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［摘　要］　目的　观察豆根管食通口服液对食管癌模型大鼠细胞凋亡及免疫逃逸的影响，从分子生物学角度分析其作用机

制。 方法　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机选择１５只为空白组，其余大鼠均腹部皮下注射甲基戊基亚硝胺５ｍｇ／ｋｇ建立食管癌模型大

鼠，将造模成功的７５只大鼠随机分为模型组、高剂量组、中剂量组、低剂量组、替加氟组各１５只，低、中、高剂量组分别按５ｇ／

ｋｇ、１０ｇ／ｋｇ、１５ｇ／ｋｇ给予豆根管食通口服液，空白组、模型组给等予容积生理盐水，替加氟组给予替加氟片２０ｍｇ／ｋｇ，各组均于

造模成功２４ｈ后灌胃给药，每日１次，连续４周。末次给药２４ｈ后取瘤检测，原位末端标记法检测细胞凋亡，免疫组织化学法

检测Ｆａｓ、ＦａｓＬ蛋白表达。 结果　高、中、低剂量组及替加氟组食管癌细胞的凋亡指数与空白组、模型组比较差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），并且高剂量组明显优于替加氟组、低剂量组（Ｐ＜０．０５）。模型组Ｆａｓ蛋白表达阳性率低于空白组、ＦａｓＬ蛋

白表达高于空白组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；各治疗组Ｆａｓ蛋白表达阳性率均高于模型组（Ｐ＜０．０５），高剂量组Ｆａｓ蛋白表达阳

性率高于替加氟组和低剂量组（Ｐ＜０．０５）；高、中、低剂量组ＦａｓＬ蛋白表达阳性率明显低于模型组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

结论　豆根管食通口服液能促进模型大鼠食管癌细胞凋亡，其作用机制可能与其提高Ｆａｓ表达、降低ＦａｓＬ表达有关，并且存

在一定的量效关系，高剂量的豆根管食通口服液作用优于替加氟片。
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　　食管癌晚期放疗的５年生存率低，单用化疗效
果不佳，且放疗、化疗毒副作用大。豆根管食通口服
液治疗食管癌疗效显著［１－２］，实验研究［３－５］证实其
具有促进食管癌细胞凋亡、调节细胞周期调控因子、
调节癌基因表达等作用，本研究观察了其对食管癌
模型大鼠细胞凋亡及免疫逃逸的影响，并从分子生
物学角度分析其作用机制，现报告如下。

１　材料

１．１　药物与试剂
豆根管食通口服液：由山豆根、（制）天南星、急

性子、黄药子、（姜）半夏、沉香、郁金、三七等制成，每
支１０ｍｌ，含生药１ｇ／ｍｌ，每次１０ｍｌ，每日３次，由河
南中医学院第一临床医学院制剂中心提供，批号：

０２０４２５，实验时以此浓度供低剂量组使用，并以该药
为基础分别浓缩含生药２ｇ／ｍｌ、３ｇ／ｍｌ的药液，供
中、高剂量组用药；替加氟片：上海华联制药有限公
司生产，批号：０１０８０４３；盐酸氯胺酮注射液：上海第
二制药厂生产，批号：０１１００６；兔抗鼠Ｆａｓ抗体（批
号：ＢＡ０４８４）、兔抗鼠ＦａｓＬ抗体（批号：ＢＡ００４９）、细
胞凋亡检测试剂盒（ＰＯＤ，批号：ＭＫ１０２０１）、ＳＡＢＣ
免疫组化染色试剂盒（批号：ＳＡ１０２５）、ＤＡＢ显色试
剂盒（批号：ＡＲ１０２２），均购于武汉博士德生物工程
有限公司；甲基戊基亚硝胺（ＭＡＮＡ），华西医科大
学提供。

１．２　动物
健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠９３只，雌性４７只，雄性４６

只，体重（１２０±１０）ｇ，由郑州大学医学院动物实验中
心提供，动物合格证书：医动字第４１０１１６号。

１．３　主要仪器
主要仪器ＤＴ－３０ＯＡ型电子天平，上海医用激

光仪器厂产品；双目光学显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ产
品；显微照相机，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ产品；上海 ＤＱＰ－
９０１０电脑切片机，上海医用仪器厂生产；透射电子
显微镜（ＣＴＥＭ）Ｈ－７５００，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司；６０　Ｃｏ照
射治疗机，上海医疗设备厂生产。

２　方法

２．１　造模、分组及给药
除空白组１５只大鼠外，其余大鼠均以 ＭＡ－

ＮＡ５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射［６］，每周１次，连续１８周。末
次注射１周后以简单随机法抽取３只处死，经病理
学检查均证实为食管癌，然后采用随机数表法将剩
余７５只大鼠分为豆根管食通口服液低、中、高剂量
组及模型组、替加氟组，每组１５只。低、中、高剂量
组分别按５ｇ／ｋｇ、１０ｇ／ｋｇ、１５ｇ／ｋｇ给予豆根管食通
口服液（相当于临床最大用量的１０、２０、３０倍）；空白
组、模型组给予等容积生理盐水；替加氟组给予替加
氟片２０ｍｇ／ｋｇ。各组均于造模成功２４ｈ后灌胃给
药，临用前将药物以生理盐水配制成适当浓度，

