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鳖甲煎丸对肝癌皮下转移瘤小鼠
肿瘤新生血管及微环境的影响
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［摘要］ 目的 研究鳖甲煎丸对肿瘤新生血管结构及功能、肿瘤微环境的影响。 方法 建立 Hepa1-6 小鼠
肝癌皮下转移瘤模型，将造模成功小鼠随机分为鳖甲煎丸组、贝伐单抗组和对照组，每组 15 只。鳖甲煎丸
组按 6 g / ( kg·d) 予鳖甲煎丸混悬液灌胃，贝伐单抗组腹腔注射贝伐珠单抗注射液 5 mg / ( kg·d) ，对照组腹
腔注射等量生理盐水，各组连续干预 14 天。14 天后剥取肿瘤组织，免疫组织化学染色法检测肿瘤组织微血
管密度计数、周细胞覆盖率和血管基底膜面积，Evans blue法检测血管通透性，免疫荧光检测肿瘤组织的乏
氧区域面积。 结果 与对照组比较，贝伐单抗组和鳖甲丸组微血管密度计数、Evans blue 染料含量及乏氧
区域面积均降低，周细胞覆盖及基底膜面积均升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。鳖甲煎丸组 Evans blue 染料含
量及乏氧区域面积较贝伐单抗组高 ( P ＜ 0. 01) 。贝伐单抗组和鳖甲丸组微血管密度计数、周细胞覆盖及基
底膜面积差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。 结论 鳖甲煎丸对 Hepa1-6 小鼠肝癌皮下转移瘤具有促使血管
结构和功能正常化作用，能够改善肿瘤组织的乏氧状态。
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鳖甲煎丸出自东 《金匮要略》，具有寒热并
用、攻补兼施、益气活血、活血化瘀、解毒散结之
功。临床中鳖甲煎丸主要用于治疗肝炎、肝硬化等
慢性肝脏疾病［1］，此外，在治疗肝癌、胃癌等肿
瘤方面也有一定疗效［2 － 6］。我们的前期体外实验发
现，鳖甲煎丸对新生血管具有抑制作用，且这种抑
制作用呈现浓度依赖关系［7 － 8］。为了进一步揭示
鳖甲煎丸抗癌机制，我们观察了鳖甲煎丸对肿瘤新
生血管结构、功能以及肿瘤微环境的影响，现报告
如下。

1 材料与方法

1. 1 实验动物及细胞株
SPF 级雌性 C57 /BL /6J 小鼠 45 只，5 ～ 6 周

龄，体重 ( 18 ± 2 ) g，购自成都达硕实验动物有
限公司，实验动物许可证号: SCXK ( 川 ) 2014-
028。小鼠肝癌 Hepa1-6 细胞株，购自中国科学院
上海生命科学院细胞资源中心。
1. 2 药物

鳖甲煎丸，武汉中联药业集团股份有限公司，

批号: Z42020772，50 g /瓶，称取 12 g 加入 10 ml
生理盐水，制备成浓度为 0. 6 g /ml 的混悬液，置
于 4℃冰箱备用; 贝伐珠单抗注射液，上海罗氏制
药有限公司，100 mg /4 ml，批号: S20100023。
1. 3 主要试剂及仪器

PRMI-1640 培养基 ( Hyclone 公司，批号:
SH30809 ) ; Pimonidazole 试剂盒 ( Hypoxyprobe 公
司，批号: HP1-100Kit ) ; 大鼠抗小鼠 CD31 单克
隆抗体 ( Santa Cruz 公司，批号: sc1506) ; 兔抗小
鼠肌动蛋白 α ( α-SMA) 多克隆抗体 ( Abcam 公
司，批号: ab7547) ; 兔抗小鼠抗Ⅳ型胶原多克隆
抗体 ( 批号: BD-X20222 ) 、山羊抗小鼠 IgG 抗体
( 批号: F030605-CLS) ，武汉博士德生物工程有限
公司; 驴抗小鼠 Alexa Flour-555 二抗 ( Invitrogen
公司，批号: CA11001s New ) ; 山羊抗小鼠 Alexa
Fluor -488 二 抗 ( Jackson 公 司，批 号: xy-
33106ES60) ; Evans blue 储备液 ( Sigma 公司，批
号: SJ009C7151468) 。

倒置显微镜 ( Olympus 公司，型号: IX50 ) ;
正置荧光显微镜 ( 型号: Eclipse CI ) 、成像系统
( 型号: DS-U3) ，日本尼康公司; 酶标分析仪 ( 北
京普朗新技术有限公司，型号: hr801) ; 病理切片
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机 ( 上海徕卡仪器有限公司，型号: RM2016) 。
1. 4 Hepa1-6 小鼠肝癌皮下移植瘤模型

