益气除痰散结法对Lewis 肺癌小鼠的抗肿瘤作用研究
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摘要：目的：观察益气除痰散结法（主方为金福安汤）对Lewis肺癌小鼠的抑瘤作用及其机制。方法：将复制转移性 Lewis小鼠肺癌模型，随机分为金福安汤高、中、低（21.45，85.80，171.60 g·kg-1）剂量组，环磷酰胺组（CTX，0.02 g·kg-1）和模型组，每组各10 只，观察肿瘤增长体积、瘤体质量、免疫器官指数、肺转移率，并采用免疫组化方法结合计算机图图像析技术，观察小鼠肿瘤组织中的血管内皮生长因子 （VEGF）表达的差异。结果：模型组小鼠平均瘤体质量为（2.44±0.52）g，提示肿瘤接种成功且生长良好；接种Lewis 肺癌瘤株细胞后各组小鼠皮下肿瘤体积随时间增长而变化，其中金福安汤高剂量组、环磷酰胺组的肿瘤体积增长显著低于模型组和金福安汤低剂量组(P<0.01)。与模型组比较，金福安汤高、中剂量组均有抑瘤作用（P＜0.01，P＜0.05），且明显增加胸腺及脾脏指数（P<0.01），对肺转移灶也有抑制作用（P＜0.05，P<0.01）。从HE染色的病理切片中发现，在应用益气除痰散结法的金福安汤治疗后，小鼠肿瘤组织的病理学表现与模型组比较有明显的差异。免疫组化法检测，肿瘤微血管内皮细胞被染成棕黄色，VEGF主要表达肿瘤细胞核和胞浆内，肿瘤细胞亦有少量染色，阳性染色的肿瘤细胞大多位于液化坏死区，浸润的淋巴细胞有表达，血管内皮细胞呈弱阳性染色。但益气除痰散结法的金福安汤高、中、低剂量组VEGF值与模型组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。结论：益气除痰散结法能明显抑制荷瘤小鼠局部肿瘤的生长及肺转移，其抗肺癌作用的机理可能与促进肿瘤细胞凋亡、提高细胞分化程度，增强免疫力有关，但与 VEGF 靶点的意义不大。
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groups，chemotherapy group and model group (10 rats for each group),to observe the tumor growth Abstract： Objective  To observe the clinical effect of  Yiqi Chutan Sanjie on advanced non-small cell lung cancer and discuss its partial mechanism. Methods  The Lewis mice of replicating metastatic lung cancer model were randomly divided into high，medium and low dose volume, tumor weight, immune organ index, lung metastasis rate and the difference of VEGF expression in mouse tumor tissues by immunohistochemical method and computer-assisted image processing analysis. Results  Compared with the model group, the mice number of lung metastases and the tumor number of lung metastases were significantly reduced in the high and middle dose groups (P <0.05),however there were no significantly difference compared with chemotherapy group (P> 0.05). The microscopic analysis showed that the tumor microvascular endothelial cells were stained brown and the expression of VEGF was mainly in the nucleus and cytoplasm of the tumor cells,wtih tumor cells a small amount of staining, positive staining of tumor cells were mostly located in the liquefaction necrosis zone, infiltration of lymphocytes expressed , each group of vascular endothelial cells was weak positive stained. (P<0.05). There was no significant difference between the TCM groups and model group (P>0.05). Conclusion  Yiqi Chutan Sanjie therapy could significantly inhibit the growth of local tumor and spontaneous lung metastasis in tumor - bearing mice. The mechanism of anti-lung cancer might be related to the promotion of tumor cell apoptosis, improve the degree of cell differentiation, enhance immunity, and VEGF target was of little significance.
Key words：non-small cell lung cancer； reinforcing Qi to remove phlegm and disperse stasis；traditional  Chinese medicine therapy；experimental study
肺癌是一种恶性程度较高、治疗后容易复发易转移的恶性肿瘤,陈万青等［1-2］通过分析国家癌症中心1988-2005年10个肿瘤登记处的连续数据发现肺癌的发病率呈逐年上升趋势，其发病率和死亡率均居我国恶性肿瘤的首位。因此，肺癌的防治形势严峻。由于肿瘤发现时多处于中晚期，错过最佳手术时机，且肿瘤细胞对化疗药物耐药性的增加、放化疗对机体毒副作用大等问题，在一定程度上限制了现代抗肿瘤手段的应用。近10多年来，分子靶向药物风靡全球，疗效显著提高[3]，但其适合的病理类型、耐药性[4]、价格昂贵等因素限制了这类药物的使用，总体来说治疗效果尚不能令人十分满意。中医药在肺癌综合治疗中显示出独特的优势，占有越来越重要的地位。2015年6月-2016年3月我们对运用益气除痰散结法（主方为金福安汤）治疗中晚期非小细胞肺癌进行了相关研究，现将结果报道如下。
1  材料与方法

