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归芪白术方联合奥沙利铂对胃癌荷瘤小鼠 EGFR，VEGFR2

表达和血管生成的影响
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［摘要］ 目的：探讨归芪白术方联合奥沙利铂对胃癌荷瘤小鼠表皮生长因子受体（EGFR）、血管内皮生长因子受体 2

（VEGFR2）表达及血管生成的影响。方法：昆明种小鼠进行实验并建立胃癌荷瘤模型，造模成功后将小鼠随机分成 6 组：空白

组、模型组、奥沙利铂组（10 mg·kg-1）、联合高、中、低剂量组（奥沙利铂 10 mg·kg-1联合归芪白术方 17.68、8.84、4.42 g·kg-1）；末
次给药后，取移植瘤，计算抑瘤率；苏木素-伊红（HE）染色观察瘤组织形态学变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清表皮

生长因子（EGF），白细胞介素-8（IL-8）、血管内皮生长因子（VEGF）水平；蛋白免疫印迹法（Western blot）和免疫组化法（IHC）检
测 EGFR、磷酸化 EGFR（p-EGFR）、VEGFR2、磷酸化 VEGFR2（p-VEGFR2）和血小板 -内皮细胞黏附分子（CD31）的表达；实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 EGFR、VEGFR2 mRNA 相对表达。结果：给药组瘤体质量较模型组显著下降

（P<0.01）；与奥沙利铂组比较，联合高、中剂量组瘤体质量明显下降（P<0.05，P<0.01）；模型组肿瘤细胞密度较高，细胞形状规

则，未见明确的组织坏死灶；给药组肿瘤细胞密度降低，可见明确的组织坏死灶及大规模炎性细胞；；与空白组比较，模型组与给

药组血清中 EGF，VEGF 和 IL-8 水平均明显上升（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，给药组血清中 EGF、VEGF 和 IL-8 水平显著

降低（P<0.01），EGFR、p-EGFR、VEGFR2、p-VEGFR2 和 CD31 蛋白及 EGFR、VEGFR mRNA 表达显著降低（P<0.01）；与奥沙利

铂组比较，联合高、中剂量组 EGF、VEGF 和 IL-8 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），EGFR、p-EGFR、VEGFR2、p-VEGFR2 和

CD31 蛋白及 EGFR、VEGFR2 mRNA 表达明显下降（P<0.05，P<0.01）；联合低剂量组中 EGF、VEGF 和 IL-8 含量降低，EGFR、

p-EGFR、VEGFR2、p-VEGFR2 和 CD31 蛋白及 EGFR、VEGFR2 mRNA 表达也有所下降，但差异无统计学意义。结论：归芪白

术方联合奥沙利铂能通过影响 EGFR，VEGFR2 的表达，抑制胃癌荷瘤小鼠肿瘤组织的生长和血管生成。
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oxaliplatin on the expression of epidermal growth factor receptor（EGFR）and vascular endothelial growth factor

receptor-2（VEGFR2）and angiogenesis in gastric cancer-bearing mice. Method：：The tumor-bearing model of

gastric cancer was induced in Kunming mice. The mice were randomly divided into blank group，model group，

oxaliplatin group（10 mg·kg-1），and high-（17.68 g·kg-1），medium-（8.84 g·kg-1），and low-dose（4.42 g·kg-1）
combination groups（GQBZ combined with oxaliplatin）. After the last administration，the transplanted tumor

was collected and the tumor inhibition rate was calculated. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used to observe

the morphological changes of tumor tissues. Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect

the serum content of epidermal growth factor（EGF），interleukin-8（IL-8），and vascular endothelial growth

factor（VEGF）. Western blot and immunohistochemistry（IHC）were used to detect the expression of EGFR，

phosphorylated EGFR（p-EGFR），VEGFR2，phosphorylated VEGFR2（p-VEGFR2），and platelet-endothelial

cell adhesion molecule（CD31）. Real-time fluorescence-based quantitative polymerase chain reaction（Real-time

PCR）was used to detect the mRNA expression of EGFR and VEGFR2. Result：：The tumor weight in the drug

intervention groups was significantly lower than that in the model group（P<0.01）. Compared with the

oxaliplatin group，the high- and medium-dose combination groups showed reduced tumor weight（P<0.05，P<

