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肿瘤的侵袭与转移受肿瘤微环境相关因素的

影响

[1]

。缺氧诱导因子

-1α

（

hypoxia-inducible factor-

1α

，

HIF-1α

）产生于肿瘤乏氧的微环境中，是在缺氧

条件下普遍存在于人和哺乳动物细胞内的一种核

转录因子， 对维持体内氧稳态起重要的调节作用，

是肿瘤进展的始动因素。 研究表明，

HIF-1α

在许多

肿瘤中高表达，通过参与多种靶基因的转录调控影响

肿瘤生物学特性，在肿瘤发生发展中起重要作用

[2]

。基

质金属蛋白酶

-2

（

matrixmetalloproteinase

，

MMP-2

）

是降解细胞外基质的最重要的一种蛋白酶，参与了

肿瘤的转移过程。 前期动物实验显示肠复方具有提

高肠癌原位移植瘤裸鼠的生存率、抑制肿瘤细胞增

殖、诱导肿瘤细胞凋亡、降低肝转移率的作用。 本研

究通过观察肠复方对小鼠肠癌原位移植瘤缺氧诱

导因子

HIF-1α

、

MMP-2

表达的影响，探索肠复方抑

瘤机理。

1

实验材料

1.1

实验细胞 人结肠腺癌细胞株

HCT-116

（编号

TCHu99

），购自中科院上海细胞库。

1.2

实验动物

BALB/c

裸鼠

60

只， 雄性，

5～6

周

龄，平均体重（

20±2

）

g

，购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，动物许可证号：

SCXK

（湘）

2011-0003

。

在师大医学院动物实验中心

SPF

条件下饲养并自

由饮食 ， 动物实验中心许可证号 ：

SYXK

（湘 ）

2014-0006

。

1.3

实验试剂 胎牛血清购自浙江天杭生物科技

有限公司；

RPMI 1640

、

PBS

青霉素和链霉素混合、

0.25%

胰蛋白酶购自

Hyclone

公司；

DMSO

购自

SIGMA

公司。

SABC

免疫组化试剂盒、鼠抗人

HIF-1α

单克

隆抗体和鼠抗人

MMP-2

单克隆抗体均购自中杉金

桥。

1.4

实验仪器 超净工作台购于北京亚泰隆公

司 ；

MD-U53V

型超低温冰箱购于日本

SANYO

公

司；

5%

二氧化碳培养箱产于上海三藤仪器公司；倒

置生物显微镜购于北京中显恒业仪器；

5702R

型台

式低速离心机购于德国

Eppendorf

公司；恒温箱购

于北京市六一仪器厂； 切片机购于德国；

IMS

细胞

图像分析系统购自基尔顿生物科技（上海）有限公

司。

1.5

实验药物 中药肠复方所需药材购自湖南省

肿瘤医院中药房，药物组成：黄芪

15g

、党参

10g

、白

术

10g

、薏苡仁

15g

、山药

15g

、陈皮

9g

、壁虎

10g

、地

鳖虫

3

枚、白花蛇舌草

20g

、半边莲

10g

、菟丝子

10g

（包）、女贞子

10g

、苏木

10g

、莪术

10g

。 取药后先用

清水

500mL

浸泡药物

30min

，然后武火煎沸，改文

火煎

1h

，保留药渣，提取药液，再煎加水

300mL

，煎

煮

1h

，提取药液，取

2

次药液混合，浓煎至每毫升含

肠复方生药

2.6g/mL

。 肠复方低、中、高剂量组中药

“肠复方”对裸鼠肠癌原位移植瘤缺氧诱导因子 -1α

及基质金属蛋白酶 -2 的影响

梁 慧

1

李 伟

2

曾 伟

1

尚 姣

1

谢胜军

2

李晓萍

2

（

1.

中南大学湘雅医学院附属肿瘤医院，湖南长沙

410013

；

2.

