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桂枝茯苓丸调复 MDSCs重塑免疫微环境阻延结肠炎
相关结肠癌的干预机制
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［摘要］ 目的：基于髓源性抑制细胞（MDSCs）相关免疫抑制微环境，探讨桂枝茯苓丸干预结肠炎相关结肠癌（CAC）小鼠

的疗效及相关作用。方法：选用 60 只雄性 C57BL/6 小鼠，随机分为空白组，模型组，阿司匹林组（0.04 g·kg-1），桂枝茯苓丸低、

中、高剂量组（4.87、9.75、19.50 g·kg-1），每组 10 只。采用氧化偶氮甲烷（AOM）/葡聚糖硫酸钠（DSS）复合诱导制备 CAC 小鼠模

型，第 5 周开始进行药物干预，连续灌胃治疗 9 周。观察并记录小鼠进食、体质量、粪便性状及便血等情况，根据评分标准计算

疾病活动指数评分（DAI）值。苏木素-伊红（HE）染色观察小鼠结肠组织病理学改变，免疫组织化学测定结肠组织细胞核增殖

抗原 67（Ki67）表达，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测小鼠血清白细胞介素 -6（IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）含量；
流式细胞术检测小鼠脾脏 MDSCs、CD4+T、CD8+T 细胞比例水平，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 MDSCs

功能相关效应分子精氨酸酶 1（Arg1）和诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）mRNA 表达。之后建立“MDSCs 细胞+CD8+ T 细胞”体

外共培养模型，并予桂枝茯苓丸含药血清干预。流式细胞术检测不同桂枝茯苓丸含药血清浓度对 MDSCs细胞活性氧（ROS）、
iNOS 水平及 CD8+T 细胞增殖的影响；ELISA 检测细胞上清颗粒酶 B（GZMB）、干扰素-γ（IFN-γ）水平。结果：与空白组比较，模

型组小鼠体质量显著下降（P<0.01），DAI 评分显著升高（P<0.01），结肠长度显著缩短（P<0.01），肿瘤数目和 Ki67 表达显著升

高（P<0.01），血清 IL-6、IL-1β、TNF-α含量显著升高（P<0.01）；小鼠脾脏 MDSCs细胞显著升高（P<0.01），CD4+T、CD8+T 细胞水

平显著降低（P<0.01），且 MDSCs 功能相关效应分子 Arg1、iNOS mRNA 表达显著上调（P<0.01）。与模型组比较，桂枝茯苓丸

中剂量组小鼠体质量有所增加，DAI评分明显降低（P<0.05，P<0.01），桂枝茯苓丸中、高剂量组小鼠结肠缩短明显改善，肿瘤数

目显著减少，肿瘤增殖标志物 Ki67 表达明显减少（P<0.05，P<0.01），血清 IL-6、IL-1β、TNF-α含量明显降低（P<0.05，P<0.01）；
此外桂枝茯苓丸给药显著减少了小鼠脾脏 MDSCs 细胞浸润，CD4+ T、CD8+ T 细胞水平均明显增加（P<0.05，P<0.01），且 Arg1

和 iNOS mRNA 表达明显下降（P<0.05，P<0.01）。细胞体外共培养显示，桂枝茯苓丸含药血清给药显著降低了 MDSCs 细胞中

ROS、iNOS 活性水平，并促进 CD8+ T 细胞增殖和 GZMB、IFN-γ的分泌（P<0.05，P<0.01）。结论：桂枝茯苓丸能够降低促炎因

子分泌，抑制 CAC 小鼠结肠肿瘤增殖，其潜在机制可能与其减少 MDSCs 浸润，增强效应 T 细胞尤其是 CD8+ T 细胞应答，改善

肿瘤免疫抑制微环境有关。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to investigate the efficacy and related actions of Guizhi Fulingwan in intervening in 

the mice with colitis-associated colon cancer （CAC） based on the immunosuppressive microenvironment associated with myeloid-

derived suppressor cells （MDSCs）. Methods：： Sixty male C57BL/6 mice were randomly assigned to a blank group， a model 

group， an aspirin group （0.04 g·kg-1）， and low- ， medium- ， and high-dose Guizhi Fulingwan groups （4.87， 9.75， and 

19.50 g·kg-1）， with ten mice per group. The CAC mouse model was established via combined induction of azoxymethane （AOM）/

dextran sulphate sodium （DSS）. Drug intervention commenced in week five， with continuous intragastric administration for nine 

weeks. The food intake， body weight， fecal characteristics， and haematochezia were observed and recorded， and disease activity 

index （DAI） scores were calculated according to scoring criteria. Hematoxylin and eosin （HE） staining was used to observe the 

histopathological changes in the colon tissues of the mice. Immunohistochemistry was used to determine proliferating cell nuclear 

antigen-67 （Ki67） expression in the colon tissues， and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the 

contents of interleukin-6 （IL-6）， IL-1β， and tumor necrosis factor- α （TNF- α） in the serum of the mice. Flow cytometry was 

employed to determine the proportion levels of MDSCs， CD4+ T cells， and CD8+ T cells in the spleen tissues of the mice. The 

mRNA expressions of MDSC-associated effector molecules， including arginase 1 （Arg1） and inducible nitric oxide synthase 

（iNOS）， were detected by real-time quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR）. After that， an in vitro co-culture 

model of MDSCs and CD8+ T cells was established， and drug-containing serum of Guizhi Fulingwan was used for intervention. The 

Flow cytometry was employed to assess the effects of drug-containing serum of Guizhi Fulingwan with different concentrations on 

the levels of reactive oxygen species （ROS） and iNOS in MDSCs and the proliferation of CD8+ T cells. The levels of granzyme B 

