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摘要:目的 阐明玉屏风散通过抑制胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)和信号转导因子(STAT3)的活化,调控肝癌微环境的

免疫状态抑制微血管的形成从而发挥抗肝癌效应的机制。方法 采用 Hepa16原位肝癌小鼠模型,灌胃给予玉屏风散药液

(20、30、40g/kg),给药2周 后 处 死 小 鼠。剥 离 瘤 体 称 质 量 并 计 算 抑 瘤 率;ELISA法 检 测 肿 瘤 组 织 和 癌 旁 组 织 上 清 液 中

VEGF、TSLP、TSLPR的表达水平;免疫组化法检测微血管密度 MVD的表达情况;Westernblot法检测STAT3和pSTAT3
的蛋白表达情况。结果 与模型组比较,不同浓度的玉屏风散(20、30、40g/kg)可明显抑制肿瘤的生长(P<0.05~0.01),且

呈剂量依赖,抑瘤率分别为26.37%、35.89%和56.01%;玉屏风散组肿瘤组织和癌旁组织的 MVD和VEGF水平明显降低(P
<0.05~0.01);不同浓度的玉屏风散可降低 TSLP/TSLPR和pSTAT3/STAT3的表达,并且呈剂量依赖性(P<0.05~
0.01)。结论 玉屏风散可通过抑制TSLP表达,进而减弱TSLPSTAT3信号通路的激活,抑制肝癌微环境中血管的形成,发

挥抗肝癌作用,该研究为延长肝癌患者生存和开发理想治疗药物靶点的新策略提供了实验依据。
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  肝细胞肝癌(HCC)是富血供肿瘤之一,其发生

发展及预后与血管生成密切相关,抑制肿瘤微血管

的形成是防治肝癌发生发展的一个重要治疗策

略[1]。然而,单独的抗血管生成疗法不足以提高临

床治疗中患者的存活率,并且耐药性的发生在 HCC
临床反应中是一种常见现象[2]。肝癌微环境中的细
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胞分 泌 大 量 细 胞 因 子 如 血 管 内 皮 生 长 因 子

(VEGF),促进新血管生成;而肝癌血管分布畸形又

会影响免疫细胞的功能,促进肝癌炎症和微环境的

形成[3]。肝癌炎症微环境中的抑制性免疫细胞能够

进一步通过信号转导因子诱导肿瘤新血管的生成,
促进肝癌的免疫逃逸。研究表明,改善肿瘤免疫抑

制微环境对抑制肿瘤微血管形成具有重要作用,因
此抗血管生成药物通常与免疫增强剂或化学治疗剂

联合使用,可以预防HCC的发生和发展[4]。
玉屏风散是中医扶正固表的名方,出自宋代《究

原方》,由黄芪、白术、防风3味药材组方而成,其中

君药黄芪和臣药白术以扶正为主,而佐使药防风则

以祛邪为主,正是“扶正固本,标本兼治”的巧妙结

合。玉屏风散已被证明具有广泛的免疫调节作用,
可预防细菌和病毒感染;在癌症治疗中,玉屏风散治

疗对原发性肝癌患者的抗肿瘤免疫反应有增强作

用[5]。最近的许多研究报道,玉屏风散可以增强免

疫功能,抑制肿瘤的生长和转移[6]。课题组前期的

研究发现,肝癌荷瘤小鼠肿瘤和癌旁组织中均有

TSLP表 达,玉 屏 风 散 可 明 显 降 低 肿 瘤 组 织 中

TSLP的表达水平。因此,本实验研究玉屏风散对

TSLPSTAT3信号通路与肝癌微血管的形成的关

系,阐明玉屏风散抑制肝癌微血管形成的确切作用

和关键靶点,为其防治肝癌提供实验和理论基础。

1 材料

1.1 药物与试剂

玉屏风散由黄芪、白术、防风组成。黄芪、白术

购自于苏州市春晖堂药业有限公司,批号:100601;
防风购自苏州市天灵中药饮片有限公司,批号:

1011152。DMEM 培 养 液(GIBCO 公 司,批 号:

1320158);巴比妥钠(SigmaAldrich公司,Merck
KGaA);胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限

公司,批号:100511);胰蛋白酶(闪晶生物公司,批
号:2594141);二甲亚砜(AMRESCO 公司,批号:

0231);四甲基偶氮唑盐(AMRESCO 公司,批号:

