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摘要： 目的　 利用类器官技术和细胞实验探索西黄丸联合奥希替尼对结直肠癌细胞及类器官的抗肿瘤作用。 方法　 通

过 ＣＣＫ⁃８ 实验检测不同品牌及不同质量浓度 （０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ） 西黄丸提取液对结直肠癌细胞增殖的

影响和 ＩＣ５０值， 同时利用结晶紫染色进行验证。 通过 ＣＣＫ⁃８ 实验探索西黄丸联合奥希替尼对结直肠癌细胞的杀伤力，
并计算出 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 协同作用模型分数及最佳联合用药浓度 （作为后续实验浓度）。 结晶紫染色检测最佳联合

浓度对细胞活性的影响； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移、 侵袭实验检测单用药和联合用药对结直肠癌细胞迁移侵袭的影响； Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测铁死亡关键调控因子 （ｐ⁃Ｎｒｆ２、 ＦＳＰ１）、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达。 建立 ６ 例患者来源结直肠癌

类器官， 通过 ＨＥ 染色鉴定肠癌类器官与来源肿瘤组织的一致性， 利用 ３Ｄ 细胞活性试剂盒检测每例类器官用西黄丸

和奥希替尼处理后的 ＩＣ５０值以及联合用药的杀伤力。 结果　 不同品牌及不同质量浓度西黄丸提取液对 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、
ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞均有不同程度的抑制作用； 协同分数 （ＨＣＴ８ 细胞中 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 模型协同分数分别为 １１􀆰 ５０、
１３􀆰 ８８、 ５􀆰 ８０； ＤＬＤ⁃１ 细胞中 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 模型分数分别 ２４􀆰 ０６、 ２０􀆰 ６４、 １４􀆰 ７５） 显示， 西黄丸显著增强了奥希替

尼对肠癌细胞的杀伤作用， 并确定最佳联合剂量区间 （奥希替尼 ２􀆰 ５～６ μｍｏｌ ／ Ｌ、 西黄丸 ２００～３００ μｇ ／ ｍＬ）； 联合用药

组的结直肠癌细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 迁移侵袭能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在类器官水平上， 联合组结直肠癌类器官的

增殖活性降低。 与单药比较， 联合用药后联合组铁死亡关键调控因子的蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ３８
ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达也降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 西黄丸联合奥希替尼对结直肠癌细胞和类器官均较单药有更强的

抗肿瘤作用， 且可能与 ＪＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路以及 Ｎｒｆ２、 ＦＳＰ１ 铁死亡相关蛋白有关。
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　 　 结直肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ） 是全球第三大常

见和第二大致命癌症［１］ 。 化疗、 靶向和免疫治疗均在结直

肠癌治疗中有重大进展， 然而其预后仍旧很差， ５ 年生存

率仅为 ６４％ ～ ６７％ ［２］ 。 耐药性是结直肠癌治疗的主要障

碍［３］ 。 因此， 迫切需要开发新的临床用药思路。
西黄丸由牛黄、 麝香、 乳香和没药组成， 具有清热解

毒、 祛肿止痛的作用［４］ 。 研究表明， 西黄丸能抑制肿瘤生

长， 对化疗具有减毒增效的作用， 能延长患者生存时

间［５⁃６］ 。 奥希替尼是第三代表皮生长因子受体 （ＥＧＦＲ） 酪

氨酸激酶抑制剂， 已被批准为 ＥＧＦＲ 激活突变或 Ｔ７９０Ｍ 耐

药突变的晚期非小细胞肺癌患者的一线治疗［７］ 。 ＥＧＦＲ 异

常扩增在结直肠癌中起关键作用， 是重要的潜在治疗靶

点［８］ 。 有研究发现， 奥希替尼通过诱导细胞凋亡表现出强

大的抗结肠癌作用， 还显著增强了结直肠癌细胞对一线药

物 ５⁃氟尿嘧啶或奥沙利铂的敏感性［９］ 。 类器官是从患者肿

瘤样本中培养的一种体外模型， 能够模拟肿瘤微环境和生

物学特性［１０］ ， 不但与原肿瘤组织高度相似， 还在长期体外

培养中遗传稳定， 这使其成为结直肠癌患者药物筛选的优

越模型［１１］ 。 因此， 本研究基于类器官技术探究西黄丸联合

奥希替尼治疗结直肠癌是否具有协同抗肿瘤效果， 以期提

供新的临床治疗思路， 进一步实现精准医学。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人结直肠癌细胞 ＨＴ２９、 ＨＣＴ⁃８、 ＤＬＤ⁃１ （货号

ＺＱ００５７、 ＺＱ０３３１、 ＺＱ０３２５， 均传至 ５ 代）， 购自上海中乔
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新舟生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 西黄丸分别购自山东宏济堂制药集团股份有限

