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基于 HGF/C-Met信号通路探讨乌梅丸对寒热错杂证
Lewis肺癌小鼠的抑癌作用及机制
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［摘要］ 目的：基于肝细胞生长因子及其受体（HGF/C-Met）信号通路探讨乌梅丸对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠的抑癌效

果及作用机制。方法：将 20 只健康雄性小鼠分为正常组、模型组、顺铂组和乌梅丸组，每组 5 只。通过丙硫氧嘧啶+知母石膏

水煎液+番泻叶灌胃、冰水游泳与干酵母混悬液皮下注射，联合 Lewis 细胞悬液右侧腋窝皮下注射的方式制备寒热错杂证

Lewis 肺癌小鼠模型。模型制备完成后，顺铂组予以 4.0 mg·kg-1顺铂腹腔注射，乌梅丸组予以 12.5 mL·kg-1乌梅丸灌胃，模型

组予以等体积蒸馏水灌胃，连续 6 周。取材检验，测量和计算瘤质量、瘤体积、抑癌率和抑制肺癌转移率，采用苏木素 -伊红

（HE）染色观察肺癌组织病理学形态，采用免疫组化法分析肿瘤组织生长状态，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR）检测 HGF、C-Met mRNA 表达，采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HGF、C-Met、存活素（Survivin）和 X 连锁凋亡抑

制蛋白（XIAP）的蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组 HGF、C-Met mRNA 表达显著升高（P<0.01），HGF、C-Met、Survivin 和

XIAP 的蛋白表达显著升高（P<0.01）。与模型组比较，乌梅丸组的阳性细胞比率、阳性细胞密度、阳性评分降低（P<0.05），组织

化学评分、瘤质量、瘤体积显著降低（P<0.01），HGF、C-Met mRNA 表达显著降低（P<0.01），HGF、C-Met、Survivin 和 XIAP 的蛋

白表达显著降低（P<0.01）。与模型组比较，顺铂组的阳性细胞率、阳性细胞密度明显降低（P<0.05），阳性评分、瘤质量、瘤体积

显著降低（P<0.01），HGF、C-Met mRNA 表达显著降低（P<0.01），HGF、C-Met、Survivin、XIAP 蛋白表达显著降低（P<0.01）；组
织化学评分相当，差异无统计学意义。与顺铂组比较，乌梅丸组 HGF mRNA 表达升高（P<0.01）；阳性细胞率、阳性细胞密度、

组织化学评分、阳性评分、瘤质量、瘤体积相当，C-Met mRNA 表达及 HGF、C-Met、Survivin、XIAP 蛋白表达相当，差异均无统计

学意义。结论：乌梅丸能够通过抑制 HGF/C-Met信号通路减缓寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠的肺癌进展。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect and mechanism of Wumeiwan against Lewis lung

cancer in mice with syndrome of cold and heat in complexity based on hepatocyte growth factor/mesenchymal-

epithelial transition factor（HGF/C-Met）signaling pathway. Method：：Twenty healthy male mice were classified

into blank group，model group（equivalent volume of distilled water， ig），cisplatin group（4.0 mg·kg-1
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cisplatin，ip），and Wumeiwan group（12.5 mL·kg-1 Wumeiwan，ig），with 5 in each group. Lewis lung cancer

with the syndrome of cold and heat in complexity was induced in mice except the blank group by gavage of

propylthiouracil，Zhimu Shigaotang，and Fanxieye，ice-water swimming，and subcutaneous injection of dry

yeast suspension and Lewis cell suspension under the right armpit. After modeling，administration began and

lasted 6 weeks. After the experiment，the tumor weight，tumor volume，tumor inhibition rate，and lung cancer

metastasis-inhibiting proportion were measured and calculated. The pathological morphology of lung tissue was

observed based on hematoxylin and eosin（HE）staining. The growth state of tumor tissue was analyzed by

immunohistochemistry. The mRNA expression of HGF and C-Met was detected by Real-time polymerase chain

reaction（PCR），and the protein expressions of HGF，C-Met，survivin，and X-linked inhibitor of apoptosis

protein（XIAP）by Western blot. Result：：Compared with the blank group，the model group showed high mRNA

expression of HGF and C-Met and protein expression of HGF，C-Met， surviving，and XIAP（P<0.01）.

