
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年1月18日; 18(2): 113-118
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

QHF复方联合小剂量顺铂对小鼠H22肝癌血管生成的抑制
作用  

陈 涛, 付亚玲, 巩仔鹏, 邓李蓉, 胡月琴

陈涛, 付亚玲, 巩仔鹏, 邓李蓉, 胡月琴, 三峡大学医学院中
医系 湖北省宜昌市 443002
陈涛, 北京中医药大学医学博士, 教授, 主要从事中医药抗恶性
肿瘤的研究. 
湖北省卫生厅中医药中西医结合科研基金资助项目, No. 
2005-455-33
作者贡献分布: 陈涛与付亚玲对此文所作贡献均等; 此课题由
陈涛、付亚玲、巩仔鹏、邓李蓉及胡月琴设计; 研究过程由陈
涛、付亚玲、巩仔鹏、邓李蓉及胡月琴操作完成; 研究所用新
试剂及分析工具由付亚玲与巩仔鹏提供; 数据分析由付亚玲与
邓李蓉完成; 本论文写作由陈涛、付亚玲及巩仔鹏完成.
通讯作者: 陈涛, 教授, 443002, 湖北省宜昌市大学路8号, 三峡
大学医学院中医系. chentao@ctgu.edu.cn
电话: 0717-6397378     传真: 0717-6397328
收稿日期: 2009-09-30   修回日期: 2009-11-20
接受日期: 2009-11-30   在线出版日期: 2010-01-18

QHF formula in combination 
with low-dose cisplatin 
inhibits angiogenesis in H22 
hepatocellular carcinoma in 
mice  

Tao Chen, Ya-Ling Fu, Zi-Peng Gong, Li-Rong Deng, 
Yue-Qin Hu

Tao Chen, Ya-Ling Fu, Zi-Peng Gong, Li-Rong Deng, 
Yue-Qin Hu, Department of Chinese Medicine, Medical 
College, China Three Gorges University, Yichang 443002, 
Hubei Province, China 
Supported by: the Integrated Chinese and Western Medi-
cal Research Foundation of the Health Department of Hubei 
Province, No. 2005-455-33
Correspondence to: Professor Tao Chen, Department of 
Chinese Medicine, Medical College, China Three Gorges 
University, 8 Daxue Road, Yichang 443002, Hubei Prov-
ince, China. chentao@ctgu.edu.cn
Received: 2009-09-30    Revised: 2009-11-20 
Accepted: 2009-11-30    Published online: 2010-01-18

Abstract
AIM: To investigate the effects of QHF formula 
in combination with low-dose cisplatin (DDP) 
on tumor angiogenesis and growth in H22 
hepatocellular carcinoma in mice and observe 
their toxic reactions.

METHODS: Forty-eight BALB/c mice were in-
oculated with mouse hepatocellular carcinoma 
H22 cells in the right axillary skin to establish a 
mouse model of H22 hepatocellular carcinoma. 

The model mice were randomly divided into 
four groups: QHF group, DDP group, QHF 
plus DDP group and normal saline (NS) group. 
The inhibitory effects of these drugs on tumor 
growth were evaluated by calculating the re-
duced rate of tumor growth. The toxicity of 
these drugs was examined by observing the 
general condition of mice and the spleen index. 
The morphological changes of tumor cells were 
observed under an optical microscope. The mi-
crovessel density (MVD) in tumor tissue was 
evaluated by immunohistochemistry.

