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摘要： 目的　 研究小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫微环境的影响。 方法　 将 ４０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机

分为正常组、 模型组、 ５⁃ＦＵ 组 （２５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和小艾飞蜜膏低、 高剂量组 （１􀆰 ３５、 ２􀆰 ７０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 除正常组

外， 其余各组均建立ＭＦＣ 胃癌皮下荷瘤小鼠模型， 连续给药 ９ ｄ。 给药结束后采集样本， 计算抑瘤率和脏器系数； ＨＥ
染色法观察肿瘤形态学变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平； 流式细胞术检测脾脏组织 Ｔ 淋巴

细胞亚群变化； 转录组测序技术检测肿瘤组织差异表达基因； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件筛选关键基因； ｑＰＣＲ 验证关键基

因 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 小艾飞蜜膏高剂量组小鼠肿瘤质量、 脾脏和肾脏指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肿瘤组

织坏死区域增多； 小艾飞蜜膏各剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脾脏组织 ＣＤ４＋Ｔ 细胞比例、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８＋Ｔ 细胞、
Ｔｒｅｇ 细胞、 Ｔｈ１７ 细胞比例均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 转录组测序筛选得到差异表达基因共 １１０ 个， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 １０􀆰 ２ 软件筛选得到 Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、 Ｃｘｃｒ１、 Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ 这 １０ 个关键

基因。 关键基因 ｍＲＮＡ 表达与转录组测序趋势相同， 与模型组比较， 小艾飞蜜膏高剂量组肿瘤组织 Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、
Ｃｘｃｒ１、 Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 小艾

飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生长有抑制作用， 其抗肿瘤机制可能与提高荷瘤小鼠机体免疫功能， 改善肿瘤免疫

抑制微环境， 抑制肿瘤细胞增殖有关。
关键词： 小艾飞蜜膏； 胃癌； 肿瘤生长； 免疫微环境； Ｔ 淋巴细胞； 转录组学
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　 　 胃癌是全世界第五大常见癌症， 也是我国癌症致死的

主要原因之一［１］ 。 现阶段胃癌的治疗策略主要包括手术、
放疗、 化疗以及靶向治疗等疗法， 但存在术后易复发、 放

化疗毒副作用大、 耐药以及靶向治疗成本昂贵等弊端， 而

中医药治疗胃癌具有不良反应少、 成本低等特点， 并通过

多成分、 多途径、 多靶点的综合调控作用， 能明显提高胃

癌患者的生活质量和延长患者的生存期， 成为临床研究胃

癌的热点［２］ 。
小艾飞蜜膏是新疆维吾尔自治区维吾尔医医院长期使

用的院内制剂， 由金钱白花蛇、 高良姜、 荜茇、 胡椒、 干

姜共 ５ 味药组成， 临床应用时将复方中各味药材共研细粉，
加以炼蜜制成膏剂服用， 用于治疗消化道和生殖系统的肿

瘤、 炎症、 漏症、 顽固性疮疡、 气结性恶疮等， 疗效显

著［３］ 。 课题组前期研究证实， 小艾飞蜜膏能抑制 ＭＦＣ 胃癌
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荷瘤小鼠肿瘤的生长， 并对荷瘤小鼠机体免疫有所调

节［４］ 。 本研究以此为背景， 采用转录组学方法对荷瘤小鼠

肿瘤微环境的影响展开研究， 进一步阐明小艾飞蜜膏抗胃

癌的免疫调节作用， 并为小艾飞蜜膏的临床应用和成果转

化提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞株　 ４０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 体质

量 （２０±２） ｇ， ４ ～ ６ 周龄， 购自并饲养于新疆医科大学动

物实验中心 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （新） ２０２３⁃
０００１， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （新） ２０２３⁃０００４］， 饲

养环境温度 （２２±２）℃、 相对湿度 ５０％ ～７０％ 、 光暗交替循

环 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 本动物实验获得新疆医科大学医学实验动物

中心动物伦理委员会批准 （批准号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２１１０１６⁃３５）。
小鼠胃癌细胞 ＭＦＣ （货号 ＣＬ⁃０１５６） 购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 小艾飞蜜膏 （批号 ２０２２０７０６） 购自新