Compared with the model group，Wumeiwan group displayed low proportion of positive cells，positive cell

density，positive score（P<0.05），histochemical score， tumor weight， tumor volume（P<0.01），mRNA

expression of HGF and C-Met（P<0.01），and protein expression of HGF，C-Met，surviving，and XIAP（P<

0.01）. Compared with the model group，the cisplatin group displayed decrease in the proportion of positive

cells，density of positive cells（P<0.05），positive score，tumor weight，tumor volume（P<0.01），mRNA

expression of HGF and C-Met（P<0.01），and protein expression of HGF，C-Met，surviving，and XIAP（P<

0.01），and insignificant variation in the histochemical score. Wumeiwan group had high mRNA expression of

HGF（P<0.01）， and insignificant variation in the proportion of positive cells， positive cell density，

histochemical score，positive score，tumor weight，tumor volume，mRNA expression of C-Met，and protein

expression of HGF，C-Met，surviving，and XIAP. Conclusion：：Wumeiwan can slow down the progression of

Lewis lung cancer in mice with syndrome of cold and heat I complexicity by inhibiting HGF/C-Met signaling

pathway.

［［Keywords］］ Wumeiwan； cold and heat in complexity； lung cancer； hepatocyte growth factor/

mesenchymal-epithelial transition factor（HGF/C-Met）

肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，肺癌死亡

约占所有癌症死亡的四分之一［1］，是全世界最常见

的癌症相关死亡原因［2］。流行病学研究显示，在男

性人群中，肺癌的发病率和死亡率高居全身恶性肿

瘤首位，在女性人群中亦高居第 2 位［3-4］，严重危害

着人类的生命健康，也带来了巨大的社会经济负

担［5］。肺癌可分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌［6］，

临床约 85% 为非小细胞肺癌，15% 为小细胞肺癌［7］。

肺腺癌是常见的非小细胞肺癌类型，临床预后不

良［8］。迄今为止，手术切除仍然是治疗早期肺癌的

主要方法［9］。即使进行早期手术切除，非小细胞肺

癌的复发风险依然很高［10］，且 60% 以上的肺癌患者

在诊断时即为局部晚期或转移性疾病［9］，限制了手

术切除的可行性。尽管以含铂抗癌药为基础的多

模式化疗、放疗和手术在晚期非小细胞肺癌治疗中

取得了一定的疗效，但生存率依然不容乐观［11］，亟

待新型治疗策略的干预。

近年来，越来越多的研究聚焦于肝细胞生长因

子及其受体（HGF/C-Met）信号通路，HGF/C-Met 的

激活与肿瘤细胞的增殖、存活、侵袭和转移密切相

关［12］，先前的研究表明 HGF 水平升高和（或）C-Met

过表达与肺癌预后不良有关［13］，HGF/C-Met 信号通

路有望成为肺癌治疗的突破点。中医学理论认为

肺癌等慢性肺病可导致肺脏功能失调，阴阳不相顺

接，表里不相贯通，逐渐形成寒热错杂、虚实相兼之

候，故熊绍权教授主张用平调寒热、补虚泻实之乌

梅丸辨治本病［14］，乌梅丸出自《伤寒论》，集酸苦辛

甘于一身，有望成为治疗肺癌的新型药物。现阶段

尚无乌梅丸治疗肺癌的基础研究和临床试验，亦无

乌梅丸与 HGF/C-Met 通路相关性的研究，因此本研

究首次以 HGF/C-Met 信号通路为突破点，探究乌梅

丸治疗寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠的抗癌作用和调

节机制，以冀为后续研究提供参考。

1 材料

1.1 动物 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠 20 只，体质量

18~22 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，
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合格证号 SCXK（湘）2016-0002，经湖南省药物安全