0462B32)。单克隆抗兔CD34一抗(Abcam 公司,
批号:ab81289);山羊抗兔免疫球蛋白二抗(Abcam
公司,批号:ab205718);兔特异性 HRP辣根过氧化

酶(SangonBiotech公司,批号:D110117);VEGF
ELISA试剂盒(ThermoFisherScientific公司,批
号:110518007);TSLP ELISA 试 剂 盒 (Thermo
FisherScientific公司,批号:117921642);STAT3
抗体(CellSignalingTechnology公司,批号:9959),

pSTAT3抗体(CellSignalingTechnology公司,批
号:9914)。

1.2 细胞株

小鼠肝癌细胞株 Hepa16从上海中科院细胞

生物所购买,批号:SCSP512。

1.3 实验动物

SPF级近交C57BL/6纯系雄性小鼠40只,体
质量18~22g,购自苏州爱尔麦特科技有限公司实

验动物中心。动物许可证号:SCXK(苏)20180006,
用于制备HCC小鼠模型。

1.4 实验仪器

微量移液器,美国eppendorf公司;LeicaDMIL
倒置显微镜,德国徕卡仪器有限公司;贺利氏二氧化

碳培养箱,美国科峻仪器公司;Z320K低温高速离

心机,德国HERMLE公司;电子天平(千分之一),
瑞士梅特勒托利多公司;SHZ22水浴恒温振荡器,
上海离心机械研究所;普通天平,美国双杰有限公

司;超低温冰箱,日本SANYO公司。

2 方法

2.1 玉屏风散的制备

按黄芪∶白术∶防风为3∶1∶1的比例,加入

3倍蒸馏水,浸泡0.5h,另外加入5倍水,回流提取

1.5h,过滤,收集滤液。向药物残余物中再加入6倍

水,并回流提取1h,将2次滤液合并。浓缩,在-20
℃冷冻过夜,冻干成粉末备用。

2.2 移植性肝癌荷瘤小鼠的造模和给药

将C57BL/6J小鼠适应性饲养3d后,随机选出

8只正常小鼠作为对照组,剩余32只造模。根据之

前的研究建立小鼠 HCC的原位移植模型。在小鼠

腹部麻醉后,取仰卧位并将四肢固定在实验板上。
用10%硫化钠除去体毛。用碘酒消毒后,逐层打开

腹部,将小鼠腹腔暴露,轻轻按压小鼠胸部,肝脏挑

出腹部并选择最靠近体表的肝脏来种植肿瘤。用斜

针制备Hepa16细胞悬液。将针尖与水平面约20°
均匀 地 进 入 肝 脏 约 1cm,缓 慢 注 射 细 胞 悬 液

0.1mL,约2×105个 Hepa16细胞。慢慢取出针

头,轻轻按压无菌棉签一段时间,然后轻轻将肝脏送

回到腹腔并逐层闭合腹部。在模型制作后第10天

检测造模有无成功,用高频超声观察肝脏接种部位

有无异常回声区。采用分层随机分组,将携带肿瘤

的小鼠根据其体质量随机分配到8个亚组。每个亚

组包含4只相同的小鼠,然后从每个亚组中随机选

择1只小鼠分配到实验组,包括模型组(给予生理盐
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水喂养)和YPFS低、中、高3种剂量(分别合生药量

