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益气健脾方对Wistar鼠大肠癌模型中异常腺窝病灶的影响
及其相关机制的探讨 *

赵凡尘 李 雁△ 骆莹滨 周奕阳 徐夏婷
（上海中医药大学附属市中医医院肿瘤科 上海 200071）

摘要 目的：探讨益气健脾方对大肠癌模型异常腺窝病灶（ACF）的抑制效应及其相关机制。方法：50只Wistar大鼠随机分为 5组：

中药低剂量组（将中药溶液稀释 3倍后，5 mL/kg日灌胃量）、中药中剂量组（5 mL/kg日灌胃量）、中药高剂量组（15 mL/kg日灌胃

量）、模型组、正常组，每组 10只大鼠，采用免疫组化法、美兰染色后镜下观察大肠组织。结果：各中药组 ACF及大型 ACF的数量

较模型组减少（P<0.05），并且中药中剂量组 ACF数量减少最为明显，差异具有统计学意义（P<0.05）。造模后 24h、48h中药组肠腺

细胞 PCNA增殖指数低于模型组，差异具有统计学意义（P<0.05）。造模后 24 h、48 h中药组肠腺细胞凋亡指数高于模型组，差异

具有统计学意义（P<0.05）。中药组 茁- catenin异位表达均低于模型组，并且中药组 茁- catenin异位表达中高剂量组最高，低剂量组
次之，中剂量组最低（P<0.05）。中药组MMP-7的表达均低于模型组，而且各中药组中低剂量MMP-7表达最高，高剂量组次之，中

剂量组最低（P<0.05）。结论：益气健脾方可以明显降低Wistar大鼠 ACF的发生数量，抑制大肠癌发生中Wnt信号的激活，在一定

程度上减少了大肠癌的发生，起到了预防作用。
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Effect of Yiqi Jianpi Fang on Aberrant Crypt Foci Production in
Carcinogenesis Wistar Rat Colorectal Cancer Model

and Investigation on the Related Mechanism*

To investigate the inhibitory effect and the related mechanism of Yiqi Jianpi Fang on aberrant crypt focus

(ACF) in Wister rat colorectal cancer model. 50 Wistar rats were randomly divided into 5 groups: TCM low dose group(TCM

solution diluted 3 times, 5 mL/kg daily gastric volume), TCM middle dose group (5 mL/kg daily gastric volume), TCM high dose group

(15 mL/kg daily gastric volume), model group, normal group. With 10 rats in each group. The colorectal tissues were observed under

microscope after methylene blue staining by immunohistochemistry method. Compared with the model group, the number of

ACF and large ACF in each TCM group were decreased (P<0.05), and the number of ACF in the TCM middle dose group reduced most

obvious, and the difference was statistically significant (P<0.05). The proliferation indexs of PCNA in intestinal gland cells 24 h and 48 h

after modeling in the TCM groups were higher than those in the model group, and the difference was statistically significant(P<0.05). The

apoptosis index of intestinal gland cells 24 h and 48 h after modeling in the TCM groups were higher than those in the model group, and

the difference was statistically significant(P<0.05). The ectopic expression of 茁-catenin in TCM groups were lower than that in the model

group, and it was highest in the high dose group, than was the low dose group, and the middle group was lowest(P<0.05). The expression

of MMP-7 in TCM groups were lower than that in the model group,and it was highest in the low dose group, than was the high dose

group, and the middle dose group was lowest (P<0.05). Yiqi Jianpi Fang can significantly reduce the number of ACF in

Wister rats, inhibit the activation of Wnt signaling in colorectal cancer,reduce the incidence of colorectal cancer, and have a certain pre-