评价研究中心动物福利与伦理委员会批准，批准号

为 2021032。Lewis 细胞购自赛百慷（上海）生物技

术股份有限公司，编号 iCell-m027，传至 3 代以内的

细胞待用。

1.2 药物 乌梅丸汤剂由乌梅 16 g、细辛 6 g、干姜

10 g、黄连 16 g、当归 4 g、附子 6 g、花椒 4 g、桂枝

6 g、人参 6 g、黄柏 6 g 组成（药物购自老百姓大药

房 ，批 号 依 次 为 21030308、21030301、21012209、

D2104089、20210301、D2007069、21012804、210301、

20061513、2103030）；顺铂注射液（江苏豪森药业集

团有限公司，批号 201104）；丙硫氧嘧啶（北京索莱

宝科技有限公司，批号 P7161）；干酵母粉（美国

Thermo Scientific 公司，批号 LP0021T）；石膏、知母

购自老百姓大药房，批号分别为 2002005、200301，

100% 知母石膏水煎液由石膏 -知母 3∶4 煎煮而成，

含 生 药 1 g·mL-1，番 泻 叶（老 百 姓 大 药 房 ，批 号

200730）。

1.3 试 剂 C-Met、微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3B

（LC3B）、HGF、存活素（Survivin）、X 连锁凋亡抑制

蛋白（XIAP）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（湖南艾方生

物科技有限公司，批号分别为 20210305、20210306、

20210214、20210524、20210225、20210125），二抗山

羊抗兔、二抗山羊抗小鼠［天德悦（北京）生物科技

有限责任公司，批号分别为 879321、862321］，苏木

素、伊红染液、BSA（武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号分别为 ZH192809、ZH203008、FZ202501），白
细胞分化抗原 105（CD105）［创开生物科技（云南）
有限公司，批号 2021034］，TRNzol总 RNA 提取试剂

［天根生化科技（北京）有限公司，批号 W9830］；
PrimeScript ™ RT reagent Kit with gDNA Eraser、

SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ（Tli RNaseH Plus）ROX

plus、DL2000 DNA Marker（日本 TaKaRa 公司，批号

分别为 AL21113A、AL51020A、A2501B）。
1.4 仪 器 MultiSkan3 型 酶 标 仪（美 国 Thermo

Scientific 公司）；Mini P-4 型电泳槽、MP3035 型湿转

电泳槽（北京凯元信瑞仪器有限公司）；1645052 型

电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；NANODROP2000 型分

光光度计（美国 Thermo Scientific 公司）；Tanon1600

型 凝 胶 成 像 系 统（上 海 天 能 科 技 有 限 公 司）；
ABI7500 型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）仪（美国 Applied Biosystems 公司）；XSP-

C204 型生物显微镜（华侠健康医疗科技有限公司）；
PANNORAMICDESK/MIDI/250/1000 型 全 景 切 片

扫描仪（匈牙利 3DHIESTECH 公司）；Caseviewer2.4

型扫描浏览软件（匈牙利 3Dhiestech 公司）；Halo

v3.0.311.314 分析软件（美国 Indica Labs公司）。
2 方法

2.1 药物配置 将中药饮片置于煎药罐中用水浸

泡 30 min，首煎用蒸馏水 800 mL，二煎用蒸馏水

640 mL，均待煎煮开锅后以文火再煎 30 min，将 2 次

煎出液混合［14-15］，浓缩至含生药 2 g·mL-1，置于 4 ℃

冰箱低温贮存。

2.2 模型制备 取 C57BL/6 雄性小鼠，依据宋捷民

等［16］方法制备寒热错杂证模型，每天上午灌胃丙硫

氧嘧啶 100 mg·kg-1，灌胃 0.5 h 后放入 4 ℃左右带冰

块的冰水游泳 8 min（隔天 1 次）。下午灌胃 100% 知

母石膏水煎液 0.4 mL，第 26 天起加番泻叶，共灌胃

4 周，期间各组正常饮水；再于第 29 天时皮下注射

20% 干酵母混悬液（10 mL·kg-1）。若造模后小鼠出

现发热、粪便稀软、蜷缩扎推、少动嗜卧、毛发枯槁、

形体消瘦则提示寒热错杂证模型制备成功。依据

潘俊杰等［17］方法制备 Lewis 肺癌模型：取对数生长

期 1×107个/mL 的 Lewis 细胞悬液，于无菌条件下在

每只小鼠右侧腋窝皮下接种 0.2 mL（含细胞数目

2×106个/mL）。若接种后第 7 天左右可扪及肿块，则

提示 Lewis肺癌模型制备成功。

2.3 动物分组与给药方案 模型制备及验证完成

后，采用 SPSS 25.0 以简单随机抽样法［17］将 15 只模

型小鼠均分为模型组、顺铂组和乌梅丸组，另 5 只正

常小鼠作为空白组。顺铂组予以 4.0 mg·kg-1顺铂腹

腔注射［18］，3 d/次；乌梅丸组予以 12.5 mL·kg-1 乌梅

丸药液灌胃［19］，每天 1 次；模型组予以等体积蒸馏水

灌胃，每次 1 次，持续 6 周。

2.4 观察指标

2.4.1 免疫组化（IHC）观察寒热错杂证 Lewis 肺癌

小鼠肺癌组织肿瘤细胞分布 在无坏死区取约

1 mm3肺癌组织标本块，用生理盐水冲洗干净，放入

4% 多聚甲醛中 4 ℃固定 24 h，进行石蜡切片。依次

将石蜡切片放入二甲苯-梯度乙醇中，最后用蒸馏水

洗使其脱蜡；蒸馏水洗涤后置于盛满柠檬酸抗原修

复缓冲液（pH 6.0）的修复盒中进行抗原修复，然后

用免疫组化笔绕切片上的组织周围画圈；随后将组

织切片放入 3% H2O2溶液中，避光孵育 25 min；在切

片上分别滴加一抗（1∶2 000）和二抗（1∶1 万）并孵

育；DAB 显色，苏木素复染色细胞核 3 min；脱水、透

明、封片，运用组织切片数字扫描仪采集图像并计

算平均光密度值。
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2.4.2 寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠的瘤质量、瘤体

