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也摘要页 目的 研究三虫通络散结方对Lewis 肺癌小鼠的抑瘤作用及对丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-activated protein kinase袁
MAPK冤信号通路的调控作用遥 方法 选取 C57BL/6 小鼠 48 只袁随机挑选 6 只作为空白组曰42 只 C57BL/6 小鼠构建 Lewis 肺癌荷瘤

小鼠模型袁随机分为模型组渊生理盐水冤尧阳性对照组渊顺铂注射液 2 mg/kg冤尧散剂低剂量组渊三虫通络散结方散剂 0.45 g/kg冤尧散剂

高剂量组渊三虫通络散结方散剂 1.8 g/kg冤尧散剂低剂量+顺铂组渊三虫通络散结方散剂 0.45 g/kg+顺铂注射液 2 mg/kg冤尧汤剂低剂

量组渊三虫通络散结方汤剂 3.9 g/kg冤尧汤剂高剂量组渊三虫通络散结方汤剂 15.6 g/kg冤袁每组 6 只袁给药 14 d 后取材遥 计算抑瘤率

和去瘤体质量曰HE染色观察皮下移植瘤体尧肺组织尧肝组织的病理变化曰qPCR检测皮下移植瘤细胞外调节蛋白激酶渊extracellular regu鄄
lated protein kinases, Erk冤尧缺氧诱导因子-1琢渊hypoxia inducible factor-1琢, HIF-1琢冤尧p38尧血管内皮生长因子 A渊vascular endothe鄄
lial growth factor A, VEGFA冤尧c-Jun 氨基末端激酶渊c-Jun N-terminal kinase, JNK冤尧基质金属蛋白酶-2渊matrix metalloproteinase-2,
MMP-2冤 mRNA的表达量曰Western blot 检测皮下移植瘤 Erk尧HIF-1琢尧p38尧VEGFA尧JNK尧MMP-2 蛋白表达情况遥 结果 渊1冤与模型组

相比袁阳性对照组尧散剂低剂量+顺铂组尧散剂高剂量组瘤体质量降低渊P约0.05冤遥 与散剂低剂量组相比袁散剂高剂量组瘤体质量降低

渊P约0.05冤遥与阳性对照组相比袁各中药单药组及模型组去瘤体质量升高渊P约0.05冤遥 渊2冤各组小鼠肺组织 HE染色结果显示袁散剂低剂量+
顺铂组见较多肿瘤细胞坏死曰各中药组细胞均少见核分裂袁肿瘤转移灶较模型组少遥 各组小鼠肝组织 HE 染色结果显示袁散剂低剂

量+顺铂组尧阳性对照组未见明显肿瘤病灶形成曰散剂高剂量组尧汤剂高剂量组的肿瘤转移灶体积相对较小遥 渊3冤与模型组相比袁其余

各荷瘤组皮下移植瘤组织中 Erk尧p38 mRNA 表达下降渊P约0.05冤袁散剂低剂量+顺铂组尧散剂低剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组

JNK mRNA 表达下降渊P约0.05冤曰与阳性对照组相比袁散剂低剂量+顺铂组及各中药组皮下移植瘤组织中 JNK mRNA 表达下降渊P约
0.05冤遥渊4冤与模型组相比袁阳性对照组尧散剂低剂量组尧汤剂高剂量组 Erk蛋白表达水平降低渊P约0.05冤袁阳性对照组尧散剂低剂量+顺铂