ventive effect.
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前言

大肠癌的发病率随着群众生活水平的提高，日常饮食结构

中高糖份、高脂肪、高蛋白饮食比例的增加，日渐升高[1]。大肠癌

目前的发病率位列恶性肿瘤发病率第三位，中国目前大肠癌发

病数占全球大肠癌发病数的 18.6%，并且大肠癌的死亡率居恶

性肿瘤死亡率的第四位[2]，中国大肠癌病死率居国内人群恶性

肿瘤病死率第五位[3]。早预防、早治疗是防治大肠癌的关键，因

此对于大肠癌癌前疾病和癌前病变的研究来说其意义深远[4]。

异常腺窝病灶（aberrant crypt foci，ACF）是 Bird等在啮齿动物

研究中首次发现的大肠癌癌前病变模型[5]，目前实验研究表明

大肠癌癌前病变最先从 ACF开始[6]。本研究在前期晚期大肠癌

的临床治疗研究中发现，在使用常规化疗同时配合使用益气健

脾方，可以使患者达到控制病灶、改善免疫功能以及延长生存

期的目的[5-6]。因此本研究使用Wistar大鼠在二甲基肼诱导造模

下所形成的大肠癌模型作为可靠的癌前病变模型，通过观察经

益气健脾方治疗后异常腺窝病灶（ACF）的变化情况，评价益气

健脾方在大肠癌癌前病变中的预防作用。同时通过对大肠癌癌

前病变进程中关键性信号通路Wnt/茁-catenin的相关信号分子
调控作一个初步的探讨，分析益气健脾方对大肠癌的预防作

用。

1 材料与方法

1.1 实验方药

益气健脾方（组方：太子参、焦白术、白茯苓、浙贝母、桔梗、

生米仁、温莪术、薜荔果、生甘草）由上海市中医医院中药房提

供，等份使用浓煎调配成中药溶液相当于含生药 2 g/mL，中药

溶液配制由上海市中医医院药剂科作质量监控。

1.2 药品及主要试剂

造模药物二甲基肼（DMH）采购自 Sigma公司，将二甲基

肼加入 0.9%生理盐水内搅拌充分溶解并调配成 1%的造模药

物溶液，抽滤除菌，冰箱保存，造模药物溶液保存温为 4 摄氏

度，每 2周配药一次。兔抗鼠多克隆抗体 anti-PCNA、茁-catenin、
MMP-7均由 Abcam公司处采购，免疫组化 SP试剂盒由博士

德公司处购买。

1.3 实验动物

由上海斯莱克实验动物有限公司提供Wistar大鼠，雄性，

四至六周龄，体重 80~100 g，常规 SPF环境下饲养。

1.4 实验仪器

Sartorius电子天平，德国赛多利斯集团；LEICA光学显微

镜，德国；OLYMPUS解剖显微镜，日本；Metrohm 744 phmeter

ph计，瑞士；OLYMPUS相差倒置显微镜，日本。

1.5 实验方法

1.5.1 动物造模 Wistar大鼠均采取二甲基肼造模药物皮下

注射方式造模。造模药物剂量按照 30 mg/kg体重，于Wistar大

鼠颈背部皮下注射，每周 1次，每周造模注射前测大鼠体重一

次，根据大鼠体重调整皮下注射剂量。

1.5.2 分组及给药 （1）50只Wistar大鼠随机分为 5组：每组

10只大鼠，分别为中药低剂量组（将中药溶液稀释 3倍后，5

mL/kg日灌胃量）、中药中剂量组（5 mL/kg日灌胃量）、中药高

剂量组（15 mL/kg日灌胃量）、模型组、正常组。除正常组外，将

DMH（30 mg/kg）于 Wistar大鼠颈背部皮下注射。每周重复注

射 1次。连续皮下注射 12周。在第 2次注射后的第 2天起各组

大鼠开始灌胃给药 2次 /日。最后一次注射第 5周后将所有大

鼠处死并进行结肠异常腺窝病灶检测。

（2）根据我们前期临床研究结果，按照人与 Wistar大鼠体

表面积换算，中药组每只Wistar模型鼠灌胃益气健脾汤剂量为

5 mL/kg·日。30只大鼠随机分为 3组：分别为模型组、中药组、

正常组，每组 10只Wistar大鼠。除正常组外，模型组、中药组大

鼠在颈背部处进行 DMH（30 mg/kg）皮下注射（每周一次），从

第 2次 DMH皮下注射的前 3天开始各组每日灌胃给药 2次

（5 mL/kg/日），共 8次。在最后一次皮下造模药物注射后 24h

和 48 h，每组随机处死 5只，并进行肠腺细胞增殖与凋亡实验。

