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食管癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，死亡率

在我国恶性肿瘤中居第四位[1]。通过根治性手术，早

期食管癌患者5年生存率可达30%~35%，而进展期

患者生存时间较少超过5年，80%患者死于局部浸润

和转移[2-3]。中医药在改善恶性肿瘤患者体质、减轻

副作用、提高生活质量等方面具有重要的临床应用

价值[4]。我们在临床中观察到食管癌的主要病证为

痰瘀阻滞、津亏气损，由此拟定了具有化痰行瘀、生

津益气作用的中药复方“通膈汤”，经临床应用表明

该药可以改善中晚期食管癌患者的恶心呕吐、便秘

等胃肠道症状，提高免疫力，但其机制尚不明确。本

研究通过观察通膈汤含药血清对人食管癌Eca-109

细胞增殖、凋亡、黏附能力及侵袭作用的影响，探讨

通膈汤的抗食管癌机制，为临床应用通膈汤治疗食

管癌提供实验依据。

1 实验材料

1.1  通膈颗粒  由北沙参颗粒10g（批号：1512123）、

姜半夏颗粒12g（批号：1603094）、丹参颗粒10g（批

号：1605181）、急性子颗粒10g（批号：1505073）、

菝葜颗粒15g（批号：1511089）、茯苓颗粒10g（批号：

1605044）、川贝母粉3g（批号：1512074）、升麻颗粒

6g（批号：1511156）组成，江阴天江药业有限公司

生产。

1.2  细胞  人食管癌细胞Eca-109，购于中国科学

研究院上海细胞库，在含有10%胎牛血清的α-MEM

培养基中将细胞置于37℃、5%CO2培养箱中培养，待

细胞融合度达80%~90%时，用0.25%胰酶消化传代

培养。

1.3  动物  SD大鼠，180～200g，北京维通利华实

验动物技术有限公司，生产许可证号：SCXK（苏）

2016-0003。

1.4  仪器与试剂  二氧化碳培养箱，日本三洋

SANYO，型号：MCO-15AC；荧光倒置生物显微镜，

南京江南永新光学有限公司，型号：XD-202；台

式高速离心机，SCILOGEX，型号：D2012；流式细

胞仪，美国BD公司，型号：AccuriTM  C6；酶标仪，

Thermo  scientific，型号：MUTISKAN  MK3；低温离

心机，SCILOGEX，型号：D3024R；96孔细胞培养

板、24孔细胞培养板购自Costar公司；RPMI1640

培养基购自Gibco公司；胎牛血清购自Gibco公司；
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DMSO购自Sigma公司；CCK8细胞活力检测试剂盒