组尧散剂低剂量组尧散剂高剂量组尧汤剂高剂量组 p38尧HIF-1琢蛋白表达水平降低渊P约0.05冤袁其余各荷瘤组 JNK 蛋白表达水平均降低

渊P约0.05冤遥 结论 三虫通络散结方对 Lewis肺癌小鼠有一定的抑瘤作用袁以散剂高剂量组抑瘤效果较优袁其机制可能是与抑制 MAPK
信号通路相关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the tumor inhibitory effects of Sanchong Tongluo Sanjie Formula (SCTLSJF) on Lewis lung
cancer mice and its regulatory effects on the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway. Methods A total of 48
C57BL/6 mice were selected, and six of them were randomly assigned to the blank group. The remaining 42 C57BL/6 mice were
used to establish the Lewis lung cancer-bearing mouse model, and were then randomized into model group (normal saline), positive
control group (Cisplatin Injection 2 mg/kg), low-dose powder group (SCTLSJF powder 0.45g/kg), high-dose powder group (SCTLSJF
powder 1.8 g/kg), low-dose powder+cisplatin group (SCTLSJF powder 0.45 g/kg+Cisplatin Injection 2 mg/kg), low-dose decoction group
(SCTLSJF decoction 3.9 g/kg), and high-dose decoction group (SCTLSJF decoction 15.6 g/kg), with six mice in each group. Samples
were collected 14 days after administration. The tumor suppression rate and tumor-free body mass were calculated. HE staining was
used to observe the pathological changes of the subcutaneous xenograft tumor, lung tissues, and liver tissues; qPCR was employed to
determine the mRNA expressions of extracellular regulated protein kinases (Erk), hypoxia inducible factor-1琢 (HIF-1琢), p38 protein
(p38), vascular endothelial growth factor A (VEGFA), c-Jun N-terminal kinase (JNK), and matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) in the
subcutaneous xenograft tumor, while Western blot to examine the protein expressions of them. Results (1) Compared with the model
group, the xenograft tumor mass in the positive control, low-dose powder+cisplatin, and high-dose powder groups was lower (P<0.05).
Compared with the low-dose powder group, the xenograft tumor mass was lower in the high-dose powder group (P<0.05). Compared
with the positive control group, the tumor-free body mass was higher in all pure Chinese medicine groups and model group (P<0.05).
(2) The HE staining of lung tissues showed that the low-dose powder+cisplatin group exhibited a higher degree of tumor cell
necrosis; in all pure Chinese medicine groups, nuclear division was rarely observed, and the number of tumor metastases was lower
compared to the model group. The HE staining of liver tissues showed that no significant tumor lesions were observed in the low-
dose powder+cisplatin and positive control groups; the tumor metastasis foci in the high-dose powder and high-dose decoction
groups were relatively small in volume. (3) Compared with the model group, the mRNA expressions of Erk and p38 in the
subcutaneous xenograft tumor tissues in the other cancer-bearing groups decreased (P<0.05). The expression of JNK mRNA also
decreased in the low-dose powder+cisplatin, low-dose powder, low-dose decoction, and high-dose decoction groups (P<0.05).
Compared with the positive control group, the low-dose powder+cisplatin group and all pure Chinese medicine groups showed a
decrease in JNK mRNA expression in the subcutaneous xenograft tumor tissues (P<0.05). (4) Compared with the model group, the
protein expression level of Erk decreased in the positive control, low-dose powder, and high-dose decoction groups (P<0.05), the
protein expression levels of p38 and HIF-1琢 decreased in the positive control, low-dose powder+cisplatin, low-dose powder, high-
dose powder, and high-dose decoction groups (P<0.05), and the protein expression level of JNK decreased in the other cancer-bearing
groups (P<0.05). Conclusion SCTLJSF has certain inhibitory effects on Lewis lung cancer in mice, with the high-dose powder group
showing the superior tumor inhibitory efficacy. The mechanism may be related to the inhibition of MAPK signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Lewis lung cancer cells; Sanchong Tongluo Sanjie Formula; lung cancer; mitogen-activated protein kinase
signaling pathway; tumor inhibitory effects

肺癌是我国发病率尧死亡率最高的恶性肿瘤[1]袁
许多患者确诊时已处于中晚期[2]遥 以顺铂注射液为基

础的联合用药是目前治疗肺癌的一线治疗方案 [3]袁
但存在毒副作用尧化疗耐药性尧依从性差等临床问题遥
中医药具有高效尧低毒尧受众面广等特点袁与放化疗

联合在肿瘤康复阶段具有独特优势袁能发挥改善生

活质量袁延缓肿瘤复发转移的作用[4-7]遥 三虫通络散

结方是在中医理论指导下袁总结名家经验并经我院

长期临床实践总结而成的协定处方袁该方由蜈蚣尧全
蝎和壁虎组成遥 本研究通过构建Lewis 肺癌荷瘤小

鼠模型袁探讨三虫通络散结方对 Lewis 肺癌小鼠的

抑瘤作用及对 MAPK 信号通路的调控作用袁以期为

三虫通络散结方在肺癌临床治疗中的应用提供一

定的理论依据及实验基础遥
1 材料

1.1 动物及细胞株

48 只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠袁鼠龄 4耀6 周袁
体质量渊16依2冤 g袁购自广东省锐格生物科技有限公

司袁许可证号院SCXK渊粤冤2021原0059遥 动物实验通
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过锐格生物实验动物伦理委员会审查渊批准号院
20221228001冤遥 Lewis 肺癌细胞株购自武汉普诺赛

生命科技有限公司袁货号院CL-0140遥
1.2 药物

三虫通络散结方组成院全蝎袁壁虎袁蜈蚣遥 散剂

由我院药物临床应用中心提供成方胶囊制剂袁规格院
0.5 g/粒遥 汤剂由上述饮片按固定比例组成进行煎

煮遥顺铂注射液渊江苏豪森药业集团有限公司袁批号院
601220104袁规格院6 mL颐30 mg冤遥
1.3 主要试剂

DMEM 高糖培养基尧10%胎牛血清尧1%青霉素-
链霉素溶液渊双抗冤尧0.25%胰蛋白酶溶液尧磷酸

盐缓冲液渊武汉普诺赛生命科技有限公司袁批号院
WHB823P171尧WHB823P171尧WH0622U051尧WH1023
N161尧WH0023C101冤遥 miRNeasy Mini 试剂盒[凯杰