疆维吾尔自治区维吾尔医医院； ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ， 批号

２５２３６６， 美国 ＭＣＥ 公司）。 胎牛血清 （批号 ＷＸＢＤ２０９１Ｖ，
美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、 ＰＣＲ 反转录试剂盒

（批号 ＧＡ２３０７００５２４７８、 ＭＰＣ２３１１００７， 武汉赛维尔生物科

技有限公司）； 红细胞裂解液 （货号 ＬＹＳ０１， 杭州联科生物

技术股份有限公司）； ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＧＦ⁃β１ ＥＬＩＳＡ
试剂 盒 （ 批 号 １２０１８６９１１５、 １１６１９１０７１１１３、 ９７１９８３１０２６、
２２９１９８２１１０８， 武汉博士德生物工程有限公司）； 小鼠 ＣＤ４５
（ＡＰＣ⁃Ｃｙ７ 标记）、 ＣＤ３ （ ＦＩＴＣ 标记）、 ＣＤ４ （ ＢＶ４２１ 标

记）、 ＣＤ８ （ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５ 标记）、 ＣＤ２５ （ＰＥ 标记）、 Ｆｏｘｐ３
（Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 标记）、 ＩＬ⁃１７Ａ （ＢＶ６０５ 标记） 抗体 （批号

３２６４２３５、 ３２７２３７８、 ３１８８４４４、 ３２５４７７２、 ３０３４２５８、
３２６５６８１、 ３１８６６０５， 美国 ＢＤ 公司）； 高纯度 ＲＮＡ 提取试剂

盒 （批号 Ｒ４０８１５， 北京全式金生物技术股份有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＦＣ 全自动酶标仪、 ＳｏｒｖａｌｌＳＴ １６Ｒ 离心机、 荧

光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 明澈⁃
Ｄ２４ＵＶ 纯水仪 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＲＭ２０１６ 病理切片

机、 ＤＭ３００ 正置荧光显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； 电子分析

天平 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ 流式细胞分析仪

（美国 ＢＤ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＭＦＣ 细胞混悬液制备　 ＭＦＣ 细胞用含 １０％ 胎牛血清

的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基在 ３７ ℃、 含有 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱

中培养至对数生长期， 待细胞密度达 ８０％ 时， 用加入

０􀆰 ２５％ 胰酶消化 ３ ｍｉｎ， 加入培养基终止消化后， 用 ＰＢＳ 缓

冲液吹打成单个悬浮细胞， 调整细胞密度为 １×１０７ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 造模、 分组与给药 　 取 ３２ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 右侧腋

下备皮， 经 ７５％ 乙醇消毒后， 接种 ０􀆰 ２ ｍＬ ＭＦＣ 细胞悬液

（１×１０７ ／ ｍＬ）， 建立 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠模型。 将胃癌荷瘤

小鼠随机分为模型组、 ５⁃ＦＵ 组和小艾飞蜜膏低、 高剂量

组， 每组 ８ 只， 另取 ８ 只未接种 ＭＦＣ 细胞的小鼠为正常

组。 造模后 ５～６ ｄ 于右腋下肉眼可见肿节， 即为造模成功，

第 ７ 天给药。 根据小艾飞蜜膏临床用量计算出小鼠等效剂

量即低剂量为 １􀆰 ３５ ｇ ／ ｋｇ， 高剂量设为低剂量的 ２ 倍为 ２􀆰 ７０
ｇ ／ ｋｇ。 造模成功后， 小艾飞蜜膏低、 高剂量组小鼠灌胃给

予 １􀆰 ３５、 ２􀆰 ７０ ｇ ／ ｋｇ 小艾飞蜜膏， 每天 １ 次； 正常组和模型

组小鼠灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次； ５⁃ＦＵ 组小鼠

隔天腹腔注射 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ５⁃ＦＵ， 连续给药 ９ ｄ， 第 １０ 天麻醉

后处死。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 样本采集及测定　 以戊巴比妥钠麻醉小鼠后， 摘眼

球取血约 １ ｍＬ， 室温放置 １ ｈ 后， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ， 分离得到血清。 摘取心脏、 肝脏、 脾脏、 肺、 肾