RESULTS: The tumor weight was significantly 
lower in the QHF group, DDP group, and QHF 
plus DDP group than in the NS group (0.63 g ± 
0.16 g, 0.45 g ± 0.23 g and 0.33 g ± 0.15 g vs 1.22 
g ± 0.22 g, respectively; all P < 0.01), while the 
tumor weight was significantly higher in the 
QHF group than in the QHF plus DDP group 
(P < 0.01). The reduced rates of tumor growth 
in the QHF group, DDP group and QHF plus 
DDP group were 47.45%, 63.11% and 72.95%, 
respectively. The MVD in tumor tissue was sig-
nificantly lower in the QHF group, DDP group, 
and QHF plus DDP group than in the NS group 
(11.00 ± 1.56, 10.33 ± 1.49 and 6.87 ± 0.97 vs 19.93 
± 1.02, respectively; all P < 0.01). Compared with 
the QHF group and DDP group, the MVD was 
significantly lower in the QHF plus DDP group 
(both P < 0.01). Furthermore, a lower incidence 
of toxic reactions and a better quality of survival 
were observed in the QHF plus DDP group than 
in the DDP group.

CONCLUSION: Both of QHF and small-dose 
DDP have anti-angiogenic effects in H22 hepato-
cellular carcinoma in mice. QHF in combination 
with small-dose DDP has synergistic anti-angio-
genic effects and can improve the quality of sur-
vival and reduce the incidence of toxic reactions 
in mice bearing H22 hepatocellular carcinoma.
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■背景资料
肝癌是临床常见
的恶性肿瘤之一, 
术后复发和转移
率 极 高 ,  目 前 尚
缺乏有效的治疗
药 物 .  而 血 管 生
成是肿瘤生长和
转移的形态学基
础 ,  他 不 仅 为 肿
瘤提供充足的营
养 ,  而 且 为 转 移
的肿瘤细胞提供
了 通 道 .  故 抑 制
血管生成的疗法
有望成为治疗肝
癌的重要方法.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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摘要
目的: 探讨QHF复方联合小剂量化疗药物顺
铂(DDP)对小鼠H22肝癌血管生成的影响, 观察
其抑瘤效果和不良反应.  

方法: 48只BALB/c小鼠右腋皮下注射小鼠H22

肝癌细胞建立荷瘤模型, 随机分设为QHF复方
组、小剂量DDP、联合用药组(QHF+DDP)及
生理盐水组(NS). 以抑瘤率为指标, 观察各药
物对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用; 以小鼠
的一般状况及脾指数为指标, 观察各药物对荷
瘤小鼠的不良反应; 光镜观察肿瘤组织形态; 
免疫组织化学方法检测各药物对小鼠肝癌组
织中的微血管密度(MVD). 

结果: QHF组、DDP组和联合用药组的瘤质
量均较NS对照组明显降低(0.63 g±0.16 g, 
0.45 g±0.23 g, 0.33 g±0.15 g vs  1.22 g±0.22 
g, 均P <0.01), 联合用药组较QHF组显著降低
(P <0.01). 抑瘤率分别为47.45%、63.11%和
72.95%. QHF组、DDP组和联合用药组小鼠
移植瘤组织内的MVD数量较NS对照组明显
降低(11.00±1.56, 10.33±1.49, 6.87±0.97 vs  
19.93±1.02, 均P <0.01); 联合用药组与各单药
组相比明显降低(均P <0.01). QHF与DDP联合
应用组的不良反应较单用DDP组轻, 生存质量
较好.

结论: QHF复方与小剂量DDP均具有抗肝癌血
管生成的作用; QHF复方与小剂量DDP联合应
用具有协同抗肝癌血管生成的作用, 同时QHF
复方具有提高生存质量和降低化疗药物不良
反应的作用.

关键词: QHF复方; 顺铂; 化学疗法; 肝癌; 血管生成
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是临

床常见的恶性肿瘤之一, 术后复发和转移率极

高, 目前尚缺乏有效的治疗药物. 肝癌作为一种

多血管肿瘤, 肿瘤新生血管在其发生、侵袭和

转移复发过程中发挥重要作用. 因此抑制血管
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形成在抗肝肿瘤的研究中意义重大. 目前, 已有

