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摘要：目的　探讨炙红芪－醋莪术抑制结肠炎相关结肠癌血管生成的作用机制。
方法　将６０只ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为Ａ～Ｆ６组，分别是Ａ：空白组；Ｂ：
模型组［氧化偶氮甲烷（ＡＯＭ）／葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ），ＡＯＭ／ＤＳＳ组］；Ｃ：柳氮磺
胺吡啶组；Ｄ：炙红芪组；Ｅ：炙红芪 －醋莪术（４∶１）组；Ｆ：醋莪术组，每组１０只。
用ＡＯＭ与ＤＳＳ联合诱导结肠炎相关结直肠癌（ＣＡＣ）小鼠模型的同时，各组给
药干预，空白组给予０９％ＮａＣｌ溶液，干预１７周后实验结束。用 Ｍａｓｓｏｎ染色法
观察各组小鼠结肠组织中胶原纤维面积的表达；用免疫组化法测定各组小鼠结

肠组织中微血管密度；使用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定各组小鼠血清中
血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及一氧化氮（ＮＯ）的表达；用蛋白免疫印迹法（ＷＢ）
检测磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）通路关键蛋白及 ＶＥＧＦ表达。
结果　在药物干预治疗１７周后，空白组、模型组、柳氮磺胺吡啶组、炙红芪 －醋
莪术（４∶１）组、炙红芪组及醋莪术组的微血管数量分别为（２３２０±４２１）、
（７３６０±１３５２）、（４４８０±２７８）、（３３４０±６３１）、（４１６０±３３６）和
（４７８０±７２９）个，血 清 中 ＶＥＧＦ的 含 量 分 别 为 （８３０３±２４１３）、
（１５３６１±１８６９）、（１１５０８±１１４３）、（８７０３±２５２４）、（９１３３±３２３７）和
（１０１９３±１９７４）ｐｇ·ｍＬ－１，血清中 ＮＯ的含量分别为（２８４６±５９１）、
（４０６２±２２８）、（３０６２±６５４）、（２９１８±５３７）、（３０８７±５３０）和
（３２２９±３４３）μｍｏＬ·Ｌ－１。与空白组相比，模型组小鼠结肠组织中胶原纤维染
色面积、微血管数量显著增加，血清中 ＶＥＧＦ、ＮＯ含量显著上升，结肠组织中
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ磷酸化表达及 ＶＥＧＦ的表达显著升高；与模型组比较，炙红
芪－醋莪术（４∶１）组、炙红芪组及醋莪术组小鼠结肠组织中胶原纤维面积及微
血管数量显著减少，血清中ＶＥＧＦ、ＮＯ含量均有所降低，结肠组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｍＴＯＲ的磷酸化表达及 ＶＥＧＦ的表达明显降低（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。
结论　 炙红芪－醋莪术配伍抗结肠炎相关结肠癌的作用优于单味药，其作用机
制与炙红芪 －醋莪术通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白的表达，抑制结肠
炎相关结肠癌的血管生成密切相关。
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ｐｒｏｃｅｓｓｅｄＲｈｉｚｏｍａＣｕｒｃｕｍａｅ（４∶１）ｇｒｏｕｐ，ｈｏｎｅｙ－ｆｒｉｅｄＲａｄｉｘＨｅｄｙｓａｒｉｇｒｏｕｐ，ａｎｄｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄＲｈｉｚｏｍａ
Ｃｕｒｃｕｍａｅｇｒｏｕｐｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎｆｉｂｅｒａｒｅａａｎｄｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｃｏｕｎｔｉｎｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅ，
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍＶＥＧＦａｎｄＮＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｍａｒｋｅｄｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ，ａｎｄｍＴＯＲ
ａｌｏｎｇｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｕｓｅ
ｏｆｐｒｏｃｅｓｓｅｄＲａｄｉｘＨｅｄｙｓａｒｉａｎｄｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄＲｈｉｚｏｍａＣｕｒｃｕｍａｅｅｘｅｒｔｓａｂｅｔｔｅｒａｎｔｉ－ＣＡＣｅｆｆｅｃｔｔｈａｎｔｈｅ
ｓｉｎｇｌｅｈｅｒｂＩｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｋｅｙｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｃｏｌｉｔｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｏｎｅｙ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘ－ｖｉｎｅｇａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄＣｕｒｃｕｍａｅＲｈｉｚｏｍａ；ｃｏｌｉｔｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎ

