
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.10 MAY.2011

消痰散结方对人胃癌 MNK-45 荷瘤鼠机体 HK-Ⅱ表达的影响
魏 振 1 魏品康 2△ 巨大维 2 张慈安 2 周 伟 2

(第二军医大学长征医院中医科 上海 200003)

摘要 目的：观察消痰散结方对人胃癌 MNK-45 荷瘤鼠糖酵解相关蛋白己糖激酶 -Ⅱ（HK-Ⅱ）表达的影响，探讨该方抗肿瘤机理。
方法：30 只小鼠随机分为生理盐水组、消痰散结方组和希罗达组，每组 10 只。建立人胃癌 MNK-45 皮下移植瘤模型。灌胃治疗六

周后，称取各组瘤质量，计算抑瘤率和瘤体积。酶联免疫吸附测定法检测荷瘤鼠血清中 HK-Ⅱ的水平；免疫组化方法检测瘤组织

中 HK-Ⅱ蛋白的表达；结果：消痰散结方可明显抑制裸鼠人胃癌 MNK-45 皮下移植瘤生长，下调荷瘤鼠血清及瘤组织中 HK-Ⅱ表

达水平。结论：降低荷瘤鼠血清和组织中 HK-Ⅱ的表达，抑制荷瘤鼠机体糖代谢过程可能是该方抗肿瘤作用的机制之一。
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ABSTRACT Objective: To explore the antitumor effect of eliminating phlegm recipe on MNK-45 human gastric tumor-bearing

mice. Methods: Thirty Kunming mice were randomly divided into normal saline (NS) group, Xiaotan Sanjie Recipe group and Xeloda
group, ten for ench.Tumor-bearing models were established by injecting human gastric cancer MKN-45 injected into the subcutaneous
site of BALB/c/-nu/nu mice. The mice were administered with medicine for six weeks. Weight of tumor xenografts were measured.
tumor inhibiton rate and tumor volume were calculated. The expression of HK-Ⅱ was tested by enzyme-linked immunosorbent assay
and immunohistochemistry. Results: Xiaotan sanjie Recipe group significantly inhibits the growth of the transplanted tumor and decrease
The expression of HK-Ⅱin blood and tumor tissue. Conclusion: Xiaotan sanjie Recipe Could decrease the expression of HK-Ⅱin blood
and tumor tissue,It may be one of the mechanisms of its in inhibiting the tumor growth.

Key words: Xiaotan Sanjie Recipe; Tumor; Glycometabolism; Mice
Chinese Library Classification(CLC): R735.2, R285.5 Document code: A
Article ID:1673-6273（2011）10-1841-03

作者简介：魏振（1983-），硕士研究生，主要从事中西医结合消化道

肿瘤临床工作，电话 13585542901，E-mail：weizhen622@126.com

△通信作者：魏品康，E-mail：czzyk@smmu.edu.en

（收稿日期：2011-02-05 接受日期：2011-02-28）

前言

糖酵解增强是恶性肿瘤细胞的显著特征，是细胞恶性发

展的能量基础[1]。造成肿瘤细胞糖酵解增强的主要原因与肿瘤

细胞糖酵解酶同工酶组成的改变和糖酵解酶表达的上调有关[2]。
通过抑制这些酶的表达，从而抑制糖酵解的进行，就有可能抑

制肿瘤的能量供应，起到“饿死”肿瘤细胞，抑制肿瘤生长的作

用。己糖激酶 -Ⅱ(HK-Ⅱ)是糖酵解途径中的关键酶，在肿瘤细

胞的糖酵解过程中起重要作用。本实验通过观察消痰散结方对

裸鼠人胃癌 MNK-45 皮下移植瘤生长及对 HK-Ⅱ表达的影响，

进一步探讨该方抗肿瘤作用机理。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 动物与瘤株 BALB/c-nu/nu 裸小鼠，由中国科学院上海

实验动物中心提供，生产许可证号：SCXK（沪）2009-0019，动物

使用合格证号：SYXK(沪) 2009-0082，♂，6-8 周龄，体重（20±
2.0）g，在 SPF 级条件下分笼饲养。瘤株：MNK-45 人胃腺癌细

胞株，购自中国科学院上海实验动物中心。
1.1.2 药物与试剂 药物：消痰散结方由制南星、制半夏、全蝎、
蜈蚣、茯苓、甘草等组成。原生药购自上海市雷允上药材公司，