积、抑癌率和抑制肺癌转移率测算 在麻醉下脱颈

处死小鼠后，完整剥离出瘤体，用电子秤称取瘤质

量。然后用精度为 0.1 mm 游标卡尺测量瘤体最长

径、最短径并计算瘤体体积，瘤体体积=π×长径×短

径 2/6，依据瘤质量计算抑癌率，抑癌率=（1-药物组

平均瘤质量/模型组平均瘤质量）×100%，根据转移

情况计算抑制肺癌转移率，转移率=（1-药物组平均

转移数/模型组平均转移数）×100%。

2.4.3 Real-time PCR 检测寒热错杂证 Lewis 肺癌

小鼠肺癌组织 HGF、C-Met mRNA 表达 把肺癌组

织放入已预冷的研钵中进行研磨，应用 TRNzol 总

RNA 提取试剂提取样本 RNA，使用 NanoDrop® ND-

2000 测定 RNA 浓度和纯度，运用 PrimeScript™ RT

reagent Kit with gDNA Eraser 进行 cDNA 反转录，

42 ℃孵育 2 min，去除基因组 DNA 反应，37 ℃孵育

15 min、85 ℃，5 s，进行反转录反应。最后将各样品

的目的基因和内参分别进行 PCR 反应，PCR 反应条

件：95℃预变性 30 s，95 ℃变性 15 s，退火/延伸温度

60 ℃退火/延伸 30 s，40 个循环，每个样本检测 5 个

复孔。数据采用 2-ΔΔCt 法进行分析。引物序列由北

京 Invitrogen 公司合成，见表 1。

2.4.4 蛋白免疫印迹法检测寒热错杂证 Lewis 肺癌

小鼠肺癌组织 HGF、C-Met、Survivin、XIAP 蛋白表

达 称取肺癌组织质量，按一定的比例加入放射免

疫沉淀法（RIPA）裂解液和蛋白酶抑制剂，采用蛋白

浓度测定试剂盒（BCA）法进行蛋白定量，调整蛋白

浓度并计算上样体积，配置蛋白样品。根据目的蛋

白的分子量配置相应比例的分离胶和浓缩胶。电

泳结束后，运用湿转法转膜，室温封闭 30 min。加入

一 抗 HGF、Survivin、XIAP（1∶1 000），C-Met（1∶

1 万），4 ℃孵育过夜。洗涤缓冲液（TBST）洗膜

5 次，加入相应的二抗（1∶1 万）室温轻摇 40 min。

TBST 洗膜 6 次后将增强型化学发光试剂（ECL）加
到膜上反应 3~5 min，胶片曝光 10 s~5 min，显影

2 min，定影。

2.4.5 苏 木 素 - 伊 红（HE）染 色 观 察 寒 热 错 杂 证

Lewis 肺癌小鼠肺癌组织病理形态 实验结束后，

在麻醉下脱颈处死小鼠，取肺癌组织置于甲醛溶液

内固定，运用梯度乙醇脱水后采用石蜡包埋切片，

苏木精染料核染，伊红染液着色，封片后用光学显

微镜观察肺癌组织形态结构并拍照。

2.5 统计学分析 采用 SPSS 25.0 软件处理数据，

全部计量资料均用 x̄ ± s描述，符合正态性和方差齐

性者，采用单因素方差分析，组间比较采用最小显

著性差异法（LSD）；不符合正态性或方差齐性者，采

用 Kruskal-Wallis 秩和检验。P<0.05 为差异具有统

计学意义。

3 结果

3.1 对寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠肺癌组织肿瘤细

胞分布情况的影响 与模型组比较，顺铂组的阳性

细胞率、阳性细胞密度明显降低（P<0.05），阳性评分

显著降低（P<0.01）；乌梅丸组阳性细胞率、阳性细胞

密度、阳性评分、组织化学评分明显降低（P<0.05）。
与顺铂组比较，乌梅丸组阳性细胞率、阳性细胞密

度、组织化学评分、阳性评分相当，差异均无统计学

意义。见表 2、图 1。

3.2 对寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠瘤质量、瘤体积、

抑癌率和抑制肺癌转移率的影响 与模型组比较，

顺铂组、乌梅丸组瘤质量、瘤体积均显著降低（P<

0.01）。与顺铂组比较，乌梅丸组的瘤质量、瘤体积

相当，差异无统计学意义。见表 3。顺铂组抑癌率

表 1 引物序列

Table 1 Primer information

引物

HGF

C-Met

β-actin

序列（5'-3'）
上游 CGGTAAAGACCTACAGGAAAA

下游 TGTCACAGACTTCGTAGCGTA

上游 ATTTTGCAGGATTGATCATTGGT

下游 TCTTTCTCATCCACAGGAAGAGC

上游 CCATCTACGAGGGCTATGCT

下游 CTTTGATGTCACGCACGATT

长度/bp

104

84

150

表 2 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠肺癌组织肿瘤细胞分布情况的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Wumeiwan on distribution of tumor cells in lung cancer tissues of Lewis lung cancer mice with mixed cold and heat