企业管理渊上海冤有限公司袁批号院148979541]曰细胞

外调节蛋白激酶渊extracellular regulated protein ki鄄
nases袁Erk冤兔抗尧缺氧诱导因子 -1琢 渊hypoxia in鄄
ducible factor-1琢袁HIF-1琢冤兔抗尧p38 丝裂原活化蛋

白激酶渊p38 mitogen-activated protein kinase袁p38
MAPK冤兔抗尧血管内皮生长因子 A渊vascular endothe鄄
lial growth factor A袁VEGFA冤兔抗尧c-Jun 氨基末端

激酶渊c-Jun N-terminal kinase袁JNK冤兔抗尧基质金

属蛋白酶-2渊matrix metalloproteinase-2袁MMP-2冤兔抗

渊江苏亲科生物研究中心有限公司袁批号院22h9958尧
80h4847尧10y0837尧83m8093尧51n7087尧85i1921冤遥
1.4 主要仪器

生物安全柜渊苏州安泰空气技术有限公司袁型
号院BSC-130域B2冤曰低速冷冻离心机渊湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司袁型号院L530R冤曰CO2 培养箱[益
世科渊上海冤企业发展有限公司袁型号院CLM-170B-
8-NF]曰恒温水浴锅渊天津恒高电气科技有限公司袁
型号院HWT-63冤曰倒置荧光显微镜渊日本东京OLYM鄄
PUS 公司袁型号院CKX53冤遥
2 方法

2.1 Lewis 肺癌模型小鼠的建立

复苏培养 Lewis 肺癌细胞株袁使用含 10%胎牛

血清和 1%青霉素-链霉素溶液渊双抗冤的 DMEM 高

糖培养基袁在 5% CO2尧37 益条件下培养遥 将细胞传代

培养袁当细胞生长状态良好并处于对数生长期时收集

细胞袁使用磷酸盐缓冲液配制成浓度为 2伊106 个/mL

的细胞悬液袁接种于 C57BL/6 小鼠右腋皮下渊0.2 mL/
只冤袁建立 Lewis 肺癌荷瘤小鼠模型[8]遥接种成功后观

察肿瘤生长状况袁2 周内于小鼠右腋下可触及肿块

为造模成功[8]遥
2.2 分组与给药

从 48 只 C57BL/6 小鼠中随机取 6 只小鼠作为

空白组袁不予任何药物处理袁其余小鼠建立 Lewis 肺
癌荷瘤小鼠模型遥 将 42 只 Lewis 肺癌荷瘤小鼠随机

分为 7 组袁每组 6 只遥 模型组灌胃生理盐水袁灌胃体

积为 0.2 mL/只曰散剂组予三虫通络散结方胶囊袁将
胶囊内容物溶解于生理盐水中灌胃给药袁0.2 mL/只曰
根据人的使用剂量渊3 g/60 kg冤袁按照体表面积折算

法[9]进行人和小鼠等效剂量换算袁将小鼠低剂量代

替人临床剂量袁散剂低剂量组为 0.45 g/kg尧散剂高

剂量组为 1.8 g/kg袁2 mL/只袁1 次/d曰汤剂组予传统中

药饮片煎煮后浓缩至所需浓度袁根据人的使用剂量

渊26 g/60 kg冤袁按照体表面积折算法进行人和小鼠

等效剂量换算袁将小鼠低剂量代替人临床剂量袁汤剂

低剂量组为 3.9 g/kg尧汤剂高剂量组为 15.6 g/kg袁20 g
小鼠灌药体积为 1 mL/次袁1 次/d曰阳性对照组给予

顺铂注射液腹腔注射给药袁按顺铂注射液 2 mg/kg 给

药袁顺铂注射液配制院取顺铂注射液 30 mg渊即 6 mL冤袁
加至生理盐水 144 mL 中袁配制成浓度为0.2 mg/mL袁
20 g 小鼠腹腔注射 0.2 mL/次袁第 1尧3尧5尧7 天给药曰
散剂低剂量+顺铂组灌胃给予三虫通络散结方散剂