湖南中医药大学，湖南长沙

410208

）

摘 要 目的：探讨肠复方对小鼠肠癌原位移植瘤缺氧诱导因子

-1α

（

HIF-1α

）、基质金属蛋白酶

-2

（

MMP-2

）的影

响。 方法：将裸鼠采用原位瘤块接种法建立人结肠癌原位移植瘤模型，造模成功后的

50

只裸鼠随机分入模型组、氟尿

嘧啶（

5-Fu

）组和肠复方低、中、高剂量组，每组

10

只，相应干预

4

周后采取标本。 采用免疫组化法检测各组小鼠瘤体

HIF-1α

与

MMP-2

的表达。 结果：与模型组比较，肠复方中、高剂量组小鼠肿瘤组织中

HIF-1α

与

MMP-2

的表达明显下

调，差异有统计学意义（

P＜0.05

）。结论：缺氧诱导因子

-1α

及基质金属蛋白酶

-2

高表达与肠癌发生发展有关，肠复方有降

低

HIF-1α

、

MMP-2

表达的作用。
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给药剂量分别相当于

50kg

人等效剂量的

0.5

、

1

和

2

倍。 采用人和动物间按体表面积折算的等效剂量比

值表计算，参照小鼠灌胃容量每日

0.4mL/

只，配置

肠复方高、 中、 低剂量组给药浓度分别为

2.6

、

1.3

、

0.65g/mL

。 用标示好的消毒玻璃瓶保存，

4℃

冰箱冷

藏备用。

5-

氟尿嘧啶注射液（

5-FU

）购自上海旭东海

普药业有限公司，批号：

FA141201

，规格：

250mg/

支。

2

实验方法

2.1

大肠癌细胞悬液制备 常规复苏大肠癌

HCT-116

细胞，将细胞培养于含

10%

胎牛血清

RPMI 1640

培

养液中，置于

37℃

、含

5%CO

2

的培养箱内培养并传

代。 取对数生长期的细胞， 用

0.25%

胰蛋白酶加

0.02%EDTA

消化液消化收集。 使用

PBS

配制成细

胞密度为

2×10

6

个

/mL

的单细胞悬液。

2.2

瘤源制备 取制备好的大肠癌

HCT-116

细胞

悬液

0.1mL

，即接种细胞数为

1×10

7

/mL

，注射到

4

只

BALB/C

小鼠右腋下，

10d

后可长出直径约

1cm

左

右的实体瘤，作为原位移植瘤的瘤源。

2.3

裸鼠原位移植瘤模型建立 处死皮下瘤源小

鼠，皮肤消毒，剥离皮下肿瘤，立即浸入含青霉素、

链霉素各

100U/mL

的生理盐水中， 剔除周围结缔

组织， 取肿瘤中心近边缘处肉眼观呈鱼肉状的组

织，剪碎成

1mm

3

大小的瘤块备用。 将待造模的小

鼠分别称重 ，

5%

水合氯醛 （

40mg/kg

）腹腔内注射

麻醉后，取仰卧位，固定四肢，络合碘消毒腹部术

野，左下腹部切口入腹，显露盲结肠，用

4

号针头

轻轻刮去盲结肠交界处少许浆膜，有血液渗出，随

机选取

1

粒已制备好的瘤块贴于划破处， 轻轻往

里推压后于其表面滴

1

滴

OB

胶， 见瘤块迅速粘

牢（约

10s

），观察无活动性出血后将外置肠段回纳

入腹，缝合腹壁。 待小鼠麻醉清醒后置于清洁级动

物房中常规饲养。 整个操作过程遵循无菌操作原

则。

2.4

分组及干预 按随机数字表法将造模成功的

50

只裸鼠随机分组至模型组、氟尿嘧啶（

5-Fu

）组

和肠复方高、中、低剂量组，每组

10

只。 造模后第

14

天开始给药干预： 模型组给予生理盐水灌胃，

0.4mL/

只，

1

次

/d

，每周

5d

，并予氟尿嘧啶等量生理

盐水腹腔注射，

1.5mg/

