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健脾消癌方通过调控 FGF2 抑制 PI3K/Akt信号通路
改善肠癌化疗耐药
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［摘要］ 目的：探讨健脾消癌方改善结肠癌 5-氟尿嘧啶（5-FU）耐药的作用及机制。方法：建立人结肠癌细胞（HCT116）/5-

FU 耐药细胞系；不同体积分数（10%、15%、20%）的健脾消癌方含药血清及无药血清干预，设置 10% 小牛血清组（FBS 组）、成纤

维细胞生长因子受体（FGFR）抑制剂组（AZD4547 组）、成纤维细胞生长因子 2（FGF2）重组蛋白组（FGF2 组）为对照。FGF2 组

使用敏感 HCT116 细胞，其他组使用 HCT116/5-FU 细胞。检测细胞耐药性、细胞培养液中 FGF2 的表达水平、细胞中 FGF2 

mRNA 的表达、FGF2/FGFR、磷酸肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）蛋白表达水平。将耐药细胞移植到裸鼠腋窝建立肿瘤模

型，分为模型组、健脾消癌方组（15 g·kg-1）、5-FU 组（0.02 g·kg-1）、健脾消癌方+5-FU 组（15 g·kg-1+0.02 g·kg-1）、AZD4547 组

（0.012 5 g·kg-1）和 AZD4547+5-FU 组（0.012 5 g·kg-1+0.02 g·kg-1）。观察各组的瘤体增长及 FGF/FGFR 和 PI3K/Akt蛋白的表达

情况。结果：健脾消癌方各浓度组 HCT116/5-FU 细胞的生存比率均降低，其中 20% 浓度组细胞生存率降低最显著；健脾消癌

方各浓度组培养液中 FGF2、细胞中 FGF2 mRNA 表达均降低，其中 20% 浓度组降低最显著（P<0.01）；HCT116/5-FU 细胞中

FGF2、磷酸化（p）-FGFR1 蛋白表达显著增高，FGFR1 蛋白表达降低（P<0.01），健脾消癌方干预后 FGF2、p-FGFR1 表达明显下

调，FGFR1 表达升高（P<0.05）；健脾消癌方干预后 p-Akt、p-哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）表达下调，Akt、B 淋巴细胞瘤 -2

基因相关启动子（Bad）表达上调（P<0.05）。动物实验发现，健脾消癌方联合 5-FU 组明显抑制耐药瘤体生长，健脾消癌方联合

5-FU 组降低 FGF2、p-FGFR1、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达，升高 Bad 蛋白表达。提示健脾消癌方能够抑制结肠癌 FGF2/

FGFR1 信号表达调控 PI3K/Akt 及下游信号通路。结论：健脾消癌方可以改善肠癌化疗耐药性，其机制可能是通过下调 FGF2

表达抑制 PI3K/Akt信号通路激活。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the effect and mechanism of Jianpi Xiaoai prescription （JPXA） in ameliorating the 

5-fluorouracil （5-FU） resistance of colon cancer. Methods：： A HCT116/5-FU resistant cell line was established. Different 

concentrations （10%， 15%， 20%） of JPXA-containing serum and drug-free serum were used for intervention， and 10% fetal 

bovine serum （10% FBS）， fibroblast growth factor receptor （FGFR） inhibitor （AZD4547）， and recombinant fibroblast growth 

factor 2 （FGF2） were set as the control groups. Sensitive HCT116 cells were used in the FGF2 group， while HCT116/5-FU cells 

were used in other groups. Drug resistance， the level of FGF2 in the cell culture medium， the mRNA level of FGF2 in cells， and 

the protein levels of FGF2/FGFR and phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B （PI3K/Akt） were determined. The drug-

resistant cells were transplanted into the axilla of nude mice to establish a tumor model. The modeled mice were allocated into 

model， JPXA （15 g·kg-1）， 5-FU （0.02 g·kg-1）， JPXA+5-FU （15 g·kg-1+0.02 g·kg-1）， AZD4547 （0.012 5 g·kg-1）， and 