syndrome（x̄± s，n=5）

组别

模型组

顺铂组

乌梅丸组

剂量/g·kg-1

0.004

25.00

阳性细胞率/%

17.72±12.26

2.16±1.321）

1.75±1.991）

阳性细胞密度/个/mm²

1 163.00±707.77

147.80±87.661）

117.80±128.781）

组织化学评分/分

30.43±21.71

3.66±2.24

2.98±3.612）

阳性评分/分

3.00±1.00

0.00±0.002）

0.40±0.891）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01
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为 75.19%，乌梅丸组抑癌率为 59.93%；顺铂组抑制

肺癌转移率为 66.67%，乌梅丸组的抑制肺癌转移率

为 33.33%。见表 3。

3.3 对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠肺癌组织 HGF、

C-Met mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型组

HGF、C-Met mRNA 表达显著升高（P<0.01）。与模

型组比较，顺铂组、乌梅丸组 HGF、C-Met mRNA 表

达均显著降低（P<0.01）。与顺铂组比较，乌梅丸组

HGF mRNA 表 达 显 著 升 高（P<0.01）；C-Met 的

mRNA 表达相当，差异无统计学意义。见表 4。

3.4 对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠肺癌组织 HGF、

C-Met、Survivin、XIAP 蛋白表达的影响 与正常组

比较，模型组 HGF、C-Met、Survivin 和 XIAP 蛋白表

达显著升高（P<0.01）。与模型组比较，顺铂组、乌梅

丸组 HGF、C-Met、Survivin 和 XIAP 蛋白表达均显著

降低（P<0.01）。与顺铂组比较，乌梅丸组的 HGF、

C-Met、Survivin 和 XIAP 蛋白表达相当，差异无统计

学意义。见表 5、图 2。

3.5 对小鼠肺癌组织病理形态的影响 模型组肿

瘤细胞胞核较大、异型，核质比高，胞浆略嗜碱性，

少见核分裂相，间质结缔组织将肿瘤细胞分割成团

索状及腺管状，被膜及间质结缔组织内可见多量的

炎性细胞浸润。顺铂组呈现肿瘤细胞核较大、异

型，核质比高，胞浆略嗜碱性，间质结缔组织将肿瘤

细胞分割成团索状，被膜及间质结缔组织内可见

多量的炎性细胞浸润，肿瘤细胞小灶性坏死，胞核

固缩深染或碎裂。乌梅丸组呈现肿瘤细胞胞核较

大、异型，核质比高，胞浆略嗜碱性，少见核分裂相，

间质结缔组织将肿瘤细胞分割成团索状，被膜及间

质结缔组织内可见多量的炎性细胞浸润。见图 3。

4 讨论

肺癌是人类癌症死亡的主要原因［2］，是威胁

注：A 正常组；B 模型组；C 顺铂组；D 乌梅丸组（图 2、图 3 同）
图 1 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠肺癌组织的影响

（IHC，×200）
Fig. 1 Lung cancer tissue in Lewis lung cancer mice with mixed

cold and heat syndrome by Wumeiwan（IHC，×200）

表 3 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠肿瘤状态的影响（x̄± s，

n=5）

Table 3 Effect of Wumeiwan on tumor state of Lewis lung cancer

mice with mixed cold and heat syndrome（x̄± s，n=5）

组别

模型组

顺铂组

乌梅丸组

剂量/g·kg-1

0.004

25.00

瘤质量/g

5.19±0.87

1.31±0.261）

2.04±0.301）

瘤体积/mm3

596.97±186.75

160.61±137.551）

223.46±80.111）

注：与模型组比较 1）P<0.01

表 4 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠肺癌组织 HGF、C-Met

mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of Wumeiwan on HGF and C-Met mRNA

expression in lung cancer tissue of Lewis lung cancer mice with

mixed cold and heat syndrome（x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