研究表明, 持续低剂量化疗给药, 可以靶向作用

于肿瘤微血管, 达到抑制肿瘤血管生成的作用, 
并具有不良反应小和不易产生耐药的优点[1], 而
在合用另一种抗血管生成药物时抑制肿瘤血管

生成的作用则更为明显[2]. QHF复方(华蟾素800 
mg/kg、人参皂甙Rg3 14 mg/kg、三七总皂甙5.5 
mg/kg、香菇多糖100 mg/kg)是我们根据肝癌

“瘀”、“毒”、“虚”的病机特点, 通过动

物实验, 采用均匀设计法筛选得到的组方. 研究

表明QHF复方具有良好的抗肝癌作用, 与化疗

药物合用具有显著的减毒、增效作用[3]. 据文献

报道[4-7], QHF复方中的人参皂甙Rg3、华蟾素及

香菇多糖均有抑制肿瘤血管生成的作用. 据此

我们推测QHF复方也可以通过抑制肿瘤血管生

成而发挥抗肿瘤作用. 顺铂为广谱抗癌药, 国内

外有许多用其对肿瘤小剂量节律化疗的报道[8,9], 
效果较好. 本文以H22荷瘤小鼠为动物模型, 观察

QHF复方联合小剂量顺铂对小鼠H22肝癌血管生

成的影响及抑瘤效果和不良反应, 初步探讨其

对肝癌的治疗价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c纯系小鼠, 清洁级, ♂, 周龄4-6 
wk, 体质量20 g±2 g, 共48只, 由湖北省实验动

物中心提供. 小鼠肝癌H22细胞由本校免疫教研

室保存, 以腹水型传代保种, 第3代用于实验. 注
射用顺铂(冻干型), 购自锦州九泰药业有限责

任公司. 华蟾素片, 购自安徽金蟾生化股份有

限公司. 参一胶囊(人参皂甙Rg3), 购自吉林亚

泰制药有限公司. 血塞通片(三七总皂苷), 购自

云南省玉溪市维和制药有限公司. 香菇多糖片, 
购自浙江金华埃森药业有限公司. 以上各药物

使用前均用灭菌生理盐水稀释至一定浓度. 兔
抗鼠CD34 mAb、即用型免疫组织化学试剂盒

(SABC试剂盒)及DAB显色剂均购自武汉博士

德生物工程有限公司. 电子分析天平(MP200A
型), 上海良平仪器厂生产. 光学显微镜, 日本

Olympus公司生产. 石蜡包埋机(EG1150型), 德
国Leica公司生产. 石蜡切片机: (ULTRACUT-R
型), 德国Leica公司生产. 多功能显微镜及测量

系统: (DM-R型), 德国Leica公司生产. 电热恒温

鼓风干燥箱(GZX-9070MBE型), 上海博迅实业

有限公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 肝癌H22细胞株BALB/c小鼠体内连
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■研发前沿
当前, 特异性抗血
管生成药物与节
律性化疗药物联
合应用是肿瘤治
疗领域的一大热
点. 研究发现抗血
管联合应用可以
作用于血管生长
的不同环节、不
同阶段, 充分发挥
各自优势, 产生协
同效应, 并且两者
的不良反应都低.
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续传代3代后, 抽取接种7 d左右种鼠腹水, 呈乳

白色, D-Hanks液洗涤离心(800 r/min, 5 min)2
次, 调整细胞浓度至5.0×106个/mL, 台盼蓝拒染

法检测存活率≥95%, 将细胞悬液注射至健康

BALB/c小鼠右腋皮下, 每只0.2 mL, 建立实体瘤

模型. 全程严格无菌操作, 1 h内完成.
1.2.2 分组及给药: 小鼠造模后第3天, 随机分为

4组, 每组12只. NS组: 每只小鼠予生理盐水0.4 
mL灌胃, 同时予生理盐水0.2 mL腹腔注射; QHF
复方组予以下4种药物[华蟾素800 mg/kg, 人参