0.01）. The tumor cells in the model groups were high in cell density and regular in shape，and no clear tissue

necrosis was seen. The tumor cell density in the drug intervention groups was reduced，and clear tissue necrosis

and large-scale inflammatory cells were visible. Compared with the blank group，the model group and the drug

intervention groups showed increased serum levels of EGF，VEGF，and IL-8（P<0.05，P<0.01）. Compared

with the model group，the drug intervention groups showed decreased serum levels of EGF，VEGF，and IL-8

（P<0.01），reduced protein expression of EGFR，p-EGFR，VEGFR2，p-VEGFR2，and CD31，and declining

mRNA expression of EGFR and VEGFR（P<0.01）. Compared with the oxaliplatin group，the high- and medium-

dose combination groups showed decreased serum levels of EGF，VEGF，and IL-8（P<0.05，P<0.01），reduced

protein expression of EGFR，p-EGFR，VEGFR2，p-VEGFR2，and CD31，and dwindled mRNA expression of

EGFR and VEGFR2（P<0.05，P<0.01）. The low-dose combination group showed decreased serum levels of

EGF，VEGF，and IL-8，reduced protein expression of EGFR，p-EGFR，VEGFR2，p-VEGFR2，and CD31，

and dwindled mRNA expression of EGFR and VEGFR2，but the difference was not statistically significant.

Conclusion：： GQBZ combined with oxaliplatin can inhibit the growth and angiogenesis of tumor tissues in

gastric cancer-bearing mice by affecting the expression of EGFR and VEGFR2.

［［Keywords］］ epidermal growth factor receptor（EGFR）；vascular endothelial growth factor receptor-2

（VEGFR2）；gastric cancer；Guiqi Baizhu prescription；angiogenesis

胃癌（GC）是 2020 年世界上第 5 大最常见的恶

性肿瘤和第 4 大癌症死亡的病因［1］。传统的放、化

疗都缺少对肿瘤细胞的靶向性，且有较大的不良反

应，而分子靶向疗法则可以精确识别并杀伤肿瘤细

胞，且不会损伤正常细胞。在肿瘤细胞增殖、侵袭

和转移中起关键因素的是肿瘤血管的生成［2］，其机

制是肿瘤微环境中产生大量血管内皮生长因子

（VEGF），并与其主要配体血管内皮生长因子受体 2

（VEGFR2）结合，促进细胞增殖和信号转导，调控肿

瘤细胞的生长、侵袭和转移等［3］。临床前研究表明

表皮生长因子受体（EGFR）和 VEGFR 通路是相互

关联的，可共享下游信号传导，以维持肿瘤细胞的

生长［4］。EGFR 过表达或组成性激活在肿瘤细胞中

很常见，并与肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭有关，这

使 EGFR 成为抗癌治疗的一个重要的靶点［5］。肿瘤

细胞表达的 VEGF 可以促进血管生成以维持肿瘤生

长［6］。因此，通过阻断 VEGF 信号通路抑制血管生

成已成为抗癌的关键治疗策略［7］。因此，有研究假

设 EGFR 和 VEGFR 的双重抑制可能会有更强的抗

肿 瘤 功 效［8］。 而 MASUDA 等［9］研 究 证 实 EGFR/

VEGF 的双重抑制比各自的单一疗法具有更强的抗

肿瘤作用。因此，本课题组认为 EGFR 和 VEGFR2

是胃癌辅助药物治疗中比较理想的双靶点。

归芪白术方由《普济方》中的“黄芪汤”加白术

而成，药物组成为黄芪、白术、当归、大黄（酒）、芍药

（白芍）、陈皮、甘草（炒），具有化湿健脾、益气养血、
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化瘀消癥的功效［10］。课题组前期研究已证实归芪

