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[摘要] 　 黄芪-莪术配伍是临床常用治疗肿瘤的组合,基于 Th17 / Treg 细胞平衡探究黄芪-莪术配伍联合 5-氟尿嘧啶(5-fluo-
rouracil,5-FU)对结肠癌原位移植瘤模型小鼠肿瘤生长的可能作用机制。 该研究将 90 只 BALB / c 雄性小鼠随机分为 9 组:空
白组,模型组,5-氟尿嘧啶(5-FU)组,黄芪-莪术(2 ∶ 1)配伍高、中、低剂量组,联合 5-FU 高、中、低剂量组,每组 10 只。 除空白

组外其余各组小鼠建立 CT26. WT 结肠癌原位移植瘤模型。 术后 24
 

h 空白组与模型组给予生理盐水灌胃(10
 

mL·kg-1 ,每日 1
次);5-FU 组用 5-FU 腹腔注射(25

 

mg·kg-1 ,隔日 1 次);黄芪-莪术高、中、低剂量组分别用黄芪-莪术药液灌胃(12、6、3
 

g·kg-1 ,
每日 1 次);联合高、中、低剂量组分别用黄芪-莪术相应剂量灌胃和 5-FU 腹腔注射,用药剂量和方法同上。 各组均干预 3 周后

处死小鼠取肿瘤组织,称瘤体质量并计算平均瘤重;检测各组小鼠脾组织 CD4+ T 淋巴细胞中辅助性 T 细胞 17( Th17) / 调节性

T 细胞(Treg)百分比变化趋势;检测转化生长因子-β(transforming
 

growth
 

factor-β,TGF-β)、肿瘤坏死因子-α( tumor
 

necrosis
 

fac-
tor-α,TNF-α)、γ-干扰素(IFN-γ)、Smad4、N-钙粘蛋白(N-cadherin)、基质金属蛋白酶-7(matrix

 

metalloproteinase-7,MMP-7)在血

液中 mRNA 表达水平及肿瘤组织中蛋白表达水平。 结果表明,与模型组比较,各给药组小鼠瘤体质量均降低(P<0. 01);各给

药组小鼠脾组织中 CD4+ IL-17+均有不同程度降低(P<0. 001),CD4+ Foxp3+细胞比例均升高(P<0. 001 或 P<0. 05),表明 Th17 /
Treg 始终保持动态平衡,且联合用药组的效果优于其他组别;各给药组血液中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7

 

mRNA 及原位移植瘤中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋白的表达均不同程度降低(P<0. 01 或 P<0. 001),并
且呈一定剂量依赖性。 黄芪-莪术配伍联合 5-FU 可抑制 CT26. WT 结肠癌小鼠原位移植瘤的生长,其机制可能与维持体内

Th17 / Treg 的动态平衡,下调 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 肿瘤相关因子的表达水平有关。
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[Abstract]　 Astragali
 

Radix-Curcumae
 

Rhizoma
 

( AR-CR)
 

is
 

a
 

combination
 

commonly
 

used
 

in
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

tumors.
 

Based
 

on
 

the
 

T
 

helper
 

17
 

( Th17) / regulatory
 

T
 

cell
 

( Treg)
 

balance,
 

the
 

present
 

study
 

explored
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

AR-CR
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combined
 

with
 

5-fluorouracil
 

( 5-FU)
 

on
 

the
 

tumor
 

growth
 

of
 

orthotopic
 

xenograft
 

model
 

mice
 

of
 

colorectal
 

carcinoma.
 

Ninety
 

male
 

BALB / c
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

nine
 

groups,
 

i. e. ,
 

a
 

blank
 

group,
 

a
 

model
 

group,
 

a
 

5-FU
 

group,
 

high-,
 

medium-,
 

and
 

low-
dose

 

AR-CR
 

(2 ∶ 1)
 

groups,
 

and
 

high-,
 

medium-,
 

and
 

low-dose
 

AR-CR+5-FU
 

groups,
 

with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

orthotopic
 

xenograft
 

model
 

of
 

CT26. WT
 

colorectal
 

carcinoma
 

was
 

induced
 

in
 

mice
 

except
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group.
 

Twenty-four
 

hours
 

after
 

the
 

ope-
ration,

 

mice
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

received
 

normal
 

saline
 

by
 

gavage
 

(10
 

mL·kg-1 ,
 

once
 

per
 

day),
 

and
 

those
 

in
 

the
 

5-FU
 

group
 

received
 

5-FU
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

(25
 

mg·kg-1 ,
 

once
 

every
 

other
 

day).
 