（GZMB） and interferon- γ （IFN- γ） in cell supernatant were detected by ELISA. Results：： Compared with those in the control 

group， the mice in the model group exhibited significantly reduced body weight， elevated DAI scores， shortened colon length （P<

0.01）， increased number of tumors and Ki67 expression （P<0.01）， and significantly elevated contents of IL-6， IL-1β， and TNF-α 

in the serum （P<0.01）. Significant increases in the number of MDSCs were observed in mouse spleens， alongside marked 

reductions in the levels of CD4+ T and CD8+ T cells （P<0.01）. Furthermore， the mRNA expressions of MDSC function-associated 

effector molecules Arg1 and iNOS were significantly upregulated （P<0.01）. Compared with those in the model group， the mice in 

the middle-dose Guizhi Fulingwan group exhibited increased body weight and significantly decreased DAI scores （P<0.05， P<

0.01）. The mice in the middle- and high-dose Guizhi Fulingwan groups exhibited significantly improved colon shortening， 

significantly decreased number of tumors and Ki67 expression （P<0.05， P<0.01）， and significantly decreased contents of IL-6， 

IL-1β， and TNF-α in the serum （P<0.05， P<0.01）. Furthermore， administration of Guizhi Fulingwan markedly reduced MDSC 

infiltration in the spleen of the mice， with different degrees of increase in the levels of both CD4+ T and CD8+ T cells （P<0.05， P<

0.01）， alongside significant decreases in the mRNA expressions of Arg1 and iNOS （P<0.05， P<0.01）. In vitro cell co-culture 

shows that administration of drug-containing serum of Guizhi Fulingwan significantly decreases the activity levels of ROS and 

iNOS in MDSCs and promotes the proliferation of CD8+ T cells and the secretion of GZMB and IFN- γ （P<0.05， P<0.01）. 

Conclusion：： Guizhi Fulingwan can reduce pro-inflammatory cytokine secretion and inhibit tumor proliferation in the colon tissues 

of CAC mice. Its potential mechanism may involve reducing MDSC infiltration， enhancing effector T cells， particularly CD8+ T cell 

response， and improving the tumor immunosuppressive microenvironment.

［［Keywords］］ colitis-associated colon cancer； Guizhi Fulingwan； myeloid-derived suppressor cell； tumor immune 

microenvironment； T lymphocyte

根据世界卫生组织（WHO）发布的最新全球癌

症统计数据，结直肠癌是全球第三大常见恶性肿

瘤，同时也是导致癌症相关死亡的第二大原因。

2022 年，全球预计新增结直肠癌病例超过 190 万，死

亡病例约 90.4 万，分别占全部癌症发病和死亡总数

的约 10%，其高发病率与死亡率对全球公共卫生构

成重大威胁［1］。近年来，随着居民饮食结构和生活

方式的显著变化，我国结肠癌的发病率持续上升，

目前已跃居所有癌症类型的第二位［2］。肠道慢性炎

症是结肠癌发生的重要危险因素，结肠炎相关结肠

癌（CAC）的发生遵循“炎症-异型增生-癌变”的演进

模式，随着病程延长，其癌变风险不断增高［3］。当

前，以免疫检查点抑制剂为代表的肿瘤免疫治疗已

在多种肿瘤中广泛应用，成为包括结肠癌在内的多

种肿瘤的一线治疗方案，显示出良好的临床获益［4］。

然而，部分患者对肿瘤免疫治疗无反应，且相当一

部分初始有效的患者最终因出现获得性耐药而导

致疾病进展［5］。造成这一现象的关键在于高度免疫

抑制性肿瘤微环境的形成［6］。因此，深入探索驱动

免疫抑制性肿瘤微环境形成的内在机制，并发展有

效调控该微环境的干预策略 ，具有重要的临床

意义。

结肠炎相关肿瘤免疫微环境是一个复杂且高

度异质的系统，主要由大量浸润的髓系细胞和淋巴

细胞构成。这些细胞通过分泌多种细胞因子、生长

因子和蛋白酶，持续重塑肿瘤微环境，从而推动慢

性炎症向 CAC 恶性进展［7］。在肠道局部微环境中，

巨噬细胞和树突状细胞能够感知入侵的微生物信
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号，进而调控促炎淋巴细胞分化；而活化的淋巴细

胞又进一步介导更多髓系细胞向肠道组织局部募

集。这些髓系细胞在驱动慢性炎症向 CAC 转化过

程中发挥着关键作用［8］。在众多髓系细胞中，髓源

性抑制细胞（MDSCs）作为肿瘤微环境中的重要组

成部分，表现出强烈的免疫抑制活性和促肿瘤增殖

功能。近年来越来越多的研究证据表明，MDSCs在

炎症依赖性的 CAC 进展过程中扮演了关键性角色，

并且是导致结肠癌免疫治疗应答不佳的重要因

素［9］。因此，针对 MDSCs 的干预策略，包括抑制

MDSCs 细胞浸润及削弱其免疫抑制功能已成为当

前抗肿瘤免疫最具潜力的方向之一。

桂枝茯苓丸出自《金匮要略》，原为主治妇人瘀

阻胞宫所设，取其活血化瘀、缓消癥块之效，现代被

广泛用于治疗卵巢癌、肝癌、多发性骨髓瘤等恶性

肿瘤［10-12］。前期研究发现，桂枝茯苓丸加味显著减

少了氧化偶氮甲烷（AOM）/葡聚糖硫酸钠（DSS）诱
导的小鼠结直肠腺瘤数量，并通过调控磷酸酯酶与

张 力 蛋 白 同 源 物（PTEN）/磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路介导的线粒体凋

