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摘要： 目的　 探讨补肾解毒方调控髓源抑制细胞 （ＭＤＳＣｓ） 功能对大肠癌转移的影响。 方法　 体内实验， 构建小鼠大

肠癌皮下转移模型， 随机分为对照组和补肾解毒方低、 高剂量组 （１１􀆰 ６、 ２３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 给药干预 ５ 周后， 检测大肠癌

肺转移率、 肺质量及生存期； 免疫组化法检测肺组织缺氧、 凋亡相关蛋白表达； 流式细胞术检测 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ、 ＰＭＮ⁃
ＭＤＳＣｓ、 巨噬细胞和树突状细胞比例； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 和巨噬细胞功能基因 Ａｒｇ⁃１、 ＩＲＦ８、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ１６３、
ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达。 体外实验， ＭＡＣＳ 磁珠分选出肺组织 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ， 采用补肾解毒方 （０、 ３０、 ９０ μｇ ／ ｍＬ） 处理

７２ ｈ， 流式细胞术检测 ＣＤ１１ｂ＋Ａｒｇ⁃１＋、 Ｆ４ ／ ８０＋ＣＤ１６３＋、 Ｆ４ ／ ８０＋ＣＳＦ１Ｒ＋细胞群比例。 结果 　 体内实验结果显示， 与对

照组比较， 补肾解毒方高剂量组肿瘤肺转移率降低， 肺质量减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 小鼠生存期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织

Ｋｉ６７、 ＣＡ９ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺组织 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 浸润减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｍ１ 型巨噬细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｍ２ 型巨噬细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃ＋Ａｒｇ⁃１＋单核

型 ＭＤＳＣｓ 在肺组织中的浸润减少， 且多定位于肺转移灶外周； Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫抑制相关基因 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分化基因 ｉＮＯＳ、 ＩＲＦ８ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 体外实验结果显示， 与对照组比较， 补肾解毒方干预

后可降低 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 中 Ａｒｇ⁃１、 ＣＳＦ１Ｒ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 促进 Ｆ４ ／ ８０＋ＣＤ１６３＋表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 补肾解毒方可通

过促进 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 向成熟的单核细胞分化重塑大肠癌肺转移微环境。
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　 　 大肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ） 是造成全球癌症相

关死亡的第三大癌症， 高转移率是大肠癌死亡的主要原

因［１］ 。 肺是结直肠癌第二常见转移部位， 约 １１􀆰 ３％ 的患者

出现肺转移， 且伴有肺门及纵膈淋巴结转移患者的 ５ 年生

存率仅为 ６􀆰 ２％ ［２］ 。
《景岳全书·积聚》将肿瘤发生发展的病机总结为 “凡

脾肾不足及虚弱失调之人， 多有积聚之病”。 课题组前期

流行病学调查发现， 肾虚证型大肠癌患者转移率及外周血

中髓源抑制细胞 （ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌ， ＭＤＳＣｓ）
水平显著高于其他证型， 并且 ＭＤＳＣｓ 与大肠癌临床分期、
预后之间有显著相关性［３］ 。 因此， 课题组认为肾虚骨髓化

生失常， 正气不行， 湿热余毒伏居， 脉络空虚， 癌毒传舍，
最终导致肿瘤转移， 病位在肠， 病本在肾， 为本虚标实之

证。 课题组基于 《素问·六元正纪大论》中 “衰其大半而

止” 的原则， 总结出以补肾填精治法的临床验方———补肾

解毒方， 并在前期研究证实补肾解毒方联合辅助化疗能够

显著抑制Ⅲ期大肠癌患者复发及转移， 抑制机体 ＭＤＳＣｓ 水

平， 提高机体免疫［４］ ， 但其具体机制尚不清楚。 本研究旨

在探讨补肾解毒方是否通过抑制 ＭＤＳＣｓ 功能发挥抗大肠癌

转移， 以期为中医药靶向 ＭＤＳＣｓ 的治疗提供新的治疗

策略。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 健康雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ６０ 只， ＳＰＦ 级， ６ 周

龄， 体质量 １７～ ２２ ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］，
按照 ＳＰＦ 动物饲养管理要求饲养于上海中医药大学动物实

