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Abstract
AIM: To investigate the effects of Yi-Qi-Fu-
Sheng Recipe (YQFS) on tumor growth and on 
intestinal mucosal barrier function in mice with 
experimental gastric cancer.

METHODS: An orthotopic transplant mouse 
model of gastric cancer was created by injecting 
mouse MFC cells. Mice were randomly divided 
into five groups: NS control group, model group, 
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益气复生方对胃癌原位移植瘤小鼠肠黏膜屏障的影响

邓皖利, 吕书勤, 任小娟, 王昕宇, 王巧琳, 陆 明

®

■背景资料
放化疗是肿瘤术
后的主要辅助治
疗手段, 但化疗药
物在抑杀癌细胞
的同时, 也损害机
体的正常反应, 破
坏机体内环境平
衡, 导致胃肠道黏
膜上皮细胞充血
水肿, 引起肠道屏
障功能障碍. 中药
益气复生方具有
明显减轻化疗引
起的消化系反应
的作用, 但作用机
尚不明确. 

5-Fu group, YQFS group and combination therapy 
group. After intragastric administration of drugs 
for 14 d, tumor growth and the reduced rate of 
tumor growth were evaluated, the changes in 
D-lactic acid, diamine oxidase (DAO), endotoxin 
and IgG were evaluated by ELISA, and the expres-
sion of ZO-1 was detected by gelatin zymography.

RESULTS: Compared to the model group, tu-
mor weight in the YQFS group and combination 
therapy group were significantly decreased (2.29 
g ± 0.14 g vs 1.47 g ± 0.10 g, 1.24 g ± 0.11 g, both P 
< 0.05). Compared to the model group, D-lactic 
acid, DAO, endotoxin and IgG were decreased 
after treatment with YQFS (all P < 0.05). Immuno-
histochemistry analysis revealed that the levels of 
ZO-1 in the YQFS group, 5-Fu group and combi-
nation therapy group were significantly increased 
compared to the model group (all P < 0.05).

CONCLUSION: YQFS significantly inhibits tu-
mor growth and protects the intestinal mucosal 
barrier function in mouse with gastric cancer pos-
sibly via mechanisms associated with altering the 
expression of ZO-1.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Gastric cancer; Mucosal barrier; Zonula 
occludens-1; Yi-Qi-Fu-Sheng Recioe

Deng WL, Lv SQ, Ren XJ, Wang XY, Wang QL, Lu M. 
Effect of Yi-Qi-Fu-Sheng Recipe on mucosal barrier in 
an orthotopic transplant mouse model of gastric cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(11): 951-956  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/951.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i11.951

摘要 
目的: 探讨益气复生方对原位移植荷胃癌小
鼠的抑瘤作用及其对免疫功能的影响.

方法: 建立MFC胃癌原位移植瘤小鼠模型, 随
机分为5组: 空白对照组、模型组、5-氟尿嘧啶
(5-fluorouracil, 5-Fu)组、益气复生方组及益气
复生方联合5-Fu组, 每组10只. 给药14 d后处死, 
测量各组瘤体质量并计算每组小鼠的抑瘤率. 
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■相关报道
本课题组前期临
床研究已经证实
益气复生方具有
明显减轻化疗引
起 的 消 化 系 反
应 的 作 用 ,  同 时
卢 璐 等 报 道 ,  参
苓 白 术 散 加 味
大 黄 通 过 促 进
NIH小鼠小肠Lp-
P L A 2、L Z M 的
分泌化疗引起的
消 化 系 反 应 ,  发
挥其保护肠黏膜
屏障功能的作用.

采用ELISA法等方法检测荷胃癌小鼠D-乳酸、

二胺氧化酶、内毒素、IgG的变化; 进行肠内
黏膜组织的病理分析; 免疫组织化学法检测益
气复生方对荷瘤小鼠紧密连接蛋白-1(zonula 
occluden-1, ZO-1)表达的影响.

结果: 模型组小鼠胃癌移植瘤质量为2.29 g±
0.14 g, 益气复生方干预后, 瘤体质量下降为
1.47 g±0.10 g, 益气复生方联合5-Fu组则下降
至1.24 g±0.11 g(P <0.05); 肠黏膜病理分析结
果显示, 益气复生方治疗后, 肠黏膜绒毛较模
型组恢复显著, 细胞坏死减轻; ELISA结果显
示小鼠外周血中D-乳酸、二胺氧化酶、内毒
素、IgG含量均比模型组降低(P <0.05); 免疫
组织化学结果显示, 益气复生方治疗后, 与模
型组的30%相比, 5-Fu组、益气复生方组以及
益气复生方联合5-Fu组的ZO-1蛋白表达水平
明显上调(P <0.05).