５ｍｌ／ｋｇ，每天１次，连续４周。末次给药２４ｈ后予
盐酸氯胺酮０．１ｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉后脱颈椎处死，
取瘤检测。

２．２　指标检测

２．２．１　原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ法）检测细胞凋
亡情况　①石蜡切片脱蜡；②３％过氧化氢室温处理

１０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤３次；③ＰＢＳ　１∶２０稀释Ｐｒｏ－
ｔｅｉｎａｓｅ　Ｋ　３７℃消化１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；④加标记
缓冲液２０μｌ／片保持切片湿润，每张切片取ＴＤＴ和

ＤＩＧ－ｄＵＴＰ各１μｌ，加入１８μｌ标记缓冲液中混匀，置
湿盒中３７℃标记２ｈ，ＰＢＳ洗３次；⑤加封闭液５μｌ／
片，室温３０ｍｉｎ，去掉封闭液，不洗；⑥封闭液１∶
１０００稀释生物素抗地高辛抗体５０μｌ／片，置湿盒中

３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；⑦ＰＢＳ１∶１００稀释ＳＡＢＣ
加至切片，３７℃反应６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗４次；⑧ＤＡＢ显
色，苏木素轻度复染，封片。显微镜观察。凋亡细胞
核呈棕黄色，在每张切片中央处观察５个视野，每个
视野计数１００个细胞核，计数细胞凋亡的比例均数
为凋亡指数（％）。

２．２．２　免疫组织化学法（ＳＡＢＣ法）检测Ｆａｓ、ＦａｓＬ
蛋白表达　①载玻片在Ｐｏｌｙ－Ｌｙｓｉｎｅ液中浸５ｍｉｎ，
捞片后置烤箱中５０～６０℃３０ｍｉｎ；②脱蜡、水化组
织切片；③３％过氧化氢室温下孵育１０ｍｉｎ，蒸馏水
洗涤３次；④切片进入０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液微
波修复１０ｍｉｎ，反复２次，冷却后ＰＢＳ冲洗２次；⑤
加１滴非免疫动物山羊血清，室温下孵育５ｍｉｎ，甩
去血清；⑥滴加一抗Ｆａｓ（稀释度１∶１００），ＦａｓＬ（稀
释度１∶１００），４℃冰箱过夜，ＰＢＳ冲洗３次；⑦滴加
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通用型ＩｇＧ抗体（Ｆａｂ段）－ＨＰＲ多聚体，室温孵育

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次；⑧甩去ＰＢＳ液，加５０μｌ链亲
和素－过氧化物酶溶液；⑨加２滴新鲜配制的ＤＡＢ
溶液染色，显微镜下观察５～１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，苏
木素复染，中性树胶封固，显微镜观察。判断标准：

Ｆａｓ、ＦａｓＬ阳性反应均为黄到棕黄色颗粒，定位于胞
浆和（或）胞膜，在４００倍视野下，无阳性细胞或阳性
细胞数＜１０％为阴性（－）；阳性细胞数≥１０％为阳
性（＋）；阳性细胞数≥２５％为中度阳性（＋＋）；阳性
细胞数≥５０％为强阳性（＋＋＋）。

２．３　统计学方法
应用ＳＰＳＳ　１５．０统计软件分析，计量资料以均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，用ｔ检验，计数资料采用秩
和检验，方差不齐时进行变量转换。

３　结果
实验各组停药时，大鼠存活数如下：空白组１５

只，模型组１３只，替加氟组１０只，低、中、高剂量组
均１５只。

３．１　各组大鼠细胞凋亡指数比较
表１示，与空白组比较，其余各组大鼠细胞凋亡

指数差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；各治疗组均
能促进食管癌模型大鼠肿瘤细胞凋亡，高、中、低剂
量组及替加氟组与模型组比较差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），高剂量组与替加氟组、低剂量组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明高剂量组疗效优
于替加氟组，且呈一定量效关系。

表１　各组大鼠细胞凋亡指数比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 凋亡指数

空白组 １５　 ６．４０±３．１７
模型组 １３　 ２．４４±１．４５＊

替加氟组 １０　 １０．５８±０．４９＊△

高剂量组 １５　 １５．１２±０．７１＊△▲＃

中剂量组 １５　 １３．４４±０．３０＊△

低剂量组 １５　 １１．０５±０．６５＊△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５；与替

加氟组比较，▲Ｐ＜０．０５；与低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

３．２　各组大鼠Ｆａｓ蛋白表达比较
表２示，模型组Ｆａｓ蛋白表达阳性率低于空白

组（Ｐ＜０．０５），各治疗组Ｆａｓ蛋白表达阳性率均高
于模型组（Ｐ＜０．０５），高剂量组Ｆａｓ蛋白表达阳性
率高于替加氟组和低剂量组（Ｐ＜０．０５），说明食管
癌组织中存在Ｆａｓ蛋白低表达的情况，而替加氟及
豆根管食通口服液各剂量组均能提高食管癌组织中