低剂量渊药物配制尧给药方法尧剂量同散剂低剂量组冤
和腹腔注射顺铂注射液渊方法及剂量同阳性对照组冤遥
各组均连续干预 14 d遥
2.3 指标检测

2.3.1 观察小鼠一般情况 每日观察小鼠精神状

态尧活动度袁隔 2 天测体质量尧肿瘤体积及饮食尧饮水

量袁记录小鼠死亡情况袁并分析其死亡原因遥
2.3.2 小鼠瘤体质量尧抑瘤率及去瘤体质量检测 给

药 14 d 后袁脱颈处死小鼠袁剥离右腋下移植瘤组织

并称重遥抑瘤率渊%冤=渊模型组平均瘤重-治疗组平均

瘤重冤/模型组平均瘤重伊100%遥
2.3.3 HE 染色观察皮下移植瘤体尧肺组织尧肝组织

的病理变化 将新鲜小鼠右腋下移植瘤组织尧肺组

织及肝组织分别进行剥离尧固定尧脱水尧浸蜡尧包埋袁
连续 源 滋皂 切片袁进行 HE 染色遥 具体染色步骤如

下院石蜡切片脱蜡后袁冰冻切片复温固定袁按 HE 染

色套装使用说明先予苏木素染色袁然后予伊红染色袁
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表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
基因名称

Erk

p38

JNK

MMP-2

HIF-1琢

VEGFA

引物序列渊5'-3'冤
Erk 正向:TGCTGAAGCGCCATTCAAGT
Erk 反向:CTTACACCATCTCTCCCTTGCT
p38 正向:GCATCATGGCTGAGCTGTTG
p38 反向:GAGATAAGCAGGGGGTGTCC
JNK 正向院CAGCCGTCTCCTTTAGCACA
JNK 反向院TGTATCCGAGGCCAAAGTCG
JNK 正向 2院CTTCAGAAGCAGAAGCCCCA
JNK 反向 2院TGTGCTAAAGGAGACGGCTG
MMP-2 正向:AACGGTCGGGAATACAGCAG
MMP-2 反向:GTAAACAAGGCTTCATGGGGG
HIF-I琢 正向院CGCCTCTGGACTTGTCTCTT
HIF-I琢 反向院TCGACGTTCAGAACTCATCCT
HIF-I琢 正向 2院TGGACTTGTCTCTTTCTCCGC
HIF-I琢 反向 2院TTCGACGTTCAGAACTCATCCT
VEGFA 正向院TCGAGGAGCACTTTGGGTC
VEGFA 反向院CTTGGCGATTTAGCAGCAGA

引物长度/bp
20
22
20
20
20
20
20
20
20
21
20
21
21
22
19
20

中性树胶封片遥 在显微镜下检查袁采集图像后进行

分析遥
2.3.4 qPCR 检测 Erk尧p38尧JNK尧MMP-2尧HIF-1琢尧
VEGFA mRNA 的表达量 提取小鼠皮下移植瘤于

匀浆器中袁加入 QIAZol 裂解液试剂提取总 RNA袁按
逆转录试剂盒说明书要求袁将提取的总 RNA 反转录

成 cDNA袁然后再进行扩增袁以 GAPDH 为内参袁采用

2-驻驻Ct 法计算目的基因的相对表达量遥 引物序列见

表1遥

2.3.5 Western blot 检 测 Erk尧p38尧JNK尧MMP -2尧
HIF-1琢尧VEGFA 蛋白表达情况 取小鼠皮下移植

瘤组织匀浆后提取总蛋白袁加入 SDS-PAGE 后进行

电泳袁分离后进行转膜袁用 BSA 封闭 PVDF 膜 1 h袁
然后洗脱5 min袁 加入 Erk尧p38尧JNK尧MMP-2尧HIF-1琢尧
VEGFA 一抗渊稀释比例院1颐2 000尧1颐1 000尧1颐1 000尧
1颐1 000尧1颐1 000尧1颐1 000冤袁4 益孵育过夜遥 洗膜后

加入二抗孵育袁再次洗涤袁进行化学发光反应袁然
后浸入显影液中显色袁最后凝胶成像袁采用 Image
Lab Software 测定光密度袁以目标蛋白与内参条带

比值表示蛋白相对表达量遥
2.4 统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行数据处理袁符合正态

