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[摘要] 目的：探讨补中益气加味方通过调控Klotho蛋白及细胞焦亡抑制结直肠癌移植瘤生长的作用机制。

方法：建立HCT116人结直肠癌细胞裸鼠移植瘤模型，15 d成模后随机分为模型组、氟尿嘧啶（5-FU）组、补中益气

加味方组、Klotho组、补中益气加味方+Klotho组，分别给予生理盐水、5-FU（25 mg/kg）、补中益气加味方（53.43 g/kg）、

外源性Klotho蛋白（0.01 mg/kg）和联合使用补中益气加味方及外源性Klotho蛋白。连续干预12 d，在第0天、4天、

8天、12天时测定瘤体体积，第12天测定瘤体质量，HE染色观察组织病理，免疫组化法检测肿瘤组织中Klotho、胱

天蛋白酶1-（Caspase-1）、白细胞介素-1茁（IL-1茁）和IL-18的表达水平。结果：与模型组相比，5-FU组、补中益气

加味方组、Klotho组、补中益气加味方+Klotho组的裸鼠移植瘤质量明显降低（ <0.01或 <0.05）。在药物治疗后的

第4天、第8天和第12天，5-FU组、补中益气加味方组、Klotho组和补中益气加味方+Klotho组的裸鼠移植瘤体积明

显小于模型组（ <0.01），各治疗组治疗后的移植瘤体积增大幅度均低于模型组。HE染色显示治疗后切片可见细

胞核固缩，胞质空泡化，细胞排列疏松，间质胶原纤维增生。免疫组化结果显示5-FU组、补中益气加味方组、

Klotho组和补中益气加味方+Klotho组的裸鼠移植瘤Klotho表达高于模型组（ <0.01或 <0.05），补中益气加味方

组、Klotho组和补中益气加味方+Klotho组的Caspase-1、IL-1茁和IL-18表达低于模型组（ <0.01或 <0.05）。结论：

补中益气加味方可有效抑制裸鼠结直肠癌移植瘤生长，其机制可能与上调Klotho表达、抑制Caspase-1依赖性细

胞焦亡及降低促炎因子IL-1茁和IL-18的释放有关。
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Study on the Effects of Modified Buzhong Yiqi Formula (补中益气加味方)

on the Expression of Klotho and Caspase-1, IL-1β and IL-18 in

Transplanted Colon Cancer Tumors of Nude Mice

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of action of the modified Buzhong Yiqi formula in

inhibiting the growth of colorectal cancer xenografts by regulating Klotho protein and pyroptosis. Methods: A

nude mouse xenograft model was established using HCT116 human colorectal cancer cells. After 15 days of

model establishment, the mice were randomly divided into model group, fluorouracil group (5-FU group), modified

Buzhong Yiqi formula group, Klotho group, and modified Buzhong Yiqi formula + Klotho group. The treatments

administered included normal saline, 5-FU (25 mg/kg), modified Buzhong Yiqi formula (53.43 g/kg), exogenous

Klotho (0.01 mg/kg), and a combination of modified Buzhong Yiqi formula and exogenous Klotho. Continuous

intervention lasted for 12 days. Tumor volume was measured on day 0, day 4, day 8 and day 12. The tumor

mass was measured on the 12th day, and tissue pathology through was observed by HE staining. The expression
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结 直 肠 癌 （ colorectalcancer, CRC） 在 全 球 范 围 内 仍 然 是

