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摘要： 目的　 探讨敦煌古方大补脾汤对伊立替康腹泻小鼠脾胃虚弱证的干预作用。 方法　 将小鼠随机分为空白组， 模

型组， 大补脾汤低、 中、 高剂量组 （４􀆰 ２９、 ８􀆰 ５８、 １７􀆰 １６ ｇ ／ ｋｇ）。 除空白组外， 其余各组均腹腔注射伊立替康进行造

模， 各组给予相应药物 ７ ｄ。 ＨＥ 染色观察小鼠小肠组织形态改变， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肠道菌群改变和大肠杆菌数量变

化， 比色法测定结肠内容物 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测多药耐药相关蛋白 ２ （ＭＲＰ２） 表达。
结果　 大补脾汤各剂量组小鼠腹泻和肠道黏膜损伤程度均减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肠道菌群益生菌数量回升， 大肠杆菌数量

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性和 ＭＲＰ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 大补脾汤可以改善伊立

替康所导致的肠道菌群紊乱， 降低 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性和 ＭＲＰ２ 蛋白表达， 减轻伊立替康所致毒性。
关键词： 大补脾汤； 伊立替康； 腹泻； β⁃葡萄糖醛酸苷酶； ＭＲＰ２
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　 　 伊立替康广泛用于治疗结肠癌、 胃癌、 肺癌等， 通过

抑制 ＤＮＡ 拓扑异构酶 Ｉ 发挥其抗肿瘤作用［１ ］ ， 其常见副作

用为腹痛、 腹泻、 消瘦等， 属于中医 “泄泻” 范畴［２］ 。 伊

立替康是腹泻发生的重要外因， 属于中医 “毒邪”， 使脾

胃受损， 运化失调， 进而水湿内生， 导致泄泻的发生。 目

前伊立替康所导致的腹泻的中医证型认为有脾胃虚弱证、
脾肾阳虚证、 寒热错杂证、 湿热内蕴证、 肝郁脾虚证等［３］ ，
其中脾胃虚弱是其基本病机。 敦煌古方大补脾汤主治脾气

大疲、 饮食不化。 因此， 本研究探讨大补脾汤对伊立替康

导致的脾胃虚弱型腹泻的影响。

９６５

２０２３ 年 ２ 月

第 ４５ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ２



１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ５０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ６ 周龄， 体质量 １８～ ２０ ｇ，
购于甘肃中医药大学实验动物中心， 实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （甘） ２０１５⁃０００２。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 大补脾汤 （人参、 炙甘草、 干姜各

１５ ｇ， 白术、 麦冬、 五味子、 旋覆花各 ５ ｇ）， 购自北京同

仁堂股份有限公司， 经甘肃中医药大学高建德副教授鉴定

合格。 伊立替康 （澳大利亚 Ｐｆｉｚｅｒ Ｐｔｙ Ｌｉｍｉｔｅｄ 公司， 批号

Ｈ２０１６０５７６）； ＴＲＩｚｏｌ （ 美 国 Ａｍｂｉｏｎ 公 司， 批 号 １５５９６⁃
０２６）； 逆转录酶、 荧光定量 ＰＣＲ 参比染料 （南京唯诺赞生

物科技股份有限公司， 批号 Ｒ１０１⁃０１ ／ ０２、 Ｑ１１１⁃０２）； 核糖

核酸酶抑制剂 （北京全式金生物技术有限公司， 批号

Ｊ１１２０２）； 兔多抗 ＧＡＰＤＨ （杭州贤至生物有限公司， 批号

ＡＢ⁃Ｐ⁃Ｒ ００１）； 兔多抗 ＭＲＰ２ （北京博奥森生物技术有限公

司， 批号 ｂｓ⁃１０９２Ｒ）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 药材浸泡 ３０ ｍｉｎ， 大火煮沸后用小火煎煮

