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中药消岩汤对肺癌恶病质大鼠摄食的

瘦素抵抗机制研究

张蕴超#贾英杰#杨佩颖#张#欣#李小江#张#莹

朱津丽#孙一予#陈#军#段浩国#郭#华#李#超

摘要#目的#研究中药消岩汤对肺癌恶病质大鼠摄食的瘦素抵抗机制! 方法#建立肺癌恶病质大鼠动

物模型"数字随机方法分为正常对照组#恶病质模型组#消岩汤组及阳性对照组"每组
#"

只! 大鼠肺癌恶病

质模型形成后"恶病质模型组予每日灌服生理盐水
! /G

"消岩汤组每日灌服消岩汤
! /G

"阳性对照组每日

灌服甲羟孕酮混悬液
! /G

"共用药
#$

天! 观察大鼠一般情况"肿瘤生长情况"运用酶联免疫法检测血清中

瘦素及下丘脑中瘦素受体水平含量"运用
H-<4

"

I=/- J&H

技术检测下丘脑中促食欲基因
6JK

和厌食欲基

因
JE+&

表达水平! 结果#在血清瘦素水平含量比较中"恶病质模型组血清中瘦素水平低于正常对照组"

差异有统计学意义$

J L"

!

"9

%&与恶病质模型组比较"消岩汤组及阳性对照组血清中瘦素水平含量升高明

显"差异有统计学意义$

J L"

!

"9

"

J L"

!

"#

%! 在下丘脑瘦素受体水平比较中"恶病质模型组较正常对照组

升高"差异有统计学意义$

J L"

!

"#

%"恶病质模型组较其他组瘦素受体水平含量升高$

J L"

!

"#

%"提示无论

消岩汤及阳性对照组均可有效地降低瘦素受体水平"且消岩汤组与阳性对照组降低明显"差异有统计学意义

$

J L"

!

"9

%!

6JK

比较中"恶病质模型组较其他组水平含量升高"差异有统计学意义$

J L"

!

"9

%"正常对照

组及其他治疗组之间差异无统计学意义! 与正常对照组比较"恶病质模型组
JE+&

明显升高"差异有统计

学意义$

J L"

!

"9

%"其他治疗组与恶病质模型组比较"均可使
JE+&

下降$

J L"

!

"9

%"且消岩汤组下降较阳

性对照组明显$

J L"

!

"9

%! 结论#肺癌恶病质大鼠中存在'瘦素抵抗(现象"中药消岩汤可升高血清中瘦素

水平&降低下丘脑中的瘦素受体水平"可通过升高下丘脑中的
6JK

水平"降低
JE+&

水平"促进食欲"增加

摄食"从外周和中枢两条途径达到改善恶病质状态的目的!

关键词#消岩汤&肺癌恶病质&瘦素抵抗
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##肺癌恶病质$
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&&

%是指由于肺

癌进展而出现的体重下降'厌食及衰竭三联征"是晚期

肺癌的一个重要并发症"病发率可高达
7"c

以上(

#

)

*

恶病质使许多抗肿瘤治疗无法进行"患者免疫功能低

下"严重影响其生活质量"缩短患者的生存期"成为晚

期肺癌患者死亡的主要原因* 近年来"瘦素$

4-QI=@

"

G;J

%的发现使人们对恶病质的发病机制有了突破性

认识"发现其在调节摄食中枢神经中起着至关重要的

作用(

!

)

* 瘦素主要通过中枢神经系统$特别是下丘

脑%与瘦素受体$

G;JH

%结合"激活
'VbFN)V)

信号

传导通路"改变下丘脑神经元"主要调控促食欲肽神经

通路$

6JKFVWHJ

%和致厌食肽神经通路 $

JE+&F

&VH)

%两条通路"从而调节机体摄食和能量的动态平

衡"形成一个精细的+摄食网络,

(

%

)

*

目前中医多以扶正为主治疗"天津中医药大学第

一附属医院肿瘤科根据多年临床经验结合恶病质发病

机制"总结出+正虚毒瘀,为癌症恶病质的病因病机"

以+扶正解毒祛瘀,法为依托的我院内制剂消岩汤能

改善肺癌恶病质患者临床症状"提高患者生活质量"延

长生存期(

$

"

9

)

* 本研究旨在探讨中药消岩汤对肺癌恶

病质大鼠免疫功能及中枢摄食的作用机制*

材料与方法

#

#动物#纯系
B

周雄性
*=DI<1

大鼠
$"

只"清

洁级"体重
#$" d#B" A

"由天津医科大学动物中心提

供"合格证号#

N&Sb

$沪%

!"##

$

"""8

"由天津医学科

学研究所实验动物中心提供
NJZ

饲养环境*

GV:89

瘤块由中国医科大学免疫实验室提供"经该实验室鉴

定合格*

!