一 个 重 大 的 公 共 卫 生 问 题 ， 已 成 为 全 球 范 围 内 发 病 率 （ 排 名

第 三 ） 及 病 死 率 （ 排 名 第 二 ） 极 高 的 恶 性 肿 瘤 之 一 [1-2]。 CRC 的

当 前 治 疗 策 略 主 要 包 括 针 对 局 部 病 灶 的 手 术 切 除 及 辅 助 化

疗 ， 其 中 化 疗 通 常 基 于 氟 尿 嘧 啶 （ 5-FU） 方 案 为 中 心 。 然 而 在

晚 期 阶 段 ， 患 者 总 体 5 年 生 存 率 大 幅 下 降 ， 特 别 是 郁 期 患 者 的

生 存 率 低 至 9%~12%[3]。 常 规 癌 症 治 疗 的 副 作 用 会 显 著 降 低 患

者 的 生 活 质 量 ， 因 此 临 床 研 究 越 来 越 注 重 提 高 治 疗 效 果 的 并

尽 量 减 少 不 良 反 应 [4]。 研 究 [5] 表 明 ， 长 期 的 中 医 药 治 疗 能 够 明

显 改 善 肝 局 限 性 转 移 的 结 直 肠 癌 患 者 的 总 体 生 存 结 局 。 一 些

中 草 药 化 合 物 在 增 强 治 疗 效 果 和 减 轻 与 化 疗 相 关 的 副 作 用

方 面 具 有 功 效 ， 例 如 减 少 化 疗 引 起 的 恶 心 、 疼 痛 和 其 他 使 人

衰 弱 的 副 作 用 [4]。 与 单 纯 化 疗 相 比 ， 中 药 与 5-FU 为 基 础 的 方 案

联 合 使 用 可 产 生 更 高 的 肿 瘤 反 应 率 [6]。

补 中 益 气 加 味 方 是 课 题 组 传 承 全 国 名 老 中 医 袁 长 津 教

授 治 疗 结 直 肠 癌 的 经 验 ， 结 合 大 量 的 临 床 样 本 观 察 所 得 的 中

药 方 ， 我 们 发 现 应 用 补 中 益 气 汤 加 味 方 治 疗 结 直 肠 癌 患 者 ， 治

以 补 气 养 血 、 健 脾 利 湿 、 行 气 化 瘀 解 毒 ， 能 够 明 显 改 善 患 者 的

生 存 质 量 ， 延 长 患 者 生 存 时 间 。 本 课 题 组 前 期 预 实 验 表 明 本

方 具 有 明 显 的 抗 肿 瘤 作 用 ， 实 验 得 到 补 中 益 气 加 味 方 对 于 裸

鼠 的 最 佳 给 药 剂 量 为 53.43 g/kg[7]。

Klotho蛋 白 已 成 为 各 种 类 型 肿 瘤 中 的 关 键 角 色 ， 特 别 是 在

CRC 中 ， 常 发 现 Klotho 有 异 常 表 达 。 研 究 表 明 ， 与 正 常 结 肠 黏

膜 上 皮 细 胞 相 比 ， Klotho 的 表 达 通 常 会 降 低 ， 并 且 这 种 下 调 与

KLOTHO 基 因 的 反 向 甲 基 化 增 加 有 关 ， 其 中 86% 的 肿 瘤 组 织

表 现 出 KLOTHO 启 动 子 甲 基 化 ， 而 相 邻 正 常 组 织 中 仅 为 14% ，

这 表 明 在 癌 症 病 理 学 中 该 肿 瘤 抑 制 基 因 存 在 显 著 的 表 观 遗

传 沉 默 [8]。 此 外 ， 研 究 发 现 Klotho 可 通 过 抑 制 炎 症 介 质 的 释 放 、

促 进 细 胞 凋 亡 、 抑 制 癌 细 胞 的 有 氧 糖 酵 解 等 途 径 发 挥 抑 癌 作

用 [9]。 可 见 ， Klotho是 治 疗 CRC的 潜 在 靶 点 。

细 胞 焦 亡 被 认 为 是 一 种 由 胱 天 蛋 白 酶 （ Caspase） 调 控 的

程 序 性 细 胞 死 亡 形 式 ， 其 特 征 为 细 胞 肿 胀 、 膜 破 裂 及 促 炎 细

胞 因 子 的 释 放 ， 显 著 影 响 肿 瘤 微 环 境 和 癌 症 进 展 。 其 发 生 过

程 常 伴 随 成 熟 炎 症 因 子 白 细 胞 介 素 -1茁（ IL-1茁） 和 IL-18 的 释

放 [10]。 慢 性 炎 症 环 境 会 促 进 基 因 组 不 稳 定 性 ， 增 强 血 管 生 成 ，

并 创 造 一 个 有 利 于 肿 瘤 进 展 和 转 移 的 微 环 境 ， 从 而 支 持 肿 瘤

的 生 长 和 扩 散 [11-12]。 在 肿 瘤 的 背 景 下 ， Klotho 可 能 与 导 致 细 胞

焦 亡 的 炎 症 过 程 相 互 作 用 。 Klotho 的 下 调 可 能 会 加 剧 炎 症 ， 并

有 可 能 增 加 肿 瘤 细 胞 在 应 对 细 胞 应 激 因 素 时 发 生 细 胞 焦 亡

的 易 感 性 [13]。 Klotho可 能 会 潜 在 地 影 响 这 些 细 胞 焦 亡 途 径 ， 从

而 对 肿 瘤 生 存 能 力 和 炎 症 反 应 产 生 不 同 的 影 响 [14]。 在 癌 症 疾

病 中 ， 炎 症 和 细 胞 应 激 通 常 会 升 高 ， 在 这 些 情 况 下 对 Klotho

的 调 节 可 能 为 治 疗 干 预 提 供 一 条 途 径 。 通 过 操 纵 Klotho 表 达

或 其 下 游 信 号 传 导 效 应 ， 或 许 能 够 调 整 肿 瘤 细 胞 中 的 细 胞 焦

亡 反 应 。

本 研 究 通 过 建 立 裸 鼠 结 直 肠 癌 移 植 瘤 模 型 ， 检 测 补 中 益

气 加 味 方 干 预 后 肿 瘤 细 胞 内 Klotho 及 细 胞 焦 亡 相 关 蛋 白

Caspase-1 、 IL-1茁 和 IL-18 的 表 达 情 况 ， 探 究 其 是 否 能 通 过 调

控 Klotho 及 细 胞 焦 亡 相 关 通 路 发 挥 抗 肿 瘤 的 作 用 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 4~5 周 龄 SPF 级 BALB/c nude 裸 鼠 30 只 ， 体 质

量 （ 20依2） g ， 雌 雄 各 半 ， 由 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司

提 供 [ 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2019-0002]， 实 验 动

物 质 量 合 格 证 号 ： 430727241102273565/430727241102336186 。

实 验 动 物 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 SPF 级 动 物 实 验 中 心 [ 实

验 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK（ 湘 ） 2023-0001]， 饲 养 环 境 清

洁 ， 室 内 温 度 控 制 在 20~26 益 ， 相 对 湿 度 控 制 在 40%~70% ， 换

气 次 数 逸15 次 /h ， 每 日 12 h/12 h 交 替 照 明 ， 实 验 动 物 照 度 为

levels of Klotho, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 in tumor tissue were assessed using immunohistochemistry.

