置于冰箱备用。顺铂注

射液，２０ 毫 克／支，江 苏 毫 森 药 业 股 份 有 限 公 司 （批 号

Ｈ２００１０７４３）。

１．３　方法

１．３．１　荷瘤鼠模型的建立　将收集好的小鼠体内传代的细胞

计数后，用ＰＢＳ将细胞浓度调整为１５×１０６／ｍＬ的悬液，小鼠

腋下接种肝癌 Ｈ２２细胞，每只接种０．２ｍＬ。

１．３．２　治疗及分组　造模后，将小鼠随机分设为模型组（简称

１组）、顺铂对照组（简称２组）、当归贝母苦参丸加味方高剂量

组（简称３组）、当归贝母苦参丸加味方低剂量组（简称４组）、

当归贝母苦参丸加味方高剂量组联合顺铂组（简称５组）、当归

贝母苦参丸加味方低剂量组联合顺铂组（简称６组）６个组。

分组后第２天开始治疗，当归贝母苦参丸加味方高、低剂量组

给药浓度分别为１ｇ生药／ｍＬ、０．５ｇ生药／ｍＬ，小鼠灌服量

为：０．４ｍＬ／ｄ中药煎剂，１组与２组灌胃生理盐水，顺铂给药

量为腹腔注射：０．０５ｍｇ／（０．２ｍＬ·ｄ），连续治疗１４ｄ。

１．３．３　肿瘤大体标本及组织形态观察　对荷瘤小鼠的肿瘤组

织进行剥离，剥离后，首先对剥离出的肿瘤进行肉眼观察，对肿

瘤的体积、颜色以及质地进行记录，与此同时，需要观察确定肿

瘤组织的假膜完整程度，是否存在出血状况等。随后对肿瘤组

织进行固定，选用１０％的甲醛，进行常规脱水，石蜡包埋，随后

进行切片，染色。运用显微镜对肿瘤组织以及细胞的形态学变

化进行观察。

１．３．４　ＲＴｑＰＣＲ检测基质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）和成纤维

细胞生长因子２（ｂＦＧＦ）ｍＲＮＡ的表达　首先，将肿瘤组织从

液氮中取出片刻后称取３０ｍｇ置于无 ＲＮＡ酶的ＥＰ管中匀

浆，然后加入１ｍＬ提取液静置５ｍｉｎ，用低温离心机１２０００

ｒ／ｍｉｎ４℃离心５ｍｉｎ；取上清液至新的ＥＰ管中，加入２００μＬ

三氯甲烷，反复上下颠倒使充分混匀，静置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

４℃离心１５ｍｉｎ；取上清液至新的ＥＰ管中，加入等量异丙醇

混匀，４℃冰箱静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ，将

液体倒掉，管底白色沉淀即为 ＲＮＡ；继续向管内加入７５％

ＤＥＰＣ水配制的乙醇１ｍＬ清洗，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心５ｍｉｎ；

轻轻倒掉液体，并用吸水纸吸干，加入 ＤＥＰＣ水溶解；检测

ＲＮＡ浓度后，用Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒逆转录合成ｃＤＮＡ。使

用ＡＢＩ７５００荧光ＰＣＲ仪扩增目的基因。引物序列（５′～３′）：

Ａｃｔｉｎ上游引物ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡ

Ｃ，Ａｃｔｉｎ下游引物ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ；扩增产

物片段大小为１７１ｂｐ；ＭＭＰ１３上游引物ＴＣＣＣＴＧＧＡＡＴＴＧ

ＧＣＡＡＣＡ ＡＡＧ；ＭＭＰ１３下游引物 ＧＣＡ ＴＧＡ ＣＴＣＴＣＡ

ＣＡＡＴＧＣＧＡＴＴＡＣ，扩增产物片段大小为１２０ｂｐ；ｂＦＧＦ上

游引物ＡＡＧＣＧＧＣＴＣＴＡＣＴＧＣＡＡＧＡＡ，ｂＦＧＦ下游引物

ＴＡＣＣＧＧＴＴＧＧＣＡＣＡＣＡＣＴＣ，扩增产物片段大小为１５８

ｂｐ。采用荧光定量 ＰＣＲ试剂盒说明操作，扩增条件：９５ ℃

１０ｓ预变性，９５℃１０ｓ、６０℃２０ｓ，４０个循环分析溶解曲线，确

认扩增产物的特异性，相对表达量计算采取２－ΔΔＣＴ法，独立样

本重复３次检测。

１．３．５　免疫组织化学法检测 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ的蛋白表达　

免疫组织化学法采用 ＡＢＣ法。其过程如下：切片常规脱蜡水

化，３％去离子水灭活内源性酶１０ｍｉｎ，微波修复抗原５ｍｉｎ，间

隔重复１次；然后依次滴加山羊血清、一抗、生物素化山羊抗

兔；滴加ＳＡＢＣ，ＤＡＢ显色，苏木素复染，梯度脱水透明后封片，

显微镜下观察。结果判定：以胞质中出现棕黄色颗粒为阳性。

应用图像分析系统记录各自的积分吸光度（ＩＡ）作为蛋白表达

的量化指标。

１．４　统计学处理　计量资料采用狓±狊表示，采用数据处理软

件ＳＰＳＳ１７．０进行处理，并进行单因素方差分析，犘＜０．０５表

示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肿瘤大体标本及组织形态观察结果　见图１。观察剥离
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出的各组瘤体显示，１组与４组瘤体较大，瘤体内有溃烂，包膜

