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Abstract
AIM: To investigate the effects of Qigesan, 
Shashenmaidongtang, Tongyoutang and Buqi-
yunpitang on the proliferation of human esoph-
ageal carcinoma EC9706 cells stimulated with 
human epidermal growth factor (hEGF), and to 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: After cultured EC9706 cells were 

stimulated with hEGF and then treated with 
Qigesan, Shashenmaidongtang, Tongyoutang 
and Buqiyunpitang, respectively, cell morpho-
logical changes were observed under an inverted 
microscope, cell proliferation was determined by 
MTT assay, cell cycle progression was measured 
by flow cytometry, and protein expression and 
tyrosine phosphorylation in PLC-γ1 and PI3K-
mediated signaling pathways were determined 
by Western blot.

RESULTS: The half-maximum inhibitory con-
centrations (IC50) of Qigesan, Shashenmaidong-
tang and Tongyoutang were 849, 1 004 and 1 615 
mg/L, respectively. These drugs at a concentra-
tion of IC50 inhibited hEGF-stimulated cell pro-
liferation and prevented cell cycle progression 
into S phase. Buqiyunpitang could only weakly 
inhibit the proliferation of EC9706 cells. Qigesan, 
Shashenmaidongtang and Tongyoutang inhibited 
the protein expression and tyrosine phosphoryla-
tion of EGFR and PLC-γ1 as well as the protein 
expression of PKCα, MARCKS, PI3K, AKT-1 and 
NF-κB p50. Tongyoutang had the strongest in-
hibitory effects on the PLC-γ1 signaling pathway, 
followed by Qigesan and Shashenmaidongtang. 
In contrast, the order of the inhibitory potency for 
the PI3K signaling pathway was Tongyoutang, 
Shashenmaidongtang and Qigesan.

CONCLUSION: Qigesan, Shashenmaidongtang 
and Tongyoutang can, to varying degrees, inhibit 
hEGF-stimulated cell proliferation by suppressing 
PLC-γ1 and PI3K-mediated signaling pathways.
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摘要
目的: 探讨食管癌中医证方启膈散、沙参麦

®

■背景资料
食管癌属中医噎
膈 病 的 范 畴 ,  临
床上分为痰气交
阻、津亏热结、
瘀血内结和气虚
阳微4种证型, 分
别用启膈散、沙
参麦冬汤、通幽
汤和补气运脾汤
四方治疗.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室



司富春. 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补气运脾汤对hEGF刺激的人食管癌EC9706细胞生长信号转导的调节	           2957

www.wjgnet.com

冬汤、通幽汤和补气运脾汤对hEGF刺激的人
食管癌EC9706细胞生长的影响, 进而研究该
证方抑制食管癌细胞生长信号转导的机制. 

方法:  体外正常条件培养食管鳞癌细胞株
EC9706细胞, 无血清饥饿细胞24 h, 用200 ng/mL 
hEGF刺激细胞45 min后, 加入启膈散、沙参
麦冬汤、通幽汤和补气运脾汤, 通过镜下形
态观察、M T T染色、流式细胞技术观察细
胞增殖变化情况. 取抑制EGF刺激EC9706细
胞增殖IC50所用的各方药物浓度处理细胞, 用
Western blot方法检测细胞内PLC-γ1和PI3K介
导的生长信号通路的蛋白表达和酪氨酸磷酸
水平. 

结果: 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤抑制细胞
增殖的IC50值分别为849、1 004和1 615 mg/L, 
以此浓度干预细胞, 可明显抑制细胞生长, 阻
止细胞进入S期, 补气运脾汤对此细胞株无
明显抑制作用. 在两个生长信号通路中, 3方
可不同程度地抑制EGFR和PLC-γ1蛋白表达
和酪氨酸磷酸化, 以及PKCα、MARCKS、
PI3K、AKT-1和NF-κB p50蛋白的表达, 其中, 
在PLC-γ1通路中, 抑制作用强弱依次是: 通幽
汤>启膈散>沙参麦冬汤; 在PI3K通路中, 作用
强弱依次是: 通幽汤>沙参麦冬汤>启膈散.

结论: 启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤可不同
程度地抑制hEGF刺激的EC9706细胞生长. 抑
制PLC-γ1和PI3K介导的生长信号转导是其抑
制EC9706细胞生长的重要机制.