分布的计量资料以野曾依s冶表示袁多组间比较采用单因

素方差分析袁以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥

3 结果

3.1 各组小鼠一般情况

除空白组外袁造模后第 10耀14 天袁于 Lewis 肺癌

荷瘤小鼠右腋下均可触及硬结瘤块袁造模过程无小

鼠死亡遥 与空白组相比袁模型小鼠精神状态变差袁食
欲减退袁活动量减少袁瘤体逐渐增大遥 给药第 11 天袁
散剂高剂量组小鼠因灌胃操作不当死亡 1 只曰给药

第 13 天袁阳性对照组死亡 1 只袁散剂低剂量组+顺
铂组死亡 1 只袁散剂低剂量组死亡 2 只袁散剂高剂量

组死亡 1 只曰给药第 14 天袁阳性对照组尧汤剂低剂量

组各死亡 1 只遥 小鼠死亡前精神差袁活动减少袁肿瘤

增大尧破溃袁进食情况差遥
3.2 各荷瘤组小鼠瘤体质量及去瘤体质量比较

与模型组相比袁阳性对照组尧散剂低剂量+顺铂

组尧散剂高剂量组瘤体质量降低渊P约0.05冤曰与阳性对

照组相比袁散剂低剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂

量组瘤体质量升高渊P约0.05冤曰与散剂低剂量+顺铂组

相比袁散剂低剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组

瘤体质量升高渊P约0.05冤曰与散剂低剂量组相比袁散剂

高剂量组瘤体质量降低渊P约0.05冤遥抑瘤率由高到低前

4 依次为阳性对照组尧散剂低剂量+顺铂组尧散剂

高剂量组尧汤剂高剂量组袁分别是 64.57%尧58.02%尧
34.40%尧19.51%遥 与模型组相比袁阳性对照组去瘤体

质量下降渊P约0.05冤曰与阳性对照组相比袁散剂低剂量

组尧散剂高剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组去

瘤体质量升高渊P约0.05冤遥 各中药组组间去瘤体质量

比较差异均无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 2遥
表 2 模型小鼠皮下移植瘤体质量尧抑瘤率及去瘤体

质量比较渊曾依s冤
Table 2 Comparison of subcutaneous xenograft tumor
mass, tumor suppression rates, and tumor-free body

mass among various groups 渊曾依s冤

注院与模型组相比袁银P约0.05曰与阳性对照组相比袁吟P约0.05曰与散剂

低剂量+顺铂组相比袁绎P约0.05曰与散剂低剂量组相比袁翌P约0.05遥

组别

模型组

阳性对照组

散剂低剂量+顺铂组

散剂低剂量组

散剂高剂量组

汤剂低剂量组

汤剂高剂量组

n
6
4
5
4
4
5
6

瘤体质量/g
7.79依2.43
2.76依0.92银

3.27依0.93银

8.02依1.87吟绎

5.11依1.51银翌

7.35依2.40吟绎

6.28依1.94吟绎

抑瘤率/%
要
64.57
58.02
-2.96
34.40
5.65

19.51

去瘤体质量/g
20.40依2.00
17.17依2.92银

19.01依1.30
21.23依1.88吟

20.24依0.52吟

20.64依2.88吟

21.34依1.67吟
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3.3 各组小鼠皮下移植瘤体尧肺组织尧肝组织形态

学变化

3.3.1 各荷瘤组小鼠右腋皮下移植瘤的形态学变

化 各组均见成团胞核较大尧异形及核质比高的肿

瘤转移灶遥 详见图 1遥
3.3.2 各组小鼠肺组织的形态学变化 空白组未见

肿瘤病灶曰模型组肺组织见细胞核较大尧异形及核质

比高的肿瘤转移灶曰散剂低剂量+顺铂组见较多肿

瘤细胞坏死曰汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组尧散剂高

剂量组尧散剂低剂量组细胞均少见核分裂袁肿瘤转移

灶较模型组少袁但比散剂低剂量+顺铂组多曰阳性对

照组未见明显肿瘤病灶形成遥 详见图 2遥
3.3.3 各组小鼠肝组织的形态学变化 空白组未见

肿瘤病灶曰模型组肝组织见较大体积的成团细胞核尧

异形及核质比高的肿瘤转移灶曰散剂低剂量+顺铂

组尧阳性对照组未见明显肿瘤病灶形成曰汤剂低剂

量组尧汤剂高剂量组尧散剂低剂量组尧散剂高剂量组

均可见细胞核增大尧异形及核质比高的肿瘤转移灶袁
但散剂低剂量组的肿瘤转移灶数量较多袁体积较大袁
散剂高剂量组尧汤剂高剂量组的肿瘤转移灶体积相

对较小遥 详见图 3遥
3.4 各荷瘤组小鼠皮下移植瘤组织 Erk尧p38尧JNK尧
MMP-2尧HIF-1琢尧VEGFA mRNA 的 mRNA 表达量

比较

与模型组相比袁其余荷瘤组 Erk尧p38 mRNA 表

达下降渊P约0.05冤曰散剂低剂量+顺铂组尧散剂低剂量

组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组 JNK mRNA 表达

下降渊P约0.05冤曰散剂低剂量组尧散剂高剂量组尧汤剂

图 1 各荷瘤组小鼠右腋皮下移植瘤组织病理形态学比较渊HE袁伊400冤
Fig.1 Histopathological comparison of the subcutaneous xenograft tumor tissues in the mouse

right axilla among various tumour-bearing groups 渊HE staining袁伊400冤

模型组 阳性对照组 散剂低剂量组 散剂高剂量组

散剂低剂量+顺铂组 汤剂低剂量组 汤剂高剂量组

图 2 各组小鼠肺组织病理形态学比较渊HE袁伊200冤
Fig.2 Histopathological comparison of mouse lung tissues among various groups (HE staining, 伊200)
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图 3 各组小鼠肝组织病理形态学比较渊HE袁伊200冤
Fig.3 Histopathological comparison of mouse liver tissues among various groups (HE staining, 伊200)