结论:  益气复生方可以增强机体免疫功能 , 
具有明确的抑瘤作用, 其抗肠癌作用与抑制
ZO-1的表达有关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本研究首次发现益气复生方在抗肿

瘤的同时还具有保护肠黏膜屏障功能的作用 , 
其作用机制可能与抑制紧密连接蛋白-1(zonula 
occluden-1)表达、改善小鼠肠黏膜通透性有关.
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0  引言

胃癌是一种常见的恶性肿瘤, 在我国, 胃癌的发

病率居第2位, 但死亡率则位居第1位[1,2], 严重危

害人类健康. 多数胃癌发现时已经是中晚期, 对
于手术后及失去手术机会或转移性胃癌患者均

应该应用化疗、放疗等手段综合治疗, 但放化

疗同时, 也损害机体的正常反应, 破坏机体内环

境平衡, 致使本已失衡的机体失调更加恶化, 并
易致胃肠道黏膜上皮细胞充血水肿, 导致肠道

屏障功能障碍, 出现恶心、呕吐、腹泻、便秘

等胃肠功能失调的临床症状[3-5]. 长期的临床实

践证明[6-8], 中医药在肠道黏膜屏障功能方面具

有明显的保护作用, 中药保护肠屏障功能的研

究已取得了很大进展, 其疗效和优势也逐步得

到肯定. 益气复生方是本院治疗肿瘤的多年临

床经验方, 临床用于改善胃肠道反应效果明显. 
本实验体内构建原位移植荷胃癌小鼠模型, 观
察益气复生方原位移植小鼠胃癌的抑瘤作用及

其对小鼠免疫功能的影响, 以探讨益气复生方

的抗胃癌作用, 为其在临床应用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠MFC胃癌细胞购自上海细胞研究

所. 清洁级昆明小鼠50只, 体质量20 g±2 g, 由新

疆医科大学动物实验中心提供. 甲醇、无水乙

醇、0.6%戊巴比妥钠购自天津市巴斯夫化工有

限公司; CKX41/U-RFLT50荧光倒置显微镜购自

日本OLYMPUS; 5804R高速冷冻离心机购自德

国Eppendorf公司; Biophotometer生物分光光度

计购自Bio-Rad公司; AnnexinV/FIFC Kit购自美

国BD Biosciences公司; PI和RNase购自美国BD 
Biosciences公司用; ELISA试剂盒购自日本IBL
公司; SABC免疫组织化学试剂盒购自武汉博士

德生物公司; 紧密连接蛋白-1(zonula occluden-1, 
ZO-1)抗体购自美国CST公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 小鼠MFC胃癌细胞于含10%小

牛血清的RPMI 1640培养液(含青霉素、链霉素

各100 U/mL中, 37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养

箱中常规培养.
1.2.2 益气复生方的制备: 益气复生方由党参 
20 g、黄芪20 g、茯苓20 g、炒白术15 g、肉豆

蔻15 g、八月札15 g等药物组成, 以上药物均购

自新疆维吾尔自治区中医院中药房. 按比例取上

述药材, 加8倍量的水, 浸渍1 h, 武火煮沸后文火

煎煮0.5 h, 滤过, 滤渣再加6倍量的水煎煮0.5 h, 
滤过. 滤液合并浓缩至每毫升药液中含1 g生药. 
4 ℃保存备用.
1.2.3 MFC胃癌原位移植瘤小鼠模型的制备与给

药: 选取昆明种小鼠50只, 雌雄各半, 随机分成5
组, 每组10只. 实验小鼠术前12 h禁食, 4 h禁水. 
层流室无菌条件下, 0.6%戊巴比妥钠40 mg/kg, 
腹腔注射麻醉. 切开腹壁组织, 充分暴露胃体, 取
无菌传代MFC胃癌细胞悬液0.2 mL, 其浓度为1
×107/mL, 于胃大弯浆膜下缓慢进针0.5-0.7 cm, 
将细胞悬液全部注入浆膜层, 可见形成透亮小

泡状隆起后, 缓慢退针, 防止细胞悬液自针孔漏

出, 逐层结节缝合腹膜及腹壁, 关腹. 术后各组

小鼠分笼, 庆大霉素蒸馏水混合液及适量蛋黄

与饲料混合喂养. 逐日观察. 种植后7-9 d, 可于
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■应用要点
本研究有助于减
轻化疗引起的消
化系症状, 改善肠
道屏障功能障碍, 
并为肿瘤的诊治
提供更充分的理
论依据.