白术方联合化疗具有增强疗效，改善胃癌患者生存

质量，延长生存期等作用，还能抑制胃癌细胞的增

殖［11-12］。基于此，该研究探讨具有活血化瘀健脾功

效的归芪白术方在胃癌辅助治疗中的作用。

1 材料

1.1 细 胞 及 动 物 小 鼠 胃 癌 细 胞 株 MFC，批 号

PNS-MC-20，购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

SPF 级昆明种小鼠 60 只，雌雄各半，体质量 18~

22 g，购自甘肃中医药大学动物实验管理中心；动物

合格证号 SCXK（甘）2020-0001。本研究根据甘肃

中医药大学伦理委员会指导进行，编号 2020-283。

1.2 药物 归芪白术方由君药黄芪 20 g，臣药当归

10 g、白术 10 g、白芍 10 g，佐药酒大黄 6 g、陈皮

6 g，使药甘草 6 g 组成，先将饮片用蒸馏水浸泡 1 h，

用武火煮沸后调小火煎煮 30 min，过滤药液留存，药

渣加水，大火煮沸后调小火煎煮 30 min，过滤药液留

存，把前后 2 次药液合并，浓缩至生药质量浓度为

1.776 8、0.884、0.442 g·mL-1，4 ℃冰箱保存备用［12］。

以上药物均自甘肃中医药大学附属医院药房购买。

药物经甘肃中医药大学药学院中药学教研室杨秀

娟副教授鉴定均为正品。奥沙利铂（山东罗欣药业

有限公司，批号 519121041）。
1.3 试剂 表皮生长因子（EGF）、VEGF、白细胞介

素（IL）-8 酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（江

苏 菲 亚 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 MM-

0043M2、MM-0128M2、MM-0123M2），4% 多聚甲醛

（北京索莱宝科技有限公司，批号 P1110），RPMI

1640 培养液（Gibco 公司，批号 11835-030），胎牛血

清（杭州四季青生物工程材料有限公司，批号 11012-

8611），TRIzol 总 RNA 提取试剂盒、cDNA Synthesis

Kit、2×SYBR Green qPCR mix（德国 Qiagen 公司，批

号 分 别 为 74256、205824、330611），苏 木 素 - 伊 红

（HE）染液、免疫组化试剂盒、CD31 抗体（Servicebio

公司，批号分别为 G1003、GDP1001、GB11063-2），
EGFR、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美国

GeneTex 公 司 ，批 号 分 别 为 GTX628887、

GTX100118），磷酸化（p）-EGFR 抗体（Boster 公司，

批号 BM4115），VEGFR2 抗体（Proteintech 公司，批

号 26415-1-AP），p-VEGFR2 抗体、二抗（Immunoway

公司，批号分别为 YP1546、RS0002）。
1.4 仪 器 MG-100 型 倒 置 荧 光 显 微 镜（广 州

Mshot 公司），IX51 型光学显微镜（日本 Olympus 公

司），S1000 型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）仪 、CFX96 型 Real-time 荧 光 定 量 、