验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （沪） ２０２０⁃０００９］，
动物实验经上海中医药大学实验动物伦理委员会批准 （伦
理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０４２３００８）。
１􀆰 ２　 细胞　 ＭＣ⁃３８ 小鼠结肠癌细胞株购自中国科学院上海

生命科学研究院细胞库。
１􀆰 ３　 药物　 补肾解毒方由熟地黄 １５ ｇ、 肉苁蓉 ９ ｇ、 女贞
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子 ９ ｇ、 山慈菇 １２ ｇ、 人参片 ５ ｇ、 八月札 ６ ｇ、 甘草 ９ ｇ 组

成， 饮片购自上海中医药大学附属市中医医院。 称取上述

药材， 传统煎煮法煎煮后， 浓缩至生药量 ８ ｇ ／ ｍＬ， 冷却后

于 ４ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 试剂　 ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胎牛血清 （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司， 批号 １１９６５０８４、 １０１００１４７）； 异氟烷 （北京科月华

诚科技有限公司， 批号 Ｗ１００）； ４％ 多聚甲醛固定液、 苏木

素⁃伊红染液、 柠檬酸钠缓冲液、 山羊抗兔免疫球蛋白

（Ｉｇ） Ｇ 标记二抗 （上海碧云天生物技术股份有限公司， 批

号 Ｐ００９９、 Ｃ０１０９、 ００５０００、 Ａ⁃１１０３４）； Ｋｉ６７ 一抗、 ＣＡ９ 一

抗、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 一抗 ［艾博抗 （上海） 贸易有限公司， 批号

ａｂ１６６６７、 ａｂ２４３６６０、 ９６６２ ］； Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＢＵＶ３９５ ＣＤ４５、
Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ／ ｈｕｍａｎ ＢＵＶ６６１ ＣＤ１１ｂ、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＢＶ６０５ Ｇｒ⁃１、
Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＡＰＣ Ｌｙ６Ｇ、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＡＰＣ Ｆ４ ／ ８０、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ
ＰＥ⁃Ｃｙ７ Ａｒｇ⁃１、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｐｅｒ⁃ｃｐ５􀆰 ５ ＣＳＦ１Ｒ （美国 ＢＤ 公

司， 货 号 ５６４２７９、 ６１２９７７、 ５６３２９９、 ５５１４６０、 ５６５６３５、
ＮＢＰ１⁃３２７３１ＰＥＣＹ７、 １３５５２５ ）； Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＦＩＴＣ ＣＤ１６３、
Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＡＰＣ ＣＤ２０６、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＦＩＴＣ Ｌｙ６Ｃ （ 美 国

ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司， 货号 １５⁃０８６２⁃８２、 １４１７０８、 １２８０４１）。
１􀆰 ５ 　 仪 器 　 ＨＬＥ３００８６Ｖ － ８０ ℃ 超 低 温 冰 箱、 Ｔｈｅｒｍｏ
７５００９０２２ 低温离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流

式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； ＳＸ⁃ＢＨＣ 生物洁净

安全柜 （苏州净化设备有限公司）； ＤＳＸ１０００ 激光扫描共

聚焦显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｐｒｅｃｉｐｏｉｎｔ Ｍ８ 数字扫描显

微成像系统 （德国 Ｐｒｅｃｉｐｏｉｎｔ 公司）； Ｇｅｎｔｌｅ ＭＡＣＳ ２５ Ｃ
Ｔｕｂｅｓ、 Ｇｅｎｔｌｅ ＭＡＣＳ 组织处理器 （德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公

司）； ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃１９２ 低温快速研磨仪 （上海净信实业发展

有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及造模　 将 ６０ 只小鼠分为对照组和补肾解毒方

低、 高剂量组， 每组 ２０ 只， 其中 １０ 只用于生存期观察。
小鼠适应性饲养 １ 周后造模， 取对数期生长 ＭＣ⁃３８ 结肠癌

细胞， ＰＢＳ 调整细胞密度为 ２×１０７ ／ ｍＬ， 接种于小鼠右侧肩

胛部皮下， 待肿瘤生长至长径 １􀆰 ５ ｃｍ 左右， 于无菌麻醉状

态下剥除瘤体， 缝合皮肤， 继续常规饲养小鼠 ５ 周， 建立

转移皮下移植瘤高转移模型。
２􀆰 ２　 给药　 根据成人和小鼠等效剂量换算［５］ ， 补肾解毒方

低、 高剂量组小鼠灌胃给予 １１􀆰 ６、 ２３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 补肾解毒方

