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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨厚朴三物汤对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠皮下瘤的影响和机制。 方法　 将小鼠结直肠癌 ＭＣ⁃３８ 细

胞通过皮下注射入 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠体内建立结直肠癌皮下瘤模型，将造模成功的小鼠随机分组为模型对照组、厚朴

三物汤低剂量组、厚朴三物汤中剂量组、厚朴三物汤高剂量组、５－氟尿嘧啶组（５⁃ＦＵ 组）、联合组（５－氟尿嘧啶＋厚
朴三物汤中剂量组），每组小鼠各 ６ 只。 分别给予生理盐水和厚朴三物汤灌胃或生理盐水和 ５⁃ＦＵ 腹腔注射，每天 １
次，连续 ２４ ｄ。 干预期间定期检测小鼠精神状态、饮食等一般情况、定期检测小鼠肿瘤体积的变化。 取材后，对各

组皮下瘤进行称重并采用 ＨＥ 染色观察小鼠皮下瘤病理组织变化；采用透射电子显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＮＴＡ 对结直

肠癌组织来源的外泌体进行鉴定；采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肿瘤组织中 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体标志物 ＣＤ６３、
ＴＳＧ１０１、ＡＬＩＸ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 厚朴三物汤可以抑制小鼠肿瘤的生长，厚朴三物汤各剂量组、联
合组的肿瘤生长缓慢，均受到不同程度的抑制，其中中药各剂量组以中剂量灌胃抗癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用（联
合组）呈协同作用；厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用，剂量越高，坏死程度越

严重，并且厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）呈协同作用；厚朴三物汤可以抑制小鼠 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性标

志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋白表达量和 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 结论　 厚朴三物汤的抗结直肠癌机制可能与

Ｒａｂ２７ａ 调控的外泌体分泌减少有关。
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　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是全球普遍

存在的恶性疾病之一，也是癌症相关死亡和健康负

担的原因［１］。 由于经济发展、生活方式和饮食的改

变，ＣＲＣ 的发病率和死亡率在我国仍处于上升趋

势［２］。 结直肠癌的发病是一个复杂的发育过程，涉
及多个阶段和多个基因的参与，具有非典型的早期

症状［３］。 虽然系统根治性切除术和辅助化疗可以

达到最大的治疗效果，但许多患者出现局部复发和

远处转移，生存率尚不理想，且化疗药物长期使用

后存在毒性高、不良反应多等问题［４－６］。 大量研究

证实了中药及其成分可以提高治疗效果，最大限度

地减少不良反应，在结直肠癌防治中的作用得到了

认可［７－９］。
近年来，外泌体作为新兴的纳米级生物载体，

在肿瘤治疗领域越来越受到关注。 外泌体是细胞

释放的脂质双层膜囊泡，直径范围为 ３０～１５０ ｎｍ，通
过将核酸、蛋白质、脂质和代谢物等生物活性货物

转移到靶细胞中发挥作用，突出了外泌体在癌症诊

断、治疗和药物递送方面的潜力［１０］。 Ｒａｂ２７ａ 属于

Ｒａｓ ＧＴＰ 酶超家族的 Ｒａｂ（Ｒａｓ 相关蛋白），参与外

泌体的生物发生和分泌过程［１１］。 目前，Ｒａｂ２７ａ 被

确定为介导 ＣＲＣ 发展的癌蛋白，可能是 ＣＲＣ 潜在

的治疗靶点［１２］。

结直肠癌患者多有脾胃功能失调，其治疗需要

调整脾胃气机升降，重建脏腑阴阳、气血、邪正的平

衡，以通为补。 出自中医学著作《金匮要略》的厚朴

三物汤（Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＨＰＳＷＤ）重在行气

泄满，是调理升降泄下的经典方剂。 现代药理学发

现，厚朴三物汤里厚朴中的厚朴酚、大黄中的大黄

素和枳实均具有抗癌功效［１３－１５］，且有研究证明大黄

中的大黄素具有抑制外泌体的作用［１６］。 因此，厚朴

三物汤符合 ＣＲＣ 治疗原则。 本研究以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小
鼠为研究对象，基于 Ｒａｂ２７ａ 探讨厚朴三物汤对