３０ ｍｉｎ， 过滤， 药渣加水， 同法再次煎煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤药

渣， 合并药液， 浓缩至生药量 ０􀆰 ９ ｇ ／ ｍＬ， －２０ ℃下贮存。
２􀆰 ２　 分组及给药　 将 ５０ 只小鼠随机分为空白组、 模型组

及大补脾汤低、 中、 高剂量组。 除空白组外， 其余各组小

鼠腹腔注射伊立替康 （ ３６􀆰 ８ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每天 １ 次， 连续

４ ｄ［４］ 。 造模成功后， 给予大补脾汤低、 中、 高剂量组

４􀆰 ２９、 ８􀆰 ５８、 １７􀆰 １６ ｇ ／ ｋｇ 药液， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。
２􀆰 ３　 取材　 期间观察各组小鼠的饮食、 进水、 精神和腹泻

等情况并记录， 同时计算小鼠稀便率、 平均稀便级以及腹

泻指数。 稀便级即稀便程度， 用滤纸量稀便污染面积定级，
每污染直径＜１􀆰 ０ ｃｍ 为 １ 级； 污染直径 １􀆰 ０ ～ １􀆰 ９ ｃｍ 为 ２
级； 污染直径 ２􀆰 ０～３􀆰 ０ ｃｍ 为 ３ 级； 污染直径＞３􀆰 ０ ｃｍ 为 ４
级。 平均稀便级＝每只小鼠所有稀便级数相加的和 ／稀便次

数。 稀便率＝每只小鼠稀便数 ／总便数。 以腹泻指数作为评

定小鼠腹泻情况的主要指标［５⁃６］ ， 腹泻指数 ＝稀便率×平均

稀便级。 干预 ７ ｄ 后摘眼球取血， 注射器抽取结肠内容物

测定 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性， 同时取小肠、 肝脏组织样

本， 收集混合粪便。
２􀆰 ４　 组织形态学观察 　 取小肠组织， ４％ 多聚甲醛固定，
梯度乙醇脱水， 组织透明， 石蜡浸蜡， 包埋， 切片 （厚度

４ μｍ）， 脱蜡， 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 中性树胶封片，
显微镜下观察。
２􀆰 ５　 小鼠粪便总 ＤＮＡ 的提取和 ＰＣＲ 扩增检测 　 取小鼠混

合软湿粪便， 总基因组 ＤＮＡ 用 ＣＴＡＢ⁃ＳＤＳ 法提取， 稀释

ＤＮＡ 为 １ ｎｇ ／ μＬ， 用带有 ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物扩增 １６Ｓ
ｒＲＮＡ ／ １８Ｓ ｒＲＮＡ ／ ＩＴＳ 基因的 Ｖ３＋Ｖ４ 可变区 （１６Ｓ Ｖ４ ／ １６Ｓ
Ｖ３ ／ １６Ｓ Ｖ３ ～ Ｖ４ ／ １６Ｓ Ｖ４ ～ Ｖ５， １８Ｓ Ｖ４ ／ １８Ｓ Ｖ９， ＩＴＳ１ ／ ＩＴＳ２，
Ａｒｃ Ｖ４ 等） 并测序。 扩增体系为 １０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ， 正反向

引物 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， １５ μＬ Ｐｈｕｓｉｏｎ 超保真 ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，
总体积 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件 ９８ ℃预变性 １ ｍｉｎ， ９８ ℃变

性 １０ ｓ， ５０ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ， ７２ ℃ 温度下

５ ｍｉｎ， 共 ３０ 个循环。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测大肠杆菌相对数量 　 参照试剂盒说明

书， 提取基因组 ＤＮＡ， 依据大肠杆菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列设

计引物 （表 １）， 将基因组 ＤＮＡ 稀释到 ６０ ｎｇ ／ μＬ， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测小鼠大肠杆菌的相对数量， 反应条件为 ５０ ℃
２ ｍｉｎ， ９５ ℃ １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。
通过 ２－ΔΔＣＴ方法计算大肠杆菌的相对数量。