由南京恩晶生物科技有限公司提供；Transwell小

室，pore  size  8.0µm，REF  3422，LOT ：14416045；

BD  Matr igel   Matr ix（Basement   Membrane），

BD  Biosciences，356234；组织裂解液、牛血清白蛋白

（BSA）、显影液、定影液，均购自南京恩晶生物科技有

限公司。

2 实验方法

2.1  含药血清的制备  通膈汤颗粒人用量为76g生

药/d，剂量为1.267g/kg，换算成大鼠剂量为7.98g/kg

（临床等效量），将此剂量设置为中剂量，高剂量为

15.96g/kg，低剂量为3.99g/kg。将通膈汤颗粒各组分

混合，并用蒸馏水充分溶解。SD大鼠随机分为空白

血清组和通膈汤低、中、高剂量组，空白血清组灌

胃给予等体积蒸馏水，通膈汤低、中、高剂量组大

鼠灌胃给予不同剂量通膈汤颗粒溶液，给药体积

均为0.8mL/100g，连续给药10d。末次给药前12h，

各组大鼠禁食不禁水，末次给药1h后，大鼠经戊巴

比妥钠麻醉，腹主动脉取血，室温静置2h后离心

（3000r/min，15min），收集血清。血清经过滤除菌后

分装并于-20℃保存，备用。

2.2  细胞增殖抑制实验  取对数生长期Eca-109

细胞进行实验。细胞经消化、计数，制成1×105个/mL

的细胞悬液，接种于96孔板中（100µL/孔），置于

37℃、5%CO2培养箱中培养24h ；每孔加入含相应浓

度含药血清的培养基（含药血清含量分别为20%、

10%、5%、2.5%、1.25%），同时设立空白血清组及

正常组，每组3个复孔；将板置于培养箱中分别培

养12、24、48、72h后，显微镜下观察各组细胞形态，

每孔加入10µL  CCK8溶液，在细胞培养箱内继续

孵育2h，450nm下测定吸光值，并计算增殖抑制率。

细胞增殖抑制率=（1-实验组OD值/对照组OD值）

×100%。

2.3  PI染色法流式细胞仪检测细胞周期  细胞以

1×105个/mL密度接种于96孔板中，每孔100µL，

置于37℃、5%CO2培养箱中培养24h。每孔加入

20%各剂量组含药血清，同时设立空白血清组及正

常组。将板置于培养箱中培养48h后收集细胞，用

磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤1次，吸尽上清后，加入

0.2mL  PBS重新悬浮细胞，把制备好的单细胞悬液

全部缓慢转移至0.8mL  -20℃无水乙醇中，充分

吹匀后放置-20℃冰箱中过夜。离心（2000r/min，

5min），吸尽上清后，加入1.0mL  PBS重新悬浮细胞，

室温放置15min；离心（2000r/min，5min），吸尽上

清后，加100µL  RNase  A  37℃水浴30min；再加入

400µL  PI（50µg/mL）染色混匀，4℃避光30min。

流式细胞仪检测，记录激发波长488nm处红色荧光，

分析细胞周期变化。

2.4  Annexin  V-EGFP荧光染色法流式细胞仪检

测细胞凋亡  细胞以1×105个/mL密度接种于96

孔板中，每孔加入20%各剂量组含药血清，同时

设立空白血清组及正常组。将板置于培养箱中培

养48h后收集细胞（包括培养基中悬浮的凋亡细

胞），离心（2000r/min，5min），收集细胞沉淀，并

用PBS洗涤1次，加入500µL结合液重悬细胞，加

入5µL  Annexin  V-EGFP、5µL  PI，同时设立全

阴管及单阳管，充分混匀。室温（20～25℃）避光

孵育10～30min后，流式细胞仪检测细胞凋亡百分

率。

2.5  细胞黏附能力检测  实验前取出Matrigel  Matrix

胶于4℃下融化，并将枪头及离心管放置于冰箱中预

冷。用预冷枪头吸取Matrigel  Matrix胶于预冷离心管

中，并用预冷1640稀释50倍，充分吹匀，将96孔板

置于冰盒上，各孔加30µL  Matrigel胶稀释液，注意

使胶平铺于整个孔底，避免气泡产生。铺胶完成后

将96孔板放置37℃、30min后转4℃保存。种板及

加药：取出包被好的96孔板，吸出孔中多余液体，超

净台中晾干。取对数生长期Eca-109细胞进行实验。

细胞经消化、计数，制成2×105个/mL的细胞悬液，接

种于96孔板中（80µL/孔），加入20µL不同浓度的

中剂量含药血清及空白血清，使血清终浓度分别为

20%、10%及5%，同时设立正常组，各组5复孔，将板

置于培养箱中培养，分别于30、60、90、120min于显

微镜下观察细胞形态及贴壁状态，拍摄照片并加入

CCK8试剂（10µL/孔），于37℃孵育4h，450nm下检

测各孔吸光度并统计分析。

2.6  细胞侵袭能力检测  铺胶：低温下操作，吸取

Matrigel胶，用无血清1640培养基将Matrigel胶进行8

倍稀释，充分吹匀后，每个小室铺胶50µL，共制作7

个小室，置37℃培养箱内30min使胶凝固。种板及加

药：用无血清1640培养基调整细胞密度为5×105/mL，

吸取160µL细胞悬液加入到侵袭小室内，同时加入

40µL不同浓度中剂量含药血清，使血清终浓度为

5%、10%、20%，同时设置相应浓度的空白血清组及

正常组，下室加入含10%FBS的1640  500µL，注意

避免上室底部与下室培养基之间产生气泡，培养箱

中培养24h，弃去小室内培养液，用PBS洗2遍。用湿

棉签擦尽上室面的Matrigel和细胞，甲醇固定20min，

待完全挥干后，用0.1%结晶紫染色15～20min，用清

水洗3遍。显微镜下观察并拍照，每个小室随机选

取5～6个视野。计数：针对每个视野中细胞进行计

数，并计算平均值。
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2.7  统计学方法  数据以（mean±SD）表示，应用