公司 （批号 ２３０４００５）、 津药达仁堂集团股份有限公司乐仁

堂制药厂 （批号 １１２０１２９）、 浙江天一堂药业有限公司 （批
号 ２３０５０１８）、 九寨沟天然药业股份有限公司 （国药准字

Ｚ５１０２１０２８）； 奥 希 替 尼 （ 美 国 ＭＣＥ 公 司， 货 号 ＨＹ⁃
１５７７２）。
１􀆰 ３　 试剂　 ＭｃＣｏｙ’ｓ ５Ａ 基础培养基、 青霉素⁃链霉素⁃两性

霉素 Ｂ 混合溶液 （上海中乔新舟生物科技有限公司， 批号

ＲＬ２３１１００４、 ＳＫ３４２７３１１）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 基础培养基 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 ６１２３１２０）； 胰蛋白酶消化液 （美国 ＭＣＥ
公司， 批号 ２９２２２９）； 新西兰源胎牛血清 （ ＦＢＳ， 美国

Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ 公司， 批号 Ｓ４２３０２２０２）； 细胞增殖与活性检测

（ＣＣＫ⁃８） 试剂 （南京诺唯赞生物科技股份有限公司， 批号

Ａ３１１⁃０２）； ０􀆰 １％ 结晶紫水溶液、 ＤＭＳＯ （北京索莱宝科技

有限公司， 货号 Ｇ１０６４、 Ｄ８３７１）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒、 ３Ｄ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ⁃ＬｕｍｉＴＭ发光检测试剂盒 （上海碧云天生物

技术股份有限公司， 批号 ０６０７２３２４０２２９、 Ｃ００６１Ｌ）； 磷酸

化核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （ ｐ⁃Ｎｒｆ２） 抗体 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 货号 ＰＡ５⁃６７５２０）； 铁死亡抑制蛋白 １
（ＦＳＰ１）、 核因子 κＢ （ＮＦ⁃κＢ）、 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

（ｐ３８ ＭＡＰＫ）、 磷酸化 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶 （ｐ⁃ＪＮＫ） 抗体

（美国 ＣＳＴ 公司， 货号 ２４９７２Ｓ、 ８２４２Ｓ、 ８６９０Ｓ、 ４６６８Ｓ）；
组织专用消化液、 肠癌类器官培养基 （上海诺典生物科技

有限 公 司， 货 号 ＮＤ⁃３００１⁃ＤＳ、 ＮＤ⁃１００１⁃ＣＭ ）； Ｍａｔｒｉｇｅｌ
Ｍａｔｒｉｘ 基 质 胶 （ 厦 门 模 基 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号

２０２３１８０３Ａ）； ＢＳＡ （德国 Ｓｉｇｍａ 公司， 货号 Ａ１９３３⁃１Ｇ）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ３７ ℃ 恒温 ＣＯ２ ＨＥＲＡｃｅｌｌ １５０ｉ 细胞培养箱、
１３００ 系列Ⅱ级 Ａ２ 生物安全柜、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 酶标仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 倒置生物显微镜 ［蔡司科技

（苏州） 有限公司］； ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ 通用电泳仪电源、 Ｍｉｎｉ⁃
ＰＲＯＴＥＡＮ 􀅺 Ｔｅｔｒａ 电泳槽 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｉｍａｇｅｒ６８０ 成像仪 （美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ 公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
Ｍｉｎｉ 多功能酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 参照文献 ［１２⁃１３］ 报道， 将西黄丸碎裂，
称量， 用 ５０％ 甲醇浸泡 ２４ ｈ， 超声振荡 １０ ｈ， 继续浸泡 ４ ｈ
后离心至相对澄清， 风干后加入 ＤＭＳＯ （质量浓度为 ０􀆰 １
ｇ ／ ｍＬ）， 超声振荡 ２ ｈ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 无菌微孔膜过滤后分

装， 于－２０ ℃冰箱保存。 奥希替尼根据说明书加入 ＤＭＳＯ
配成 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 母液， 于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ２　 细胞培养 　 人结直肠癌细胞系 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１
均培养于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养孵箱， ＨＴ２９ 细胞使用

ＭｃＣｏｙ’ｓ ５Ａ 培养基， ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞使用 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基， 所有培养基均加入 １％ 三抗和 １０％ ＦＢＳ。 当细胞占

比达 ８０％ ～９０％ ， 即可进行传代培养。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测结直肠癌细胞生长抑制率　 取生长状态

好的 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞， 以每孔 ５×１０３ 个的密度

接种至 ９６ 孔板中， 孵育 ２４ ｈ 后， 加入不同品牌不同质量

浓度西黄丸提取液 （天一堂、 乐仁堂、 九寨沟、 宏济堂，
０、 ５０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ５００ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ４８ ｈ， 用

不同浓度奥希替尼 （０􀆰 ３１２ ５、 ０􀆰 ６２５、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ， 计算不同细胞

系用药 ＩＣ５０， 基于 ＩＣ５０设计药物联合浓度矩阵。
取生长状态好的 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞， 以每孔 ５×１０３ 个

的密度接种至新的 ９６ 孔板中， 横排加入 ０、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ５、 ２、
２􀆰 ５、 ４、 ６、 ８、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼， 竖排加入 ０、 １００、
２００、 ２５０、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 宏济堂西黄丸提取液， 设置药