左上腹部触及不规则肿物, 表面凹凸不平, 质硬, 
界限尚清. 经病理证实为小鼠胃低分化胃癌, 可
认为肿瘤种植成功.

各组给予对应治疗, 中药组(益气复生方组)
给予中药灌胃, 按照40 g/(kg•d), 1次/d, 0.5 mL/次, 
共14 d. 西药组(5-Fu组): 采用5-Fu, 按照20 mg/kg
剂量腹腔注射0.2 mL, 1次/d, 连续5 d. 中药+西药

组(益气复生方组+5-Fu): 给予中药灌胃, 按照规

定剂量, 1次/d, 0.5 mL/L, 共14 d, 同时给予5-Fu, 
按照20 mg/kg剂量腹腔注射0.2 mL, 1次/d, 连续

5 d. 处死小鼠后取出瘤体测量各组瘤体的质量, 
计算各组小鼠肿瘤生长抑制率. 抑瘤率: (模型组

平均瘤质量-实验组平均瘤质量)/模型组平均瘤

质量×100%.
1.2.4 酶联免疫吸附法(ELISA)检测益气复生方对

各组小鼠外周血中D-乳酸、二胺氧化酶、内毒

素、IgG的影响: 各组小鼠予相应治疗14 d后处

死, 经鼠眼眶收集血液0.4-0.9 mL于抗凝管, 室温

自然凝固10-20 min, 离心20 min左右(3 000 r/min), 
仔细收集上清, 按ELISA试剂盒说明书检测血清

中D-乳酸、二胺氧化酶、内毒素、IgG水平. 显
色后用酶标仪读A值, 再以建立的标准曲线换算

出检测指标的真实含量.
1.2.5 肠黏膜组织形态学分析: 取各组相同位置

的肠管生理盐水冲洗后, 10%甲醛液固定, 石蜡

包埋, 切片厚度约4 μm, HE染色, 光镜下观察病

理学改变, 图像分析仪进行形态定量检测, 分别

测定3张非连续切片各10个绒毛的绒毛高度, 绒
毛面积, 取其均值表示.
1.2.6 免疫组织化学(EnVision)法检测小鼠肠黏

膜ZO-1的表达: 取各组小鼠胃肠黏膜在140 g/L
甲醛固定液中固定4 h. 常规洗涤、各级乙醇梯

度脱水; 二甲苯透明; 浸蜡、包埋、切片. 常规

4 μm石蜡切片, 58 ℃烤24 h, 常规二甲苯脱蜡至

水; 微波抗原修复, 室温自然冷却; 羊血清封闭; 
加入一抗; 滴加EnVision二抗(HRP-R), 显色; 苏

木素复染, 常规树脂封片; 镜下观察, 阳性产物

为棕黄色或棕褐色, 背景为蓝紫色. 每批染色均

用已知的阳性切片做阳性对照, 用PBS代替一抗

做阴性对照.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包处理

数据. 各组数据采用mean±SD表示, 两独立样本

均数比较, 采用independent-samples t  test, 多样

本均数比较采用单因素方差分析, 均数间两两

比较采用SNK-q检验(Student-Newman-Keuls法), 
求出组间差异. P <0.05为有统计学意义, P <0.01
为有显著性意义.