ＣＲＣ 模型小鼠的抗癌效果以及对外泌体分泌的

影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

　 　 小鼠结直肠癌 ＭＣ３８ 细胞购自北京北纳创联生

物技术研究所，货号 ＢＮＣＣ３３７７１６。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

　 　 ３６ 只雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（６ ～ ８ 周龄），
体重（２０±２） ｇ，购于北京华阜康生物科技股份有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８］，于河南中医药大学第

一附属医院动物实验中心［ＳＹＸＫ（豫）２０２２－０００４］

９１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



适应性饲养 １ 周后开始实验，本研究已得到河南中

医药大学第一附属医院实验动物福利伦理审查委

员会批准（ＹＦＹＤＷ２０２２０１５）。 饲养条件为室温 ２４～
２６ ℃，相对湿度 ４５％～５５％，光照周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／
暗交替。 实验过程符合 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 厚朴三物汤（厚朴 ２４ ｇ、大黄 １２ ｇ、枳实 ９ ｇ）由
河南中医药大学第一附属医院制剂中心提供。 ５－
氟尿 嘧 啶 （ ５⁃ＦＵ ） （ 天 津 金 耀 药 业 有 限 公 司，
Ｈ１２０２０９５９，规格：２５ ｍｇ）；ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ １６４０ 培养

基（ 索莱宝， ３１８００ ）； １ × ＰＢＳ 缓 冲 液 （ 索 莱 宝，
Ｐ１０２０）；胎牛血清（索莱宝，Ｓ９０２０）；胰蛋白酶（索莱

宝，Ｔ１３００）；ＨＥ 染色试剂盒（索莱宝，Ｇ１１２０）；ＢＣＡ
蛋白浓度检测试剂盒（索莱宝，ＰＣ００２０）；一抗抗体

Ｒａｂ２７ａ、 ＣＤ６３、 ＴＳＧ１０１、 ＡＬＩＸ 抗 体 （ 赛 维 尔，
ＧＢ１１１１０６、ＧＢ１２６２０、ＧＢ１１１１０６、ＧＢ１２４０８０）；二抗抗

体 Ｒａｂ２７ａ、 ＣＤ６３、 ＴＳＧ１０１、 ＡＬＩＸ 抗 体 （ 赛 维 尔，
ＧＢ２３３０３、ＧＢ２３３０１、ＧＢ２３３０１、ＧＢ２３３０３）；ＲＮＡ 提取

试剂盒（索莱宝，Ｒ１２００⁃５０Ｔ）；荧光定量逆转录试剂

盒（宝日医，ＲＲ０４７Ａ）；荧光定量检测试剂盒（宝日

医，ＲＲ８２０Ａ）；２％磷钨酸（索莱宝，Ｇ１８７１）。 酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｍｏｄｅｌ ５５０）；显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ３０００）；掌
上离心机（赛维尔，ＭＳ６０００）；全景切片扫描仪（３Ｄ⁃
ｈｉｓｔｅｃｈ，Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＤＥＳＫ）；垂直电泳仪（赛维尔，
ＳＶＥ⁃２）；转印电泳仪（赛维尔，ＳＶＴ⁃２）；化学发光仪

（ ＣＬＩＮＸ， ６１００ ）； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ Ｔｈｅｒｍｏ，
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣＦＸ）；
透射电镜（日本 ｊｅｏｌ 公司，ＪＥＭ１２３０）；纳米颗粒追踪

分析仪（Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ，ＺｅｔａＶｉｅｗ ＰＭＸ １１０）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 将 ＣＲＣ 细胞株 ＭＣ３８ 置于含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培养，置于含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃
培养箱中培养。 所有用于细胞培养的胎牛血清均

在 ４ ℃下通过离心（１２３４􀆰 ７ ｒ ／ ｍｉｎ）过夜产生，以确

保去除任何胎牛血清来源的外泌体。
１􀆰 ３􀆰 ２　 异种移植瘤模型建立

　 　 模型建立参照文献［１７］。 ＭＣ３８ 细胞皮下注射

（ｎ＝ ６，２×１０６ ／只），５ ｄ 后观察肿瘤成瘤情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物分组及处理方法