Mice
 

in
 

the
 

AR-CR
 

groups
 

received
 

AR
 

and
 

CR
 

decoctions
 

by
 

gavage
 

(12,
 

6,
 

and
 

3
 

g·kg-1 ,
 

once
 

a
 

day)
 

and
 

those
 

in
 

the
 

combination
 

groups
 

received
 

AR
 

and
 

CR
 

decoctions
 

and
 

5-FU
 

(doses
 

and
 

administration
 

methods
 

were
 

the
 

same
 

as
 

above).
 

After
 

intervention
 

for
 

three
 

weeks,
 

all
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

and
 

tumor
 

tissues
 

were
 

collected.
 

The
 

tumor
 

mass
 

was
 

weighed
 

and
 

the
 

average
 

tumor
 

weight
 

was
 

calculated.
 

The
 

changing
 

trend
 

of
 

Th17 /
Treg

 

(%)
 

in
 

the
 

CD4+ T
 

lymphocytes
 

of
 

the
 

spleen
 

tissues
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

in
 

the
 

blood
 

and
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

tumor
 

tissues
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

( TGF-β),
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α),
 

interferon-γ
 

(IFN-γ),
 

Smad4,
 

N-cadherin,
 

matrix
 

metalloproteinase-7
 

(MMP-7)
 

were
 

detected.
 

The
 

experimental
 

results
 

revealed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

groups
 

with
 

drug
 

intervention
 

showed
 

reduced
 

tumor
 

mass
 

(P<0. 01),
 

decreased
 

CD4+ IL-17+
 

in
 

the
 

spleen
 

tissues
 

to
 

varying
 

degrees
 

(P<0. 001),
 

and
 

increased
 

proportion
 

of
 

CD4+ Foxp3+(P<0. 001
 

or
 

P<0. 05),
 

indicating
 

that
 

Th17 / Treg
 

maintained
 

dynamic
 

balance,
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

combination
 

groups
 

was
 

predominant.
 

Additionally,
 

the
 

mRNA
 

expression
 

in
 

the
 

blood
 

and
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

tumor
 

tissues
 

of
 

TGF-β,
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

Smad4,
 

N-cadherin,
 

and
 

MMP-7
 

declined
 

to
 

varying
 

de-
grees

 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner
 

(P<0. 01
 

or
 

P<0. 001).
 

The
 

AR-CR
 

combined
 

with
 

5-FU
 

can
 

inhibit
 

the
 

tumor
 

growth
 

of
 

orthotopic
 

xenograft
 

model
 

mice
 

of
 

CT26. WT
 

colorectal
 

carcinoma.
 

The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

maintenance
 

of
 

Th17 / Treg
 

dynamic
 

balance
 

in
 

the
 

body
 

and
 

down-regulation
 

of
 

TGF-β,
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

Smad4,
 

N-cadherin,
 

and
 

MMP-7
 

expression.
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世界卫生组织( WHO) 2020 年发布的《2020 年

世界癌症进展报告》 中表明,结肠癌的发病率在所

有癌症中位列第三 ( 10. 0%), 病死率位列第二

(9. 4%),男性结肠癌发病率高于女性[1] ,且中国结

直肠癌的发病率不断上升,病死率位列第五[2] 。 目

前,手术治疗仍然是攻克早期结肠癌的主要治疗方

法,晚期则主要以化疗为主,由于结肠癌发现时往往

已至中晚期或伴随转移灶[3] ,而传统手术治疗存在

创伤大、恢复慢、费用昂贵和时间较长等缺点[4] 。
因此,近年来临床上开始使用中医药与化疗药物联

合使用来加强其抗肿瘤转移、侵袭、浸润等作用,并
减少化疗的毒副作用[5] 。

基于中医理论,肿瘤发生的病机离不开正气亏

虚,瘀血内阻。 “虚瘀”为肿瘤最基本的病机[6] 。 最

新研究表明,Th17、Treg、CD4+ T 细胞等可通过影响

上皮细胞的增殖、迁移和存活[7] 干预结肠癌细胞的

生长。 因此研究 Th17 / Treg 平衡有助于揭示结肠癌

免疫调控可能的分子机制。 课题组前期研究已证明

了补气活血药对黄芪-莪术可促进肿瘤血管正常化

从而发挥抗肿瘤转移作用。 而含黄芪的肿瘤治疗中

药注射液可下调肺癌患者转化生长因子-β( transfor-
ming

 

growth
 

factor-β, TGF-β )、 肿 瘤 坏 死 因 子-α

(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、γ-干扰素( INF-γ)
等细胞因子表达,介导肿瘤血管新生[8] 。 本实验旨

