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食管癌是预后较差的消化道恶性肿瘤，临床上早期

诊断食管癌较为困难，确诊时多为进展期，部分患者通

过手术切除后仍需继续接受化疗，而晚期患者则失去手

术时机，仅能通过化疗来延长生存时间[1]。铂类化疗药
物是细胞周期非特异性的化疗药物，对细胞具有杀伤作
用，被广泛用于消化道恶性肿瘤的治疗。但是，癌细胞
在化疗过程中会产生耐药性而影响化疗效果 [2]。近年
来，环氧合酶 2（COX-2）与恶性肿瘤的关系受到了越来
越多的重视，COX-2过表达能够促进癌细胞的增殖、迁

移。尼美舒利是选择性 COX-2抑制剂，对 COX-2的活
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摘 要 目的：研究尼美舒利联合奥沙利铂对食管癌模型大鼠微血管密度及免疫功能的影响。方法：取48只大鼠建立食管癌模

型后随机分为模型组、奥沙利铂组、尼美舒利组和联用组，每组12只。建模后1 d，模型组大鼠尾 iv 5％的葡萄糖注射液1 mL，每周

3次，ig等量羧甲基纤维素钠溶液，每周1次；奥沙利铂组大鼠尾 iv奥沙利铂13.6 mg/kg，每周3次；尼美舒利组大鼠 ig尼美舒利20

mg/kg，每周1次；联用组大鼠同法给予奥沙利铂和尼美舒利，给药时间为8周。观察各组大鼠肿瘤生长情况、肿瘤组织微血管密

度、外周血免疫功能指标。结果：与模型组比较，各给药组大鼠肿瘤体积、瘤质量、肿瘤组织的积分吸光度和阳性血管密度均降低

（P＜0.05）；奥沙利铂组和联用组大鼠外周血CD3+、CD4+T细胞数和CD4+/CD8+比值均降低，CD8+T细胞数均增加（P＜0.05）。与尼

美舒利组比较，奥沙利铂组和联用组大鼠肿瘤体积、瘤质量、肿瘤组织的积分吸光度和阳性血管密度，以及外周血CD3+、CD4+T细

胞数和CD4+/CD8+比值均降低，抑瘤率和CD8+T细胞数均增加（P＜0.05），其中联用组较奥沙利铂组更明显（P＜0.05）。结论：奥沙

利铂联合尼美舒利能够更有效地抑制食管癌的生长，其机制可能与抑制肿瘤组织中血管新生、增强免疫有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of nimesulide combined with oxaliplatin on microvessel density and immune func-

tion of esophageal cancer model rats. METHODS：48 rats were selected to establish esophageal cancer model and then randomly di-

vided into model group，oxaliplatin group，nimesulide group and combination group，with 12 rats in each group. 1 d after model-

ing，model group was given 5％ Glucose injection 1 mL via tail vein，3 times a week，and constant volume of Sodium carboxy-

methylcellulose solution，once a week. Oxaliplatin group was given oxaliplatin 13.6 mg/kg via tail vein，3 times a week. Nimesu-

lide group was given nimesulide 20 mg/kg intragastrically，once a week. Combination group was given oxaliplatin and nimesulide

with same usage as above. The administration lasted for 8 weeks. The cancer growth，microvessel density of cancer tissue，peripher-

al blood immune function index were observed in four groups. RESULTS：Compared with model group，cancer size，cancer

weight，integral absorbance of cancer and positive vessel density were all decreased in treatment groups（P＜0.05）. The number of

peripheral blood CD3+，CD4+T cells and CD4+/CD8+ were all decreased in oxaliplatin group and combination group，while the num-

ber of CD8+T cells was decreased（P＜0.05）. Compared with nimesulide group，cancer size，cancer weight，integral absorbance of

cancer，positive vessel density，the number of peripheral blood CD3+，CD4+T cells and CD4+/CD8+ were all decreased in oxaliplat-

in group and combination group，while tumor inhibition rate and the number of CD8+T cells were all increased（P＜0.05）；combi-

nation group was more significant than oxaliplatin group（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Oxaliplatin combined with nimesulide can

effectively inhibit cancer growth of esophageal cancer，the mechanism of which may be associated with inhibiting angiogenesis of

tumor tissue and strengthening immune function.
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性具有显著抑制作用[3]。笔者将尼美舒利和奥沙利铂联

