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Abstract
AIM: To study effect of traditional Chinese medicine
Weikangning (WKN) on the expression of VEGF and its
receptors Flt and KDR in gastric carcinoma cells.

METHODS: We used different dosage of WKN on rats to
prepare serum containing WKN.The gastric carcinoma cells
were cultured in the RPMI1640 media with serum containing
WKN for 48 hours. The expression of VEGF, Flt-1 and KDR
was determined by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and immunohistochemistry in gastric
cancer cell lines respectively.

RESULTS: All gastric cancer cell lines analyzed expressed
VEGF Flt-1 and KDR. But the expression of fVEGF (186.82±
0.22, 195.35±0.45, 172.62±0.52), Flt-1 (198.44±0.44, 188.66±
0.46, 197.01±0.91) in cells cultured in serum containing
WKN decreased in a dose-dependent manner as compared
with control (VEGF162. 78±0.58, Flt: 172.65±0.65)(P <0.05).

CONCLUSION: VEGF and its receptors KDR and Flt-1 are
expressed widely in gastric carcinoma cells and WKN can
inhibit their expression.
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摘要

目的: 研究胃癌细胞血管内皮生长因子(VEGF)及其受体

Flt KDR的表达与中药胃康宁的调控作用.

方法: 以不同剂量的中药复方胃康宁制剂给SD大鼠灌胃制

备含药血清 然后以含药血清培养胃癌细胞 共同培养两

代后 分别用免疫组化法和RT-PCR检测不同剂量组胃癌

细胞中VEGF及其受体Flt KDR的表达情况.

结果: 与对照组(VEGF162. 78 0.58 Flt:172.65 0.65)

相比 VEGF及其受体Flt在用药组胃癌细胞中的表达减弱

染色变浅(VEGF: 186.82 0.22 195.35 0.45 172.62

0.52 Flt: 198.44 0.44 188.66 0.46 197.01 0.91

P <0.05) 并且与用药剂量有一定的关系; VEGF mRNA及

其受体Flt mRNA KDR mRNA在用药组胃癌细胞中的表

达也受到抑制.

结论: 中药胃康宁对胃癌细胞血管内皮生长因子及其受体

Flt KDR的表达有抑制作用.
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0   引言

恶性肿瘤生长的基础是肿瘤组织内血管的再生[1-5] 肿

瘤细胞分泌的生长因子可调节肿瘤组织内血管的再生[6-9].

此外 肿瘤细胞分泌的生长因子对肿瘤细胞本身的生

长也存在一定的作用. 在这些生长因子之中 血管内皮

生长因子(VEGF)的作用最引人注目[10]. 我们通过观察

VEGF及其受体Flt KDR在胃癌细胞中的表达与中药

胃康宁的调控作用 探讨中医中药对胃癌的作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  TRIzol PCR试剂盒均为GIBCO公司产品.

VEGF及其受体Flt 的抗体 SABC试剂盒 DAB显色

液由博士德公司提供. MGC-803胃癌细胞株和Wistar 

大鼠 清洁级  由中山大学实验动物中心提供. 中药

胃康宁由党参 半枝莲 五灵脂等组成. 用各种药物

的颗粒剂(由江苏省江阴制药厂提供) 分别制成 1 kg

生药 /L及 2 kg 生药 /L浓度 加防腐剂苯甲酸(1 g/L)

4 冷藏保存 供大鼠灌胃 制备含药血清之用. 胃康宁

含药血清制备: Wistar 大鼠 清洁级 质量120-150 g

共 120只 随机分为4组. 低剂量组按生药5 g/kg 中

剂量组按10 g/kg 高剂量组按20 g/kg灌胃 对照组给

予相同体积的生理盐水 1次 /d 连灌1 wk. 末次灌药

后1 h在无菌条件下自腹主动脉采血 1 700 r/min离心
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制备含药血清; 将所采各组动物血清分别混合 -70 

冷藏备用 临用前需56 灭活30 min.