在研究黄芪、莪术配伍联合 5-氟尿嘧啶(5-fluoroura-
cil,5-FU) 对结肠癌相关因子的影响, 通过建立

CT26. WT 结肠癌原位移植瘤小鼠模型,检测其脾组

织中 Th17 / Treg 细胞的百分比变化以及结肠癌小鼠

血液中肿瘤相关 mRNA 及原位移植瘤组织中蛋白

表达情况,进一步观察黄芪-莪术药对联合 5-FU 对

小鼠原位移植瘤的抑制作用,并从免疫因素方面探

讨其对结肠癌治疗的影响及可能作用机制。
1　 材料与方法

1. 1　 动物及细胞株　 BALB / c 雄性小鼠 90 只,4 ~ 5
周龄,体质量 20 ~ 22

 

g,购自南京市江宁区青龙山动

物繁殖场, 实验动物许可证号 SYXK ( 苏) 2017-
0001。 实验动物均饲养于南京中医药大学实验动物

中心,SPF 级独立通风屏障系统,所有动物实验操作

均符合南京中医药大学实验动物中心伦理委员会标

准,实验动物伦理号 201808A011。 小鼠结肠癌细胞

(CT26. WT 细胞)购自北京市肿瘤防治研究所,充液

法运输。 采用青霉素(100
 

U·mL-1 )、链霉素(100
 

U·
mL-1 )、含 10%胎牛血清及 RPMI-1640 培养基,在 37

 

℃ 、5%
 

CO2 条件下培养 CT26. WT 细胞。
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1. 2　 药品与制备　 与课题组前期研究结果一致,黄
芪采用豆科黄芪属植物蒙古黄芪 Astragalus

 

mongho-
licus

 

Bunge 的干燥根,莪术采用姜科植物温郁金

Curcuma
 

wenyujin
 

Y.
 

H.
 

Chen
 

et
 

C.
 

Ling 的干燥根

茎。 生黄芪、醋莪术购自江苏省中医院中药房,经南

京中医药大学药学院陆兔林教授鉴定。 黄芪、莪术

药液制备:根据临床用药经验和本课题组前期实验

结果,精密称取黄芪 400
 

g、莪术 200
 

g,加入 10 倍量

药材的纯水浸泡 0. 5
 

h,回流装置提取 2 次,微沸 1
 

h
后,同样方法提取第 2 遍,挥发油测定器收集莪术

油,合并 2 次药液,旋转蒸发浓缩药液,加入收集的

莪术油,定容至 300
 

mL,即生药量浓度为 2
 

g·mL-1,
所得药液即为黄芪-莪术高剂量组(黄芪质量浓度约

为 1. 33
 

g·mL-1、莪术质量浓度约为 0. 67
 

g·mL-1 ),
将黄芪-莪术高剂量组药液进行稀释,此时中剂量组

药液黄芪质量浓度约为 0. 67
 

g·mL-1、莪术质量浓度

约为 0. 34
 

g·mL-1,低剂量组药液黄芪质量浓度约为

0. 34
 

g·mL-1、莪术质量浓度约为 0. 17
 

g·mL-1,置于

4
 

℃保存备用。 5-FU:225
 

mg
 

5-FU 用 0. 5%二甲基

亚砜(DMSO)溶解,加入 90
 

mL 生理盐水(0. 9%氯

化钠),超声振荡 5
 

min,制备 5-FU 混悬液用于小鼠

腹腔注射。
1. 3　 试剂与仪器　 注射用 5-氟尿嘧啶(5-fluoroura-
cil,批号 709D021,Solarbio 公司);RPMI-1640 培养

基(批号 KGM31800S-500,江苏凯基生物技术股份

有限公司);胎牛血清(批号 8122818)、胰蛋白酶(批
号 1820802) 购自 Gibco 公司;青链霉素双抗溶液

(批号 HS20200925,上海传秋生物科技有限公司);
戊巴比妥钠(批号 F200220915,中国医药上海化学

试剂 公 司 ); Histoacryl 医 用 组 织 胶 水 ( 批 号

1050052,台湾柏朗股份有限公司); TGF-β ( 批号

21898-1-AP)、TNF-α(批号 17590-1-AP)、Smad4(批

号 10231-1-AP)、N-cadherin(批号 22018-1-AP)、基
质金属蛋白酶-7( matrix

 

metalloproteinase-7,MMP-7,
批号 10374-2-AP)、IFN-γ(批号 ab171081)购自 Pro-
teintech 公司;磷酸盐缓冲盐溶液(phosphate