AZD4547+5-FU （0.012 5 g·kg-1+0.02 g·kg-1） groups. The tumor growth and the protein levels of FGF/FGFR and PI3K/Akt in each 

group were observed. Results：： The survival rate of HCT116/5-FU cells decreased in all the JPXA groups with different 

concentrations. The cell survival rate was decreased most obviously in the 20% JPXA group. The level of FGF2 in the cell culture 

medium and the mRNA level of FGF2 in cells of each JXPA group decreased， and the decrease was the most significant in the 20% 

group （P<0.01）. HCT116/5-FU cells showed up-regulated protein levels of FGF2 and phosphorylated fibroblast growth factor 

receptor 1 （p-FGFR1）， but down-regulated protein level of FGFR1 （P<0.01）. JPXA down-regulated the expression of FGF2 and p-

FGFR1 and up-regulated the expression of FGFR1 （P<0.05）. In addition， JPXA down-regulated the expression levels of 

phosphorylated protein kinase B （p-Akt） and phosphorylated mammalian target of rapamycin （p-mTOR）， while up-regulating the 

expression levels of Akt and Bcl-2-asociated death promoter （Bad） （P<0.05）. Animal experiments showed that the JPXA combined 

with 5-FU significantly inhibited the growth of drug-resistant tumors， reduced the protein levels of FGF2， p-FGFR1， 

phosphorylated phosphatidylinositol-3-kinase （p-PI3K）， p-Akt， and p-mTOR， and increased the expression of Bad. It indicated 

that JPXA can inhibit the FGF2/FGFR1 signaling in colon cancer and regulate PI3K/Akt and downstream signaling pathways. 

Conclusion：： JPXA can ameliorate the chemotherapy resistance of colon cancer through down-regulating FGF2 expression and 

inhibiting the activation of the PI3K/Akt signaling pathway.

［［Keywords］］ Jianpi Xiaoai prescription； colorectal cancer； chemotherapy resistance； fibroblast growth factor； 

phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B （PI3K/Akt）

结直肠癌（CRC）是全球常见恶性肿瘤之一，发

病率和死亡率分别为常见恶性肿瘤的第 3 位和

第 2 位，有逐年上升的趋势［1］。据文献［2-3］报道早

期局限期（Ⅰ期和Ⅱ期）结直肠癌患者的 5 年生存率

接近 90%，而晚期结直肠癌，伴有远处器官扩散患

者的生存率为 13.1%。对于早中期结直肠癌患者手

术治疗及术后的辅助化疗是主要治疗手段。对于

晚期结直肠癌，化疗仍然是主要治疗手段之一，但

化疗易出现耐药，导致治疗失败，疾病进展，不能获

得满意临床疗效［4］。探索结直肠癌化疗耐药机制，

寻找化疗药物耐药的靶点，改善结直肠癌化疗耐药

性，提高化疗药物疗效，延长患者生存期，是结直肠

癌临床治疗中亟待解决的问题。因此，深入研究化

疗耐药机制并进行阻断，对结直肠癌的治疗有重要

意义。成纤维细胞生长因子（FGF）信号通路对正常

和癌症生物学至关重要，FGF 信号异常活化可以让

肿瘤细胞获得耐药潜能，在肿瘤细胞 FGF 与 FGF 受

体（FGFR）结合后诱导并激活的下游信号传导途径

中，有多条信号通路与肿瘤耐药机制有关，其中一

条通路就是磷酸肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/

Akt）［5］。PI3K/Akt下游又有哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）、糖 原 合 酶 激 酶 -3β（GSK-3β）、