1.1动物  50 只SPF级C57BL/6J 小鼠，雌雄各半，体质量 18～22g（由广东省医学实验动物中心提供，合格证号：0079057），适应性喂养6w。实验在广州中医药大学实验动物中心SPF级动物房中进行。
1.2细胞株  Lewis 肺癌瘤株（由广州中医药大学中医肿瘤研究所提供）。
1.3药物  益气除痰散结法（主方由金福安汤组成，组成：生南星（先煎）15g、生半夏（先煎）15g、生苡仁30g、太子参30g、浙贝母15g、守宫6g、山慈菇10g、苇茎30g、丹参15g、桃仁10g）由广州中医药大学新药开发研究中心制备，所有药物均购自广州中医药大学第一附属医院且符合《中华人民共和国药典》（2010版）相关项目下标准，按照传统煎煮法过滤药液并制成1g·mL-1，4℃保存备用。注射用环磷酰胺(CTX，200mg/支)，江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：06052021。药物给药剂量按照人与动物体表面积与计量换算法计算。
1.4 主要试剂和仪器  试剂用二步法免疫组化试剂盒，鼠抗人VEGF单克隆抗体，购自DAKO Envision公司。RECCHEST-JUNG石蜡切片机，德国MOD.Un 40；TS-12F脱水机，广东省医用电子仪器厂；WS-216-79恒温箱，沈阳理化仪器厂；MP-2000精密天平，上海精科仪器厂。ZMN-7803全自动组织包埋机、ZMN-6802漂烘处理仪、OLympas显微镜、HPIAS-1000型高清晰度彩色病理图像报告分析系统等。 

1.5动物分组及给药  Lewis 肺癌瘤株细胞复苏后，经三代细胞传代培养后，接种于小鼠腋窝皮下，培养 8 d后，选择精神状态良好、瘤体生长良好的小鼠， 于无菌条件下处死小鼠后取出肿瘤组织，置于细胞均浆器中，按 1：3 加生理盐水制成瘤细胞混悬液，接种于 C57BL/6J 小鼠右前肢腋窝皮下，每只 0.2mL（约 1×107细胞浓度），全程严格无菌操作，40min内完成。接种瘤株细胞后，肿瘤体积生长平均值达到100mm3时分组给药，将小鼠称质量、编号，随机分为 5 组（每组 10 只）：模型组（以生理盐水灌胃，0.4ml·d-1，d1-14），环磷酰胺组（CTX稀释成为0.2mg·mL·-1，以 1g·kg-1灌胃），金福安汤低（JFL）、中（JFM）、高（JFH）剂量组（分别为21.45，85.80，171.60 g·kg-1），灌胃 0.4ml·d-1。各组d1至d14每日给药，并以正常饲料及水饲养。

1.6观察指标

1.6.1  肿瘤体积增长曲线  在用药后第6、9、12、15天用游标卡尺测量肿瘤大小，测量其长径(A)和垂直横径(B)，按公式V=0.5xAxB2计算肿瘤体积，描绘肿瘤体积增长曲线。

1.6.2  抑瘤率测定  停药24h后，活体称质量并颈椎脱臼处死（以4%水和氯荃麻醉动物），先用镊子镊住小鼠右腋肿瘤生长部分皮肤后，然后用手术剪开皮肤，暴露肿瘤，用手术剪钝性在无菌操作下完全剥取瘤块，解剖观察肿瘤直径大小，并用天平称定质量，计算肿瘤生长抑制率（实验中死亡的小鼠也同样计算）。抑瘤率（%）=（1-给药组平均瘤体质量/模型组平均瘤体质量）×100%。