 

buffered
 

saline,PBS 缓冲液,批号 02-024-1ACS,上海帝博思

生物科技有限公司);BCA 蛋白定量试剂盒(批号

23228, 美 国 Thermo 公 司 ); 脱 脂 奶 粉 ( 批 号

B0014K121800,Biosharp 公司); 蛋白上样缓冲液

[批号 200218,天根生化科技(北京)有限公司];显影

液(批号 042016160525,碧云天生物技术有限公司)。

超纯水机(型号 Master-D
 

UVF,上海和泰仪器

有限公司);垂直电泳槽(型号 VE-180),凝胶成像

系统(型号 5300)购自上海天能科技有限公司;高速

低温离心机(型号 MicroCL
 

17R,ThermoFisher
 

Scien-
tific 公司);RT-PCR 仪(型号 AFD9600,杭州安杰思

生物科技有限公司);微量分光光度计(型号 Nano-
100,杭州奥盛仪器有限公司)。
1. 4　 造模　 使用对数生长期的 CT26. WT 细胞制备

单细胞悬液,细胞密度约为 1×107 个 / mL。 抽取 0. 1
 

mL(细胞数约为 1×106 个)细胞悬液接种于 BALB / c
小鼠右腋下,建立皮下异位移植瘤小鼠模型,14

 

d
后长出直径约 1

 

cm 的实体瘤。 小鼠 CT26. WT 结肠

癌原位移植瘤模型造模方法参考前期研究进行[9] 。
颈椎脱臼法处死异位移植瘤小鼠,消毒后完整剥离

瘤体,置于含双抗的生理盐水中。 选取类似鱼肉状

肿瘤组织,眼科手术剪制备 1
 

mm3 大小的组织块备

用。 腹腔麻醉小鼠,待其翻正反射消失,对手术切口

及其周围部位进行消毒。 小鼠左下腹部作 1
 

cm 左

右切口,将小鼠的游离盲结肠拖至体外,用 4 号针头

刮去盲结肠交界处少许浆膜,使用 Histoacryl 医用组

织胶固定 1 粒瘤块。 组织胶晾干后,将外置肠段纳

入腹中,无菌缝合。 待小鼠麻醉清醒后置于 SPF 级

动物房中常规饲养。
1. 5　 分组与给药 　 雄性 BALB / c 小鼠 90 只,适应

性饲养 1 周后,10 只作为空白组,80 只用于建立结

肠癌原位移植瘤模型。 术后将 80 只 BALB / c 模型

小鼠随机分为 8 组,即模型组、5-FU 组、黄芪-莪术

高剂量组、黄芪-莪术中剂量组、黄芪-莪术低剂量

组、联合高剂量组、联合中剂量组、联合低剂量组,每
组 10 只。 本实验小鼠给药根据课题组前期研究[10]

和“人和动物体表面积折算的等效剂量比率表”换

算得到,约为人体用量的 9 倍,则黄芪-莪术药液的

标准(中剂量组)为 6
 

g·kg-1·d-1。 各组给药情况如

下:空白组与模型组予以生理盐水灌胃,5-FU 组予

以 25
 

mg·kg-1
 

5-FU 腹腔注射,高剂量组灌胃给予黄

芪-莪术
 

12
 

g·kg-1·d-1 药液,中剂量组灌胃给予黄

芪-莪术 6
 

g·kg-1·d-1药液,低剂量组灌胃给予黄芪-
莪术 3

 

g·kg-1·d-1 药液,联合用药组分别灌胃给予

12、6、 3
 

g·kg-1·d-1 药液且腹腔注射 25
 

mg·kg-1
 

5-FU。 灌胃给药体积均为 10
 

mL·kg-1,每日 1 次,连
续 21

 

d;5-FU 每 2
 

d 腹腔注射 1 次,共 11 次。 用药

期间每日观察各组小鼠的精神、活动情况、饮食、大
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小便及一般情况。
1. 6　 瘤体质量及平均瘤重　 除空白组外,完整剥离

小鼠原位移植瘤组织,称瘤体质量,每组小鼠编号

m1 ~ m10, 计算平均瘤重, 平均瘤重 ( g ) = ( m1 +
m2 +……m10) / 10。
1. 7　 Flow

 