20、30、40g/kg)。每个实验组包含8只小鼠。在分

组当天开始给药。模型组每天给予生理盐水1次,

YPFS组每天给予1次药物。最后1次给药后,将
小鼠禁食12h,然后通过腹膜内注射50mg/kg戊巴

比妥钠麻醉,并通过CO2暴露处死麻醉的小鼠。称

质量并收集肿瘤组织。肿瘤抑制率=(模型组的平

均肿瘤质量-实验组的平均肿瘤质量)/模型组的平

均肿瘤质量×100%。

2.3 抑瘤率的测定

解剖小鼠,称质量并收集肿瘤组织。肿瘤抑制

率(%)=(模型组的平均肿瘤质量-实验组的平均

肿瘤质量)/模型组的平均肿瘤质量×100%。

2.4 免疫组织化学测定和分析

将石蜡包埋的肝肿瘤组织切成4μm,25℃下在

4%福尔马林中固定24h,脱蜡,在二甲苯中洗涤3
次,100%乙醇洗涤2次,95%乙醇洗涤2次,然后

ddH2O洗涤2次。为了提取抗原,将载玻片放入

10mmol/L柠檬酸钠缓冲液中,保持沸点10min,然
后冷却30min。孵化后用3%过氧化氢10min以阻

断内 源 性 过 氧 化 物 酶,用 ddH2O 洗 涤2次,用

150μL封闭溶液(1%w/vBSA,TBS)在25℃下封

闭2h,并用纯化的单克隆抗兔CD34一抗(稀释,1
∶250)在4℃孵育过夜。随后,将生物素化的山羊

抗兔免疫球蛋白二抗(稀释,1∶2000);在25℃温

育1h。接着用特异性HRP辣根过氧化酶在25℃
孵育15min。然后将切片用苏木精在25℃下复染

1~2min,用乙醇和二甲苯脱水。使用 Olympus
DP72软件和ImageProPlus6.0分析软件定量免

疫组织化学结果。在随机区域中选择10个不同的

区域进行计算。如上所述测定微血管密度(MVD)。
在100×显微镜下鉴定并检查具有最高血管化程度

的区域,并且在200×显微镜下计算10个血管化区

域中的每一个区域。将10个区域的平均值记录为

载玻片的 MVD水平。将结果作为治疗组的百分比

进行比较。所有切片均由2名双盲病理学家独立分

析,并在结果不一致时再次确认。

2.5 ELISA法测定肝癌组织和癌旁组织匀浆上清

液中TSLP/TSLPR和VEGF的表达情况

将模型组和玉屏风散处理的肝癌小鼠的肝癌组

织和癌旁组织用 RIPA 缓冲液(10mmol/LTris
HClpH7.5,120mmol/LNaCl,1%NP40,1%脱

氧胆酸 钠 和0.1%SDS)进 行 匀 浆,在4℃下 以

2000×g离心5min后,取上清液(100μL)进行分

析。根据VEGFELISA试剂盒测定组织匀浆中的

VEGF水平。根据 TSLP/TSLPRELISA 试剂盒

测定组织匀浆中的TSLP/TSLPR浓度。使用软件

作图画出标准曲线,根据样品计算出相应的含量。

2.6 Westernblot分析

肝癌和癌旁组织标本用RIPA缓冲液处理,然
后将等量的蛋白质(50μg)上样到10%SDSPAGE
上并转移到聚偏二氟乙烯膜上。用在5℃下缓冲

2h的5%脱脂奶粉封闭膜,并与针对STAT3兔

mAb的一抗孵育(稀释,1∶1000),pSTAT3抗体

(稀释度,1∶1000)。在4℃过夜。洗涤膜并与辣

根过氧化物酶结合的二抗在25℃温育2h。将膜用

Tris20的Tris缓冲盐水洗涤4次,并通过荧光可

见成像系统BIORAD成像系统(BIORAD,Her-
cules,CA,USA)检测。使用ImageProPlus4.5软

件(4.5,MediaCybernetics,Inc.,Bethesda,MD,

USA)通过光密度测定法测试每个条带的强度。将

定量标准化为GAPDH表达的可比较值。

2.7 统计学处理

所有实验重复至少3次,结果以x±s表示。
方差分析后进行Dunnett多重比较后测试(Graph-
PadPrism5Software,SanDiego,CA,USA)评估

不同治疗组之间的差异。P<0.05表示差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 玉屏风散抑制 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肿瘤的

生长

与模型组比较,不同剂量的玉屏风散(20、30、

40g/kg)可明显抑制肿瘤的生长(P<0.05~0.01),
且肿瘤质量的下降趋势具有明显的剂量依赖性;玉
屏风 散 组 (20、30、40g/kg)的 抑 瘤 率 分 别 为

26.37%、35.89%和56.01%。切除后肿瘤呈椭圆

形,表面光滑,边界清晰,毛细血管网丰富,玉屏风散

组(20、30、40g/kg)小鼠的肿瘤质量呈下降趋势。
结果表明玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠的肿

瘤生长具有明显地抑制作用。见图1。

3.2 玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝癌组织

和癌旁组织血管形成的影响

与模型组相比,玉屏风散组肿瘤组织和癌旁组

织中的 MVD显著降低(P<0.05~0.01),玉屏风散

组肿瘤组织和癌旁组织中的 VEGF以剂量依赖性

方式显著降低(P<0.05~0.01)。结果表明玉屏风
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散在体内抑制HCC的血管生成。见图2。