物联合浓度矩阵， 处理 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ。 吸出培养

基， 每孔加入 １１０ μＬ 配制好的 ＣＣＫ⁃８ 工作液， 孵育 ２～ ４ ｈ
后通过酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度值， 计算 ＩＣ５０值

及细胞抑制率， 联合浓度矩阵在 ＳｙｎｅｒｇｙＦｉｎｄｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｙｎｅｒｇｙｆｉｎｄｅｒ． ｆｉｍｍ． ｆｉ） 网站［１４］ 分析， 得出最佳联合浓度

区间及联合模型分数。
２􀆰 ４　 结晶紫染色检测细胞增殖活性 　 参照文献 ［１５］ 报

道， 将 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种于 １２
孔板中， 次日给予不同品牌西黄丸 （０、 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ）
以及最佳联合浓度区间药物 （奥希替尼 ２􀆰 ５～８ μｍｏｌ ／ Ｌ、 西

黄丸 ２００～３００ μｇ ／ ｍＬ） 培养 ４８ ｈ 后弃培养基， 用甲醇固定

１５ ｍｉｎ， 结晶紫染色 １５ ｍｉｎ， 流动水轻柔冲洗后拍照观察。
２􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭能力　 提前将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶
置于 ４ ℃下融化， 使用无血清的基础培养基将其按 １ ∶ ８ 比

例进行稀释， 每个小室加入 １００ μＬ 稀释好的胶， ３７ ℃放

置 ３０ ｍｉｎ。 实验分为对照组、 西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ 组、 奥希

替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 组及联合组， 取 ２００ μＬ 含药无血清细胞悬

液加入小室， 每孔细胞量控制在 ５×１０４ 个， 在下室分别加

５００ μＬ 完全培养基， 放置于培养箱孵育 ２４ ｈ。 次日， 弃小

室培养基， 用棉棒轻轻拭去上室的细胞和残留胶， 于下室

中加入 ６００ μＬ 多聚甲醛， 固定 １５ ｍｉｎ 后， 加入 ５００ μＬ
０􀆰 １％ 结晶紫染色 １５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 轻柔洗涤小室 ２～３ 次， 放置

风干后， 于显微镜下观察、 拍照。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃Ｎｒｆ２、 ＦＳＰ１、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ３８、 ＮＦ⁃
κＢ 蛋白表达　 取 ６ 孔板， 每孔接种 １×１０５ 个细胞， 置于细

胞培养箱中孵育 ２４ ｈ。 实验分为对照组、 奥希替尼 ２、 ４
μｍｏｌ ／ Ｌ 组、 西黄丸 １００、 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 组、 联合组， 于

细胞培养箱中培养 ４８ ｈ。 收集各组细胞于离心管中， 加入

适量裂解液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， 每隔 ５ ｍｉｎ 振荡 ５ ｓ， ４ ℃离

心 ２０ ｍｉｎ 后取上清， ＢＣＡ 法检测细胞蛋白浓度后， ９５ ℃金

属浴加热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性， 配胶、 蛋白上样、 电泳、 转

膜后封闭， 一抗孵育过夜， 二抗孵育 １ ｈ， 通过 Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｉｍａｇｅｒ ６８０ 成像仪显影。
２􀆰 ７　 肠癌类器官培养　 患者来自于山东省立医院， 所有实

验已通过伦理委员会批准 （伦理审批编号 ＳＷＹＸ： ＮＯ．
２０２３⁃２７３）。 纳入经病理学确诊的结直肠癌恶性肿瘤患者，
无主要器官的功能障碍， 心、 肝、 肾功能基本正常。 取病