皂甙Rg3 14 mg/kg, 三七总皂甙5.5 mg/kg, 香菇

多糖100 mg/kg(配比1)]各0.1 mL总共0.4 mL灌
胃, 同时予0.2 mL生理盐水腹腔注射, 每日1次, 
连续给药10 d; 小剂量DDP组: 予生理盐水0.4 
mL灌胃, 同时予DDP 0.2 mL(剂量2 mg/kg)腹腔

注射; DDP+QHF组: 给予QHF 0.4 mL灌胃, 同时

予DDP 0.2 mL腹腔注射. 以上给药均为每日1次, 
连续10 d. 
1.2.3 一般状况观察: 给药期间每日密切观察小

鼠的外观毛色、精神状态、活动及饮食等情况. 
1.2.4 脾指数: 末次给药24 h后, 颈椎脱臼法处死

小鼠, 完整剥离脾组织, 电子天平上称质量, 按
下列公式计算脾指数: 脾指数 = 脾质量(mg)/小
鼠体质量(g). 
1.2.5 瘤质量及抑瘤率: 末次给药24 h后, 颈椎脱

臼法处死小鼠, 完整剥离肿瘤组织, 电子天平上

称质量, 按下列公式计算抑瘤率(inhibition rate, 
IR): 抑瘤率(IR) = [模型组瘤质量(g)-用药组瘤治

疗(g)]/模型组瘤质量(g)×100%. 
1.2.6 肿瘤大体标本及组织形态观察: 剥离荷瘤

小鼠肿瘤组织时, 肉眼观察肿瘤的体积、颜色

及质地, 同时观察其假膜是否完整、剥离时有

无出血等. 取各组小鼠肿瘤组织, 10%甲醛固定, 
常规脱水, 石蜡包埋, 切片. 行HE染色, 光镜下观

察肿瘤组织及细胞的形态学变化. 
1.2.7 肿瘤微血管密度(microvesse l dens i ty, 
MVD): 肿瘤组织经甲醛固定、石蜡包埋后切

片, 采用免疫组织化学染色(SABC法), 操作步骤

按试剂盒要求. 以PBS代替一抗作阴性对照, 已
知阳性切片作阳性对照. MVD的计数方法: 按
Weidner等[10]报道的方法, 首先在低倍视野下(×
40)扫视整张石蜡切片, 每张切片找出5个微血管

密集区, 然后在高倍视野下(×200)记数. 每张切

片共计数5个视野, 取其平均值为该例的MVD
值. 微血管的判断标准为: (1)与邻近的微血管、

肿瘤细胞及其他结缔组织成分不相连的、标记

清晰的内皮细胞及内皮细胞簇均可作为一个可

计数的微血管. (2)可能源于同一微血管的内皮

细胞, 如染色清晰且相互分离, 也可作为单独的

微血管计数. (3)血管腔及腔内红细胞的存在不

是确认微血管的必备条件. (4)对肿瘤区内的硬

化区、肿瘤细胞稀疏区及邻近良性组织区域内

的血管不进行计数. (5)对管腔直径>8个红细胞

或管壁有平滑肌存在的血管不进行计数.
统计学处理 采用SPSS10.0统计分析软件处

理实验结果. 计量资料的数据以mean±SD表示, 
计数资料的数据以百分率(%)表示. 计量资料采

用单因素方差分析; 计数资料采用卡方检验.