Results: Compared to the model group, the tumor masses of nude mice decreased significantly in the 5-FU

group, modified Buzhong Yiqi formula group, Klotho group, and modified Buzhong Yiqi formula + Klotho group

(P<0.01 or P<0.05). On the 4th, 8th and 12th days post-treatment, the 5-FU group, modified Buzhong Yiqi formula

group, Klotho group, and modified Buzhong Yiqi formula + Klotho group showed lower tumor volumes than

model group (P<0.01). The increase in transplanted tumor volume after treatment was lower in all treatment

groups than in the model group. HE staining showed that in the post-treatment sections, there was nuclear

shrinkage, cytoplasmic vacuolation, loose cell arrangement, and increased collagen fibers in the interstitium.

Immunohistochemical results demonstrated that the 5-FU group, modified Buzhong Yiqi formula group, Klotho

group, and modified Buzhong Yiqi formula + Klotho group showed higher expression of Klotho than model

group (P<0.01 or P<0.05), and that the modified Buzhong Yiqi formula group, Klotho group, and modified

Buzhong Yiqi formula + Klotho group showed lower expressions of Caspase-1, IL-1茁 and IL-18 than model

group (P<0.01 or P<0.05). Conclusion: The modified Buzhong Yiqi formula can effectively inhibit the growth of

colorectal cancer xenografts in nude mice. Its mechanism may be related to the up-regulation of Klotho

expression, inhibition of Caspase-1-dependent pyroptosis, and reduction in the release of pro-inflammatory factors

(IL-1茁 and IL-18).

[Keywords] colorectal cancer; modified Buzhong Yiqi formula; Klotho; pyroptosis of cells; Caspase-1; IL-1茁;

IL-18; nude mice
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15~20 Lx。 实 验 所 需 HCT116 人 结 肠 癌 细 胞 株 ， 由 中 国 科 学 院 上

海 细 胞 库 提 供 ， 目 录 号 为 ： SCSP-5076 。 本 实 验 通 过 湖 南 中 医 药

大 学 第 二 附 属 医 院 伦 理 审 查 （ 编 号 ： IACUC-KY2024016/017） 。

1.2 药物 补 中 益 气 加 味 方 配 制 ： 所 有 中 药 均 来 源 于 湖 南 中

医 药 大 学 第 二 附 属 医 院 中 药 房 ， 由 湖 南 三 湘 中 药 饮 片 有 限 公

司 提 供 。 经 聂 孝 平 主 任 药 师 鉴 定 为 正 品 ， 药 品 质 量 符 合 2020 年

版 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 要 求 。 补 中 益 气 加 味 方 组 成 ： 黄 芪

30 g， 白 术 15 g ， 太 子 参 30 g， 当 归 15 g， 白 芍 20 g ， 黄 芩 15 g ， 升

麻 10 g ， 柴 胡 10 g ， 莪 术 12 g， 黄 连 10 g， 厚 朴 15 g ， 陈 皮 10 g ， 薏

苡 仁 30 g ， 甘 草 8 g， 白 花 蛇 舌 草 30 g 。 煎 药 方 法 ： 首 次 煎 煮 时 ，

将 药 物 用 纯 水 浸 泡 30min后 用 大 火 煮 沸 ， 然 后 转 小 火 煎 煮 30min ，

过 滤 取 液 ； 药 渣 加 水 重 复 煮 沸 和 小 火 煎 煮 过 程 ， 将 两 次 煎 煮

所 得 药 液 混 合 均 匀 ， 浓 缩 至 1 000mL， 得 到 生 药 含 量 为 0.78 g/mL

的 药 液 ， 冷 藏 于 4 益 环 境 中 备 用 。 5-FU 溶 液 ： 购 自 上 海 旭 东 海

普 药 业 有 限 公 司 ， 批 号 ： FA220907 ， 取 1 mL 5-FU 溶 液 及 9 mL

0.9% NaCl溶 液 至 10 mL， 质 量 浓 度 为 2.5 mg/mL。 外 源 性 Klotho

蛋 白 溶 液 ： 购 自 美 国 Sigma-Aldrich 公 司 ， 批 号 ： SRP3102。 使 用

生 理 盐 水 复 溶 至 0.1 mg/mL。

1.3 主要试剂 Klotho蛋 白 抗 体 （ 批 号 ： 28100-1-AP） 、 Caspase-

1 抗 体 （ 批 号 ： 22915-1-AP） 、 IL-1茁 抗 体 （ 批 号 ： 26048-1-AP）

及 IL-18 抗 体 （ 批 号 ： 10663-1-AP） 均 购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术