脏、 胸腺、 肿瘤组织， 计算脏器系数， 计算公式为脏器指

数＝脏器质量 ／体质量。 剥离取出肿瘤并称重， 记录各组肿

瘤质量并计抑瘤率， 计算公式为抑瘤率＝ ［ （模型组肿瘤质

量－给药组肿瘤质量） ／模型组肿瘤质量］ ×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色法观察肿瘤组织形态变化 　 每组随机取 ３
只小鼠肿瘤组织经 ４％ 多聚甲醛固定， 石蜡包埋， 切片， 脱

蜡， 苏木精、 伊红染色， 脱水封片后， 于光学显微镜下观

察各组小鼠肿瘤组织形态变化。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水

平　 采集的血清按照 ＥＬＩＳＡ 说明书检测 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃
１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平。
２􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞术检测脾脏组织 Ｔ 淋巴细胞亚群变化　 取

各组小鼠脾脏， ＰＢＳ 冲洗， 用载玻片的磨砂面将脾脏从边

缘磨碎， 将研磨液通过 ２００ 目尼龙网过滤， 离心后弃上清，
加入 ２ ｍＬ 红细胞裂解液， 冰上裂解 １０ ｍｉｎ， 终止裂解后

ＰＢＳ 清洗， 并调整细胞浓度为 ２× １０６ ／ ｍＬ， 转移至流式管

中， 按照说明书步骤加入相应的封闭液、 刺激剂、 破膜剂

及抗体进行孵育， 重悬细胞并上机检测 ＣＤ４５、 ＣＤ３、 ＣＤ４、
ＣＤ８、 ＣＤ２５、 Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１７Ａ 指标变化， 用 Ｆｌｏｗｊｏ 分析软件

对数据进行分析。
２􀆰 ４　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 转录组学测序分析

２􀆰 ４􀆰 １　 转录组测序　 从模型组和小艾飞蜜膏高剂量组中每

组随机选取 ４ 个肿瘤块样本， 提取总 ＲＮＡ 进行测序， ＲＮＡ
样品检测合格后， 用带有 Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 的磁珠富集 ｍＲＮＡ，
加入 ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 将 ｍＲＮＡ 打断成短片段， 以 ｍＲＮＡ
为模板， 用六碱基随机引物合成一链 ｃＤＮＡ， 加入缓冲液、
ｄＮＴＰｓ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ 和 ＲＮａｓｅ Ｈ 合成二链 ｃＤＮＡ， 利

用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化双链 ｃＤＮＡ。 纯化的双链 ｃＤＮＡ 先

进行末端修复、 加 Ａ 尾并连接测序接头， 再用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
ｂｅａｄｓ 进行片段大小选择， 最后进行 ＰＣＲ 扩增， 并用

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化 ＰＣＲ 产物， 得到最终的文库。 文库

构建完成后， 先使用 Ｑｕｂｉｔ ２􀆰 ０ 进行初步定量， 稀释文库，
使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 对文库的插入片段大小进行检测， 插入片

段符合预期后， 使用 ｑＰＣＲ 方法对文库的有效浓度进行准

确定量， 以保证文库质量。 文库检测合格后， 按照有效浓

度及目标下机数据量的需求将不同文库 ｐｏｏｌｉｎｇ 至 ｆｌｏｗｃｅｌｌ，
ｃＢＯＴ 成簇后使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序平台 （ＨｉＳｅｑ ／ ＭｉＳｅｑ）
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进行测序。 总 ＲＮＡ 的提取、 检测及转录组测序由上海欧易

生物医学科技有限公司完成。
２􀆰 ４􀆰 ２　 差异基因筛选及生信分析　 将样品中的差异基因进

行分析， 以 “ｌｏｇ２ ｜ （ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ） ｜ ＞２， Ｐ 值＜０􀆰 ０５” 为

筛选条件筛选差异表达基因 （ＤＥＧｓ）， 对 ＤＥＧｓ 进行聚类

热图及火山图分析总 ＤＥＧｓ 的分布情况、 差异大小及差异

显著性等信息； 并对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 富集分析， 对其功能进

行描述， 利用 ＫＥＧＧ 数据库对 ＤＥＧｓ 进行分析， 筛选转录

显著差异基因富集的信号通路。 将差异表达基因上传至

ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 下载 ＴＳＶ
格式结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件中绘制 ＰＰＩ 网络图及筛