B 细胞淋巴瘤 -2 基因相关启动子（Bad）、叉头蛋白

（FKHR）、核转录因子 -κB（NF-κB）等多条信号通

路，调节细胞周期、影响细胞的凋亡、增殖、转移

等［6］，与耐药发生密切相关。中医药是补充和替代

医学的一个重要组成部分，在中国具有几千年的使

用历史，其在结直肠癌的治疗中也发挥了一定的作

用，具有抗复发和转移、提高生存质量、调节免疫

力、延长生存期等作用［7］。GUO 等［8］发现芪珍胶囊

能够抑制结直肠癌细胞增殖、促进凋亡，抑制裸鼠

肠癌移植瘤体的生长。LYU 等［9］发现葛根芩连汤联

合免疫治疗可以抑制结直肠癌移植瘤生长，可以调

节肠道菌群 ，显著增加了外周血和肿瘤组织中

CD8+ T 细胞的比例，下调程序性死亡受体 -1（PD-1）
和增加白细胞介素 -2（IL-2）水平，提示联合治疗可

以通过抑制抑制性检查点有效恢复 T 细胞功能。健

脾消癌方是湖南省中西医结合医院名中医蒋益兰

教授临床治疗结直肠癌的有效验方，课题组前期临

床观察该方联合化疗治疗晚期转移性结直肠癌能

够提高患者的无进展生存期（PFS）和总生存时间

（OS），很大程度上提升了患者的生存质量。前期实
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验研究发现健脾消癌方具有抑制肠癌细胞增殖，阻

滞周期，促进细胞凋亡的作用［10］，能够抑制肠癌裸

鼠瘤体生长，降低转移率［11］，对 PI3K/Akt 信号通路

具有一定调节作用［12］。健脾消癌方配合化疗疗效

优于单纯化疗，说明健脾消癌方具有化疗增效的作

用［13］，但其增效机制有待进一步探索。健脾消癌方

是否改善结直肠癌化疗耐药，在耐药中的作用机制

也有待深入研究。本研究拟建立结直肠癌化疗耐

药 细 胞［人 结 肠 癌 细 胞（HCT116）/5- 氟 尿 嘧 啶

（5-FU）］，观察健脾消癌方干预后对耐药细胞存活

率、FGF2 及 PI3K/Akt 信号通路的影响，进一步探索

健脾消癌方对结直肠癌的疗效机制。

1 材料

1.1　 动 物 和 细 胞 株     SD 大 鼠 20 只 ，体 质 量

（200±20） g，雌雄各半，购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司（证书编号 430727211102382265）。
BALB/C-nu/nu 裸鼠 36 只，体质量（20±2）g，雌雄各

半，购自上海洁思杰实验动物有限公司（证书编号

110324230100279065）。人结肠癌细胞系 HCT 116

购自中国科学院（No.Tchu99）并在 RPMI 1640 培养

基中培养。当细胞达到 90% 汇合时进行传代，细胞

传至第 5 代，取汇合率为 80% 的对数生长期细胞进

行实验。

1.2　伦理     符合湖南省中医药研究院实验动物伦

理委员会伦理要求，伦理编号 SBWJW2022-0155。

1.3　药物     健脾消癌方处方：人参 10 g、薏苡仁

30 g，半枝莲 30 g、重楼 10 g、莪术 10 g、郁金 15 g、枳

壳 10 g、甘草 6 g。人参颗粒（批号 21050001）、薏苡

仁 颗 粒（ 批 号 21100343）、半 枝 莲 颗 粒（ 批 号

21090168）、重楼颗粒（批号 21060077）、莪术颗粒

（批号 21050100）、郁金颗粒（批号 21050031）、枳壳

颗粒（批号 21030139）、甘草颗粒（批号 21100285），
购自四川新绿色药业科技发展股份有限公司，适量

的热水完全溶解为相当于生药 1.5 g·mL-1，4 ℃保

存 ，1 周 内 用 完 。 FGF2 重 组 蛋 白（ 美 国 R&D 

Systems 公 司 ，批 号 3718-FB）；FGFR 抑 制 剂

（AZD4547）、5-FU（德国 Selleck 公司，批号分别为

5623、4823）。
1.4　试剂     胎牛血清（FBS）、RPMI 1640 培养基（美

国 Gibco 公司，批号分别为 2296205、8121027）；杜氏

磷酸缓冲盐溶液（D-PBS）、蛋白定量法（BCA）蛋白

浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，

批号分别为 1203、P0012S）；Cell Titer-Glo 试剂盒

（美国 Promega 公司）；FGF2 酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒、FGF2 抗体、磷酸化（p）-PI3K 抗体

