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Abstract
AIM: To observe the effect of Jiawei Zuojin Wan 
(JZW) on the expression of epidermal growth 
factor receptor (EGFR), vascular endothelial 
growth factor (VEGF), C-met, Bcl-2 and P53 
protein in rats with gastric precancerous lesions 
(GPL), and to study the possible mechanism of 
AZP in the treatment of GPL.

METHODS: The model of GPL was established 
mainly through N-methyl-N-nitro N-nitrosoguani-
dine (MNNG) together with other factors includ-
ing 56℃ NaCl solution (150 g/L), sodium deoxy-
cholate (8.5  g/L), alcohol stimulation (400 mL/L), 
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ranitidine (0.3 g/L), and undue hunger and over-
eating. The 43 survived rats after modeling were 
randomly divided into spontaneous recovery (SR), 
retinoic acid (RA), and high-, moderate-and low-
dose JZW group. After the corresponding treat-
ment, the rates of EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2 and 
P53 protein expression was detected by immuno-
histochemical method in each group.

RESULTS: The rates of EGFR expression in high- 
and moderate-dose JZW, VEGF expression in 
moderate-and low-dose JZW, and Bcl-2 expres-
sion in high-, moderate- and low-dose JZW were 
distinctly lower than those in SR group (EGFR: 
25.0%, 0 vs 100%, P < 0.05, P < 0.01; VEGF: 12.5%, 
25.0% vs 100%, both P < 0.05; Bcl-2: 12.5%, 0, 
25.0% vs 100%, P < 0.01 or P < 0.05), respectively. 
There were no significant difference in expression 
rate of EGFR, VEGF, and Bcl-2 protein between 
JZW groups and RA group (P > 0.05). The ex-
pression of C-met protein was not significantly 
different between JZW groups, SR and RA 
group (P > 0.05). The expression rates of P53 pro-
tein in all groups were negative.

CONCLUSION: JZW is effective in the treatment 
of rats with GPL by inhibiting the expression of 
EGFR, VEGF and Bcl-2 protein.
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ceptor; Vascular endothelial cell growth factor; 
C-met; Bcl-2; P53
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摘要
目的: 观察加味左金丸对大鼠胃癌前病变胃黏
膜EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表达的影响. 

方法: 采用MNNG, 0.3 g/L雷尼替丁、56℃
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加味左金丸对大鼠胃癌前病变胃黏膜EGFR、VEGF、
C-met、Bcl-2、P53表达的影响

胡运莲, 姜 楠, 谭大琦

■背景资料
新观点认为癌变
的过程特点是调
控失常 ,  有潜在
的逆转可能 ,  那
么 ,  逆转治疗也
重 在 调 控 . 多 年
来研究表明中医
药对胃癌前病变
有一定逆转作用, 
但胃癌前病变阶
段存在哪些基因
调控异常和中医
药对其是否具有
调控作用尚不清
楚.

 wcjd@wjgnet.com 
®

■研发前沿
胃黏膜上皮细胞
癌变机制及中医
药对胃癌前病变
阻断或逆转治疗
机制仍是本研究
领域的热点和重
点.
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150 g/L盐水、8.5 g/L脱氧胆酸钠、400 mL/
L乙醇、饥饱失常等多因素造模, 存活的43只
大鼠随机分为自然恢复组、维甲酸组、加味
左金丸高、中、低剂量组, 各组大鼠作相应的
处理后, 免疫组化法检测各组大鼠胃黏膜组织
EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表达水平. 

结果: 加味左金丸高、中组EGFR(25.0%, 0 vs  
100%, P <0.05, P <0.01), 中、低组VEGF(12.5%, 
25.0% vs  100%, 均P <0.05)、以及高、中、低

组Bcl-2蛋白(12.5%, 0, 25.0% vs  100%, P <0.01
或P <0.05)阳性率与自然恢复组比较差异有统

计学意义, 与维甲酸组比较差异无统计学意义

(P >0.05); 加味左金丸各组C-met蛋白阳性率与

自然恢复组、维甲酸组比较差异均无统计学

意义(P >0.05); 各组均未见P53表达.

结论: 加味左金丸通过下调E G F R, V E G F, 
Bcl-2蛋白表达而抑制细胞增殖和诱导细胞凋
亡, 进而发挥治疗大鼠胃癌前病变的作用. 