关键词: 食管癌; EC9706细胞; 人表皮生长因子; 启

膈散; 沙参麦冬汤; 通幽汤; 补气运脾汤; 生长信号

转导

司富春. 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补气运脾汤对hEGF刺

激的人食管癌EC9706细胞生长信号转导的调节.  世界华人消化

杂志  2010; 18(28): 2956-2965

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/2956.asp

0  引言

食管癌属中医噎膈病的范畴, 临床上分为痰气

交阻、津亏热结、瘀血内结和气虚阳微4种证

型, 分别用启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补

气运脾汤四方治疗[1]. 近10年我们的研究表明食

管癌临床辨证施治常用证方启膈散、沙参麦冬

汤和通幽汤能明显抑制食管癌细胞生长、诱导

细胞凋亡, 其作用机制与磷脂酶C-γ1介导的细胞

信号转导相关; 食管癌病理组织和细胞超量表

达表皮生长因子受体(epidermal growth factor re-

ceptor, EGFR)和血小板衍生生长因子受体(plate-
let-derived growth factor receptor, PDGFR)等生

长因子受体[2-4], 但是单一生长因子在食管癌病

变中的信号转导机制以及食管癌中医证方的干

预作用尚有待深入研究. 我们以往的研究发现, 
人表皮生长因子(human epidermal growth factor, 
hEGF)在200 ng/mL浓度作用食管癌EC9706细胞

24 h可以使细胞增殖增加1/2, 表明人hEGF可以

刺激EC9706细胞增殖. 本研究进一步观察了食

管癌常用证方干预hEGF刺激的食管癌EC9706
细胞生长作用及其调节细胞生长信号转导的作

用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 启膈散(《医学心悟》)、沙参麦冬汤

(《温病条辨》)、通幽汤(《脾胃论》)和补气

运脾汤(《统旨方》)均以原方用量[5], 中药购自

河南中医学院三附院; 启膈散药用丹参9 g、郁

金1.5 g、砂仁壳1.2 g、北沙参9 g、川贝母4.5 
g、茯苓3 g; 沙参麦冬汤药用北沙参9 g、玉竹

6 g、生甘草3 g、桑叶4.5 g、麦冬9 g、生扁豆

4.5 g、天花粉4.5 g; 通幽汤药用桃仁0.3 g、红

花0.3 g、生地1.5 g、当归3 g、炙甘草3 g、升

麻3 g、槟榔1.5 g; 补气运脾汤药用人参6 g、白

术9 g、橘皮4.5 g、炙黄芪3 g、茯苓4.5 g、砂

仁2.4 g、炙甘草1.2 g、半夏3 g、生姜1片、大

枣1枚. 煎煮2 h、浓缩、5 000 r/min离心15 min, 
取上清, 0.22 μm滤膜过滤, 取部分药液干燥称质

量, 计算药物浓度, -20 ℃冻存备用, 用时调至所

需浓度. 人食管癌细胞株EC9706由中国协和医

科大学肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室

惠赠. RPMI 1640培养基(Gibco公司); 小牛血清

(Gibco公司); PMSF和亮抑酶肽(Amresco公司); 
丙烯酰胺(Biomol公司); hEGF(Sigma公司); 磷脂

酶C-γ1(phospholipase C-γ1, PLC-γ1)、酪氨酸磷

酸化(tyrosine phosphorylation, P-Tyr)和PI3K单

克隆抗体(韩国浦项科技大学国家信号转导网络

实验室惠赠); PKCα兔多克隆抗体(Santa Cruz公
司); EGFR多克隆抗体(Santa Cruz公司); 磷酸化

MARCKS(Ser152/156)多克隆抗体(Cell Signal公
司产品); AKT-1(PKB, 蛋白激酶B)兔多克隆抗

体(武汉博士德生物工程有限公司); NF-κB p50
兔多克隆抗体(武汉博士德生物工程有限公司); 
山羊抗小鼠IgG-HRP和山羊抗兔IgG-HRP(华美

公司); 增强化学发光(enhanced chemilumines-
cence, ECL)试剂盒(Santa Cruz公司); 考马斯亮

■研发前沿
单一生长因子在
食管癌病变中的
信号转导机制以
及食管癌中医证
方的干预作用尚
有待深入研究.
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蓝G250(Amresco公司); 其余化学药品均为分析