#药物#消岩汤由天津中医药大学第一附属医

院院内制剂"消岩汤严格按照院内制剂标准进行制备"

选取标准中药饮片"由生黄芪
%" A

#太子参
#9 A

#夏

枯草
#" A

#姜黄
#9 A

#郁金
#" A

#白花蛇舌草
#9 A

组成"煎前先用凉水浸泡
%" /=@

"用水量为生药量的

7

倍"武火煎沸后"文火煎
%" /=@

"滤出药液&再加

B

倍量水煎沸后文火煎
!" /=@

"滤出药液"合并
!

次煎

液"置
:"

%

7"

&水浴中浓缩至
#"" /G

"相当于生药

"

!

$! AF/G

"放置
$

&冰箱中保存* 醋酸甲羟孕酮片

由上海信谊康捷药业有限公司生产"

! /AF

片"生产批

号#

"$"8"#

*

%

#试剂与仪器#瘦素及瘦素受体
;GGNV

试剂

盒由美国
N=A/<

公司生产"批号
!"#!#"#9

&

6JK

与

JE+&

的
J&H

试剂盒由美国
H,

公司生产"生产批

号#

#!F!"#!

&氯仿$天津化学试剂二厂%"异丙醇$华北

地区特种试剂开发中心%"无水乙醇$天津市科锐思精

细化工有限公司%"实时定量
J&H

仪$杭州博日科技

有限公司
G=@-A-@-8B!"

%"

J&H

仪$杭州博日科技有

限公司
)&

"

8BFAFM

%"酶标仪$

);&V6 VXN)H(V

公司

产品"型号
V

"

9""!

%"净化工作台$美国产品
63$""

$

$"";

%"显微镜$

6=^3@

产品"

);%""

%"离心机$日本

U()V&U(

公司产品%等*

$

#分组及模型建立#通过
NVN

软件
JHE&

JGV6

过程得出随机数字"按
#

'

#

'

#

'

#

随机分为
$

组"每组
#"

只"分为正常对照组'恶病质模型组'消岩

汤组及阳性对照组*

*=DI<1

大鼠在实验室适应环境

:

天后"将从$

#""

&液氮罐中取出的装有
GV:89

肺
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#!

癌组织的冻存管迅速置入温水$温度约
$!

&%中复

苏"快速摇动"直至冻存液溶化* 然后在超净台里将冻

存管中复苏的
GV:89

肺癌组织移入玻璃培养皿"加入

生理盐水约
B /G

"清洗
% d$

遍以去除残留冻存液*

将
GV:89

肺癌组织块剪碎为
# d ! //

% 大小"然后

将剪碎的小块癌组织加入适量的生理盐水"放入玻璃

研磨器中研磨成细胞悬液"然后用
!""

目钢网过滤"

得到去除大块组织的细胞悬液* 给过滤后的细胞悬液

予台盼蓝染色计数"细胞悬液浓度约为
#

(

#"

:

F/G

"然

后将悬液接种于小鼠右下肢腋窝皮下 $每只

"

!

# /G

%"约
9

天后形成实质性肿瘤* 颈椎脱臼法处

死保种小鼠"于
:9c

乙醇中浸泡
%" /=@

* 在无菌条

件下切除肿瘤"每
9" /A

加入
"

!

8c

盐水
"

!

# /G

"在

玻璃匀浆器中研磨成细胞悬液$约
#

!

"

(

#"

B 个细

胞%"再次接种于传代的小鼠左下肢腋窝皮下* 如此

连续传
$

代后开始正式接种
*=DI<1

大鼠"所有操作均

在无菌条件下进行* 接种肿瘤细胞后"每天监测大鼠

体质量'摄食量'活动状态'毛发等一般状态的变化*

正常对照组不予接种* 当
*=DI<1

大鼠接种肿瘤起为

实验第
#

天"后各组大鼠正常饲养至第
#!

天"第
#!

天大鼠开始出现颈背部皮毛毛糙'毛色发暗"活动迟

缓"消瘦'去瘤体重减少
#"c

以上"摄食'饮水量明显

减少"根据文献(

B

)及前期预实验"提示大鼠进入恶病

质状态*

9

#给药方法#大鼠肺癌恶病质造模成功后"恶病

质模型组和正常对照组予每日灌服生理盐水
! /G

"消

岩汤组每日灌服消岩汤
! /G

"阳性对照组每日灌服醋

酸甲地孕酮混悬液
! /G

"共用药
#$

天*

B

#取材方法#给药后第
#9

天"

$

组大鼠分别摘

取眼球"收集血液"离心后吸取血清" $

!"