有 限 公 司 ； PBS 缓 冲 液 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

P1010） ； DAB显 色 液 （ 批 号 ： P0202） 及 苏 木 精 染 液 （ 批 号 ： C0107）

均 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 中 性 树 胶 （ 北 京 索 莱

宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： G8590） 。

1.4 主要仪器 石 蜡 包 埋 机 （ 湖 南 金 盛 徕 生 物 科 学 有 限 公

司 ， 型 号 ： YB-8LF） ； 轮 转 式 切 片 机 （ 德 国 Leica 公 司 ， 型 号 ：

RM2245） ； 生 物 组 织 摊 烤 片 机 （ 孝 感 市 亚 光 医 用 电 子 技 术 有

限 公 司 ， 型 号 ： YT-7F） ； 自 动 组 织 脱 水 机 （ 深 圳 市 达 科 为 医 疗

科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： HP300） ； 光 学 显 微 镜 （ 日 本 奥 林 巴 斯 ， 型

号 ： BX53） ； 恒 温 水 浴 锅 （ 劳 达 恒 温 设 备 有 限 公 司 ， 型 号 ： Eco

Silver） 。

1.5 造模方法 将 裸 鼠 适 应 性 饲 养 1周 ， 麻 醉 后 严 格 按 照 无 菌

操 作 ， 取 人 结 直 肠 癌 细 胞 株 HCT116 200滋L（ 约 含 细 胞 2伊106个 ）

注 射 于 右 侧 腋 窝 [15]。 退 针 后 立 即 用 棉 签 压 迫 ， 尽 量 减 少 细 胞 悬

液 外 溢 。 注 射 完 毕 后 将 裸 鼠 放 回 笼 中 饲 养 。 每 日 观 察 裸 鼠 的

精 神 状 态 、 饮 食 和 活 动 情 况 。 当 移 植 瘤 体 积 达 到 0.5 mm3 时 提

示 造 模 成 功 。

图 1 裸鼠结直肠癌移植瘤模型图

1.6 分组及给药 造 模 后 第 15 天 即 可 形 成 裸 鼠 结 直 肠 癌 移

植 瘤 模 型 ， 然 后 将 裸 鼠 随 机 分 为 模 型 组 、 5-FU 组 、 补 中 益 气 加

味 方 组 、 Klotho 组 、 补 中 益 气 加 味 方 +Klotho 组 ， 每 组 各 6 只 ， 雌

雄 各 半 。 按 裸 鼠 体 表 面 积 换 算 ， 模 型 组 灌 胃 生 理 盐 水 0.4 mL；

根 据 临 床 等 效 量 换 算 ， 5-FU组 腹 腔 注 射 给 药 量 为 25 mg/kg ， 补

中 益 气 加 味 方 组 予 以 临 床 等 效 剂 量 53.43 g/kg 汤 药 灌 胃 ，

Klotho 组 以 外 源 性 Klotho 蛋 白 的 0.01 mg/kg 剂 量 腹 腔 注 射 [16]， 补

中 益 气 加 味 方 +Klotho 组 为 53.43 g/kg 剂 量 汤 药 灌 胃 +Klotho

0.01 mg/kg 腹 腔 注 射 。 以 上 各 组 每 天 给 药 1 次 ， 连 续 12 d 。 末 次

给 药 2 h后 ， 将 裸 鼠 脱 颈 处 死 ， 剥 离 瘤 体 ， 肉 眼 观 察 瘤 体 组 织 形

态 、 色 泽 ， 测 量 其 体 积 及 质 量 ， 将 其 置 于 多 聚 甲 醛 固 定 ， 常 规

进 行 组 织 脱 水 和 石 蜡 包 埋 。

1.7 移植瘤体积及质量 给 药 期 间 ， 采 用 活 体 成 像 仪 测 量 裸

鼠 移 植 瘤 最 大 径 （ a） 及 最 小 径 （ b） ， V =（ a伊b2） /2 。 每 4 d 测 量

1 次 ， 裸 鼠 于 治 疗 后 第 12 天 脱 颈 处 死 ， 解 剖 后 取 出 移 植 瘤 称

质 量 。

1.8 肿瘤组织病理苏木精-伊红（HE）染色 使 用 10% 甲 醛

溶 液 固 定 组 织 ， 进 行 包 埋 与 切 片 ， 苏 木 素 - 伊 红 染 液 染 色 后 封

片 ， 使 用 光 学 显 微 镜 下 观 察 肿 瘤 组 织 的 结 构 改 变 。

1.9 免疫组化法检测Klotho、Caspase-1、IL-1茁和IL-18 将

包 埋 的 肿 瘤 组 织 切 取 4 滋m 石 蜡 切 片 ， 常 规 脱 蜡 复 水 后 ， 使 用

柠 檬 酸 钠 缓 冲 液 在 100 益 下 抗 原 复 苏 10 min 。 随 后 使 用 3% 过

氧 化 氢 溶 液 灭 活 内 源 性 过 氧 化 物 酶 。 封 闭 通 透 后 使 用 PBS 缓

冲 液 冲 洗 切 片 ， 然 后 滴 加 Klotho、 Caspase-1、 IL-1茁和 IL-18抗 体

溶 液 ， 4 益 孵 育 过 夜 。 次 日 使 用 二 抗 （ 1颐500） 室 温 孵 育 30 min ，

清 洗 后 将 切 片 浸 泡 于 DAB（ 3,3'- 二 氨 基 联 苯 胺 ） 显 色 液 中 ， 室

温 显 色 5~10 min ， 用 流 水 冲 洗 切 片 以 终 止 反 应 。 随 后 ， 用 苏 木

精 染 液 复 染 细 胞 核 1~2 min， 流 水 冲 洗 后 脱 水 透 明 封 片 。 Klotho 、