亡抑制细胞过度增殖［13］。本研究通过观察桂枝茯

苓丸对 CAC 小鼠炎症因子、MDSCs 相关免疫细胞

及 MDSCs 功能相关效应分子的影响，旨在揭示桂

枝茯苓丸对 AOM/DSS 诱导的 CAC 小鼠肿瘤免疫

微环境的干预作用，特别是桂枝茯苓丸对免疫微环

境中 MDSCs细胞介导的免疫抑制的影响。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠 60 只，8 周龄，

体质量 20~22 g，由成都达硕生物科技有限公司提

供，动物许可证号 SYXK（川）2025-0030。动物饲养

于成都中医药大学临床医学院实验动物房。小鼠

饲养条件：室内温度（23±2） ℃，湿度（50±10）%，明

暗循环 12 h。

1.2　伦理     相关实验经成都中医药大学动物伦理

委员会批准（批准号为 2025133）。
1.3　药物     桂枝茯苓丸按照《金匮要略》原书记载

的药物比例配伍：桂枝 15 g（批号 241101）、茯苓 15 g

（批号 240809）、赤芍 15 g（批号 240806）、桃仁 15 g

（批号 240607）、牡丹皮 15 g（批号 240905）。上述中

药饮片均购自四川省中药饮片有限责任公司，并经

成都中医药大学中医药创新研究院付兴副教授完

成药物鉴定。将上述药物分别以 8 倍、6 倍体积水煎

煮 2 次并通过后续浓缩处理，制成 1 g·mL-1 的浓缩

液。于 4 ℃冰箱保存备用。

1.4　试剂     AOM（美国 Sigma Aldrich 公司，货号

A5486）；DSS（美国 MP Biomedicals公司，货号 9011-

18-1）；阿司匹林肠溶片（德国拜耳医药保健有限公

司，国药准字 J20171021，规格 100 mg/片）；苏木素 -

伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，

货号 G1120）；细胞核增殖抗原 67（Ki67）抗体（中国

Affinity 公司，货号 AF0198）；辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔、一氧化氮（NO）荧光探针、活性氧（ROS）
检测试剂盒（上海碧云天生物技术股份有限公司，

货号分别为 A0352、S0019、S0033）；小鼠白细胞介

素（IL）-6、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和 IL-1β酶联免

疫吸附测定法（ELISA）试剂盒、小鼠 PerCP/Cyanine 

5.5 CD45 抗 体 、FITC CD11b 抗 体 、PE（Ly-6G/

Ly-6C）Gr-1 抗体、FITC CD4 抗体、PE CD8a 抗体（武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，货号分别为

E-EL-M0044、 M3063、 M0037、 E-AB-F1136J、

F1081C、F1120D、F1097C、F1104D）；小鼠 MDSC 分

离试剂盒（加拿大 STEMCELL 公司，货号 18970）；
FastPure 组织/细胞总 RNA 提取试剂盒、HiScript®Ⅲ
反转录试剂盒、SYBR Green qPCR（南京诺唯赞医疗

科技有限公司 ，货号分别为 RC101-01、R333-01、

Q711-02）；重组小鼠粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

（GM-CSF）、IL-6、IL-2（苏州近岸蛋白质科技股份有

限 公 司 ，货 号 分 别 为 CK02、CG39、CK24）；小 鼠

CD8+ T 细胞分选试剂盒、小鼠 CD3/CD28 T 细胞激

活磁珠（苏州海狸生物医学工程有限公司，货号分

别为 70902、70912）；5（6）-羧基二乙酸荧光素琥珀

酰亚胺酯（CFSE）荧光染料（美国 MCE 公司，货号

HY-D0938）；颗粒酶 B（GZMB）、干扰素 -γ（IFN-γ）
ELISA 试剂盒（杭州联科生物，货号分别为 EK2173、

EK280）。
1.5　仪器     RM2016 型病理切片机（德国 Leica 公

司）；JT-12S 型自动组织脱水机（武汉俊杰公司）；
Pannoramic midi 型多功能病理切片扫描仪（匈牙利

3DHIESTECN 公司）；MK3 型多功能酶标仪（美国

Thermo Fisher 公司）；CytoFLEX 型流式细胞仪（美

国 Beckman Coulter 公司）；BSCI300IIA2 型生物安

全柜（苏州苏净安泰公司）；Mastercycler ep 型实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪（德国

Eppendorf公司）。
2 方法

2.1　动物分组、造模及给药     将小鼠适应性喂养

1 周，随机分为空白组，模型组，阿司匹林组，桂枝茯

苓丸低、中、高剂量组，每组各 10 只。除空白组外，
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采用 AOM/DSS 复合诱导制备 CAC 模型［14］。具体

