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摘要： 目的　 探讨健脾益肾养血方协同化疗对结直肠癌的抑制作用。 方法　 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分为正常

组、 模型组、 化疗组 （５⁃ＦＵ １５ ｍｇ ／ ｋｇ、 ＣＦ ５ ｍｇ ／ ｋｇ、 ＯＸＡ ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 腹腔注射） 及化疗＋中药低、 中、 高剂量组 （５⁃
ＦＵ １５ ｍｇ ／ ｋｇ、 ＣＦ ５ ｍｇ ／ ｋｇ、 ＯＸＡ ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 腹腔注射＋健脾益肾养血方 １３􀆰 ４６、 ２６􀆰 ９２、 ４０􀆰 ３８ ｇ ／ ｋｇ， 灌胃）， 每组 １０
只。 除正常组外， 其余各组小鼠皮下注射 ＣＴ⁃２６ 细胞悬液建立移植瘤模型， 给药 ５ 周。 测定小鼠体质量、 肿瘤体积及

质量， 计算抑瘤率； ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理形态； 免疫荧光染色观察肿瘤组织 Ｆｏｘｐ３、 ＣＤ４、 ＣＤ８ 细胞表达； 网络

药理学筛选药物⁃疾病共同靶点及通路； 转录组学分析组间肿瘤差异基因并进行功能富集； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证肿瘤组

织 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 通路关键蛋白 （ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 表达。 结果　 与模型组比

较， 化疗＋中药中剂量组小鼠抑瘤率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肿瘤组织 Ｆｏｘｐ３、 ＣＤ４ 及 ＣＤ８ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 网络药理学

筛选出核心靶点显著富集于 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路， 转录组学也显示差异基因富集于该通路。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证显

示， 与化疗组比较， 化疗＋中药中剂量组小鼠肿瘤组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 蛋白表达比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＳＯＣＳ３、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 健脾益肾养血方可能通过抑制 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路， 促进

凋亡， 缓解免疫抑制， 协同化疗药增强抗肿瘤效果。
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　 　 结直肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ） 发病率、
死亡率分别居癌症第三、 二位［１］， 近年来， 其发

病呈年轻化趋势［２］。 目前， ＣＲＣ 的治疗主要依赖

于手术和化疗， 化疗会导致一系列毒副反应， 并影

响患者生活质量［３］， 且易诱导肿瘤细胞化疗耐药

与肿瘤免疫抑制微环境形成［４⁃５］。 有研究证实，
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路异常激活， 是 ＣＲＣ 化疗耐药与

免疫抑制的关键［６⁃８］。 因此， 靶向 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号

通路是提升 ＣＲＣ 化疗疗效的关键。 中药复方能改

善化疗导致的骨髓抑制， 增强化疗敏感性， 在治疗

ＣＲＣ 上展现出巨大前景［４⁃５］。 健脾益肾养血方是上

海市第七人民医院经验方， 由人参、 黄芪、 当归、
鸡血藤、 鹿衔草、 菟丝子、 藤梨根、 炒白术、 巴戟

天、 陈皮组成［９］， 全方具有健脾益肾养血功效，
体现中医 “ 扶正固本” 以减毒增效的配伍思

想［１０］。 该方应用多年， 能增强单纯化疗疗效， 减

轻化疗不良反应， 受到广泛好评， 但该方协同化疗

增强抗 ＣＲＣ 的机制尚未明确。 因此， 本研究基于

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路， 通过体内动物实验结合网络

药理学、 转录组学与分子生物学验证， 探究健脾益

肾养血方协同化疗对结直肠癌的抑制作用， 以期为

其临床应用提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠结肠癌细胞系 ＣＴ⁃２６ 细胞购于伊

莱博生物科技 （上海） 有限公司， 使用 ＲＰＭＩ１６４０
培养基 （含 １０％ 胎牛血清和 １％ 青⁃链霉素溶液）
于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。
１􀆰 ２　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠， ６ 周

龄， 体质量 １８～２０ ｇ， 购自上海必凯科翼生物科技

有限公司 ［动物合格证号 ２０２３０００９００１０１１， 实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２３⁃０００９］， 饲养