2  结果

2.1 益气复生方对MFC胃癌原位移植瘤小鼠模

型的影响 与模型组相比, 益气复生方组、5-Fu
组以及益气复生方联合5-F u组小鼠胃癌原位

移植瘤体积明显减小(P <0.01). 但益气复生方

联合5-Fu组与5-Fu组比较, 差异无统计学意义

(P >0.05, 表1).
2.2 益气复生方对小鼠血清D-乳酸、二胺氧化

酶、内毒素、IgG含量的影响 ELISA结果发现, 
与空白组相比, 模型组小鼠血清D-乳酸、二胺

氧化酶、内毒素、IgG的检测值有极显著差异

(P <0.01); 与模型组相比, 中药组、西药组、联

合组有统计学意义(P <0.05); 与模型组相比, 中
药组、西药组、联合组3组中联合组更接近模

型组(表2).
2.3 胃癌组织的病理学改变 光镜下见空白组肠

黏膜绒毛结构正常, 排列整齐. 模型组的肠黏

膜绒毛完整性被破坏, 部分绒毛坏死脱落、稀

疏、变短, 排列紊乱. 中药组、西药组、联合组

肠黏膜绒毛较模型组相比明显恢复, 肠黏膜绒

毛尚完整(图1).
2.4 益气复生方对ZO-1蛋白的影响 免疫组织化

学法检测结果显示, 与模型组的30%相比, 5-Fu
组、益气复生方组以及益气复生方联合5-Fu组

2013-04-18|Volume 21|Issue 11|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  益气复生方对荷瘤小鼠的抑瘤作用

     分组 剂量[C/(mg•kg)] 瘤质量(m/g) 抑瘤率(%)

模型组 2.29±0.14       -

益气复生方组   40 000 1.47±0.10a    35.80

5-Fu组          20 1.37±0.16a    39.80

益气复生方+5-Fu组   40 000±20 1.24±0.11a    45.80

aP<0.05 vs  模型组. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶.
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■同行评价
本文发现益气复
生方在抗肿瘤的
同时还具有保护
肠黏膜屏障功能
的作用, 有助于减
轻化疗引起的消
化系症状, 改善肠
道屏障功能障碍, 
其机制可能与抑
制ZO-1表达、改
善小鼠肠黏膜通
透性有关, 为肿瘤
的诊治提供更充
分的理论依据.

的ZO-1蛋白表达水平明显上调, 其中益气复生

方联合5-Fu组与模型组相比, 差异有统计意义

(P <0.05, 图2).

3  讨论

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一[9], 由
于胃癌早期缺乏特异性的临床症状, 多数胃癌

发现时已经是中晚期, 部分病例难以根治性切

除, 对于手术后及失去手术机会或转移性胃癌

患者均应该应用化疗、放疗等手段综合治疗, 
以提高患者的生存质量, 降低复发率, 延长患者

生存期, 提高治愈率[10-12]. 但放化疗在抑杀癌细

胞的同时, 也损害机体的正常反应, 破坏机体内

环境平衡, 致使本己失衡的机体失调更加恶化, 

并易致胃肠道黏膜上皮细胞充血水肿[13], 导致肠

道屏障功能障碍, 出现恶心、呕吐、腹泻、便

秘等胃肠功能失调的临床症状[14].
D-乳酸是肠道固有菌群发酵后的代谢终

产物, 哺乳动物机体的各种组织均不产生D-乳
酸, 也没有快速代谢分解D-乳酸的酶系统, 正常

情况下不能穿越肠屏障, 因此, 血浆中的D-乳酸

基本来源于肠道, 可作为肠屏障损伤及菌群失

调的评价指标[15]. 二胺氧化酶(diamineoxidase, 
DAO)是具有高度活性的细胞内酶, 其活性与绒

毛高度及肠黏膜细胞的核酸和蛋白合成密切相

关[16]. 小肠黏膜屏障功能衰竭时, 肠黏膜细胞脱

落入肠腔, DAO进入肠细胞间隙淋巴管和血流, 
使血DAO升高[17-19]. 因此, 血DAO活性可反映肠

道损伤和修复情况. 临床检测发现[20], 肠黏膜损

伤的患者中D-乳酸和DAO的升高往往伴有内毒

素的增加, 其原因主要是肠道屏障功能受损时, 
菌群失调, 小肠内毒素则会过度表. 本实验结果

显示模型组小鼠血清D-乳酸、DAO、内毒素水

平较空白对照组均明显升高(P <0.01), 提示构建

MFC胃癌原位移植瘤模型后, 小鼠肠黏膜屏障

功能衰竭, 肠黏膜通透性增加, 大量肠黏膜细胞

坏死、脱落.
近年来, 中医药在肠道黏膜屏障功能方面

具有明显的保护作用[21-23]. 中药保护肠屏障功能

的研究已取得了很大进展, 其疗效和优势也逐步

得到肯定. 因此我们根据中医“顾护胃气”的理

论, 以临床疗效为基础, 选择我院经验方益气复
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图  1  光镜下小鼠肠组织形态学的改变(×500). A: 空白对照组; B: 模型组; C: 益气复生方组; D: 5-氟尿嘧啶组; E: 益气复生

