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Abstract
AIM: To investigate the signaling pathways 
involved in the action of Qigesan in treating 
esophageal cancer, the effects of Qigesan and 
its different individual components on tyrosine 
phosphorylation of PDGFR-PLC-γ1 were studied 
in primary cultured esophageal carcinoma cells. 

METHODS: Cells from surgically resected hu-
man esophageal carcinoma specimens were pri-
mary cultured and treated with PDGF and the 
water extracts from Qigesan and its individual 
components. Total protein and tyrosine phos-
phorylated levels of PDGFR and PLC-γ1 were 
assessed by Western blotting.
 
RESULTS: There was no difference in the lev-
els of PDGFRβ and PLC-γ1 proteins before and 

after treatment of primary cultured esophageal 
carcinoma cells with water extracts from Qigesan 
and its separated components for 15 minutes 
and PDGF-BB for 4 minutes. The tyrosine phos-
phorylation levels of PDGFRβ and PLC-γ1 were 
markedly increased by stimulation with PDGF-
BB, and markedly decreased in cells treated with 
Qigesan and its separated components, which 
showed the best effects for promoting blood 
circulation group, while the second best was a 
whole prescription of Qigesan.  

CONCLUSION: Inhibiting growth signaling via 
inhibition of tyrosine phosphorylation of PDGFR 
and PLC-γ1 is an important mechanism in the 
treatment of esophageal cancer with Qigesan and 
its separated components. 
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摘要
目的: 观察启膈散及其活血和化痰2个拆方对
原代培养的食管癌细胞血小板衍生生长因子
受体(PDGFR)和磷脂酶C-γ1(PLC-γ1)酪氨酸
磷酸化的影响, 以探讨启膈散治疗食管癌的作
用机制. 

方法: 从外科切除的原发性食管癌组织中采
集食管上皮细胞进行原代培养, 加入PDGF
和启膈散及其活血和化痰2个拆方的水提物, 
免疫印迹法(Western blotting)测定PDGFR-
PLC-γ1蛋白表达和酪氨酸磷酸化水平. 

结果: 用PDGF-BB刺激4 min和启膈散及其
拆方处理15 min前后, 原代培养食管癌细胞
P D G F R β和P L C-γ1蛋白表达没有变化; 但
PDGF-BB刺激后PDGFRβ和PLC-γ1蛋白酪氨
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■背景资料
自 1 9 8 9 年 报 道
PLC-γ1是PDGF
受 体 酪 氨 酸 激
酶 的 底 物 以 来 , 
已发现 P D G F R - 
PLC-γ1信号转导
在多种生理和病
理过程中起关键
作用, 已成为肿瘤
病理和药物研究
重要的信号转导
通路, 但有关在食
管癌病变中的作
用尚未报道.



酸磷酸化明显增强, 启膈散及其拆方能不同程
度地降低其蛋白磷酸化水平, 其中以活血组作
用最好, 全方组次之. 

结论: 食管癌病变与PDGFR-PLC-γ1蛋白酪氨
酸磷酸化增强有关, 启膈散及其拆方通过抑制
PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化从而抑制生长
信号转导是其治疗食管癌重要机制.

关键词: 启膈散; 食管癌; 磷脂酶C-γ1; 血小板衍生

生长因子受体; 蛋白酪氨酸磷酸化; 免疫印迹法
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0  引言

血小板衍生生长因子(platelet-derived growth 
factor, PDGFs)包括PDGF-AA、PDGF-AB、 
PDGF-BB、 PDGF-CC和PDGF-DD, 分别通过

与相对应的受体(platelet-derived growth factor 
receptorα/β, PDGFR)结合而对细胞发生作用[1-4]. 
PDGFR有1个细胞外配体结合区、1个跨膜区

和1个细胞内区, 细胞内区为酪氨酸蛋白激酶[5].  
PDGF与细胞表面受体结合引起受体聚合成二

聚体和PDGF受体多肽链上特异酪氨酸残基磷

酸化[6]. 受体自磷酸化激活其酪氨酸激酶活性, 
向细胞内底物传导促细胞有丝分裂的信号[7]. 这
些磷酸化的酪氨酸残基是细胞蛋白质结合的位

点, 这种结合是通过与效应蛋白质的SH2区相

互作用而实现[8]. PDGF受体的底物包括磷脂酶

C-γ1(PLC-γ1)、ras GTPase激活蛋白、PI3K调

节单位P85、蛋白酪氨酸激酶P60src家族成员、

Nck、Grb-2等[9-10].
PDGF及其受体参与各种各样生理活动, 例

如胚胎发育和伤口愈合. PDGF异常高的活性在

某些病理生理发生中起关键作用[11]. PDGF B链
对急性转染猿猴肉瘤病毒的sis癌基因是必需的, 
PDGF类生长因子在猿肉瘤感染细胞或转染sis
癌基因的细胞中表达, 由于对PDGF受体持续的