1.2 方法  复苏MGC-803胃癌细胞株  体外传代培养

待培养瓶底铺满胃癌细胞后 弃去培养液 2.5 g/L胰蛋

白酶消化胃癌细胞 用新鲜含100 ml/L小牛血清RPMI

1640培养液调整细胞密度为2 108/L. 设空白对照组

正常大鼠血清对照组 胃康宁含药血清高 中 低剂量

实验组共5组. 共同培养两代后进行检测. 将胃癌细胞按

1 108/L 的密度均匀接种于培养瓶中 共同培养两代

后 用免疫组化法检测VEGF及其受体Flt 采用SABC

试剂盒 按说明书进行操作. 结果采用德国KONTRON

IBAS2.0全自动图像处理系统进行定量分析. 胃癌细胞

内总RNA 的提取采用异硫氰酸胍- 酚一步法 采用

GIBCO 公司的TRIzol 按说明书进行操作. 提取后的

RNA 于 -70 冰箱保存备用. 参照人VEGF KDR

FLT-1mRNA的序列设计引物 上海博亚生物技术公

司合成 引物序列: VEGF正向引物为5 TTGCTGCTC

TACCTCCAC3 反向引物为5 AATGCTTTCTCCGCTC

TG3 FLT-1正向引物为5 CAA GTG GCC AGA GGC

ATG GAG TT 3 反向引物为5 GAT GTA GTC TTT

ACC ATC CTG TTG3 KDR正向引物为 5 GAG GGC

CTC TCA TGG TGA TTG T3  反向引物为5 TGC

CAG CAG TCC AGC ATG GTC TG3 β-actin 正向引
物为5 CTAYYGGCAACGAGCGGTTC3 反向引物

为 5 CTTAGGAGTGGGGGTGGCTT3  VEGF的反应

条件为: 94  1 min 55  1 min 72  2 min 30个

循环 72 延伸7 min; Flt KDR的反应条件为: 95 

2 min 94  1 min 60  1 min 72  2 min 30

个循环 72 延伸7 min. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝

胶电泳 EB染色后拍照 并用全自动图像处理系统分

别测量电泳条带的面积(AREA) 平均吸光度(OPTDM)

及二者的乘积(OPTDI)进行定量分析. 试验中分别设立空

白对照和各样本的 β-actin对照.
        统计学处理  检测结果用SPSS软件进行统计学分析.

2   结果

2.1 VEGF及其受体Flt 的表达  所有胃癌细胞中均可见

VEGF和Flt表达 但与对照组相比 用药组胃癌细胞中

VEGF和Flt的表达减弱 并且与用药剂量相关(表1 图1).

表1  胃癌细胞VEGF及其受体Flt 表达的灰度值(mean±SD)

分组         VEGF   Flt

高剂量组 186.82 0.22b      198.44 0.44b

中剂量组 195.35 0.45b      188.66 0.46b

低剂量组 172.62 0.52b      197.01 0.91b

血清组 165.11 0.65      177.68 0.48

对照组 162.78 0.58      172.65 0.65

bP <0.01 vs 对照组.

2.2 胃康宁对VEGF Flt KDR mRNA表达的影响

所有胃癌细胞中均可见VEGF Flt和KDR mRNA表达

但与对照组相比 用药组胃癌细胞中VEGF Flt和KDR

mRNA的表达相对减弱 并且与用药剂量有一定的关系

(表2 图2).

表2  胃康宁对VEGF及其受体KDR Flt mRNA表达的影响

指标      对照组    血清组   低剂量组   中剂量组   高剂量组

VEGF AREA         297          261          192bd      134bd           120d

OPTDM        0.17       0.152         0.14bd   0.107bd         0.072d

OPTDI        50.8     39.555          25.9bd     14.4bd            8.6d

Flt AREA         306          271 247bd      197bd           111d

OPTDM        0.41c      0.368         0.34bd   0.275bd         0.061d

OPTDI       124.5        99.6         84.0bd     54.3bd            6.8d

KDR AREA         408          272          239bd      178bd             79d

OPTDM      0.282        0.237       0.162bd     0.15bdd       0.112d

OPTDI      115.2         35.8         44.2bd     19.9bd          18.8d

dP <0.01 vs 对照组; bP <0.01 vs 高剂量组.