于上海市第七人民医院 ＳＰＦ 级动物房 ［实验动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （沪） ２０２３⁃０００９］， 环境温度

２３ ℃， 相对湿度 （５０±１０）％ ， １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗
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循环。 本研究经上海市第七人民医院伦理委员会批

准 （伦理批准号 ２０２３⁃ＡＲ⁃０１２）。
１􀆰 ３　 药物与试剂　 健脾益肾养血方组方药材人参

片 ５ ｇ、 黄芪 ２０ ｇ、 当归 １５ ｇ、 鸡血藤 １５ ｇ、 鹿衔

草 １５ ｇ、 菟丝子 １５ ｇ、 巴戟天 １０ ｇ、 炒白术 １５ ｇ、
陈皮 ６ ｇ、 藤梨根 １５ ｇ， 购自上海市第七人民医院，
并由医院中药房制备为水煎剂。 ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃
ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ， ５⁃ＦＵ， 批 号 ３３８３０６ ）、 奥 沙 利 铂

（ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ， ＯＸＡ， 批 号 ２３１２０１ ）、 亚 叶 酸 钙

（ｌｅｕｃｏｖｏｒｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ， ＣＦ， 批号 ３２７６５３） 均购自上

海陶术生物科技股份有限公司。 多重免疫荧光染色

试剂盒 （批号 Ｃ２０２４１１０１） 购自成都明虹天成生物

科 技 有 限 公 司； Ｆｏｘｐ３ （ ３Ｇ３ ） 抗 体 （ 批 号

Ｕ００００６９４） 购自武汉三鹰生物技术有限公司；
ＣＤ４、 ＣＤ８Ａ 抗 体 （ 批 号 ３６００００３６１９、
３６００００４３３８） 均购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司； 苏 木 素⁃伊 红 染 色 试 剂 盒 （ 批 号

０４０７２３２３１０１８） 购自上海碧云天生物技术股份有限

公 司； ＪＡＫ２、 磷 酸 化 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｐ⁃）
ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ１７ 一 抗 （ 批 号 ４ｊ６６６５３、
３ｈ５６４４５、 ２ｉ４４１９８、 ４ｊ６６４４０、 ０ｅ３５６９１、 ３ｇ５５５０１、
３ｃ５２５５４、 ４ａ６００５５） 均购自江苏亲科生物研究中心

有限公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 ＣＭ１８６０ 型冰冻切片机 （上海徕卡仪

器有限公司，）； Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ ／ ＭＩＤＩ 型显微镜玻

片扫描仪 （匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）； ＳＬＡＮ⁃９６５
型荧光定量 ＰＣＲ 仪 （上海宏石医疗科技有限公