CytoMetry 检测脾组织 CD4+ T 淋巴细胞

中 Th17 / Treg 细胞百分比变化　 取材时将脾脏放入

离心管中。 PBS 洗涤 2 次,然后将其转移到培养皿

中。 使用显微镜载玻片将脾脏挤压研磨,以提取脾

脏所含的细胞基质。 收集细胞,混匀。 4
 

℃ ,400×g
离心细胞悬液,沉淀细胞,弃上清。 收集上一步骤细

胞于流式管中,加入 1
 

mL
 

FACS 缓冲液,4
 

℃ ,1
 

700
 

r·min-1离心 4
 

min,弃上清。 加入 100
 

μL
 

FACS 缓

冲液,并加入细胞表面抗原 CD4
 

10
 

μL 及 10 倍稀释

后 FVD
 

2
 

μL,避光孵育。 用 FACS 缓冲液洗涤细胞

2 次,弃上清,用 4%多聚甲醛重悬细胞,静置。 洗涤

并重悬细胞,加入-20
 

℃ 预冷的甲醇 450
 

μL。 冰上

孵育 30
 

min。 洗涤细胞 2 次后弃上清,加入胞内抗

体各 1
 

μL,4
 

℃避光孵育 1
 

h。 洗涤细胞 2 次后弃上

清,重悬。 应用 FlowJo10. 0 软件上机分析流式

结果。
1. 8　 RT-PCR 法检测血液中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、
Smad4、N-cadherin、MMP-7

 

mRNA 表达　 采用 TRIzol
法分别提取各组血液中 RNA。 计算 RNA 浓度和纯

度,按照 SYBR Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒进行反转录,
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成、扩增

并检测,引物序列见表 1。 反应条件:95
 

℃预变性 30
 

s;然后 95
 

℃
 

10
 

s,52
 

℃
 

34
 

s,60
 

℃
 

34
 

s 进行 40 个循

环,每个循环结束采集荧光。 扩增反应在 RT-PCR 仪

上进行,采用 2-ΔΔCt 法对结果进行分析。

表 1　 RT-PCR 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences
 

for
 

RT-PCR
基因 正向引物(5′-3′) 反向引物(5′-3′) 产物长度 / bp

TGF-β GCGGACTACTATGCTAAAGAGG GTAGAGTTCCACATGTTGCTCC 125
TNF-α AAGAGGCACTCCCCCAAAAG GTGGTTTGTGAGTGTGAGGGT 226
IFN-γ GGAACCCTCTCCCTTCAATGT CTCCACAATAGCCTTCAGTGC 374
Smad4 CACTATGAGCGGGTTGTC GGTGCTGGTGGCGTTAGA 92
N-cadherin GCCATCATCGCTATCCTTCT CCGTTTCATCCATACCACAAA 169
MMP-7 GAACAGGCTCAGGACTATCTC ACATCTGGCACTCCACATC 54

1. 9　 Western
 

blot 法检测肿瘤组织 TGF-β、TNF-α、
IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋白表达 　 根据

全蛋白提取试剂盒提取蛋白,BCA 法检测蛋白浓

度。 SDS-PAGE 电泳分离,PVDF 膜转膜,5%脱脂奶

粉封闭;一抗 4
 

℃ 孵育过夜;二抗室温孵育 2
 

h,按
0. 1

 

mL·cm-2显影液计算用量,将显影液加于 PVDF
膜上,暗室中迅速将膜蛋白贴在 X 光胶片上曝光,洗
片机中显影、洗像。 调整曝光时间,直至出现最佳条

带。 Western
 

blot 结果使用灰度值测量计扫描,使用

QuantityOne
 

4. 6. 6 分析软件将条带灰度值数值化。
1. 10 　 统计学分析 　 本实验数据采用 IBM

 

SPSS
 

Statistics
 

26. 0 软件进行处理,多组间比较采用单因

素方差分析(One-way
 

ANOVA)。 各组方差齐时,两
两相比较时采用 LSD 法检验;方差不齐时,采用

Games-Howell 多重相较法。 统计结果以均数±标准

差( x±s)表示,P<0. 05 时表示差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 各组小鼠平均瘤重比较　 空白组小鼠均无瘤

体。 与模型组比较,黄芪-莪术各剂量组、联合各剂

量组及 5-FU 组平均瘤重均显著下降(P<0. 01),其
中联合各剂量组抑制肿瘤生长效果明显;与 5-FU 组

比较, 联合高剂量组平均瘤重下降最明显 ( P <
0. 05),见表 2。 结果表明, 黄芪、 莪术配伍联合

5-FU 对结肠癌小鼠原位移植瘤的抑制作用优于单

用 5-FU 组和中药单用组,其中联合高剂量组平均瘤

重最低,效果最好。

表 2　 给药后各组小鼠的原位移植瘤平均瘤重( x±s,n= 10)