1.6.3  脾脏及胸腺指数  取小鼠脾脏、胸腺，电子天平称量并记录其湿质量，计算脾脏指数及胸腺指数。脾脏指数=[脾脏湿质量（mg）/小鼠体质量（g）]×10；胸腺指数=[胸腺湿质量（mg）/小鼠体质量（g）]×10。
1.6.4  计数肺部转移灶数目  小鼠处死后，将整个肺取下，在双盲条件下，计数肺转移瘤灶的数目。肺脏Bouin氏液固定24h后，肺组织呈黄色，瘤转移灶呈白色表面隆起，肉眼可见瘤灶大小及数目。按公式计算肺转移抑制率：肺转移抑制率=模型组平均肺转移瘤灶数目-治疗组平均肺转移瘤灶数目／模型组平均肺转移瘤灶数目×100％。

1.6.5  肿瘤组织血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）测定  取部分肿瘤组织，用10％中性甲醛固定，石蜡包埋，4um连续切片，切片经常规脱蜡、水化。去除内源性过氧化物酶，微波修复抗原，以1：20兔血清封闭10min，加1：50稀释的兔抗人VEGF单克隆抗体。依次滴加1：200的生物素化鼠抗兔IgG及1：400的LSAB(标记的链霉亲和素-生物素法)复合液，DAB（二氨基联苯胺法）染色、苏木精-伊红染色法（HE）轻度复染、脱水、透明、封片。免疫组化结果观察以细胞浆或细胞膜呈棕黄色为VEGF染色阳性。每次实验均设PBS空白对照和正常血清取代一抗的阴性对照，观察瘤细胞VEGF蛋白的表达，蛋白表达定量结果采用HPIAS-1000型高清晰度彩色病理图像报告分析系统在高倍镜下(400×)计算阳性细胞阳性面积的百分比(％)，每张切片随机选取5个视野，求平均值。摄影放大倍数均为200倍。

1.7 统计学处理方法  将所得的结果输入计算机，建立数据库，进行数据管理，应用 SPSS13.0 统计软件进行分析：计量资料，两组间比较采用ｔ检验，治疗前后比较采用配对ｔ检验，多组间比较采用方差分析；等级资料用秩和检验，多组均数比较采用 ANOVA（方差分析），P<0.01为差异有显著统计学意义，P<0.05为差异有统计学意义。 
2  结果 

2.1 各组肿瘤体积变化比较  见图1。结果显示接种Lewis 肺癌瘤株细胞后各组小鼠皮下肿瘤体积随时间变化的情况。方差分析表明，金福安汤高剂量组、环磷酰胺组的肿瘤体积增长显著低于模型组和金福安汤低剂量组(P<0.01)，但金福安汤高剂量组与环磷酰胺组比较差异无统计学意义 (P>0.05
）。
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注：与模型组及金福安低剂量组比较，◆P<0.01，*P<0.01,■P<0.05。
    图1  各组 Lewis 肺癌小鼠皮下肿瘤体积增长曲线 

    Figure 1   growth 
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2.2 各组瘤体质量及抑瘤率的比较  见表1。结果表明，与模型组比较，金福安汤高、中、低剂量组均有抑瘤作用（P＜0.01，P＜0.05），且抑瘤效应与剂量相关，随着药物剂量的增大，瘤体质量逐渐减轻，抑瘤率逐渐增高。模型组小鼠平均瘤体质量为（2.44±0.52）g，提示肿瘤接种成功且生长良好。
表1  各组Lewis 肺癌小鼠的瘤体质量及抑瘤率比较(
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Table 1  compare of weight and anti-tumor rate in different groups

	组别
	剂量/(g·kg-1)
	瘤体质量/g
	抑瘤率/%

	模型组
	-
	2.44±0.52
	-

	环磷酰胺组
	0.02
	1.31±0.34
	46.31△

	金福安汤高剂量组
	21.45
	1.42±0.43
	41.80△

	金福安汤中剂量组
	85.8
	1.56±0.52
	36.07*

	金福安汤低剂量组
	171.60
	2.06±0.56
	15.57*


注：与模型组比较，*P＜0.05，△P＜0.01。
2.3 各组小鼠免疫器官指数的比较  从表2可见，与模型组比较，金福安汤高、中剂量组能明显增加模型组小鼠胸腺指数、脾脏指数（P<0.01），而环磷酰胺组能显著降低胸腺指数、脾指数脏（P<0.01）；与环磷酰胺组比较，金福安汤高、中、低剂量组均能增加胸腺指数、脾脏指数，差异有统计学意义（P<0.05）。
表2 各组Lewis 肺癌小鼠免疫器官指数的比较(
[image: image3.wmf]s

x

±

，n=10)
Table 2 compare of index of immune 
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	组别
	剂量/(g·kg-1)
	脾脏指数
	胸腺指数