（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab246531、

ab208687、ab182651）；p-FGFR1 抗体、FGFR 抗体、

PI3K p110α （C73F8）、p-Akt 抗体（Ser473）、Akt 抗体

（ 美 国 Cell Signaling 公 司 ，批 号 分 别 为 52928、

#9740、#4249、#4060、#4691）；p-mTOR 抗 体

（S2448）、mTOR 抗体、Bad 抗体、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体（美国 Proteintech 公司，批号分别

为 30195914、30245823、30678345、30320674）；化学

发 光 底 物（ 美 国 Thermo Scentific 公 司 ，批 号

VF304342）；放射免疫沉淀法（RIPA）细胞裂解液、

硝酸纤维素蛋白质印迹膜、TRIzol（美国 Sigma 公

司 ，批 号 分 别 为 SCBF7966V、A15030279、

15596018）；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公

司，批号 #R223）；实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）试 剂 盒（日 本 Takara 公 司 ，批 号

AK41788A）；羊抗鼠免疫球蛋白（Ig）G（北京科颖生

物技术有限公司，批号 01325/50237）；羊抗兔 IgG

（北京中山金桥生物技术有限公司，批号 119986）。
1.5　 仪 器     Heracell 2401 型 细 胞 培 养 箱（美 国

Thermo 公司）；SE 300 型电泳仪、SE 300 型移膜仪

（美国 Hoefer 公司）；Tanon5200 型全自动化学发光

成像分析系统（上海天能有限公司）；Synergy2 型全

自动酶标仪（美国 BioTek 公司）；LC 480 型 Real-

time PCR 仪（瑞士 Roche 公司）；LC-20AT 系列高效

液相色谱仪（日本京都岛津公司）。
2 方法

2.1　高效液相色谱仪对健脾消癌方进行分析     采

用高效液相色谱法（HPLC）建立了健脾消癌方的色

谱图，使用岛津 LC-20AT 系列 HPLC 系统（日本京都

岛 津 公 司 ）和 InertSustain C18 色 谱 柱（4.6 mm×

250 mm，5 μm）进行 HPLC 分析。对照品柚皮苷（中

国食品药品检定研究院，批号 0722-200108），野黄

芩 苷（中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ，批 号 110842-

202010），新橙皮苷、甘草酸铵（中国食品药品检定

研 究 院 ，批 号 分 别 为 11857-201703、110731-

202122），甘草素（成都克洛玛生物科技有限公司，

批号 CHB-G-0071），异甘草苷（成都克洛玛生物科

技有限公司，批号 CHB-Y-0791）购自中国食品药品

检定研究院。分离条件设定为流动相 A 为 0.1% 甲

酸水溶液，流动 B 为甲醇；流速为 1.0 mL·min-1，进样

量为 5 μL，检测波长为 230 nm，柱温为 30 ℃。

2.2　耐药细胞系的建立     采用浓度梯度递增的方
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法来诱导耐药细胞株：预实验检测亲代细胞的半数