Table
 

2 　 The
 

average
 

tumor
 

weight
 

of
 

orthotopic-transplanted
 

tumors
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

after
 

administration
 

( x±s,n= 10)
组别 平均瘤重 / g

模型 1. 43±0. 53
5-FU 0. 60±0. 181)

黄芪-莪术高剂量 0. 78±0. 221)

黄芪-莪术中剂量 0. 93±0. 211,2)

黄芪-莪术低剂量 0. 92±0. 231,2)

联合高剂量 0. 40±0. 151,2)

联合中剂量 0. 61±0. 241)

联合低剂量 0. 63±0. 151)

　 注:与模型组比较1) P<0. 01;与 5-FU 组比较2) P<0. 05。
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2. 2　 流式细胞术检测各组小鼠脾组织 CD4+ T 淋

巴细胞中 Th17 / Treg 细胞百分比的变化 　 结果提

示,造模成功后,与空白组相比,模型组 CD4+ IL-
17+细胞水平升高;给药后,与模型组相比,各组小

鼠脾组织 CD4+ IL-17+ 细胞表达有所降低,差异有

统计学意义(P<0. 001) ;与 5-FU 组比较,联合高、

中剂量组均显著降低(P< 0. 001) ,见图 1、表 3。
与空白组比较,模型组 CD4+ Foxp3+水平下降;与模

型组比较,脾组织 CD4+ Foxp3+ 水平均不同程度升

高且具有显著差异 ( P < 0. 001 或 P < 0. 05 ) ; 与

5-FU 组比较,联合高、中剂量组均显著升高(P <
0. 001) ,见图 1、表 3。

Z. 空白组;A. 模型组;B. 5-FU 组;C. 黄芪-莪术高剂量组;D. 黄芪-莪术中剂量组;E. 黄芪-莪术低剂量组;F. 联合高剂量组;G. 联合中剂量组;
H. 联合低剂量组(图 2、3 同)。

图 1　 给药后各组小鼠脾组织中 Th17、Treg 细胞表达

Fig. 1　 Expression
 

of
 

Th17
 

and
 

Treg
 

cells
 

in
 

the
 

spleen
 

tissue
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

after
 

administration

2. 3　 各组小鼠血液中相关因子 mRNA 表达比较　
与空 白 组 比 较, 模 型 组 TGF-β、 TNF-α、 IFN-γ、
Smad4、 N-cadherin、 MMP-7

 

mRNA 表达显著增加

(P<0. 001);与模型组比较,5-FU 组、黄芪-莪术各

剂量 组、 联 合 各 剂 量 组 TGF-β、 TNF-α、 IFN-γ、
Smad4、N-cadherin、MMP-7

 

mRNA 表达均显著降低

(P<0. 001 或 P<0. 01);与 5-FU 组比较,联合高、中、
低剂量组 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、 Smad4、 N-cadherin、
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　 　表 3　 给药后各组小鼠脾组织中 Th17、Treg 细胞表达水平比

较( x±s,
 

n= 10)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

Th17
 

and
 

Treg
 

cell
 

expression
 

levels
 

in
 

spleen
 

tissues
 

of
 

each
 

group
 

after
 

administration
 

( x±s,
 

n= 10)
组别 Th17 / % Treg / % Th17 / Treg

空白 1. 48±0. 20 15. 16±0. 51 0. 10±0. 40
模型 16. 74±1. 081) 1. 44±0. 121) 11. 62±8. 79
5-FU 6. 91±0. 212) 4. 93±0. 612) 1. 40±0. 34
黄芪-莪术高剂量 8. 07±0. 242) 4. 30±0. 252) 1. 88±0. 97
黄芪-莪术中剂量 9. 14±0. 102) 3. 08±0. 113) 2. 97±0. 93
黄芪-莪术低剂量 10. 12±0. 152) 2. 37±0. 31 4. 27±0. 49
联合高剂量 3. 63±0. 192,4) 10. 34±0. 262,4) 0. 35±0. 74
联合中剂量 4. 64±0. 202,4) 7. 61±0. 512,4) 0. 61±0. 40
联合低剂量 6. 49±0. 152) 6. 20±0. 862) 1. 05±0. 17

　 注:与空白组相比1) P < 0. 001;与模型组相比2) P < 0. 001,3) P <
0. 05;与 5-FU 组比较4) P<0. 001。

MMP-7
 

mRNA 表达均降低,但差异无统计学意义,
见图 2。
2. 4　 各组小鼠肿瘤组织中相关因子蛋白表达的比

较　 Western
 

blot 结果显示,与空白组相比,模型组

TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋

白表达均显著增加(P<0. 001);与模型组相比,5-FU
组、黄芪-莪术各剂量组、联合各剂量组 TGF-β、TNF-
α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋白表达均显