（分别为临床剂量的 １、 ２ 倍）， 对照组小鼠灌胃给予生理

盐水， 给药体积均为 ０􀆰 ２ ｍＬ， 瘤体剥除后第 １ 天开始给

药， 连续给药 ５ 周。 饲养期间小鼠自由饮食、 饮水， 末次

给药后１２ ｈ， 安乐死小鼠， 获取小鼠肺脏。
２􀆰 ３　 转移率及生存期评估

２􀆰 ３􀆰 １　 观察肺转移率及肺质量　 解剖获取小鼠肺脏， 称量

湿重， 并以 Ｂｏｕｉｓ 液固定 ２４ ｈ 后， 观察肺转移情况。
２􀆰 ３􀆰 ２　 生存期观察　 从建立转移瘤模型分组开始， 观察不

同干预条件下小鼠的生存时间， 绘制生存曲线。
２􀆰 ４　 免疫组化法检测肺组织 ＣＡ９、 Ｋｉ６７、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达　 各组小鼠肺组织用 ４％ 多聚甲醛固定液于 ４ ℃固定 ２４ ｈ
后， 梯度脱水， 浸蜡， 包埋， 石蜡切片后进行脱蜡处理，
组织切片于煮沸的柠檬酸钠缓冲液中进行抗原修复， 用含

３％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 封闭切片 １ ｈ， 分别滴加 ＣＡ９、 Ｋｉ６７、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 一抗 ４ ℃孵育过夜， ＰＢＳ 洗涤后将 １００ μＬ 二抗滴

加于载玻片上， 室温避光孵育 １ ｈ， ＤＡＢ 显色剂孵育， 终

止显色后滴加苏木素染色液复染， 封片后于显微镜下观察。
２􀆰 ５　 免疫荧光染色观察肺组织 ＣＤ１１ｂ、 Ｌｙ６Ｃ、 Ａｒｇ⁃１ 表达

及定位　 将石蜡切片置于抗原修复液中， 高温修复 ７ ｍｉｎ，
冷却至室温后滴加适量过氧化氢， 并于室温静置 ２０ ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 封闭液室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 分别用 ＣＤ１１ｂ、
Ｌｙ６Ｃ、 Ａｒｇ⁃１ 一抗 ４ ℃孵育过夜， 洗涤后用辣根过氧化物酶

标记的二抗室温孵育 １ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， ＤＡＰＩ 染核， 滴

加抗荧光淬灭剂封片， 于激光共聚焦显微镜下观察分子表

达和定位。
２􀆰 ６　 流式细胞术检测肺组织 ＭＤＳＣｓ 及巨噬细胞亚群 　 使

用 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ 小鼠肺脏解离试剂盒制备肺组织单细胞悬液，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 重悬后置于 ＥＰ 管 （每管 １００
μＬ）， 设置对照管、 单标管和实验管， 分别加入抗 ＣＤ１１ｂ、
抗 Ｇｒ⁃１、 抗 Ｌｙ６Ｃ、 抗 Ｆ４ ／ ８０、 抗 ＣＤ１６３、 抗 ＣＤ２０６ 荧光抗

体， ４ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 离心洗涤 ２ 次， 弃上清， ＰＢＳ 重

悬细胞， 上机检测并分析数据。
２􀆰 ７　 磁珠分选 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 及体外干预　 将新鲜的 １ ｍｍ３ 预

转移肺组织小块用胶原酶 ３７ ℃孵育后， 制备单细胞悬液。
根据 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ ＭＤＳＣｓ 磁珠分选试剂盒说明书， 用 ＦｃＲ
封闭剂 （１×１０８ ／ ５０ μＬ） 处理 １０ ｍｉｎ， 加入生物素偶联的细