根据参考文献 ［9 － 10］，取对数生长期的
Hepa1-6细胞，反复洗涤、离心制成细胞悬液，并调
整细胞密度约为 2 × 107 /ml。按 0. 1ml /鼠 ( 2 × 106

个细胞) 的量分别接种至 C57 /BL /6J 小鼠左侧腋
窝皮下。接种后定期观察小鼠肿瘤生长情况，以游
标卡尺测量肿瘤的最长径 ( A，mm) ，并测量与最
长径垂直的最短径 ( B，mm) ，根据公式估算肿瘤
体积，肿瘤体积 ( TV) = AB2 /2。
1. 5 实验分组及干预方法

造模 14 天时，待肿瘤体积约 100 ～ 200 mm3，
采用随机数字表法将荷瘤小鼠分为鳖甲煎丸组、贝
伐单抗组、对照组，每组 15 只。鳖甲煎丸组按
6 g / ( kg·d) 予鳖甲煎丸混悬液灌胃，贝伐单抗组
腹腔注射贝伐珠单抗注射液 5 mg / ( kg·d) ，对照
组腹腔注射等量生理盐水，各组连续干预 14 天。
1. 6 观察指标及方法

各组分别选取 5 只直接颈椎脱臼处死剥取肿瘤
组织; 另外 5 只于干预第 14 天参照文献 ［11］，采
用 Evans blue法检测肿瘤血管的通透性; 剩余 5 只
小鼠给予尾静脉注射 Pimonidazole 稀释液 60mg /kg，
20 min后处死小鼠剥取肿瘤组织，用 4%多聚甲醛
固定备用。
1. 6. 1 免疫组织化学染色观测肿瘤血管结构 将
CD31、Ⅳ型胶原、α-SAM分别作为血管内皮细胞、
基底膜、周细胞标志物。将上述 4%多聚甲醛中过
夜的肿瘤组织切成薄片，20μg /ml 蛋白酶 K 消化，
正常山羊血清封闭; 加一抗: 大鼠抗小鼠 CD31 单
克隆抗体 ( 1 ∶ 500) 、兔抗小鼠抗Ⅳ型胶原多克隆
抗体 ( 1 ∶ 2000 ) 、兔抗小鼠 α-SAM 多克隆抗体
( 1 ∶ 400) ，4℃孵育过夜; 分别滴加生物素化的二
抗 ( 1 ∶ 100 ) 50μl，37℃ 30 min; DAB 显色后用
苏木素轻度复染 40s，乙醇脱水并封片。显微镜下
读片: 1 ) 微血管密度计数 ( MDC ) ，被 CD31 抗
体染成棕黄色的内皮细胞或内皮细胞簇，同时根据
管腔大小区分新老血管内皮细胞，然后以内皮细胞
面积占总面积的百分比计算。在 100 倍光镜下扫查
整个切片，寻找血管高密度区，再在高倍镜 ( 400
倍) 下采集 4 个相应血管高密度区视野照片，每
个高倍镜视野的面积为 150μm × 100μm。后用
Image-Pro Plus 6. 0 图像分析软件计算每高倍视野中
的微血管像素面积，以该面积占总面积的百分比代
表各组肿瘤微血管密度计数; 2) 肿瘤血管周细胞
覆盖率、基底膜面积计算: 按上述同样的方法在

400 倍光镜下选择 α-SMA及Ⅳ型胶原高表达的 5 个
高倍视野，采用上述同样的方法，计算周细胞及Ⅳ
胶原蛋白在每个视野中的像素面积，并计算平均值。
1. 6. 2 Evans blue 法检测血管通透性 取 2%
Evans blue 储备液分别配置成浓度为 1. 0、2. 0、
4. 0、6. 0、8. 0、10. 0、16. 0μg /ml 的工作液，以
酶标分析仪于 630 nm 波长处测各浓度的 OD 值，
以浓度为横坐标，OD 值为纵坐标绘制标准曲线，
并计算回归方程，y = 0. 015x + 0. 026，R2 = 0. 997。
小鼠尾静脉注射 100μl 2% Evans blue 储备液，循
环 20 min。采用 4 mg /100 g 戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉小鼠，待小鼠进入麻醉状态后，于左心室插管，
右心房引流，用 15ml 生理盐水缓慢灌洗，充分清
洗残留在循环系统中的 Evans blue染料，直至引流
液变清后剥取肿瘤组织，分成大小大致相等的小
块，加入 1. 5 ml 甲酰胺，萃取 72 h。萃取液
2000 r /min离心 5 min 后，取其上清液，以酶标分
析仪于 630 nm 波长处检测各组标本的 OD 值，每
个标本测 3 次，OD 值取其平均值。参考所得方
程，计算各组标本组织内 Evans blue的含量。
1. 6. 3 免疫荧光检测肿瘤组织的乏氧状态 尾静
脉注射 Pimonidazole 稀释液 60 mg /kg，20 min 后处
死小鼠剥取肿瘤组织。石蜡包埋，切成厚 4μm 切
片，常规方法脱蜡脱水，按操作说明进行免疫组织
化学染色，PBS漂洗，FITC 标记的 Pimonidazole 单
克隆抗体 4℃孵育过夜，PBS 漂洗后加二抗，置室
温 30 min，PBS 漂洗后 DAB 显色，苏木精衬染。
荧光显微镜下观察片并采图，判断标准为肿瘤细胞
浆中出现棕黄色颗粒为乏氧细胞，用 Image-Pro
Plus 6. 0 图像分析软件分析肿瘤组织乏氧区域面积。
1. 7 统计学方法