司）； ＯｎｅＤｒｏｐ 型超微量分光光度计 （南京五义科

技有限公司）； ５２００ 型发光显影仪 （上海天能科技

有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 基于小鼠体质量， 使用

ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件生成分层区组随机化序列， 将

小鼠分为正常组、 模型组、 化疗组及化疗 ＋中药

低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只， 实验过程中实施

单盲法。 全程正常组不进行任何处理。 健脾益肾养

血方 ６０ ｋｇ 成人临床所用剂量为 ２􀆰 １８３ ｇ ／ ｋｇ， 按公

式小鼠给药剂量 ＝标准成人体质量剂量×换算系数

进行计算［１１］。 化疗＋中药低、 中、 高剂量组每天分

别灌胃给予 １３􀆰 ４６、 ２６􀆰 ９２、 ４０􀆰 ３８ ｇ ／ ｋｇ 健脾益肾养

血方， 相当于人临床等效剂量的 ０􀆰 ５ 倍、 １ 倍和

１􀆰 ５ 倍； 模型组和化疗组每天灌胃给予 ０􀆰 ５ ｍＬ 生

理盐水。 灌胃持续 ２ 周后， 除正常组外， 其余各组

小鼠右腋皮下注射 ０􀆰 １ ｍＬ ＣＴ⁃２６ 细胞悬液 （１×１０７

个 ／ ｍＬ）， 建立移植瘤模型。 约 １ 周后， 肿瘤体积

达 ５０ ｍｍ３ 左右， 皮下可触及， 则视为造模成

功［１２］。 造模期间按上述方案给药。 造模成功后，
化疗组、 化疗＋中药各剂量组腹腔注射化疗药， 按

ＦＯＬＦＯＸ 方案给药， ＣＦ 与 ５⁃ＦＵ 混合注射， 间隔

１ ｈ再注射 ＯＸＡ， 剂量分别为 ５⁃ＦＵ １５ ｍｇ ／ ｋｇ、 ＣＦ ５
ｍｇ ／ ｋｇ、 ＯＸＡ ５ ｍｇ ／ ｋｇ［１３］； 正常组和模型组每只小

鼠腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 生理盐水。 腹腔注射 ５ ｄ 后休

息 ２ ｄ， 此为 １ 个周期。 灌胃持续 ５ 周， 腹腔注射

持续 ３ 个周期。
２􀆰 ２　 样本处理　 末次灌胃结束后， 麻醉后脱颈处

死小鼠， 剥离皮下瘤体， ＰＢＳ 清洗， 吸干水分后称

定质量。 取一半肿瘤组织， 加入 ＯＣＴ 包埋剂， 冷

冻后制备 ６ μｍ 切片， 用于 ＨＥ 染色及免疫荧光染

色； 剩余肿瘤组织于－８０ ℃保存， 用于转录组测序

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证。
２􀆰 ３　 观察指标及检测方法

２􀆰 ３􀆰 １　 一般情况观察　 每天测量小鼠体质量及肿

瘤长、 短径， 计算肿瘤体积， 公式为肿瘤体积 ＝
（长径×短径×短径） ／ ２［１４］。 称定肿瘤质量， 计算

抑瘤率， 公式为抑瘤率＝［ （模型组平均肿瘤质量－
用药组平均肿瘤质量） ／模型组平均肿瘤质量］ ×
１００％ ［１５］。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理形态 　 将小鼠

肿瘤组织冷冻切片置于 ４％ 多聚甲醛中固定， ＰＢＳ
冲洗， 乙醇梯度脱水后风干。 取干燥的冰冻切片于

多聚甲醛中固定， 经苏木素染色、 盐酸乙醇分化、
伊红染色、 乙醇梯度脱水和二甲苯透明后， 使用中

性树胶封片， 避光干燥 ２４ ｈ 后， 于显微镜下观察

并拍照。
２􀆰 ３􀆰 ３　 免疫荧光染色观察肿瘤组织 Ｆｏｘｐ３、 ＣＤ４、
ＣＤ８ 表达　 取于多聚甲醛中固定好的小鼠肿瘤组

织切片， 经烤片、 复水和抗原修复后， 加 Ｆｏｘｐ３ 一

抗 ２８ ℃避光振荡孵育 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤， 随后加

入二抗室温孵育， 荧光显微镜下确认显色后， 高温

洗脱， 随后对 ＣＤ４、 ＣＤ８ 按上述方法染色， ＣＤ８ 染

色结束后无需洗脱， 直接进行核染色。 中性树胶封

片后于多通道荧光扫描仪下采集图像， 使用 Ｃａｓｅ
Ｖｉｅｗｅｒ ２􀆰 ３ 软件分析相对荧光强度。
２􀆰 ４　 网络药理学 　 以口服生物利用度 （ＯＢ） ≥
３０％ 、 类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为标准， 通过 ＴＣＭＳＰ
数据库筛选健脾益肾养血方潜在活性化合物［１５］。
经 ＵｎｉＰｒｏｔ 数 据 库 构 建 其 作 用 靶 点 库； 以
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“ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ”“ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ” “ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ” 为检索词， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ
及 ＴＴＤ 数据库中筛选结直肠癌相关靶点， 构建疾