胞受体 Ｇｒ⁃１ 或 Ｌｙ⁃６Ｃ 单克隆抗体， ４ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 在磁

场环境中使细胞通过 ＭＡＣＳ 柱， 阳性选择出 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 亚

群的纯度和活力大于 ９０％ 的细胞。 采用不同质量浓度补肾

解毒方 （０、 ３０、 ９０ μｇ ／ ｍＬ） 处理 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ ７２ ｈ， 流式细

胞术检测 Ａｒｇ⁃１、 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ１６３ 及 ＣＳＦ１Ｒ 表达。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 Ａｒｇ⁃１、 ｉＮＯＳ、 ＩＲＦ８、 ＣＤ１６３、
ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达　 按试剂盒说明书提取肺组织总 ＲＮＡ，
使用逆转录试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡ， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参进行

荧光定量 ＰＣＲ 检测， 扩增反应条件为 ９４ ℃ １０ ｍｉｎ， ９４ ℃
１５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 以 ２－ΔΔＣＴ法进行基因相对表

达量分析， 每组 ３ 个复孔。 引物由生工生物工程 （上海）
股份有限公司设计合成， 引物序列见表 １。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 两独立样本均数比较采用独立样本 ｔ 检验，
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。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺转移率及生存期的

影响　 大肠癌皮下高转移模型结果显示， 与对照组比较，
补肾解毒方各剂量组大肠癌肺转移率均降低， 见图 １Ａ。 与

对照组比较， 补肾解毒方高剂量组肺质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １Ｂ， 提示补肾解毒方高剂量组能抑制大肠癌肺转移。
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　 　 　 　 表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
ｉＮＯＳ 正向 ＡＴＧＡＧＧＣＴＧＣＴＣＡＴＣＣＣＴＴＣＣＴＴＧＡ

反向 ＣＴＴＴＴＣＴＣＡＴＣＴＣＧＴＴＣＴＧＣＣＡＣＣＴ
ＩＲＦ８ 正向 ＣＣＴＧＧＴＧＡＡＣＴＡＣＧＡＣＴＧＣＴ

反向 ＧＣＣＴＧＧＧＡＴＧＧＣＡＴＣＡＧＴＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

反向 ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
Ａｒｇ⁃１ 正向 ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ

反向 ＡＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣ
ＣＤ２０６ 正向 ＣＴＣＴＧＴＴＣＡＧＣＴＡＴＴＧＧＡＣＧＣ

反向 ＣＧＧＡＡＴＴＴＣＴＧＧＧＡＴＴＣＡＧＣＴＴＣ
ＣＤ１６３ 正向 ＡＴＧＧＧＴＧＧＡＣＡＣＡＧＡＡＴＧＧＴＴ

反向 ＣＡＧＧＡＧＣＧＴＴＡＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧ

对照组及补肾解毒方各剂量组中位生存期分别为 ３３、
４０􀆰 ５、 ５７􀆰 ５ ｄ， Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验和 Ｇｅｈａｎ⁃Ｂｒｅｓｌｏｗ⁃Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检

验显示远期及近期效应均有差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １Ｃ。 以

上结果表明， 补肾解毒方可延长小鼠生存期， 且安全性

较高。
３􀆰 ２　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织凋亡、 缺氧的

影响　 由图 ２ 可知， 与对照组比较， 补肾解毒方高剂量组

小鼠肺组织 Ｋｉ６７、 ＣＡ９ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 以上结果表明， 补肾

解毒方可促进大肠癌肺转移组织中凋亡蛋白表达， 并抑制

缺氧蛋白表达。
３􀆰 ３　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织 ＭＤＳＣｓ、 巨噬

细胞分群及树突状细胞的影响　 由图 ３Ａ～３Ｂ 可知， 与对照

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 补肾解毒方对小鼠大肠癌肺转移率及生存期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 补肾解毒方组间比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织 Ｋｉ６７、 ＣＡ９、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组比较， 补肾解毒方各剂量组小鼠肺组织中 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 浸

润均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且高剂量组降低更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
但对 ＰＭＮ⁃ＭＤＳＣｓ 比例无显著调控作用 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）。 由图