选关键差异表达基因。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法验证关键差异表达基因　 剥离小鼠肿瘤

组织， ＰＢＳ 清洗表面血迹， 液氮速冻， 置于－８０ ℃冰箱保

存。 取各组肿瘤组织约 ５０ ｍｇ， 加液氮研磨， 按照 ＲＮＡ 提

取试剂盒说明书步骤提取总 ＲＮＡ， 根据反转录试剂盒说明

书进行反转录获取 ｃＤＮＡ， 将目的基因和内参进行 ＰＣＲ 扩

增。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算各组关键差异表

达基因的 ｍＲＮＡ 表达， 每组样品重复检测 ３ 次。 所有引物

均来自 ＮＣＢＩ 官网， 由新疆有康生物科技有限公司合成，
引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列

ＰＤＰＮ 正向 ５′⁃ＡＣＣＧＴＧＣＣＡＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＣＡＡＣＣＴＧＴＧＧＴＴＧＴＴＡＴＴＴＴＧＴ⁃３′

Ｍｃｐｔ４ 正向 ５′⁃ＣＴＴＣＴＧＡＣＴＴＴＡＴＣＡＡＧＣＣＧＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＣＴＣＣＡＧＴＴＣＧＣＣＣＣＣ⁃３′

ＩＬ１３ｒａ２ 正向 ５′⁃ＴＧＧＴＣＴＧＣＴＣＴＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＴＧＧＡＧＧＴＡＡＴＣＡＧＣＡＣＡＣＴＧ⁃３′

ＤＬＬ４ 正向 ５′⁃ＧＣＧＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＡＣＣＡＡＡＴＧＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＡＣＡＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＣＴＴＧＧＡＴＧＧ⁃３′

ＣＸＣＲ２ 正向 ５′⁃ＡＴＧＣＣＣＴＣＴＡＴＴＣＴＧＣＣＡＧＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＧＣＴＣＣＧＧＴＴＧＴＡＴＡＡＧＡＴＧＡＣ⁃３′

ＣＸＣＲ１ 正向 ５′⁃ＴＣＴＧＧＡＣＴＡＡＴＣＣＴＧＡＧＧＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＣＴＧＴＴＧＧＴＴＡＴＴＧＧＡＡＣＴＣＴＣ⁃３′

Ａｄｇｒｅ１ 正向 ５′⁃ＣＣＴＧＣＴＧＴＧＴＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＣＧＴＣＴＧＧＴＴＧＴＣＡＧＴＣＴＴＧＴ⁃３′

ＴＮＦｓｆ１５ 正向 ５′⁃ＴＴＡＧＣＡＣＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＧＣＴＧＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＣＴＴＧＣＴＧＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′

Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ 正向 ５′⁃ＡＧＡＡＧＧＴＴＡＧＴＣＣＡＧＡＴＣＣＡＴＡＴＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＧＣＡＴＡＧＡＣＡＴＡＧＧＡＡＣＧＧＣ⁃３′

Ｓｅｒｐｉｎｂ２ 正向 ５′⁃ＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＧＴＣＡＧＣＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＧＣＡＣＣＧＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＴ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ⁃３′

２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 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， 多重

比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验， 基因表达比较采用独立样本 ｔ 检验

（双尾法）。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生长抑制率的

影响　 给药 ９ ｄ 后， 与模型组比较， ５⁃ＦＵ 组和小艾飞蜜膏

高剂量组肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ５⁃ＦＵ 组和小艾飞蜜膏

低、 高剂量组小鼠肿瘤抑制率分别为 ５５􀆰 ３％ 、 ３８􀆰 ８％ 、
４７􀆰 ９％ ， 见图 １、 表 ２。

图 １　 各组小鼠肿瘤大小比较

表 ２　 各组小鼠肿瘤生长抑制率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 肿瘤质量 ／ ｇ 抑瘤率 ／ ％