次，每周

2

次；肠复方高、中、

低剂量组分别予相应浓度药液灌胃给药，

0.4mL/

只，

1

次

/d

，每周

5d

，并予氟尿嘧啶等量生理盐水腹腔注

射，每周

2

次；

5-FU

组按人腹腔给药

500～750mg

折

算为

1.5mg/

次（约

0.16mL

），腹腔注射，每周

2

次，并

生理盐水灌胃，剂量与次数同模型组。 上述干预均

连续

4

周。

2.5

标本处理 干预

4

周后停药

1d

， 以颈椎脱臼

法处死小鼠，剖腹剥离移植瘤组织，采用

10%

甲醛

溶液固定

48h

，酒精梯度脱水，浸蜡，石蜡包埋，切

片，厚度约

4μm

。

2.6

检测指标及方法

2.6.1 HIF-1α

、

MMP-2

表达检测 采用免疫组化

SABC

两步法检测

HIF-1α

、

MMP-2

在肿瘤组织中

的表达，方法如下：将各组已包埋好的肿瘤组织切

片，常规脱蜡水化，

3%H

2

O

2

去离子水孵育

10min

，以

阻断内源性过氧化物酶。 磷酸盐缓冲液（

PBS

）洗

2

次，每次

3min

，分别滴加

HIF-1α

、

MMP-2

鼠抗人单

克隆抗体

20μL

，

4℃

过夜，

PBS

洗， 滴加

SABC

试剂

稀释液（

1∶200

），

37℃

孵育

20～30min

，

PBS

冲洗。二氨

基联苯胺（

DAB

）显色，苏木精复染，脱水封片。

HIF-1α

阳性细胞为细胞核染色成棕黄色、细胞浆不着色细

胞；

MMP-2

蛋白阳性细胞为细胞质被染成棕黄色颗

粒的细胞。

2.6.2

免疫组化的判定标准 采用半定量积分法，

综合考虑阳性细胞百分率和显色强度来判定结果：

计算阳性细胞百分率并赋予分值，

≤5%

为

0

分，

6％

～25%

为

1

分，

26％～50%

为

2

分，

51％～75%

为

3

分，

＞75%

为

4

分；观察显色强度并赋予分值，无着色为

0

分，浅黄色为

1

分，黄色为

2

分，棕黄色为

3

分。 两

者积分相乘判断阳性：阴性

≤1

分；阳性

≥2

分。

2.7

统计学方法 采用

SPSS17.0

软件对数据进行

统计分析处理，半定量积分采用（

x±s

）描述，组间比

较采用卡方检验（

χ

2

），以

P＜0.05

为有统计学差异。

3

实验结果

各组小鼠由于灌胃不当或自然死亡，实验结束

时模型组死亡

2

只， 肠复方低剂量组死亡

1

只，肠

复方高剂量组死亡

1

只，

5-FU

组死亡

2

只。 死亡小

鼠数据予以剔除。

各组小鼠瘤体

HIF-1α

、

MMP-2

阳性表达见表

1

、

图

1

、 图

2

。 肠复方中、 高剂量组及

5-FU

组小鼠瘤体

HIF-1α

、

MMP-2

阳性表达均明显低于模型组（

P＜0.01

）；

肠复方低剂量组与模型组比较

HIF-1α

、

MMP-2

阳

性率有所降低，但差异均无统计学意义（

P＞0.05

）；肠

复方高剂量组

HIF-1α

阳性率明显低于肠复方中剂

量组及

5-FU

组（

P＜0.05

）。

表

1

各组小鼠瘤体

HIF-1α

、

MMP-2

阳性表达率比较

%

（只）

模型组

组别

75.0

（

6/8

）

MMP-2

阳性表达

8 75.0

（

6/8

）

动物数（只）

HIF-1α

阳性表达

肠复方低剂量组

66.7

（

6/9

）

9 66.7

（

6/9