表 １　 引物序列

基因 序列

内参 正向 ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′

大肠杆菌 正向 ５′⁃ＣＡＴＧＣＣＧＣＧＴＧＴＡＴＧＡＡＧＡＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＧＧＴＡＡＣＧＴＣＡＡＴＧＡＧＣＡＡＡ⁃３′

２􀆰 ７　 肠道 β⁃葡萄糖醛酸苷酶的测定 　 取结肠内容物， 称

定质量， 加入 ９ 倍量 ＰＢＳ， 混匀， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清， 用比色法测定肠道 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测多药耐药相关蛋白 ２ （ＭＲＰ２） 的

表达　 收集各组肝脏组织， 加入裂解液处理 ３０ ｍｉｎ， 离心，
提取总蛋白， ＢＡＣ 法测定蛋白浓度， ９５ ℃水浴变性， １０％
分离胶、 ５％ 浓缩胶 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白电泳， 转膜， ５％ 脱脂

奶粉⁃ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈ， 加入一抗 （ＭＲＰ２、 ＧＡＰＤＨ， １ ∶
１ ０００） ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次， 加入二抗 （１ ∶
５ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次， ＥＣＬ 试剂盒显示免

疫反应条带， Ｂａｎｄｓｃａｎ 软件分析胶片灰度值， ＧＡＰＤＨ 作为

内参， 以目的条带 ／ ＧＡＰＤＨ 条带灰度值的比值表示目的条

带的相对表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 一般情况　 空白组小鼠饮食正常， 反应敏捷， 大便成

形、 质硬， 无其他明显异常改变； 模型组小鼠出现蜷缩、
倦卧、 饮食减少、 粪便稀溏、 肛周黏腻等现象， 体质量有

所下降； 大补脾汤干预后， 上述症状均有所改善， 主要表

现为活动增加， 体质量回升， 腹泻程度减轻。
３􀆰 ２　 腹泻情况　 与空白组比较， 模型组小鼠稀便率、 平均

稀便级、 腹泻指数均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大

补脾汤各剂量组小鼠稀便率、 平均稀便级和腹泻指数均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明大补脾汤可有效减轻伊立替康所造成

的腹泻， 见表 ２。
３􀆰 ３　 小肠黏膜组织病理观察　 如图 １ 所示， 空白组小鼠小

肠黏膜上皮完整， 绒毛结构排列规则整齐， 隐窝结构清晰；
模型组小肠绒毛的形态和完整性被破坏， 绒毛数量明显减

少， 并可见大量绒毛变形、 脱落、 断裂 （黑色箭头所示），
以及伴随隐窝结构的消失； 而大补脾汤中、 高剂量组小肠

绒毛结构较完整， 并可见明显的隐窝结构。
３􀆰 ４　 肠道菌群丰度　 伊立替康治疗很容易导致肠道菌群的

紊乱［７］ ， 治疗后肠道菌群的组成及丰度都有所变化［８］ 。 如
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表 ２　 各组腹泻指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 稀便率 ／ ％ 平均稀便级 腹泻指数

空白组 — ０ ０ ０
模型组 — ６７􀆰 ３０±６􀆰 ８０＃＃ ２􀆰 ６５±０􀆰 ２６＃＃ １􀆰 ７８±０􀆰 ２３＃＃

大补脾汤低剂量组 ４􀆰 ２９ ５０􀆰 ９０±６􀆰 ３０∗∗ ２􀆰 １４±０􀆰 ３１∗∗ １􀆰 ０８±０􀆰 １８∗∗

大补脾汤中剂量组 ８􀆰 ５８ ４１􀆰 １０±４􀆰 ３０∗∗ １􀆰 ７６±０􀆰 ３１∗∗ ０􀆰 ７３±０􀆰 １７∗∗

大补脾汤高剂量组 １７􀆰 １６ ３６􀆰 ８０±４􀆰 １６∗∗ １􀆰 ５４±０􀆰 ２５∗∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 １０∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 小鼠小肠病理形态 （×１００）

