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  [摘要] 目的 探讨中药人参多糖(GPS)通过下调相关炎性因子及丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶B(AKT)信

号通路对结肠癌的防治作用。方法 选取2017年1月至2018年12月辽宁省肿瘤医院收治的结肠癌患者40
例,其中20例患者给予术前传统中药GPS治疗7

 

d与手术治疗(GPS组);另20例患者给予结肠癌单纯手术治

疗(手术组)。术中收集切除的结肠癌组织标本,另收集手术组癌旁组织标本20份作为对照组。术后测定患者

血清甲胎蛋白(AFP)、胃泌素释放肽前体(P-GRP)及癌胚抗原(CEA)水平,并观察并发症发生情况。采用

ELISA法检测白细胞介素-12(IL-12)及肿瘤坏死因子α(TNF-α)水平;并测定髓系细胞触发受体1(TREM-1)
和表皮生长因子受体(EGFR)在结肠癌及癌旁组织中的表达水平。采用免疫组织化学法定位检测TREM-1及

EGFR的阳性染色;采用 Western
 

blot法检测AKT、磷酸化AKT(p-AKT)表达水平,并分析GPS对结肠癌影

响的相关信号通路机制。结果 与手术组比较,GPS组患者术后血清AFP、P-GRP、CEA水平及术后并发症发

生率均明显降低(P<0.05),结肠癌组织IL-12、TNF-α、TREM-1及EGFR水平明显降低(P<0.01)。TREM-
1及EGFR在结肠癌组织中的阳性表达明显高于癌旁组织。与手术组比较,GPS组患者AKT蛋白表达水平明

显降低,p-AKT蛋白表达水平明显升高(P<0.01)。结论 GPS可降低IL-12、TNF-α、TREM-1及EGFR水

平,可能通过下调p-AKT/AKT信号通路发挥对结肠癌的治疗作用。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

ginseng
 

polysaccharide
 

(GPS)
 

on
 

pre-
vention

 

and
 

treatment
 

of
 

colon
 

carcinoma
 

by
 

down-regulating
 

the
 

related
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

serine/
threonine

 

protein
 

kinase
 

B
 

(AKT)
 

signaling
 

pathway.Methods A
 

total
 

of
 

40
 

cases
 

of
 

patients
 

with
 

colon
 

cancer
 

in
 

Liaoning
 

Cancer
 

Hospital
 

and
 

Institute
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

selected.Among
 

them,20
 

cases
 

were
 

treated
 

with
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

GPS
 

for
 

7
 

d
 

and
 

surgical
 

treatment
 

(GPS
 

group),the
 

other
 

20
 

cases
 

were
 

treated
 

with
 

the
 

colon
 

cancer
 

operation
 

only
 

(operation
 

group).The
 

resected
 

colon
 

cancer
 

specimens
 

were
 

collected
 

intraoperatively,and
 

20
 

adjacent
 

colon
 

tissue
 

specimens
 

from
 

patients
 

in
 

the
 

operation
 

group
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP),gastrin
 

releasing
 

peptide
 

precursor
 

(P-GRP)
 

and
 

carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA)
 

were
 

measured
 

after
 

operation,and
 

the
 

occurrence
 

of
 

complications
 

was
 

observed.ELISA
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin-12
 

(IL-12)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

triggering
 

receptor
 

expression
 

on
 

myeloid
 

cells-1
 

(TREM-1)
 

and
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

(EGFR)
 

in
 

colon
 

cancer
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

detected,as
 

well.Immunohistochemical
 

method
 

was
 

adopted
 

to
 

detect
 

the
 

positive
 

staining
 

of
 

TREM-1
 

and
 

EGFR.The
 

expression
 

levels
 

of
 

AKT
 

and
 

phosphorylated
 

AKT
 

(p-AKT)
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

Western
 

blot.Moreover,the
 

related
 

signal
 

pathway
 

mechanism
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

GPS
 

on
 

colon
 

cancer
 

was
 

analyzed.
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Results Compared
 

with
 

the
 

operation
 

group,the
 

serum
 

levels
 

of
 

AFP,P-GRP,CEA
 

and
 

the
 

incidence
 

of
 

com-
plications

 