抑制浓度（IC50），选择 0.1 μg·L-1 5-FU（在此质量浓

度下大部分 HCT116 细胞能够继续存活，属于相对

安全的浓度）作为起始浓度，每 48 h 更换 1 次药物，

去除死亡细胞后传代培养。观察没有明显细胞死

亡后，选择对数生长期细胞进行传代，并增加 25%~

50% 药物浓度进行共培养。最终待细胞稳定存活

于 5 mg·L-1药物浓度后，进行连续传代培养，没有观

察到明显细胞死亡后 ，定义所得的细胞亚株为

HCT116/5-FU 耐药细胞株。为保证耐药性的持续

存 在 ，该 细 胞 亚 株 培 养 时 均 应 给 予 5 mg·L-1 的

5-FU。在对耐药细胞进行检测前，应当给予耐药细

胞株 2 周的药物洗脱期培养。

2.3　健脾消癌方含药血清的制备     SD 大鼠 20 只，

雌雄各半，随机分成 2 组，每组 10 只。实验组按

70 kg 成年人 120 g·d-1 的等效量为 10.8 g·kg-1［14］；对
照组按大鼠体质量灌胃等容积的生理盐水。每天

灌胃 1 次，连续 6 d，于第 7 天最后 1 次灌胃 l h 后，腹

腔 麻 醉 ，腹 主 动 脉 取 血 ，4 ℃ 保 存 ，24 h 内 离 心

（2 000 r·min-1，离心半径 10 cm，下同，10 min），吸取

血清，合并同组动物血清，用 0.22 μm 微孔滤膜过滤

除菌，−20 ℃保存备用。

2.4　CellTiter GLO 法检测耐药性     设健脾消癌方

组（10%、15%、20% 浓度）、无药血清组（10%、15%、

20% 浓 度）、FBS 组（10%FBS），FGFR 抑 制 剂 组

（AZD4547 组 ，1 μmol·L-1），FGF2 重 组 蛋 白 组

（FGF2 组，150 mg·L-1）、溶液（仅含培养液）调零孔。

FGF2 使用敏感 HCT116 细胞，其他组使用 HCT116/

5-FU 细胞。5-FU 设置浓度梯度 0.01、0.05、0.1、0.5、

1、5、10、50、100 μmol·L-1。将处于对数生长期的细

胞胰酶消化后，完全培养基重悬成细胞悬液并计

数，调整浓密度为 5×104 个/mL，在 96 孔培养板中每

孔加入细胞悬浮液 100 μL，每组 3 个复孔，37 ℃孵

箱中培养 24 h 细胞贴壁后吸去培养基，更换含有相

应药物及不同 5-FU 浓度的培养液，并放入培养箱培

养 72 h。培养终止前每孔加入 CellTiter-GLO 溶液

100 μL，反应约 10 min 后，酶标仪检测 luciferase 值，

计算 IC50、细胞存活率。

2.5　ELISA 检测细胞培养液中 FGF2 的表达     按照

上述分组和处理方法，采用健脾消癌方干预 72 h，收

集各组细胞培养上清。根据 ELISA 试剂盒的说明

书，将 FGF2 标准产物和细胞培养上清液加入用

FGF2 抗体包被的反应孔中，在 37 ℃温育 1 h，洗涤

3 次，将新鲜稀释的酶标抗体加入每个反应孔中，在

37 °C 温育 1 h，冲洗 3 次，并在每个反应孔中加入临

时制备的底物溶液 20 min，在 450 nm 处测定吸光

度，绘制标准曲线并计算样品浓度。

2.6　Real-time PCR 检测 FGF2 mRNA 表达     按上

述分组及处理，健脾消癌方干预 72 h，收集各组细

胞 。 采 用 TRIzol 一 步 法 提 取 总 RNA，取 总 RNA 

2 μg，按照逆转录试剂盒的说明进行逆转录 cDNA，

然后以 cDNA 为模板进行 Real-time PCR 扩增目的

基因。逆转录条件为 50 ℃延伸 15 min、85 ℃失活

2 min，再参考 SYBR Green 说明进行循环扩增，扩增

条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 10 s、60 ℃退火

20 s、72 ℃延伸 20 s，共 40 个循环。以 GAPDH 作为

Real-time PCR 的内参基因，设计了 FGF2 引物。用

2-ΔΔCt 分析 Real-time PCR 结果，计算表达差异，重复

3 次。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，见表 1。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞内