　 　 ３６ 只小鼠均造模成功，随机将其分为 ６ 组，分
别为模型对照组、厚朴三物汤低剂量组、厚朴三物

汤中剂量组、厚朴三物汤高剂量组、５－氟尿嘧啶（５⁃

ＦＵ）组、联合组（５－氟尿嘧啶＋厚朴三物汤中剂量

组），每组 ６ 只。 其中模型对照组每天给予小鼠生

理盐水灌胃，厚朴三物汤低、中、高剂量组、联合组

每天给予小鼠的灌胃剂量分别为 １１ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、２２
ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、４４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、２２ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ），５⁃ＦＵ 组、
联合组腹腔注射 ５⁃ＦＵ 溶液，剂量分别为 ０􀆰 ２５×１０－３

ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 连续给药 ２４ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠皮下瘤体积测定

　 　 首次测量标记为第 ０ 天，每 ５ ｄ 测量小鼠皮下瘤

的长径与短径，并用游标卡尺测量肿瘤的长径（ａ）与
其垂直方向的短径（ｂ），计算体积＝０􀆰 ５×ａ×ｂ２。
１􀆰 ３􀆰 ５　 肿瘤组织样本的 ＨＥ 染色

　 　 肿瘤组织从固定液中取出，进行石蜡包埋。 蜡

块切片后放入载玻片。 将组织切片放置于二甲苯

中浸泡，使石蜡溶解。 接着进行样本切片水化。 水

化后的切片进行苏木精 －伊红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色。 最后风干并用中性树胶封片。 用全景切

片扫描仪采集并保存图片。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 ＲＮＡ 提 取 和 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
　 　 采用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ。 采用超微

量分光光度计检测 ＲＮＡ 纯度，并记录 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比

值。 荧光定量逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ 进行逆转录，
采用荧光定量检测试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增。 以

ＧＡＰＤＨ 作为内参，使用 ２－ΔΔＣＴ 方法计算相对 ｍＲＮＡ
表达水平。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

Ｒａｂ２７ａ
Ｆ ＣＧＣＴＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＴＧＣＴＴＣＴ

Ｒ ＴＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＧＣＣＣＴＣＴＧＧＴ

ＣＤ６３
Ｆ ＡＡＣＡＴＡＡＣＴＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＧＧＡ

Ｒ ＧＡＴＡＡＴＴＣＣＣＡＡＧＡＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡ

ＡＬＩＸ
Ｆ ＧＴＡＴＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＡＡＣＣＴＴＣＣ

Ｒ ＴＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴＡＧＣＧＡＣＴＣＣＴＣ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ

Ｒ ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

ＴＳＧ１０１
Ｆ ＧＴＣＡＡＡＣＴＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴ

Ｒ ＣＴＣＧＡＴＡＡＣＧＣＡＣＴＧＧＧＡＴＴＧ

１􀆰 ３􀆰 ７　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）试验

　 　 用 ＰＢＳ 冲洗肿瘤组织后，使用无菌组织剪将组

织剪成极小块并置于匀浆管中，加入裂解液、蛋白

０２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



酶抑制剂。 离心 １５ ｍｉｎ（４ ℃，８００ ｒ ／ ｍｉｎ），收集上清

液使用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度，在
蛋白加载缓冲液中煮沸，样品经 １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 处

理后转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 将膜密封于 ５％脱脂乳中，
在室温下在摇壶上密封 １ ｈ。 用 ５％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 缓

冲液将一抗稀释至合适浓度，放入相应的膜中，使
膜与一抗充分接触，在摇床上摇匀，４ ℃摇过夜，用 １
×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 将二抗稀释，与 ５％牛血清白蛋

白结合，引入适当的孵育箱，在室温下振荡 １ ｈ，然后

用 １×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 最后对样品进行曝光并拍照

分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 外泌体的提取

　 　 取新鲜的肿瘤组织轻轻切成小薄片 （ １ ～ ２
ｍｍ），在 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，经
过胶原蛋白水解酶 Ｄ 和 ＤＮａｓｅ 解离组织后，进行一

个过滤步骤（７０ μｍ），进一步以 ２１２􀆰 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 和 ３８５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 用于去除细胞和组

织碎片。 取上清液以 ７２５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 和

２５８􀆰 ７ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２􀆰 ５ ｈ，取出管底的澄清沉淀物，重
悬于 ＰＢＳ 中，获得外泌体［１８］。 所有离心均在 ４ ℃且

无菌条件下实施。

注：Ａ：厚朴三物汤干预后，小鼠肿瘤组织体积的变化；Ｂ：厚朴三物汤干预后，取材时小鼠肿瘤组织图片。 与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 １　 肿瘤体积生长曲线和小鼠肿瘤组织图片