1.5.3 异常腺窝（ACF）病灶检测及诊断标准 大鼠深度麻醉

后脱臼处死，剖腹。解剖并游离出大鼠全结肠。将大鼠结肠沿纵

向剪开并将肠内容物漂洗干净，在零度 PBS中清洗干净，将大

鼠结肠标本平铺夹在两张滤纸之间，并将标本放置在甲醛固定

液中固定 48h，使用 0.2%亚甲蓝溶液将固定后的标本染色 20

分钟后转移到一只载玻片上，将玻片在倒置显微镜（40X倍相

差物镜）下观察，并详细记录 ACF的数量和尺寸[9]。采用盲法观

察记录 ACF数据，3个及 3个以上的异常腺窝组成的 ACF记

为大型 ACF并记录于总数，由单个异常腺窝所构成的 ACF病

灶排除在外不做记录[10]。

1.5.4 肠腺细胞增殖与凋亡观察 Tunel法：(1)将石蜡包埋的

组织切片按常规脱蜡水化；(2)将标本用 PBS漂洗 3× 5 min；(3)

漂洗后的标本加入 Proteinase K工作液，在正常室温下进行反

应 20 min；并且再次使用 PBS漂洗 3× 5 min；(4)同 Tunel混合

液进行反应 A 液：1 mL TDT Buffer+10 滋L TDT、B 液：10 滋L
biotin-dNTP，将 A、B二液混合，30 滋L/片，在 37摄氏度下反应

1小时；PBS漂洗 3× 3 min；(5) 将漂洗后的标本置入封闭液中

浸没，室温封闭 10 min，再次使用 PBS漂洗 3× 3 min；(6)进行

标记反应；(7)镜下观察计算凋亡指数。

PCNA表达测定：将组织固定后，实验操作步骤按照兔抗

鼠多克隆抗体 anti-PCNA试剂盒使用说明进行。以 PBS替代

一抗作为阴性对照，PCNA阳性表达标准为在镜下观察到细胞

核内呈现棕黄色颗粒。盲法记录结果，记录者使用图象分析仪

随机观察三个视野的阳性表达面积，PCNA细胞平均增殖指数

=阳性表达面积× 光密度 OD值，取平均值。

1.5.5 免疫组织化学染色及结果判断 采取 SP染色试剂盒免

疫组化染色法检测 茁-catenin蛋白的表达率。茁-catenin结果的
判定[11]：使用图象分析仪，阴性对照以 PBS作为阴性对照，阳性

标志为细胞染色后细胞内出现棕黄色颗粒状物。细胞膜阳性表

达 <70％则判定为表达缺失；细胞质或细胞核阳性表达 >10％

则判定为细胞质或细胞核阳性表达。茁-catenin的正常表达着色
部位在细胞膜上，茁-catenin异位表达标准为细胞膜表达缺失和
细胞质或细胞核阳性表达。

采取免疫组化染色法检测MMP-7的表达。MMP-7仅在大

肠癌细胞细胞质中表达，其判定标准为：阴性：细胞相对周围正

常腺体细胞对比未染色，阳性：细胞的细胞质着色呈黄色或棕
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Note: Compared with the model group, #P<0.05; compared with the TCM

low dose group, △ P<0.05, compared with the TCM middle dose group,

*P<0.05.

Groups ACF number Large ACF number

Normal group 0.0± 0.0 0.0± 0.0

Model group 41.7± 7.1 41.7± 7.1

TCM high dose group 14.7± 3.1* 11.1± 3.0*

TCMmiddle dose group 13.2± 4.5* 10.2± 3.9*

TCM low dose group 22.7± 4.6* 15.0± 3.3*

Note: Compared with the model group,#P<0.05;compared with 24h,△ P<0.05.

表 1益气健脾方对 DMH诱导的Wistar大鼠 ACF的影响

Table 1 Effect of Yiqi Jianpi Fang on ACF in DMH-treated Wistar rats

Note: Compared with the model group, *P<0.05.