纯. 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); 高速冷冻离心机(Hitachi公司); 台式高速冷

冻离心机(Sigma公司).
1.2 方法 
1 .2 .1  细胞培养 :  从液氮中迅速取出冻存的

EC9706细胞, 37 ℃水浴使之立即解冻, 将细胞悬

液移入含有10 mL RPMI 1640培养液的离心管中, 
1 000 r/min×10 min离心, 用10 mL含10%小牛血

清的RPMI 1640培养液混匀细胞沉淀, 接种于直

径100 mm培养皿中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养, 每间隔48 h更换1次培养基, 待
细胞生长至70%汇合率时, 用胰蛋白酶溶液(用
D-Hans液配制, 含0.25%胰蛋白酶, 0.02% EDTA, 
pH8.3)消化, 按实验要求接种于96孔培养板或直

径100培养皿中.
1.2.2 MTT测定: 以1×104个细胞/孔接种于96孔
培养板, 含小牛血清培养液200 μL/孔, 于37 ℃、

50 mL/L CO2、饱和湿度的CO2培养箱培养24 h, 
弃旧培养液, 用250 μL/孔不含血清RPMI 1640
培养液清洗各孔贴壁细胞中残留血清, 重复1
次. 加入不含血清培养液200 μL/孔, 饥饿细胞24 
h, 弃旧培养液, 分别加入含启膈散、沙参麦冬

汤、通幽汤、补气运脾汤的不含血清培养液100 
μL/孔, 浓度分为100、200、400、800、1 600、
3 200、6  400、12 800 mg/L 8个梯度, 放入培养

箱45 min, 然后用hEGF工作液400 μg/L, 100 μL/
孔加入上述加药各孔中, 使药物和hEGF浓度均

稀释1倍, 即药物浓度为: 50、100、200、400、
800、1 600、3 200、6 400 mg/L; hEGF浓度为

200 μg/L; hEGF对照组加入200 μg/L不含血清培

养液配制的hEGF 200 μL/孔; 空白对照组加入

200 μL/孔不含血清培养液, 继续培养24 h. 吸去

上清液, 每孔加100 μL含0.5 g/L MTT的无血清

培养液, 37 ℃继续培养4 h, 用150 μL DMSO溶

解MTT, 在酶标仪上以570 nm/630 nm测定吸光

度(A )值. 实验重复3次. 按照公式: 肿瘤细胞生长

抑制率(%) = (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 
计算各药物组对肿瘤细胞增殖的抑制率. F检验, 
绘制量效关系曲线图, 作拟合曲线, 求出各药半

数有效量(IC50).
1.2.3 流式细胞仪分析: 以1×106个细胞/皿接

种于直径100 mm培养皿中, 10 mL/皿含血清

培养液, 共6皿, 分为空白对照组、hEGF对照

组、hEGF+启膈散组、hEGF+沙参麦冬汤组、

hEGF+通幽汤组和hEGF+补气运脾汤共6组. 于
37 ℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度的CO2培养箱贴壁

24 h, 弃旧培养液, 用不含血清培养液清洗皿中

贴壁细胞2次, 去除残余血清, 加入不含血清培

养液10 mL/皿, 饥饿细胞24 h, 4个中药组加入抑

制细胞增殖IC50值所用药物浓度, 45 min后hEGF
对照组和各中药物组加入200 μg/L hEGF, 空白

对照组加不含血清培养液, 各皿体积均为10 mL, 
继续培养24 h后, 在倒置显微镜下观察各组细

胞增殖情况和形态学变化、拍照. 用3 mL/皿胰

蛋白酶消化细胞, 收集入15 mL离心管中, 1 000 
r/min×10 min离心, 弃上清液, 加入PBS 2 mL重
悬细胞, 1 000 r/min×5 min离心, 重复1次. 弃掉