A.不同剂量玉屏风散对 Hepa16肝癌小鼠瘤质量的影响;B.不同

剂量玉屏风散对 Hepa16肝癌小鼠的抑瘤率;C.模型组和玉屏风

散组中 解 剖 出 来 的 肿 瘤 组 织 的 情 况。与 模 型 组 比 较,*P<

0.05,**P<0.01。

图1 玉屏风散抑制 Hepa16肝癌小鼠肿瘤的生长

A.不同浓度玉屏风散(20、30、40g/kg)对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝

癌组织的影响,尖头指示阳性结果(免疫组化,×200);B.Hepa16肝

癌荷瘤小鼠肝癌组织中 VEGF的表达水平;C.不同浓度玉屏风散

(20、30、40g/kg)对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠癌旁组织的影响,尖头指

示阳性结果(免疫组化,×200);D.ELISA法检测 Hepa16肝癌荷瘤

小鼠癌旁组织中 VEGF的表达水平。与模型组相比,*P<0.05,
**P<0.01。

图2 玉屏风散对 HCC血管生成的影响

3.3 玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝癌组织

和癌旁组织中TSLP/TSLPR表达的影响

与模型组相比,玉屏风散组的TSLP和TSLPR
的表达明显降低并且呈剂量依赖性(P<0.05~
0.01)。用同样的方法检测了癌旁组织中TSLP和

TSLPR的表达,得到了与肿瘤组中相似的结果(P
<0.01)。见图3。

3.4 玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝癌组织

和癌旁组织中STAT3和pSTAT3蛋白表达的影

响

在肝癌组织中,与模型组相比,玉屏风散组的

STAT3和pSTAT3蛋白表达呈剂量依赖性显著

降低(P<0.05~0.01);在癌旁组织中也发现了类似

的结果(P<0.05~0.01)。结果显示玉屏风散抑制

HCC的血管生成与STAT3的磷酸化相关,并且提

示玉屏风散可通过TSLP调节STAT3的磷酸化而

发挥其对肝癌血管生成的抑制作用。见图4。
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A.玉屏风散对肝癌小鼠肿瘤组织中TSLP表达的影响;B.玉屏风