after
 

operation
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

GPS
 

group,and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-12,TNF-α,TREM-
1

 

and
 

EGFR
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissues
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

positive
 

expression
 

of
 

TREM-1
 

and
 

EGFR
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

operation
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

AKT
 

protein
 

in
 

the
 

GPS
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

p-AKT
 

protein
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01).Conclusion GPS
 

could
 

reduce
 

the
 

levels
 

of
 

IL-12,TNF-α,TREM-1and
 

EGFR,and
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

colon
 

cancer
 

by
 

down-
regulating

 

the
 

p-AKT/AKT
 

signaling
 

pathway.
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factor

  由于多种原因,如炎症、感染、高脂饮食、环境等

因素造成结肠癌的发生呈现逐年上升趋势,且患病人

群趋于年轻化[1]。因此,有关结肠癌的早期诊断及治

疗已成为研究热点和前沿。目前,手术切除和化疗是

结肠癌主要治疗手段,但仍有部分患者出现手术后的

复发或转移[2]。因此,寻找结肠癌安全有效的治疗手

段,已经成为目前亟待解决的主要问题。新近的研究

发现,一些相关炎性介质及炎性细胞因子,如髓系细

胞触发受体1(TREM-1)和表皮生长因子受体(EG-
FR)可通过激活多种下游信号通路,产生后续的生物

学效应,参与结肠癌发生和发展,并可能影响肿瘤的

转移及预后[3]。为了更好地研究结肠癌早期诊断及

传统中药治疗的作用,本研究采用ELISA法检测多

种相关炎性因子水平变化,另外采用 Western
 

blot法

定量检测TREM-1和EGFR在结肠癌及癌旁组织中

的表达,并检测传统中药人参多糖(GPS)对丝氨酸/
苏氨酸蛋白激酶B(AKT)、磷酸化 AKT(p-AKT)信
号通路的影响,以探讨GPS对结肠癌的新辅助治疗

作用的可能信号通路机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2017年1月至2018年12月来辽宁省肿瘤

医院大肠外科就诊的结肠癌患者40例,男女比例约

为1∶1。其中20例作为单纯手术治疗组(手术组);
另20例患者,手术前给予GPS治疗7

 

d,为药物联合

手术治疗组(GPS组)。同时选取手术组中其相应的

癌旁结肠组织(结肠肿瘤边缘外距离大于或等于5
 

cm)20份作为对照组。纳入标准:(1)患者年龄小于

70岁,无肠梗阻、紧急手术或姑息造瘘;(2)TNM 分

期Ⅱ~Ⅲ期;(3)临床病理资料完整;(4)应用传统中

药治疗时间为术前7
 

d
 

至术后7
 

d,未涉及后续的化疗

及放疗。本研究符合目前的临床规范,经医院伦理委

员会批准,患者均签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 药品及试剂

GPS注射液(4
 

mL/12
 

mg)购自长春博奥生化药业

有限公司;白细胞介素-12(IL-12)及肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司,TREM-1抗人单克隆抗体(ab214202)购自英国Ab-
cam公司;兔抗人AKT、p-AKT单克隆抗体购自美国