	模型组
	-
	9.31±1.42
	1.15±0.07

	环磷酰胺组
	0.02
	8.13±0.77▲
	0.69±0.91▲

	金福安汤高剂量组
	21.45
	10.05±1.33▲*
	1.28±0.91▲*

	金福安汤中剂量组
	85.8
	9.88±2.09▲*
	1.46±0.13▲*

	金福安汤低剂量组
	171.60
	8.98±1.37*
	1.02±0.46*


注：与模型组比较，▲P＜0.01；与环磷酰胺组比较，*P＜0.05。
2.4 各组小鼠肺转移及肺转移灶的比较  见表3。与模型组比较，金福安汤高、中、低剂量组对肺转移灶均有抑制作用（P＜0.05，P<0.01），但高剂量组抗转移效果更显著。
表3 各组Lewis 肺癌小鼠肺转移情况
Table 3 pulmonary metastasis in in different groups
	组别
	剂量/(g·kg-1)
	肺转移小鼠数/只
	肺转移灶数/个
	肺转移发生率/%
	转移灶抑制率/%

	模型组
	-
	8
	13.0±4.62
	80
	
-


	环磷酰胺组
	0.02
	4
	5.2±0.52
	40
	60.00▲▲

	金福安汤高剂量组
	21.45
	5
	6.0±0.96
	50
	53.85▲▲

	金福安汤中剂量组
	85.8
	5
	7.0±0.30
	50
	46.15▲

	金福安汤低剂量组
	171.60
	8
	8.8±3.68
	80
	32.30▲


注：▲与模型组比较，▲P＜0.05，▲▲P＜0.01。
2.5 皮下移植瘤镜下病理组织学观察  见图2。模型组:移植瘤组织为低分化癌，肿瘤细胞大小，形状各异，胞浆略嗜酸性，瘤细胞核的大小、形状不一，细胞核体积增大明显，核染色深，核分裂象可见，出现较多病理性核分裂象，肿瘤细胞排列紊乱，呈弥漫性或不规则腺管样结构，并见广泛浸润生长，间质内淋巴细胞少见(见图1-A？) (见图1-A) ； 。环磷酰胺组见大片坏死，间质中见较多淋巴细胞浸润，核分裂相较多(见图1- B)。金福安汤高、中剂量组癌细胞间可见到癌细胞排列较规整，异型性不明显，病理性核分裂较少，癌巢内坏死面积较模型组增大，间质可见较多的淋巴细胞等炎细胞浸润 (见图1-D、E)。
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A.模型组                            B.环磷酰胺组
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      C. 金福安汤低剂量组                   D. 金福安汤中剂量组
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      E. 金福安汤高剂量组 
图2 皮下移植瘤组织病理观察（HE染色，×400）
Figure 2  HE staining of transplant tumor tissue under the skin
2.6 各组肿瘤组织 VEGF 表达的比较  图3分析表明，肿瘤微血管内皮细胞被染成棕黄色，VEGF主要表达肿瘤细胞核和胞浆内，肿瘤细胞亦有少量染色，阳性染色的肿瘤细胞大多位于液化坏死区，浸润的淋巴细胞有表达，血管内皮细胞呈弱阳性染色。但金福安汤高、中、低剂量组VEGF值与模型组比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表4。
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       A.模型组                          B.环磷酰胺组 
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C.金福安汤低剂量组                  D. 金福安汤中剂量组 
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 E. 金福安汤高剂量组
图3 各组肿瘤组织VEGF 表达（免疫组化法，×200）

Figure 3  VEGF Expression in different groups of tumor tissue
表4 各组肿瘤组织 VEGF 表达的比较(
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x

±

，n=10)
Table 4  compare of VEGF on tumour in different groups
	组别
	剂量/(g·kg-1)
	VEGF（%）