2  结果

2.1 荷瘤小鼠一般状况观察 实验过程中, 除QHF
组以外的各组小鼠均表现为皮毛无光泽, 竖毛

现象明显, 活动减少, 迟缓. 但QHF+DDP联合

用药组好于单纯DDP化疗组. DDP组小鼠不良

反应明显, 出现厌食、腹泻、精神萎靡、消瘦

及被毛脱落等症状, QHF+DDP组不良反应相

对较小. 给药结束时, 除NS组以外的各组小鼠

均有死亡, 所有死亡小鼠均为体质量明显下降

者. 可排除由于实验操作不当致死的可能, 小
鼠死亡是由于自身体质差所致. QHF组、DDP
组及QHF+DDP联合用药组分别有2只、1只和

2只小鼠死亡, 其死亡率分别为16.67%、8.33%
和16.67%. 各组小鼠死亡率差异无统计学意义

(P >0.05). 
2.2 荷瘤小鼠的脾指数 NS组、QHF组、DDP组
及QHF+DDP联合用药组的脾指数分别为(9.39
±3.68, 10.91±1.53, 4.40±0.99, 8.32±0.25). 除
DDP组的脾指数较NS组明显下降以外(P <0.05), 
QHF组和QHF+DDP联合用药组与NS组相比, 差
异无统计学意义(P >0.05). 用药组两两比较: 联
合用药组的脾指数较DDP组明显上升, 差异有

显著的统计学意义(P <0.01), 与QHF组相比, 差
异无统计学意义(P >0.05); DDP组较QHF组明显

下降, 差异有显著统计学意义(P <0.01). 
2.3 药物对小鼠肿瘤生长情况的影响 接种5 d内, 
小鼠外观无明显改变. 5 d后各组可触及右腋皮

下瘤块, NS对照组小鼠肿瘤生长迅速, 局部肿

胀, 压迫症状明显; 各用药组小鼠肿瘤生长相对

NS对照组较缓慢. 各组小鼠的瘤质量及抑瘤率

见表1. QHF组、DDP组及QHF+DDP联合用药

组的抑瘤率分别为47.54%、63.11%和72.95%. 
各用药组的瘤质量均明显低于NS组, 差异有显

■相关报道
Browder等报道低
剂量抗血管生成
化疗的抗肿瘤效
果可因合用一种
特异靶向内皮细
胞的药物而明显
提高. Zhang等报
道将持续低剂量
CTX和人参皂甙
R g 3 联合应用治
疗Lewis肺癌小鼠
和EMT-6乳腺癌
小鼠, 二者显示出
抗血管生成协同
作用, 并且治疗不
良反应小, 不易产
生耐药, 抑瘤效果
较单药组显著且
持久, 动物生存期
得到延长.
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著的统计学意义(均P <0.01). 用药组两两比较: 
联合用药组的瘤质量明显低于QHF组(P <0.01), 
但与DDP组相比, 差异无统计学意义(P >0.05); 
QHF组与DDP组的差异无统计学意义(P >0.05). 
2.4 皮下移植瘤血管生成情况 肉眼观察: NS对
照组肿瘤组织体积大、颜色红润、质脆, 瘤块

假膜不完整, 部分浸润生长至腿部肌肉, 剥离时

易出血; 各用药组肿瘤组织体积相对较小, 颜色

略苍白、质韧, 瘤块假膜完整, 剥离时基本无出

血. 光镜观察: NS对照组表现为肿瘤组织内小

片坏死, 肿瘤细胞生长旺盛, 细胞核异型性明显, 
间质血管丰富; 各用药组表现为肿瘤组织内坏

死区增大, 间质血管较稀少, 有明显的纤维化形

成(图1).
2.5 荷瘤小鼠肝癌组织中MVD的计数 QHF组、

D D P组及Q H F+D D P联合用药组的肿瘤组织

MVD数值分别为11.00±1.56、10.33±1.49及

6.87±0.97, 与NS对照组(19.93±1.02)比较均明

显降低, 差异有显著统计学意义(均P <0.01); 联
合用药组的MVD计数明显低于两单药组, 差异

有显著统计学意义(均P <0.01); QHF组与DDP组
的差异无统计学意义(P >0.05, 图2).

3  讨论

1971年Folkman等[11]首次提出, 肿瘤的生长和转

移依赖于血管生成, 为肿瘤的治疗开辟了新的

领域. 肝细胞癌为血供丰富的实体肿瘤, 其生物

学特性包括高度血管浸润及转移倾向, 导致该

疾病的预后不良. 肿瘤血管形成理论的建立, 为
研究肝细胞癌复发和转移的机制提供了新的理

论依据, 同时为治疗肝细胞癌, 防止肝细胞癌的

复发和转移找到了一种更为有效的治疗手段-抗
血管生成治疗[12,13]. 

