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·基础研究·

健脾益肾颗粒对
I-J>K

肺癌小鼠免疫功能的影响

陈晓波#

，
!　郝世凯#　王玉亮!　武文杰#

，
%　苏相相#　姜爱娜#　刘志霈8

摘要　目的　观察健脾益肾颗粒对
I-J>K

肺癌小鼠免疫功能的影响。方法　将
;"

只
&

9F

LIG:'

小鼠

按随机数字表法分为
8

组：正常组、模型组、健脾益肾组和顺铂组，每组
!"

只。除正常组外，其余各组小鼠

右腋下皮下接种
I-J>K

肺癌细胞。正常组不干预，模型组予磷酸盐缓冲液（
MLN

）
"


! =IGO

灌胃，健脾益

肾组予健脾益肾颗粒
#" =PG

（
QP

·
O

）灌胃，顺铂组予顺铂
"


9 =PG

（
QP

·
O

）灌胃，均
!

天
#

次。持续
!

周后，

取瘤重并计算抑瘤率；观察药物干预后肿瘤细胞的增殖能力、血中白细胞（
*L&

）、红细胞（
RL&

）、中性粒细

胞（
7<S

）、血小板（
MT

）、血红蛋白（
UVL

）及脾中
7W

细胞活性；检测
(,7

γ和 (I


#"

含量及
)

淋巴细胞比

值。结果　与正常组比较，模型组体重增量变低，
RL&

数量降低，
*L&

、
7<S

、
MT

数量增加，
7W

细胞活性抑

制，
(,7

γ水平降低，(I#" 水平升高，&D8 X

)

细胞数量
&D8

X

G&D;

X

)

比值降低（均
M Y"


"9

）。与模型组比

较，健脾益肾组和顺铂组小鼠体重增加，肿瘤重量降低，抑瘤率升高，肿瘤细胞数量于干预后第
9

天开始出现下

降，且健脾益肾组体重增量、肺癌细胞数量干预优于顺铂组（均
M Y"


"9

）；健脾益肾组
RL&

数量升高，
*L&

、

7<S

以及
MT

数量下降，
7W

细胞活性增加（均
M Y"


"9

），
(,7

γ水平升高，(I#" 水平降低，&D8 X细胞数量和

&D8

X

G&D;

X比值增加（均
M Y"


"9

）。结论　健脾益肾颗粒对
I-J>K

肺癌肿瘤具有免疫抑制作用。

关键词　健脾益肾颗粒；
I-J>K

肺癌；小鼠模型；细胞免疫
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　　肺癌严重威胁着人类的健康，但由于缺乏充分早
期诊断，大多数患者在诊断时已是局部晚期。据报道，

手术切除后的
9

年生存率仅为
!"d e!9d

［
#

］。放射

疗法虽是晚期患者的主要治疗方法，但放疗疗效差且

不良反应大，
9

年生存率据报道仅为
#"d

左右［
!

］。近

年来，中药在治疗肺癌方面展现出可靠的疗效，如柴胡

龙牡汤和中药扶正方在临床上治疗非小细胞肺癌和

I-J>K

肺癌有肯定的疗效［
%

－
9

］。根据中医学理论肺癌

属 “肺积”、“息贲”、“肺痈”、“息积”等范畴，是全身性

疾病的局部表现。而健脾益肾颗粒是根据“肾为先天

之本，脾为后天之本”的理论组方而成，有培补脾肾、

益气生血，促进造血及免疫功能的恢复，抑制肿瘤细胞

转移等作用。已有研究发现健脾益肾颗粒有提高含铂

双药化疗（
V<+ X DDM

）对晚期非小细胞肺癌疗效的

具有提高作用，有效率可达
9"d

以上［
:

］。

I-J>K

肺癌小鼠是在原发性肺癌实验研究中最常

用的动物模型，肺癌的发生与发展和机体免疫息息相

关，细胞免疫是机体免疫系统的重要组成部分，在抗肿

瘤免疫反应中发挥了重要作用。本研究利用
I-J>K

小鼠模型，观察健脾益肾颗粒对
I-J>K

肺癌的疗效，

并探讨其对细胞机体免疫系统的影响。

材料与方法

#

　动物与细胞　
NM,

级
&

9F

LIG:'

近交系小鼠

;"

只，鼠龄为
: e;

周，体重为
#; e!" P

。雌雄各半，

购于北京维通利华实验动物有限公司［许可证号

N&]W

（京）
!"":

－
"""$

，质 量 合 格 证 编 号

"!%"$;;

］。实验伦理声明：本设施的环境条件符合中

国国家标准《实验动物环境及设施》（
VL#8$!9

－
!""#

）对普通动物实验设施的有关标准，动物饲养管

理和动物实验操作符合《北京市实验动物管理条例》

等法规的要求。
I-J>K

肺癌细胞株由中国协和医科大

学细胞中心免疫实验室惠赠。

!