Caspase-1 、 IL-1茁 和 IL-18 显 示 胞 质 及 胞 膜 有 黄 色 或 棕 褐 色 颗

粒 为 阳 性 。 使 用 ImageJ软 件 进 行 阳 性 细 胞 百 分 比 定 量 分 析 。

1.10 统计学方法 使 用 GraphPad Prism 9 软 件 进 行 数 据 分

析 处 理 。 计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较

采 用 方 差 分 析 ， 不 同 时 间 点 多 组 比 较 采 用 重 复 测 量 方 差 分

析 ， 两 组 间 比 较 采 用 Tukey 检 验 。 非 正 态 分 布 或 方 差 不 齐 的 计

量 资 料 采 用 秩 和 检 验 。 约0.05 表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 补中益气加味方对裸鼠移植瘤质量的影响 与 模 型 组

比 较 ， 5-FU 组 、 补 中 益 气 加 味 方 组 、 Klotho 组 、 补 中 益 气 加 味

方 +Klotho 组 的 裸 鼠 移 植 瘤 质 量 明 显 降 低 （ <0.01 或 <0.05） ，

表 明 5-FU 、 补 中 益 气 加 味 方 和 外 源 性 Klotho 均 能 够 抑 制 移 植

瘤 的 生 长 。 （ 见 表 1）

表 1 裸鼠移植瘤质量 （x依s，g）

组 别 n 移 植 瘤 质 量

模 型 组 6 0.56依0.06

5-FU组 6 0.41依0.07a

补 中 益 气 加 味 方 组 6 0.44依0.07b

Klotho 组 6 0.46依0.05b

补 中 益 气 加 味 方 +Klotho组 6 0.41依0.06a

5.892

0.002

注：与模型组比较，a <0.01，b <0.05。

2.2 补中益气加味方对裸鼠移植瘤体积的影响 所 有 裸 鼠

干 预 后 不 同 时 间 节 点 移 植 瘤 体 积 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约

0.05） ， 即 存 在 时 间 效 应 ， 各 组 内 各 观 测 时 间 段 裸 鼠 移 植 瘤 体

积 均 较 前 有 所 增 大 。 各 组 裸 鼠 移 植 瘤 体 积 总 体 比 较 ， 差 异 有
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统 计 学 意 义 （ 约0.05） ， 即 存 在 分 组 效 应 ， 在 药 物 治 疗 后 的 第

4 天 、 第 8 天 和 第 12 天 中 ， 5-FU组 、 补 中 益 气 加 味 方 组 、 Klotho组

和 补 中 益 气 加 味 方 +Klotho 组 的 裸 鼠 移 植 瘤 体 积 明 显 低 于 模

型 组 （ <0.01） ， 而 各 治 疗 组 间 差 距 不 大 ， 提 示 5-FU、 补 中 益 气

加 味 方 和 外 源 性 Klotho 均 能 够 抑 制 移 植 瘤 的 生 长 且 补 中 益 气

加 味 方 与 化 疗 药 物 5-FU具 有 相 近 的 疗 效 。 时 间 因 素 与 分 组 因

素 存 在 交 互 效 应 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ， 各 治 疗 组 治 疗

后 的 移 植 瘤 体 积 增 大 幅 度 均 低 于 模 型 组 。 （ 见 表 2 、 图 2）

图 2 各时间节点裸鼠移植瘤体积折线图

2.3 裸鼠移植瘤组织HE染色结果 模 型 组 可 见 细 胞 核 大 、 深

染 ， 核 质 比 增 高 ， 核 仁 明 显 ， 可 见 病 理 性 核 分 裂 象 ， 细 胞 排 列

密 集 ， 异 型 性 明 显 。 经 过 治 疗 后 ， 各 治 疗 组 切 片 可 见 细 胞 核 固

缩 ， 胞 质 空 泡 化 ， 细 胞 排 列 疏 松 ， 间 质 胶 原 纤 维 增 生 。 （ 见 图 3）

图 3 裸鼠移植瘤组织 HE染色图 （标尺=100 滋m，伊200）

2.4 补中益气加味方对裸鼠移植瘤 Klotho、Caspase-1、IL-1茁

和IL-18表达的影响 5-FU 组 、 补 中 益 气 加 味 方 组 、 Klotho 组

和 补 中 益 气 加 味 方 +Klotho 组 的 裸 鼠 移 植 瘤 Klotho 表 达 高 于 模

型 组 （ <0.01或 <0.05） ， 补 中 益 气 加 味 方 组 、 Klotho 组 和 补 中 益

气 加 味 方 +Klotho 组 的 裸 鼠 移 植 瘤 Caspase-1、 IL-1茁 和 IL-18 表

达 低 于 模 型 组 （ <0.01 或 <0.05） 。 （ 见 表 3、 图 4）

表 3 裸鼠移植瘤 Klotho、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的

表达情况

组 别 n K l o t h o C a s p a s e - 1 I L - 1 β I L - 1 8

模 型 组 6 2 3 . 6 0 ± 1 3 . 2 3 7 4 . 7 9 ± 6 . 0 0 7 3 . 1 1 ± 4 . 8 7 6 9 . 4 1 ± 1 4 . 9 3