PBS, 加入100 µL PBS, 用微量移液器吹打混匀, 
加入700 mL/L乙醇固定细胞, 放入冰箱4 ℃过夜. 
200 g×5 min离心固定细胞, 用3 mL预冷的PBS
重悬细胞, 静息1 min, 200 g×5 min, 重复1次. 
弃掉PBS, 依次加入PBS 850 µL, 10 g/L RNaseA 
10 µL, 1% Triton X-100 100 µL, 1 g/L PI 40 µL, 
37 ℃避光孵育5 min. 用400目筛网过滤细胞, 上
流式细胞仪用Cellquest Pro进行细胞周期分析, 
并用Modifit LT细胞周期分析软件分析结果, 得
出各组细胞在各细胞周期的百分比率. 
1.2.4 Western blot分析: 细胞培养、分组和药物

处理同流式细胞仪分析. 用预冷PBS洗收获的细

胞2次, 用细胞裂解液(20 mmol/L Hepes, pH7.2, 
1% Triton X-100, 10%三酰甘油, 150 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L Na3OV4, 10 mg/L亮抑酶肽, 1 
mmol/L PMSF)提取蛋白, Bradford法测定蛋白

浓度. 配制8%和12% SDS聚丙烯酰胺凝胶, 10 
μ g/孔上样 ,  电泳后 ,  转至硝酸纤维素膜 ,  5%
脱脂奶粉T T B S溶液封闭滤膜1 h, 加入一抗

室温反应5 h, TTBS洗涤30 min, 加入相应的

二抗室温反应2 h, 洗涤30 min, 用ECL试剂显

影、定影、洗片[6]. 每个结果重复3次. EGFR、
PLC-γ1、PI3K蛋白表达和P-Tyr检测用8% SDS-
PAGE电泳, 分离的蛋白质转移到硝酸纤维素

膜, 50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液封闭滤膜后, 用
PLC-γ1单克隆抗体或PI3K单克隆抗体或EGFR
多克隆抗体反应, 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. 随后用抗原抗体解离缓冲液(100 mmol/L甘
氨酸, pH2.8, 500 mmol/L NaCl)室温1 h除去免疫

印迹膜上结合的一抗和二抗, TTBS重新平衡免

■相关报道
文 献 报 道 食 管
癌 病 变 与 P I 3 K /
AKT-NF-κB信号
通路激活相关, 该
通路已作为癌症
治疗的靶标.
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疫印迹滤膜, 再用抗P-Tyr单抗检测.

2  结果

2.1 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补气运脾

汤对hEGF刺激的人食管癌EC9706细胞增殖的

影响 以药物浓度为横坐标、抑制率为纵坐标绘

制剂量-效应关系曲线, 并根据拟合后的曲线方

程求出各组药的IC50(表1, 图1). 启膈散、沙参麦

冬汤和通幽汤可不同程度地抑制hEGF刺激的

EC9706细胞增殖, 抑制率随药物浓度增加而上

升, 呈剂量效应依赖关系, 在药物浓度为3 200 
mg/L时, 启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤抑制率

均超过50%. 根据生长抑制作用剂量效应关系

拟合曲线方程求出各组IC50, 分别是: 启膈散IC50 
= 849 mg/L, 沙参麦冬汤IC50 = 1 004 mg/L, 通幽

汤IC50 = 1 615 mg/L. 补气运脾汤对hEGF刺激的

EC9706增殖抑制作用很弱, 即使至6 400 mg/L
时, 抑制率也仅有14.74%.
2.2 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补气运脾

汤对hEGF刺激的人食管癌EC9706细胞增殖和

形态的影响 接种培养细胞24 h, 空白对照组细

胞饥饿48 h后, 近半数细胞呈透明、形态变圆、

漂浮状, 细胞贴壁能力减弱. hEGF组和中药组细

胞饥饿24 h和药物处理24 h后, hEGF组多数细

■创新盘点
本研究首次发现
EGF增强食管癌
细 胞 P L C - γ 1 和
PI3K介导的生长
信号转导和启膈
散、沙参麦冬汤
和通幽汤的抑制
作用, 揭示信号通
路对食管癌细胞
生长的重要作用, 
以及食管癌证方
抑制细胞生长的
作用机制.