　　中医理论认为肿瘤血管生成是本虚标实之证，
指正气内虚和邪毒亢盛相争的结果。在治疗上主

要以扶正培本、化瘀解毒为２大治疗原则［１］。因此

用药物配伍治疗能够达到更好的效果。结肠炎相

关结肠癌是结肠炎 －癌病理过程的典型模型，发病
机制呈现为“炎症 －不典型增生 －癌变”。炎症与
肿瘤发生的机制是当前研究的热点之一［２－３］。研

究表明，肿瘤微环境中血管新生是结肠炎相关结肠

癌发生、发展的重要因素［４］。溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒ
ａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）特别是其相应癌变的发生、发展和
转移与血管的新生密切相关。正常情况下，体内血

管的生长与抑制处于动态平衡状态，一旦失衡就会

导致许多疾病的发生［５］。炎症及癌变过程中血管

的新生主要依赖于各种血管生成相关因子的调节，

结肠炎向结肠癌转化是一个复杂的过程，涉及多个

信号通路和分子［６－７］。炙红芪 －醋莪术通过多成

分、多靶点、多通路共同发挥其抗结肠炎相关结肠

癌的作用，其中，磷脂酰肌醇 ３激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路是炙红芪 －醋莪术抗结肠炎
相关结肠癌的一条主要信号通路。血管生成是肿

瘤发生发展的一个重要因素，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
与血管生成有着紧密联系，并发现 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路
是调控酶联免疫吸附试验（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表达的重要信号通路之一［８］，

因此，本研究在课题组前期对炙红芪 －醋莪术抗结
肠炎相关结肠癌研究的基础上［９］，进一步通过蛋白

免疫印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）考察经炙红芪 －醋
莪术（４∶１）［９］干预结肠炎相关结肠癌小鼠后
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路中关键蛋白的表达，探讨炙红
芪 －醋莪术发挥其抗结肠炎相关结肠癌血管生成
的作用及作用机制。
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材料与方法

１　材料
动物　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（６～８周龄）６０只，体质量

（２０±２）ｇ，购自甘肃中医药大学实验动物中心，动物
许可证号：ＳＹＸＫ（甘）２０２２－５４８，本实验经甘肃中医
药大学实验动物中心伦理委员会审查批准（伦理批

号：２０２２－５５１）。实验动物于甘肃中医药大学无特定
病原菌动物（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级实验室常
规饲养，饲养室的环境温度控制在（２２±２）℃，相对湿
度控制在４５％ ～５０％，１２ｈ光暗周期循环，常规标准
饲料喂养，自由饮水，饲养１周后进行实验。

药品与试剂　红芪，采购于甘肃省陇南市武都区
米仓山地区，经甘肃中医药大学药学院中药鉴定教研

室王明伟副教授鉴定为豆科植物多序岩黄芪（Ｈｅｄｙｓａ
ｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓＨａｎｄ．－Ｍａｚｚ．）的干燥根，经初加工切
制后得红芪饮片。符合《中国药典》２０２０版［１０］要求。