5 - F U 组 6 5 2 . 1 1 ± 2 2 . 8 3 a 5 7 . 4 3 ± 2 0 . 2 1 5 1 . 9 5 ± 1 1 . 2 6 5 2 . 3 9 ± 1 9 . 1

补 中 益 气 加 味 方 组 6 5 6 . 9 4 ± 1 4 . 9 1 b 4 2 . 7 5 ± 1 0 . 8 3 b 3 9 . 9 7 ± 2 0 . 2 7 b 3 6 . 4 7 ± 1 3 . 1 9 b

K l o t h o 组 6 7 2 . 0 8 ± 1 4 . 8 9 b 5 0 . 4 4 ± 1 9 . 8 0 a 4 4 . 0 0 ± 1 8 . 6 0 b 3 1 . 8 9 ± 1 0 . 2 7 b

补 中 益 气 加 味 方 + K l o t h o 组 6 7 4 . 1 6 ± 1 4 . 6 6 b 3 6 . 0 7 ± 1 3 . 0 4 b 3 3 . 3 9 ± 1 4 . 0 9 b 2 7 . 5 5 ± 1 0 . 6 0 b

1 4 . 9 2 5 1 2 . 6 3 6 1 5 . 9 7 6 1 5 . 2 4 3

0 . 0 0 5 0 . 0 1 3 0 . 0 0 3 0 . 0 0 4

注：和模型组比较，a <0.05，b <0.01。

图 4 裸鼠移植瘤 Klotho、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的表达

（免疫组化法）（标尺=100 滋m，伊400）

3 讨 论

细 胞 焦 亡 是 一 种 由 炎 症 性 胱 天 蛋 白 酶 （ Caspase） 调 控 的

程 序 性 细 胞 死 亡 形 式 ， 释 放 炎 性 细 胞 因 子 是 细 胞 焦 亡 的 特 征

之 一 ， 当 细 胞 发 生 焦 亡 时 发 生 细 胞 肿 胀 和 膜 破 裂 ， 导 致 其 细

胞 内 内 容 物 释 放 ， IL-1茁 和 IL-18 等 细 胞 因 子 被 释 放 并 促 进 炎

症 的 发 生 。 炎 性 细 胞 因 子 的 分 泌 充 当 一 种 强 效 的 促 炎 信 号 ，

招 募 并 激 活 各 种 免 疫 细 胞 ， 促 进 针 对 病 原 体 的 强 烈 免 疫 反 应

来 抑 制 肿 瘤 进 展 。 然 而 ， 在 肿 瘤 发 生 的 背 景 下 ， 这 些 细 胞 因 子

的 释 放 也 可 促 成 慢 性 炎 症 环 境 ， 促 进 肿 瘤 生 长 和 进 展 [17-18]。 炎

症 细 胞 因 子 的 存 在 有 助 于 创 建 一 个 有 利 于 肿 瘤 发 展 的 环 境 [19]。

IL-1茁 可 以 通 过 促 进 与 炎 症 和 细 胞 存 活 相 关 的 通 路 的 激 活 来

鼓 励 血 管 生 成 和 肿 瘤 细 胞 生 长 [20]。 然 而 ， 细 胞 焦 亡 过 程 中 释 放

的 炎 症 介 质 可 能 有 助 于 建 立 一 个 促 进 肿 瘤 生 长 和 扩 散 的 微

环 境 。 长 期 可 导 致 各 种 细 胞 反 应 ， 包 括 增 殖 、 支 持 促 进 肿 瘤 存

表 2 各时间节点裸鼠移植瘤体积（x依s，mm3）

组 别 n 第 0天 第 4 天 第 8天 第 12 天

模 型 组 6 186.32依28.40 708.09依51.56a 1 076.83依100.70ab 1 612.58依128.77ab c 457.368 0.000

5-FU组 6 185.43依27.25 430.69依58.88ad 595.10依107.50abd 719.43依136.40abd 81.312 0.000

补 中 益 气 加 味 方 组 6 187.82依25.75 518.05依42.55ad 681.20依105.26abd 734.01依112.68abd 116.239 0.000

Klotho 组 6 187.77依27.47 521.85依58.93ad 693.33依102.41abd 746.98依100.29abd 120.563 0.000

补 中 益 气 加 味 方 +Klotho组 6 185.00依30.29 500.04依44.83ad 666.79依111.26abd 715.69依111.76abd 108.193 0.000

0.013 23.765 19.599 66.573

1.000 0.000 0.000 0.000

注：时间主效应=433.821，时间主效应=0.000；分组主效应=80.457，分组主效应=0.019；交互效应=25.994，交互效应=0.000。与第0天比较，a 约0.05；与

第4天比较，b <0.05；与第8天比较，c <0.05；与模型组比较，d <0.01。

模 型 组 5-FU组 补 中 益 气 加 味 方 组

Klotho 组 补 中 益 气 加 味 方 +Klotho组
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活 、 侵 袭 和 转 移 的 通 路 [18,20]。 研 究 结 果 表 明 ， 在 某 些 条 件 下 ， 高