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学分析，数据用
均数 ±标准差表示，多组间比较当方差齐时采用单
因素方差分析，方差不齐时采用秩和检验。检验水
准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组小鼠肿瘤血管内 MDC、周细胞覆盖率、
基底膜面积比较

以抗 CD31 的单克隆抗体标记肿瘤血管内皮细
胞，免疫组织化学染色显示，对照组细胞数量多，
可见较多染成棕黄色的内皮细胞或内皮细胞簇，血
管结构清晰、内皮细胞着色较深; 鳖甲煎丸组和贝
伐单抗组细胞数量较对照组减少，且血管结构模
糊、内皮细胞着色变浅。通过血管周细胞抗体
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α-SMA多克隆抗体标记血管周细胞，免疫组织化学
染色可见鳖甲煎丸组和贝伐单抗组较多被染成深褐
色的周细胞均匀覆盖于血管内皮细胞周围，且贝伐
单抗组周细胞覆盖最为普遍，而对照组内皮细胞周
围则缺乏周细胞覆盖。通过抗Ⅳ型胶原多克隆抗体
标记基底膜，在免疫组织化学染色中可见染成棕褐
色的圈状Ⅳ型胶原蛋白，从形态学观察发现对照组
基底膜较厚，形态分布不均一; 而鳖甲煎丸组和贝
伐单抗组基底膜则厚薄较为均匀，形态分布更均
一，与内皮细胞的连接更紧密。表 1 示，与对照组
比较，贝伐单抗组和鳖甲丸组 MDC 均降低，周细
胞覆盖及基底膜面积均升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ，但鳖甲煎丸组与贝伐单抗组比较差异无统
计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 各组小鼠肿瘤血管内 MDC、周细胞覆盖率、
基底膜面积比较 ( %，珋x ± s)

组别 鼠数 MDC 周细胞覆盖率 基底膜面积

对照组 5 19. 49 ± 1. 64 25. 98 ± 3. 73 25. 98 ± 3. 73
贝伐单抗组 5 11. 28 ± 1. 57＊＊ 93. 57 ± 8. 29＊＊ 93. 57 ± 8. 29＊＊

鳖甲煎丸组 5 14. 16 ± 1. 25* 83. 16 ± 5. 85＊＊ 83. 16 ± 5. 85＊＊

注: MDC，微血管密度计数; 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，*
＊P ＜ 0. 01

2. 2 各组小鼠肿瘤组织 Evans blue 染料含量、乏
氧区域面积比较

表 2 示，与对照组比较，鳖甲煎丸组和贝伐单
抗组肿瘤组织内 Evans blue染料含量及乏氧区域面
积降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。鳖甲煎丸组 Evans blue 染料
含量及乏氧区域面积较贝伐单抗组高 ( P ＜ 0. 01) 。

表 2 各组小鼠肿瘤组织 Evans blue染料含量、
乏氧区域面积比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
Evans blue染料含量

( μg)
乏氧区域面积

( % )

对照组 5 37. 120 ± 0. 309 29. 40 ± 12. 36
贝伐单抗组 5 18. 386 ± 0. 204* 12. 60 ± 3. 01*

鳖甲煎丸组 5 25. 660 ± 1. 315＊△ 19. 51 ± 8. 87＊△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 01;与贝伐单抗组比较，△P ＜ 0. 01

3 讨论

鳖甲煎丸原方包括鳖甲、乌扇、黄芩、柴胡、
鼠妇、干姜等 23 味中药，用治疟病日久而成的
“疟母癥瘕”病症，具有益气养血、软坚散结、活
血化瘀等作用。随着现代医学对该方研究的不断加
深，其临床应用范围不断扩大且疗效卓著。孙海涛
等［12］研究表明，鳖甲煎丸能够下调肝癌细胞中血
管内皮生长因子 ( VEGF) 的表达水平，从而达到
抑制肿瘤生长目的。黄鸿娜等［13］研究则进一步表