造 模 方 法 如 下 ：小 鼠 先 通 过 一 次 性 腹 腔 注 射

10 mg·kg-1 的 AOM 工作液，正常自由饮水、进食。

1 周后，用 2% DSS 溶液代替饮用水供小鼠连续自由

饮用 7 d，随后继续恢复正常饮水 14 d。上述 7 d+

14 d 为 1 个 DSS 循环周期，共进行 3 个 DSS 循环周

期。在第 2 个 DSS 循环即第 5 周开始进行药物干

预，给药剂量按人与小鼠体表面积比值折算等效剂

量［15］，以桂枝茯苓丸中剂量组为临床等效剂量，桂

枝 茯 苓 丸 低 、中 、高 剂 量 组 分 别 予 4.87、9.75、

19.50 g·kg-1药液灌胃，阿司匹林组将阿司匹林肠溶

片研碎成粉末，溶解在 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-

Na）中制成混悬液予 40 mg·kg-1灌胃，空白组和模型

组每日接受等体积的 0.5% CMC-Na 灌胃。灌胃容

积均为 10 mL·kg-1，每日 1 次，连续 9 周。造模结束

后，通过结肠肉眼观察及组织病理学检测，判断

CAC 模型是否构建成功。

2.2　小鼠一般情况及疾病活动指数评分（DAI）评
分     实验期间，观察并记录各组小鼠每日一般状

况、进食、粪便性状、便血及死亡情况。每周定期给

小鼠称体质量，并采用随机盲法计算 DAI 值［16］：体

质量未下降，下降 1%~5%、5%~10%、10%~15% 和>

15% 分别记 0~4 分；粪便性状正常记 0 分，粪便松散

记 2 分，稀便记 4 分；粪便隐血阴性记 0 分，隐血阳性

记 2 分，肉眼血便记 4 分。实验结束后，禁食 12 h，按

3.0 g·kg-1予 20% 乌拉坦溶液腹腔注射麻醉，采集小

鼠眼眶血离心收集血清，记录各组结肠组织长度和

肿瘤数，取脾脏、结肠进行后续检测。考虑到实验

过程中部分小鼠死亡、实验动物人道主义终点等因

素，后续研究每组仅取 6 只进行分析。

2.3　HE 染色观察结肠组织病理     将小鼠结肠组织

固定在 4% 多聚甲醛固定液，行常规脱水、透明、浸

蜡及石蜡包埋后切片，切片厚度约 5 μm。将切片脱

蜡后依次浸入不同梯度乙醇脱水，流水冲洗后进行

苏木素和伊红染色，风干后进行中性树胶封片。将

玻片置于多功能病理切片扫描仪完成全景扫描，

CaseViewer 2.4.0 软件观察各组小鼠结肠组织病理

改变并拍照。

2.4　免疫组织化学（IHC）法测定结肠 Ki67 表达        

    将石蜡包埋切片依次放入二甲苯和梯度乙醇中

进行脱蜡脱水处理。柠檬酸钠溶液高温修复，3% 

H2O2 孵育，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤。10% 山羊血

清 37 ℃孵育 2 h，滴加 Ki67（1∶150 稀释）一抗 4 ℃孵

育过夜，辣根酶标记山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 室

温孵育 1 h，二氨基联苯胺（DAB）显色，苏木素复

染，乙醇和二甲苯脱水透明，中性树胶封片。将玻

片全景扫描后，CaseViewer 2.4.0 软件观察各组小鼠

结肠 Ki67 表达并拍照，随机选取 5 个不重复视野，

使用 ImagePro Plus 6.0 软件统计阳性染色区域的平

均 积 分 光 密 度 值（IOD/面 积），取 均 值 进 行 结 果

比较。

2.5　 ELISA 检 测 血 清 IL-6、TNF- α 和 IL-1β 含 量         

    采 集 的 血 液 常 温 放 置 2 h，3 000 r·min-1 离 心

15 min，取 上 清 ，ELISA 测 定 小 鼠 血 清 中 IL-6、

TNF-α和 IL-1β含量，按照试剂盒说明书提供的步

骤进行操作，最后将孔板置于 MK3 型多功能酶标

仪，测定波长为 450 nm 处各孔吸光度 A。

2.6　流式细胞术检测脾脏 MDSCs、CD4+T、CD8+T

细胞比例水平     取新鲜脾脏组织轻轻研磨，使用

70 μm 细 胞 过 滤 器 过 滤 ，制 备 单 细 胞 悬 液 。 用

PerCP/Cyanine 偶联的 CD45 抗体标记免疫细胞，再

用 FITC 偶联的 CD11b 抗体和 PE 偶联 Gr-1 抗体孵

育细胞悬液检测小鼠脾脏总 MDSCs。用 FITC 偶联

的 CD4 抗体和 PE 偶联的 CD8 抗体染色检测小鼠脾

脏 T 淋巴细胞。使用 CytoFLEX 流式细胞仪进行上

机检测，并用 CytExpert 2.6.0 软件进行分析。

2.7　Real-time PCR 检测 MDSCs 功能相关效应分

子 mRNA 表达     使用 EasySep™小鼠 MDSCs 分离试

剂盒对制备好的单细胞悬液进行分选，收集脾脏

MDSCs，置于无 RNA 酶的离心管，采用诺唯赞 Total 

RNA Isolation Kit，严格按照说明书提取 MDSCs 的

RNA。提取的总 RNA 进一步逆转录合成 cDNA。最

后将配好的反应液加至 PCR 8 联管完成 PCR 扩增。

PCR 反应扩增程序设置为 95 ℃预变性 30 s，95 ℃变

性 10 s，60 ℃延伸 30 s，共 40 个循环。根据所得的 Ct

值，采用 2-ΔΔCt值法计算目的基因相对表达量。相关

引物序列由北京擎科生物设计合成，见表 1。

表 1　引物序列

Table 1　Primers sequences 

引物

Arg1

iNOS

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

下游 AGGAGCTGTCATTAGGGACATC

上游 GAGACAGGGAAGTCTGAAGCAC

下游 CCAGCAGTAGTTGCTCCTCTTC

上游 GAAGGTCGGTGTGAACGGAT

下游 CCCATTTGATGTTAGCGGGAT

长度/bp

185

127

257

注：Arg1. 精氨酸酶 1；iNOS. 诱导型一氧化氮合酶；GAPDH. 甘

油醛-3-磷酸脱氢酶
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2.8　MDSCs 与 CD8+ T 细胞共培养模型建立和干