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ． Ｂ， Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ

１􀆰 ３􀆰 ９　 外泌体的鉴定

　 　 （１）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

具体步骤参考 １􀆰 ３􀆰 ７。
（２）透射电子显微镜观察

用吸管将一小滴样品放在蜡盘上。 取铜网，使
有支撑膜的表面与样品液表面接触，静置 ５ ｍｉｎ，取

出铜网，用滤纸条吸附多余的液滴，稍干。 取 ２％磷

钨酸溶液滴于蜡盘上。 将吸附样品的铜网置于染

液表面（使样品与染液接触），静置 ５ ｍｉｎ。 去除铜

网后，用滤纸条将多余的液滴吸出，然后在白炽灯

下晾干。 使用透射电镜进行拍摄。
（３） 纳米粒子跟踪分析 （ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＮＴＡ）
分离的外泌体样品用 １×ＰＢＳ 缓冲液稀释，测量

粒径和浓度。 在 １１ 个位置记录并分析了 ＮＴＡ 测量

结果。 ＺｅｔａＶｉｅｗ 系统用 １１０ ｎｍ 的聚苯乙烯颗粒进

行校准。 温度维持在 ２３ ℃和 ３７ ℃。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 和 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ
２０２０ 软件对实验数据进行处理及图表绘制。 定量

资料组间比较采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 多

组间比较先行方差分析，方差齐则采用单因素方差

分析（ＡＮＯＶＡ）；方差不齐，则行秩和检验。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠皮下瘤体积的影响

　 　 如图 １ 所示，与模型对照组相比，厚朴三物汤

低、中、高剂量组和联合组的肿瘤生长缓慢，均受到

不同程度的抑制（Ｐ＜０􀆰 ０５），表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同

的抑制作用，其中以联合组抑制肿瘤生长最显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在厚朴三物汤各剂量组中，以中剂量组

抑制肿瘤生长程度最显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果表明，厚
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朴三物汤可以抑制肿瘤生长，其中以中剂量灌胃抗

癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）呈协同作用。
２􀆰 ２　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠肿瘤组织重量的影响

　 　 与模型对照组相比，厚朴三物汤中剂量组、５⁃ＦＵ
组和联合组的肿瘤重量明显减轻（Ｐ＜０􀆰 ０１），差异具

有统计学意义；与厚朴三物汤中剂量组比较，厚朴三

物汤低剂量组和厚朴三物汤高剂量组的肿瘤重量明

显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５），差异具有统计学意义（表 ２）。
表 ２　 厚朴三物汤对小鼠肿瘤组织重量的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ

ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

小鼠肿瘤组织重量 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７７±０􀆰 ２７

厚朴三物汤低剂量组
ＨＰＳＷＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５±０􀆰 １ｂ

厚朴三物汤中剂量组
ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８±０􀆰 １２ａ

厚朴三物汤高剂量组
ＨＰＳＷＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５２±０􀆰 ２３ｂ

５－氟尿嘧啶组
５⁃ＦＵ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３０±０􀆰 １４ａ

联合组
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０５ａ

注：与模型对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与厚朴三物汤中剂量组比较，ｂＰ
＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０􀆰 ０５．

图 ２　 小鼠肿瘤组织病理学图片

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒｓ

２􀆰 ３　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠肿瘤组织病理变化的影响

　 　 模型对照组中肿瘤细胞胞核异型、核质比高，
核仁不明显，可见核分裂象；偶见肿瘤细胞坏死，胞
核固缩深染、碎裂或溶解消失。 厚朴三物汤各剂量

组、联合组的肿瘤均出现不同程度的坏死，表现出

与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用。 上述肿瘤组织 ＨＥ 结

果说明厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，剂量越

高肿瘤坏死程度越严重，厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用

（联合组）呈协同作用（图 ２）。
２􀆰 ４　 小鼠肿瘤组织来源的外泌体鉴定

　 　 经过一系列的操作从肿瘤组织中提取外泌体，
通过透射电镜发现外泌体的形状为双层膜的圆形

颗粒，符合典型的外泌体特征（图 ３）。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 方法鉴定 ＣＲＣ 产生的外泌体，并揭示了外泌体

特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达。 采

用纳米颗粒跟踪分析技术（ＮＴＡ）分析了细胞的外

泌体的大小、分布和数量（图 ４）。
２􀆰 ５　 厚朴三物汤对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志