关键词: 加味左金丸; 胃癌前病变; EGFR; VEGF; 

C-met; Bcl-2; P53
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0  引言

癌变过程不仅存在细胞增生异常, 而且也存在

细胞凋亡异常. 细胞增生与凋亡是受基因控制

的 ,  原癌基因的激活或/和抑癌基因的失活是

其重要原因. 原癌基因产物表皮生长因子受体

(EGFR)、血管内皮生长因子(VEGF)、肝细胞

生长因子受体(C-met)、凋亡抑制因子-2(Bcl-2)
和抑癌基因产物P53分别与细胞增生或凋亡关

系的研究已有较多报道, 但同时研究5个基因和

中、西药物对其影响的报道尚未见到. 加味左金

丸是全国第二批名老中医药专家程丽芳教授的

经验方, 原汤剂临床应用30余年. 先期的临床研

究[1]和实验研究[2]表明, 加味左金丸对大鼠胃癌

前病变有较好的逆转治疗作用(包括对大鼠一般

情况、体质量及胃黏膜肉眼观和显微镜镜下观

的改善), 其获效机制之一是通过抑制端粒酶活

性、细胞增殖活性及COX-2蛋白的高表达而实

现的(另文发表). 我们又观察了大鼠胃癌前病变

胃黏膜癌基因EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, P53表

达情况及加味左金丸对其影响, 以进一步探讨

加味左金丸的可能治疗机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 甲硝基亚硝基胍(MNNG)为Fluka公司

产品, 每周用双蒸水配成1 g/L的母液4℃避光

储存, 临用时用双蒸水配成所需浓度; 脱氧胆

酸钠购自湖北省医药公司; 维甲酸由上海第六

制药厂生产; 雷尼替丁由杭州赛诺菲圣德拉堡

民生制药有限公司生产; 乙醇用双蒸水稀释成

400 mL/L 的浓度; 加味左金丸水煎液由黄连

6 g, 吴朱萸6 g, 党参10 g, 茯苓10 g, 醋柴胡10 g, 
白芍15 g, 法半夏10 g, 三七粉3 g(冲), 莪术10 g, 
白花蛇舌草15 g, 百合10 g, 炙甘草6 g组成, 由湖

北省中医院中药制剂室供给, 浓度为2 kg/L. 即
用型EGFR,VEGF, C-met, Bcl-2, P53免疫组织化

学染色SP试剂盒; EGFR, VEGF, C-met, Bcl-2, 
P53多克隆抗体, DAB即用型显色试剂盒, 均购

自北京中山生物技术公司. 显微摄像全自动图

像分析仪由武汉大学医学院病理教研室提供, 
软件为同济千屏影像工程公司HPIAS2000型图

像分析软件.
1. 2  方法 选用SPF级6周龄SD♂大鼠60只, 体
质量100-120 g(武汉市疾病预防控制中心提供). 
造模参照严茂祥 et al[3-5]综合造模方法并加以改

进. 大鼠自购进后适应性喂养1 wk. 从60只大鼠

中随机抽取10只作为正常组, 其余50只用于造

模. 正常组大鼠不做任何处理; 造模大鼠每日自

由饮用100 mg/L MNNG液(饮料瓶用油漆涂黑

避光)、进食含0.3 g/L雷尼替丁的纯鼠饲料、

上午用56℃ 150 g/L的氯化钠液按10 mL/kg灌
胃, 进食2 d, 禁食1 d, 进食当天下午用8.5 g/L
脱氧胆酸钠溶液按10 m L/k g灌胃, 禁食当天

下午用400 mL/L乙醇按10 mL/kg灌胃, 连续

24 wk. 24 wk末时随机抽取正常组和造模大鼠

各1只, 杀检, 观察组织病理学变化(以HE染色光

学显微镜下观察的结果为主), 确认模型是否成

功. 造模过程中共死亡6只. 模型成功后, 将造模

存活的43只大鼠随机分为自然恢复组11只, 维
甲酸组8只, 加味左金丸高、中、低剂量组(简称

高、中、低剂量组)各8只. 高剂量组每日每只按

20 g/kg(相当于成人1 d用量的2倍)灌胃, 中剂

量组按10 g/kg(相当于成人1 d用量)灌胃, 低剂

量组按5 g/kg(相当于成人1 d用量的一半)灌胃. 
维甲酸组按40 mg/kg灌胃. 上述治疗16 wk. 自
然恢复组同正常组大鼠常规饮食. 40 wk末所有