水 平 的 细 胞 焦 亡 可 通 过 招 募 免 疫 细 胞 来 刺 激 抗 肿 瘤 免 疫 ， 与

此 同 时 ， 释 放 的 细 胞 因 子 （ IL-1茁、 IL-18） 也 能 创 建 一 个 促 进

肿 瘤 生 长 和 适 应 免 疫 微 环 境 的 反 馈 回 路 [18-19]。 相 反 ， 抑 制 肿 瘤

免 疫 反 应 的 成 分 或 抑 制 炎 症 可 降 低 肿 瘤 细 胞 中 的 细 胞 焦 亡

水 平 ， 随 后 抑 制 这 种 炎 症 性 细 胞 死 亡 形 式 。 这 种 调 节 可 导 致

免 疫 细 胞 活 化 减 少 和 肿 瘤 清 除 水 平 降 低 ， 使 肿 瘤 细 胞 有 可 能

逃 避 免 疫 监 视 并 增 殖 [21]。 总 之 ， 细 胞 焦 亡 及 相 关 的 炎 症 反 应 在

增 强 抗 肿 瘤 免 疫 以 及 在 某 些 条 件 下 促 进 肿 瘤 生 长 方 面 都 起

着 关 键 作 用 ， 两 者 之 间 存 在 一 个 平 衡 阈 值 。 本 研 究 发 现 补 中

益 气 加 味 方 在 肿 瘤 质 量 和 体 积 方 面 显 著 抑 制 了 其 生 长 ， 同 时

也 抑 制 了 IL-1茁 和 IL-18 的 产 生 ， 降 低 了 肿 瘤 组 织 中 的 炎 症 水

平 。 其 中 潜 在 的 原 因 可 能 是 补 中 益 气 加 味 方 在 治 疗 肿 瘤 的 同

时 ， 降 低 了 能 够 促 进 肿 瘤 生 长 和 适 应 免 疫 微 环 境 的 阈 值 ， 使 肿

瘤 生 长 得 到 受 限 并 且 更 容 易 被 清 除 。

Klotho 最 初 被 确 定 为 一 种 抗 衰 老 因 子 ， 从 细 胞 膜 脱 落 后

可 和 多 种 与 细 胞 增 殖 、 凋 亡 和 肿 瘤 进 展 相 关 的 信 号 通 路 的 调

节 剂 发 挥 作 用 [22]。 Klotho 与 肿 瘤 发 生 之 间 的 联 系 是 多 方 面 的 ，

其 表 达 似 乎 与 各 种 癌 症 中 的 肿 瘤 发 展 和 侵 袭 性 呈 负 相 关 ， 其

表 达 在 许 多 恶 性 肿 瘤 中 通 常 显 著 降 低 。 在 CRC中 ， 生 物 信 息 学

分 析 表 明 ， 外 源 性 Klotho 蛋 白 给 药 可 预 防 和 治 疗 结 直 肠 癌 [22]。

较 低 的 Klotho 表 达 水 平 被 发 现 与 食 管 鳞 状 细 胞 癌 中 的 临 床 分

期 、 淋 巴 结 转 移 和 总 体 生 存 率 呈 负 相 关 [23]。 在 肝 癌 细 胞 中 ， Klotho

过 表 达 能 够 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 抑 制 细 胞 增 殖 [24]， 这 表 明 Klotho