　药物　健脾益肾颗粒剂配方由生地
#" P

　熟
地

#" P

　首乌
#" P

　女贞子
#9 P

　旱莲草
#9 P

　茯

苓
#! P

　太子参
#! P

　扁豆
#! P

　山茱萸
#" P

　淫
羊藿

#! P

组成。江阴天江药业有限公司提供。顺铂

（
#" =P

，批号：
N!"$""!

）购自山东齐鲁制药厂。

%

　主要试剂及仪器　
V(L&E RM+( #:8"

培养

液（
#!:%%"#!

），小鼠
(,7

γ<I(N^

试剂盒（批号：

LN!"#$%

），小 鼠
(I


#" <I(N^

试 剂 盒 （批 号：

LN%#"#"

）均购自美国
L>4K-[K4/

公司；̂
R##8#

电

子天平，
D*

超低温冰箱，
LMⅡ型药物天平，<A-[O4/Z

9;#"R

式台式低速离心机，多功能酶标仪，̂
TT0[-

7_)

流式细胞仪。

8

　动物的造模方法　参照参考文献［
%

］，小鼠右

腋下皮下接种
I-J>K

肺癌细胞
#"

F个。将
I-J>K

肺癌

&

9F

LIG:'

荷瘤小鼠，脱颈椎处死，无菌剥离瘤组织。

选取生长良好、淡粉色的肿块以生理盐水研磨，调整细

胞悬液浓度至
#

×
#"

F个
G=I

，
&

9F

LIG:'

小鼠右前腋

皮下接种
I-J>K

肺癌细胞悬液
"


! =I G

只［
%

］。本研

究的造模过程中动物无死亡。

9

　动物分组及干预方法　将
;"

只小鼠按随机数

字表法分为
8

组：正常组、模型组、健脾益肾组和顺铂

组，每组
!"

只。除正常组外，其余各组小鼠右腋下皮

下接种
I-J>K

肺癌细胞［
F

，
;

］，本研究中造模成功率为

#""d

。健脾益肾组小鼠给予健脾益肾颗粒剂量按

!"#"

版《中华人民共和国药典》并结合临床经验［
$

］，为

#" =PG

（
QP

·
O

）灌胃给药。模型组小鼠给予
MLN

"


! =IGO

灌胃，顺铂组小鼠实施顺铂治疗每天

"


9 =PGQP

，为临床剂量的
"


#d

，各组均
!

天
#

次，持

续干预
!

周。

:

　检测指标及方法
:


#

　小鼠体重的测量　在小鼠干预结束后颈椎
脱臼法处死小鼠，去除肺脏中的肿瘤组织，并对其小鼠

干预前后进行称重。

:


!

　抑瘤率的测定　抑瘤率（
d

）
f

（
#

－给药
组平均瘤重

G

对照组平均瘤重）×
#""d

［
%

］。

:6 %

　
+))

实验检测细胞活性　用含
#" d

胎牛

血清的
RM+( #:8"

培养液将待测肺癌细胞配成单细
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胞悬液，以每孔约
# """

个细胞接种于
$:

孔培养板

中。同时设溶剂对照。每个剂量设
%

个平行孔。常规

培养
!8 @

后，加入受试药物（以
#

∶
#""

同等稀释的各

药物）。置于
%F

℃，
9d &E

!