人手术样本， 放入组织保存液， 标本离体后 ４ ｈ 内送实验

４９９

２０２５ 年 ３ 月

第 ４７ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ３



室检测。 用含 １％ 三抗的 ＰＢＳ 冰上清洗 ５ 次， 在生物安全

柜中使用无菌刀片将组织切碎， 加入 １０ ｍＬ 组织消化液

３７ ℃水浴 ４０ ｍｉｎ 左右， 取 １ 滴于显微镜下观察消化情况

后， 加入 ２５ ｍＬ 含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 终止消化， １００ 目滤网

过滤， １ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ。 加入适量红细胞裂解液， 静置

５ ｍｉｎ 后加入 ５ 倍 １％ ＢＳＡ ＰＢＳ 终止裂解， １ ０００×ｇ 离心

５ ｍｉｎ， 弃上清。 提前 １ ｄ 将基质胶拿出来放冰中融化， 在

冰上用基质胶混悬细胞， 接种于 ２４ 孔板， 每孔 ４５ μＬ， 放

置于培养箱中 ３０ ｍｉｎ， 凝固后加入 １ ｍＬ 肠癌培养基， 再加

入 １％ Ｙ２７６３２。 每 ３ ｄ 进行换液， 必要时传代。
２􀆰 ８　 ＨＥ 染色验证肠癌类器官与组织的一致性　 移除培养

基， 每孔加入 ５００～ ７００ μＬ １０％ 中性福尔马林， 固定过夜。
双蒸水漂洗 ３ 次， 于 １ ｍＬ ７５％ 、 ８５％ 、 ９５％ 乙醇中分别脱

水 １０ ｍｉｎ， 用细胞刮板轻轻取出基质胶， 将胶朝下放置在

单层卷纸上， 用铅笔画圈定位， 折叠后放入标记好的包埋

盒。 常规石蜡包埋、 脱水、 切片、 ＨＥ 染色、 图像扫描， 与

类器官来源组织的 ＨＥ 染色图像进行对比。
２􀆰 ９　 肠癌类器官药敏实验 　 弃去 ２４ 孔板中的培养基， 每

孔加入 １ ｍＬ 冰的含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ， 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶吹

散， 转移到 １５ ｍＬ 离心管中， ４ ℃、 １ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ。
弃上清， 加入 １ ｍＬ ＴｒｉｐｌｅＥ， 吹匀后 ３７ ℃水浴加热 １０ ｍｉｎ；
加入 ５ ｍＬ ＰＢＳ 终止消化， ４ ℃、 １ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ； 用

Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶于冰上重悬， １􀆰 ５ μＬ 镜下调整类器官密度， 按

照每孔 １􀆰 ５ μＬ 接种于黑色框 ９６ 孔板 （孔壁不透明）， 每孔

加 １００ μＬ 培养基， 待类器官长至合适大小后加药。 分为对

照组、 单药组 （０、 １００、 ２００、 ２５０、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 西黄

丸提取液， ０、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼）、 联合组，
分别加药处理 ２４ ｈ， 拍照后， 使用 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ⁃ＬｕｍｉＴＭ发光检

测试剂盒进行类器官活力检测， 在 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍｉｎｉ 多功能

酶标仪读数， 计算类器官活性抑制率。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析。 所有实验均进行 ３ 次及以上独立实验避免误差。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同品牌及质量浓度西黄丸提取液对 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、
ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞增殖的影响 　 ４ 种品牌西黄丸提取液干预

ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞 ４８ ｈ， ３ 种细胞活性均被抑

制且呈浓度依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。 分别计算 ＨＴ２９、
ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞在 ４ 种品牌西黄丸提取液中的 ＩＣ５０ 值，
见表 １。 结晶紫染色实验显示， 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 组比较， ４ 种品

牌西黄丸各质量浓度提取液处理过的 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞染

色面积均有不同程度减少， 见图 ２、 表 ２ ～ ３。 后续实验选

择 ＩＣ５０值较低的宏济堂西黄丸提取液。

注： Ａ 为天一堂西黄丸， Ｂ 为乐仁堂西黄丸， Ｃ 为九寨沟西黄丸， Ｄ 为宏济堂西黄丸。

图 １　 不同品牌及质量浓度西黄丸提取液对 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１肠癌细胞生长抑制率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
表 １　 不同品牌西黄丸提取液对 ＨＴ２９、 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠

癌细胞的 ＩＣ５０值

组别 天一堂 乐仁堂 九寨沟 宏济堂
ＤＬＤ⁃１ ３２２􀆰 ６ ３６７􀆰 ４ ２６７􀆰 ３ ２３１􀆰 ５
ＨＣＴ８ ２６６􀆰 ４ ３１７􀆰 ９ ２４６􀆰 ４ ２１８􀆰 ３
ＨＴ２９ ４４１􀆰 ９ ４５５􀆰 ３ ３００􀆰 ４ ２７４􀆰 ７

表 ２　 不同品牌西黄丸提取液对 ＨＣＴ８ 细胞 ４８ ｈ 存活率影

响 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 天一堂 乐仁堂 九寨沟 宏济堂

０ μｇ ／ ｍＬ ７５􀆰 ００±２􀆰 ２４ ７５􀆰 ６２±２􀆰 ３６ ７１􀆰 ４１±３􀆰 ３２ ７３􀆰 ９±４􀆰 ９８
２００ μｇ ／ ｍＬ ６７􀆰 ８６±６􀆰 ８７ ７１􀆰 ３１±７􀆰 ４５ ６４􀆰 ５６±４􀆰 １２ ４１􀆰 ８５±６􀆰 ３７∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ ６２􀆰 ９５±４􀆰 ３５ ７３􀆰 ７６±７􀆰 ２１ ５１􀆰 ５１±６􀆰 ０１∗∗＃＃ ２５􀆰 ７５±３􀆰 ７７∗∗＃＃

　 　 注： 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 ２００ μｇ ／ ｍＬ 组比较，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞抑制

率的影响及药物协同作用评分　 药物干预 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠

癌细胞 ４８ ｈ 后， 与对照组比较， 西黄丸组 （０、 ５０、 １００、

注： Ａ 为天一堂西黄丸， Ｂ 为乐仁堂西黄丸， Ｃ 为九寨沟西黄

丸， Ｄ 为宏济堂西黄丸。

图 ２　 不同品牌西黄丸提取液对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细

胞活性的影响 （结晶紫染色）

２００、 ３００、 ４００、 ５００ μｇ ／ ｍＬ） 和奥希替尼组 （ ０􀆰 ３１２ ５、
０􀆰 ６２５、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 细胞抑制率均升高