散对肝癌小鼠肿瘤组织中TSLPR表达的影响;C.玉屏风散对肝

癌小鼠癌旁组织中TSLP表达的影响;D.玉屏风散对肝癌小鼠肿

癌旁 瘤 组 织 中 TSLPR 表 达 的 影 响。与 模 型 组 比 较,*P <

0.05,**P<0.01。

图3 玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝癌组织和癌旁

组织中TSLP/TSLPR表达的影响

A.玉屏风散对肝癌小鼠肿瘤组织中STAT3和pSTAT3蛋白表达

的影响;B.玉屏风散对肝癌小鼠癌旁组织中STAT3和pSTAT3蛋

白表达的影响。与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

图4 玉屏风散对 Hepa16肝癌荷瘤小鼠肝癌组织和

癌旁组织中STAT3和pSTAT3蛋白表达的影响

4 讨论

玉屏风散是中医扶正固表的名方,现代药理学

研究表明,玉屏风散可通过提高吞噬细胞的功能和

促进细胞因子的分泌,从而增强机体的免疫功能,达
到抑制肿瘤生长的作用。玉屏风散作为免疫调节中

药广泛用于治疗免疫系统疾病。研究表明,玉屏风

散可以抑制IFNγ和IL4的分泌,并影响T细胞

的总数,通过降低Th1和Th2细胞因子水平来介导

免疫缺陷疾病。与Th2细胞极化相关的慢性炎症

可以刺激癌症进展[7]。前期研究表明,玉屏风散通

过改善肝癌微环境的免疫抑制状态,对 Hepa16移

植的肝癌小鼠具有一定的抗肿瘤作用。本研究发现

玉屏风散可以抑制 Hepa16荷瘤小鼠肿瘤组织和

癌旁组织中的 MVD和VEGF表达,进一步的实验

表 明,玉 屏 风 散 可 以 降 低 TSLP/TSLPR 和

STAT3/pSTAT3的表达,结果表明玉屏风散通过

TSLP/STAT3信号传导途径发挥抗血管生成作用

从而抑制肿瘤生长。
血管生成是侵袭性肿瘤生长和转移的必要条

件,也是控制肿瘤进展的重要环节。异常血管生成,
特别是实体瘤,在肿瘤生长和转移中起关键作用。
增殖性肿瘤细胞分泌大量促血管生成因子,激活肿

瘤血 管 生 成,为 肿 瘤 细 胞 提 供 氧 气 和 营 养[8]。

VEGF是血管生成的决定性因子,促进内皮细胞增

殖,迁移和管腔形成;阻断VEGF导致血管降解,最
终抑制肿瘤生长和转移。许多中草药成分对VEGF
诱导的血管生成具有抑制作用[9]。本研究发现,

VEGF在肿瘤组织和癌旁组织中的表达都有明显的

增高,但是通过玉屏风散的治疗会显著降低。MVD
为肿瘤微血管密度,代表肿瘤组织诱导血管生成的

能力,CD34被认为是肝微血管的敏感和明确的标

志物。在该研究中,CD34在微血管中的表达被用

作标记物以检测组织中 MVD的表达。结果表明,
玉屏风散处理后肿瘤组织和癌旁组织中 MVD明显

降低,呈剂量依赖性。表明玉屏风散可降低肝癌肿

瘤中VEGF的水平和血管生成。

TSLP是一种类IL7炎性细胞因子,通常与诱

导Th2型过敏反应有关,并且与多种癌症的发生发

展相关,如乳腺癌和黑色素瘤等。基于Th2炎症反

应和癌症之间的相互作用,最近的一项研究表明,

Th2分化的CD4+T细胞通过 TSLP促进肿瘤进

展[10]。研究表明,TSLP在癌细胞中发挥重要作

用,TSLP的失活几乎完全消除了癌症进展和肺转

移。TSLP主要通过CD4+T细胞上的 TSLPR传

递信号,以促进Th2免疫反应异常,并产生免疫抑

制因子,如IL10和IL13[11]。TSLP在促进VEGF
生长和血管生成方面也具有重要作用,研究表明

TSLP可通过影响血管生成促进宫颈癌的发生发

展。TSLP主要通过JAK/STAT信号通路调节靶

基因表达,包括STAT3,STAT5和STAT1信号转

导因子[12]。通过STAT3的信号传导增加了参与癌

细胞增殖、存活、迁移、侵袭和血管生成等基因的表

达。STAT3转录因子诱导 MMP2,MMP9和上

皮间充质转换相关基因在促进癌细胞侵袭和转移中

的表达。在Tyr705磷酸化后发生STAT3激活,导
致二聚化和从细胞质向细胞核的转运[13]。STAT3
的持续激活,除肿瘤细胞增殖、分化及转移外,还促
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进相关免疫抑制因子的表达,从而引起肿瘤微环境

的免疫抑制[14]。STAT3的激活在血管形成过程中

同样发挥重要作用,阻断STAT3的活性可以抑制

肿瘤血管内皮细胞的迁移和微血管生成。该研究表

明STAT3是 VEGF基因的直接转录激活因子。

STAT3的 持 续 激 活 可 诱 导 肿 瘤 细 胞 大 量 分 泌

VEGF,然后与内皮细胞表面受体结合,诱导内皮细

胞增殖和活化,从而促进肿瘤血管生成和侵袭转移;

STAT3的阴性突变体对STAT3活化的体内抑制

可显著抑制VEGF表达和血管生成,从而限制肿瘤

生长和转移。Surramaniam等[15]还发现STAT3对

VEGF表达的调节在 HCC血管内皮细胞的增殖、
迁移和微血管生成中起关键作用,并提示STAT3
和VEGF之间存在“恶性循环”机制。研究表明,

VEGF的下调表达与STAT3的表达一致,这表明

STAT3在血管生成中起重要作用。但是,需要进行

进一步的研究以确定当前研究中的结果。玉屏风散

通过降低TSLP/STAT3的表达来抑制血管生成,
这与肿瘤微环境的免疫抑制的改善一致。故推测,
玉屏风散诱导的TSLP减少可能至少部分地有助于

抑制STAT3的表达。
本 研 究 中,玉 屏 风 散 给 药 浓 度 为 20、30、

40g/kg,是依据临床常用剂量折算成小鼠剂量后,
结合药理学相关研究文献,进行了适当放大。其中

玉屏风散20g/kg组相当于人体剂量折算的3.8倍;

30g/kg组相当于人体剂量折算的5.7倍;40g/kg
组相当于人体剂量折算的7.5倍。本研究证实该3
个剂量的 YPFS可抑制 Hepa16肝癌荷瘤小鼠的

血管生成和肿瘤生长,可能与 TSLP/STAT3信号

传导途径的减弱有关。本研究为玉屏风散在治疗

HCC中的应用提供了证据,也为在中医药理论指导

下,结合现代药理研究成果,对中药复方研究提供基

础。
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