培养箱中培养
$: @

，向

每孔加入
+))

液
#" μI（9 =PG=I

），震荡混匀后继续

孵育
8 @

，加入
#"" μI D+NE

，利用酶标仪测定

ED

9F"

[=

的吸光度值。

:


8

　细胞含量测定　红细胞（
RL&

）、白细胞

（
*L&

）、中性粒细胞（
7<S

）、血小板（
MT

）以及血红

蛋白（
UVL

）用流式细胞仪测定血中各细胞含量，并计

算数值。

:


9

　
7W

细胞活性的测定　利用
L-CQ=1[ &405


T-/

流式细胞仪采用用
&D#:

和
M(

双色检测。
! =I

全血

加于淋巴细胞分离液
! =I

表面，
! """ /G=>[

，离心

!" =>[

。吸取中间单个核细胞，
MLN

洗涤
#

次并重悬。

利用荧光标记的
&D#:

和
&D%

单抗，室温避光孵育
#9

～
%" =>[

。
MLN

洗涤细胞，
M(

染色
%

～
9 =>[

。

:


:

　
(,7

γ和 (I


#"

含量的检测　血标本用离心
机离心，

% """ /G=>[

，
#9 =>[

，移液管取上清液，用

<I(N^

方法测定外周血血清中
(,7

γ和 (I


#"

含量。

将各组肺癌肿瘤细胞分别接种于
#!

孔培养板中，每孔

加入细胞悬液
# =I

，并设置
%

个平行孔。将培养板置

于
%F

℃，
9d &E

!

培养箱中孵育
F! @

。双抗体夹心

<I(N^

法严格按试剂盒说明书操作。终止反应后，在酶

标仪上测量
ED

89"

[=

下各孔的吸光度值作定量测定。

绘制标准曲线，计算出样品中
(,7

γ及 (I


#"

浓度。

:


F

　细胞组分含量检测　将肺癌肿瘤细胞悬液
调整成细胞浓度

9

×
#"

F

G=I

的单细胞悬液。在各组

中避光加入
,()&


T1P 1[T>


&D8

抗体和
M<


T1P 1[T>


&D;

抗体各
# μI。同时，设置阴性对照组以及 &D8

和
&D

单抗对照组。
8

℃避光孵育抗体
!" =>[

，随后

每样品管加入
! =I

的
MLN

（含
!d

胎牛血清），
8

℃
下

# 9""

×
P

离心
; =>[

，弃上清后再加入
"


9 =I

的

MLN

（含
!d

胎牛血清）并上机检测。利用流式细胞术

检测
&D8

X

&D;

－和
&D8

－
&D;

X细胞的百分率，并计

算其比值。

　　
F

　统计学方法　数据分析采用
NMNN ##


"

软

件。数据以
_

±
K

表示。组内比较采用单因素方差分

析，组间比较采用
IND

。
M Y "


"9

为差异有统计学

意义。

结　　果

#

　各组小鼠干预前后体重比较（表
#

）　与正常
组比较，模型组体重增量变低（

M Y"


"9

）；与模型组比

较，顺铂组体重减少，健脾益肾组体重增加明显（
M Y

"


"9

）。与顺铂组比较，健脾益肾组的体重增量更大

（
M Y"


"9

）。

表
#

　各组小鼠干预前后体重比较　（
P

，
_

±
K

）

组别
[

干预前体重 干预后体重 增量

正常
!" #;

．
%9

±
"

．
%; !"

．
!%

±
"

．
;F #$

．
!"

±
"

．
:"

模型
!" #$

．
:F

±
"

．
!# !#

．
#"

±
"

．
#F

#

．
8%

±
"

．
":



健脾益肾
!" #$

．
$"

±
"

．
8" !9

．
##

±
"

．
88

9

．
!#

±
"

．
F$

△▲

顺铂
!" #$

．
:F

±
"

．
9" #F

．
8F

±
"

．
:9 －

!

．
!#

±
#

．
#9

△

　　注：与正常组比较，
M Y"


"9

；与模型组比较，△
M Y"


"9

；与顺铂

组比较，▲
M Y"


"9

!

　各组小鼠肿瘤瘤重及抑瘤率比较　健脾益肾
组和顺铂组瘤重分别为（

#


:;

±
"


#8

）
P

和（
#


!8

±
"


#!

）
P

，均低于模型组［（
!


$%

±
"


%!

）
P

，
M Y

"


"9

）］；健脾益肾组抑瘤率（
8!


:

±
"


%

）
d

低于顺铂

组的［（
9F


9

±
#


!