莪术，批号：２１０８０４，陇西县徵鑫药业提供，经甘肃中
医药大学药学院中药鉴定教研室王明伟副教授鉴定

为 姜 科 植 物 温 郁 金 （Ｃｕｒｃｕｍａ ｗｅｎｙｕｊｉｎ
ＹＨＣｈｅｎｅｔＣＬｉｎｇ）的干燥根茎。符合《中国药典》
２０２０版［１１］要求。小鼠 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒、小鼠 ＮＯ
ＥＬＩＳＡ试剂盒，均为上海酶联生物科技有限公司生
产；预染Ｍａｒｋｅｒ、高效ＲＩＰＡ组织裂解液、ＢＣＡ试剂盒、
四甲基乙二胺（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ，ＥＭＥＤ）、５ｘ
蛋白上样缓冲液、３０％制胶液、１ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，
均为北京索莱宝科技有限公司生产；Ｇｌｙｃｉｎｅ、三羟甲
基氨基甲烷［Ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ，Ｔｒｉｓ］、
十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ），均为杭
州沃森生物技术有限公司生产；ＰＶＤＦ膜，美国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司生产；超敏型 ＥＣＬ发光液，湖北亚科因生物
科技公司生产；ａｃｔｉｎ，江苏亲科生物研究中心有限公
司生产；ＣＤ３４，武汉 ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司生产；磷酸化蛋白
激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ－ＡＫＴ）、蛋白
激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）、磷酸化磷脂酰肌醇 －
３－激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉ
ｎａｓｅ，ｐ－ＰＩ３Ｋ）、磷脂酰肌醇－３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ
ｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕ
ｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、山羊抗 ＩｇＧ，均为
美国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　Ｌ２－５Ｋ酶标仪，瑞士ＳｕｎｒｉｓｅＴＥＣＡＮ公司产
品；ＤＹＣＺ－４０ＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ转膜仪，北京六一生物科技
有限公司产品；，ＤＹＣＺ－２４ＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪，北京六

一生物科技有限公司产品；Ｃｅ１ｖｉｅｗ６０００Ｐｌｕｓ化学发光成
像仪，美国ＡｚｕｒｅＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；ＢＴ１２５Ｄ十万分之
一分析天平，北京赛多利斯科学仪器有限公司产品；

Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ脱水机，ＤＩＡＰＡＴＨ公司产品；Ｓｃｉｅｎｔｚ－４８Ｌ高通
量组织研磨器，宁波新芝生物科技有限公司产品。

２　实验方法
２１　炙红芪、醋莪术的制备
２１１　炙红芪的制备

红芪蜜炙方法为课题组前期优化所得，具体工艺

如下：将一定量红芪饮片加入炼蜜中，闷润 １ｈ，每
１００ｇ红芪用炼蜜２５ｇ，将烘箱温度设为７０℃，饮片厚
度为３ｃｍ，烘制２５ｈ。根据上述条件制备炙红芪饮
片，烘制完成后，取出放凉，备用［１２－１３］。

２１２　醋莪术的制备
莪术醋制方法用《中国药典》２０２０版“莪术”项下

醋莪术炮制方法醋煮法（通则０２１３），进行炮制［１４］。

２２　构建ＣＡＣ小鼠模型
实验的第一天通过腹膜内注射给予１０ｍｇ·ｋｇ－１

剂量的氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）。适应性
饲养 １周后除空白组外，给予小鼠 ２０％ ～２５％
（ｗ／ｖ）的葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）
水溶液以自由饮用，持续１周，然后给予无菌水自由
饮用２周，此为１个周期，整个实验持续１７周。
２３　动物分组与处置方法

将６０只 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠按计算机随机数
字表法，随机分为空白组１０只，结肠炎相关结肠癌造
模组５０只。将其随机分为Ａ～Ｆ６组，分别是Ａ：空白
组；Ｂ：模型组；Ｃ：柳氮磺胺吡啶组；Ｄ：炙红芪组；Ｅ：炙
红芪－醋莪术（４∶１）组；Ｆ：醋莪术组，每组１０只，自由
摄食和饮水。

自结肠炎相关结肠癌模型复制开始，各给药组小

鼠以０２０ｍＬ／２０ｇ灌胃给予相应的药物，利用人和小
鼠体表面积折算等效剂量作为小鼠用药量，得到炙红

芪－醋莪术（４∶１）组给药量为６８３ｇ·ｋｇ－１，炙红芪
组给药量为 １３７ｇ·ｋｇ－１，醋莪术组给药量为
１３７ｇ·ｋｇ－１，柳氮磺胺吡啶给药量为０４６ｇ·ｋｇ－１，
空白组和模型组小鼠以等量蒸馏水灌胃。整个实验