模型组 ０􀆰 ３０７±０􀆰 １８４ —
５⁃ＦＵ 组 ０􀆰 １３７±０􀆰 ０９１∗ ５５􀆰 ３

小艾飞蜜膏低剂量组 ０􀆰 １８８±０􀆰 ０９０ ３８􀆰 ８
小艾飞蜜膏高剂量组 ０􀆰 １６０±０􀆰 ０７７∗ ４７􀆰 ９

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠体质量和脏器指数

的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠体质量、 肝脏指数降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 脾脏、 肾脏、 肺指数均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ５⁃ＦＵ 组小鼠体质量、 肝脏指数、
脾脏指数、 胸腺指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 小艾飞蜜

膏低剂量组脾脏指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 高剂量组脾脏指数、
肾脏指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２。 结果表明， 肿瘤会对小

鼠体质量和脏器产生不同程度的影响， ５⁃ＦＵ 对体质量和脏

器影响严重， 且对免疫器官有抑制作用， 而小艾飞蜜膏无

明显不良反应。
３􀆰 ３　 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤组织病理变化

的影响　 模型组小鼠肿瘤组织中肿瘤细胞密度较高， 细胞

形态规则、 排列均一， 未见明显肿瘤坏死灶； ５⁃ＦＵ 组及小

艾飞蜜膏各剂量组肿瘤细胞密度降低， 分布不均， 核大，
色深， 形状差异明显， 呈不同程度肿瘤坏死灶， 见图 ３。
３􀆰 ４　 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、
ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠

血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃２ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ５⁃ＦＵ 组小鼠血清 ＩＦＮ⁃
γ、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 小艾飞蜜膏各剂量组小

鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃２
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
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注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠体质量和脏器指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

图 ３　 各组小鼠肿瘤组织病理形态变化 （ＨＥ 染色）

注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水

平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ５　 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠脾脏 Ｔ 淋巴细胞亚

群变化的影响　 与正常组比较， 模型组 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞比例、
ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ８＋Ｔ 细胞、 Ｔｒｅｇ
细胞、 Ｔｈ１７ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， ５⁃ＦＵ 组 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｈ１７ 细

胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 小艾飞蜜膏各剂量组 ＣＤ４＋Ｔ 细胞

比例、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比值升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＣＤ８＋Ｔ 细胞、 Ｔｒｅｇ 细胞、 Ｔｈ１７ 细胞比例降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５～６。
３􀆰 ６　 转录组学测序分析

３􀆰 ６􀆰 １　 差异表达基因筛选　 为了评估样本组间差异及组内

重复情况， 本研究首先对各个样本的测序结果进行了主成

分分析 （ＰＣＡ） 和样本 ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ 聚类分析， 见图 ７。
结果显示， 模型组中各样本与小艾飞蜜膏高剂量组中各样

本比较相对分散， 表明组间独立性和组内重复性相对较好。
　 　 ＤＥＧｓ 火山图显示， 与模型组比较， 小艾飞蜜膏组

ＤＥＧｓ 共有 １１０ 个， 其中上调基因 ３４ 个， 下调基因 ７６ 个；
对 ２ 组 ＤＥＧｓ 进行聚类分析， 发现模型组和小艾飞蜜膏组

之间存在较为明显的差异， 见图 ８。
３􀆰 ６􀆰 ２　 转录组差异表达基因的 ＧＯ 功能分析　 对 ＤＥＧｓ 按

照生物过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、 细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 和分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 进
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注： Ａ 为 ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋Ｔ 细胞， Ｂ 为 Ｔｒｅｇ 细胞， Ｃ 为 Ｔｈ１７ 细胞。

图 ５　 各组小鼠 Ｔ 淋巴细胞亚群变化

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组小鼠 Ｔ 淋巴细胞亚群变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