Groups 24 h 48 h

Model group 1011.00± 88.26 1181.20± 77.40

TCM group 506.80± 57.37# 770.53± 70.33#△

表 2各组肠腺细胞 PCNA增殖指数结果比较（n=5）

Table 2 Comparison of PCNA proliferation index of intestinal gland cells

in each group (n=5)

Note:Comparedwith themodel group, #P<0.01; comparedwith24h, △ P<0.01.

Groups 24 h apoptosis index (%) 48 h apoptosis index (%)

Model group 33.35± 0.0348 37.65± 0.0259

TCM group 43.35± 0.0207# 53.64± 0.0200#△

表 3凋亡指数比较（n=5，%）

Table 3 Comparison of apoptotic index (n=5,%)

Groups MMP-7

Model group 1416.815± 138.639

TCM high dose group 442.148± 88.999#△ *

TCM middle dose group 223.633± 45.663#△

TCM low dose group 1050.963± 140.128#

表 5各组MMP-7比较（n=10）

Table 5 Comparison of MMP-7 in different groups

黄色。使用图象分析仪，记录者随机观察三个视野的阳性表达

面积，平均免疫组化指数 =阳性表达面积× 光密度 OD值，取

平均值。

1.5.6 统计学方法 实验数据统计分析使用 SPSS 19.0统计软

件包。ACF、PCNA增殖指数、凋亡指数、茁-catenin、MMP-7的表

达等计量数据采用 t检验；多组间比较采用单因素方差分析，

检验标准为 琢=0.05。

2 结果

2.1 ACF形成情况

每组 10只Wistar大鼠，在最后一次造模药物皮下注射后

第 5周分别处死，并进行 ACF病灶检测。各中药组 ACF及大

型 ACF的数量相对模型组均有减少，且差异具有统计学意义

（P<0.05），并且中剂量中药组 ACF数量减少最为明显（P<0.

05）。

2.2 肠腺细胞增生情况

造模后 24 h、48 h中药组肠腺细胞 PCNA增殖指数低于模

型组，差异具有统计学意义（P<0.05），造模后 48h中药组肠腺

细胞 PCNA增殖指数高于 24 h（P<0.05）。

2.3 各组肠腺细胞凋亡情况

造模后 24 h、48 h中药组肠腺细胞凋亡指数高于模型组，

差异具有统计学意义（P<0.05），造模后 48h中药组肠腺细胞

PCNA增殖指数高于 24h（P<0.05）。

2.4 异常腺窝病灶 茁- catenin的异位表达情况
中药高剂量组、中剂量组、低剂量组 茁- catenin异位表达低

于模型组，并且中药组 茁-catenin异位表达中高剂量组最高，低
剂量组次之，中剂量组最低（P<0.05）。

2.5 MMP-7表达情况

中药高剂量组、中剂量组、低剂量组MMP-7的表达低于模

型组，而且各中药组中低剂量MMP-7表达最高，高剂量组次

之，中剂量组最低（P<0.05）。

3讨论

细胞增殖与凋亡动态平衡失调是肿瘤发生的基础。细胞增

殖速率的快慢会影响到分裂细胞数目和 DNA复制的速度，细

胞增殖过快往往提高了 DNA复制发生错误的机率，如果这种

DNA的复制错误恒定表达于其子代细胞中，会增大自发突变

或基因突变的机会，导致正常细胞逐步转化为恶性细胞[12]。因

此要防治大肠癌癌前病变病灶进一步转化为肿瘤组织，促进肠

腺细胞的凋亡，抑制肠腺细胞的增生尤为重要。

在国内外目前已经认为异常腺窝病灶是形态学上的大肠

癌癌前病变诊断指标 ACF[13,14]。在实验中我们可以看到应用益

气健脾方能够减少二甲基肼诱导的Wistar大鼠癌前病变异常

腺窝病灶的发生率。其主要调控机制为益气健脾方促进了肠腺

细胞的凋亡，同时抑制了肠腺细胞的增殖。根据本实验的结果，

我们可以看到益气健脾方能够通过促进肠腺细胞凋亡抑制肠

腺细胞增殖至少是部分地抑制化学性致癌剂的作用，而且下调

细胞中 茁-catenin异位表达率，从而影响了 MMP-7蛋白的表

Groups 茁- catenin

Model group 67.78± 10.93

TCM high dose group 60.56± 6.35#△ *

TCM middle dose group 34.50± 5.99#△

TCM low dose group 53.78± 9.13#

表 4各组 茁- catenin异位表达结果比较（n=10，%）
Table 4 Comparison of 茁-catenin ectopic expression rate in each group