持续１７周。
２４　样品采集

结肠炎相关结肠癌小鼠血清　在给药干预的第
１１１ｄ时，各组小鼠均禁止进食但自由饮水，并测定记
录当日各组小鼠体质量。待第１１２ｄ，测定记录当日
各组小鼠体质量之后，将小鼠腹腔注射戊巴比妥钠进

行麻醉，股动脉取血，在 ４℃下放置 ２ｈ，以 １００００
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ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，将上清液放入１５０ｍＬ的冷冻
管中，并在－８０℃的冰箱中保存，用于酶联免疫吸附
试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测
定，待采血完成后将小鼠脱颈处死。

结肠炎相关结肠癌小鼠结肠组织　小鼠处死后
开腹迅速剖取结肠，测量结肠长度，并对结肠组织中

肿瘤个数进行计数。然后将结肠组织纵向剪开，用冷

生理盐水冲洗干净。将部分结肠组织于４％甲醛中进
行固定，用于Ｍａｓｓｏｎ染色观察及免疫组化分析，将部
分结肠组织装入冻存管，转入 －８０℃冰箱中保存，用
于结肠组织相关蛋白的ＷＢ测定。

样品收集与处理　给药第１１２ｄ各组小鼠均禁食
禁水。各组小鼠称重，收集结肠组织存放于４％多聚
甲醛固定液中，收集胸腺、脾，剪去脾、胸腺周边的脂

肪组织，生理盐水清洗，滤纸吸干后称量记录。

２５　结肠组织Ｍａｓｓｏｎ染色切片观察血管生成情况
取在４％多聚甲醛固定液固定 １周后的结肠组

织，剪至适宜大小，脱水、透明石蜡包埋，制备组织切

片，进行Ｍａｓｓｏｎ染色、中性树胶封片，用显微镜镜检，
用ＩｍａｇｅＪ软件分析胶原沉积情况。
２６　免疫组化法检测ＣＤ３４表达

取长度 ０５０ｃｍ的结肠组织，进行免疫组化染
色。加入（ＣＤ３４）抗体（１∶１００），４℃过夜。磷酸盐缓
冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗３次，加入二
抗（１∶５００），孵育 ２ｈ，５０％甘油封片。切片中 ＣＤ３４
的阳性染色为棕黄色，表示其在血管内皮细胞胞浆中

表达。微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计数法
按照 Ｗｅｉｄｎｅｒ法校正［１５］。

２７　ＥＬＩＳＡ法检测血清中血管生成内皮因子
ＶＥＧＦ、ＮＯ含量

经采集处理得到的血清分别进行 ＶＥＧＦ、一氧化
氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）测定检测方法均用 ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测，具体步骤按照相应试剂盒说明方法操作。

２８　ＷＢ检测小鼠结肠组织中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
相关蛋白的表达

分别称取各组６０ｍｇ结肠组织，加入裂解液，提
取总蛋白并定量，样本经过电泳、转膜、封闭处理后，

　　

按照抗体稀释比例添加一抗 ｐ－ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ、
ｐ－ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、ＡＫＴ、ＶＥＧＦ、ａｃｔｉｎ，在４℃孵
育过夜，清洗后添加相应二抗，室温孵育２ｈ，化学发
光底物显影，用ＩｍａｇｅＪ软件分析目标蛋白的灰度值。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２８０软件进行统计分析，符合正态分布
且方差齐的用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用单因素方差分
析；若不符合正态分布且方差不齐，用 Ｗ－Ｈ秩和检
验。用Ｏｒｉｇｉｎ２０２２、Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ１０软件进行绘图。

结　　果

１　小鼠的一般状态
１７周干预结束后，与空白组比较，模型组小鼠体

质量持续下降，疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，
ＤＡＩ）评分升高，结肠长度较短，肿瘤个数较多，经药物
干预后，与模型组小鼠相比，炙红芪 －醋莪术组、炙红
芪组及醋莪术组小鼠的体质量均有不同程度的回调，