行 ＧＯ 分类挑选， 每个 ＧＯ 分类中挑选 Ｐ 值最小即富集最显

著的前 １０ 个 ＧＯ 条目进行展示， 见图 ９。 结果显示， ＢＰ 主

要涉及髓系树突状细胞活化、 细胞表面受体信号通路、 炎

症反应、 趋化作用、 免疫应答等； ＣＣ 主要涉及胞外区、 细

胞外间隙、 囊泡、 质膜外侧、 颗粒分泌等； ＭＦ 主要与酪氨

酸蛋白激酶活性、 细胞因子活性、 Ｇ⁃蛋白偶联受体活性、
电压门控离子通道活性、 ＧＴＰ 结合等有关。

３􀆰 ６􀆰 ３　 转录组差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析 　 ＤＥＧｓ 进

行 ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选对应基因数目大于 ２ 的条目， 按

照每个条目对应的⁃ｌｏｇ１０Ｐｖａｌｕｅ 由大到小排序， 前 ２０ 条以

气泡图呈现， 见图 １０。 结果显示， ＤＥＧｓ 主要涉及乳腺癌、
癌症信号通路、 帕金森病、 蛋白质的消化和吸收、 补体与

凝血级联信号通路、 血管平滑肌收缩、 神经活性配体受体

互作、 磷脂酶 Ｄ 信号通路、 细胞因子受体相互作用。
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注： Ａ 为 ＰＣＡ 分析， Ｂ 为 ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ 聚类分析。 ＧＣ１、 ＧＣ２、 ＧＣ３、 ＧＣ４ 为模型组样本， ＣＸＨＯ１、
ＣＸＨＯ２、 ＣＸＨＯ３、 ＣＸＨＯ４ 为小艾飞蜜膏高剂量组样本。

图 ７　 ＰＣＡ 分析和 ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ 热图分析

注： Ａ 为 ＤＥＧｓ 火山图， Ｂ 为聚类分析图．

图 ８　 ＤＥＧｓ 火山图和聚类分析图

图 ９　 ＧＯ 功能富集分析

３􀆰 ６􀆰 ４　 关键差异表达基因筛选 　 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软

件绘制 ＰＰＩ 网络图， 见图 １１， 使用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件按照

ＭＣＣ 算法筛选出排名前十的关键基因， 见图 １２， 分别是

Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、 Ｃｘｃｒ１、 Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、
Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ， 详见表 ３。
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图 １０　 ＫＥＧＧ 富集分析结果

图 １１　 差异表达基因 ＰＰＩ 网络图

图 １２　 关键差异表达基因网络图 （前 １０ 位）

表 ３　 关键差异表达基因信息 （前 １０ 位）
名称 表达情况 差异倍数 Ｐ 值

Ａｄｇｒｅ１ 降低 －１􀆰 ０７６ ８９６ ０􀆰 ０３９ １９０
Ｓｅｒｐｉｎｂ２ 降低 －１􀆰 １２６ ２８８ ０􀆰 ０３２ ８７４
Ｃｘｃｒ２ 降低 －１􀆰 ３０４ ４６９ ０􀆰 ００６ ６２２
Ｃｘｃｒ１ 降低 －２􀆰 １２３ ６０３ ０􀆰 ０１４ ８８９
ＤＬＬ４ 降低 －１􀆰 ２５８ ９４８ ０􀆰 ０１１ ５１８

Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ 降低 －１􀆰 １１２ ４２５ ０􀆰 ０２５ ２９８
Ｍｃｐｔ４ 降低 －１􀆰 １７３ ７５３ ０􀆰 ０４１ ６８８
Ｔｎｆｓｆ１５ 降低 －１􀆰 ５４６ ７５１ ０􀆰 ００７ ０４５
ＩＬ１３ｒａ２ 降低 －１􀆰 １８９ ９６４ ０􀆰 ０２１ ３９８
Ｐｄｐｎ 降低 －１􀆰 ９０７ ５３０ ０􀆰 ０１６ ２７６

３􀆰 ６􀆰 ５　 关键差异表达基因表达验证　 为验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序

数据的准确性， 将 “３􀆰 ６􀆰 ４” 项下筛选得到的前 １０ 位关键

差异表达基因进行验证， 结果见图 １３。 与模型组比较， 小

艾飞 蜜 膏 高 剂 量 组 肿 瘤 组 织 Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、 Ｃｘｃｒ１、
Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 表达趋势与 ＲＮＡ⁃
ｓｅｑ 结果一致， 证明测序结果真实可靠。 结果表明， 小艾飞

蜜膏可以通过下调荷瘤小鼠肿瘤组织中以上关键基因的表

达来调控肿瘤微环境的变化。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 差异表达基因 ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