S20122209 型 IMark 酶 标 分 析 仪 、MiNiPROTEAN

Tetra Cell 型 垂 直 电 泳 槽 、S20110429 型 电 泳 仪 ，

ChEMI DOC XRS 型凝胶成像分析系统（美国 Bio-

Rad 公司）。
2 方法

2.1 细胞培养及小鼠胃癌荷瘤模型的建立 参照

刘艳菊等［13］建模法，将 MFC 胃癌细胞用含 10% 胎

牛 血 清 的 RPMI 1640 培 养 液 培 养 ，放 在 37 ℃ 、

5%CO2 培养箱中。将细胞培养至对数生长期并将

密度调整为 1×107个/mL，并将细胞悬液 0.2 mL 接种

于每只小鼠的右腋下。接种 5~7 d 可触及结节且直

径长至 5 mm 时造模成功。

2.2 动物分组及给药 将造模成功的胃癌荷瘤小

鼠随机分成模型组、奥沙利铂组、联合高、中、低剂

量组（奥沙利铂加归芪白术方高、中、低剂量），每组

10 只。根据人和小鼠表面面积比值 0.002 6 计算小

鼠给药剂量［14］，奥沙利铂为 10 mg·kg-1，归芪白术方

高、中、低剂量分别为 17.68、8.84、4.42 g·kg-1。给药

量为 0.2 mL，周期为 14 d。另外 10 只正常昆明小鼠

为空白组，给予空白组和模型组等体积生理盐水。

2.3 计算抑瘤率 最后 1 次给药后 24 h，从小鼠眼球

中取血，离心分离血清并冷冻备用。颈椎脱臼处死

小鼠后，将皮下移植瘤完全剥离，称质量并记录。

抑瘤率=（模型组瘤质量−药物组瘤质量）/模型组瘤

质量×100%，最后抑瘤率取平均值。

2.4 HE 染色观察瘤组织形态的改变 将适当大小

的肿瘤组织固定在 4% 多聚甲醛溶液中，脱水、包埋

在透明石蜡中。再通过脱蜡、梯度乙醇脱水、分化

冲洗，HE 染色，置于显微镜下观察。

2.5 Real-time PCR 检测瘤组织中 EGFR，VEGFR2

mRNA 表达水平 按照 TRIzol 法从合适的肿瘤组

织 中 提 取 总 RNA，并 根 据 逆 转 录 反 应 试 剂 盒 将

RNA 逆转录为 cDNA，逆转录条件为 25 ℃，5 min；
55 ℃，15 min；85 ℃，5 min；进行 PCR 反应，反应条

件：95 ℃，5 min；95 ℃，10 s；55 ℃，20 s；72 ℃，20 s；
40 个循环，绘制溶解曲线，基于各组 Ct值，通过内参

数值和目的基因数值，计算 ΔCt 和 ΔΔCt，最终得出

2-ΔΔCt，即各组 EGFR，VEGFR2 mRNA 相对表达值。

PCR 引物序列由生工生物工程（上海）有限公司合

成，引物序列见表 1。

2.6 检测血清中 EGF，VEGF 和 IL-8 水平 将冷冻

血清按照 ELISA 试剂盒的说明检测 EGF，VEGF，

IL-8 水平。
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2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测瘤组织中

EGFR，p-EGFR，VEGFR2 和 p-VEGFR2 蛋 白 表 达

从适当大小的肿瘤组织中提取蛋白质，按照 BCA

法测定蛋白质浓度，在沸水中，煮沸变性 5 min，并储

存在-20 ℃的冰箱中。通过 SDS-PAGE 凝胶电泳将

蛋白质转移到 PVDF 膜上后，用含 5% 的脱脂奶粉封

闭 2 h，用 一 抗 稀 释 液（EGFR 1∶5 000，p-EGFR、

VEGFR2、p-VEGFR2 1∶1 000），并在 4 ℃冰箱中冷

藏 过 夜 。 TBST 洗 涤 3 次 ，将 其 在 二 抗 稀 释 液

（1∶5 000）中室温孵育 2 h，并用 ECL 曝光条带。利

用 ImageJ 软件分析蛋白质条带的灰度值，并与内参

进行比较，分析各蛋白质的相对表达值。

2.8 免疫组化法检测瘤组织中 CD31 蛋白表达 对

肿瘤组织石蜡切片依次放入二甲苯中脱蜡 15 min，

在梯度乙醇中脱水，蒸馏水漂洗；将切片置于柠檬

酸抗原修复缓冲液中，高压抗原修复，3% 双氧水溶

液中，室温避光孵育 25 min 以阻断内源性过氧化物

酶，PBS 冲洗 3 次。室温密封 30 min；加入 CD31 抗

体稀释液（1∶800），湿盒内 4 ℃孵育过夜。加入二抗

稀释液（1∶200），室温摇床孵育 50 min。加入二氨基

联苯胺（DAB）显色液，复染细胞核，脱水封片。在

显微镜下观察颜色变化。

2.9 统计学分析 使用 SPSS 22.0 应用软件进行统

计学处理，数据以 x̄ ± s 表示，组间比较采用方差齐

性检验和单因素方差分析，P<0.05 表示差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 对胃癌荷瘤小鼠模型皮下移植瘤的影响 奥