且呈浓度依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 西黄丸在 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 中的
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　 　 　 　 　表 ３　 不同品牌西黄丸提取液对 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ 存活率影

响 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 天一堂 乐仁堂 九寨沟 宏济堂

０ μｇ ／ ｍＬ ７８􀆰 ８９±２􀆰 ４１　 ７７􀆰 ６９±０􀆰 ６７ ７９􀆰 ８８±３􀆰 ４１ ７６􀆰 ６２±１􀆰 ９７　
２００ μｇ ／ ｍＬ ７５􀆰 ３６±２􀆰 ０２ ７７􀆰 ４１±１􀆰 ０１ ６８􀆰 ７±１􀆰 ８１∗∗ ５９􀆰 ８６±１􀆰 ８６∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ ６３􀆰 １９±３􀆰 ４８∗∗＃＃７５􀆰 ５５±１􀆰 ２８ ６０􀆰 ０９±３􀆰 ３∗∗＃ ３６􀆰 ６７±４􀆰 １∗∗＃＃

　 　 注： 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ２００ μｇ ／ ｍＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

ＩＣ５０值分别为 ２１８􀆰 ３、 ２３１􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ， 奥希替尼在 ＨＣＴ８、
　 　 　

ＤＬＤ⁃１ 中的 ＩＣ５０值分别为 ５􀆰 ３７３、 ６􀆰 ９４１ μｍｏｌ ／ Ｌ。 西黄丸联

合奥希替尼浓度矩阵干预 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞 ４８ ｈ 后，
抑制率随着联合药物浓度升高而升高， 且白色方框标记范

围属于最佳联合浓度， 后续实验浓度在其中选择。 ＨＣＴ８ 药

物联合协同作用 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 模型分数分别为 １１􀆰 ５０、
１３􀆰 ８８、 ５􀆰 ８０， ＤＬＤ⁃１ 药物联合协同作用 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ
模型分数分别 ２４􀆰 ０６、 ２０􀆰 ６４、 １４􀆰 ７５， 所有大于 ０ 的得分都

是协同作用， 且表现出高度协同作用的药物组合是临床研

究的有吸引力的候选者［１６］ ， 见图 ３～４。

注： Ａ～Ｂ 分别为奥希替尼、 西黄丸干预 ＨＣＴ８ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＩＣ５０及生长抑制率图， Ｃ 为西黄丸联合奥希替尼干预 ＨＣＴ８ 细胞４８ ｈ

后的生长抑制率矩阵图， Ｄ～Ｆ 分别为西黄丸联合奥希替尼干预 ＨＣＴ８ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 协同作用模型矩阵图， Ｇ
为西黄丸联合奥希替尼干预 ＨＣＴ８ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 协同模型分数。

图 ３　 西黄丸联合奥希替尼在 ＨＣＴ８ 细胞中的药物协同作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞活性

和增殖的影响　 根据联合协同作用 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 模型

选定药物联合浓度为西黄丸提取液 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ， 奥希

替尼 ２􀆰 ５、 ４、 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与空白组比较， 联合药物浓度越

高， ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 细胞的结晶紫染色数量面积越小， 很大

程度上抑制了肠癌细胞的活性和增殖能力， 且联合用药部

分优于单药组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５、 表 ４。
３􀆰 ４　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１ 肠癌细胞侵袭

的影响 　 与对照组比较， 西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ 和奥希替尼 ４
μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞数量均有下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 值得注意的是联

合用药组对抑制肠癌细胞的迁移侵袭能力更强 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ６、 表 ５。

３􀆰 ５　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８ 肠癌细胞铁死亡相关蛋

白表达和 ＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 　 与空白

组比较， 西黄丸组 （１００、 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ）、 奥希替尼组

（２、 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和联合组 （２００ μｇ ／ ｍＬ＋ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＨＣＴ８
肠癌细胞中抵抗铁死亡关键调控蛋白 ｐ⁃Ｎｒｆ２ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且具有浓度依赖性， 说明西黄丸在肠癌细胞中

可能诱导铁死亡。 与奥希替尼组比较， 联合组 ｐ⁃Ｎｒｆ２、
ＦＳＰ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明西黄丸联合奥希替

尼可能诱导肠癌细胞铁死亡。 已有研究表明 ＪＮＫ ／ ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路与肠癌抗肿瘤机制相关［１７］ ， 抑制

ＪＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 等信号通路有抑制结直肠癌细胞增

殖和诱 导 凋 亡 的 作 用［１８］ 。 与 空 白 组 比 较， 奥 西 替 尼
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注： Ａ～Ｂ 分别为奥希替尼、 西黄丸干预 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＩＣ５０及生长抑制率图， Ｃ 为西黄丸联合奥希替尼干预 ＤＬＤ⁃１ 细胞

４８ ｈ 后的生长抑制率矩阵图， Ｄ～Ｆ 分别为西黄丸联合奥希替尼干预 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 协同作用模型矩阵