顺铂组

乌梅丸组

剂量/mg·kg-1

4.00

25.00

HGF

1.18±0.12

4.36±0.151）

1.58±0.101，2）

2.14±0.121，2，3）

C-Met

1.25±0.20

4.02±0.441）

1.59±0.062）

1.85±0.181，2）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与顺铂组

比较 3）P<0.01

表 5 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠肺癌组织 HGF、C-Met、Survivin、XIAP蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of Wumeiwan on expression levels of HGF，C-Met，survivin and XIAP proteins in lung cancer tissue of Lewis lung cancer

mice with mixed cold and heat syndrome（x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

顺铂组

乌梅丸组

剂量/g·kg-1

0.004

25.00

HGF/β-actin

0.40±0.14

1.20±0.102）

0.62±0.131，3）

0.60±0.121，3）

C-Met/β-actin

0.23±0.07

1.00±0.122）

0.39±0.062，3）

0.40±0.052，3）

Survivin/β-actin

0.27±0.06

1.33±0.292）

0.63±0.142，3）

0.64±0.092，3）

XIAP/β-actin

0.22±0.09

0.91±0.112）

0.42±0.082，3）

0.46±0.082，3）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.01
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人类健康的严重疾病［5］。尽管手术和含铂抗癌药在

一定程度上抑制了肺癌的进展，但其复发风险和不

良反应依然显著［10］。有研究指出，HGF 水平升高和

（或）C-Met 过表达与肺癌预后不良有关［13］，HGF/

C-Met信号通路有望成为肺癌治疗的突破点。肺癌

是一种不断进展的疾病，随着癌症的病程进展，病

证会趋于复杂化，在临床上可以观察到癌症患者既

有寒象又有热象、既恶寒又畏热、欲食冷饮却饮之

不舒、欲食热食又食之不舒、舌红干而苔白或舌质

黯淡而苔黄的寒热错杂之象，寒热久积易致气机升

降失调和气血津液运行异常而形成一系列复杂的

临床表现，体内的寒热之邪还易与有形之邪相结合

形成坚硬的肿块，导致经脉的阻塞而致患者疼痛难

忍。而肺为娇脏，开窍于鼻，外合皮毛，寒热之邪更

易侵袭入里，故肺系疾病更易见寒热错杂之证，这

也是肺脏容易罹患癌症的主要原因。因此寒热错

杂是肺癌的重要病机，构建寒热错杂证 Lewis 肺癌

对肺癌的基础研究具有重要意义。本研究应用

病证结合的方式构建寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠模

型，先采用丙硫氧嘧啶、寒凉中药灌胃和冰水游泳

耗损小鼠阳气，制备虚寒证模型，在此基础上运用

干酵母混悬液体内注射模拟邪热入里制备里热证

模型，其后将 Lewis 细胞接种至小鼠腋窝皮下模拟

原发性肺癌的形成，同时 Lewis 细胞作为外来因素

进一步加重了上焦里热的病机，两种造模方法相合

共同构建上热下寒、寒热错杂的 Lewis 肺癌小鼠模

型，具有良好的科学性和参考价值。

乌梅丸最早出现于《伤寒论》，是治疗厥阴病的

总方。病至厥阴，正气衰弱，邪正斗争剧烈，阴阳相

兼，往往呈现出寒热错杂之象。厥阴病的寒热错杂

之象与肺癌的寒热错杂证存在一定的相似性，均具

有上热下寒、虚实错杂的病机特点和临床表现，因

此本研究将乌梅丸作为治疗寒热错杂证肺癌的主

方，亦是契合李家庚教授和熊绍权教授的学术思

想。李家庚教授将乌梅丸作为治疗寒热错杂证肺

癌的关键药物［20-21］，熊绍权教授主张运用乌梅丸治

疗晚期肺癌［14］，意味着乌梅丸具有治疗肺癌的潜

力。乌梅丸由乌梅、细辛、干姜、黄连、当归、附子、

花椒、桂枝、人参、黄柏 10 味药物组成，集酸苦辛甘、

大寒大热之药，以杂治杂。乌梅丸方中的药物可大

致分为 3 组：乌梅、人参、当归为一组，共奏补血生

津，益气养阴之用；附子、干姜、桂枝、花椒、细辛为

一组，共奏温中散寒，升发阳气之用；黄连、黄柏为

一组，共奏清热燥湿、泻火解毒之用，使火去而不复

伤阴，起到以泻为补之效，共奏平调寒热、补虚泻实

之功。乌梅丸在胰腺癌［22］和结肠癌［23］等癌症中的

作用已被证实，本研究发现乌梅丸能够显著减小瘤

质量和瘤体积，降低阳性细胞率、阳性细胞密度、组

织化学评分和阳性评分，能有效发挥抑制癌细胞增

殖和转移的作用，提示乌梅丸具有治疗寒热错杂证

肺癌的潜力和价值。

C-Met 是编码酪氨酸激酶受体的癌基因［13］，主

要存在于上皮细胞中，在胚胎发生、肿瘤生长和转

移中起重要作用［24］。HGF 是酪氨酸激酶受体 C-Met

的配体，在细胞微环境中由自分泌、旁分泌或内分

泌产生［25］，通过靶 C-Met 受体激活小 G 蛋白（Ras）/

细胞外信号调节激酶（ERK）/促分裂素原活化蛋白

激酶（MAPK）和磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激

酶 B（Akt）等 一 系 列 信 号 通 路［26］。 异 常 的 HGF/

C-Met信号激活与肿瘤细胞的增殖、存活、侵袭和转

移有关［12］，并增加了肿瘤的放射抗性［27］，是肿瘤预

后 的 不 利 因 素［28］。 HGF/C-Met 通 路 的 促 癌 作 用

图 3 乌梅丸对寒热错杂证 Lewis 肺癌小鼠肺癌组织的影响

（HE，×200）
Fig. 3 Effect of Wumeiwan on lung cancer tissue in Lewis lung

cancer mice with mixed cold and heat syndrome（HE，×200）

图 2 寒热错杂证 Lewis肺癌小鼠肺癌组织 HGF、C-Met、Survivin、

XIAP蛋白的表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of HGF，C-Met， survivin and XIAP

proteins in lung cancertissue of Lewis lung cancer mice with mixed

cold and heat syndrome
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可能与诱导肿瘤新生血管生成和细胞外基质降解