预     通过无菌操作获取 C57BL/6 小鼠的胫骨和股

骨，冲洗收集骨髓细胞，红细胞裂解液裂解 20 min。

将细胞接种于 10 cm 培养皿，为诱导骨髓 MDSCs 分

化，加入 40 μg·L-1 的 GM-CSF 和 IL-6，4 d 后收集细

胞，添加荧光标记的抗小鼠 CD11b 和 Gr-1 抗体，流

式细胞术检测 CD11b⁺/Gr-1⁺细胞比例，鉴定诱导效

果。同时从 C57BL/6 小鼠脾脏分选 CD8+ T 细胞，将

分选后的 CD8+ T 细胞用小鼠 CD3/CD28T 细胞激活

磁珠刺激 48 h，之后向培养基内加入 30 U·mL-1重组

IL-2。共培养当日，收集 CD8+ T 细胞并用 CFSE 荧

光染料标记，与 MDSCs 细胞按 1∶1 比例共培养。实

验设置空白组（正常大鼠血清）和不同质量分数桂

枝茯苓丸含药血清组（2.5%、7.5%），干预时间 24 h。

2.9　流式细胞术检测 MDSCs 细胞 ROS 和 iNOS 活

性水平     收集各孔 MDSCs细胞，通过 2′，7′-二氯二

氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）探针检测 ROS 活性

水平，NO 探针 DAF-FM DA 检测 iNOS 酶活水平。

将重悬的细胞加入配制好的探针工作液，在 37 ℃细

胞培养箱中避光孵育 20 min。孵育结束后用 PBS

洗涤细胞，进行上机检测。

2.10　 CFSE 检 测 CD8+ T 细 胞 增 殖 情 况     CD3/

CD28 抗体刺激 CD8+ T 细胞增殖，IL-2 促进 CD8+ T

细胞扩增。使用细胞增殖荧光探针 CFSE 标记孵育

CD8+ T 细胞，并将 MDSCs 细胞与 CD8+ T 细胞共培

养，72 h 后通过流式细胞仪检测 CFSE 荧光强度并

统计 CD8+ T 细胞增殖水平。

2.11　ELISA 检测共培养细胞上清中 GZMB、IFN-γ

水平     收集共培养细胞上清液，ELISA 测定共培养

细胞上清液中 GZMB、IFN-γ含量，按照试剂盒说明

书提供的步骤进行操作，最后将孔板置于 MK3 型多

功能酶标仪，测定波长为 450 nm 处各孔吸光度 A。

2.12　统计学分析     采用 SPSS 23.0 软件进行统计

学分析，符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s 表示，多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），
首先对数据进行方差齐性检验 ，方差齐时采用

ANOVA 分析并进一步使用 Tukey 检验进行组间两

两分析，若方差不齐，采用非参数 Kruskal-Wallis 检

验进行分析。两组比较采用独立样本 t 检验。以

P<0.05 表示组间差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　桂枝茯苓丸对 AOM/DSS 诱导的 CAC 小鼠体

质量的影响     与空白组比较，模型组小鼠的体质量

在第 4、6、8、10、12 周时显著下降（P<0.01）。与模型

组比较，自第 8 周起，桂枝茯苓丸中剂量组的体质量

明显增加（P<0.05），而桂枝茯苓丸低、高剂量组和

阿司匹林组的小鼠体质量虽有增加，但差异无统计

学意义。见表 2。

3.2　 桂 枝 茯 苓 丸 对 AOM/DSS 诱 导 的 CAC 小 鼠

DAI 评分的影响     与空白组比较，模型组小鼠 DAI

评分在第 4、6、8、10、12 周时显著升高（P<0.01）；与
模型组比较，桂枝茯苓丸中剂量组的 DAI 评分在第

6、10、12 周明显降低（P<0.05，P<0.01），阿司匹林组

和桂枝茯苓丸高剂量组的 DAI评分在第 6 周时明显

降低（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

3.3　桂枝茯苓丸对 AOM/DSS 诱导的 CAC 小鼠结

肠长度和肿瘤数目的影响     与空白组比较，模型组

小鼠的结肠长度显著缩短（P<0.01），且结肠部位出

现数个肉眼可见的腺瘤（P<0.01）。与模型组比较，

桂枝茯苓丸各剂量组和阿司匹林组小鼠的结肠组

织明显缩短，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
且桂枝茯苓丸中、高剂量组和阿司匹林组的肠道肿

瘤数目明显减少，差异有统计学意义（P<0.05）。见

图 1、表 4。

3.4　桂枝茯苓丸对 AOM/DSS 诱导的 CAC 小鼠结

肠病理损伤的影响     空白组小鼠结肠黏膜结构和

表 2　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Guizhi Fulingwan on body weight of CAC mice （x̄± s，n=6） g

组别

空白组

模型组

阿司匹林组

桂枝茯苓丸低剂量组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

4.87

9.75

19.50

4 周

24.10±0.67

20.91±1.101）

21.03±0.66

21.27±1.40

21.57±1.15

21.93±0.85

6 周

25.68±0.73

19.74±0.611）

20.59±1.10

20.12±1.31

20.85±1.04

20.68±1.73

8 周

26.72±0.84

20.77±0.311）

21.80±0.58

21.14±0.73

22.10±0.832）

21.76±0.57

10 周

27.77±0.48

20.60±0.351）

21.20±1.48

21.06±1.17

22.15±0.692）

21.95±1.52

12 周

28.98±0.79

22.13±0.481）

23.13±0.75

22.60±0.82

23.46±0.772）

23.17±0.49

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 3-表 8 同）
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绒毛完整，腺体有序，隐窝正常，无黏膜糜烂和损