图， Ｇ 为西黄丸联合奥希替尼干预 ＤＬＤ⁃１ 细胞 ４８ ｈ 后的 ＨＳＡ、 Ｌｏｅｗｅ、 ＺＩＰ 协同模型分数。

图 ４　 西黄丸联合奥希替尼在 ＤＬＤ⁃１细胞中的药物协同作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ５　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１肠癌细胞克隆形成的影响 （结晶紫染色）

表 ４　 西黄丸联合奥希替尼对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１肠癌细胞活性的影响 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＨＣＴ８ ＤＬＤ⁃１
空白组 ９２􀆰 ３５±２􀆰 ９２ ９０􀆰 ３１±３􀆰 １６

２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ８７􀆰 ７９±２􀆰 ４０ ８２􀆰 ７４±４􀆰 ９２∗∗

４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ７０􀆰 ８１±１􀆰 ９９∗∗ ７１􀆰 ７９±３􀆰 ３６∗∗＃＃

６ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ５０􀆰 １２±３􀆰 ８５∗∗ ５５􀆰 ７６±４􀆰 ６１∗∗

２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸 ５５􀆰 ８４±３􀆰 ４３∗∗ ５７􀆰 ２４±３􀆰 ２１∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸 ３５􀆰 １５±２􀆰 ７５∗∗ ３７􀆰 ９９±２􀆰 １４∗∗

２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ５１􀆰 ５１±２􀆰 ００∗∗ １９􀆰 ４８±１􀆰 ６７∗∗

２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ４８􀆰 ６４±３􀆰 １３∗∗ １５􀆰 １７±１􀆰 ７８∗∗

２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋６ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ４６􀆰 ０３±３􀆰 １６∗∗ ７􀆰 ５９±１􀆰 ９７∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ３３􀆰 ８３±３􀆰 ７５∗∗ １４􀆰 ２０±１􀆰 ３８∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 ２５􀆰 ７１±２􀆰 ９６∗∗ １３􀆰 ２７±２􀆰 ０８∗∗

３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋６ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼 １３􀆰 ７７±１􀆰 ２３∗∗ ４􀆰 ２３±３􀆰 ５３∗∗

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ６　 西黄丸、 奥希替尼和联合用药对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１细胞侵袭的影响 （结晶紫染色， ×２００）

表 ５　 西黄丸、 奥希替尼和联合用药对 ＨＣＴ８、 ＤＬＤ⁃１侵袭细胞数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 空白组 西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ 奥希替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 联合组

ＤＬＤ⁃１ ２４０􀆰 ３±８􀆰 １５ １４６±１８􀆰 ３３∗∗ １０８􀆰 ３±７􀆰 ３７∗∗ ５４􀆰 ６７±９􀆰 ５∗∗＃＃

ＨＣＴ８ ２２８􀆰 ７±５􀆰 ５１ １８３±１５􀆰 １３∗∗ １８０􀆰 ３±８􀆰 ６２∗∗ ９０􀆰 ３３±１１􀆰 ０６∗∗＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

２ μｍｏｌ ／ Ｌ 组和西黄丸 １００ μｇ ／ ｍＬ 组 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ３８、 ＮＦ⁃κＢ 蛋

白表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 奥西替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ｐ⁃ＪＮＫ、
ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与奥希替尼 ２

μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较， 联合组 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ３８、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达均降

低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 说明西黄丸有可能也通过抑制 ＪＮＫ ／ ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路起到抗肿瘤的作用， 见图 ７。

注： Ａ 为空白组 １， Ｂ～Ｃ 分别为奥西替尼 ２、 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， Ｄ 为西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ＋奥西替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， Ｅ 为空白组 ２， Ｆ～ Ｈ

分别为西黄丸 １００、 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 组。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ＋奥西替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 西黄丸、 奥希替尼和联合用药对 ＨＣＴ８ 细胞 ｐ⁃Ｎｒｆ２、 ＦＳＰ１、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 肠癌类器官与组织一致性验证　 本实验成功构建 ６ 例

山东省立医院患者来源的肠癌类器官， 将肠癌患者手术组

织与其所对应的肠癌类器官做病理切片 ＨＥ 染色， 可见所

构建类器官皆与肠癌组织形态学一致， 可用于后续实验，
见图 ８ （编号来源课题组生物样本库）、 表 ６。
３􀆰 ７　 西黄丸联合奥希替尼对 ６ 例肠癌类器官生长抑制率的

影响　 将 ６ 例来自不同患者的肠癌类器官用西黄丸 （０、
１００、 ２００、 ２５０、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ） 和奥希替尼 （０、 １􀆰 ２５、
２􀆰 ５、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ， 因肿瘤类器官具有异质性， 不

同的类器官由于个体差异对西黄丸和奥希替尼表现为不同

的敏感性， 故每例类器官单药组 ＩＣ５０各有不同。 但值得注

意的是， 与单药组比较， 联合用药组 （西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ＋
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图 ８　 ６ 例肠癌手术组织病理切片与肠癌类器官一致性比对 （ＨＥ 染色）