&保存待

测* 第
#B

天"

$

组大鼠用乙醚麻醉"然后用
!9c

乌拉

坦按
$ /GF^A

体重的剂量腹腔注射进行复合麻醉"对

大鼠头部正中切口"牙科钻颅骨钻孔"切开脑膜暴露脑

表面完整剥离下丘脑" $

!"

&保存待测*

:

#检测指标及方法

:

!

#

#一般状况#所有动物自由饮食"每天观察

小鼠活动状态'毛发色泽'摄食量'给药前后体重变化

等一般情况*

:

!

!

#血清中
G;J

及下丘脑中
G;JH

水平检测#

采用
;G(NV

法检测"按试剂盒操作说明进行"用软件

绘制标准曲线并计算出
G;J

及
G;JH

的含量*

:

!

%

#下丘脑中促食欲基因
6JK

与厌食基因

JE+&

实时定量
J&H

检测

:

!

%

!

#

#引物设计#引物长度#

#79 0Q

"

6JK

上

游引物#

9

)

VW& VWV WWV &V) WW& &VW V)V %

)"

6JK

下游引物#

9

)

W)) )&V ))) &&& V)& V&&

V&V %

)* 引物长度#

#$8 0Q

"

JE+&

上游引物#

9

)

VWW V&& )&V &&V &WW VVV W&V %

)"

JE+&

下

游引物#

9

)

&&V W&W WVV W)W V&& &V) WV&

%

)* 扩增长度
#B8 0Q

"

!

"

<.I=@

上游引物
9

)

)&V WW)

&V) &V& )V) &WW &VV %

)"

!

"

<.I=@

下游引物
9

)

VW& V&) W)W ))W W&V )VW VWW %

)*

:

!

%

!

!

#细胞组织总
H6V

制备#组织变性#取组

织样品$大约
%" d#"" /A

%放入盛有
# /G

变性缓冲

液$

)H(_34

%的手动匀浆器中"在冰浴中充分匀浆*

H6V

抽提#将匀浆液移至
#

!

9 /G ;QQ-@P31Y

管中"

#9 d%"

&静置
9 /=@

* 加入
"

!

! /G

氯仿充分混匀

#9 D

" 静 置 $

#9 d %"

& 下 %

! d % /=@

"

$

&

#! """ 1 F/=@

离心
#9 /=@

*

H6V

沉淀#取上层水相

置于新的
;J

管内"加入等体积的异丙醇"混匀后静置

#" /=@

"

$

&

#! """ 1 F/=@

离心
#" /=@

*

H6V

洗

涤#弃去上清"加入
# /G

的
7"c

乙醇清洗沉淀"

$

&

#" """ 1 F/=@

离心
#" /=@

"清洗
!

次"

H6V

溶解#室

温风干沉淀$约
!" /=@

%"用
!" "G ,;J&

水溶解沉

淀"取
! "G

稀释
#""

倍后测
E,

!B"

*

:

!

%

!

%

#实时定量
J&H

反应体系的配制#目的

基因
6JK

#共计
!"

!

" "G

"包括
eO<@I=)-.I)+ NK\H

W1--@ J&H /=R #"

!

" "G

"

6JK

上游引物
#

!

" "G

"

6JK

下游引物
#

!

" "G

"

.,6V

模板
!

!

" "G

"

PPU

!

E

B

!

" "G

* 目的基因
JE+&

#共计
!"

!

" "G

"包括

eO<@I=)-.I)+ NK\H W1--@ J&H /=R #"

!

" "G

"

JE+&

上游引物
#

!

" "G

"

JE+&

下游引物
#

!

" "G

"

.,6V

模板
!

!

" "G

"

PPU

!

E B

!

" "G

*

:

!

%

!

$

#实时定量
J&H

反应条件#

89

&预变性

#" /=@

"

8$

&变性
!" D

"

97

&退火加延伸
!" D

"

$"

个循环"

9:

&

d8B

&绘制熔解曲线*

7

#统计学方法#采用
NJNN ##

!

9

统计学软件"

计量资料用
R

*

D

表示"采用
I

检验"多组间比较采用

单因素方差分析法*

J L"

!