低剂量组 HIF-1琢 mRNA 表达下降渊P约0.05冤曰散剂

低剂量组 VEGFA mRNA 表达升高渊P约0.05冤遥 与阳

性对照组相比袁散剂低剂量+顺铂组尧散剂低剂量

组尧散剂高剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组

JNK mRNA 表达下降渊P约0.05冤曰散剂高剂量组尧汤
剂低剂量组尧汤剂高剂量组 MMP-2 mRNA 表达下

降渊P约0.05冤曰散剂低剂量组 VEGFA mRNA 表达升高

渊P约0.05冤遥 与散剂低剂量+顺铂组相比袁散剂低剂量

组 VEGFA mRNA 表达升高渊P约0.05冤遥 与散剂低剂

量组相比袁散剂高剂量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂

量组 VEGFA mRNA表达下降渊P约0.05冤遥 与散剂高剂

量组相比袁汤剂低剂量组 JNK mRNA 表达下降渊P约
0.05冤遥 详见表 3遥
3.5 各荷瘤组小鼠皮下移植瘤组织 Erk尧p38尧JNK尧
MMP-2尧HIF-1琢尧VEGFA的蛋白表达水平比较

与模型组相比袁阳性对照组尧散剂低剂量组和汤

剂高剂量组 Erk 蛋白表达降低渊P约0.05冤袁汤剂低剂

量组 Erk 蛋白表达升高渊P约0.05冤曰除汤剂低剂量组外

的其余各荷瘤组 p38尧HIF-1琢蛋白表达下降渊P约0.05冤曰
阳性对照组尧散剂低剂量组尧汤剂高剂量组 MMP-2
蛋白表达升高渊P约0.05冤曰其余各荷瘤组 JNK 蛋白表

达均下降渊P约0.05冤曰阳性对照组尧散剂低剂量组和散

剂高剂量组 VEGFA 蛋白表达下降渊P约0.05冤遥与阳性

对照组相比袁散剂低剂量+顺铂组Erk尧JNK 蛋白表达

水平升高渊P约0.05冤袁MMP-2尧HIF-1琢 蛋白表达水平下

降渊P约0.05冤曰散剂低剂量组 MMP-2 蛋白表达水平升

高渊P约0.05冤曰散剂高剂量组 Erk尧p38尧JNK 蛋白表达水

平升高渊P约0.05冤袁MMP-2 蛋白表达水平下降渊P约0.05冤曰
汤剂低剂量组 Erk尧p38尧JNK尧HIF-1琢尧VEGFA 蛋白表

达水平升高渊P约0.05冤袁MMP-2 蛋白表达水平下降渊P约
0.05冤曰汤剂高剂量组 Erk尧p38尧JNK尧VEGFA 蛋白表

达水平升高渊P约0.05冤遥 与散剂低剂量+顺铂组相比袁

表 3 各荷瘤组小鼠皮下移植瘤组织 Erk尧p38尧JNK尧MMP-2尧HIF-1琢尧VEGFA mRNA表达量比较渊曾依s冤
Table 3 Comparison of mRNA expression levels of Erk, p38, JNK, MMP-2, HIF-1琢, and VEGFA

in the subcutaneous xenograft tumor tissues among various tumor-bearing groups 渊曾依s冤
组别

模型组

阳性对照组

散剂低剂量+顺铂组

散剂低剂量组

散剂高剂量组

汤剂低剂量组

汤剂高剂量组

n
6
4
5
4
4
5
6

Erk/GAPDH
2.04依0.97
1.09依0.07银

1.17依0.28银

1.27依0.17银

1.04依0.14银

1.21依0.10银

1.35依0.36银

p38/GAPDH
1.75依0.80
0.96依0.04银

0.85依0.14银

0.68依0.13银

0.77依0.21银

0.70依0.19银

0.84依0.15银

JNK/GAPDH
0.70依0.16
0.82依0.13
0.31依0.12银吟

0.37依0.07银吟

0.51依0.31吟

0.27依0.08银吟姻

0.42依0.05银吟

MMP-2/GAPDH
2.20依1.38
3.13依3.72
1.87依0.95
1.32依0.51
0.60依0.31吟

1.05依0.23吟

1.13依0.73吟

HIF-1琢/GAPDH
2.00依1.04
1.38依0.30
1.49依0.23
1.09依0.11银

1.10依0.31银

0.92依0.17银

1.53依0.68

VEGFA/GAPDH
0.78依0.57
0.88依0.21
0.88依0.22
1.41依0.33银吟绎

0.73依0.10翌

0.71依0.26翌

0.70依0.23翌

注院与模型组相比袁银P约0.05曰与阳性对照组相比袁吟P约0.05曰与散剂低剂量+顺铂组相比袁绎P约0.05曰与散剂低剂量组相比袁翌P约0.05曰与散剂高剂

量组相比袁姻P约0.05遥
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散剂低剂量组 Erk尧p38尧JNK尧VEGFA蛋白表达水平降