表  1  各组对hEGF刺激的EC9706细胞增殖抑制率 (mean±SD, %, n  = 3)

     
药物浓度(mg/L)

抑制率

hEGF+启膈散组 hEGF+沙参麦冬汤组 hEGF+通幽汤组 hEGF+补气运脾汤组

50 26.59±1.33 19.78±1.15 21.52±1.51 -4.43±0.14

100 33.75±2.03 20.66±1.46 25.89±1.66 -3.07±0.43

200 37.30±1.02 26.68±1.19 30.40±0.46 -2.86±0.95

400 47.53±1.27 33.58±1.83 38.46±1.06 -2.59±0.15

800 48.66±1.53 42.69±0.43 44.21±1.14   2.07±0.34

1 600 49.84±1.41 50.37±0.41 50.07±0.25   7.75±0.27

3 200 51.02±0.42 52.87±0.49 51.14±0.46   8.34±0.24

6 400 50.69±0.22 55.61±0.36 54.91±1.37 14.74±2.32

图  1  各组抑制hEGF作用的EC9706细胞生长剂量效应关系. A: 启膈散, Y = e[-0.6944+(-33.982/x)]; F  = 99.40, P  = 0.000; B: 沙参麦

冬汤, Y = 0.1877+0.0004x+(-1×10-7)x2+(1.1×10-11)x3; F  = 142.80, P  = 0.000; C: 通幽汤, Y = -0.0666＋0.0729ln(x); F  = 

254.24, P  = 0.000; D: 补气运脾汤, Y = -0.0534+0.0001x+(-3×10-8)x2+(3.1×10-12)x3; F  = 59, P  = 0.004.
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胞形态呈长梭型改变, 少数细胞呈星型、细胞

周缘呈触角状, 细胞遍布视野范围, 折光度较好. 
补气运脾汤组细胞状态与hEGF对照组相近, 视
野下细胞数目明显多于其他3个药物组, 对细胞

增殖无明显抑制作用; 启膈散、沙参麦冬汤和

通幽汤组对hEGF刺激的人食管癌细胞EC9706
增殖均有明显的抑制作用. 镜下观察启膈散、

沙参麦冬汤和通幽汤组贴壁细胞数量明显少于

hEGF对照组, 细胞汇合率低, 增长缓慢, 细胞间

隙加大. 各药物组细胞形态学变化差异明显, 启
膈散组细胞疏松分散, 多数细胞呈圆形, 并有细

胞聚集现象, 胞内充满大量颗粒状或空泡样物

质; 沙参麦冬汤组细胞表面粗糙, 可见半数细胞

呈扁平多角形, 有少量细胞呈梭形, 细胞间隙加

大; 通幽汤组多数细胞呈周缘发亮, 形态变圆, 
少量细胞呈梭形, 透光度减低, 形态不规则(图2). 
2.3 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和补气运脾

汤对hEGF刺激的人食管癌EC9706细胞周期的

影响 空白对照组、hEGF组及启膈散、沙参麦

冬汤、通幽汤和补气运脾汤用药组细胞G1期所

占百分比分别为69.43%、52.07%、64.82%、

63.63%、68.71%、48.78%, 细胞S期所占百分比

分别为13.51%、33.02%、15.47%、12.82%、

16.03%、35.59%. hEGF组细胞与空白对照组相

比, G1期比例减少, S期增加, 说明hEGF促进了

细胞DNA合成; 启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤

组与hEGF组相比, 细胞G1期比例增加, S期减少, 
说明此3方抑制了细胞DNA合成, 将细胞阻止在

G1期, 从而减少了细胞增殖, 3方对hEGF刺激的

EC9706细胞周期抑制强弱为: 通幽汤>启膈散>
沙参麦冬汤; 补气运脾汤细胞G1期和S期比例与

hEGF组相似, 提示补气运脾汤对hEGF刺激的细

胞周期无明显影响(图3, 4). 
2.4 启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤对hEGF刺激

的人食管癌EC9706细胞生长信号转导的影响

2.4.1 3方对PLC-γ1介导的信号转导通路的影

■应用要点
本 研 究 以 高 分
化 的 食 管 鳞 癌
EC9706细胞系为
研 究 对 象 ,  观 察
了启膈散、沙参
麦冬汤、通幽汤
和补气运脾汤对
EGF刺激的食管
癌细胞生长的作
用 ,  进 而 通 过 对
PLC-γ1和PI3K介
导的两条生长信
号通路的检测, 探
讨了证方影响食
管癌细胞生长信
号转导的机制.