３Ｃ～３Ｅ 可知， 与对照组比较， 补肾解毒方组肺组织中 Ｆ４ ／
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８０＋及 Ｍ１ 型巨噬细胞比例均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｍ２ 型巨噬细

胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对 ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ１１ｃ＋ ＤＣ 细胞无显著

调控作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 以上结果表明， 补肾解毒方可能通

过抑制肺内免疫抑制性微环境的形成， 抑制大肠癌肺转移

的发生。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与补肾解毒方低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织 ＭＤＳＣｓ、 巨噬细胞分群及树突状细胞的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ４　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 表

达及定位影响 　 由图 ４ 可知， 补肾解毒方能抑制 ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｃ＋Ａｒｇ⁃１＋单核型 ＭＤＳＣｓ 在小鼠肺组织的浸润， 并且多在

肺转移灶的外周聚集。

图 ４　 各组小鼠肺组织中 ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃ＋Ａｒｇ⁃１＋ＭＤＳＣｓ 定位及表达 （免疫荧光， ×４００）

３􀆰 ５　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织中 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ、
巨噬细胞关键基因表达的影响　 由图 ５Ａ 可知， 与对照组比

较， 补肾解毒方高剂量组 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫抑制基因 Ａｒｇ⁃１
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分化基因 ｉＮＯＳ、 ＩＲＦ８ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 补肾解毒方低剂量组 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＲＦ８ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 由

图 ５Ｂ 可知， 与对照组比较， 补肾解毒方高剂量组促炎性巨

噬细胞表型 ＣＤ１６３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抗炎巨噬

细胞表型 ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 补肾解毒方

低剂量组 ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 以上结果表

明， 补肾解毒方可调控 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 和巨噬细胞表型， 重塑

大肠癌肺转移微环境。
３􀆰 ６　 补肾解毒方促进 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 向成熟单核细胞分化的体

外验证　 由图 ６Ａ～６Ｂ 可知， 与对照组比较， 补肾解毒方组

均能降低 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫抑制分子 Ａｒｇ⁃１ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
由图 ６Ｃ～６Ｅ 可知， 补肾解毒方组 Ｆ４ ／ ８０＋ ＣＤ１６３＋ 表型均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 免疫抑制分子 ＣＳＦ１Ｒ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
以上结果表明， 补肾解毒方在体外可能调控 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 向

Ｍ１ 巨噬细胞分化， 从而抑制 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫抑制活性。
４　 讨论

大肠癌转移涉及多种机制， 包括免疫逃逸、 上皮间质

转化、 血管新生和细胞外基质降解等， 而转移前微环境

（ｐｒｅ⁃ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｉｃｈｅｓ， ＰＭＮｓ） 的形成是肿瘤发生免疫逃逸

的关键［６］ ， 肿瘤细胞在转移之前会在靶器官形成转移前微

环境， 从而有利于播散肿瘤细胞的定植、 增殖［７⁃８］ 。 有研究

显示， 大量抑制性免疫细胞浸润是构筑转移前微环境的关
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与补肾解毒方低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 补肾解毒方对大肠癌肺转移小鼠肺组织 Ａｒｇ⁃１、 ｉＮＯＳ、 ＩＲＦ８、 ＣＤ１６３、 ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与补肾解毒方 ３０ μｇ ／ ｍＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 补肾解毒方促进 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 向成熟的单核细胞分化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

键［９］ 。 其中 ＭＤＳＣｓ 是骨髓调节性细胞的一个特殊亚群， 通

过多种机制抑制 Ｔ 细胞的抗肿瘤活性［１０⁃１１］ 。 ＭＤＳＣｓ 能够先

于肿瘤细胞到达转移靶器官， 介导炎症、 免疫抑制及血管

高渗等转移标志性特征的形成， 进而构筑转移前微环

境［１２］ 。 其中， 单核型髓源抑制细胞 （Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ） 与单核