）
d

，
M Y"


"9

）］。

%

　各组肿瘤细胞增殖水平比较 （表
!

）　与模型
组比较，健脾益肾组肿瘤细胞数量第

%

天开始出现下

降（
M Y"


"9

），顺铂组第
9

天下降明显（
M Y"


"9

）。

表
!

　各组肿瘤细胞增殖水平比较　（
ED

9F"

，
_

±
K

）

组别
[ "

天 第
#

天 第
%

天 第
9

天 第
F

天

模型
!" "

．
9F

±
"

．
#" "

．
:!

±
"

．
"% "

．
F$

±
"

．
"$ "

．
;:

±
"

．
!! "

．
$$

±
"

．
!#

健脾益肾
!" "

．
9:

±
"

．
"$ "

．
:#

±
"

．
#8

"

．
9$

±
"

．
"!


"

．
9F

±
"

．
#9


"

．
9%

±
"

．
"#



顺铂
!" "

．
9F

±
"

．
"$ "

．
:9

±
"

．
!% "

．
:9

±
"

．
#8

"

．
8;

±
"

．
##


"

．
8"

±
"

．
#!



　　注：与模型组比较，
M Y"


"9

8

　各组
RL&

、
*L&

、
7<S

、
MT

及
7<S

及
UVL

比较（表
%

）　与正常组比较，模型组
RL&

数量降低

（
M Y"


"9

），
*L&

、
MT

及
7<S

数量增加（
M Y"


"9

）。

表
%

　各组
RL&

、
*L&

、
7<S

、
MT

及
UVL

比较　（
_

±
K

）

组别 时间
[

RL&

（×
#"

#"

GI

）
*L&

（×
#"

$

GI

）
7<S

（×
#"

#"

GI

）
MT

（×
#"

$

GI

） UVL

（×
PGI

）

正常 —
!" $

．
$%

±
"

．
;$ %

．
!!

±
"

．
;; #

．
!%

±
"

．
!# $#

．
%"

±
9

．
:$ #9#

．
:$

±
#"

．
##

模型 —
!"

;

．
#!

±
#

．
!9


#!

．
9:

±
!

．
!;


F

．
$;

±
#

．
""


!!%

．
!%

±
#%

．
#F


#89

．
!9

±
##

．
##

健脾益肾 干预前
!" F

．
#9

±
"

．
9$ #8

．
:$

±
#

．
!: ;

．
#"

±
"

．
F8 #$9

．
:9

±
!!

．
#8 #9"

．
#!

±
$

．
;9

干预后
;

．
;$

±
"

．
8"

△
F

．
##

±
#

．
;F

△
%

．
#8

±
"

．
:%

△
#"#

．
!#

±
$

．
$9

△
#9:

．
9;

±
##

．
!9

顺铂 干预前
!" ;

．
!$

±
"

．
9: #!

．
$$

±
#

．
88 ;

．
""

±
"

．
!! !#8

．
$;

±
#F

．
%9 #9"

．
!!

±
##

．
%%

干预后
#!

．
:$

±
"

．
;;

△
#$

．
#9

±
!

．
#$

△
##

．
99

±
!

．
:!

△
##!

．
98

±
#%

．
:9

△
#:9

．
""

±
!#

．
"#

　　注：与正常组比较，
M Y"


"9

；与模型组比较，△
M Y"


"9
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!

与模型组比较，干预后健脾益肾组小鼠
RL&

数量升

高，
*L&

、
7<S

、
MT

数量下降（
M Y "


"9

）；顺铂组

RL&

、
*L&

及
7<S

增加，
MT

数量降低（
M Y "


"9

）。

各组间
UVL

比较，差异无统计学意义（
M g"


"9

）。

9

　各组
7W

细胞活性比较（表
8

）　与正常组比
较，模型组

7W

细胞活性明显受到抑制（
M Y "


"9

）。

与模型组比较，健脾益肾组
7W

细胞活性增加（
M Y

"


"9

），顺铂组
7W

细胞活性降低（
M Y"


"9

）。

表
8

　各组
7W

细胞活性比较　（
d

，
_

±
K

）

组别
[ 7W

细胞活性

正常
!" 8$

．
:9

±
%

．
8F

模型
!"

%9

．
#:

±
!

．
!%



健脾益肾
!"