"9

为差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠一般情况比较 $表
#

%#实验过程中

无大鼠死亡* 治疗后"恶病质模型组大鼠反应迟钝"体

毛干枯"无光泽"大便变软&正常对照组反应灵敏"体毛

柔顺浓密"有光泽"大便成形&消岩汤组反应较灵敏"体

毛较柔顺"稍有光泽"大便成形&阳性对照组反应较迟

钝"体毛少量脱落"无光泽"大便溏*

$

组进食量分别

为恶病质模型组 $

9

!

%!

*

"

!

B9

%

A

"正常对照组
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!

#!

!!"!"$!

$

:

!

!9

*

"

!

B!

%

A

"消岩汤组$

B

!

7"

*

"

!

%7

%

A

"阳性对

照组$

B

!

"!

*

"

!

#B

%

A

* 与恶病质模型组比较"消岩汤

组及阳性对照组进食量明显增加"差异有统计学意义

$

J L"

!

"#

%&同时消岩汤组进食量明显较阳性对照组增

加"差异有统计学意义$

J L"

!

"9

%* 实验开始时"各组

间大鼠体重差异无统计学意义$

J a"

!

"9

%* 给药干预

#$

天后"与正常对照组比较"恶病质模型组'消岩汤组'

阳性对照组大鼠体重减轻"恶病质模型组大鼠体重减轻

最明显"差异有统计学意义$

J L"

!

"#

"

J L"

!

"9

%*

表
#

$各组大鼠体重变化情况$$

A

"

R

*

D

%

组别
@

给药前 给药后

恶病质模型
#" !8

+

9!

*

"

+

%%

!B

+

!"

*

"

+

#%

!!

正常对照
#" !8

+

:$

*

"

+

%7 %%

+

#!

*

"

+

8B

消岩汤
#" !7

+

B7

*

"

+

!"

%"

+

B:

*

"

+

8!

!

阳性对照
#" !8

+

:B

*

"

+

B"

%"

+

#B

*

"

+

7%

!

##注#与正常对照组比较"

!

J L"

+

"9

"

!!

J L"

+

"#

!

#各组血清
G;J

及下丘脑中
G;JH

水平比较

$表
!

%#与正常对照组比较"恶病质模型组血清中

G;J

水平降低"差异具有统计学意义$

J L"

!

"9

%"提

示肺癌恶病质大鼠免疫功能低下* 消岩汤组与阳性

对照组均可有效地升高瘦素水平"与恶病质模型组

比较"差异有统计学意义$

J L "

!

"#

%* 与正常对照

组比较"恶病质模型组
G;JH

水平升高"差异有统计

学意义 $

J L"

!

"#

%"提示肺癌恶病质大鼠下丘脑中

存在着+瘦素抵抗,现象&消岩汤及阳性对照组与恶

病质模型组比较"均可有效地降低下丘脑中
G;JJ

水平"差有统计学意义$

J L"

!

"#

%&与阳性对照组比

较"消岩汤组下丘脑中
G;JH

水平降低"差异有统计

学意义$

J L"

!

"9

%*

表
!

$各组血清
G;J

及下丘脑中
G;JH

水平比较#$

R

*

D

%

组别
@ G;J G;JH

恶病质模型
#"

#

+

#"%

*

"

+

"9!

!

#"

+

"87

*

"

+

B8%

!!

正常对照
#" #

+

#!"

*

"

+

"$8 :

+

B$!

*

"

+

#:"

消岩汤
#"

#

+

%B:

*

"

+

#!9

!!

:

+

%8#

*

"

+

!B$

"

阳性对照
#"

#

+

#78

*

"

+

"7$

!

:

+

::7

*

"

+

#9!

"#

##注#与正常对照组比较"

!

J L "

+

"9

"

!!

J L "

+

"#

&与恶病质模型组

比较"

"

J L"

+

"#

&与消岩汤组比较"

#

J L"

+

"9

%

#各组下丘脑中
6JK

'

JE+& /H6V

表达结果

比较$表
%

"图
#

%#与正常对照组比较"恶病质模型组

6JK

'

JE&+ /H6V

表达明显升高"差异有统计学意

义$

J L"

!

"9

%&与恶病质模型组比较"消岩汤组及阳性

对照组
6JK

'

JE&+ /H6V

表达明显降低"在
JE+&

方面"消岩汤组优于阳性对照组"差异有统计学意义

$

J L"

!

"9

"

J L"

!

"#

%*

表
%

$各组下丘脑中
6JK

'

JE+& /H6V

表达水平比较#$

R

*

D

%

组别
@ 6JK JE+&

恶病质模型
#" #"

+

:"

*

%

+

8% #!

+

B$

*

#

+

!:

正常对照
#"

:

+

9!

*

!

+

$#

!