）

5-FU

组

8 50.0

（

4/8

）

**

62.5%

（

5/8

）

**

肠复方中剂量组

10 50.0

（

5/10

）

**

50.0

（

5/10

）

**

肠复方高剂量组

9 33.3

（

3/9

）

**#

55.6

（

5/9

）

**

注：

**

与模型组比较 ，

P＜0.01

；

#

与肠复方中剂量组 、

5-FU

组比较，

P＜0.05

。
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图

1

各组肠癌原位移植瘤裸鼠肿瘤组织中

HIF-1α

表达情况（

DAB

，

×400

）

（注：

A.

模型组；

B.

肠复方低剂量组；

C.

肠复方中剂量组；

D.

肠复方高剂量组；

E.5-FU

组）

图

2

各组肠癌原位移植瘤裸鼠肿瘤组织中

MMP-2

表达情况（

DAB

，

×400

）

（注：

A.

模型组；

B.

肠复方低剂量组；

C.

肠复方中剂量组；

D.

肠复方高剂量组；

E.5-FU

组）

4

讨论

大肠癌的发病与肿瘤微环境的改变密切相关，

HIF-1

和

MMP-2

是微环境中主要的相关因子

[3]

，

HIF-1

是由

120kD HIF-1α

和

91～94kD HIF-1β

两

个亚单位组成的异源二聚体，编码的基因分别位于

染色体第

14

号的

q21

、

q24

区和第

1

号的

q21

区。

HIF-1α

是缺氧条件下存在于人体内的一种异源二

聚体核转录因子，与肿瘤血管生成、肿瘤相关炎症、

肿瘤上皮间转化密切相关。 有研究已证明

HIF-1α

在大多数实体癌中及某些癌前病变中呈过度表达

[2]

。

MMP-2

即明胶酶

A

（

gelatinase A

）是

MMP

家族中

的一个成员，

MMP-2

以前酶原的形式由多种细胞如

成纤维细胞、巨噬细胞、内皮细胞和恶性肿瘤细胞

等分泌，其基因位于人类染色体

16q21

，由

13

个外

显子和

12

个内含子组成，结构基因总长度为

27kb

。

因其能降解结缔组织及细胞外基质大分子如胶原、

蛋白多糖、层蛋白及纤维连接蛋白等，可能在肿瘤

侵袭和转移过程中发挥重要作用。

HIF-1

和

MMP-2

在肠癌组织中均有过度表达。

中药在临床抗肿瘤中取得良好疗效，其抗肿瘤

靶点众多，能够通过抑制肿瘤细胞增殖、诱导凋亡、

抑制侵袭转移和调节免疫等多途径抑制肿瘤的生

长，其中调节肿瘤组织微环境是中药抗肿瘤作用机

制的研究热点

[4]

。

肠复方是临床应用于肠癌的有效方剂。 方中白

花蛇舌草、半枝莲、莪术等经研究可通过下调

HIF-

1α

和

MMP-2

的表达调节肠癌微环境

[5-7]

。 前期我们

针对肠癌裸鼠原位移植瘤模型干预实验显示肠复

方有抑制瘤体生长、延长荷瘤小鼠生存时间、改善

小鼠生存状态的作用。 本研究结果显示，肠复方能

明显抑制肿瘤细胞

HIF-1α

及

MMP-2

的表达，其中

肠复方高、中剂量效果更为明显。 我们推测肠复方

可能通过调节

HIF-1α

和

MMP-2

蛋白表达，从而抑

制肿瘤周围新生血管的形成，抑制肿瘤的浸润与远

处转移而发挥抑瘤作用。 众所周知，中药的抗肿瘤

作用是多靶点的，肠复方的抗肿瘤机制是否与改善

肠道微环境、外周血循环及改善免疫介导等有关还

有待进一步分析研究。
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