免疫器官的脏器指数是衡量机体免疫功能的指标之一，
胸腺是 Ｔ 淋巴细胞成熟、 增殖和分化的主要场所， 脾脏是

发生免疫应答的主要场所， 两者能初步反映机体的免疫功

能水平［５］ 。 本实验结果显示， 小艾飞蜜膏和 ５⁃ＦＵ 对胃癌均

有一定的抑制作用； ５⁃ＦＵ 对小鼠体质量和脏器有严重影

响， 尤其对胸腺有严重的抑制作用， 而小艾飞蜜膏并未产

生明显毒性。 模型组脾脏增大， 表明荷瘤小鼠脾脏进入了
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负免疫调节阶段［６］ ， 提示模型组小鼠的免疫功能受到抑制；
小艾飞蜜膏组脾脏指数降低， 但后续流式细胞术检测 Ｔ 细

胞亚群并未受到影响。 ＣＤ４＋ Ｔ、 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞是主要的 Ｔ 淋

巴细胞亚群， 两者的比值能直接反映机体免疫力的水平［７］ 。
Ｔｒｅｇ 是主要以 ＣＤ２５ 和 Ｆｏｘｐ３ 为细胞表型特征的一类具有免

疫抑制作用的 Ｔ 细胞［８］ ， 主要在肿瘤组织的缺氧区域聚集，
具有分泌 ＴＧＦ⁃β１ 等免疫抑制细胞因子、 激活肿瘤细胞的免

疫耐受和帮助肿瘤细胞免疫逃逸的作用［９］ 。 Ｔｈ１７ 细胞是主

要以 ＩＬ⁃１７Ａ 为细胞表型特征的 Ｔ 细胞亚群， 在胃癌中 Ｔｈ１７
细胞可以通过介导炎症反应来刺激血管的生成， 促进肿瘤

细胞的生长、 浸润和转移， 并且 ＩＬ⁃１β 和 ＴＧＦ⁃β１ 会使 Ｔｈ１７
细胞数量增加， 加剧肿瘤微环境的炎症反应， 促进肿瘤生

长［１０］ 。 本实验结果显示， 小艾飞蜜膏可以提高机体的

ＣＤ４＋Ｔ 细胞比例与 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比值， 降低 ＣＤ８＋ Ｔ 细

胞、 Ｔｒｅｇ 细胞、 Ｔｈ１７ 细胞比例， 通过调节机体免疫功能，
抑制肿瘤细胞的免疫逃逸和炎症反应而发挥抗肿瘤作用。

转录组学可以通过检测基因表达变化来研究疾病的发

生和发展过程， 揭示其功能和潜在的分子机制［１１］ 。 本研究

通过转录组学探讨小艾飞蜜膏对胃癌发展过程中基因表达

的影响， 通过富集分析得到的关键差异表达基因有 Ａｄｇｒｅ１、
Ｓｅｒｐｉｎｂ２、 Ｃｘｃｒ２、 Ｃｘｃｒ１、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、
ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ， 小艾飞蜜膏通过下调这些基因的表达， 发