低渊P约0.05冤袁MMP-2 蛋白表达水平升高渊P约0.05冤曰散
剂高剂量组 p38尧HIF-1琢蛋白表达水平升高渊P约0.05冤袁
JNK 蛋白表达水平降低渊P约0.05冤曰汤剂低剂量组Erk尧
p38尧HIF-1琢 蛋白表达水平升高渊P约0.05冤袁JNK 蛋白

表达水平降低渊P约0.05冤曰汤剂高剂量组 p38尧MMP-
2尧HIF-1琢 蛋白表达水平升高渊P约0.05冤袁Erk 蛋白表

达水平降低渊P约0.05冤遥 与散剂低剂量组相比袁散剂高剂

量组尧汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组 Erk尧p38尧JNK
及汤剂低剂量组尧汤剂高剂量组的 HIF-1琢尧VEGFA
蛋白表达水平升高渊P约0.05冤袁散剂高剂量组尧汤剂低

剂量组尧汤剂高剂量组MMP-2蛋白表达水平下降渊P约
0.05冤遥 与散剂高剂量组相比袁汤剂低剂量组 Erk尧
p38尧HIF-1琢尧VEGFA 蛋白表达水平升高渊P约0.05冤袁汤
剂高剂量组 JNK尧MMP-2蛋白表达水平升高渊P约0.05冤遥
详见表 4尧图 4遥

4 讨论

中医学认为肺癌的发病因素主要为痰尧瘀尧毒尧
虚[10]袁以扶正祛邪为治则遥 虫类药物属血肉有情之

品袁具有野无微不入尧无坚不破冶的特性[11]袁既能扶正袁
又善搜剔攻毒尧消瘀散结遥 医家张锡纯尧周岱翰等治

疗恶性肿瘤善用虫类药物袁全蝎尧蜈蚣尧壁虎是治疗

肺癌的常用药物[12-14]遥 从全蝎毒素中分离出的几种

化合物被证实对不同的癌症细胞具有抑制作用[15]遥
全蝎与蜈蚣是抗肿瘤治疗的常用药对[12]袁两者联用

可能通过调控 COX-2/Akt/MDM2/p53 信号通路抑制

非小细胞肺癌细胞 A549 的增殖[16]遥壁虎抗肿瘤疗效

确切袁其作用机制可能与抑制肿瘤细胞增殖分化尧诱
导肿瘤细胞凋亡尧抑制肿瘤部位血管新生等有关[17]遥

汤剂是临床最为常用的中药剂型袁具有配方灵

活的特点[18]袁但煎煮过程繁琐遥 将气味特殊的虫类药

粉碎过筛制成散剂袁填充于空心硬质胶囊中制成胶

囊剂[19]袁既保留了原有的药性袁又能掩盖不良气味袁
方便携带及服用遥 不同中药剂型在应用中各有优缺

点袁本实验过程中使用了中药汤剂及散剂以探索其

在作用的差异遥
MAPK 信号传导通路在非小细胞肺癌的发生尧

发展尧转移和侵袭等阶段均发挥重要作用袁Erk尧p38尧
JNK是其中的重要亚族遥 研究表明袁中药通过降低MAPK
通路中关键蛋白 Erk尧p38尧JNK 的磷酸化水平袁抑制

肺癌细胞 MAPK 信号传导通路的活化袁能促进肺癌

细胞凋亡袁抑制肺癌细胞的体内体外增殖[20-22]遥 HIF
有 HIF-1尧HIF-2 及 HIF-3 三种亚型袁均由 琢 亚基和

茁 亚基构成袁琢 亚基是活性亚基[23]遥 在肺癌等恶性肿

瘤中袁HIF-1琢 的表达量增加袁HIF-1 能促进肿瘤血

表 4 各荷瘤组小鼠皮下移植瘤组织 Erk尧p38尧JNK尧MMP-2尧HIF-1琢和 VEGFA蛋白表达水平比较渊曾依s冤
Table 4 Comparison of protein expression levels of Erk, p38, JNK, MMP-2, HIF-1琢, and VEGFA in

the subcutaneous xenograft tumor tissues among various tumor-bearing groups 渊曾依s冤
组别