GraphPad  Prism  5.0统计软件，组间比较采用t-test

检验，多组间比较采用One-way  Anova（Dunnett），

P<0.05为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  通膈汤含药血清对Eca-109细胞体外增殖的影

响  结果见表1。实验表明，各剂

量含药血清组20%和10%含药血

清对Eca-109的增殖有明显的抑

制作用，该作用随时间延长而增

强，提示通膈汤含药血清在一定

浓度可以抑制食管癌Eca-109细

胞增殖。

3.2  通膈汤含药血清对Eca-109
细胞周期及凋亡的影响  实验

表明，作用48h后，通膈汤低、中剂

量含药血清组细胞G1期比例均明

显高于空白血清组（P<0.05），高
剂量含药血清组与空白血清组细

胞G1期比较无统计学差异；低、

中剂量含药血清组细胞G2+S期比

例均低于空白血清组（P<0.05），
高剂量含药血清组细胞G2+S期比

例略高于空白血清组，但差异没

有统计学意义（P>0.05）。见表2。

在对细胞凋亡的影响方面，食管

癌Eca-109细胞的总凋亡率与通

膈汤含药血清剂量呈正相关，随

剂量的增加而增加，见图1。

3.3  通膈汤含药血清对Eca-109
细胞黏附能力的影响  实验结果

显示，不同浓度含药血清在各时间

点能不同程度降低细胞黏附能力，

其中20%、10%、5%通膈汤含药

血清在培养90min时可显著降低

细胞黏附能力，5%通膈汤含药血

清在培养120min时可显著降低细

胞黏附能力，与空白血清组比较

有显著性差异（P<0.01）。见图2。

3.4  通膈汤含药血清对Eca-109
细胞侵袭能力的影响  实验结

果显示，不同浓度通膈汤含药血

清能不同程度降低细胞侵袭能力

（P<0.05，P<0.001），尤 其 以5%、

20%通膈汤含药血清效果最显

著。见图3。

4 讨论

中医认为食管癌的病机总属痰瘀阻滞、津亏气

损，而以痰气瘀阻多见[5]。基于这一认识，霍介格教

授拟定了具有化痰行瘀、生津益气作用中药复方“通

膈汤”。方中北沙参、川贝母滋阴润燥化痰，丹参、郁

金化瘀散结，茯苓健脾化痰，急性子破血软坚、消积。

表1  通膈汤含药血清作用不同时间对Eca-109细胞的增殖抑制率     %

组别 血清含量 12h 24h 48h 72h

空白血清组

20% 28.88±3.63 30.80±0.97 28.14±1.71 51.15±2.09

10% 14.71±2.59 12.41±2.41 7.49±1.56 44.36±1.38

5% 13.78±1.40 7.52±2.14 5.17±1.08 11.62±1.65

2.5% -2.44±1.77 -5.62±2.52 1.44±1.08 0.59±0.55

通膈汤低剂量
含药血清组

20% 28.43±0.75 55.50±1.29* 45.13±3.22* 48.03±1.66

10% 10.88±1.00 18.26±1.69* 16.15±2.63* 41.24±1.56

5% -5.81±1.46 12.58±3.50 2.03±0.44 37.23±0.24

2.5% -8.37±1.9 1.18±4.52 -2.21±0.92 7.79±1.39

1.25% -10.41±2.76 -1.15±2.52 -2.25±0.93 -1.97±1.21

通膈汤中剂量
含药血清组

20% 39.39±1.20 59.34±2.52* 48.88±0.77* 50.05±1.78

10% 12.44±3.06 20.76±1.44* 16.59±0.21* 45.36±1.30

5% 0.96±0.83 10.44±1.00 0.15±0.60 39.45±1.50

2.5% -2.41±1.77 1.38±3.76 -0.53±1.73 11.46±0.59