FGF2/FGFR、PI3K/Akt 蛋白表达         按上述分组及

处理，健脾消癌方干预 72 h，收集各组细胞。将细胞

用冰预冷的 PBS 冲洗 3 次加入含有苯甲基磺酰氟

（PMSF）4 μL 的 RIPA 缓 冲 液 400 μL，冰 上 裂 解

30 min，4 ℃ ，12 000 r·min-1 离心 15 min，取上清，

BCA 试剂盒进行蛋白定量，按照比例加入十二烷基

硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）蛋白缓

冲液，煮沸 5 min，立即分装，置−80 ℃备用。取蛋白

50 μg 上样，SDS-PAGE 凝胶电泳后转膜至聚偏二氟

乙 烯（PVDF）膜 ，封 闭 ，密 封 ，分 别 加 入 FGF2、

p-FGFR1、 FGFR1、 PI3K、 p-PI3K、 Akt、 Bad

（1∶1 000），p-Akt（1∶2 000），mTOR（1∶20 000），
p-mTOR、GAPDH（1∶10 000）一抗，室温孵育 4 h，加

入二抗，室温孵育 2 h，增强化学发光法（ECL）发光，

检测蛋白的表达水平，GAPDH 为内参。以 Image J

软件分析结果。

2.8　裸鼠腋下移植瘤建立及干预     培养 HCT116/

5-FU 细胞，收集细胞悬液调整密度为 2×107 个/mL，

注射到 36 只 BALB/C-nu/nu 裸鼠右腋下，每只注射

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

FGF2

序列（5′-3′）
上游 GCACCACCAACTGCTTA

下游 AGTAGAGGCAGGGATGAT

上游 AGTGTGTGCTAACCGTTACCT

下游 ACTGCCCAGTTCGTTTCAGTG

长度/bp

179

170
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细胞悬液 0.1 mL，即接种细胞数为 2×106个，观察裸