ＤＡＩ评分均有不同程度的下降，且结肠长度较长，肿
瘤个数较少。根据小鼠一般状态的结果表明，炙红

芪－醋莪术组显示出较好的改善效果。
２　Ｍａｓｓｏｎ染色测定结果

１７周给药干预结束后，小鼠结肠组织 Ｍａｓｓｏｎ染
色结果，见图１。与空白组比较，模型组结肠组织胶原
纤维染色面积增加；与模型组比较，各给药组结肠组

织胶原纤维面积减少。Ｍａｓｓｏｎ染色测定结果表明，炙
黄芪－醋莪术（４∶１）组优于其他各给药组。
３　免疫组化法检测ＣＤ３４表达结果

肿瘤血管新生的程度可以通过检测 ＭＶＤ来判
断，而血管内皮细胞的标志 ＣＤ３４可以直接反映出微
血管密度。因此，对结肠组织中 ＣＤ３４的表达的检测
可间接判断炙红芪 －醋莪术配伍前后对结肠炎相关
结肠癌血管新生的影响。在药物 １７周的治疗干预
下，免疫组化结果，与空白对照组比较，模型组小鼠结

肠组织中 ＣＤ３４的表达升高，在统计学上差异具有统
计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，柳氮磺胺吡啶
组、炙红芪－醋莪术（４∶１）组、炙红芪组及醋莪术组
　　

图 １　各组小鼠结肠组织Ｍａｓｓｏｎ染色结果（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：ＳＡＳＰ；Ｄ：ＨＰＨＲ；Ｅ：ＨＰＨＲ－ＶＰＣＲ（４∶１）；Ｆ：ＶＰＣＲ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１８Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４０）

表１　各组小鼠 ＣＤ３４表达结果（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤ３４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＮｕｍｂｅｒｏｆＭｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｓ（ｃｏｕｎｔ）

Ａ ５ ２３２０±４２１
Ｂ ５ ７３６０±１３５２＃＃

Ｃ ５ ４４８０±２７８

Ｄ ５ ４１６０±３３６

Ｅ ５ ３３４０±６３１

Ｆ ５ ４７８０±７２９

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１

ＣＤ３４表达减少，炙红芪－醋莪术（４∶１）组 ＣＤ３４的表
达显著减少，在统计学上差异具有统计学意义

（Ｐ＜００１），见表１。与空白对照组比较，模型组小鼠
结肠组织可见数量较多微血管，微血管数量增加

（Ｐ＜００１）；与模型组比较，柳氮磺胺吡啶组、炙红芪
－醋莪术（４∶１）组、炙红芪组及醋莪术组微血管数量减
少，炙红芪－醋莪术（４∶１）组减少得更为显著，见表１。
提示炙红芪－醋莪术配伍前后均能降低结肠炎相关结
肠癌小鼠结肠组织微血管表达水平，表明炙红芪 －醋
莪术配伍前后均能抑制结肠癌组织中新血管生成。

４　ＥＬＩＳＡ法测定血清中血管生成内皮因子 ＶＥＧＦ、
ＮＯ含量结果

在药物１７周的治疗干预下，ＥＬＩＳＡ结果显示：模
型组小鼠血清 ＶＥＧＦ、ＮＯ含量较空白组均显著上升
（均 Ｐ＜００１），柳氮磺胺吡啶组、炙红芪 －醋莪术
（４∶１）组、炙红芪组及醋莪术组小鼠血清中ＶＥＧＦ、ＮＯ

含量较模型组均显著降低，但炙红芪 －醋莪术（４∶１）
组降低的更为显著（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表２。
５　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路关键蛋白表达

在药物１７周的治疗干预下，各组小鼠结肠组织
中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ磷酸化蛋白及 ＶＥＧＦ的含量表
达存在显著差异。与空白组相比，模型组小鼠结肠组

织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ磷酸化表达水平及 ＶＥＧＦ的表
达水平均显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，柳氮磺
胺吡啶组小鼠结肠组织 ＰＩ３Ｋ磷酸化表达显著降低
（Ｐ＜００１），其他蛋白表达均无显著性差异，炙红芪－
醋莪术（４∶１）组小鼠结肠组织 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ的磷
酸化表达及 ＶＥＧＦ的表达明显降低（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），炙红芪组小鼠结肠组织 ＰＩ３Ｋ、ｍＴＯＲ的磷
酸化表达及ＶＥＧＦ的表达降低（Ｐ＜００１），醋莪术组
小鼠结肠组织ＰＩ３Ｋ磷酸化表达及 ＶＥＧＦ的表达降低
（Ｐ＜００５），见图２。