挥抗肿瘤作用。 Ａｄｇｒｅ１ 是一种在肿瘤组织中异常表达的巨

噬细胞标志物， 其表达的下调可能减少肿瘤相关巨噬细胞

的促肿瘤活性， 改善免疫微环境［１２］ 。 ＤＬＬ４ 在多种癌症中作

为致癌基因， 其表达降低可能抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路， 从而

减少胃癌细胞的转移和血管生成［１３］ 。 ＰＤＰＮ 作为一种新兴

的癌症生物标志物和治疗靶点， 可以被 ＩＬ⁃１β 和 ＴＧＦ⁃β１ 诱

导产生， 并在癌症相关成纤维细胞和炎症巨噬细胞上高度

表达， ＰＤＰＮ 的抑制可能减少肿瘤细胞的增殖、 迁移、 侵袭

和炎症反应， 进而抑制肿瘤进展［１４］ 。 此外， 小艾飞蜜膏对

Ｍｃｐｔ４ 的调节作用可能抑制肥大细胞介导的促炎反应， 减缓

胃癌的发展［１５⁃１６］ 。 ＩＬ１３ｒａ２ 是 ＩＬ⁃１３ 的高亲和力膜受体， 在

多种实体瘤中过表达， ＩＬ１３ｒａ２ 的下调可能减弱肿瘤细胞的

增殖和侵袭能力［１７］ 。 ＣＸＣＲ１ 和 ＣＸＣＲ２ 都属于趋化因子超

家族， 小艾飞蜜膏可能通过降低 ＣＸＣＲ１ 和 ＣＸＣＲ２ 的表达

来减少肿瘤细胞干性及其增殖和转移， 同时影响肿瘤免疫

微环境［１８⁃１９］ ， 还可能影响 ＣＸＣＲ２， 让其在 Ｔｒｅｇ 募集和肿瘤

免疫逃逸中的作用受到抑制， 同时提高肿瘤对化疗的敏感

性［２０］ 。 已有研究表明， ＴＮＦｓｆ１５ 在不同的肿瘤类型中发挥

不同作用， 在胃癌中， ＴＮＦｓｆ１５ 的表达降低可能与改善胃癌

患者的预后相关［２１⁃２２］ 。 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２ 属于丝氨酸蛋

白酶抑制剂超家族成员， Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ 和 Ｓｅｒｐｉｎｂ２ 的下调可能

与肿瘤的发展、 转移和预后改善有关［２３⁃２４］ 。 以上研究表明，
小艾飞蜜膏可能通过综合调控关键基因的表达， 对肿瘤免

疫微环境和细胞信号传导途径产生积极影响， 从而改善肿

瘤免疫抑制微环境， 发挥其抗肿瘤作用。
综上所述， 小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生

长有抑制作用， 其抗肿瘤机制可能与提高荷瘤小鼠机体

免疫功能， 改善肿瘤免疫抑制微环境， 抑制肿瘤细胞增

殖有关， 本研究可为小艾飞蜜膏的临床应用提供一定的

科研基础。
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摘要： 目的　 基于转录组测序探究拟黑多刺蚁活性组分对胶质母细胞瘤 Ｔ９８Ｇ 细胞生长的抑制作用。 方法 　 采用

ＣＣＫ８ 法检测不同质量浓度拟黑多刺蚁活性组分干预 ２４ ｈ 对 Ｔ９８Ｇ 细胞活力的影响； 克隆形成实验、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验、
ＤＮＡ 损伤检测实验和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验检测拟黑多刺蚁活性组分对 Ｔ９８Ｇ 细胞的增殖、 迁移、 ＤＮＡ 损伤和修复能力的影

响。 拟黑多刺蚁活性组分处理 Ｔ９８Ｇ 细胞后进行转录组测序， 通过生物信息学分析获得拟黑多刺蚁的活性成分及关键

靶基因， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测相关基因 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 拟黑多刺蚁活性组分作用 Ｔ９８Ｇ 细胞的 ＩＣ５０值为 ４􀆰 ５７ ｍｇ ／ ｍＬ。 与

对照组比较， 给药组克隆形成数目和迁移率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔ９８Ｇ 细胞 ＤＮＡ 损伤增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＮＡ 损

伤修复基因 ＲＡＤ５０、 ＭＲＥ１１ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 转录组测序分析显示， 与对照组比较， 给药组有 ３６３ 个基

因表达上调， １ ００６ 个基因表达下调。 ＧＯ 富集分析显示， 差异基因主要参与细胞过程、 代谢、 免疫等反应调控。
ＫＥＧＧ 分析显示， 差异基因主要参与 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、 Ｎｏｄ 样受体信号通路。 生物信息学分析显示， 拟黑多刺蚁

活性组分抗胶质瘤的关键靶基因是 Ｆ３、 ＴＬＲ４ 和 ＬＹ９６。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证实验显示， 拟黑多刺蚁活性组分能降低 Ｆ３、
ＴＬＲ４、 ＬＹ９６ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 拟黑多刺蚁活性组分可抑制胶质母细胞瘤 Ｔ９８Ｇ 细胞的增殖、 迁

移能力， 诱导 ＤＮＡ 损伤并抑制 ＤＮＡ 损伤修复途径， 其机制可能与抑制 Ｆ３ 以及抑制 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路有关。
关键词： 拟黑多刺蚁； 胶质母细胞瘤； ＤＮＡ 损伤修复； 转录组测序； 组织因子 （Ｆ３）； Ｔｏｌｌ 样受体
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