Cell
 

Signal
 

Technology
 

公司;兔抗人表皮生长因子(即
用型,GT209307)购自基因科技(上海)股份有限公司。
1.2.2 各组处理方法及标本收集

手术组患者采用单纯手术治疗;GPS组患者手术

前7
 

d给予传统中药GPS注射液(1
 

mg/kg)治疗,术
后给药时间为7

 

d。手术中收集上述两组患者结肠癌

组织 及 手 术 组 患 者 癌 旁 组 织 (切 取 横 断 面 积 约

1.0
 

cm×1.0
 

cm)进行病理观察。结肠癌组织及癌旁

组织离体30
 

min内进行处理。
1.2.3 观察指标

1.2.3.1 观察术后一般状态
 

GPS给药期间(注射给药,术前7
 

d至术后7
 

d),
记录各组患者行为活动,精神状态,手术后是否出现

伤口出血、感染等并发症。术后采集血清测定肿瘤标

志物,包括甲胎蛋白(AFP)、胃泌素释放肽前体(P-
GRP)及癌胚抗原(CEA)。
1.2.3.2 检测炎性细胞因子水平

按照标本取材要求选取相应结肠癌组织及癌旁

组织,一部分进行组织匀浆。采用ELISA试剂盒测

定标本组织中相关炎性介质和炎性细胞因子(TREM-
1、EGFR、IL-12、TNF-α)水平变化,530

 

nm处测定吸

光度值(A值)。
1.2.3.3 SP免疫组织化学法测定TREM-1及EG-
FR水平

另取一部分结肠癌及癌旁组织经过脱蜡、梯度乙

醇脱水、抗原修复后滴加一抗和二抗,经二氨基联苯

胺显色和苏木素复染后,在400倍光镜下随机选取10
个视野,根据细胞染色部位,进行染色密度和染色强

度结果评分。TREM-1和EGFR结果评分标准:(1)
染色面积评估,无阳性染色细胞为0分;≤25%为1
分;>25%~50%为2分;>50%~100%为3分。
(2)染色强度评分,无着色为0分;呈淡黄色为1分;
呈棕黄色为2分;呈棕褐色为3分。(3)细胞膜评分,
<10%细胞膜染色为0分;≥10%细胞膜微弱染色为

1分;≥10%侧膜、基底侧膜中度染色为2分;≥10%
细胞强染色出现在侧膜、基底膜为3分。在双盲条件

4963 重庆医学2020年11月第49卷第22期



下根据细胞染色部位,染色密度与染色强度之和用以

判断TREM-1和EGFR
 

染色结果,>2分为染色阳

性;≤2分为染色阴性。
1.2.3.4 Western

 

blot法测定AKT和p-AKT的蛋

白表达

实验中,选取各组标本组织切片,加入十二烷基

硫酸钠(SDS)样品缓冲液后离心,加入10%分离胶和

5%浓缩胶,依次灌胶,连接电极,上样。SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(PAGE)分离蛋白后取出凝胶,运用半

干转印仪将凝胶上的条带信息转至聚偏氟乙烯膜上,
采用脱脂牛奶封闭。分别加入AKT、p-AKT、β-actin
一抗(1∶1

 

000)及二抗(1∶5
 

000),Tris-HCl缓冲液

洗膜3次,每次5
 

min。之后采用电生化学发光试剂法

进行显色,应用Image
 

Quant
 

LAS
 

4000凝胶成像系统

获得扫描图像,根据Image
 

J软件分析目的条带与内参

灰度值,计算AKT、p-AKT的蛋白相对表达水平。
1.3 统计学处理

应用SPSS16.0统计软件进行数据分析,计量资料

以x±s表示,其中两组间比较采用两独立样本t检验,
两组以上比较采用随机设计的方差分析,组间两两比较

采用SNK-q检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组患者术后一般状况比较

手术组术后有部分患者出现术后并发症,如伤口

出血或伤口周围感染;GPS组患者上述症状明显改

善。手术组肿瘤标志物AFP、CEA及P-GRP水平高

于GPS组,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。
2.2 各组标本组织中IL-12及TNF-α水平比较

与对照组比较,手术组及GPS组IL-12与TNF-α
水平明显升高(P<0.01);与手术组比较,GPS组IL-
12与TNF-α水平明显下降(P<0.01),见表2。
表1  两组患者术后并发症及肿瘤标志物水平比较(n=20)