MVD是目前较为公认的评价肿瘤组织血管

生成的较好指标[14]. 他能直接量化反映肿瘤血

管生成的程度, 是反映恶性肿瘤生物学行为的

重要参数, 与肿瘤的侵袭、转移及预后关系密

切. 研究认为CD34标记的微血管是真正的新生

肿瘤血管[15,16]. 大量研究表明, 恶性肿瘤组织的

MVD较良性肿瘤组织及正常黏膜组织高. 因此

许多学者认为MVD在反映肿瘤预后方面是一个

独立而且重要的因素, 高MVD往往提示易发生

转移和预后不良, 有效的抗血管生成剂可明显

降低肿瘤组织的MVD. 

■创新盘点
本 研 究 所 用 的
QHF复方是本项
目组前期所筛选
的一种疗效显著
的 抗 肝 癌 组 方 . 
本次实验发现其
具有一定的抗肝
癌血管生成的作
用, 而且与小剂量
DDP联合应用具
有协同抗肝癌血
管生成的作用.

表  1  各组小鼠的瘤质量及抑瘤率 (n  = 10, mean±SD)

     
分组 		          肿瘤质量(g)	         抑瘤率(%)

NS组		        1.22±0.22d	

QHF组		        0.63±0.16bd	           47.54

DDP组		        0.45±0.23b	           63.11

QHF+DDP组	       0.33±0.15b	           72.95

bP<0.01 vs  NS组; dP<0.01 vs  QHF+DDP组.

图  1  光镜观察皮下移植瘤血管生成情况(HE×400). A: NS组; B: QHF组; C: DDP组; D: QHF+DDP组.

A B

C D
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当前, 特异性抗血管生成药物与节律性化疗

药物联合应用是肿瘤治疗领域的一大热点[17,18], 
研究发现抗血管联合应用可以作用于血管生长

的不同环节、不同阶段, 充分发挥各自优势, 产
生协同效应, 并且两者的不良反应都低. 

D D P是一种细胞周期非特异性抗肿瘤药

物, 他通过与DNA链结合, 形成交叉连接, 抑制

DNA、RNA合成和细胞有丝分裂, 从而抑制肿

瘤生长. 该药已用于多种实体肿瘤的治疗, 是目

前较为有效的化疗药物之一. 本研究结果显示, 
DDP组肿瘤的MVD表达水平较NS对照组明显

下降, 表明低剂量DDP具有抗血管生成作用. 本
实验结果与谭光宏、侯继院等的报道一致[19,20]. 

QHF复方组肿瘤组织的MVD表达水平较

NS对照组明显下降, 差异有统计学意义. 表明

QHF复方具有抗血管生成作用, 抗血管生成可

能是QHF复方发挥抗肿瘤作用的机制之一. 
本研究发现, 将低剂量DDP与抗血管生成药

QHF复方联合干预移植性肝癌H22小鼠后, 肿瘤

组织中MVD数量不仅较NS对照组明显下降, 而
且较各自单独应用时下降更为明显, 差异有显

著统计学意义. 因此, 二者具有协同抗肿瘤血管

生成作用. 另外, 从荷瘤小鼠的一般状况及脾指

数结果来看, QHF复方与DDP联合应用组的一般

状况明显好于单用DDP组, 而且脾指数也较单

用DDP为高, 差异有统计学意义. 这表明QHF复

方能降低化疗药物的不良反应, 具有减毒作用.
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(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做
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■同行评价
本研究就QHF复
方联合DDP抗肝
癌血管生成的作
用进行了观察, 其
结果对药物的进
一步开发打下了
较好的基础, 有一
定的可读性.