模型组

阳性对照组

散剂低剂量+顺铂组

散剂低剂量组

散剂高剂量组

汤剂低剂量组

汤剂高剂量组

n
6
4
5
4
4
5
6

Erk/茁-actin
1.01依0.05
0.83依0.08银

0.98依0.07吟

0.80依0.04银绎

0.98依0.04吟翌

1.14依0.07银吟绎翌姻

0.88依0.04银吟绎

p38/茁-actin
1.84依0.11
0.94依0.10银

1.07依0.09银

0.83依0.10银绎

1.44依0.10银吟绎翌

1.68依0.14吟绎翌姻

1.50依0.11银吟绎翌

JNK/茁-actin
0.38依0.01
0.22依0.02银

0.33依0.01银吟

0.23依0.01银绎

0.27依0.01银吟绎翌

0.27依0.01银吟绎翌

0.32依0.01银吟翌姻

MMP-2/茁-actin
0.30依0.03
0.46依0.05银

0.33依0.04吟

0.68依0.06银吟绎

0.34依0.05吟翌

0.30依0.04吟翌

0.53依0.08银绎翌姻

HIF-1琢/茁-actin
0.65依0.04
0.51依0.04银

0.42依0.03银吟

0.46依0.04银

0.48依0.03银绎

0.61依0.04吟绎翌姻

0.54依0.03银绎翌

VEGFA/茁-actin
0.83依0.19
0.27依0.21银

0.55依0.17
0.22依0.21银绎

0.37依0.16银

0.70依0.18吟翌姻

0.67依0.17吟翌

注院与模型组相比袁银P约0.05曰与阳性对照组相比袁吟P约0.05曰与散剂低剂量+顺铂组相比袁绎P约0.05曰与散剂低剂量组相比袁翌P约0.05曰与散剂高

剂量组相比袁姻P约0.05遥

图 4 各荷瘤组小鼠皮下移植瘤组织 Erk尧p38尧JNK尧MMP-2尧
HIF-1琢和 VEGFA蛋白表达条带图

Fig.4 Representative blots of Erk, p38, JNK, MMP-2, HIF-
1琢, and VEGFA protein expressions in the subcutaneous
xenograft tumor tissues in each tumor-bearing group

注院A.阳性对照组曰B.散剂低剂量+顺铂组曰C.散剂低剂量组曰D.散剂

高剂量组曰E.汤剂低剂量组曰F.汤剂高剂量组曰G.模型组遥

琢
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管生成尧上调并激活基质金属蛋白酶及赖氨酸氧化

酶等细胞因子及信号通路袁调节包括 VEGF 在内的多

种血管生长因子表达的编码基因袁参与肿瘤细胞的

增殖尧侵袭尧转移等相关生物学行为遥 VEGF和MMP-2
是促进肿瘤微血管生长的细胞因子袁可通过使毛细

血管增生尧新生血管形成等袁促进肿瘤生长和扩散[24]遥
本研究结果显示袁三虫通络散结方能抑制Lewis

肺癌皮下移植瘤生长袁并且在稳定体质量上较顺铂

注射液有优势遥 三虫通络散结方有抑制肿瘤肺转

移尧肝转移的作用曰高剂量组渊散剂和汤剂冤较低剂量

组有更好的抑制肝转移作用遥 三虫通络散结方可下

调 Erk尧p38尧JNK尧HIF-1琢 mRNA表达的效果袁高剂量

组渊散剂尧汤剂 冤三虫通络散结方可下调 VEGFA
mRNA表达遥 三虫通络散结方可以下调 Erk尧p38尧JNK尧
HIF-1琢尧VEGFA 蛋白表达袁不同剂量尧不同剂型的三

虫通络散结方对各蛋白表达上的影响有差异袁呈现

的趋势是在同级别剂量组中袁散剂组抑制 p38尧JNK尧
HIF-1琢 和 VEGFA 蛋白表达优于汤剂组曰剂量增减

对散剂作用的影响似乎较汤剂明显袁散剂高剂量组

抑制 MMP-2 蛋白表达优于散剂低剂量组遥
综上所述袁三虫通络散结方可抑制 Lewis 肺癌

小鼠移植瘤的生长袁有抑制肿瘤肺转移尧肝转移的作

用袁推测其机制可能与下调 Erk尧p38尧JNK mRNA 表

达袁下调 Erk尧p38尧JNK 蛋白表达袁抑制 MAPK 信号

通路有关遥 三虫通络散结方不同剂量及不同剂型在

抑瘤作用上有差异袁高剂量组抑制移植瘤体尧抑制肝

转移作用更佳袁以散剂高剂量抑瘤作用更佳遥 本研

究为三虫通络散结方在肺癌临床治疗中的应用提供

了新的实验基础袁其药理学尧毒理学等方面有待后续

研究探讨遥
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