表 ６　 ６ 例手术患者基本信息及病理情况表
编号 性别 年龄 病理

１１４１ 男 ５８ 乙状结肠：隆起溃疡型中分化腺癌，切面积 ５ ｃｍ×１􀆰 １ ｃｍ，脉管内查见癌栓，侵犯浆膜下纤维层及肠周脂肪；管状绒毛
状腺瘤，２ 枚，直径 ２ ｃｍ、０􀆰 ８ ｃｍ
增生性息肉；上、下切线和肠系膜切线均未查见癌，上切线另查见增生性息肉 １ 枚；肠周淋巴结（１９ 枚）未查见转移癌
免疫组化：Ｈｅｒ２（０），ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋），提示可能为 ＭＳＳ 或 ＭＳＩ⁃Ｌ；特殊染色 Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（＋）

１１５６ 女 ６９ 右半结肠：溃疡型中分化腺癌，伴黏液产生，切面积 ９ ｃｍ×２􀆰 ５ ｃｍ，侵达浆膜下脂肪组织（ＰＴ３），肿瘤出芽分级 １ 级，未
见肯定的脉管内癌栓；回肠及结肠切线未查见癌；肠周淋巴结（１９ 枚）未查见癌
免疫组化：Ｈｅｒ２（０），ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋）

１１６５ 女 ６６ 直肠：溃疡型中分化腺癌，切面积 ２􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ３ ｃｍ，侵达黏膜下层，未查见脉管内癌栓及神经累及；上、下切线未见癌；
肠周淋巴结（１１ 枚）未见癌
免疫组化：ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋），ＣＤ３４＋（脉管），Ｓ１００＋（神经），ＣＫ（ＡＥ１ ／ ＡＥ３）（＋）

１１６６ 男 ４２ 直肠：溃疡型中分化腺癌，肿瘤面积 ５ ｃｍ×３􀆰 ５ ｃｍ，切面积 ５ ｃｍ×１􀆰 ２ ｃｍ，侵达外膜；上、下切线未查见癌；肠周淋巴结
（１３ 枚）未查见癌
免疫组化：Ｈｅｒ２（２＋），ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋）

１１８１ 男 ７３ 直肠：溃疡型中分化腺癌，切面积 ４ ｃｍ×０􀆰 ６ ｃｍ，侵达浆膜下层；另见 １ 枚管状腺瘤伴低级别上皮内瘤变，直径 １ ｃｍ；
上、下切线未查见癌；肠周淋巴结（２ ／ １８ 枚）查见转移癌；“肠壁异物结节”为脂肪坏死结节，体积 １􀆰 ８ ｃｍ×１􀆰 ４ ｃｍ×
０􀆰 ９ ｃｍ
免疫组化：ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋）

１１９０ 男 ７０ 直肠：隆起型中分化腺癌，切面积 ３ ｃｍ×０􀆰 ８ ｃｍ，侵达黏膜下层，未见明确脉管瘤栓；上、下切线未查见癌；肠周淋巴结
（１３ 枚）未查见癌
免疫组化：Ｄｅｓｍｉｎ（＋），Ｐ５３（－），Ｋｉ⁃６７（８０％ ），Ｈｅｒ２（１＋），ＭＬＨ１（＋），ＭＳＨ２（＋），ＭＳＨ６（＋），ＰＭＳ２（＋）

　 　 注： （＋） 或 （１＋） 代表弱阳性， ＋号数量越多表示阳性越强； （－） 和 （０） 代表阴性结果， （－） 表示指标无表达或无基因突变， （０）
表示无染色或阴性结果。
奥希替尼 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ、 西黄丸 ３００ μｇ ／ ｍＬ＋奥希替尼 ２ μｍｏｌ ／
Ｌ、 西黄丸 ２００ μｇ ／ ｍＬ＋奥希替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ、 西黄丸 ３００ μｇ ／
ｍＬ＋奥希替尼 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ 后肠癌类器官生长抑制

率均提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈浓度依赖性， 见图 ９。 与单药组

比较， 联合用药组处理 ２４ ｈ 后 ６ 例类器官生长速度均更为

缓慢， 部分伴有崩解， 并出现皱缩以及死亡， 表明联合用

药组具有明显的抗肿瘤作用， 见图 １０。
４　 讨论

结直肠癌是世界上最常见的癌症之一， 急需开发新的

治疗思路。 西黄丸是一种经典抗肿瘤药方， 可诱导癌细胞

凋亡， 抑制其增殖、 迁移侵袭和血管生成， 改善免疫功能

和肿瘤微环境， 发挥抗肿瘤作用［１９］ 。 西黄丸作为癌症辅助

药物， 多与化疗联合， 对抗肿瘤有明显的增敏效果［２０］ 。 现

今中药制剂应用广泛， 与靶向、 放化疗相结合的优势越来

越受重视［２１］ ， 成分复杂的中药具有多靶点的优势， 一直是

开发新药的丰富来源， 然而， 也给探索其抗癌机制带来了

困难。 目前也还没有大规模的临床试验支持西黄丸的抗癌

功效， 未来的研究需解决上述局限性。
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注： Ａ～Ｂ 分别为 ２、 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组， Ｃ～Ｄ 分别为 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸组， Ｅ 为 ２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋２ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替