图 ２ 所示， 伊立替康引起乳杆菌等益生菌的数量减少， 假

单胞菌、 拟杆菌、 丹毒丝菌等有害菌的升高； 大补脾汤干

预后， 乳杆菌数量明显回升， 有害菌的增殖被抑制。

图 ２　 微生物种类分布情况

３􀆰 ５　 大肠杆菌数量变化　 伊立替康毒性导致大肠杆菌的数

量增加是引起腹泻的原因之一［９］ 。 与空白组比较， 模型组

大肠杆菌数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大补脾汤

中、 高剂量组大肠杆菌数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 证明大补脾

汤干预对伊立替康所导致的大肠杆菌升高有抑制作用， 见

表 ３。
表 ３　 各组大肠杆菌数量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 大肠杆菌相对数量

空白组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０００
模型组 １􀆰 ６３２±０􀆰 １４２＃＃

大补脾汤低剂量组 １􀆰 ５３２±０􀆰 ００６∗

大补脾汤中剂量组 １􀆰 ２４９±０􀆰 ００５∗∗

大补脾汤高剂量组 １􀆰 ２６５±０􀆰 ００９∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性变化　 肠道共生菌群表达的细

菌 β⁃葡萄糖醛酸苷酶在药物诱导的胃肠道上皮细胞毒性中

起着重要作用［９⁃１０］ 。 如表 ４ 所示， 模型组 β⁃葡萄糖醛酸苷

酶活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大补脾汤各剂量

组 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性均有不同程度的降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ４　 各组小鼠 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性比较（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 β⁃葡萄糖醛酸苷酶 ／ （Ｕ·ｇ－１）
空白组 １􀆰 ６０１±０􀆰 ０２１
模型组 ２􀆰 ３４２±０􀆰 ０２１＃＃

大补脾汤低剂量组 ２􀆰 ２９０±０􀆰 ０２６
大补脾汤中剂量组 １􀆰 ９５２±０􀆰 ０１６∗∗

大补脾汤高剂量组 １􀆰 ７８８±０􀆰 ０１６∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 ＭＲＰ２ 蛋白表达 　 ＭＲＰ２ 介导伊立替康及其代谢产物

的排泄［１１］ ， 如图 ３、 表 ５ 所示， 伊立替康导致肝脏 ＭＲＰ２
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 经大补脾汤干预后， ＭＲＰ２ 表达下降

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 ＭＲＰ２ 蛋白条带图

表 ５　 各组 ＭＲＰ２ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 蛋白表达量

空白组 ０􀆰 ５２９±０􀆰 ０６０
模型组 ０􀆰 ５９５±０􀆰 ０６５＃

大补脾汤低剂量组 ０􀆰 ４３１±０􀆰 ０５８∗∗

大补脾汤中剂量组 ０􀆰 ３８０±０􀆰 ０２１∗∗

大补脾汤高剂量组 ０􀆰 ３０２±０􀆰 ０１３∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

伊立替康常见的临床副作用是迟发性腹泻， 多表现为

排便次数增加、 粪便稀溏、 甚至泻出如水样， 或伴有呕吐、
１７５
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腹痛胀气、 乏力等症状， 属于 “泄泻” “下利” 范畴。 癌

症属于消耗性疾病， 由于病症日久， 患者本就素体亏虚，
而化疗药物伊立替康作为一种毒性药物， 使患者脾胃更加

虚弱， 致使其运化功能失调， 湿浊内生， 发生泄泻［２］ ， 大

补脾汤出自 《辅行诀五脏用药法要》， 主治脾气大疲， 故本

实验探究大补脾汤对伊立替康致脾胃虚弱型腹泻的干预

作用。
目前普遍认为伊立替康所引起的胃肠道毒性与其独特

的肝肠循环有关［１２］ ， 伊立替康经肝脏代谢产物有 ７⁃乙基⁃
１０⁃羟基喜树碱 （ＳＮ⁃３８）、 葡萄糖醛酸化 ＳＮ⁃３８ （ＳＮ⁃３８Ｇ）
和部分没转化的伊立替康， 这些代谢产物通过胆汁排泄到