自分泌刺激, 导致这些细胞转型[12]. PDGF和其

受体在多种肿瘤如肺癌、前列腺癌、视网膜神

经细胞瘤中起重要作用, 参与了肿瘤的自分泌

刺激生长、刺激血管生成和转移[13]. 
P L C-γ1作为P D G F受体细胞内底物 ,  被

PDGF受体酪氨酸磷酸化激活, 是PDGF产生促

细胞有丝分裂信号的重要通路[14-15]. 我们研究发
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现食管癌组织中PLC-γ1和PDGFR受体超量表

达, PLC-γ1介导的信号转导增强, 中医复方启膈

散及其拆方可以抑制人食管癌肿瘤细胞Eca109
细胞和原代培养的人食管癌细胞PLC-γ1介导

的信号作用, 并能降低PDGFR受体表达. 为了

深入研究PDGF-PLC-γ1信号转导在食管癌病变

中的作用和启膈散的作用机制, 我们观察了启

膈散及其拆方对原代培养食管癌细胞PDGFR- 
PLC-γ1酪氨酸磷酸化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 丹参、郁金、砂仁壳、沙参、贝母、

茯苓购于河南中医学院第三附属医院, 经鉴定

皆为正品. 分为全方组(W)、活血组(P)(丹参、

郁金、砂仁壳)、化痰组(R)(沙参、贝母、茯

苓), 每味药10 g, 煎煮、浓缩、5000 g离心、

0.22 μm滤膜过滤, 取部分干燥称重, 换算出浓

度, 用时调至所需浓度. 人食管癌组织来源于河

南省肿瘤医院, 经病理确诊的患者, 病理类型为

鳞癌. RPMI 1640培养基(Gibco公司); 胎牛血清

(Hyclone公司); PMSF和Leupeptin (Amresco公
司); 丙烯酰胺(Biomol公司); 胰蛋白酶、山羊抗

小鼠IgG-HRP和山羊抗兔IgG-HRP(华美公司); 
ECL试剂盒(Santa Cruz公司); PLC-γ1 mAb(韩
国浦项科技大学国家信号传导网络实验室惠

赠); rhPDGF-BB(R&D公司); PDGFRβ多克隆

抗体(Santa Cruz公司); 抗phosphotyrosine mAb 
4G10(UBI公司); 考马斯亮蓝G250(Amresco公
司). Heraeus细胞培养箱(德国 Kendro公司); 倒
置显微镜(Zeiss公司); 紫外分光光度计(Thermo
公司); SG-603生物安全柜(Bake公司); ELx800
型酶标仪(Bio-Tek公司); 蛋白电泳系统(Bio-Rad 
公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 外科切除的原发性食管癌组织, 
从肉眼可见的肿瘤组织和标本末端2个部位采

集食管上皮组织, 用不含血清的RPMI 1640培养

液10 mL冲洗3次, 去除其表面的凝血块及坏死

组织, 一部分组织直接用于检测, 一部分用于体

外培养. 将体外培养的组织剪成泥状, 加入5 mL  
trypsine消化液, 37℃消化15 min, 用60目不锈钢

网筛过滤, 1000 g离心10 min, 用10 mL不含血清

的RPMI培养液洗3次, 台盘兰染色检测活细胞数

在90%以上, 用含100 mL/L胎牛血清的RPMI培
养液悬浮细胞, 按实验分组要求分配于96孔培

养板中和Φ60培养皿中, 37℃、50 mL/L CO2培
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■相关报道
PDGFR- PLC-γ1
信号转导在对肝
细胞、成骨肉瘤
细胞、肾小球膜
细胞和星状细胞
等 研 究 中 已 有
报 道 ,  P D G F R - 
P L C - γ 1 信 号 转
导机制除已知的
PDGFR受体酪氨
酸激酶使PLC-γ1
酪 氨 酸 磷 酸 化
外 ,  近 年 还 发 现
PDGFR与PLC-γ1
直接结合的相互
作用途径.