■相关报道
1 白兆芝, 白震宁. 
中医药对胃癌前
病变基因缺失及
点突变的调节作
用与辨治思路. 山
西中医  2000; 16:  
8-10
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动物禁食1 d, 处死, 剖腹取胃, 沿胃大弯剪开, 生
理盐水冲洗, 肉眼观察, 平铺于硬纸板上, 于胃

窦部剪取组织1块, 40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包

埋, 切片5 mm, 免疫组织化学染色. PBS代替一

抗作阴性对照, 已知阳性切片作阳性对照. 免疫

组化染色阳性为棕色或黄褐色. EGFR定位于胞

质及胞膜上; VEGF定位于胞质; C-met定位于胞

质; Bcl-2定位于胞质或胞膜; P53定位于胞核. 采
用显微摄像计算机图像分析系统. 数5个以上高

倍视野, 不少于1 000个细胞.
E G F R染色结果以阳性百分率表示 ,  并

根据染色深浅和阳性细胞百分数 ,  将阳性强

度判为(+)弱阳性(0%-25%), (++)中等度阳性

(25%-50%), (+++)强阳性(>50%). VEGF阳性细

胞按如下方法统计, (-): 无阳性细胞或阳性细

胞＜5%; (+): 阳性细胞数为5%-20%; (++): 阳
性细胞数为20%-60%; (+++): 阳性细胞数为

>60%.C-met阳性细胞按如下方法统计, (-): 无
阳性细胞或阳性细胞＜30%; (+): 阳性细胞数

为30%-50%; (++): 阳性细胞数为50%-80%; 
(+++): 阳性细胞数为>80%. Bcl-2阳性细胞按

如下方法统计: ＜10%为阴性, ≥10%定为阳性.  
        统计学处理 计数资料采用c2检验.

2  结果

2.1 胃黏膜EGFR蛋白表达 正常大鼠胃窦黏膜即

有EGFR蛋白表达, 主要分布在靠近腺体基底部

的增殖细胞中, 呈弥漫性胞质表达(图1A). 自然

恢复组5例全呈阳性表达, 阳性率100%. 加味左

金丸各治疗组EGFR蛋白阳性率与自然恢复组

比较差异有统计学意义(中剂量组P <0.01或高、

低剂量组P <0.05); 维甲酸组EGFR蛋白阳性率与

自然恢复组比较差异无统计学意义(P >0.05); 加
味左金丸各治疗组EGFR蛋白阳性率与维甲酸

组比较差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 胃黏膜VEGF蛋白表达  VEGF染色阳性定

位于胞质(图1B). 正常大鼠胃黏膜没有VEGF
蛋白表达. 自然恢复组5例全呈阳性表达, 阳性

率100%. 加味左金丸中、低剂量组VEGF蛋白

阳性率与自然恢复组比较差异有统计学意义

(P <0.05), 高剂量组与之比较差异无统计学意义

(P＞0.05); 维甲酸组VEGF蛋白阳性率与自然恢

 表  1  大鼠胃黏膜EGFR，VEGF，C-met，Bcl-2，P53蛋白阳性表达  n (%)

   分组	            n 	      EGFR             VEGF	           C-met             Bcl-2         P53

正常组
自然恢复组
维甲酸组
高剂量组
中剂量组
低剂量组

9
5
8
8
8
8

1 (11.1)
5 (100.0)
3 (37.5)
2 (25.0)a

0 (0)b

1 (12.5)

0 (0)
5 (100.0)
2 (25.0)a

3 (37.5)
1 (12.5)a

2 (25.0)a

1 (11.1)
5 (100.0)
5 (62.5)
5 (62.5)
3 (37.5)
4 (50.0)

0 (0)
5 (100.0)
1 (12.5)b

1 (12.5)b

0 (0)b

2 (25.0)a

0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

aP<0.05, bP<0.01 vs  自然恢复组.

图 1  加味左金丸中剂量组EGFR、VEGF、Bcl-2蛋白的表达.
A: EGFR; B: VEGF; C: Bcl-2.