	模型组
	-
	7.50±1.22

	环磷酰胺组
	0.02
	8.07±0.34

	金福安汤高剂量组
	21.45
	7.36±0.63

	金福安汤中剂量组
	85.8
	6.52±0.72

	金福安汤低剂量组
	171.60
	7.18±0.65


3  讨论    

    中医学认为肺癌是一种全身属虚，局部属实的疾病，是机体气血阴阳等物质匮乏的基础上，或因禀赋、或因六淫、或因饮食、或因邪毒，导致脏腑经络的功能失调，肺失宣降，气机不利，血行淤滞，津液不布，生成淤血痰浊等病理产物，通过邪正斗争的矛盾运动，邪胜正衰而成[5]。

肺癌发病过程可以用 “痰、瘀、虚”三个字高度概括，并始终贯穿着整个过程。“虚”是发病基础，《医宗必读》谓:“积之成也，正气不足，而后邪气踞之。”  经观察[6]，肺癌患者的 NK 细胞活性下降， 外周 T 细胞亚群 CD4下降，CD4/CD8 下降，淋巴细胞转化率下降，晚期远处转移患者尤为明显，说明肺癌患者机体细胞免疫功能下降，致全身免疫功能障碍，抗癌能力下降，也说明肺癌的正虚与免疫功能下降是一致的。申维玺等[7]研究表明，在肺癌确诊后、手术治疗前的病人中伴有虚证的发生率为40.3%,这说明虚证与肺癌有非常密切的关系。“痰、瘀”毒结是肺癌主要病理表现，李佩文[8] 认为，近年肺癌的发生率不断增加是由于环境污染日益严重，各种有毒物质进入体内，邪毒蕴肺导致肺的气机升降失常，血行凝滞，毒与气血胶结日久发为肺积。正如《丹溪心法》曰：“凡人身上中下有肿块者多是痰。”亦有论述临床和实验研究也证实，肺癌患者普遍存在着“低免疫、高血凝”状态，其血液流变和微循环的改变，主要是血液中Fib (纤维蛋白原)含量明显增多，血浆黏度增大，血液黏滞性增高，微循环血液流速缓慢，红细胞聚集明显[9]。
益气除痰散结法的金福安汤是全国名老中医、广州中医药大学终身教授邓铁涛教授治疗肺癌的经验方，是其遵循“痰、瘀、虚”之病机，结合自己丰富的临床经验所创立。该方健脾益气以扶正，化痰祛瘀以抗邪，酌情选用具有活血化瘀、散结抗癌作用的中药，最终达到邪去正安的目的。本研究通过转移性 Lewis小鼠肺癌模型，观察了金福安汤能明显抑制荷瘤小鼠局部肿瘤的生长及自发性肺转移，其中高剂量组抑瘤率达41.80%，甚至接近于环磷酰胺组（46.31%）。益气除痰散结法抗肿瘤作用机理可能与促进肿瘤细胞凋亡、提高细胞分化程度，增强免疫力有关。VEGF 又 称 血 管 渗 透 性 因 子，是 一 种 分 子 量 为34 ～ 45 kD的分泌性糖蛋白，其主要有促进血管生成，增加血管通透性，促进单核细胞及成骨细胞迁移等作用[10]，但本研究表明金福安汤无法降低VEGF表达，主要考虑金福安汤是复方制剂，作用是整体性和协同性，实验浓度下有效成分对肺癌单一靶点作用有限，因此实验结果与 VEGF 靶点的关系不大。
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再修改意见：
1. 重点：核对摘要中、方法中的剂量（g·kg-1）与表中（mg·kg-1）准确的剂量单位。
2．在1.5项中：接种24h，肿瘤体积就可以增长至100~300mm3？或者描述为：接种瘤株细胞后，待肿瘤体积生长至平均值达到100mm3时
3．在1.5项中的给药方法：各组是1-14天每天给药吗？尤其环磷酰胺组是每天给药并核对剂量？
4．
在2.5项中：“肿形细胞排列紊乱，呈弥漫性或不规则腺管样结构，并见广泛浸润生长，间质内淋巴细胞少见”，请核对：是描述模型组的吗？

5．讨论中能否简单补充与VEGF靶点关系不大的原因吗？
6．核对：参考文献[9]国际呼杂的全称？
请再次认真通读全文，尤其关注批注与红色标记，查漏补缺。
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