基本完整；２组瘤体较１组相比较小，但包膜不完整，肿瘤溃烂

较多，剥离易出血；３组与５、６组瘤体小，包膜完整，肿瘤溃烂

较少。各组肿瘤组织病理学形态比较，首先对肿瘤组织进行切

片，以 ＨＥ法染色，置于光学显微镜下观察后发现，在１组中，

肿瘤细胞生长方式为弥散或团块状，细胞紧密排列，核大浆多，

具有明显的特异性，很少的坏死细胞（图１Ａ）。在２组中，细胞

排列疏松，出现大量的坏死细胞，细胞数开始减少，细胞核出现

缩小破裂的现象（图１Ｂ）；在４组中，较１组坏死的癌细胞数目

变多，且细胞大小不同（图１Ｃ、图１Ｄ）；在５、６组中，结缔组织

明显，细胞稀疏程度增加，坏死癌细胞数目增加（图１Ｅ、图

１Ｆ）。

　　注：Ａ表示１组；Ｂ表示２组；Ｃ表示３组；Ｄ表示４组；Ｅ表示５组；

Ｆ表示６组。

图１　　６组 ＨＥ染色图片（×４００）

表２　　当归贝母苦参丸加味方对肿瘤组织ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ和

　　　蛋白表达的影响（狓±狊，狀＝３）

组别
ｂＦＧＦ

（２－△△ＣＴ）

ＭＭＰ１３

（２－△△ＣＴ）

ｂＦＧＦ

（平均灰度值）

ＭＭＰ１３

（平均灰度值）

１组 １．００±０．００ １．００±０．００ ７７．３２±４．７５ ６５．２４±２．１３

２组 ０．５３±０．１７▲ ０．８４±０．０７▲ ６５．２１±３．６７ ５０．４８±２．５３▲

３组 １．０３±０．２５▲ １．０９±０．０１▲△ ６８．４３±４．１３▲△ ５３．１１±３．０３▲

４组 ０．６３±０．１１▲△ ０．９１±０．０３▲△ ６０．１５±２．８４▲△ ４４．２６±２．４２▲△

５组 ０．４３±０．０２▲△ ０．７５±０．１６▲△ ５５．６１±２．３６▲△ ４１．０７±２．２７▲△

６组 ０．３２±０．０２▲△ ０．６７±０．０７▲△ ４３．７２±２．１８▲△ ３６．１２±１．３１▲△

　　注：与１组比较，▲犘＜０．０５；与２组比较，△犘＜０．０５。

　　注：Ａ表示１组；Ｂ表示２组；Ｃ表示３组；Ｄ表示４组；Ｅ表示５组；

Ｆ表示６组。

图２　　ＭＭＰ１３在各组中的表达（×４００）

２．２　ＲＴｑＰＣＲ分别检测 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达　６

组ＲＴｑＰＣＲ结果显示，各组对 ＭＭＰ１３、ｂＦＧＦ与２组相比表

达量均有下调，其中３组下调明显，尤其以５、６组下调表达明

显，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），见表２、图２。

２．３　免疫组织化学检测 ＭＭＰ１３和ｂＦＧＦ蛋白的表达　６组

免疫组织化学结果显示，胞浆或胞膜出现的黄色或棕黄色颗粒

为阳性着色。各组蛋白表达结果如下，ＭＭＰ１３、ｂＦＧＦ蛋白着

色与１组相比呈现深着色现象，表明为强阳性或阳性表达，而

１组呈现弱阳性或阴性表达，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），

见表２、图２、图３。