著降低(P<0. 001);与 5-FU 组相比,联合各剂量组

TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋

白表达均显著降低(P<0. 001 或 P<0. 01),见图 3。
3　 讨论

结肠癌是发生于结肠部位的消化道恶性肿瘤,
　 　

与空白组相比###P<0. 001;与模型组相比∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001(图 4 同)。
图 2　 给药后各组小鼠血液中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7

 

mRNA 的表达( x±s,n= 6)
Fig. 2　 Expression

 

of
 

TGF-β,
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

Smad4,
 

N-cadherin,
 

and
 

MMP-7
 

mRNA
 

in
 

the
 

blood
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

after
 

ad-
ministration( x±s,n= 6)

在过去 20 年里, 结肠癌病死率总体呈上升趋

势[11-12] ,将来还可能持续增加。 结肠癌是西医学的

病名,根据其临床症状在中医学中属于“肠风下血”
“积聚”“肠蕈” “癥瘕”等范畴[13] 。 《灵枢·五变篇》
谓:“人之善病肠中积聚者……则肠胃恶,恶则邪气

留之,积聚乃伤,肠胃之间,寒温不次,邪气稍至,蓄
积留止,大聚乃起。”结肠癌的发病机制不外乎“虚”
“实”两方面,正虚失固,脏腑功能失调,气滞血瘀、
痰结毒聚或后天失养而成慢性肠道疾病,日久积滞

而成有型之肿块[14] 。 黄芪-莪术药对最早源于张锡

纯《医学衷中参西录》,黄芪为补气药,可补五脏虚

损;莪术为破血行气之药,可行气散瘀;二药配伍,散

中有收,行中有补,补而不壅滞,攻而不伤正。 二药

配伍在临床上运用于气虚血瘀所致癥瘕积聚[15-16] 。
本实验结果显示,黄芪-莪术配伍高、中、低剂量组和

联合高、中、低剂量组均可以降低 CT26. WT 结肠癌

原位移植瘤瘤体质量,且随着联合组剂量的增加,瘤
体质量逐渐降低,说明具有一定剂量依赖性。 联合

高剂量组平均瘤重较 5-FU 组降低,说明高剂量的黄

芪-莪术配伍联合 5-FU 治疗有协同增效作用,抑制

瘤体生长效果优于单用 5-FU 治疗。
Th17 细胞和 Treg 细胞是 CD4+ T 淋巴细胞的 2

种亚型,TCR 激活时,初始 CD4+ T 细胞可分化为辅

助性 T 细胞( Th)的几种细胞系之一,包括 Th17 和
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与 5-FU 组相比ΔΔP<0. 01,ΔΔΔP<0. 001。
图 3　 给药后各组小鼠原位移植瘤中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 蛋白的表达( x±s,n= 6)
Fig. 3　 Protein

 

expression
 

of
 

TGF-β,
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

Smad4,
 

N-cadherin,
 

and
 

MMP-7
 

in
 

orthotopic-transplanted
 

tumors
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

after
 

administration( x±s,n= 6)