1.25% -9.90±2.84 1.58±1.55 -4.62±1.79 -1.49±1.05

通膈汤高剂量
含药血清组

20% 41.68±1.30* 64.83±0.90* 55.95±0.50* 58.27±1.52

10% 10.99±3.05 16.95±4.54* 18.64±2.05* 52.67±1.47*

5% -7.87±4.55 8.54±2.47 1.33±0.46 50.57±0.54

2.5% -11.39±2.98 -2.13±1.63 -2.67±1.33 11.59±1.10

1.25% -7.09±3.59 -3.78±1.13 -2.39±1.56 1.34±1.54

  注：*与同比例作用同样时间空白血清组比较，P<0.05。

表 2  各组Eca-109细胞各期细胞比例

细胞周期 正常组 空白血清组 通膈汤低剂量含药血清组 通膈汤中剂量含药血清组 通膈汤高剂量含药血清组

G1（%） 62.66±0.96 56.56±0.69 63.71±1.18* 61.71±1.16* 55.85±0.63

S（%） 19.69±0.36 27.42±0.59 23.31±0.31 23.91±0.33 27.54±0.80*

G2/M（%） 18.18±0.92 15.83±0.30 12.65±0.95 14.71±0.61 16.44±0.59

    注：*与空白血清组比较，P<0.05。

图1  各组Eca-109细胞凋亡情况

A：流式细胞术检测 20%含药血清对Eca-109细胞凋亡的影响；B：作用48h后，

通膈汤低、中、高剂量含药血清组细胞凋亡比例。###与正常组比较，P<0.001；***

与空白血清组比较，P<0.001。
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本研究结果表明，通膈汤含

药血清对食管癌细胞的增殖有较

好的抑制作用。20%和10%各剂

量通膈汤含药血清对Eca-109的

增殖有明显抑制作用，该作用随

时间延长而增强。而5%、2.5%和

1.25%含药血清对Eca-109的增殖

抑制作用不明显，甚至是促进，可

能原因是中药复方含药血清不同

浓度对食管癌细胞的增殖抑制作

用有差异，且复方内不同成分在不

同时间相互影响，拟进一步研究。

细胞凋亡在肿瘤发生和发展

中有重要意义，且化疗、放疗和生

物治疗主要通过诱导细胞凋亡来

治疗肿瘤[6]。本研究结果发现食

管癌Eca-109细胞的总凋亡率与

通膈汤含药血清剂量呈正相关，

随剂量的增加而增加。在对细胞

周期影响方面，本研究结果表明

通膈汤含药血清可能通过调控周

期而影响细胞的增殖和凋亡。然

而，通膈汤高剂量含药血清组细

胞G1和G2+S期比例与空白血清

组比较无统计学差异（P>0.05），

没有像对细胞凋亡影响那样表现出随剂量增加而增

加的效应，考虑原因可能为中药复方含药血清不同

浓度对食管癌细胞的复杂影响和复方中不同组分在

体内代谢时间差异有关，具体原因有待进一步研究。

侵袭和转移是恶性肿瘤的特性，主要受肿瘤转

移基因与肿瘤转移抑制基因、肿瘤血管生成、细胞

外基质降解、细胞黏附、肿瘤微环境等因素影响[7]。

Transwell小室是当前测定肿瘤细胞体外侵袭能力较

为理想的实验模型[8]，实验中我们采用Transwell小室

侵袭模型体外观察通膈汤含药血清对Eca-109细胞

侵袭、转移的影响，结果表明5%、20%通膈汤含药血

清能够明显抑制食管癌Eca-109细胞侵袭转移运动

能力，其可能的作用机制拟进一步研究。
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图2  通膈汤临床等效量含药血清对细胞黏附能力的影响

注：**与同浓度空白血清组比较，P<0.01。

图3  不同浓度通膈汤中剂量含药血清对细胞侵袭能力的影响

A ：显微镜下观察各组细胞（×100）；B ：计数各组入侵细胞数目，与空白血

清组比较，*P<0.05，***P<0.001。