细胞相似， 被 ＣＣＬ２、 ＣＣＬ５ 募集至靶器官， 发挥主要免疫

抑制活性， 具有高可塑性和分化潜力［１３］ 。 针对免疫微环境

中 ＭＤＳＣｓ 的治疗， 有望成为防治大肠癌转移的新策略。
中医药已经在大肠癌综合治疗中显露出独特优势。 课

题组在济川煎基础上， 加减化裁出补肾填精、 解毒散结的

补肾解毒方。 方中熟地黄滋补肾阴， 填精益髓， 为补肾阴

之要药， 现代药理学研究表明其能调节大鼠外周血中

ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋细胞调节免疫功能［１４］ ， 与肉苁蓉、 女贞子共

用， 以发挥缓补肝肾、 补肾填精之功； 人参片温补元气、
补脾益肺， 研究显示人参皂苷能显著减低结肠癌荷瘤小鼠

脾脏中 ＭＤＳＣｓ 浸润， 提高人参抗肿瘤能力［１５］ 。 山慈菇、 八

月札解毒散结， 共奏散毒攻瘤之功， 两者为临床消肿散结

抗肿瘤常用中药。 课题组前期临床研究结果显示， 补肾解

毒方能够抑制大肠癌术后辅助化疗患者血清 ＭＭＰ９、 ＶＥＧＦ
表达［１６］ ， 降低转移风险， 并抑制机体 ＭＤＳＣｓ 水平， 减轻晚

期结直肠癌患者癌因性疲乏程度［１７］ 。
本研究建立大肠癌高转移小鼠模型， 明确补肾解毒方

可降低大肠癌肺转移率， 抑制肿瘤侵袭转移相关指标 Ｋｉ６７、
ＣＡ９ 表达， 并促进凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达。 有研究显示，
在一定条件下， Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 可以向具有抑制 Ｔ 细胞效应的

ＭＨＣ Ⅱ＋Ｍ１ 型巨噬细胞分化［１８］ 。 本研究发现， Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ
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与大肠癌肺转移微环境构建密切相关， 这与临床研究中发

现肠癌患者外周血及肿瘤组织中 ＭＤＳＣｓ 数量多于正常人的

结果一致［１９］ 。 通过免疫荧光定位实验发现， 补肾解毒方干

预后 Ｌｙ６Ｃ＋Ａｒｇ⁃１＋的单核细胞表达降低， 这类细胞多聚集在

转移灶外周。 ＩＲＦ８ 能调控骨髓细胞向单核⁃巨噬细胞分化，
是一个诱导并维持髓系细胞终末成熟分化状态的重要分

子［２０⁃２１］ 。 本研究发现， 补肾解毒方可抑制 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫

抑制活性， 并促进分化因子 ＩＲＦ８ 表达， 同时促进炎性巨噬

细胞标志分子 ＣＤ１６３ 表达升高， 提示补肾解毒方抑制 Ｍｏ⁃
ＭＤＳＣｓ 免疫抑制活性可能与其分化有关。 巨噬细胞依靠集

落刺激因子⁃１ （ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ⁃１， ＣＳＦ⁃１） 进行分化

和存活。 有研究显示， 抑制 ＣＳＦ⁃１Ｒ 能抑制巨噬细胞向 Ｍ２
型极化［２２］ ， ＣＤ１６３ 是炎性巨噬细胞的主要标志物， ＣＤ１６３
高表达巨噬细胞能促进 Ｔ 细胞的免疫活性［２３］ 。 本研究发

现， 补肾解毒方能降低其免疫抑制活性， 并证实其促进

Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 向抗肿瘤原性的 Ｆ４ ／ ８０＋ＣＤ１６３＋细胞群分化， 并

降低 ＣＳＦ１Ｒ 表达， 说明补肾解毒方在体外调控 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ
向 Ｍ１ 巨噬细胞分化， 从而抑制 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ 免疫抑制活性。

综上所述， 本研究通过建立大肠癌肺转移小鼠模型发

现补肾解毒方能特异性调控髓系细胞成熟， 使 Ｍｏ⁃ＭＤＳＣｓ
偏向肺转移微环境中促炎性巨噬细胞群分化， 发挥抗大肠

癌转移， 从而为中医药靶向 ＭＤＳＣｓ 的治疗提供新策略。
利益冲突： 本文不存在任何利益冲突。
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