明，鳖甲煎丸可通过抑制环氧化酶 2 ( COX-2 ) 、
VEGF蛋白的表达，改善肝癌细胞微环境，抑制肝
脏微血管生成的病理进程，抑制肿瘤的生长。

促血管新生因子及血管新生抑制因子共同调节
控制血管新生，在肿瘤生长过程中，促血管新生因
子占主导，血管趋向于不断新生，使血管结构和功
能异常，使血管迂曲膨大，成囊状扩张，分支无序
杂乱; 血管壁渗漏，通透性增强，组织间质液压升
高，有效血流灌注减少，肿瘤组织内乏氧，导致肿
瘤微环境异常，肿瘤对放疗及化疗的敏感性降低，
化疗及靶向治疗等药物在肿瘤组织内的输送减少，
药物的疗效减弱［14］。那么，只要能干预血管新生
环节，诱导血管新生正常化，则可改善肿瘤微环
境，提高放疗及化疗疗效。

内皮细胞是血管的重要结构，其附着于血管内
膜面; 周细胞覆盖在血管内皮细胞的基膜外，是血
管成熟的标志; 基底膜可保持血管形态、防治血管
渗漏，亦是血管结构的重要成分之一，其主要成分
为Ⅳ型胶原蛋白［15 － 16］。上述结构共同维持血管功
能，然而在肿瘤血管中，由于周细胞覆盖减少、基
底膜与内皮细胞连接松散等结构缺陷，肿瘤血管壁
往往有许多缝隙，即肿瘤血管壁是渗漏的，其通透
性增强［14］。本实验通过免疫组织化学方法研究鳖
甲煎丸对肿瘤血管结构的影响，发现其可减少内皮
细胞增生、增加周细胞的覆盖率，使血管内皮与基
底膜之间的联系更紧密。同时肿瘤组织中 Evans
blue染料含量亦明显降低，说明鳖甲煎丸可降低血
管的通透性。组织乏氧是肿瘤微环境的重要标志之
一［17 － 18］，本实验研究表明，鳖甲煎丸能够减少肿
瘤组织的乏氧区域面积，进而改善肿瘤微环境。分
析原因可能是血管结构修复后，肿瘤血管趋于正
常，使肿瘤组织中的有效血流灌注增多，向组织内
部携带更多的氧，氧弥散到肿瘤内部，从而使肿瘤
组织的乏氧状态减轻，改善肿瘤微环境。虽然切入
点不同，但这与黄晶晶等［19］的研究结果一致。

综上所述，鳖甲煎丸可使肿瘤血管正常化，减
少肿瘤乏氧面积，降低血管通透性，从而改善肿瘤
微环境，可能是其抑制肿瘤生长的作用机理之一。
下一步我们将进行鳖甲煎丸联合化疗药物共同干
预，进一步研究鳖甲煎丸增效减毒及其对肿瘤的抑
制作用。
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Effect of Biejiajian Pills ( 鳖甲煎丸) on Tumor Angiogenesis and Microenvironment in Subcutaneous Metastatic
Tumor of Liver Cancer in Mice
TIE Minghui1，2，ZHANG Ying1，WANG Ke1

( 1． West China Hospital，Sichuan University，Chengdu，610041; 2． Kunming Municipal Hospital of Chinese Medicine)
ABSTRACT Objective To explore the effects of Biejiajian Pills ( 鳖甲煎丸，BP) on structure and function of
tumor angiogenesis and tumor microenvironment． Methods Hepa1 － 6 mice model of subcutaneous tumor of liver
cancer was established，and then the mice with successful models were randomized into a BP group，a bevacizumab
group and a control group，with 15 mice in each group． The BP group was treated with BP suspension［p． o．，6 g /
( kg·d) ］，the bevacizumab group was given bevacizumab injection ［i． p．，5 mg / ( kg·d) ］，while the control
group was given the same amount of normal saline． All groups were treated for 14 days． The tumor tissue was stripped
14 days later． The tumor microvessel density，the pericyte coverage and the basal membrane area were detected by
immunohistochemical staining． The vascular permeability was detected by Evans blue． The hypoxic area was detected
by immunofluorescence． Results Compared with those in the control group，the microvessel density，the content of
Evans blue dye and the hypoxia area decreased，while the pericyte coverage and the basement membrane area in-
creased in the bevacizumab group and the BP group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The Evans blue dye content and the
hypoxic area in the BP group were higher than those in the bevacizumab group ( P ＜ 0. 01) ． There was no significant
difference in the microvessel density，the pericyte coverage and the basement membrane area between the bevacizum-
ab group and the BP group ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion BP seems to have the function of normalizing the structure
and the function of blood vessel in subcutaneous metastasis of Hepal － 6 liver cancer in mice，which can improve the
hypoxia state of tumor tissue．
Keywords liver cancer; metastasis; Biejiajian Pills ( 鳖甲煎丸) ; microvessel density; tumor microenvironment
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