产地明确，并经第二军医大学药学院生药教研室鉴定，由长征

医院药材科制剂室制备，含生药约 5.30g／ml，药物存放在 4℃
冰箱中备用；卡培他滨片（希罗达）：规格 500g/ 片，美国罗氏公

司；试剂：FAP 抗体购于美国 Santa Cruz 公司，EnVision 试剂

(HRP/Rabbit)即用型购于丹麦 Dako。
1.1.3 仪器 切片机：德国 Lico 公司产品 RM2145；IMS 细胞图

象分析系统，医学图象分析软件,上海申腾信息技术有限公司；

摄象机：PANASONIC，型号：MV-CP410 ；显微镜：OLYMPUS，

型号：BH2；数码相机：NI KON 仪器，型号：4500；离心机：型号

D-37520，德国 Kendro 实验仪器公司；天平：型号 AL104，

METTTLER TOLED 公司。超低温冰箱：型号 MDF-U32V，日本

SANYO 公司

1.2 方法

1.2.1 瘤源制备 收集在对数生长期的 MNK-45 细胞，调整细胞

浓度为 1×107/ml，取 0.1ml 接种于裸鼠右前腋部皮下。当皮下移

植瘤生长至直径大约 1cm 时，处死裸鼠，选取生长良好、成鱼
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2.4 消痰散结方对荷瘤鼠血清中 HK-Ⅱ表达的影响

HK-Ⅱ在生理盐水组中表达较高，与生理盐水组比较，消

痰散结方组显著的降低荷瘤鼠血清中 HK-Ⅱ的表达(P＜0.01)，
希罗达组可以非常显著降低血清中 HK-Ⅱ的表达(P＜0.01)，消

肉状的瘤组织剪切成直径约 1mm ×1mm ×1mm 瘤块，浸泡于

生理盐水中备用。然后用胸膜活检针传代至另一只裸鼠右前腋

部皮下。如此反复传代，以第 6 代皮下移植瘤瘤块为瘤源。
1.2.2 建立裸鼠皮下移植瘤模型 以第 6 代皮下移植瘤瘤块为

瘤源，将其剪切成直径约 1mm×1mm×1mm 瘤块，用胸膜活检

针接种到裸鼠右前腋部皮下。
1.2.3 实验分组及给药 接种次日，按随机数字表将小鼠随机分

成 3 组：生理盐水组(NS)；消痰散结方组(XTSJFR)；希罗达组

(Xeloda)，每组各 10 只。消痰散结方组给予消痰散结方煎剂

0.4ml/只 /d；希罗达组给予希罗达混悬液 0.4ml/ 只 /d (267mg/kg)，
连用两周停一周[3]；生理盐水组给予 NS 0.4ml/ 只 /d。除希罗达

组外以上各组连用 6 周。
1.2.4 标本采取 用药干预六周后，摘取眼球取血，离心分取血

清，置于干冰中保存备用，然后拉颈处死小鼠，剥去瘤组织，用

生理盐水冲洗后，一部分放入用 10%的福尔马林溶液中保存固

定，一部分放入液氮灌中冻存备用。
1.3 指标检测

1.3.1 称取瘤重，计算抑瘤率、瘤体积 完整剥去瘤组织，称瘤

重，计算抑瘤率和瘤体积。抑瘤率 =（生理盐水组平均瘤质量－
处理组平均瘤质量）/ 生理盐水组平均瘤质量×100%；瘤体积

=1/2×肿瘤横径 2×肿瘤长径[4]。
1.3.2 双抗夹心 ELASE 法检测血清中己糖激酶 -Ⅱ (HK-Ⅱ)的
表达 摘眼球取血，室温血液自然凝固 10-20 分钟，离心 20 分