尼组， Ｆ 为 ３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋２ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组， Ｇ 为 ２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组， Ｈ 为 ３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸＋

４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组。 与 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥希替尼组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；

与 ２００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ３００ μｇ ／ ｍＬ 西黄丸组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 西黄丸、 奥希替尼和联合用药对 ６ 例肠癌类器官生长抑制率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

铁死亡是一种依赖铁调节的细胞死亡形式， 由脂质过

度过氧化驱动。 铁死亡影响化疗、 放疗和免疫治疗的疗效，
与靶向铁死亡通路的药物联合是有前景的临床策略［２２⁃２３］ 。
Ｎｒｆ２ 和 ＦＳＰ１ 是抵抗铁死亡的重要调控因子。 铁死亡依赖于

ＲＯＳ 的产生和积累， 特别是脂质 ＲＯＳ， 后者的高活性分子

被认为是铁死亡过程的主要执行者， 细胞通过激活关键的

抗氧化相关转录因子 Ｎｒｆ２ 来应对这种应激条件， Ｎｒｆ２ 反过

来调节不同类别靶基因的表达， 如抗氧化基因 （如 ＨＯ⁃１、
ＮＱＯ１、 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ） 和嗜铁相关基因 （如 ＧＰＸ４、 ＧＣＬｃ、
ＡＣＬＳ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１）。 ＦＳＰ１ （ＡＩＦＭ２） 已被发现在铁死亡的

保护途径中起关键作用［２４］ 。 ＦＳＰ１ 主要定位于质膜， 作为一

种依赖于 ＮＡＤＰＨ 和 ＮＡＤＨ 的抗氧化剂， 与细胞内谷胱甘

肽水平无关［２５］ 。 本研究发现， 西黄丸联合奥希替尼组较奥

希替尼单药组抑制了 ＦＳＰ１ 和 ｐ⁃Ｎｒｆ２ 蛋白表达， 表明西黄丸

可增敏奥希替尼诱导结直肠癌的铁死亡。
ＭＡＰＫ 通路在调节细胞增殖、 分化和应激反应中非常

关键， 其中 ＪＮＫ ／ ｐ３８ 信号转导与癌症的发生发展、 转移和

化疗反应有关［２６］ 。 研究表明， 抑制 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 可能作为肿

瘤治疗的手段， 对多种肿瘤初步显示出治疗效果［２７］ ， 且

ＪＮＫ 和 ｐ３８ 也可作为潜在的免疫联合治疗的靶点［２８］ 。 ＮＦ⁃
κＢ 是一个关键转录因子， 来自肿瘤细胞或浸润性炎症细胞

的 ＮＦ⁃κＢ 通常在肿瘤发生、 肿瘤血管生成和肿瘤相关炎症

中起着积极的中介作用［２９］ 。 研究表明， ＮＦ⁃κＢ 在癌症中的

结构性激活会刺激癌细胞进展［３０］ ， 抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路可

能是结直肠癌的一个潜在治疗靶点［３１］ 。 本研究发现， 奥希

替尼在结肠癌细胞中激活了 ＪＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路，
西黄丸阻断了此通路的激活， 且西黄丸联合奥希替尼同样

阻断了此通路的激活。 西黄丸联合奥希替尼可能是通过上

述机制来增强对肠癌细胞的杀伤力， 这将为临床提供新的

治疗策略。
本研究选择构建患者来源的肠癌类器官进行药敏实验，

直接使用患者来源的肿瘤类器官进行药敏筛选的可行性已

经在各种肿瘤类型中得到证实［３２］ 。 类器官是基于发育生物

学原理的干细胞自组织制成的三维细胞复合物［３３］ ， 组织学

和遗传特征与亲本肿瘤高度一致［３４］ 。 目前肿瘤类器官应用

主要包括药物筛选和开发， 探索微环境和肿瘤异质性研究，
以及个性化医疗［３５］ 。 类器官药物反应与相应患者的无进展

生存期显著相关， 故已初步用于指导患者化疗策略的调

整［３６］ 。 本实验结果表明， 西黄丸联合奥希替尼在患者来源

的肠癌类器官中表现出较好的联合杀伤作用。
综上所述， 西黄丸联合奥希替尼可以抑制肠癌细胞及

类器官的增殖， 其机制可能是抑制抗铁死亡相关蛋白 Ｎｒｆ２、
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图 １０　 西黄丸、 奥希替尼和联合用药对 ６ 例肠癌类器官生长情况的影响

ＦＳＰ１ 表达以及抑制 ＪＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活。
药物联合协同模型分数表明西黄丸联合奥希替尼具有高度

协同杀伤肠癌细胞及类器官的作用， 筛选和研究具有抗肿

瘤效果的中西医结合方案是治疗结直肠癌的有效策略。
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