表２　各组小鼠血清ＶＥＧＦ和ＮＯ含量（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＳｅｒｕｍＶＥＧＦａｎｄＮＯｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＶＥＧＦ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＮＯ（μｍｏＬ·Ｌ－１）

Ａ ７ ８３０３±２４１３ ２８４６±５９１
Ｂ ７ １５３６１±１８６９＃＃ ４０６２±２２８＃＃

Ｃ ７ １１５０８±１１４３ ３０６２±６５４

Ｄ ７ ９１３３±３２３７ ３０８７±５３０

Ｅ ７ ８７０３±２５２４ ２９１８±５３７

Ｆ ７ １０１９３±１９７４ ３２２９±３４３

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图 ２　各组小鼠结肠组织磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ信号通路关键蛋白表达变化
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

讨　　论

血管生成在结肠炎相关结肠癌的发生、发展过程

中起着至关重要的作用，结肠组织中的新生血管能为

结肠癌细胞的持续生长提供营养物质和氧气［１６］，从

而为结肠癌细胞的侵袭转移和增殖提供有利条

件［１７］。结肠癌在中医学中属“肠积”“肠蕈”“肠风”“
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脏毒”等疾病范畴［１］，其转移、复发与血管新生密切相

关。中医学认为肿瘤血管生成的前提是癌毒积聚，由

于机体邪气内生，逐渐积聚形成癌毒，癌毒可消耗人体

正气，造成机体脏腑功能失调，气血津液运行受阻，津液

不能正常输出则留结为痰，血液不能正常运行则停留

为瘀，癌毒与痰、瘀搏结形成肿块［１８］。扶正祛邪是肿瘤

治疗的方法之一，而炙红芪－醋莪术配伍后，炙红芪负
责扶正，醋莪术负责祛邪，２药协同发挥药效。

ＶＥＧＦ是目前已知血管生成促进因子中活性最
强、特异性最高的血管生成因子［１９］，ＶＥＧＦ的表达受
多种信号通路的调控，其中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是调
控ＶＥＧＦ的一条主要信号通路。炙红芪 －醋莪术治
疗结肠炎相关结肠癌的作用与 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
密切相关，因此本研究通过蛋白免疫印迹技术测定各

组小鼠结肠组织中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白的
表达水平，研究发现炙红芪 －醋莪术可以通过下调
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白及 ＶＥＧＦ蛋白的表达，
进而抑制结肠炎相关结肠癌的血管生成。

结肠炎是一种慢性炎症性肠病，长期的炎症状态

可以促进肿瘤的发生和发展。血管生成是肿瘤生长

和转移的重要过程，而微血管密度是反映肿瘤血管生

成程度的指标之一［２０］。微血管密度的增加可以反映

肿瘤血管生成的程度，与结肠炎相关结肠癌的发生和

发展密切相关。本研究表明，结肠炎相关结肠癌组织

中的微血管数量较多，与正常结肠组织和炙红芪 －醋
莪术（４∶１）组、炙红芪组、醋莪术组相比有显著差异。

本研究利用Ｍａｓｓｏｎ染色测定结肠炎相关结肠癌小
鼠结肠组织中胶原纤维面积的表达，用免疫组化测定结

肠炎相关结肠癌小鼠结肠组织中微血管密度，使用

ＥＬＩＳＡ法测定小鼠血清中ＶＥＧＦ及ＮＯ的表达，使用蛋白
免疫印迹法测定ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白及ＶＥＧＦ
蛋白的表达。结果表明，炙红芪－醋莪术配伍前后均可
通过下调ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白及ＶＥＧＦ蛋白的
表达抑制结肠炎相关结肠癌小鼠的血管生成，从而达到

抗结肠炎相关结肠癌的作用。
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