A B

C D

E F

图  2  各组对hEGF刺激的EC9706细胞增殖和形态的影响(×200). A: 空白对照组; B: hEGF组; C: hEGF+启膈散组; D: hEGF+

沙参麦冬汤组; E: hEGF+通幽汤组; F: hEGF+补气运脾汤组.
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响: hEGF对照组比空白对照组各蛋白表达水平

和P-Tyr水平明显增强, 应用启膈散、沙参麦冬

汤和通幽汤处理的EC9706细胞, 各蛋白表达和

磷酸化水平与hEGF对照组相比显著减弱. 说明

hEGF明显增强细胞EGFR- PLCγ-1-PKCα生长信

号转导, 该3方对此通路的信号转导有不同程度

的抑制作用, 其作用大小为通幽汤>启膈散>沙
参麦冬汤(图5). 
2.4.2 3方对PI3K信号转导通路的影响: hEGF刺
激EC9706细胞后PI3K、AKT-1、NF-κB p50蛋
白表达水平和PI3K P-Tyr化水平明显增加, 用启

膈散、沙参麦冬汤和通幽汤处理细胞后, 这3种
蛋白表达和P-Tyr水平比hEGF对照组显著减少. 

说明EGF同样增强PI3K介导的生长信号传导, 
这3个方剂对此信号转导通路也具有不同程度

的抑制作用, 其作用强弱为通幽汤>沙参麦冬汤

>启膈散(图6).

3  讨论

以往我们已经发现食管癌辨证施治常用证方启

膈散、沙参麦冬汤和通幽汤明显抑制食管癌细

胞生长的作用, 为了深入了解这些证方对单一

生长因子刺激细胞生长的干预作用和机制, 本
研究以高分化的食管鳞癌EC9706细胞系为研究

对象, 观察了启膈散、沙参麦冬汤、通幽汤和

补气运脾汤对EGF刺激的食管癌细胞生长的作
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图  3  流式细胞仪Modifit LT示各组对hEGF刺激的EC9706细胞周期的影响. A: 空白对照组; B: hEGF组; C: hEGF+启膈散组; D: 

hEGF+沙参麦冬汤组; E: hEGF+通幽汤组; F: hEGF+补气运脾汤组.

■同行评价
本文创新性好, 设
计严整, 实验方法
实用合理, 结果对
临床有一定的指
导意义.
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用, 进而通过对PLC-γ1和PI3K介导的两条生长