伤，无中性粒细胞浸润。模型组小鼠结肠结构严重

受损，黏膜绒毛和隐窝消失，腺体萎缩，黏膜层变

厚，大量中性粒细胞浸润并可见形态各异的肿瘤细

胞增生。与模型组比较，阿司匹林组及桂枝茯苓丸

中、高剂量组小鼠结肠黏膜损伤减轻，炎症浸润减

少，腺体结构及排列均较模型组改善，可见少量异

型增生。表明桂枝茯苓丸可以显著改善 AOM/DSS

诱导的肠道损伤，阻延 CAC 进展。见图 2。

3.5　桂枝茯苓丸对 AOM/DSS 诱导的 CAC 小鼠结

肠 Ki67 表达的影响     空白组小鼠结肠组织仅见少

量 Ki67 阳性表达，与空白组比较，模型组小鼠结肠

组织 Ki67 表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

阿司匹林组及桂枝茯苓丸中、高剂量组小鼠结肠组

织 Ki67 表达明显减少（P<0.05，P<0.01）。表明桂枝

茯苓丸可以有效抑制结肠肿瘤细胞增殖，对防治

CAC 具有良好效果。见图 3、表 5。

3.6　桂枝茯苓丸可显著降低 CAC 小鼠血清 IL-6、

TNF-α和 IL-1β水平     与空白组比较，模型组血清促炎

因子 IL-6、TNF-α和 IL-1β的水平显著升高（P<0.01）。
与模型组比较，阿司匹林及桂枝茯苓丸各剂量组 IL-6

和 TNF-α水平明显降低（P<0.05，P<0.01），阿司匹林

及桂枝茯苓丸中、高剂量组血清 IL-1β水平明显降低

（P<0.05，P<0.01）。表明桂枝茯苓丸给药可以显著降

低CAC小鼠炎症因子水平，缓解肠道炎症。见表 6。

3.7　桂枝茯苓丸对小鼠脾脏 MDSCs、CD4+ T 和

CD8+ T 细胞水平的影响     与空白组比较，模型组小

鼠脾脏 MDSCs 细胞占比显著升高（P<0.01），CD4+ 

T 和 CD8+ T 细胞占比显著降低（P<0.01）；与模型组

图 2　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠结肠病理损伤的影响  （HE，×400）
Fig.  2　Effect of Guizhi Fulingwan on pathological injury of colon in CAC mice （HE，×400）

表 3　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠 DAI 评分的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Guizhi Fulingwan on DAI score of CAC mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

阿司匹林组

桂枝茯苓丸低剂量组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

4.87

9.75

19.50

4 周

0.00±0.00

1.84±0.181）

2.11±0.45

1.83±0.18

1.83±0.18

2.06±0.49

6 周

0.00±0.00

3.00±0.211）

2.45±0.353）

2.78±0.17

2.34±0.373）

2.56±0.272）

8 周

0.00±0.00

2.84±0.181）

2.50±0.41

2.61±0.49

2.61±0.33

2.72±0.39

10 周

0.00±0.00

2.72±0.131）

2.34±0.37

2.44±0.35

2.22±0.352）

2.39±0.44

12 周

0.00±0.00

2.22±0.351）

1.78±0.17

2.06±0.33

1.66±0.372）

1.95±0.39

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 阿司匹林组；D. 桂枝茯苓丸低剂量

组；E.桂枝茯苓丸中剂量组；F.桂枝茯苓丸高剂量组（图 2-图 3 同）
图 1　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠结肠长度的影响

Fig.  1　Effect of Guizhi Fulingwan on colon length of CAC mice

表 4　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠结肠长度、肿瘤数目的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Guizhi Fulingwan on colon length and tumors 

number of CAC mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

阿司匹林组

桂枝茯苓丸低剂量组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

4.87

9.75

19.50

结肠长度/cm

8.10±0.59

5.99±0.341）

6.65±0.562）

6.59±0.432）

7.06±0.263）

6.72±0.453）

肿瘤数目/个

0.00±0.00

5.67±0.821）

3.83±1.172）

4.50±1.05

3.67±1.032）

3.67±1.212）
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比较，桂枝茯苓丸中、高剂量组小鼠脾脏中 MDSCs