可 能 通 过 控 制 关 键 生 长 因 子 信 号 通 路 在 调 节 肿 瘤 生 长 和 恶

性 转 化 中 发 挥 重 要 作 用 。 Klotho 的 作 用 不 仅 限 于 直 接 抑 制 肿

瘤 ， 它 还 能 够 影 响 肿 瘤 微 环 境 。 在 肾 细 胞 癌 中 ， Klotho 能 够 作

用 于 IGF-1R ， 抑 制 其 信 号 传 导 从 而 抑 制 肿 瘤 生 长 和 迁 移 [25]。

Klotho 在 一 定 情 况 下 同 样 可 以 影 响 细 胞 焦 亡 ， 因 其 作 为

一 种 抗 衰 老 因 子 ， 具 有 抗 炎 和 抗 氧 化 应 激 活 性 。 Klotho（ 细 胞

结 合 或 可 溶 性 ） 可 以 抑 制 NF-资B和 NLRP3， 从 而 降 低 活 性 IL-1茁、

膜 穿 孔 和 细 胞 死 亡 （ 焦 亡 ） [26]。 此 外 ， Klotho 还 通 过 抑 制 氧 化 应

激 、 炎 症 和 NF-资B/NLRP3 介 导 的 细 胞 焦 亡 来 减 轻 造 影 剂 诱 导

的 急 性 肾 损 伤 [27]。 尽 管 还 缺 少 Klotho 与 肿 瘤 细 胞 焦 亡 调 节 之 间

的 确 切 相 互 作 用 ， 但 Klotho 可 能 抑 制 各 种 形 式 的 细 胞 应 激 反

应 表 明 它 们 存 在 潜 在 的 交 集 。 细 胞 焦 亡 与 炎 症 紧 密 相 连 ， Klotho

已 被 证 明 可 负 向 调 节 炎 症 ， 这 可 能 进 一 步 确 立 其 针 对 不 受 控

制 的 细 胞 生 长 及 由 此 导 致 的 肿 瘤 发 展 的 保 护 作 用 ， 间 接 影 响

焦 亡 的 参 与 [15]。 本 研 究 发 现 ， Caspase-1 作 为 细 胞 焦 亡 的 关 键

酶 ， 应 用 外 源 性 Klotho 蛋 白 治 疗 明 显 降 低 了 Caspase-1 的 表 达 ，

并 且 降 低 的 炎 症 反 应 ， 同 时 抑 制 了 移 植 瘤 的 生 长 。 这 间 接 证

明 了 Klotho 可 能 通 过 抑 制 细 胞 焦 亡 从 而 抑 制 肿 瘤 的 发 生 发

展 。 补 中 益 气 加 味 方 增 加 Klotho 表 达 的 同 时 ， 也 降 低 了 Cas原

pase-1、 IL-1茁和 IL-18的 表 达 ， 提 示 该 方 可 能 具 有 外 源 性 Klotho

蛋 白 的 作 用 ， 也 可 能 通 过 其 他 途 径 促 进 Klotho 的 表 达 ， 从 而

发 挥 抑 制 细 胞 焦 亡 和 肿 瘤 生 长 的 作 用 。

结 直 肠 癌 在 中 医 学 中 归 属 于 “ 肠 覃 ” “ 积 聚 ” “ 脏 毒 ” 等 范

畴 。 从 病 因 病 机 而 言 ， 结 直 肠 癌 以 脾 肾 亏 虚 为 发 病 之 本 ， 《 脾

胃 论 》 中 提 到 “ 内 伤 脾 胃 ， 百 病 由 生 ” 。 脾 失 健 运 则 湿 浊 内 生 ，

肾 精 亏 损 则 气 化 无 权 ， 二 者 共 同 构 成 “ 痰 、 湿 、 瘀 、 毒 ” 等 病 理

产 物 蓄 积 的 微 环 境 基 础 。 补 中 益 气 加 味 方 由 黄 芪 、 白 术 、 太 子

参 、 当 归 、 白 芍 、 黄 芩 、 升 麻 、 柴 胡 、 莪 术 、 黄 连 、 厚 朴 、 陈 皮 、 薏

苡 仁 、 甘 草 、 白 花 蛇 舌 草 组 成 。 方 中 升 麻 、 柴 胡 升 提 清 气 ， 与 厚

朴 、 陈 皮 降 胃 浊 之 气 相 配 ， 升 降 相 因 ， 调 畅 气 机 。 黄 芪 、 白 术 温

补 中 焦 ， 配 伍 黄 芩 、 黄 连 苦 寒 清 热 ， 寒 温 并 用 ， 攻 补 兼 施 ， 形 成

“ 补 脾 不 助 热 ， 清 热 不 伤 阳 ” 的 动 态 平 衡 。 补 气 行 气 与 补 血 活

血 药 同 用 ， 以 气 血 同 治 。 诸 药 合 用 ， 共 奏 补 气 养 血 、 健 脾 利 湿 、

行 气 化 瘀 解 毒 之 功 。 现 代 中 药 药 理 研 究 发 现 ， 黄 芪 可 以 增 强

细 胞 和 体 液 免 疫 功 能 ， 抑 制 肿 瘤 生 长 ， 并 防 止 化 疗 引 起 的 损

伤 ， 从 而 为 结 直 肠 癌 的 传 统 疗 法 提 供 一 种 补 充 方 法 [28]。 其 所 含

的 黄 芪 甲 苷 郁 表 现 出 了 显 著 的 抗 肿 瘤 特 性 ， 能 够 诱 导 结 肠 癌

细 胞 凋 亡 和 抑 制 转 移 相 关 途 径 [28-29]。 此 外 ， 补 中 益 气 加 味 方 中

所 含 有 的 柴 胡 皂 苷 、 镰 叶 芹 醇 和 芍 药 苷 等 单 体 化 合 物 都 具 有

诱 导 细 胞 凋 亡 和 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 的 能 力 [30-32]， 这 进 一 步 证

明 了 该 方 在 治 疗 结 直 肠 癌 的 适 用 性 。

综 上 ， 补 中 益 气 加 味 方 能 够 显 著 抑 制 裸 鼠 结 直 肠 癌 移 植

瘤 体 积 和 质 量 增 长 ， 疗 效 与 5-FU接 近 ， 并 且 外 源 性 Klotho 蛋 白

也 具 有 一 定 抗 肿 瘤 的 效 果 。 补 中 益 气 加 味 方 和 外 源 性 Klotho

蛋 白 均 能 够 降 低 Caspase-1 、 IL-1茁、 IL-18 的 表 达 ， 并 且 补 中 益

气 加 味 方 能 够 上 调 肿 瘤 组 织 中 Klotho 的 表 达 ， 表 明 补 中 益 气

加 味 方 可 能 通 过 促 进 Klotho 表 达 来 抑 制 肿 瘤 细 胞 焦 亡 ， 从 而

发 挥 抗 肿 瘤 的 作 用 。 此 外 ， 外 源 性 Klotho 蛋 白 联 合 补 中 益 气 加

味 方 表 现 出 更 优 的 抗 炎 和 抗 肿 瘤 的 效 果 ， 这 可 能 成 为 具 有 前

景 的 结 直 肠 癌 治 疗 方 法 。
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