信号通路的检测, 探讨了证方影响食管癌细胞

生长信号转导的机制. 
我们采用MTT法、倒置显微镜下观察法和

流式细胞仪分析法观察到启膈散、沙参麦冬汤

和通幽汤都能够抑制hEGF刺激的食管癌细胞

生长, 并且使细胞形态发生多种形状的改变. 细
胞周期中的G1期代表了细胞生长处于抑制状态, 
其在总细胞中所占百分比率是衡量细胞生长

受抑制状况的重要指标[7]. 在用4个证方作用于

hEGF刺激的EC9706细胞24 h后, 通幽汤组G1期

占到了68.71%, 对细胞生长抑制最强, 其后依次

是启膈散、沙参麦冬汤和补气运脾汤. 补气运

脾汤组G1期占48.78%, 比hEGF对照组还低, 提
示该方剂对hEGF刺激的EC9706细胞生长抑制

作用很小. 这些结果表明, 启膈散、沙参麦冬汤

和通幽汤通过抑制EC9706细胞从G1期进入S、

G2、M增殖期, 从而抑制了细胞的生长. 
EGF通过与其细胞膜上的EGFR结合产生

广泛的刺激细胞增殖的作用. EGFR由原癌基因

C-erbB1表达的170 000 Da糖蛋白[8], 是广泛存

在于上皮细胞和间质细胞膜上的跨膜受体, 有
一个细胞外配体结合区、跨膜区和细胞内的

酪氨酸激酶活性部位 [9,10]. E G F与其受体细胞

外部分结合引起受体胞内部分的酪氨酸残基

磷酸化, 形成酪氨酸底物结合位点, 使EGFR激

活, 再通过识别一系列底物酶将细胞外信号转

导致细胞内 [11-13]. EGFR酪氨酸激酶的底物有

PLC-γ1, PI3K、Ras GTPase激活蛋白、GTPase
中的Eps8、Eps15和Eps15R、GRB2[14-17]. 以往研

究表明EGFR在食管癌细胞中高度表达, 表达及

活性的强度与食管癌的恶性程度、耐药性及发

展和预后相关[2,18-22]. 本研究发现, 经hEGF刺激的

EC9706细胞EGFR蛋白表达显著增强, 启膈散、

沙参麦冬汤和通幽汤在抑制细胞生长的同时, 
可不同程度地减少EGFR表达, 各方对EGFR表
达和细胞生长作用强弱型式一致, 提示启膈散、

沙参麦冬汤和通幽汤通过干预EGFR介导的生长

信号发挥其抑制细胞生长的作用. 因而我们进一

步观察了EGFR在其配体EGF激活后, PLC-γ1和
PI3K介导的细胞生长信号转导状况及中药方剂

的干预作用.
PLC-γ1是细胞膜磷脂水解酶, 在生长因子

信号通路中起着重要作用[23], 他被受体酪氨酸激

酶磷酸化而活化后, 水解磷脂酰肌醇-4, 5-二磷

酸(phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate, PIP2), 
产生第二信使: 三磷酸肌醇(inositol triphosphate, 
IP3)和三酰甘油, IP3能引起细胞内钙库的释放, 
三酰甘油能激活蛋白激酶C(PKC), 通过这两条

通路或蛋白与蛋白相互作用途经传递细胞生长
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图  4  各组对hEGF刺激的EC9706细胞G1期和S期的影响. 1: 

空白对照组; 2: hEGF组; 3: hEGF+启膈散组; 4: hEGF+沙参

麦冬汤组; 5: hEGF+通幽汤组; 6: hEGF+补气运脾汤组.
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图  5  启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤对PLC-γ1信号转导通
路的影响. 1: 空白对照组; 2: hEGF对照组; 3: hEGF+启膈散

组; 4: hEGF+沙参麦冬汤组; 5: hEGF+通幽汤组.

图  6  启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤对PI3K信号转导通路
的影响. 1: 空白对照组; 2: hEGF对照组; 3: hEGF+启膈散组; 

4: hEGF+沙参麦冬汤组; 5: hEGF+通幽汤组.
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NF-κB p50

Phospho-
PI3K
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信号. PLC-γ1超量表达、活性和信号传导增强

可导致多种肿瘤的发生和发展[4]. 食管癌组织细

胞过度表达EGF和EGFR, 通过自分泌环路刺激

细胞增殖, 与食管癌的发生发展和预后密切相

关[18,19,24]. 我们在以往的研究中也发现在人食管

癌病理组织、裸鼠肿瘤组织和体外培养的食管

癌细胞增殖时EGFR和PLC-γ1超量表达、信号

传导大幅增强[2,3,25], 提示生长因子信号传导在食

管癌病变中起着重要作用. 本实验在用单一生

长因子EGF刺激食管癌细胞增殖过程中, EGFR
与PLC-γ1蛋白表达和P-Tyr、PKCα蛋白表达和

PKC活性明显增强, 有力地证明了EGF-PLC-γ1
信号转导增强对食管癌细胞增殖的促进作用. 
十四烷基富丙氨酸蛋白激酶底物(myristoylated 
alanine-rich C kinase substrate, MARCKS)是PKC
的重要底物, 其相对分子质量约为87 000 Da, 分
布于各种细胞中, 参与细胞运动、有丝分裂、膜

运输等细胞活动[26], MARCKS停留于细胞膜, 依
赖于PKC对其磷酸化往来于膜质之间[27,28], 其他

磷酸激酶都不能催化他, 以往我们曾采用West-
ern blot分析MARCKS磷酸化水平和纯化PKC, 
使Histone Ⅲs磷酸化. 体外测定两种方法检测