钟左右（2000-3000 转 / 分）。检测样本：于待测样品孔中先加样

品稀释液 40μl，然后再加待测样品 10μl；用封板膜封板后置

37℃温育 30 分钟；将浓缩洗涤液用蒸馏水稀释后备用；小心揭

掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置 30 秒后弃

去，如此重复 5 次，拍干；每孔加入酶标试剂 50μl，空白孔除外；

再次温育，洗涤；每孔先加入显色剂 A50μl，再加入显色剂

B50μl，轻轻震荡混匀，37℃避光显色 15 分钟；每孔加终止液

50μl，终止反应；以空白空调零，450nm 波长依序测量各孔的吸

光度（OD）值；建立标准曲线，计算样品浓度。
1.3.3 免疫组化检测肿瘤组织中己糖激酶 -Ⅱ (HK-Ⅱ) 的表达

用 EnVision 方法检测肿瘤组织中 HK-Ⅱ表达，结果判定方法

参照说明：所有切片均在同一光强度，同一放大倍数下进行图

像分析，染色阳性物质呈棕褐色或棕黄色颗粒状。用鼠标选择

任意区域，呈棕黄色或棕褐色为阳性区域。每张切片均在显微

镜(250×)下至少分析 3 个视野，每组数据至少 10 个。表达率测

定：记录每个视野的阳性面积像素点，取其均数作为每例样本

阳性表达率的评定依据。
1.4 统计学处理

应用 SPSS18.0 统计软件，计量资料数据采用以 x±s 表示，多

组比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-T 检验。

2 结果

2.1 各组荷瘤鼠生长情况

给药 4 周左右希罗达组部分小鼠出现少食、少动、消瘦、
皮毛干枯等情况，而中药组 6 周左右出现类似情况。给药 20 天

左右，希罗达组部分小鼠开始出现腹泻，脱肛等现象，而中药组

无类似现象出现。给药六周后，希罗达组和生理盐水组部分小

鼠出现消瘦，呈弓背状，活动受限等情况。遂结束实验，麻醉处

死小鼠，30 只荷瘤鼠右前腋下均可见灰白色成鱼肉状的肿瘤

组织生长。
2.2 消痰散结方对裸鼠皮下移植瘤生长情况的影响

消痰散结方组和希罗达组的平均瘤质量及瘤体积明显小

于生理盐水组（P＜0.01），消痰散结方组平均瘤质量及瘤体积

与希罗达组比较差异无统计学意义(P＞0.05)，瘤质量、瘤体积

及抑瘤率的变化见（表 1）。

表 1 各组皮下移植瘤瘤重、瘤体积及抑瘤率

Table1 Weight of colonnic adenocarcinoma, tumor volume and inhibition rate in different groups(x±s)

Group N Tumor weight（g） Tumor volume（cm3） Inhibition rate（%）

NS 10 1.28±0.27 1.15±0.25 -

XTSJFR 10 0.53±0.32★▲ 0.41±0.22★▲ 58.60

Xeloda 10 0.43±0.29★ 0.39±0.19★ 66.41

2.3 消痰散结方对裸鼠皮下移植瘤组织中 HK-Ⅱ表达的影响

消痰散结方组 HK-Ⅱ表达明显低于生理盐水组 （P＜
0.001）；希罗达组中 HK-Ⅱ表达与生理盐水组相较降低显著

（P＜0.001），详见（表 2）。

表 2 消痰散结方对裸鼠皮下移植瘤组织中 HK-Ⅱ表达的影响（x±s）
Table2 The effect of XTSJFR on the expression of HK-Ⅱ in tumor tissue

Group N HK-Ⅱrate（%）

NS 10 36380.73±2824.51

XTSJFR 10 17143.97±2570.03★

Xeloda 10 24935.50±1300.19★

注：★P＜0.001,vs NS Group
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表 3 消痰散结方对荷瘤鼠血清中 HK-Ⅱ浓度的影响（mU/L）
Table3 The effect of XTSJFR on the expression of HK-Ⅱ in blood