A

B

C

■创新盘点
1  尽量模拟人的
患病因素, 采用7
种因素造模.
2  加味左金丸以
调 和 肝 胃 ( 脾 )、
辛开苦降、行气
活血, 兼调寒热和
辅以抗癌药物为
立法依据. 
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复组比较差异有统计学意义(P <0.05); 加味左金

丸高、中、低剂量组VEGF蛋白阳性率与维甲

酸组比较差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.3 胃黏膜C-met蛋白表达 C-met染色阳性定位

于胞质. 正常大鼠胃黏膜可有C-met蛋白表达, 主
要分布在腺颈部. 自然恢复组大鼠5例全呈阳性

表达, 阳性率100%. 加味左金丸高、中、低剂量

组及维甲酸组C-met蛋白阳性率与自然恢复组比

较差异无统计学意义(P >0.05); 加味左金丸高、

中、低剂量组C-met蛋白阳性率与维甲酸组比较

差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.4 胃黏膜Bcl-2蛋白表达 Bcl-2染色阳性定位

于胞质(图1C). 正常组大鼠无Bcl-2蛋白阳性表

达; 自然恢复组大鼠5例全呈阳性表达, 阳性率

100%; 加味左金丸高、中剂量组和维甲酸组

Bcl-2蛋白表达与自然恢复组比较差异有统计

学意义(P <0.01), 加味左金丸低剂量组与自然恢

复组比较差异有统计学意义(P <0.05); 加味金丸

高、中、低剂量组和维甲酸组之间比较差异无

统计学意义(P >0.05, 表1).
2.5 胃黏膜P53蛋白表达 P53染色阳性应定位于

胞核, 可各组均在胞质可见, 均示为阴性.

3  讨论

1994年加拿大Schipper对经典肿瘤模式提出了

新认识, 认为恶变特征是由于少数基因和环境变

化的结果, 癌变的过程特点是调控失常, 并且这

种癌变过程有潜在逆转可能; 对癌症的治疗应

通过调整机体对它们的控制, 而不是必须杀死所

有癌细胞, 这种认识与中医的整体观点相吻合[6].
我们基于上述理论(即癌变过程有逆转可能和癌

症的治疗应整体调控)而设立本研究. EGFR是原

癌基因C-erbB-1的表达产物, 它与相应的配体结

合后发挥其调节细胞生长的作用. 有研究表明, 
正常大鼠胃黏膜中存在EGFR mRNA表达, 表明

正常胃黏膜具有合成EGFR的能力, 这对维持胃

黏膜细胞的正常生长更替是必要的[7]; 在胃癌前

病变阶段EGFR蛋白的表达与胃癌无差异, 提示

EGFR蛋白表达阳性的胃癌前病变可能有较高

的癌变易感性[8]. VEGF是促进血管增生和形成

的最重要的因子之一, 大量的研究报道多集中在

其与肿瘤生物学行为方面的关系, 是一晚期行

为; 但也有部分研究表明它在胃癌前病变阶段即

存在较高表达, 在胃癌的发生中即早期阶段可能

起了一定的作用[9]. C-met是原癌基因C-met的表

达产物, 称为肝细胞生长因子(HGF)的受体, 通
过与HGF结合参与了肿瘤细胞增殖与移动的信

号转导过程[10]. 有研究显示, C-met蛋白在正常

胃黏膜的腺颈部可呈现阳性表达, 提示与胃黏

膜上皮的更新与修复活动有关[11], 在胃癌前病

变已有较高表达, 反映胃黏膜细胞的增殖状态

并具有恶变倾向, 是胃癌发生中的早期事件[12]. 
Bcl-2是目前研究最多的一种凋亡拮抗基因, 主
要通过延长细胞寿命而导致异常细胞的积聚, 
进而阻止凋亡的发生. 有研究结果显示[13]从正

常胃黏膜→慢性萎缩性胃炎→肠上皮化生→异

型增生→胃癌中, Bcl-2的表达逐渐上升, 与癌变

前期过程有关, 参与胃癌的启动和胃癌形成的

早期, 与肿瘤进展无关. p53本为抑癌基因, 可因

不同位点的错义突变或等位基因的缺失失活而

表现癌基因的特性. 有研究者指出, p53基因的

突变和过表达不仅存在于胃癌各临床分期, 在
肿瘤的启动和进展期均起作用, 且可发生于癌

变前各阶段[14-15]. 总之, 众多研究表明, 在胃癌

前病变阶段已存在多种癌基因、抑癌基因的结

构、表达异常, 使细胞增殖与凋亡平衡失调, 若
不及时纠正, 极有可能进一步发展为胃癌.