　　注：Ａ表示１组；Ｂ表示２组；Ｃ表示３组；Ｄ表示４组；Ｅ表示５组；

Ｆ表示６组。

图３　　ｂＦＧＦ在各组中的表达（×４００）

３　讨　　论

　　中医认为，肝癌的发病为痰、毒、瘀、虚共致治病的结果，通

过中医辨证论治、标本兼治的特点，补虚、祛邪即为中医治疗肝

癌的基础治法。当归贝母苦参丸加味方由当归贝母苦参丸加

味而成，当归贝母苦参丸出自《金匮要略》，用来治疗妊娠小便

不利。全方由当归、贝母、苦参等组成，具有养血、开郁、清热、

除湿的功效。当归贝母苦参丸加味方在此基础上加益气解毒

药组成新方。当归贝母苦参丸加味方的整体组方准确地针对

肝癌的病因病机遣方选药，组成整体功效为活血化瘀、化痰散

结、解毒攻癌，兼顾调节机体补虚扶正，化生气血功能的方药。

本研究显示，当归贝母苦参丸加味方可使肿瘤组织瘤体缩

小，有明显的抑制肿瘤生长的作用，并且在与化疗药物联合运

用后，抗肿瘤作用更加明显。免疫组织化学研究显示，当归贝

母苦参丸加味方可抑制肿瘤组织中 ＭＭＰ１３、ｂＦＧＦｍＲＮＡ和

蛋白的表达，并且在与化疗药物联合运用后，ＭＭＰ１３、ｂＦＧＦ

ｍＲＮＡ和蛋白的下调表达更加明显。

ｂＦＧＦ是成纤维细胞生长因子家族的１个成员，其功能较

为广泛，在与肝素结合后参与调节细胞生存、分裂、血管生成、

分化和迁移。研究表明，ｂＦＧＦ在原发性肝癌组织中高表达，

其高表达与肝细胞癌转移密切相关，转染ｂＦＧＦ反义寡核苷酸

转染 ＨｅｐＧ２细胞可以增加细胞凋亡
［８９］。此外，相关研究也表

明，ｂＦＧＦ能通过ＰＩ３Ｋ信号通路促进Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达和

肝癌细胞增殖，因此，它可作为１种新型的早期靶向肝细胞癌

治疗分子［１０］。

ＭＭＰ１３是基质金属蛋白酶 Ｍ１０家族成员，在侵袭转移中

参与细胞外基质的降解。相关研究发现，ＭＭＰ１３可促进口腔

癌、乳腺癌、多发性骨髓瘤、胃癌和肝癌的侵袭转移［１１１２］。联合

运用ＬＩＦＲ和ｐＡｋｔ或 ＭＭＰ１３，可以强有力预测预后差的原

发性肝癌的预后［１３１５］。

当归贝母苦参丸加味方主要由黄芪、当归、浙贝母、苦参、

山慈菇等组成，其中关于黄芪、当归、浙贝母、苦参，有文献报道

用于中药复方抗肿瘤研究或者临床应用于抗肿瘤治疗，其机制
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涉及抑制肿瘤增殖及其侵袭转移等，而应用肝癌抗肿瘤分子机

制探讨则少见报道。本研究显示，当归贝母苦参丸加味方发挥

对 Ｈ２２荷瘤小鼠的抗肿瘤作用与下调 ＭＭＰ１３、ｂＦＧＦｍＲＮＡ

和蛋白的表达。
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和庆大霉素都耐药，说明氨基糖苷类耐药基因ａｒｍＡ与阿米卡

星、妥布霉素和庆大霉素耐药密切相关。因此，应加强重症监

护病房和神经外科病房耐药菌的监测，以预防和控制多重耐药

鲍曼不动杆菌引起的院内感染。
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