用，研究其对人食管癌模型大鼠微血管密度及免疫功能

的影响，以期为临床食管癌的治疗提供参考。

1 材料

1.1 仪器

7600型全自动生化分析仪（日本日立公司）；Cyto-

FLEX型流式细胞分析仪和Allegra 64R型高速冷冻离心

机（美国贝克曼库光特公司）；HPIAS-1000型高彩色病

理图像分析系统由同济大学提供。

1.2 药品与试剂

尼美舒利片（广东惠德勤药业有限公司，批号：

H19980132，规格：每片0.1 g）；注射用奥沙利铂（杭州赛

诺菲安万特民生制药有限公司，批号：J20100064，规格：

每瓶 50 mg）；酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒（南京建成

生物公司）；流式细胞术试剂盒（美国BD公司）。

1.3 细胞及其培养基

人食管癌Eca109细胞购买于AGTT细胞库，细胞培

养基和血清购买于美国Thermo公司。

1.4 动物

清洁级 SD 大鼠 48只，周龄 6～8周，体质量 160～

220 g，购于山东大学动物实验中心，许可证号为SCXK

（鲁）20151205，饲养于温度20～25 ℃、湿度40％～60％

条件下。本次研究经医院动物伦理委员会批准。

2 方法

2.1 食管癌移植瘤模型的建立

参照文献[4]，采用皮下接种人食管癌细胞建立食管

癌模型大鼠。培养 Eca109细胞，胰蛋白酶常规消化传

代，取传代扩增且处于对数生长期的细胞进行消化，离

心收集细胞后用D’Hanks溶液重悬，调节细胞密度至1×

107 mL－1。在大鼠右侧前肢的腋下注射 0.5 mL 细胞悬

液，取成瘤大鼠（肿瘤体积约为100 mm3）用于实验。

2.2 分组与给药

将建模成功的大鼠随机分为模型组、奥沙利铂组、

尼美舒利组和联用组，每组12只。建模后1 d，模型组大

鼠尾 iv 5％的葡萄糖注射液1 mL，每周3次，ig等量羧甲

基纤维素钠溶液，每周1次；奥沙利铂组大鼠尾 iv奥沙利

铂 13.6 mg/kg，每周 3次，奥沙利铂用 5％的葡萄糖注射

液溶解；尼美舒利组大鼠 ig 尼美舒利 20 mg/kg，每周 1

次，尼美舒利用羧甲基纤维素钠溶液溶解；联用组大鼠

同法给予奥沙利铂和尼美舒利。给药时间为8周。

2.3 标本采集

给药8周后，颈椎脱臼法处死大鼠，眼球取血用于免

疫功能检测；解剖得到肿瘤组织并用生理盐水清洗，每

只大鼠的肿瘤组织分为两份，一份用 4％福尔马林固定

后石蜡包埋、制作石蜡切片，另一份用液氮冷冻后保存

在－80 ℃冰箱待用。

2.4 肿瘤生长情况考察

用游标卡尺测量移植瘤长径（a）、短径（b），计算移

植瘤体积（V＝ab2π/6）；称取瘤体质量，计算抑瘤率[（模

型组瘤质量－给药组瘤质量）/模型组瘤质量×100％]。

2.5 肿瘤组织微血管密度测定

参照文献[5]，取食管癌移植瘤组织标本，用多聚甲

醛固定48 h后，常规脱水、浸蜡、包埋、染色（染色蛋白为

CD31），在 100倍显微镜下，采集 3～5个阳性细胞较多

的区域，输入高彩色病理图像分析系统，计算积分吸光

度、面密度阳性率。积分吸光度＝阳性面密度×积分光

度；面密度阳性率＝阳性目标面密度/（阳性目标面密

度+阴性目标面密度）×100％。

2.6 免疫功能考察

处死大鼠后眼球取血2 mL，分别与CD3、CD4、CD8

的荧光标记单克隆抗体共同孵育后，在流式细胞仪上测

定CD3+、CD4+、CD8+T细胞数，计算CD4+/CD8+比值。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行统计分析。计量资料用