Ｆａｓ蛋白表达，以高剂量组效果最为明显，呈一定的

量效关系。

表２　各组大鼠Ｆａｓ蛋白表达比较

组别 鼠数 Ｆａｓ（只）
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

阳性数
（只）

阳性率
（％）

空白组 １５　 ８　 ５　 ２　 ０　 ７　 ４６．７
模型组 １３　 １２　 ０　 ０　 １　 １　 ７．７＊

替加氟组 １０　 ５　 ２　 ２　 １　 ５　 ５０．０△

高剂量组 １５　 ６　 ４　 ３　 ２　 ９　 ６０．０△▲＃

中剂量组 １５　 ７　 ４　 ２　 ２　 ８　 ５３．３△

低剂量组 １５　 ８　 ５　 １　 １　 ７　 ４６．７△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５；与替

加氟组比较，▲Ｐ＜０．０５；与低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

３．３　各组大鼠ＦａｓＬ蛋白表达比较
表３示，模型组ＦａｓＬ蛋白表达阳性率明显高

于空白组（Ｐ＜０．０１），高、中、低剂量组ＦａｓＬ蛋白表
达阳性率明显低于模型组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），
说明食管癌组织中存在ＦａｓＬ蛋白高表达的情况，
豆根管食通口服液高、中、低剂量组能降低食管癌组
织中ＦａｓＬ蛋白表达，以高剂量组效果最佳，呈一定
的量效关系。

表３　各组大鼠ＦａｓＬ蛋白表达比较

组别 鼠数 ＦａｓＬ（只）
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

阳性数
（只）

阳性率
（％）

空白组 １５　 １５　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０
模型组 １３　 ３　 ５　 ３　 ２　 １０　 ７６．９＊

替加氟组 １０　 ７　 ２　 １　 ０　 ３　 ３０．０
高剂量组 １５　 １２　 ２　 １　 ０　 ３　 ２０．０△△

中剂量组 １５　 １２　 １　 ２　 ０　 ３　 ２０．０△△

低剂量组 １５　 １１　 ２　 ２　 ０　 ４　 ２６．７△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１

４　讨论
根据“邪郁蕴毒、痰瘀互结”的学术思想，以祛瘀

化痰，攻逐癌毒为基本治法并结合现代药理研究，我
们在临床中总结出了治疗食管癌的经验方豆根管食

通口服液，方中山豆根散结消肿为君，（制）天南星温
化顽痰，急性子软坚消瘀，黄药子解毒散结消瘀，
（姜）半夏化痰散结降逆，沉香行气降逆，郁金活血止
痛共为臣药，三七化瘀理气为佐使。诸药相合，共成
解毒散结、化痰祛瘀之功效。全方以祛邪为主，方简
意赅，用于痰气交阻、瘀血内结或痰瘀互结等证型的
食管癌患者。关于治痰治瘀，必先治气，气顺则痰
消，气畅则瘀祛。肿瘤的形成过程中存在着“Ｆａｓ阴
性选择和ＦａｓＬ阳性选择”过程：Ｆａｓ阳性的肿瘤细
胞容易被活化的淋巴细胞识别并借助ＦａｓＬ与Ｆａｓ
的配接将其清除，即所谓“谋杀（ｍｕｒｄｅｒ）”，肿瘤细
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胞ＦａｓＬ阳性表达亦可能将毗邻的Ｆａｓ阳性瘤细胞
清除，即所谓“兄弟相杀（ｆｒａｔｒｉｃｉｄｅ）”，只有Ｆａｓ阴性
表达或Ｆａｓ分子功能障碍的瘤细胞才能得以继续生
存［７］，此即Ｆａｓ阴性选择；ＦａｓＬ阳性的瘤细胞能够
反杀伤淋巴细胞，使肿瘤成为免疫特赦部位，为肿瘤
发展创造相对稳定适宜的环境，此即ＦａｓＬ阳性选
择。ＦａｓＬ高度表达而Ｆａｓ表达下调或功能缺失的
肿瘤细胞容易获得更多的生存机会，这些细胞因不
易死亡而积累癌变因素，最终成为永生的癌细胞。
本研究结果显示，豆根管食通口服液可明显促进食
管癌细胞的凋亡，且呈一定量效关系；食管癌组织中
存在Ｆａｓ蛋白低表达及ＦａｓＬ蛋白高表达的情况，
豆根管食通口服液能提高食管癌组织中Ｆａｓ蛋白表
达，并降低食管癌组织中ＦａｓＬ蛋白表达，以高剂量
组效果最为明显，呈一定的量效关系。本研究结果
进一步验证了上述学说，同时提示豆根管食通口服
液促进食管癌细胞凋亡的作用机制可能与其提高

Ｆａｓ表达，并降低ＦａｓＬ表达有关；此外，豆根管食通
口服液促进食管癌细胞凋亡及调节Ｆａｓ、ＦａｓＬ表达
的作用存在一定的量效关系，并且高剂量的豆根管
食通口服液此种作用优于替加氟片。
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