沙利铂组和联合高、中、低剂量组抑瘤率分别为

46.45%、64.53%、60.89%、55.82%；与模型组比较，各

给药组瘤质量均显著下降（P<0.01）；与奥沙利铂组

比较，联合高、中剂量组瘤质量明显降低（P<0.05，

P<0.01），联合低剂量组有所下降，但差异无统计学

意义，呈明显的剂量依赖关系。见表 2。

3.2 对胃癌荷瘤小鼠模型瘤组织病理形态的影响

模型组肿瘤细胞密度较高，细胞形状规则，有少

量淋巴细胞浸润，未见明确肿瘤坏死灶；各给药组

肿瘤细胞密度降低，可见明显肿瘤坏死灶及大量炎

性细胞浸润，其中联合高、中剂量组肿瘤细胞密度

降低明显，并伴有大片坏死灶。见图 1。

3.3 对胃癌荷瘤小鼠模型血清中 EGF、VEGF 和

IL-8 含量的影响 与空白组比较，模型组与各给药

组 EGF、VEGF 和 IL-8 含量均明显升高（P<0.05，P<

0.01）；与模型组比较，各给药组 EGF、VEGF 和 IL-8

含量显著降低（P<0.01）；与奥沙利铂组比较，联合

高、中剂量组 EGF，VEGF 和 IL-8 含量明显下降（P<

0.05，P<0.01），联合低剂量组有所下降，但差异无统

计学意义。见表 3。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

GAPDH

EGFR

VEGFR2

序列（5′-3′）
上游 GGTGTGAACGGATTTGG

下游 GACTCCACGACATACTCAGC

上游 CCAAGCCCACTTGAGGATATT

下游 TGGGATCCAGAGACCCTTATAC

上游 GCGGAGACGCTCTTCATAATA

下游 GACAAGAAGGAGCCAGAAGAA

长度/bp

238

136

294

表 2 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC 胃癌小鼠瘤体质量及抑瘤

率的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Guiqi Baizhu pressription（GQBZ）combined

with oxaliplatin on tumor weight and tumor inhibition rate of

MFC gastric cancer mice（x̄± s，n=10）

组别

模型组

奥沙利铂组

联合高剂量组

联合中剂量组

联合低剂量组

剂量/g·kg-1

10×10-3

10×10-3+17.68

10×10-3+8.84

10×10-3+4.42

瘤质量/g

1.27±0.12

0.67±0.071）

0.45±0.051，3）

0.49±0.071，2）

0.56±0.081）

抑瘤率/%

−
46.45±0.08

64.53±0.03

60.89±0.07

55.82±0.08

注：与模型组比较 1）P<0.01；与奥沙利铂组比较 2）P<0.05，3）P<

0.01（表 4-表 5 同）

注：A. 模型组；B. 奥沙利铂组；C. 联合高剂量组；D. 联合中剂量组；E. 联合低剂量组（图 2、图 3 同）
图 1 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC胃癌小鼠模型瘤组织病理形态的影响（HE，×100）
Fig. 1 Effect of GQBZ combined with oxaliplatin on tumor tissue morphology of MFC gastric cancer mouse model（HE，×100）

··60



第 28 卷第 7 期
2022 年 4 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 7

Apr. ，2022

3.4 对 胃 癌 荷 瘤 小 鼠 模 型 瘤 组 织 中 EGFR、

VEGFR2 mRNA 表达的影响 与模型组比较，各给

药组瘤组织中 EGFR、VEGFR2 mRNA 表达显著下

降（P<0.01）；与奥沙利铂组比较，联合高、中剂量组

瘤组织中 EGFR、VEGFR2 mRNA 表达明显降低（P<

0.05，P<0.01）。见表 4。

3.5 对胃癌荷瘤小鼠模型瘤组织 EGFR、p-EGFR、

VEGFR2、p-VEGFR2 蛋白表达的影响 与模型组

比较，各给药组瘤组织中 EGFR、p-EGFR、VEGFR2、

p-VEGFR2 蛋白表达显著下降（P<0.01）；与奥沙利

铂 组 比 较 ，联 合 高 、中 剂 量 组 瘤 组 织 中 EGFR、

p-EGFR、VEGFR2、p-VEGFR2 蛋白表达明显降低

（P<0.05，P<0.01）。见图 2，表 5。

3.6 对胃癌荷瘤小鼠模型瘤组织中 CD31 蛋白表达

的影响 CD31 标记的是血管内皮细胞，呈棕褐色，

胃癌荷瘤小鼠模型组可见大量的 CD31 染色阳性，

表明有大量血管生成；与模型组比较，奥沙利铂组

CD31 阳性染色明显降低，血管生成明显减少；与奥

沙利铂组比较，联合组 CD31 阳性染色均明显降低，

其中联合高、中剂量组降低明显，血管数量明显减

少。见图 3。

图 2 MFC 胃 癌 小 鼠 模 型 瘤 组 织 EGFR、p-EGFR、VEGFR2、

p-VEGFR2蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of EGFR，p-EGFR，VEGFR2 and

p-VEGFR2 protein expression in MFC gastric cancer mouse

model tumor tissue

表 3 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC胃癌小鼠模型血清 EGF、VEGF和 IL-8含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of GQBZ combined with oxaliplatin on the contents of serum EGF，VEGF and IL-8 in MFC gastric cancer mouse model