(n=10,%)

Note: Compared with the model group, #P<0.05; compared with the TCM

low dose group, △ P<0.05, compared with the TCM middle dose group,

*P<0.05.
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达，阻止了大肠癌发生中存在的Wnt信号通路激活，来抑制造

模大鼠的异常腺窝病灶的生成，进而通过使用益气健脾方降低

了大肠癌癌前病变发生的机率，进一步减少了大肠癌的发生率。

启动大肠癌发生、发展中的诸多的信号通路中Wnt信号

通路是研究较为明确的通路[15]。大肠癌细胞中常存在异常Wnt

通路，致使关键分子 茁-catenin不能被降解并且积累在胞浆内，
并且转位进入细胞核，导致细胞核内 茁-catenin增多，转录因子
Tcf/LEF与细胞核内的 茁-catenin相互结合,下游相关靶基因（如

c- myc，cyclinD1，MMP-7）的转录和表达进而被结合产物激活，

这一系列变化促使了大肠癌发生[16]。木尔扯尔等人[17]在研究中

发现 茁-catenin蛋白在结肠癌的异位表达率均高于正常结肠中
的异位表达率。同时，MMP-7在异常的Wnt信号通路中可被异

位的 茁-catenin的肿瘤性活化激活。在肿瘤侵袭转移的过程中，
关键是对于细胞外基质 ECM的破坏。而MMP-7在破坏 ECM

的酶类扮演了极其重要的角色[18]。林久茂等人的研究[19]表明在

启动Wnt信号通路中起关键作用的 茁-catenin蛋白的异常表达
与MMP-7蛋白表达在大肠癌组织内两者间呈正相关，说明能

够影响到 Wnt信号通路启动及导致 MMP-7蛋白表达的关键

在于细胞内 茁-catenin的异常表达。卢青[20]等发现，异常腺窝病

灶与肿瘤在 茁- catenin异位表达率及 MMP-7表达阳性率这两

方面相似而且差异无统计学意义。本研究结果也说明造模大鼠

标本中 茁-catenin异位表达率和 MMP-7阳性率的两者呈正相

关，而且在本实验中造模动物标本中 茁-catenin异位表达率和
MMP-7阳性率在使用益气健脾方后出现下降而且与异常腺窝

病灶的发生成正相关。

大肠癌属于中医学 "积聚 ""肠风 "等范畴，当代医家在总

结前人认识和结合现代的临床经验的基础上，认为大肠癌病位

在肠，病本在脾，在正气虚损的基础上，以本虚标实为其发病特

点[21]。目前对于大肠癌的中医辨证分型并没有形成统一认识，

我们认为脾虚证是临床上大肠癌的常见的中医证型[22-23]。因此，

在大肠癌的中医治疗中益气健脾法起着重要作用。本实验中益

气健脾方中重用太子参、白茯苓为君，补益脾肺、益气生津；焦

白术、生米仁、温莪术、薜荔果为臣，健脾益气、利水渗湿；佐以

浙贝母、桔梗，化痰解毒；使以生甘草补脾益气、调和诸药。

在此思想指导下组创的益气健脾方对大肠癌有较好的治

疗作用，我们在前期的临床研究中发现应用益气健脾方配合常

规化疗治疗晚期大肠癌，具有明确的减少患者症状、改善免疫

功能以及延长患者生存期的目的。本实验结果提示：益气健脾

方可以明显减少大肠肠黏膜异型增生的发生，增加肠腺细胞的

凋亡，明显降低异常腺窝病灶组织内 茁-catenin、MMP-7的表

达。本实验通过采用现代分子生物学方法，初步探讨了益气健

脾方在防治大肠癌癌前病变过程中的作用及机理，为临床进一

步的应用提供了科学依据。
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