F8

．
#9

±
9

．
88

△

顺铂
!"

!F

．
8;

±
!

．
::

△

　　注：与正常组比较，
M Y"


"9

；与模型组比较，△
M Y"


"9

:

　各组小鼠
(,7

γ和 (I


#"

水平比较（表
9

）

与正常组比较，模型组
(,7

γ水平降低，(I#" 水平升
高（

M Y"


"9

）。模型组比较，健脾益肾组
(,7

γ水平
升高，

(I


#"

水平则降低（
M Y"


"9

）；顺铂组两种细胞

因子水平比较，差异无统计学意义（
M g"


"9

）。

表
9

　各组
(,7

γ和 (I


#"

水平比较　（
APG=I

，
_

±
K

）

组别
[ (,7

γ (I


#"

正常
!" ;$

．
89

±
$

．
98 $;

．
#8

±
#:

．
;9

模型
!"

%;

．
#8

±
%

．
9$


!89

．
!8

±
8"9!



健脾益肾
!"

;"

．
8F

±
$

．
!$

△
###

．
!F

±
#8

．
:%

△

顺铂
!" 8#

．
!$

±
9

．
:; !9F

．
#"

±
!#

．
%:

　　注：与正常组比较，
M Y"


"9

；与模型组比较，△
M Y"


"9

F

　各组脾脏内
)

淋巴细胞亚群比较（表
:

）　与
正常组比较，模型组

&D8

X

)

细胞数目和
&D8

X

G

&D;

X比值降低（
M Y "


"9

）。与模型组比较，健脾益

肾组
&D8

X

)

细胞数目和
&D8

X

G&D;

X比值升高（
M Y

"


"9

），顺铂组差异无统计学意义（
M g "


"9

）。与顺

铂组比较，健脾益肾组
&D8

X

)

细胞数目增加（
M Y

"


"9

），
&D8

X

G&D;

X比值升高（
M Y"


"9

）。各组小鼠

脾脏内
&D;

X

)

数目比较，差异无统计学意义（
M g

"


"9

）。

表
:

　各组脾脏内
)

淋巴细胞亚群比较　（
_

±
K

）

组别
[

&D8

X

&D;

X

&D8

X

G&D;

X

正常
!" !"

．
9$

±
"

．
9# #F

．
$9

±
#

．
;$ ##:

．
8%

±
%

．
;%

模型
!"

#%

．
#%

±
%

．
"#


#;

．
::

±
!

．
89

F"

．
%:

±
"

．
9;



健脾益肾
!"

!9

．
#8

±
#

．
!9

△▲
#$

．
!#

±
#

．
$9

#%"

．
;F

±
9

．
8$

△▲

顺铂
!" #%

．
!9

±
!

．
9$ #;

．
98

±
!

．
:% F#

．
89

±
!

．
$#

　　注：与正常组比较，
M Y "


"9

；与模型组比较，△
M Y "


"9

；与顺铂组比

较，▲
M Y"


"9

讨　　论

原发性支气管肺癌是常见的恶性肿瘤之一，在所

有恶性肿瘤之中，其发病率和死亡率居首。而因为缺

乏对于肿瘤早期诊断手段，约有
!G%

的患者在确诊后

已属于肿瘤晚期［
$

］。对此严峻态势，寻找新的抗肺癌

药物已是迫在眉睫。而近年来，伴随着技术方法的一

系列突破，中药复方制剂抗肿瘤研究兴起，关于中药制

剂拮抗肿瘤的相关研究已经达到了分子水平，理论研

究成果也取得很大突破。根据文献报道，中药复方主

要是通过增强机体免疫功能、调控细胞周期行为和信号

转导通路、抗血管生成和癌细胞黏附、诱导肺癌细胞凋

亡等作用机制发挥抗肺癌作用。此外，中药复方同化疗

药的联用，还可改善并减轻化疗药的不良作用［
#"

］。目

前已有多种中药药剂应用于临床研究中并证实其对

I-J>K

肺癌模型有抑制效果，如槲皮素、健脾益肺化瘀

方、长必安胶囊、益肺抗瘤饮、消积饮、十全大补汤等。

这些中药的主要抑制机理集中在抑制肺癌细胞的关键

蛋白表达，进一步抑制肺癌细胞的生长和增殖；或纠正

免疫微循环紊乱；或影响肿瘤细胞凋亡；或抑制激素因

子的表达；或使微血管减少可导致肿瘤组织内缺血缺氧

等，由此诸多方面影响肿瘤的增殖和迁移等［
#"