有关：一方面，HGF 与 C-Met 结合后能够直接诱导

血管内皮细胞的增殖，从而来促进肿瘤内新生血管

的生成［29］；另一方面，HGF 可显著增加降解细胞外

基质的蛋白酶表达，导致细胞外基质溶解，最终促

进 肿 瘤 转 移［30］。 本 研 究 显 示 ，肺 癌 模 型 小 鼠 的

HGF/C-Met 的基因表达和蛋白表达显著升高，模型

组的 HGF 和 C-Met的蛋白水平分别约为正常组的 4

倍和 3 倍，提示 HGF/C-Met 通路可能是肺癌发生发

展的重要机制。不同的是，先前的研究报道小细胞

肺癌患者的 HGF 和 C-Met 在癌症组织中的表达较

癌症旁边组织高 10~100 倍和 2~10 倍，HGF 结果的

差异可能源于物种和模型的差异［31］。本研究还显

示，连续 6 周的顺铂和乌梅丸干预均能显著抑制

HGF/C-Met 通路且作用强度相当。前期研究表明，

抑制 C-Met 或 HGF 表达能够有效降低肺癌细胞增

殖活性，同时抑制其侵袭和迁移［32-33］。尽管顺铂和

乌梅丸均不能使 HGF 和 C-Met 水平回到正常水平，

但不可否认的是他们在一定程度上减少了 HGF/C-

Met 通路激活带来的负面影响。值得注意的是，有

研究显示沉默 C-Met基因表达与提高肺癌瘤体的放

射敏感性有关［34］，还有研究表明 HGF/C-Met 与肺癌

细胞对血管内皮生长因子受体（VEGFR）抑制剂等

抗癌药物的耐药性相关［35］，野黄芩苷［36］、欧前胡

素［37］、紫草素［38］、姜黄素［39］等一系列中药提取物被

报道能够通过抑制 HGF/C-Met 通路改善肺癌细胞

对顺铂或吉非替尼的耐药性。因此，乌梅丸具有抑

制肺癌进展的潜力，还有望成为顺铂和吉非替尼等

抗癌药物及放射治疗的联合用药，为肺癌的临床治

疗带来了新希望。未来的研究可将焦点集中于乌

梅丸联合其他抗癌药物的疗效，充分发挥中西医结

合的优势，助力于肺癌的临床攻克。 Survivin 和

XIAP 是两种凋亡蛋白抑制剂，研究表明 Survivin 和

XIAP 可能是 HGF/C-Met 的下游因子［40］。Survivin

是一种独特的哺乳动物凋亡蛋白抑制剂，在大多数

人类癌症中选择性表达，其中肺癌和乳腺癌的表达

水平最高［41］。Survivin 的蛋白质表达和 mRNA 水平

与 癌 症 患 者 的 临 床 病 理 参 数 和 生 存 率 相 关［42］，

Survivin 可能参与转移的发生，并可能被用作疾病

进 展 的 生 物 标 志 物［43］。 XIAP 是 凋 亡 抑 制 蛋 白

（IAPs）家族中最有效的凋亡抑制剂［44］，能同时抑制

关键蛋白酶胱天蛋白酶（Caspases）-3、Caspases-7 和

线粒体依赖性凋亡途径中 Caspases-9 的表达［45］，在

凋 亡 初 期 和 凋 亡 效 应 期 抑 制 凋 亡 拮 抗 因 子［46］。

XIAP 在非小细胞肺癌组织中的表达率显著高于癌

旁组织［47］，可能通过抗凋亡能力调节肿瘤细胞的存

活和增殖［48］，在肿瘤发生发展中具有重要作用。本