细胞占比显著降低（P<0.01），CD4+ T 和 CD8+ T 细

胞占比明显升高（P<0.05，P<0.01）。表明桂枝茯苓

丸给药减少了 CAC 小鼠脾脏中 MDSCs 免疫浸润，

改善了肿瘤免疫微环境。见表 7。

3.8　桂枝茯苓丸对 MDSCs 相关效应分子 Arg1、

iNOS 表达的影响     与空白组比较，模型组小鼠脾脏

MDSCs 功能相关效应分子 Arg1、iNOS mRNA 表达

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，桂枝茯苓丸中、

高 剂 量 组 小 鼠 脾 脏 MDSCs 功 能 相 关 效 应 分 子

Arg1、iNOS mRNA 表 达 明 显 降 低（P<0.05，

P<0.01）。见表 8。

3.9　桂枝茯苓丸含药血清对 MDSCs 细胞 ROS、

iNOS 活性水平的影响     与空白组比较，2.5% 和

7.5% 桂枝茯苓丸含药血清组共培养细胞模型中

MDSCs 细 胞 ROS 和 iNOS 活 性 水 平 明 显 降 低

（P<0.05，P<0.01）。见表 9。

3.10　桂枝茯苓丸含药血清对 CD8+ T 细胞增殖及

GZMB、IFN-γ水平的影响     与空白组比较，2.5% 和

7.5% 桂枝茯苓丸含药血清组共培养细胞模型中

CD8+ T 细胞增殖明显升高（P<0.05，P<0.01）；与空

白组比较，7.5% 桂枝茯苓丸含药血清组细胞上清中

GZMB 水平明显升高（P<0.05），2.5% 和 7.5% 桂枝

茯苓丸含药血清组细胞上清中 IFN-γ水平明显升高

（P<0.05，P<0.01）。见表 10。

4 讨论

结直肠癌可塑造抑制性肿瘤免疫微环境，促进

肿瘤进展并导致对免疫检查点抑制剂治疗的耐药。

在炎症驱动肿瘤发生与发展的过程中，一方面，

IL-4、IL-10、转化生长因子 -β（TGF-β）等免疫抑制性

细胞因子募集 MDSCs、肿瘤相关巨噬细胞等免疫抑

制细胞浸润至肿瘤区域；另一方面，肿瘤微环境中

低氧、酸性及营养匮乏等特征导致肿瘤细胞与免疫

细胞之间发生代谢争夺，最终削弱抗肿瘤免疫应答

能力［17］。在中医理论中，结直肠癌属于“肠覃”“癥

瘕”等范畴，病位在大肠。大肠主津，其传导功能依

赖气津调和，而气津正常运行有赖营卫二气的协同

作用［18-19］。营气行于脉中，负责濡养肠腑、化生精

微；卫气行于脉外，主司卫护肠黏膜、抵御外邪、调

节黏膜局部免疫应答，与现代免疫学中黏膜屏障防

御及局部免疫调节功能高度契合［20］。《卫生宝鉴·肠

覃论治并方》指出：“卫气不荣，有所系止而结瘕在

内贴着，其延久不已，是名肠覃也。”指出卫气亏耗、

循行失常可致大肠津液输布障碍，进而与痰浊、瘀

表 6　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠血清炎症因子的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　Effect of Guizhi Fulingwan on serum inflammatory factors in CAC mice （x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

空白组

模型组

阿司匹林组

桂枝茯苓丸低剂量组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

4.87

9.75

19.50

IL-6

28.21±2.15

57.63±2.851）

49.31±2.643）

51.73±1.982）

48.36±2.013）

50.61±2.873）

TNF-α

176.75±10.45

425.16±16.321）

355.13±9.873）

385.62±14.082）

354.57±13.023）

363.15±15.293）

IL-1β

42.17±2.33

64.28±3.551）

54.65±3.342）

60.74±3.72

51.33±4.163）

53.39±3.523）

图 3　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠结肠 Ki67 表达的影响  （IHC，×400）
Fig.  3　Effect of Guizhi Fulingwan on expression of Ki67 in colon of CAC mice （IHC，×400）
表 5　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠结肠 Ki67 表达的影响  （x̄± s，n=5）

Table 5　 Effect of Guizhi Fulingwan on expression of Ki67 in 

colon of CAC mice （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

阿司匹林组

桂枝茯苓丸低剂量组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

4.87

9.75

19.50

Ki67 阳性表达

17.52±1.24

32.26±2.551）

26.21±1.873）

29.75±2.38

26.36±0.963）

27.42±1.642）
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血、糟粕互结，附着肠壁，渐成“肠覃”之痼疾。桂枝