本研究也显示正常大鼠胃黏膜有少许

EGFR和C-met蛋白表达, 其中, EGFR主要分布

在靠近腺体基底部的增殖细胞中, C-met主要分

布在腺颈部细胞, 但没有VEGF、Bcl-2蛋白阳性

表达; 模型大鼠胃黏膜EGFR、VEGF、C-met、
Bcl-2蛋白表达率均100%. 提示在大鼠胃癌前病

变阶段即存在EGFR、VEGF、C-met、Bcl-2等
多个基因的激活, 也可能是MNNG等诱发大鼠

胃癌前病变的重要原因. 但本研究(多个实验室

重复))显示P53抑癌基因蛋白均位于胞质, 与许

多文献报道的主要位于胞核, 少部分位于胞质

或胞质无表达不一致. 分析原因可能与胡氏[16]一

样, 与组织标本经福尔马林固定, 石腊包埋有关.
早些时候, 如胃舒胶囊[17]、胃逆转丸[18]、萎

胃散[19]、养胃冲剂[20]、摩罗丹[21]、乐胃煎[22]、

半夏泻心汤[23]、仁术健胃颗粒[24]等从不同侧重

面探索了逆转治疗胃癌前病变的方法, 均取得

较好的临床和病理疗效, 其治疗机制研究多集

中在增强胃黏膜屏障、调节胃肠运动、阻止胆

汁反流、抗H Pylori感染、调节免疫机能及影响

细胞动力学等方面. 近年来从分子水平研究其

机制虽然有所涉猎, 但仍在探索当中, 如猴菇多

糖可降低胃黏膜癌前病变Bcl-2蛋白表达[25]; 金
果胃康颗粒可抑制胃黏膜H-ras、EGFR蛋白表

达的异常改变[26]; 善胃方可降低EGF及EGFR表
达水平[27]; 胃炎消对P21ras, C-erbB-2, Bcl-2蛋白表

达有一定调控作用, 但对P53抑癌基因蛋白无明

■应用要点
弄清胃癌前病变
阶段基因等分子
异常和中医药对
其影响机制, 为胃
癌的早期诊断和
中药靶基因治疗
提供依据; 本研究
项目来源于临床
实战, 以期回到实
践为广大的胃癌
前病变患者服务.
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显影响[16,28]; 胃转安方可有效抑制端粒酶活性[29]; 
三七可降低EGFR、C-erbB-2、H-ras、Bcl-2癌基

因的异常表达[30]; 胃复春片可降低P21r a s、P53表
达水平[31]等. 但尚未见到同时研究中药对胃癌前

病变5个基因影响的报道.
加味左金丸是我院程丽芳教授的经验方. 程

师认为由于脾胃本身的生理功能、升降枢纽作

用及脏腑之间的相互作用(主要为肝), 虽然不同

个体在不同阶段其病因病机侧重点有所不同, 但
其基本病机和病理改变即是肝脾(胃)不调(包括

脾失健运, 肝失条达, 胃失和降), 同时变生出气

机的升降出入失调、气滞血瘀, 寒热虚实错杂等

病理情况. 所以, 治疗胃癌前病变关键在于调和

肝胃(脾)、辛开苦降、行气活血, 兼调寒热和辅

以抗癌药物. 加味左金丸便由此法而立, 与上述

有关药物的立法有所不同. 本研究显示加味左金

丸各组能不同程度地降低EGFR、VEGF、Bcl-2
蛋白的表达, 均以中剂量为优, 但对C-met蛋白的

表达作用不明显, 提示加味左金丸则可能是通过

对抗C-erbB-1、VEGF、Bcl-2基因的激活, 抑制

EGFR、VEGF、Bcl-2蛋白的表达, 抑制细胞增

殖、诱导“病态”细胞尽早凋亡, 以恢复细胞凋

亡与增殖平衡而发挥治疗胃癌前病变的作用. 这
种多基因调控作用可能与中药多成分、中医整

体调节优势有关, 是加味左金丸治疗或逆转大鼠

胃癌前病变的机制之一.
阳性对照药维甲酸是细胞分化诱导剂, 对胃

癌前期病变具有部分阻断和逆转作用[32]. 本实验

也表明维甲酸与加味左金丸一样对大鼠胃癌前

病变胃黏膜VEGF、Bcl-2蛋白表达具有明显的

抑制作用, 但对降低EGFR、C-met蛋白的表达

作用不明显.
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■同行评价
中药对癌前病变
的逆转方面有一
定作用, 但机制尚
不清楚, 本文拟通
过实验研究探讨
中药逆转大鼠胃
黏膜癌前病变有
一定价值.