x±s表示，多组间比较采用方差分析，两两比较采用配

对 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 肿瘤生长情况

与模型组比较，各给药组大鼠肿瘤体积、瘤质量均

降低（P＜0.05）；与尼美舒利组比较，奥沙利铂组和联用

组大鼠肿瘤体积、瘤质量均降低，抑瘤率均升高（P＜

0.05），其中联用组较奥沙利铂组差异更明显（P＜

0.05）。各组大鼠肿瘤生长情况见表1。

表1 各组大鼠肿瘤生长情况（x±±s，n＝12）

Tab 1 Situation of cancer growth in rats of each group

（x±±s，n＝12）

组别
模型组
尼美舒利组
奥沙利铂组
联用组
F

P

肿瘤体积，mm3

1 652.42±285.34

1 325.26±224.15＊

1 036.58±148.63＊#

842.22±102.32＊#Δ

8.325

0.008

瘤质量，g

1.520±0.386

1.385±0.332＊

1.018±0.212＊#

0.685±0.144＊#Δ

6.124

0.017

抑瘤率，％

8.88±1.01

33.03±3.42#

54.93±5.12#Δ

20.632

0.000

注：与模型组比较，＊P＜0.05；与尼美舒利组比较，#P＜0.05；与奥

沙利铂组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. nimesulide group，#P＜0.05；

vs. oxaliplatin group，ΔP＜0.05

3.2 肿瘤组织微血管密度

与模型组比较，各给药组大鼠肿瘤组织的积分吸光

度、面密度阳性率均降低（P＜0.05）；与尼美舒利组比

较，奥沙利铂组和联用组大鼠积分吸光度、面密度阳性

率均降低（P＜0.05），其中联用组较奥沙利铂组差异更

明显（P＜0.05）。各组大鼠积分吸光度和面密度阳性率

的测定结果见表2。
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表2 各组大鼠积分吸光度和面密度阳性率的测定结果

（x±±s，n＝12）

Tab 2 Determination results of integral absorbance

and positive rate of surface density in rats of

each group（x±±s，n＝12）

组别
模型组
尼美舒利组
奥沙利铂组
联用组
F

P

积分吸光度
352.16±42.45

78.62±8.12＊

45.36±5.34＊#

22.36±3.25＊#Δ

22.154

0.000

面密度阳性率，％
8.46±1.02

4.32±0.56＊

1.12±0.34＊#

0.56±0.12＊#Δ

20.125

0.000

注：与模型组比较，＊P＜0.05；与尼美舒利组比较，#P＜0.05；与奥

沙利铂组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. nimesulide group，#P＜0.05；

vs. oxaliplatin group，ΔP＜0.05

3.3 免疫功能

与模型组和尼美舒利组比较，奥沙利铂组、联用组

大鼠外周血CD3+、CD4+T细胞数和CD4+/CD8+比值均降

低，CD8+T细胞数增加（P＜0.05），其中联用组效果较奥

沙利铂组更明显（P＜0.05）。各组大鼠免疫功能的测定

结果见表3。

表3 各组大鼠免疫功能的测定结果（x±±s，n＝12）

Tab 3 Determination results of immune function of

rats in each group（x±±s，n＝12）

组别
模型组
尼美舒利组
奥沙利铂组
联用组
F

P

CD3+T细胞
44.82±5.29

46.45±5.32

31.45±4.36＊#

40.43±5.23＊#Δ

7.821

0.008

CD4+T细胞
24.54±3.45

26.12±3.52

18.18±2.02＊#

22.02±2.35＊#Δ

4.948

0.028

CD8+T细胞
29.51±3.52

28.12±2.42

37.21±4.25＊#

33.12±2.93＊#Δ

3.671

0.031

CD4+/CD8+

0.83±0.15

0.92±0.21

0.49±0.10＊#

0.66±0.13＊#Δ

5.365

0.034

注：与模型组比较，＊P＜0.05；与尼美舒利组比较，#P＜0.05；与奥

沙利铂组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. nimesulide group，#P＜0.05；