（x̄± s，n=10） μmol·L-1

组别

空白组

模型组

奥沙利铂组

联合高剂量组

联合中剂量组

联合低剂量组

剂量/g·kg-1

10×10-3

10×10-3+17.68

10×10-3+8.84

10×10-3+4.42

EGF

341.17±41.49

681.17±60.662）

519.83±44.302，3）

398.17±35.051，3，5）

429.83±17.621，3，4）

469.83±14.351，3）

VEGF

117.62±17.78

315.16±19.162）

220.41±9.652，3）

177.30±17.181，3，5）

188.11±15.551，3，4）

204.51±8.651，3）

IL-8

161.30±34.40

401.96±22.252）

276.20±17.242，3）

215.43±21.551，3，5）

226.96±18.871，3，4）

239.24±10.711，3）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.01；与奥沙利铂组比较 4）P<0.05，5）P<0.01

表 4 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC 胃癌小鼠模型瘤组织中

EGFR、VEGFR2 mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of GQBZ combined with oxaliplatin on expression

of EGFR，VEGFR2 mRNA in MFC gastric cancer mouse model

（x̄± s，n=3）

组别

奥沙利铂组

联合高剂量组

联合中剂量组

联合低剂量组

剂量/g·kg-1

10×10-3

10×10-3+17.68

10×10-3+8.84

10×10-3+4.42

EGFR

0.74±0.011）

0.63±0.021，3）

0.65±0.011，2）

0.69±0.051）

VEGFR2

0.74±0.021）

0.66±0.031，3）

0.68±0.011，2）

0.71±0.021）

注：设模型组 EGFR、VEGFR2 mRNA 相对表达为 1

表 5 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC胃癌小鼠模型瘤组织中 EGFR，p-EGFR，VEGFR2，p-VEGFR2蛋白表达影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of GQBZ combined with oxaliplatin on expression of EGFR，p-EGFR，VEGFR2 and p-VEGFR2 protein in MFC gastric