#"

+

::

*

#

+

8#

!

消岩汤
#"

:

+

B#

*

$

+

$!

!

8

+

!$

*

$

+

B%

!!"

阳性对照
#"

:

+

#"

*

!

+

9"

!

#"

+

9#

*

!

+

!9

!

##注#与恶病质模型组比较"

!

J L "

+

"9

"

!!

J L "

+

"#

&与阳性对照组

比较"

"

J L"

+

"9

##注#

#

为
+<^-1

"

!

为正常对照组"

%

为恶病质模型

组"

$

为消岩汤组"

9

为阳性对照组

图
#

$各组
6JK

'

JE+&

的
H)

"

J&H

电泳图

讨##论

肺癌是当今世界各地最常见的恶性肿瘤之一"其

病死率高达
8"c

* 大约
:"c d7"c

已属中晚期"恶

病质是一个重要并发症"严重影响了治疗手段"降低患

者生活质量"缩短了生存期* 其发病机制复杂"至今尚

未完全阐明(

:

)

* 肺癌恶病质在中医学中并无对应病

名"根据其临床表现"应将之归属于+虚劳,范畴* 目

前治疗多以扶正为主"根据+邪之所凑"其气必虚,'

+邪不去"正难安,"故认为扶正应与祛邪相结合"方能

切中病机* 根据多年临床经验结合恶病质发病机理"

总结出以+扶正解毒祛瘀,为依托的院内制剂消岩汤"

笔者临床发现消岩汤能够改善恶病质"提高患者生活

质量"延长生存期* 方中黄芪'太子参等益气健脾'补

肺养阴"姜黄'郁金等活血祛瘀"苦参'白花蛇舌草等清

热解毒"诸药相伍"共奏扶正解毒祛瘀之功(

7

)

"但其具

体改善机制尚未明确*

研究发现健康人当进食过多导致肥胖时"多余的

脂肪便可产生过多的
G;J

"使下丘脑中
G;JH

水平含

量上升"从而激活致厌食肽神经通路"发出抑制进食的
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!

#!

信号"减少能量的摄入"增加能量消耗"从而降低体重&

反之"则会使血中的
G;J

水平降低"下丘脑
G;JH

水

平降低"增加能量摄入"增加体重(

8

)

*

+

G;J

抵抗,最初在肥胖患者身上发现"重度肥胖

患者往往存在着血中
G;J

水平比轻中度和正常人显

著升高但食欲增加的现象(

8

)

"动物实验研究表明"

G;J

抵抗的肥胖大鼠血清
G;J

含量升高"但下丘脑中

G;JH

水平低下"刺激促食欲神经通路"初步能解释其

食欲增加的现象(

#"

)

*

临床研究发现"癌症恶病质患者的机体脂肪严重

消耗"血中
G;J

水平明显低于非营养不良者及正常

人"但未见到刺激食欲的增加"反而出现厌食症状(

##

)

*

笔者推测原因是恶病质患者亦存在+

G;J

抵抗,现象"

即下丘脑中
G;JH

未能及时调节"出现抵抗现象"下丘

脑中
G;JH

水平含量升高"激活致厌食肽神经通路"故

出现厌食症状* 因此"笔者提出癌症恶病质患者中亦

存在着+

G;J

抵抗,的假说*

基于癌症恶病质的+

G;J

抵抗,假说的提出"本研

究以肺癌恶病质大鼠为研究对象"初步证明肺癌恶病质

大鼠中存在着+

G;J

抵抗,的现象"本研究显示中药消

岩汤具有改善恶病质大鼠食欲"增加体重"改善机体机

能"可使大鼠血清中的
G;J

水平含量升高"提高机体免

疫功能&可使下丘脑中
G;JH

水平含量下降"改善下丘

脑中的+

G;J

抵抗,&可使下丘脑中
JE+&

的含量下降"

从而抑制厌食通路"促进食欲"但与假说相反的是"实验

结果发现消岩汤干预后出现促食欲基因
6JK

水平未上

升"只是和正常对照组相似"属于正常范围内* 恶病质

模型组反而出现
6JK

水平上升"实验观察中未发现肺

癌恶病质大鼠进食量增加"后探究文献发现炎症可导致

6JK

升高"考虑肺癌恶病质机体为癌症晚期"多种因素

共同作用(

#!

)

"故会出现消岩汤干预后"

6JK

水平含量与

健康大鼠相似"同时亦提示消岩汤具有改善癌症恶病质

机体炎症作用* 关于癌症恶病质机体免疫与摄食中枢

的问题还很多"有待进一步深入研究*
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