病靶点库。 取两者交集靶点绘制韦恩图， 获得共同

作用靶点； 经 ＳＴＲＩＮＧ １２􀆰 ０ 数据库构建蛋白质互

作 （ＰＰＩ） 网络， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 软件进行可视化

处理后， 筛选出拓扑参数排名前 ２０ 位的核心靶点。
使用 ＤＡＶＩＤ ２０２４ 数据库对交集靶点进行 ＧＯ 功能

与 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 参数设为物种 “Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”， Ｐ＜０􀆰 ０５ 且基因计数≥５。
２􀆰 ５　 转录组学 　 取各组肿瘤组织， 使用 ＴｒａｎｓＺｏｌ
Ｕｐ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ， 并检测其纯度及完整

度， 经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮＥＢＮｅｘｔ 􀅺 ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ 构建文

库。 经色谱质检合格后行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序。 原始数据

经 ｆａｓｔｐ （ ｖｅｒｓｉｏｎ ０􀆰 １９􀆰 ７ ） 质 控， 通 过 ＤＥＳｅｑ２
（１􀆰 １６􀆰 １） 软件进行组间差异表达分析， 采用

Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方法校正 Ｐ 值以控制错误发现

率 （ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ）， 设定差异阈值为

｜ ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ ｜ ≥１ 且 ＦＤＲ＜ ０􀆰 ０５［１６］。 筛选出

的差异基因通过 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ （３􀆰 ４􀆰 ４） 软件进行

ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 肿 瘤 组 织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达　 取肿瘤组织， 加入裂解液研磨， 冰上裂

解， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ （离心半径 １４５ ｍｍ） 离心

后收集上清， ＢＣＡ 法进行蛋白定量后， 用裂解液

及 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 调整蛋白浓度， １００ ℃金属浴加热

进行， －２０ ℃保存。 制胶、 上样后， 电泳、 湿转法

转膜， ５％ 脱脂奶粉溶液封闭， 加入一抗 ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 β⁃ａｃｔｉｎ， ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ

洗膜后， 加入二抗室温孵育 ２ ｈ。 滴加显影液， 采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示。 满足正态

性且方差齐， 多组间比较采用单因素方差分析， 两

两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正法； 若不满足正态性或

方差性齐， 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 秩和检验， 进一

步两两比较采用 Ｄｕｎｎ 检验并采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校

正； 满足正态性且方差齐， 两组独立样本比较采用

独立样本 ｔ 检验； 同组给药前后配对样本， 在差值

满足正态分布时采用配对样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 健脾益肾养血方对 ＣＲＣ 小鼠一般情况的影

响　 正常组小鼠精神良好， 饮食排便正常； 模型组

小鼠精神萎靡， 进食减少， 活动状态变差， 形体消

瘦； 化疗组和化疗＋中药各剂量组小鼠化疗后期出

现抱团懒动、 进食减少、 肛周粘连、 胡须脱落等不

良反应， 化疗组症状最显著， 中药组精神状态改

善， 消化系统症状减轻。 实验期间， 受瘤体过大及

长期灌胃手法影响， 模型组小鼠死亡 １ 只， 化疗＋
中药低、 高剂量组各死亡 ３ 只， 化疗＋中剂量组死

亡 ４ 只。 与给药前比较， 给药后化疗组小鼠体质量

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 化疗＋中药各剂量组体质量变化

差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 给药前， 各组小鼠

体质量和肿瘤体积差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
给药后， 与模型组比较， 化疗组、 化疗＋中药低、
中剂量组小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肿瘤体积缩

小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 化疗＋中药高剂量组小鼠体质量降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果见表 １。

表 １　 给药前后各组小鼠体质量及肿瘤体积比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只
体质量 ／ ｇ 肿瘤体积 ／ ｍｍ３