Treg 细胞。 已有研究表明,Th17 细胞和 Treg 细胞之

间的动态平衡可以影响自身免疫和癌症治疗[17] ,是
一对在功能上和分化上相互拮抗的免疫细胞,同出

一源且由 TGF-β 或 TGF-β 和 IL-6 介导分化[18] 。
Th17 细胞与促进自身免疫、致癌和抗肿瘤免疫方面

密切相关[19] ,主要分泌 IL-17、IL-6 等细胞因子,通
过调节肿瘤微环境和炎症反应参与肿瘤免疫的动态

变化过程[20] 。 而 Treg 细胞在免疫耐受方面通过细

胞间的接触或分泌 TGF-β、IL-10 等细胞因子,抑制

自身免疫和抗肿瘤免疫[21] ,具有负向免疫调节的作

用。 Treg 细胞特异性的转录因子 Foxp3 在其发挥免

疫抑制功能中起着相当重要的作用。 实验结果表

明,造模成功后,Th17 表达升高,Treg 降低。 给药后

与模型组相比,脾组织中 CD4+ IL-17+ 细胞表达呈现

不同程度的降低,CD4+ Foxp3+ 细胞表达呈现不同程

度的升高。 与 5-FU 组相比,联合高、中剂量组 CD4+

IL-17+细胞表达水平显著降低、CD4+ Foxp3+ 表达水

平显著升高。 由此推测,黄芪-莪术配伍用药可以调

整 Th17 / Treg 的动态平衡来维持肿瘤微环境的稳

态,联合 5-FU 药效更佳。
TGF-β 是在结肠中表达的属于转化生长因子超

家族的多功能细胞因子[22] ,在瘤形成的早期抑制肿

瘤的生长,但在中晚期则促进肿瘤的进展(尤其是

转移) [23] ,是免疫抑制性肿瘤微环境的主要调节

剂[24] 。 TGF-β 是激活癌间质所必需的细胞因子,通
过抑制抗肿瘤免疫反应并影响上皮和内皮细胞在肿

瘤的晚期阶段的分化, TGF-β 与上皮间质转化

(EMT)也密切相关[25-26] 。 TGF-β 和 IL-6 协调配合

介导分化 Th17 和 Treg 细胞[18] ,Smad4 蛋白是 TGF-β
信号转导通路下游重要的信号分子,TGF-β / Smad4
通路可以调控肿瘤细胞的活动[27] ,敲除 Smad4 时,
TGF-β 诱导的 EMT 可以被有效阻断[28] , 这表明

TGF-β / Smad4 信号通路对 EMT 的促进作用是通过

对 Smad4 的依赖实现的[29] 。 TNF-α 主要由巨噬细
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胞分泌[30] ,Th17 细胞也可分泌 TNF-α[31] ,具有促进

和抑制肿瘤形成的双向作用,通过诱导 EMT[32]和促

进 MMP-7 的产生,影响免疫和肿瘤微环境或直接作

用于肿瘤。 INF-γ 是一种可以由 T 细胞分泌的炎症

因子,也可由选择性活化(同时分泌 IL-17 和 INF-γ)
的 Th17 细胞分泌[33] ,不仅可以通过抑制细胞分裂

阻止肿瘤生长,也可以通过调节 TRAIL 以及受体的

表达促使肿瘤细胞凋亡[34] 。 根据实验结果及上述

研究推测,TGF-β、TNF-α、IFN-γ 可能是影响 Th17 /
Treg 细胞平衡的相关指标,而 TGF-β / Smad4 则是抑

制结肠癌肿瘤转移重要信号传导通路。 N-cadherin、
MMP-7 是 EMT 过程的重要指标。 N-cadherin 是一

种间质标志物,在多种组织中表达并起到介导细胞-
细胞黏附功能的跨膜蛋白[35] 。 多种癌症都与 N-钙
粘蛋白表达上调密切相关,从而介导肿瘤细胞的侵

袭和转移[36] 。 MMP-7 主要作用于肿瘤的浸润及转

移,通过 Wnt 通路,分解基底膜及细胞外基质,诱发

EMT 引起肿瘤的侵袭和转移[37] 。 RT-PCR 结果显

示,除个别给药组差异无统计学意义外,与模型组相

比,各组小鼠血液中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、
N-cadherin、MMP-7

 

mRNA 表达均降低,联合组能够

降低结肠癌免疫相关指标,这表明联合用药组抗结

肠癌效果优于中药药对单用及阳性药组。 Western
 

blot 结果显示,与模型组相比,各组小鼠原位瘤组织

中 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7
 

蛋白表达均降低;与 5-FU 组相比,联合高、中、低剂

量组均能抑制 TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cad-
herin、MMP-7 蛋白表达,且联合组蛋白的表达明显

低于其他组,见图 4。

图 4　 黄芪-莪术联合 5-FU 治疗结肠癌的可能作用途径
Fig. 4　 Underlying

 

pathway
 

of
 

Astragali
 

Radix-Curcumae
 

Rhizo-
ma

 

combined
 

with
 

5-FU
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

colon
 

cancer

综上所述,实验结果表明黄芪、莪术配伍能抑制

CT26. WT 结肠癌原位移植瘤的生长,联合 5-FU 可

协同增效,明显抑制肿瘤的生长。 给药后,与模型组

比较,各组 CT26. WT 原位移植瘤小鼠脾组织 CD4+

IL-17+不同程度降低,同时 CD4+ Foxp3+ 细胞比例升

高,TGF-β、TNF-α、IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7
 

mRNA 及蛋白表达下降。 由此推测,其作用机制可

能与通过维持 Th17/ Treg 的平衡,下调 TGF-β、TNF-α、
IFN-γ、Smad4、N-cadherin、MMP-7 肿瘤相关因子的

表达水平来抑制肿瘤生长和 EMT 过程、促进肿瘤细

胞凋亡有关;而且证明了联合用药对于结肠癌的治

疗效果要优于单用化疗药或者黄芪、莪术药对配伍。
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