Group N HK-Ⅱ（x±s）

NS 10 34.76±3.35

XTSJFR 10 28.91±2.18★

Xeloda 10 30.70±1.74★

注：★P＜0.01,vs NS Group

3 讨论

己糖激酶（Hexokinas，HK）是糖酵解途径中的第一个限速

酶，也是调节糖酵解的关键限速酶。在人类细胞中，目前已知

HK 家族共有 HK-Ⅰ、HK-Ⅱ、HK-Ⅲ和 HK-Ⅳ四种亚型，其中

HK-Ⅱ与肿瘤的关系最为密切[5-6]。在正常情况下，HK-Ⅱ主要在

肌组织、心肌和脂肪组织中微量表达，而在大多数生长迅速肿

瘤细胞中，该酶的活性和表达迅速升高 [7]。Rempel 等 [8]通过

Southern 印迹和原位杂交实验证明，在 AS-30D 细胞中，HK-Ⅱ
的基因扩增比正常的肝组织细胞至少大 5 倍。吴平安等 [9]用

RT-PCR 方法发现 HK-Ⅱ在胃癌细胞株 SGC7901 中的表达明

显高于胃上皮细胞株 GES-1。HK-Ⅱ活性与肿瘤糖酵解速度密

切相关，活性增强 HK-Ⅱ能够加速肿瘤细胞糖酵解的进行，使

肿瘤细胞能将更多的葡萄糖催化成 6- 磷酸葡萄糖，为肿瘤细

胞提供更多的能源,促进肿瘤细胞生长。目前有许多体内外实

验报道，通过抑制或阻断 HK-Ⅱ的活性和表达，在抑制肿瘤方

面取得了新的进展。彭秋平等[10]研究发现通过 RNA 干扰技术

特异性阻断 HK-Ⅱ表达可降低细胞内 ATP 含量和抑制人结肠

癌细胞的增殖。Ko YH[11]等在体外实验中发现 HK-Ⅱ抑制剂

3-BrPA（3- 溴丙酮酸）能有效的抑制肝癌细胞系 AS-30D 的生

长，且当 3-BrPA 在 0.03mmol/L.细胞内无 ATP 生成。另外，HK-
Ⅱ还能与线粒体外膜蛋白结合，与线粒体结合的 HK-Ⅱ不但使

其更优先利用 ATP 加速糖代谢，还能加速三羧酸循环产生更

多的 ATP 和多种氨基酸，促进肿瘤细胞的增生和存活[12]。有研

究发现[13]，结合型的 HK-Ⅱ还可以保护肿瘤细胞使其免于凋亡。
Penso J 等[14]使用锂把 HK 从线粒体中分离出来后，可以起到抑

制 B16 黑色素瘤细胞的增生的作用。可见 HK-Ⅱ在肿瘤细胞

生长过程中扮演者关键角色，有效的抑制 HK-Ⅱ活性或表达可

能为治疗肿瘤提供了一种新的思路。
消痰散结方是我科魏品康教授以《内径》中“结者散之”理

论为指导，结合几十年治疗肿瘤的临床经验研制而成，全方以

制南星、制半夏为君，消痰散结；全蝎、蜈蚣等解毒通络；大枣、
炙甘草等顾护脾胃，调和诸药，共奏消痰散结之效。我科前期研

究表明该方不仅能改善患者的生活质量，延长生存期，而且能

有效的抑制胃癌的生长和转移[15-18]。本实验在前期研究的基础

上进一步探讨该方抗胃癌的作用机理,结果发现消痰散结方组

的瘤质量和瘤体积明显低于生理盐水组（P＜0.01），抑瘤率为

58.60%,与希罗达组相比差异无统计学意义（P＞0.05），消痰散

结方组与生理盐水组相比，其血清中 HK-Ⅱ的浓度及组织中

HK-Ⅱ的表达差异均有统计学意义（P＜0.01）。提示消痰散结方

有较好的抑制荷瘤鼠血清及组织中 HK-Ⅱ的作用，推测消痰散

结方可能通过降低荷瘤鼠血清及组织中 HK-Ⅱ的活性和表达，

限制了瘤细胞经由糖酵解途径获得能量的能力，肿瘤细胞因能

量供应不足生长受阻或死亡，从而抑制肿瘤生长。抑制肿瘤糖

酵解作用可能是消痰散结方抗肿瘤作用的机制之一。
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渐增加，参与再生肝组织 78pppppppppppppppppppppppj 的结

构改建，形成新的肝血窦及肝小叶。提示 MMP-2 和 MMP-9 与

肝再生密切相关，为进一步研究肝脏再生的机制提供理论基

础。
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