物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白的影响

　 　 为了明确厚朴三物汤如何影响 Ｒａｂ２７ａ 和外泌

体分泌的，笔者分析了小鼠肿瘤组织中 Ｒａｂ２７ａ 和外

泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋

白表达量（图 ５、图 ６）。 结果发现，相较于模型对照

组，厚朴三物汤中剂量组和联合组均能够很好的抑
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图 ３　 外泌体的电镜鉴定图片

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

图 ４　 外泌体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＮＴＡ 鉴定图片

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＮＴＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
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图 ５　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、
ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白条带

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

注：与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ ；与厚朴三物汤中剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 ６　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

制 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和

ＴＳＧ１０１ 的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｒａｂ２７ａ 与厚朴三物汤

的剂量呈一定的剂量关系，但在厚朴三物汤各浓度

剂量组中，以中剂量组抑制效果更好（Ｐ＜０􀆰 ０５），可
能是高剂量的药物灌胃进入体内吸收后，对小鼠的

肝肾产生了毒副作用，亦或是影响了小鼠的肿瘤免

疫微环境，导致了剂量高疗效反而下降的情况出

现，后续会做进一步的研究。
２􀆰 ６　 厚朴三物汤对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志

物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ ｍＲＮＡ 的影响

　 　 相较于模型对照组，厚朴三物汤中剂量组和联

合组均能够很好地抑制 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性

标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
结果发现，Ｒａｂ２７ａ 与厚朴三物汤的剂量呈一定的剂

量关系，但在厚朴三物汤各浓度剂量组中，以中剂

量组抑制效果更好（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ７）。
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注：与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ ；与厚朴三物汤中剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 ７　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ ｍＲＮＡ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

３　 讨论

　 　 被称为外泌体的囊泡由多种哺乳动物细胞释

放，外泌体作为一种新型的递送载体，可以包裹如

非编码 ＲＮＡ、运输蛋白质和核酸等物质，从而能够

传递生物细胞间信息［１９］。 由于其双层膜结构导致

内容物不容易被降解，以及外泌体的物理和病理功

能及其在诊断和治疗应用中的潜力日益得到认可，
其在肿瘤中的作用近年来受到研究领域和生物医

学行业的广泛关注［２０－２１］。 研究表明，外泌体可以成

为改变肿瘤微环境和导致肿瘤转移的细胞间通讯

的极好介质，影响细胞的生长、凋亡、迁移、侵袭和

治疗抵抗，参与多种恶性肿瘤的发生发展［２２－２４］。
在调节囊泡运输的 Ｒａｂ 蛋白家族成员中，

Ｒａｂ２７ 及其效应子被认为在它们从细胞内部到质膜

附近的运输中起着多功能和关键作用［２５］。 两种

Ｒａｂ２７ 亚型 Ｒａｂ２７ａ、Ｒａｂ２７ｂ 在所有组织中都有表

达，但 Ｒａｂ２７ａ 是在体内表达的主要亚型，尤其富含

整个胃肠道、前列腺等［１１］。 越来越多的研究表明，
Ｒａｂ２７ａ 已成为许多其他癌症肿瘤进展的促进剂，
Ｒａｂ２７ａ 在 ＣＲＣ 中表达上调，被确定为介导 ＣＲＣ 发

展的癌蛋白［１２］；Ｒａｂ２７ａ 能够促进口腔鳞状细胞癌

的迁移侵袭，与预后较差有关［２６］；Ｒａｂ２７ａ 通过调节

促侵袭性外泌体促进黑色素瘤细胞侵袭和转移［２７］；
Ｒａｂ２７ａ 的下调可以抑制膀胱癌细胞增殖、迁移侵袭

和上皮间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ），并抑制异种移植肿瘤生长［２８］。 最近的研究

表明，Ｒａｂ２７ａ 可以调节多种细胞的外泌体分泌，包
括树突状细胞、结直肠癌、宫颈癌细胞、乳腺癌细

胞、黑色素瘤细胞等［２９］。 此外，Ｒａｂ２７ａ 已被揭示通

过控制外泌体分泌在癌细胞的增殖和侵袭中发挥

关键作用，外泌体分泌调节肿瘤微环境和癌细胞的

功能，从而促进癌症进展，增强肿瘤支持微环境的

形成［３０－３２］。 然而，它们在 ＣＲＣ 中的作用和调控机

制尚未被广泛分析。 因此，必须研究 ＣＲＣ 发生和发

展的生物学原因，以便找到新的治疗靶点将有助于
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确定可能的治疗干预措施以改善癌症治疗。
结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。