cancer mouse model（x̄± s，n=3）

组别

模型组

奥沙利铂组

联合高剂量组

联合中剂量组

联合低剂量组

剂量/g·kg-1

10×10-3

10×10-3+17.68

10×10-3+8.84

10×10-3+4.42

EGFR/GAPDH

1.29±0.02

0.97±0.031）

0.85±0.021，3）

0.92±0.021，2）

0.95±0.021）

p-EGFR/GAPDH

1.26±0.05

1.01±0.021）

0.84±0.051，3）

0.90±0.031，2）

0.95±0.041）

VEGFR2/GAPDH

1.45±0.02

1.01±0.041）

0.90±0.031，3）

0.94±0.011，2）

0.96±0.031）

p-VEGFR2/GAPDH

1.12±0.01

0.90±0.011）

0.82±0.021，3）

0.86±0.011，2）

0.87±0.031）
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4 讨论

胃癌在我国的发病率和死亡率一直居高不下，

分别位于我国恶性肿瘤发病率第 3 位，死亡率第 2

位，与世界平均水平比较，我国胃癌的发病率和死

亡率均高于两倍以上［15］。被批准用于临床的靶向

药物，其对肿瘤的作用活性远远低于预期，可能是

信号通路之间的相互作用降低了靶向药物的活性，

提示可以探寻一种可抑制多条通路，共同发挥抑瘤

作用的靶向药［16］。EGFR/VEGF（R）通路的相互串

扰表明 ，这些通路对于联合靶向治疗会很有效

果［17］。中医可以从“多成分、多靶点、多途径”的作

用机制入手，从多维度、多层面对中药的药理和药

效进行评价，揭示其可能的靶向分子机制［18］。

胃癌在中医学属于“噎嗝”“癥瘕积聚”范畴［19］。

胃癌患者多以脾虚湿困、气血两虚兼血瘀为主要病

机，因此选归芪白术方，该方具有攻补兼施以扶正

祛邪的特点，其中黄芪为君药可补益中气；白术健

脾运化，大补脾气，以资化源，使气化血生，同时白

术配黄芪补脾燥湿以治脾虚；血为气之母，营为卫

之守，当归养血合营，则阳生阴长，气旺血生和血补

血；白芍合营补血，三味共为臣药，一则辅助黄芪、

白术补气之功，二则兼顾邪伤血分而调之；酒大黄

活血化瘀，促进毒邪排泄；陈皮理气行滞，醒脾和

胃，行气以助活血，反佐黄芪补气之偏盛而生瞋胀，

共为佐药；甘草解毒止痛，调和诸药之性为使［20］。

肿瘤血管生成是肿瘤生长的重要特征之一。

EGF 可刺激肿瘤细胞产生多种炎症因子，如 IL-8、

IL-12、IL-6、IL-1 等，以吸引白细胞，从循环中进入

肿瘤组织，有助于炎症环境的形成；另一方面，招募

的白细胞或活化的肿瘤细胞可以再次释放炎症介

质来调节肿瘤发展［21］。其中 IL-8 是趋化因子中的

一种，能够诱导内皮细胞分裂增生，诱导肿瘤细胞

迁移。临床研究表明，在胃癌组织中，IL-8 基因和蛋

白表达均明显增高，且肿瘤中的微血管密度也明显

升高，说明 IL-8 能够促进血管再生，是一种促血管

再生的趋化因子［22］。本实验也发现模型组血清

EGF、IL-8 水平较空白组明显升高，说明 EGF 可刺激

肿瘤细胞中 IL-8 分泌增多。

胃癌中 EGFR 基因的扩增和过表达现象很常

见，其与配体 EGF 结合后活化受体的酪氨酸激酶，

再将活化后的信号向下游传递诱导激活下游的

VEGF 高表达，并与其主要配体 VEGFR2 结合，促进

肿瘤组织的血管生成［23］。VEGF 还能够以旁分泌的

方式作用于内皮细胞，以促进血管生成［24］。有研究

表明，在肝细胞癌和非小细胞肺癌中同时靶向抑制

EGFR 和 VEGFR2，比 单 一 靶 向 抑 制 EGFR 或

VEGFR2 有更显著的抗肿瘤生长疗效，且有一定的

抑制肿瘤血管生成的能力［9，25］。因而，双靶点既能

够同时阻断两种不同的信号通路，也能够一边靶向

肿瘤细胞，另一边靶向微环境细胞，将肿瘤细胞和

肿瘤微环境细胞连接起来，从而调节微环境的平

衡。EGFR 和 VEGFR2 在肿瘤细胞及肿瘤血管生成

中高表达的特性成为一个良好的双靶点的靶标。

本实验结果显示，各给药组对胃癌荷瘤小鼠模

型均有抑瘤作用，瘤体质量也有所下降，各给药组

肿瘤细胞密度较模型组显著下降，尤以联合高剂量

组下降最为明显，说明归芪白术方具有增效作用。

通过免疫组化观察 CD31 蛋白表达的变化评价瘤组

织血管新生的情况，结果显示各给药组对胃癌荷瘤

小鼠模型血管新生均有抑制作用，尤其以联合高剂

量组明显，说明归芪白术方可辅助增强奥沙利铂抑

制肿瘤血管的生成。进一步实验观察到各给药组

血清中 EGF、VEGF 表达水平降低；EGFR、p-EGFR、

VEGFR2 和 p-VEGFR2 蛋 白 表 达 降 低 ；EGFR、

VEGFR2 mRNA 表达也下降，其中以联合高、中剂

量组下降明显，表明归芪白术方可以降低血清中

EGF、VEGF 水平和组织中 EGFR、VEGFR2 蛋白表

达，从而抑制肿瘤组织血管形成。

本研究通过成功构建胃癌荷瘤小鼠模型，观测

到传统化疗药和联合均对胃癌荷瘤小鼠有抑瘤效

图 3 归芪白术方联合奥沙利铂对 MFC胃癌小鼠模型瘤组织中 CD31蛋白表达的影响（IHC，×200）
Fig. 3 Effect of GQBZ combined with oxaliplatin on expression of CD31 protein in MFC gastric cancer mouse model（IHC，×200）
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果，且联合增效显著，呈现出明显的剂量依赖关系；
归芪白术方联合奥沙利铂的分子机制可能是通过

降低 EGFR、VEGFR2 的表达，抑制肿瘤组织中血管

的形成，为临床联合提供新的方法和实验依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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