研究中模型组的 Survivin 和 XIAP 蛋白表达相对正

常组显著升高，经顺铂或乌梅丸治疗后呈现下降趋

势，证实 Survivin 和 XIAP 可能和肺癌发展密切相

关。早期的研究表明，Survivin 和 XIAP 在各种恶性

肿瘤中呈现表达上调，他们的失活与化学增敏相

关［49］。近期的研究显示，抑制 Survivin 或 XIAP 表达

是一种潜在的肺癌治疗策略［50-51］，鸦胆子油乳和雄

黄纳米粒被报道能通过降低 Survivin 表达以诱导肺

癌细胞 A549 凋亡［52-53］，miR-142 被报道能通过减少

XIAP 活化发挥抑制肺癌细胞增殖的作用［54］。在本

研究中，乌梅丸和顺铂均表现出抑制 Survivin 和

XIAP 的作用且强度相当，这种作用可能是其抑制

肺癌进展的机制之一。Survivin、XIAP 可能是 HGF/

C-Met 信号通路的下游因子，先前的研究发现 HGF/

C-Met 介导的胰腺癌细胞的侵袭和迁移需要通过上

调 Survivin 表达实现［55］，抑制 HGF/C-Met 通路可显

著降低 Survivin 水平进而抑制前列腺癌细胞的存

活、增殖和血管生成［56］；有研究表明 HGF/C-Met 通

路能通过 Akt 途径上调 XIAP 水平进而发挥促进卵

巢癌进展的作用［57］，还有研究称 HGF/C-Met 信号通

路可呈浓度依赖性诱导 Survivin 和 XIAP 的表达，进

而抑制子宫内膜癌细胞凋亡，促进细胞增殖，促进

子宫内膜癌的发生发展［58］。本研究中乌梅丸和顺

铂都能同时实现 HGF/C-Met、Survivin 和 XIAP 水平

的降低，表明 HGF/C-Met 和凋亡抑制蛋白 Survivin

与 XIAP 可能存在上下游关系，但具体的诱导途径

尚不明确，未来的研究可聚焦于 HGF/C-Met 诱导

Survivin 与 XIAP 表达的具体途径，进一步阐释肺癌

发展的作用机制。

本 研 究 结 果 显 示 ，乌 梅 丸 治 疗 寒 热 错 杂 证

Lewis 肺癌小鼠能够显著减小瘤质量和瘤体积，降

低阳性细胞率、阳性细胞密度、组织化学评分和阳

性评分，能有效发挥抑制癌细胞增殖和转移的作

用，提示乌梅丸具有治疗寒热错杂证肺癌的潜力和

价值。研究结果还显示，乌梅丸能够显著抑制寒热

错杂证 Lewis 肺癌小鼠的 HGF/C-Met 的 mRNA 表

达和 HGF/C-Met、Survivin、XIAP 的蛋白表达，且抑

制 HGF/C-Met、Survivin、XIAP 蛋白表达的效果与顺

铂相当，意味着 HGF/C-Met 通路和 Survivin、XIAP

可能是乌梅丸抑制肺癌进展的重要靶点。

综上所述，乌梅丸能够通过抑制 HGF/C-Met
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通路减小寒热错杂型 Lewis 肺癌小鼠肿瘤组织的瘤

质量和瘤体积，发挥抑癌和抑转移作用，具有治疗

肺癌的潜力。
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