A

B

C



闵存云, 等. 中药复方胃康宁对人胃癌细胞VEGF及其受体表达的作用                                                  535

图1  各组免疫组化图. A: VEGF高剂量组(10×40); B: VEGF中剂量组
(10×40);  C: VEGF低剂量组(10×40); D: Flt高剂量组(10×40); E: Flt中
剂量组(10×40); F: Flt 低剂量组(10×40); G: VEGF正常对照组(10×40);
H: Flt 正常对照组(10×40).

图 2  各组电泳图. A: VEGF图中自左至右分别为: Maker, 高剂量组,
中剂量组, 低剂量组, 血清对照组, 正常对照组; Fnt 图中自左至右分别
为: 高剂量组, 中剂量组, 低剂量组, 血清对照组, 正常对照组, Marker.

3   讨论

血管内皮生长因子(VEGF)是肿瘤细胞系中的一种新型

生长因子 他特异性地作用于血管内皮细胞 促进血管

内皮细胞增生. 对原位肿瘤的形成和生长以及转移瘤的

形成中起着十分重要的作用[1-4]. VEGF在胃癌细胞中广

泛表达[10-13]  VEGF促进血管的形成是胃癌发生浸润

转移的机制之一[14-16] VEGF-C和VEGF-D的表达更

是胃癌细胞淋巴结转移的重要标志[17-19]. VEGF的水平不

仅与胃癌的预后有关 更与治疗效果密切相关[20-22]. 近

年的一些研究显示  VEGF还具有旁分泌作用[23]. 抗

VEGF mAb 能抑制肿瘤的生长和转移 反义VEGF

mRNA通过和VEGF mRNA核苷酸碱基互补结合 抑制

VEGF的翻译过程 并促进VEGF mRNA的降解从而可

以抑制VEGF的表达与分泌[24]. VEGF受体Flt-1结合小

肽能与人脐静脉内皮细胞 肿瘤细胞结合 抑制新生血

管的形成 促进肿瘤组织坏死及显著抑制肿瘤生长[25].

       近年对中医中药的研究表明 健脾益气类中药及

复方既可提高胃癌患者的免疫功能 改善其生存质量

又可增强抗肿瘤药物的疗效 降低其毒副作用[26]. 而健

脾益气 活血化瘀的中药复方则具有诱导和促进肠化

细胞 异型增生细胞分化成熟 抑制和纠正细胞的异常

增生及保护胃黏膜作用[27]. 崔儒涛[28]用具有健脾 活

血 解毒作用的乐胃煎治疗以MNNG诱导的大鼠胃癌

模型则发现 该方可抑制Bcl-2基因表达 而促进Fas

基因表达 使胃黏膜细胞发生正常凋亡 逆转或阻止胃

癌发生. 紫杉醇在诱导胃癌细胞凋亡的同时可使端粒酶

的活性下降 而且呈时间依赖性和剂量依赖性[29]. 姜黄

素诱导人胃癌BGC-823细胞凋亡的作用也呈现出时间
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依赖性和剂量依赖性[30]. 人参挥发油可抑制体外培养的

SGC-823胃癌细胞糖代谢和能量代谢 进而抑制核酸代

谢抑制胃癌的生长[31]. 目前在研究的药物还有大蒜油[32]

甘草提取物 虫草 黄今提取物 海浮石中的硅酸

盐 水蛭 丹参 没食子丙酸 砒霜等[33-34]. 我们先前

的实验结果表明 中药胃康宁示仅可抑制胃癌的生长

还能抑制胃癌组织中P53 VEGF等的表达[35-36]. 本实

验的结果表明 体外培养的各用药组胃癌细胞VEGF及

其受体KDR Flt 免疫组化检测图像的灰度值均增加

与对照组比较差异具有显著性(P <0.01) 而各用药组

VEGF及其受体KDR Flt mRNA的表达则减弱(P <0.01)

说明胃康宁对VEGF及其受体KDR Flt基因的表达具

有明显的抑制作用 并存在一定的量效关系. 同时也说

明了中药对胃癌的治疗作用是多靶点 多层次的 既作

用于相关的基因 又作用于相应的蛋白和受体.
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