茯苓丸作为活血消癥的经典方剂，其组方暗含卫调

和之意。方中桂枝与芍药为调和营卫的核心药对，

《本经疏证》谓：“芍药、桂枝一破阴，一通阳……此

实和营布阳之功”；桃仁、丹皮主入营分，功擅活血

祛瘀、散结消癥；“血不利则为水”，茯苓性平味甘

淡，利水行痰，通补兼长，《本草正》言其“能利窍去

湿”“厚肠藏，治痰之本，助药之降”，使湿无所聚，痰

无由生，以助桃仁、牡丹皮消癥之功。以上诸药合

用，共奏调营复卫、活血消癥之效。现代研究表明，

桂枝茯苓丸在调节免疫反应及抗肿瘤方面具有广

泛潜力，但其参与 CAC 免疫微环境重塑的相关作用

机制仍不清楚。本研究表明，桂枝茯苓丸治疗后小

鼠体质量明显增加，DAI评分降低，小鼠结肠肿瘤数

目减少。与模型组比较，桂枝茯苓丸给药显著下调

了细胞增殖标志物 Ki67 表达并降低促炎因子 IL-6、

TNF-α和 IL-1β水平，提示桂枝茯苓丸可改善 CAC

小鼠体内炎症状态 ，阻延炎症诱导的结肠肿瘤

进展。

越来越多的证据表明，MDSCs 是免疫抑制性肿

瘤微环境的核心组成部分，其持续募集通过诱导肿

瘤免疫抑制，阻碍 CD8+ T 细胞应答，成为诱导结肠

癌进展的重要驱动因素［21］。MDSCs 由一群表型异

常、具有免疫抑制功能的未成熟髓系来源细胞组

成，根据表型与功能特征分为多形核 MDSCs（PMN-

MDSCs）和 单 核 MDSCs（M-MDSCs）两 大 主 要 亚

群 ，其 中 PMN-MDSCs 占 比 超 70%，为 最 丰 富 亚

群［22］。MDSCs 在结肠炎症和 CAC 的发展中至关重

要［23-24］。在大多数癌症中，MDSCs 可能要到肿瘤晚

期才会大量积累。然而以 CAC 为代表的部分癌症，

MDSCs 可以在肠道肿瘤和慢性炎症环境中大量浸

润，对抑制免疫功能具有重要作用［25］。已有证据表

明，结肠癌患者肿瘤部位及外周血中 MDSCs 的累

积量与肿瘤分期呈显著正相关［26］。MDSCs 的核心

特征是抑制效应 T细胞的增殖与活性，其免疫抑制效

应可由多种分子介导，包括分泌 Arg1 消耗精氨酸等

必需代谢产物，以及产生 iNOS 和 ROS［27-28］。MDSCs

通过抑制 T细胞的增殖与功能促进肿瘤免疫逃逸，还

会削弱免疫治疗的效果，是诱导免疫抑制性 TME 形

成的关键细胞群。实验结果显示，与空白组比较，模

型组小鼠脾脏 MDSCs比例显著升高，且 MDSCs功能

相关效应分子 Arg1和 iNOS mRNA表达显著升高，桂

枝茯苓丸给药显著减少了 CAC 小鼠脾脏 MDSCs 的

积累，并降低了 MDSCs 功能相关效应分子 Arg1 和

iNOS mRNA 表达，此外使用桂枝茯苓丸含药血清处

理显著降低了 MDSCs 细胞中 ROS 和 iNOS 活性水

平，表明桂枝茯苓丸通过减少 MDSCs浸润及其免疫

抑制功能改善了 CAC肿瘤免疫微环境。

T 淋巴细胞作为肿瘤微环境中 MDSCs 的核心

作用靶标，其功能亚群 CD4+ T 细胞与 CD8+ T 细胞

表 7　桂枝茯苓丸对 CAC 小鼠脾脏 MDSCs、CD4+ T 和 CD8+ T 细胞

比例的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Guizhi Fulingwan on ratio of spleen MDSCs， 

CD4+ T and CD8+ T cells in CAC mice （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

9.75

19.50

MDSCs

1.14±0.12

2.77±0.301）

1.50±0.193）

1.68±0.263）

CD4+ T

11.93±1.31

7.77±0.451）

10.30±0.432）

10.27±0.972）

CD8+ T

7.88±0.34

5.24±0.161）

7.50±0.413）

8.04±0.563）

表 9　桂枝茯苓丸含药血清对 MDSCs 细胞 ROS、iNOS 活性水平的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　 Effect of Guizhi Fulingwan containing serum on activity 

levels of ROS and iNOS in MDSCs cells （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

桂枝茯苓丸含药血清组

体积分数/%

2.5

7.5

ROS 阳性率

80.10±5.81

63.07±3.121）

54.78±5.392）

iNOS 阳性率

73.55±3.37

64.27±4.391）

50.80±1.412）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 10 同）

表 10　桂枝茯苓丸含药血清对 CD8+ T 细胞增殖及 GZMB、IFN-γ

水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　 Effect of Guizhi Fulingwan containing serum on 

proliferation of CD8+ T cells and levels of GZMB and IFN-γ （x̄± s，

n=3）

组别

空白组

桂枝茯苓丸含药血清组

体积分

数/%

2.5

7.5

CFSE 增殖

率/%

33.55±1.63

40.62±2.751）

43.91±2.342）

GZMB

/μg·L-1

0.38±0.02

0.41±0.02

0.52±0.051）

IFN-γ
/ng·L-1

169.07±4.24

178.33±3.751）

203.72±5.362）

表 8　 桂 枝 茯 苓 丸 对 CAC 小 鼠 Arg1、iNOS mRNA 表 达 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 8　 Effect of Guizhi Fulingwan on Arg1 and iNOS mRNA 

expression in CAC mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

桂枝茯苓丸中剂量组

桂枝茯苓丸高剂量组

剂量/g·kg-1

9.75

19.50

Arg1

1.07±0.07

2.36±0.221）

1.70±0.243）

1.68±0.223）

iNOS

1.06±0.14

2.15±0.191）

1.69±0.252）

1.72±0.242）
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是介导抗肿瘤免疫应答的关键效应细胞，对于促进

机体抗肿瘤免疫反应至关重要［29-30］。其中 CD8+ T

细胞具有特异性识别肿瘤细胞并直接介导肿瘤杀

伤的核心功能。其杀伤机制主要通过以下途径实

现：一方面，CD8+ T 细胞可显著增强促凋亡因子穿

孔素与 GZMB 的分泌，协助 GZMB 进入靶细胞，启

动靶细胞凋亡程序；另一方面，CD8+ T 细胞还可通

过分泌 IL-2、IFN-γ、TNF 等关键细胞因子，进一步放

大其杀伤活性并诱导肿瘤细胞凋亡［31-32］。CD8+ T 细

胞耗竭会导致肿瘤快速生长，相反，增加肿瘤免疫

微环境中的 CD8+ T 细胞浸润可以增强机体抗肿瘤

免疫活性［33］。本实验研究表明，与空白组比较，

CAC 小鼠脾脏中 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞的数量

显著降低，桂枝茯苓丸给药促进了脾脏中效应 T 细

胞尤其是 CD8+ T 细胞的产生，抑制结肠肿瘤的生

长。同时细胞体外共培养结果显示，桂枝茯苓丸含

药血清处理显著促进了共培养细胞模型中 CD8+ T

细胞增殖，增加 CD8+ T 细胞中 GZMB、IFN-γ水平，

这些结果表明，桂枝茯苓丸可能通过调节 MDSCs

增加效应 CD8+ T 细胞应答，阻延 CAC 进展。

综上所述，桂枝茯苓丸能够降低促炎因子分

泌，抑制 CAC 小鼠肿瘤增殖，其潜在机制可能与其

减少 MDSCs 浸润，改善肿瘤免疫抑制微环境，增强

效应 T 细胞尤其是 CD8+ T 细胞应答有关。这一发

现为进一步探索桂枝茯苓丸干预 CAC 提供了实验

依据。然而本研究只是检测了桂枝茯苓丸对 CAC

小鼠 MDSCs 细胞、CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞等免疫

细胞水平及 MDSCs 相关效应分子的影响，基于肿

瘤与代谢和免疫之间的密切联系，下一步还需就

MDSCs 介导的免疫微环境与 CAC 代谢之间的关系

作进一步的研究揭示，为桂枝茯苓丸干预 CAC 提供

更为完善的理论依据和实验证据。
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