给药前 给药后 给药前 给药后

模型组 ９ ２３􀆰 ４４±２􀆰 ０３ ２５􀆰 ５０±２􀆰 ５１＃＃ ３１２􀆰 ７６±１９５􀆰 ９３ ２ ０３７􀆰 ０１±１ ０５８􀆰 ６７＃＃

化疗组 １０ ２３􀆰 ２６±０􀆰 ９４ １９􀆰 ４６±２􀆰 ５７＃＃∗∗ ２３６􀆰 ２８±７７􀆰 ２２ １ ０２６􀆰 ５６±７５６􀆰 ８８＃＃∗

化疗＋中药低剂量组 ７ ２１􀆰 ９７±１􀆰 ６３ ２０􀆰 ７４±２􀆰 ６３∗∗ ４３１􀆰 ３０±２６０􀆰 ５１ ６５２􀆰 ７５±２８９􀆰 ７６＃＃∗∗

化疗＋中药低剂量组 ６ ２２􀆰 ４３±０􀆰 ７６ ２１􀆰 ３３±２􀆰 ２０∗∗ ２４７􀆰 ５５±２１１􀆰 ９７ ３１５􀆰 ０６±３５０􀆰 １６∗∗

化疗＋中药高剂量组 ７ ２２􀆰 ８９±０􀆰 ９２ ２１􀆰 ８４±２􀆰 ９４∗∗ ７３􀆰 ２６±２７􀆰 ６９ １ ４３９􀆰 ７５±５４４􀆰 １８

　 　 注： 与同组给药前比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 健脾益肾养血方对 ＣＲＣ 小鼠肿瘤体积和抑瘤

率的影响　 给药后， 与模型组比较， 各给药组小鼠

肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 化疗组抑瘤

率最低 （５６􀆰 ４０５％ ）， 化疗＋中药中剂量组抑瘤率

最高 （８１􀆰 ６１６％ ）， 见表 ２。

３􀆰 ３　 健脾益肾养血方对 ＣＲＣ 小鼠肿瘤组织病理形

态的影响　 模型组肿瘤细胞排列紊乱， 核异型， 多

见核分裂象， 坏死区较少； 化疗组可见散在坏死

区， 细胞崩解， 着色变淡； 化疗＋中药中剂量组细

胞排列稀疏、 核碎裂； 化疗＋中药中、 高剂量组胞
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质嗜酸性增强， 见图 １。
表 ２　 各组小鼠肿瘤质量及抑瘤率比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 肿瘤质量 ／ ｇ 抑瘤率 ／ ％

模型组 ９ ３􀆰 １２±２􀆰 ２９ —
化疗组 １０ １􀆰 ３６±１􀆰 ３５∗ ５６􀆰 ４０５

化疗＋中药低剂量组 ７ １􀆰 ２５±０􀆰 ６２∗ ５９􀆰 ８９６
化疗＋中药中剂量组 ５ ０􀆰 ５７±０􀆰 ５５∗∗ ８１􀆰 ６１６
化疗＋中药高剂量组 ５ ０􀆰 ６２±０􀆰 ５６∗∗ ８０􀆰 １８７

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 健脾益肾养血方对 ＣＲＣ 小鼠肿瘤组织 Ｆｏｘｐ３、
ＣＤ４、 ＣＤ８ 表达的影响 　 与模型组比较， 化疗组

Ｆｏｘｐ３、 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 荧光强度无明显变化 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 化疗＋中药中剂量组 Ｆｏｘｐ３ 荧光强度降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ４、 ＣＤ８ 荧光强度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与化疗组比较， 化疗＋中药中剂量组 ＣＤ４、 ＣＤ８ 荧

光强度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２。

注： 黑色箭头指示细胞崩解坏死区； 红色箭头指示细胞胞质嗜酸性增强。

图 １　 各组小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色 （×６００）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与化疗组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠肿瘤组织 Ｆｏｘｐ３、 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 荧光强度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ５　 网络药理学

３􀆰 ５􀆰 １　 健脾益肾养血方中活性成分及靶点筛选　
从 ＴＣＭＳＰ 数据库中检索出健脾益肾养血方的活性

成分共 １１５ 种， 通过 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

预测这些化合物的作用目标， 去掉重复靶点， 共筛

选出 ９４４ 个靶点。
３􀆰 ５􀆰 ２　 健脾益肾养血方化学成分与结直肠癌交集

靶点筛选　 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 及 ＴＴＤ 数据库检

索 “Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ Ｃａｎｃｅｒ” 相关靶点， 共得 １３ ７９０ 个，
去重后得 １３ ７１１ 个， 将得到的复方活性成分靶点