■创新盘点
本 文 首 次 发 现
食 管 癌 病 变 与
PDGFR- PLCγ1蛋
白酪氨酸磷酸化
增强有关, 启膈散
及其拆方通过抑
制PDGFR-PLCγ1
酪氨酸磷酸化从
而抑制生长信号
转导是其治疗食
管癌的重要机制.
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养箱培养.
1.2.2 PDGFR-PLC-γ1蛋白表达及酪氨酸磷酸化

水平检测 Western blot[16]检测蛋白表达. 用启膈

散及其拆方水提物处理15 min后, 然后用PDGF-
BB(30 µg/L)处理4 min, 再用裂解液裂解细胞(裂
解液组成: 20 mmol/L HEPES, pH7.2, 100 mL/L
甘油, 150 mmol/L NaCl, 10 mL/L TritonX-100, 1 
mmol/L Na3VO4, 10 mg/L Leupeptin和1 mmol/L 
PMSF), 提取蛋白, 用Bradford法测定蛋白浓度. 
用80 g/L SDS-PAGE电泳, 同一个凝胶左右上

两套同样样品. 分离的蛋白质转移到硝酸纤维

素膜, 丽春红染色后, 将硝酸纤维素膜剪成左右

两部分. 50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液封闭滤膜30 
min(TTBS: 10 mmol/L,  Tris, pH7.6, 150 mmol/L 
NaCl, 0.5 mL/L Tween 20), 一部分用PLC-γ1 
mAb或PDGFRβ多抗反应, 另一部分用抗磷酸酪

氨酸mAb(4G10)反应, 再用辣根过氧化物酶偶联

的抗鼠IgG抗体或抗兔IgG抗体检测和ECL底物

显影. 

2  结果

启膈散及其拆方抑制PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸

化Western blot分析显示用PDGF-BB刺激4 min和
用启膈散及其拆方处理15 min前后, 原代培养食

管癌细胞PDGFRβ和PLC-γ1蛋白表达没有变化; 
但PDGF-BB刺激后PDGFR-PLC-γ1蛋白酪氨酸

磷酸化明显增强, 应用启膈散及其拆方处理的原

代培养食管癌细胞磷酸化水平与对照组相比显

著降低. 说明启膈散及其拆方对PDGFR-PLC-γ1
蛋白酪氨酸磷酸化具有不同程度的抑制作用, 其
中以P组作用最好, W组次之(图1).

3  讨论

PDGFR是自磷酸化的酪氨酸蛋白激酶, 与其配

体结合后, 受体发生空间构象改变, 酪氨酸残基

相互作用发生磷酸化而激活, 并磷酸化多种下

游分子, 启动级联信号传导[17]. PLC-γ1在肿瘤发

生和发展中起关键作用, 其超量表达和激活引

起肿瘤发生、浸润和转移[18]. PLC-γ1通过SH2
区与PDGFR相互作用, 是以PDGFR为中心的多

级蛋白质复合物的一个重要组成成分, 直接被

PDGFR酪氨酸残基磷酸化而活化. PLC-γ1酶活

化后, 催化PIP2分解成产物IP3和DAG作为第2
信使物质在细胞内发生作用, IP3能引起细胞内

钙库的释放,  DAG能激活PKC[19-20]. 通过这两条

通路和其他未知通路从而激活多种细胞反应. 
PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化是PDGFR介导的

PDGFR-PLC-γ1信号传导的前提条件.
食管癌细胞以自分泌PDGF的形式促进生存

和增殖[21]. 我们研究发现, 食管癌组织中PDGFR
超量表达、PDGFR-PLC-γ1磷酸化水平升高、

PLC-γ1介导的信号转导增强, 中医复方启膈散

及其拆方可以抑制PDGFR-PLC-γ1的表达, 减弱

PLC-γ1介导的信号转导. 为了进一步研究该方对

PDGF受体介导的生长信号转导的影响, 我们用

rhPDGF-BB刺激原代培养的食管癌细胞, 观察启

膈散及其拆方对其PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化

的作用, 发现启膈散及其拆方可以不同程度地抑

制PDGFR-PLC-γ1的酪氨酸磷酸化, 用中药短时

间处理食管癌细胞, 并不影响PDGFR-PLC-γ1蛋
白表达. 上述结果表明启膈散及其拆方可以通过

抑制酪氨酸蛋白激酶受体的酪氨酸磷酸化而抑

制PLC-γ1介导的信号转导, 这也是启膈散治疗食

管癌的部分重要机制.
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中国学术期刊综合引证报告(2006)

本刊讯  根据《中国学术期刊综合评价数据库(CAJCED)》2005年6182种统计刊源析出的214万条中国期刊引

文数据库及CNKI “中国期刊网”中心网站2005-01/12全文下载记录(1.5亿篇次)的大样本数据统计分析得到: 

世界华人消化杂志[标准刊号: ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R; 类目名称: 医药科学\临床科学\呼吸及消化系统

疾病(YK5.2.3)]总被引频次为2471, 影响因子为0.661, 5年影响因子为0.644, 即年指标为0.079, 他引总引比为

0.73, 被引期刊数为491, 被引半衰期为4.6, 2005载文量为768, 基金论文比为0.44, Web即年下载率为0.6. [中国

学术期刊(光盘版)电子杂志社; 中国科学文献计量评价研究中心] .