，
##

］。

健脾益肾颗粒是根据“肾为先天之本，脾为后天

之本”的理论组方而成，有培补脾肾、益气生血，促进

造血及免疫功能的恢复，抑制肿瘤细胞转移等作用。

其中党参、白术健脾益气，补后天之本；女贞子、菟丝

子、枸杞子可补骨脂补肾、温肾益髓填精，补先天之本。

全方组合能培补脾肾、益气生血，促进造血及免疫功能

的恢复。本研究发现，健脾益肾颗粒在肺癌小鼠模型

上的应用能够有效地减轻
I-J>K

肺癌的瘤重并降低

肿瘤细胞的增殖能力。提示荷瘤小鼠的生活质量得到

一定改善，化疗组小鼠体重下降提示顺铂化疗影响小

鼠的生活质量。然而在此两方面尽管健脾益肾组的表

现同模型组比较差异显著，但效果仍不及化疗药物顺

铂，提示化疗药物在抑制肿瘤生长复制方面仍较中药

效果突出。一般认为，中药的内含物较多因此导致其

作用靶点相较化疗药物则更为分散，造成的药物剂量

不足现象使得中药在单一抑制肿瘤增殖方面表现并不

突出；当然，这也可能是由于本研究中中药给药周期

短，使之未发挥长期有效功能所致。

另一方面，在研究药物对小鼠免疫系统影响的研

究中，发现健脾益肾颗粒能够有效增强血液中
RL&

的数量。而据报道
RL&

免疫是机体免疫系统的重要

组成部分，在抗肿瘤免疫进程中发挥关键作用。肿瘤
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细胞可旁路激活并黏附补体，而
RL& &R#

和
&R%

则

可粘附已激活黏附补体的肿瘤细胞；而
RL&

膜内

NED

酶及过氧化氢酶对肿瘤细胞也具有杀伤灭活作

用；
RL&

不仅可以激发
)

细胞免疫功能，增强
(I


!

受

体表达，增加
(,7

γ分泌；激活 L

细胞生长因子；促进

7W

细胞活性［
#!

，
#%

］。降低
*L&

和
7<S

的数量可以

有效的抑制化疗药物处理后出现的发炎症状，可同化

疗药物联用以降低其副作用。

本研究发现，同模型组和顺铂组比较，健脾益肾颗

粒可提高脾脏
7W

细胞活性以及
(,7

γ表达水平并降
低脾脏中

(I


#"

表达水平，差异有统计学意义。这说

明在提高体内免疫系统活性方面，健脾益肾颗粒的效

果显著，提示健脾益肾对于肿瘤细胞增殖能力的抑制

功能可能不是直接靶向在肿瘤细胞本身而是通过调整

机体的免疫系统使之能够避免肿瘤增长所引起的炎症

反应或者提高细胞免疫等方面抑制肿瘤的生长增殖

的。此外据报道称，肿瘤细胞会分泌免疫抑制因子，从

而增加
&D;

X

)

细胞的数目，同时减少
7W

细胞和

&D8

X

)

细胞数目，导致机体免疫功能紊乱［
#8

，
#9

］。本

研究还发现，模型组内荷瘤小鼠的
&D8

X

)

细胞数量

明显下降，但
&D;

X

)

细胞数量无明显变化，提示
)

细

胞免疫功能已经紊乱。而经过健脾益肾颗粒的治疗之

后，
&D8

X

)

细胞的数量提高，在一定程度上改善了肿

瘤细胞诱导的免疫紊乱，使得细胞免疫机能得到有效

恢复，然而其具体机制还有待进一步研究。

综上，健脾益肾颗粒的应用一方面能够降低肿瘤

细胞的增殖能力；一方面又可以通过增强
7W

细胞活

性、提高
&D8

X

)

细胞数量，改善受损免疫系统。本研

究结果可为中医药制剂治疗肺癌提供一定的理论

依据。

利益冲突：在文章数据获取和发表过程中，不存

在其他单位或个人与作者之间的经济、雇佣关系、专利

等各方面的利益冲突。
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