与疾病靶点取交集， 最终得到 ７５０ 个交集靶点， 见

图 ３。

图 ３　 健脾益肾养血方化学成分与结直肠癌交集靶点韦恩图

３􀆰 ５􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建　 ＰＰＩ 网络含 ７２４ 个节点， １７
２９７ 条边， 见图 ４。 经 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件分析， 以介数

中心性＞９３９􀆰 ９８６ ６、 接近中心性＞０􀆰 ０００ ６， 度中心

性＞４６􀆰 ４３４ ９ 为条件筛选， 保留排名前 ２０ 位的靶

点， 见图 ５。

图 ４　 交集靶点 ＰＰＩ 网络图

３􀆰 ５􀆰 ４　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 ＧＯ 分析显示， 富

集生物过程 （ＢＰ） １ ３８７ 条、 细胞组分 （ＣＣ） １４７

图 ５　 排名前 ２０ 位的交集靶点图

条、 分子功能 （ＭＦ） ４０４ 条， 各取前 １０ 条绘制柱

状图， 见图 ６。 ＫＥＧＧ 分析显示， 富集通路 １９９ 条，
含 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ、 ＨＩＦ⁃１、 ＭＡＰＫ 等信号通路， 取前 ２０
条通路绘气泡图， 见图 ７。

注： ＢＰ 为生物过程， ＣＣ 为细胞组分， ＭＦ 为分子功能。

图 ６　 交集靶点 ＧＯ 富集分析柱状图

３􀆰 ６　 转录组学

３􀆰 ６􀆰 １　 差异基因分析 　 化疗＋中药中剂量组与化

疗组肿瘤组织之间共筛选出 ２ ０４７ 个差异基因， 其

中 １ ６９４ 个上调， ３５３ 个下调。
３􀆰 ６􀆰 ２　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 从 ＧＯ 富集结果中

选取最显著的 ３０ 条条目绘制柱状图， 见图 ８。
ＫＥＧＧ 富集分通路有 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、 Ｂ 细胞

受体信号通路、 Ｗｎｔ 信号通路等， 选取最显著的前

２０ 条信号转导通路绘制气泡图， 见图 ９。
３􀆰 ７　 健脾益肾养血方对 ＣＲＣ 小鼠肿瘤组织关键蛋

白表达的影响 　 网络药理学和转录组学筛选出

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 为共同通路， 故验证该通路中关键蛋白
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图 ７　 交集靶点 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

注： ＢＰ 为生物过程； ＣＣ 为细胞组分； ＭＦ 为分子功能。

图 ８　 化疗＋中药中剂量组与化疗组间差异基因 ＧＯ 富

集分析柱状图

图 ９　 化疗＋中药中剂量组与化疗组间差异基因 ＫＥＧＧ
富集分析气泡图

ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。 与模型组比较， 化疗组小鼠肿

瘤组 织 ＳＯＣＳ３ 蛋 白 表 达 和 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比

值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 化疗＋中药中剂量组小鼠肿瘤

组 织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３、 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ
比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＣＳ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 与化疗组比较， 化疗＋中药中剂量组小鼠

肿瘤组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 比值降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＣＳ３、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １０。
４　 讨论

中医理论认为， 结直肠癌的发生与脾肾亏虚、
气血失调密切相关。 中药联合化疗可改善结直肠癌

患者预后［１７⁃１８］， 但 ＦＯＬＦＯＸ 化疗会诱导肿瘤细胞

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路异常激活， 诱发化疗耐药与免疫抑

制， 是其疗效受限的核心原因［６，８，１６］。 如何逆转化

疗诱导的通路异常与免疫抑制， 是实现化疗增效的

关键突破口。 本实验证实化疗＋中药中剂量为协同

效应最佳， 因此后续研究围绕该组展开。
免疫荧光染色显示， 单纯化疗无法逆转结直肠

癌免疫抑制微环境， 而化疗＋中药中剂量可下调

Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｓ 表达， 上调 ＣＤ４＋ Ｔｈ１、 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞表

达。 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｓ 可抑制效应 Ｔ 细胞抗肿瘤活性，
ＣＤ４＋Ｔｈ１ 及 ＣＤ８＋Ｔ 细胞作为效应 Ｔ 细胞， 具有抗