组别
伤口出血+感染

[n(%)]
AFP

(x±s,ng/mL)
CEA

(x±s,ng/mL)
P-GRP

(x±s,pg/mL)

GPS组 1(5.00)a 10.08±0.53a 8.41±0.44a 56.64±2.18a

手术组 3(15.00) 15.67±1.48 12.15±0.37 74.12±4.59

  a:P<0.01,与手术组比较。

表2  各组标本组织中IL-12及TNF-α水平

   比较(n=20,x±s,ng/mL)

组别 IL-12
 

TNF-α
手术组 15.25±2.21a 5.49±0.50a

GPS组 11.43±1.29ab 4.43±0.48ab

对照组 8.69±1.73 3.53±0.44

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与手术组比较。

2.3 各组标本组织中TREM-1及EGFR水平比较

与手术组比较,对照组及GPS组的TREM-1与

EGFR水平明显降低;GPS组与对照组 TREM-1水

平比较,差异无统计学意义(P>0.05),GPS组EG-
FR水平明显高于对照组(P<0.01),见表3。SP免

疫组织化学结果显示,在对照组中TREM-1主要表达

于细胞膜,与对照组比较,手术组和GPS组标本组织

中,TREM-1 定 位 于 细 胞 核 及 细 胞 质 内,手 术 组

TREM-1表达升高。在对照组中EGFR定位于细胞

膜,GPS组中EGFR定位于细胞核及细胞质内,手术

组中EGFR阳性表达升高,见图1。

图1  各组标本组织中TREM-1及EGFR表达(免疫组织化学法,×400)
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表3  各组标本组织中TREM-1及EGFR水平

   比较(n=20,x±s,ng/mL)

组别 TREM-1 EGFR

手术组 2.28±0.32a 2.49±0.20a

GPS组 1.69±0.19b 1.73±0.25ab

对照组 1.03±0.16 1.56±0.14

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与手术组比较。

2.4 各组标本组织中AKT和p-AKT蛋白表达水平

比较

与对照组比较,GPS组和手术组标本组织中的

AKT蛋白表达水平升高,而p-AKT蛋白表达水平下

降,差异均有统计学意义(P<0.01)。与手术组比较,
GPS组AKT蛋白表达水平明显下降,而p-AKT蛋

白表达水平明显升高(P<0.01),见表4、图2。
表4  各组AKT及p-AKT蛋白表达水平比较

   (n=20,x±s)

组别 AKT p-AKT

手术组 0.87±0.05a 0.02±0.01a

GPS组 0.75±0.04ab 0.03±0.01ab

对照组 0.67±0.03 0.05±0.01

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与手术组比较。

图2  各组标本组织中AKT及p-AKT蛋白表达

3 讨  论

  结肠癌是较为常见的消化道肿瘤,随着其发病率

逐年升高,结肠癌的早期诊断及治疗越来越受到重

视。临床上结肠癌的治疗仍以手术治疗为有效的治

疗手段,但单纯的手术治疗效果并不十分理想,部分

患者仍会出现术后并发症及肿瘤的复发。已有报道

表明,传统中药辅助手术治疗的综合疗法已成为目前

治疗结肠癌的良好手段[1-2]。新近的研究报道表明,
传统中药GPS对消化道肿瘤,特别是结肠癌的治疗

有较好的辅助作用[4]。
GPS是从人参中提取的有效成分,其具有良好的

抗氧化、抗肿瘤及提高机体免疫力等药理作用。GPS
是研究较早的多糖类,目前相关药物制剂主要用于减

轻肿瘤患者手术后、放疗及化疗期间所引起的不良反

应。GPS作为肿瘤治疗的辅助用药,如结肠癌的辅助

治疗[5-6],其具体治疗效果及机制尚不明确。
在本研究中,应用传统中药 GPS辅助治疗的结

肠癌术后患者,一般状态良好,术后感染、出血等并发

症减轻。GPS能降低炎性因子IL-12
 

及 TNF-α水

平,表明GPS对结肠癌患者的炎性因子有抑制作用。

IL-12
 

及TNF-α是目前公认的最为常见的炎性因子,
主要存在于多种组织和细胞内,二者参与并诱发了多

种炎性反应,并可能触发随后的免疫炎性反应,诱导

多种疾病(包括肿瘤)的发生、发展[7-8]。本研究提示,
GPS辅助治疗能明显降低IL-12

 