肠道， ＳＮ⁃３８Ｇ 在肠道菌群分泌的 β⁃葡萄糖醛酸苷酶的作用

下生成有毒性的 ＳＮ⁃３８。 ＳＮ⁃３８ 可直接损伤肠黏膜， 导致体

内水分、 电解质吸收障碍以及肠道炎症的发生， 引起严重

腹泻［１０］ 。 本实验结果显示， 大补脾汤可以有效降低小鼠腹

泻指数和炎症因子水平， 明显改善肠道黏膜损伤。 前人认

为健脾中药通过抑制伊立替康引发的炎性反应而减轻对肠

黏膜的损伤［１３］ ， 与本研究一致。
研究发现， 伊立替康治疗后会导致患者肠道菌群失

调［９，１２］ ， 当肠道菌群紊乱时， 会出现乏力、 纳呆、 腹胀、
腹泻等症状， 即出现中医脾胃虚弱的症状［１４］ 。 因此， 通过

健脾类中药来调节肠道菌群的平衡对减轻伊立替康所导致

的脾胃虚弱具有重要意义。 本研究发现， 大补脾汤干预后

肠道菌群的失调得以改善， 假单胞菌、 拟杆菌、 丹毒丝菌

等有害菌数量下降， 乳杆菌等益生菌数量上升。
另外， 研究发现， 伊立替康治疗后会导致致病菌特别

是大肠杆菌大量增加， 而 β⁃葡萄糖醛酸苷酶的增多与大肠

杆菌的增多有关［９］ ， 细菌 β⁃葡萄糖醛酸苷酶在伊立替康诱

导的胃肠道上皮细胞毒性中发挥重要作用［１０］ 。 本研究结果

表明， 大补脾汤组大肠杆菌数量和 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性

均有所下降， 可能是大补脾汤有效抑制了大肠杆菌的过度

繁殖， 降低了细菌 β⁃葡萄糖醛酸苷酶活性而减轻了伊立替

康的毒性。
ＭＲＰ２ 是伊立替康及其代谢产物在细胞外的转运体，

介导了 ＳＮ⁃３８Ｇ 从胆汁排泄至肠腔中的过程。 ＳＮ⁃３８Ｇ 在小

肠中 β⁃葡萄糖醛酸苷酶的作用下转化为有毒性的 ＳＮ⁃３８，
进而被重吸收、 蓄积而引发肠黏膜细胞的损伤和腹泻［１１］ ，
本研究结果显示， 大补脾汤干预后 ＭＲＰ２ 蛋白表达下降，
腹泻程度得到改善， 可能是大补脾汤通过抑制了 ＭＲＰ２ 蛋

白表达减少伊立替康及其代谢产物从胆汁向小肠的排泄，
进而减少 ＳＮ⁃３８ 在小肠的暴露而改善伊立替康所导致的腹

泻， Ｇｕａｎ 等［１５］研究同样发现生姜泻心汤也能下调 ＭＲＰ２ 表

达， 与本研究结果一致。
综上所述， 大补脾汤能缓解伊立替康所导致的小鼠腹

泻， 其可能是通过改善肠道菌群失衡， 抑制大肠杆菌繁殖，
进而降低细菌 β⁃葡萄糖醛酸苷酶的产生和 ＭＲＰ２ 的表达，
从而减少 ＳＮ⁃３８Ｇ 转化为毒性物质 ＳＮ⁃３８ 在小肠的暴露。
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