方+5-氟尿嘧啶组.
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图  2  益气复生方对对ZO-1蛋白的影响(n  = 10, mean±SD). 
1: 空白对照组; 2: 模型组; 3: 5-氟尿嘧啶组; 4: 益气复方组; 

5: 益气复方+5-氟尿嘧啶组. aP<0.05 vs  模型组. ZO-1: 紧密

连接蛋白1. 
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生方为研究对象, 探讨其保护肠道黏膜屏障机

制. 益气复生方由生党参、黄芪、苦豆子、八月

札等组成, 具有“益胃气”、“调中焦”之功

效. 前期结果显示发现, 该方以党参、黄芪大补

元气、健脾养胃, 白术、豆蔻等健脾燥湿醒脾开

胃, 与补益药合用以防滋腻, 共奏健脾益气, 复生

中气之效, 从而实现了带瘤生存, 提高胃癌患者

的生存质量和远期疗效.
为了进一步探讨“益气复生方”对胃癌的

治疗机制, 我们从肠道屏障功能角度入手, 通过

建立小鼠MFC胃癌原位移植瘤模型, 给予化疗

药5-Fu, 中药益气复生方以及益气复生方联合

5-Fu进行干预, 结果发现益气复生方作用荷瘤小

鼠后, 抑瘤率达35.80%, 高于5-Fu组(P >0.05), 与
对照组相比, 差异有统计学意义(P <0.05). 同时

病理切片结果证实, 治疗组(5-Fu组、益气复生

方组、益气复生方联合5-Fu组)小鼠的肠黏膜炎

症病理损伤程度较模型组有显著的减轻, 其中

益气复生方联合5-Fu组的肠黏膜损伤程度最小, 
接近空白对照组. 提示益气复生方可以在化疗

药物造成肠黏膜损伤的基础上对肠黏膜屏障进

行保护和修复. 这与张仁岭报道的四君子汤加

大黄能降低脓毒症大鼠肠黏膜通透性, 防止肠

道细菌易位, 保护肠黏膜屏障功能的实验结果

相一致[24]. 本实验进一步研究发现, 经益气复生

方治疗后, 小鼠外周血中D-乳酸和DAO含量比

模型组明显降低(P <0.05), 内毒素和IgG两项指

标呈现基本一致的变化趋势. 说明益气复生方

能修复胃癌小鼠受损肠黏膜, 改善肠黏膜通透

性, 保护肠道屏障功能. 结果与益气活血祛风中

药保护肠道屏障功能的作用机制相同, 提出益

气活血祛风中药是通过下调大鼠血清IgE含量, 
来改善致敏大鼠肠黏膜通透性, 保护肠道屏障

功能的[25].
Z O - 1是紧密连接相关的蛋白的成员之 

一[26,27]. 研究表明, ZO-1作为连接跨膜蛋白和细

胞骨架蛋白的桥梁蛋白, 是维持肠上皮细胞黏

膜屏障完整性的重要结构, 因此ZO-1的缺失是

肠上皮细胞黏膜屏障受损的标志之一[28-30]. 本研

究发现ZO-1在胃癌小鼠肠组织中表达增强, 益
气复生方治疗后, 肠黏膜组织中ZO-1表达水平

较模型组明显升高, 说明益气复生方可以增加

肠黏膜的ZO-1含量, 提示益气复生方可能是通

过增加ZO-1的表达水平来改善胃癌小鼠肠黏膜

通透性, 保护肠道屏障功能的.
总之, 本研究在构建MFC胃癌原位移植瘤

小鼠模型的基础上, 采用具有“益胃气”之功

效的益气复生方进行干预, 结果发现益气复生

方可以抑制MFC小鼠胃癌原位移植瘤的生长, 
降低小鼠血清D-乳酸、二胺氧化酶、内毒素、

IgG的表达, 其机制可能与抑制ZO-1表达、改善

小鼠肠黏膜通透性, 保护肠道屏障功能有关. 因
此, 明确益气复生方在人胃癌中的作用及具体

机制, 将有助于我们更深入认识益气复生方的

功效, 也为临床寻找有效的治疗靶点提供参考.
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