及 TNF-α水平,降
低结肠癌术后的炎性反应,特别是手术切口部位的炎

性反应,减少术后并发症的发生,可在结肠癌的治疗

中发挥重要作用。
在本研究中,GPS辅助治疗能明显降低炎性细胞

因子TREM-1和EGFR水平,提示GPS在结肠癌疾

病中可能通过降低 TREM-1和EGFR水平,发挥其

对结肠癌的治疗及预防作用。TREM-1是2000年才

发现并证实的一种新型炎症效应及调控因子[9]。选

择性表达于中性粒细胞和CD14单核细胞,这些炎性

细胞主要参与急性炎性反应,通过高表达TREM-1,
随后上调炎症前化学激活素的分泌,在炎性反应中发

挥关键的级联及放大作用。TREM-1在正常的结肠

组织中出现弱阳性表达,在溃疡性结肠炎、结肠克罗

恩病中表达水平明显升高。有研究表明,细菌脂多糖

(LPS)及其他微生物可能上调TREM-1,在炎性细胞

表面促进可溶性TREM-1(sTREM-1)亚型的细胞外

分泌[10-11]。EGFR是一种跨膜酪氨酸激酶受体,是原

癌基因c-erbB1的表达产物之一,同时也是生长因子

受体家族的成员之一。研究发现,EGFR与多种肿瘤

细胞的增殖、肿瘤的生长密切相关,包括可能诱发并

促进结肠癌的发生、发展[12]。本研究发现,GPS辅助

治疗不仅能明显降低炎性细胞因子TREM-1和EG-
FR水平,而且能降低TREM-1和EGFR在结肠癌组

织中的阳性表达,进一步提示了GPS对结肠癌的治

疗及预防作用是通过降低相关炎性细胞因子实现的。
因此,提示可以检测该两种细胞因子水平及表达,用
于临床上结肠癌的早期诊断,提高患者的早期检出

率。另外,本研究更进一步提示了 GPS可能作为一

种酪氨酸激酶抑制剂(EGFR-TKI)发挥对结肠癌的

有效辅助治疗作用。
本研究发现,GPS能降低结肠癌组织AKT蛋白

表达水平,升高p-AKT蛋白表达水平。有研究表明,
AKT参与了多种生理及病理活动[13]。在散发型结肠

癌和出现淋巴结转移的结肠癌患者中,炎性因子和

AKT磷酸转移酶活性升高,通过磷酸化激活下游底

物,影响细胞外信号向下游的传递,继而影响下游信

号靶点,引起信号通路及其随后的细胞周期变化,将
可能引起细胞异常的生长与增殖,导致肿瘤的形成,
提示p-AKT/AKT信号通路与肿瘤细胞侵袭、凋亡密

切相关[14-15]。本 研 究 表 明,GPS可 能 通 过 下 调 p-
AKT/AKT信号通路,对结肠癌起到防治作用。

综上所述,传统中药 GPS对结肠癌的防治作用

是通过下调p-AKT/AKT信号途径,进而抑制下游的

多种炎性因子表达(如 TREM-1和EGFR,IL-12
 

及
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TNF-α)而发挥新辅助治疗作用,GPS将成为辅助治

疗结肠癌的新药物作用靶点。在本研究中,GPS的抗

癌作用已被证实,但其作为新辅助治疗药物的具体作

用机制仍不十分明确,还需在今后的研究中进一步

探讨。
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