vs. oxaliplatin group，ΔP＜0.05

4 讨论

食管癌患者在诊断时多数已发展至中晚期，常采用

联合化疗来抑制病情发展。奥沙利铂为第三代铂类药

物，具有广谱的抗癌活性，且毒性比顺铂、卡铂小，是治

疗食管癌理想的化疗药物，但单独使用效果不甚理想[6]。

近年来，越来越多的研究证实COX-2能够促进恶性肿瘤

的发生发展，也有研究证实COX-2选择性地抑制剂尼美

舒利能够抑制食管癌细胞的增殖[7]。由此笔者推测，使

用尼美舒利能够抑制食管癌的发展。本研究中，各给药

组大鼠肿瘤体积明显低于模型组，且联用组效果最明

显，与国内外报道[8-9]一致，提示尼美舒利联合奥沙利铂

有助于抑制肿瘤的生长，这也可以从瘤质量与抑瘤率的

比较中得到证实。

血管新生是恶性肿瘤发生发展的重要环节，肿瘤组

织局部新生的血管能够为细胞的生长提供必需的养分，

同时也能够为细胞的转移提供通路[10]。微血管密度是

评估肿瘤血管生成状态的“金标准”，可反映肿瘤组织的

血流灌注情况[11]。肿瘤生成血管数目越多，肿瘤能够获

得的营养、供养就越丰富，发生肿瘤转移与复发的几率

就越高[12]。研究表明，微血管密度与食管鳞癌的浸润与

转移相关，恶性肿瘤组织中微血管密度均异常升高[13]。

COX-2所催化产生的前列腺素E2（PGE2）具有促进血管

新生的作用，而尼美舒利则能够通过选择性抑制COX-2

来拮抗血管新生过程。本文研究中，联用组大鼠积分吸

光度、阳性血管面密度明显低于尼美舒利组、奥沙利铂

组，提示尼美舒利联合奥沙利铂有助于抑制食管癌组织

中血管新生。

化疗药物在杀伤癌细胞的同时也会对机体正常的

组织造成损伤，免疫功能破坏是化疗过程中常见的不良

反应[14]。CD3是成熟T细胞的表面标志，CD4和CD8则

分别是辅助性和抑制性T细胞的表面标志[15]。CD4/CD8

更能反映机体免疫状态，一旦动态平衡被打破，就提示

机体免疫功能受到损伤。本研究中，奥沙利铂组、联用

组大鼠CD3+、CD4+、CD4+/CD8+明显低于模型组，CD8+明

显高于模型组，说明奥沙利铂单用以及联合尼美舒利均

会造成免疫功能损伤。尼美舒利组、联用组大鼠CD3+、

CD4+、CD4+/CD8+明显高于奥沙利铂组，CD8+明显低于

奥沙利铂组，提示在奥沙利铂化疗的基础上给予尼美舒

利能够减轻化疗药物所引起的免疫功能损伤。

本研究结果表明，奥沙利铂联合尼美舒利有助于抑

制食管癌肿瘤生长，其机制可能与改善免疫功能、抑制

血管新生有关。本研究的局限性在于观察指标较少，未

对血清肿瘤标志物等其他指标进行比较，但是本文仅仅

是一个实验性研究，尼美舒利、奥沙利铂联合应用于临

床还有待于进一步的探索。
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摘 要 目的：虚拟筛选中药桑白皮和桑叶中潜在的α-葡萄糖苷酶抑制活性成分，为发现新型α-葡萄糖苷酶抑制剂提供参考。方

法：应用分子模拟软件Sybyl-x 2.0中的Surflex-Dock模块，将文献已报道过的桑白皮和桑叶活性成分中的小分子化合物作为配体

与α-葡萄糖苷酶进行对接，以结合力评分Total score值为7作为阈值，判断桑白皮和桑叶中潜在的抑制α-葡萄糖苷酶的活性成分。

结果：70个小分子化合物与α-葡萄糖苷酶进行对接后，其中 10个成分显示出具有结合活性（Total score 值≥7.00），其中桑辛素

M-3′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、5，7，2′-三羟基二氢黄酮-4′-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、桑皮苷A、白藜芦醇-4，3′-二-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

以及 1，4-二脱氧-1，4-亚氨基-（2-O-β-D-吡喃葡萄基）-D-阿拉伯糖醇与α-葡萄糖苷酶的结合活性较高（Total score 值＞8.00）。结

论：桑白皮和桑叶中多种成分均具有潜在α-葡萄糖苷酶抑制活性。本研究方法可从中药中发现α-葡萄糖苷酶抑制剂，且具有针对

性强、快速、高效的特点。

关键词 桑白皮；桑叶；α-葡萄糖苷酶抑制剂；虚拟筛选；分子对接；结合活性
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ABSTRACT OBJECTIVE：To virtually screen potential α-glycosidase inhibitor ingredients from C. mori and F. mori，and to pro-

vide reference for finding out new type α-glycosidase inhibitor ingredient. METHODS：Surflex-Dock module of Sybyl-x 2.0 molecu-

lar simulation software was used to perform the docking of small molecule compound，which was from the ingredients of C. mori
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