PKC活性, 其结果一致. 因此, 本研究选用检测磷

酸化MARCK磷酸化水平表示PKC活性. 
细胞中P-Tyr是一种重要的信号传导机制, 

P-Tyr受蛋白质P-Tyr酶的调控. 酪氨酸蛋白激酶

型受体与相应配体结合后, 受体二聚化或多聚

化, 表现酪氨酸蛋白激酶活性, 催化受体自身和

底物P-Tyr, 进而引发细胞信号转导级联反应. 在
癌症细胞中, 由酪氨酸激酶启动癌化是一种常

见特征, 酪氨酸激酶已作为抗癌药物研制的靶

标[29]. EGFR就是一种酪氨酸蛋白激酶型受体, 当
EGF与其受体结合导致受体二聚化, 形成同源或

异源二聚体, 激活受体酪氨酸激酶活性, 从而在

二聚体内彼此相互磷酸化受体胞内肽段的酪氨

酸残基[30]. 信号蛋白的SH2结构域能识别磷酸化

的酪氨酸残基并与之结合, PLC-γ1含有2个SH2
结构域和1个SH3结构域, SH2与磷酸化的酪氨

酸残基结合而被磷酸化, 由此引起一系列的磷

酸化级联反应、蛋白相互作用和激活酶活性通

路[31]. 本实验结果显示hEGF刺激的EC9706细胞

EGFR和PLC-γ P-Tyr水平及PKC表达和活性显

著增强, 启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤3方有不

同程度抑制作用, 说明抑制EGFR-PLC-γ P-Tyr是
食管癌3证方作用机制之一. 上述结果表明中医

临床上治疗食管癌的常用方剂启膈散、沙参麦

冬汤和通幽汤在抑制细胞生长的同时, 3方可不

同程度地减少信号转导通路上的蛋白表达和活

性, 并且各方对细胞生长和对信号蛋白作用强

弱型式一致. 因此, 通过EGF- PLC-γ1信号转导

通路抑制食管癌细胞增殖是3方治疗食管癌的

部分机制. 
PI3K/AKT-NF-κB信号通路在肿瘤发生发

展中起重要作用. PI3K是一类特异的催化PIP2
的激酶, 根据其结构可分为3种类型. Ⅰ型是由

催化亚基P110和调节亚基P85所组成的异源二

聚体, P85含有N端SH3区、RHO结合域/断裂点

簇集区(breakpoint cluster region, BCR)同源区、

SH2区及连接区, P110有N端P85结合域、Ras结
合域、富含脯氨酸区、PI3K同源区、HR3区、

HR2区及C端HR1区共6个结构域. P85调节亚

基是许多受体酪氨酸激酶的磷脂蛋白底物, 可
被受体酪氨酸激酶和非受体酪氨酸激酶活化, 
P-Tyr残基立即成为细胞内信号蛋白的结合位

点, 通过与P85的SH2结构域结合而把P85-P110
复合物聚集到细胞膜上并使之活化[32-34]; 或者通

过Ras和P110直接结合, 导致P13K的活化. 活化

的PI3K催化细胞膜上PIP2在D3位磷酸化生成

PIP3, 后者与AKT的PH结构域结合, 促使AKT
从细胞质转位到细胞膜以及构象改变, Ser473和
Thr308位点发生磷酸化而被激活. 活化的AKT再
进一步激活其下游因子, 通过直接磷酸化NF-κB
和mTOR等多种转录因子参与调节细胞增殖、

分化、凋亡和浸润等多种细胞活动[35,36]. 文献报

道食管癌病变与PI3K/AKT-NF-κB信号通路激活

相关[37-39], 该通路已作为癌症治疗的靶标[40-42]. 本
研究结果表明hEGF刺激EC9706细胞增殖过程

中EGFR和PI3K P-Tyr水平及AKT和NF-κB表达

增强, 启膈散、沙参麦冬汤和通幽汤3方对其有

不同程度的下调作用, 说明EGF-PI3K信号转导

增强促进食管癌细胞增殖, 抑制PI3K介导的生

长信号传导是食管癌证方作用机制之一. 本研

究首次发现EGF增强食管癌细胞PLC-γ1和PI3K
介导的生长信号转导和启膈散、沙参麦冬汤和

通幽汤的抑制作用, 揭示信号通路对食管癌细

胞生长的重要作用, 以及食管癌证方抑制细胞

生长的作用机制, 为食管癌治疗提供了关键信

号转导通路和靶点, 也为深入研究中医药抗癌

的分子机制提供了参考思路.
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