在许多发展中国家，ＣＲＣ 的发病率和死亡率正在迅

速上升［３３－３４］。 结直肠癌在中医属于“肠覃”“伏梁”
“积聚”“脏毒”“锁肛痔”等范畴。 结直肠癌的主要

病机为正虚、气机升降失调，“正虚”是肿瘤发病的

根本原因，结直肠癌是在脾虚的基础上产生。 《灵
枢·水胀》云：“肠覃何如？ 岐伯曰：寒气客于肠外

与卫气相搏，气不得荣，因有所系，僻而内着，恶气

乃起，瘪肉乃生。 始生也，大如鸡卵……”。 指出结

直肠癌虚实夹杂的病理特征。 “气机升降失调”是

结直肠癌形成的基本病理过程，《素问·五脏别论》
云：“六腑者传化物而不藏，故实而不能满也”。 说

明六腑功能“以通为用”。 六腑之气宜通不宜滞，滞
则胀满，气机痞塞不通，升降失调使精、血、津液不

能正常运转，聚湿为痰、血停为瘀，从而产生痰、瘀、
毒等病理产物蓄积，聚积停于虚弱之大肠，进一步

加重气机运行的失衡，最终导致结直肠癌的发生。
目前，中医药已被证实对结直肠癌具有重要的

抑制作用，并可与放化疗联合治疗肿瘤［３５］。 厚朴三

物汤出自于医圣张仲景所著的《金匮要略》，由厚

朴、大黄、枳实组成，其中厚朴理气导滞，枳实破气

消积，大黄通腑泄热，三味合用共奏行气消积祛瘀

之功效［３６］。 厚朴三物汤以行气为主，其主要功效为

行气除满、去积通便，主治气滞不行、大便不通、实
热内积、腹胀腹痛，其功效符合结直肠癌顺应六腑

“通降”治则，且临床上治疗气滞便秘疗效确切。 现

代药理学发现，厚朴三物汤里厚朴中的厚朴酚、大
黄中的大黄素和枳实均具有抗癌功效，能够通过抑

制肿瘤细胞的自噬和凋亡，肿瘤外的血管生成和

ＥＭＴ，抑制癌症的侵袭和迁移，从而达到抑制肿瘤生

长发展的目的［１３－１５］。 因此，不管是从中医理论辨证

方面还是相关国内外实验理论方面，笔者认为厚朴

三物汤有可能会抑制结直肠癌生长和发展。
进一步研究发现与模型对照组对比，厚朴三物

汤可以缓解肿瘤小鼠的不良状态。 通过对肿瘤生

长方面发现，厚朴三物汤各剂量组、联合组的肿瘤

生长缓慢，均受到不同程度的抑制，其中中药各剂

量组以中剂量灌胃抗癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用

（联合组）呈协同作用。 对肿瘤组织切片进行 ＨＥ 染

色，结果显示厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，
表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用，剂量越高坏死程

度越严重，并且厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）

呈协同作用。 从动物肿瘤组织中提取到外泌体，经
透射电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＮＴＡ 鉴定揭示了外泌体

特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达。 随

后采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测厚朴三物汤在

小鼠肿瘤中对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体分泌是否具有抑制

作用。 结果显示厚朴三物汤可以抑制小鼠 Ｒａｂ２７ａ 和

外泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋

白表达量和 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 以上结果均证明

了厚朴三物汤对于结直肠癌的抗肿瘤作用可能是通

过下调 Ｒａｂ２７ａ 从而抑制外泌体分泌实现的。
综上，本研究表明了厚朴三物汤对结直肠癌模

型小鼠的皮下瘤的生长具有一定的抑制作用，其抗

癌作用可能是通过下调 Ｒａｂ２７ａ 的表达从而抑制结

直肠癌中外泌体的分泌导致的。 此外，实验过程中

还发现厚朴三物汤和 ５⁃ＦＵ 组联合用药呈协同作用。
这些结果为结直肠癌提供了新的肿瘤微环境相关

调控机制，可能有助于制定结直肠癌治疗的新策略。
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