肿瘤 作 用［１７］。 Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇｓ 可 通 过 分 泌 ＩＬ⁃１０、
ＴＧＦ⁃β１ 等因子抑制 ＣＤ８＋ Ｔ、 ＮＫ 细胞的抗肿瘤活

性， 其减少有助于打破免疫抑制平衡， 解除对效应

Ｔ 细胞的抑制［１８⁃１９］。 ＣＤ４＋ Ｔｈ１ 细胞能激活抗原递

呈细胞并分泌 ＩＬ⁃２ 等细胞因子促进 ＣＤ８＋Ｔ 细胞增

殖， 从而增强对肿瘤细胞的杀伤作用［２０⁃２１］ 。 本研

究结果提示， 健脾益肾养血方可通过调控 Ｔ 细胞

亚群， 逆转化疗诱导的免疫抑制， 与化疗形成协

同效应。
本研究发现， 化疗 ＋中药中剂量组抑瘤率最

高， 化疗＋中药高剂量组抑瘤率虽优于化疗组， 但

较前者明显降低。 从中医理论来看， 本方遵循

“扶正以祛邪” 的理念， 中剂量为临床等效剂量，
契合 “扶正不壅滞、 祛邪不伤正” 的用药原则，
可实现扶正与祛邪的动态平衡。 而高剂量易致

“补益太过、 闭门留寇”， 打破机体自身祛邪稳态，
一定程度上削弱了化疗的杀伤效应， 符合中医

“中病即止” 的用药原则。
通过网络药理学与转录组学分析， 健脾益肾养

血方的作用靶点显著富集于 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ、 ＨＩＦ⁃１、
ＭＡＰＫ 等信号通路， 其中 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路是显著性
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与化疗组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 １０ 　 各组小鼠肿瘤组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＯＣＳ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

最强的共有通路， 且方中人参、 黄芪、 当归的核心

活性成分均可调控其关键蛋白［２２⁃２５］， 因此， 本研

究围绕该通路探讨复方的化疗增效机制。 ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 通路是细胞信号转导的核心枢纽， 其异常激

活与肿瘤发展密切相关。 该通路中 ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、
ＪＡＫ３ 通过磷酸化 ＳＴＡＴ 调控下游基因［２６］。 ＳＯＣＳ３
表达异常会导致 ＳＴＡＴ 信号持续激活促进肿瘤发生

发展， 上 调 ＳＯＣＳ３ 表 达 则 可 抑 制 该 通 路［２７］。
ＳＴＡＴ３ 是该通路的核心促癌节点， 一方面可通过下

调促凋亡蛋白 Ｂａｘ、 上调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 抑制肿

瘤细胞凋亡［２８⁃３１］； 另一方面可诱导 Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ 分

化， 抑制 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞抗肿瘤功能， 形成免疫逃

逸［６⁃７］。 因此， 抑制 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 通路活化可增强

抗肿瘤免疫应答［８，１６］。 在免疫微环境层面， ＳＴＡＴ３
可直接促进 Ｆｏｘｐ３ 转录， 诱导初始 Ｔ 细胞分化为

Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｓ， 缓解免疫抑制［６，８］。 同时， ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ
通路异常激活会促进 ＩＬ⁃６ 等免疫抑因子分泌［７，２６］，
进一步抑制效应 Ｔ 细胞活性［１６，１８］。 本研究结果显

示， ＦＯＬＦＯＸ 化疗本身可诱导结直肠癌移植瘤组织

中 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 通路的异常激活， 而健脾益肾养血

方与化疗联用可精准逆转该异常激活， 这是二者实

现协同增效的核心作用靶点。
综上所述， 健脾益肾养血方可能通过抑制

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路， 激活肿瘤细胞凋亡并重塑肿瘤免

疫微环境， 从而协同化疗增强疗效， 有望成为结直

肠癌化疗的潜在辅助用药。 本研究结论基于动物模

型， 有待临床样本进一步验证， 复方多靶点协同机

制及通路间的交叉调控仍有待深入解析。
利益冲突声明： 本文所有作者均声明不存在利

益冲突。
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