鼠腋下种植瘤生长，时间 2 周，腋下见明显的肿瘤生

长既是造模成功［11］。分为模型组、健脾消癌方组、

5-FU 组、健脾消癌方 +5-FU 组、FGFR 抑制剂组、

FGFR+5-FU 组，每组 6 只。接种细胞后进行相关药

物 干 预 。 模 型 组 给 予 等 体 积 生 理 盐 水 灌 胃 ，

0.2 mL/只，1 次/d，每周 5 d。中药予人体等效浓度药

液灌胃给药［14］，每只 0.2 mL（1.5 g·mL-1），每天 1 次，

每周 5 d；5-FU 组按人腹腔给药 20 mg·kg-1 折算为

3.7 mg/周（约 0.15 mL），为每周 2 次；FGFR 抑制剂组

按人腹腔给药 12.5 mg·kg-1 灌胃给药，每日 1 次；均
予生理盐水灌胃，每日 1 次，每周 5 d。干预持续

5 周。每周测量瘤体大小，计算体积，体积=0.52×长

径×短径 2，观察体积增长情况，体积净增长=每周测

得体积-分组前体积。5 周后处理裸鼠，剥离瘤体，

称质量。

2.9　 Western blot 检测 FGF2/FGFR1 和 PI3K/Akt

蛋白在裸鼠瘤体中的表达     将各组瘤体取 0.2 g 分

别置于装有预冷生理盐水的平皿中，在平皿中剪碎

肿瘤组织，加入含有 10 μL PMSF 的 RIPA 裂解液 1 

mL，用组织捣碎机 10 000~15 000 r·min-1 研磨制成

组织匀浆，并冰上摇床上 30 min 充分裂解，4 ℃、12 

000 r·min-1离心 15 min，取上清，BCA 试剂盒进行蛋

白定量测定蛋白浓度，按照比例加入 SDS-PAGE 蛋

白缓冲液，煮沸 5 min，立即分装，置−80 ℃备用。按

前法（此前细胞内 FGF2/FGFR、PI3K/Akt 蛋白表达

检测方法）进行蛋白浓度定量、蛋白储存、电泳、转

移、一抗二抗孵育、发光等，检测裸鼠瘤体内 FGF2/

FGFR1 和 PI3K/Akt 蛋 白 的 表 达 水 平 ，GAPDH 为

内参。

2.10　统计学方法     采用 SPSS 28.0 进行统计分析，

计量资料采用 x̄ ± s 表示，数据进行正态分布及组间

方差齐性检验，2 项均符合者，两组比较采用成组

t 检验，多组比较采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA），若有 1 项不符合时，采用非参数检验中的

多个独立样本 Kruskal-Wallis H 进行统计处理，检验

水准为 0.05。

3 结果

3.1　健脾消癌方的高效液相色谱分析     为了验证

药品质量的稳定性，采用 HPLC 对健脾消癌方进行

含量分析。根据健脾消癌方的主要药物成分，选取

柚皮苷、野黄芩苷、新橙皮苷、甘草酸铵、甘草素、异

甘草苷，得到混合对照品的 HPLC 色谱图，健脾消癌

方的 HPLC 图中有 12 个主要特征峰，分别为 5 号色

谱峰（柚皮苷），6 号色谱峰（野黄芩苷），7 号色谱峰

（新橙皮苷），13 号色谱峰（甘草酸铵）。将 6 个批次

健脾消癌方进行相似性评价，样品色谱图与对照图

谱的相似度均>0.950，说明样品质量稳定。见增强

出版附加材料。

3.2　HCT116/5-FU 细胞的镜下特点     为获得人结

肠癌耐药细胞系，采用浓度梯度法干预 HCT116。

首先以 0.1 μg·L-1的 5-FU 干预，每 48 h 增加 5-FU 浓

度，直至细胞在 5.0 mg·L-1 质量浓度条件下稳定生

长。光镜下，结肠癌敏感 HCT116 细胞呈上皮样单

层排列，大小均匀，边界清晰，呈类梭形，贴壁生长。

经 5-FU 干预后形成耐药细胞会发生明显改变，形状

不规则，多数呈类圆形，轮廓清晰。见图 1。

3.3　健脾消癌方对 HCT116/5-FU细胞存活率的影响  

   与 FBS组比较，FGF2组的敏感 HCT116细胞存活率

明显增高（P<0.05），提示耐药能力增强；抑制 FGFR

后，HCT116/5-FU 细胞存活率明显下降（P<0.05），说
明 FGF2的高表达与耐药发生相关。与相同浓度无药

血清组比较，健脾消癌方 10%、15%、20% 浓度均能够

降低HCT116/5-FU细胞生存率，其中 20%浓度组细胞

生存率降低最显著（P<0.01），说明健脾消癌方可降低

化疗耐受性，改善化疗耐药。见表 2。

3.4　 健 脾 消 癌 方 对 HCT116/5-FU 细 胞 IC50 的 影

响      FBS 组的 5-FU 浓度为 23.45 μmol·L-1，10%、

15%、20% 健脾消癌方含药血清组的 5-FU 浓度分别

为 20.33、17.46、5.136 μmol·L-1，10%、15%、20% 无药

血 清 组 的 5-FU 浓 度 分 别 为 26.09、21.10、

注：A、B.HCT116 5-FU 耐药株 100、200 倍；C、D. 敏感 HCT116

细胞 100、200 倍

图 1　 HCT116/5-FU 耐 药 细 胞 及 敏 感 HCT116 细 胞 特 点  （倒置显

微镜）
Fig.  1　 Microscopic characteristics of HCT116/5-FU drug-

resistant cells and sensitive HCT116 cells （inverted microscope）
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19.61 μmol·L-1，AZD4547 组 的 5-FU 浓 度 为

3.455 μmol·L-1， FGF2 组 的 5-FU 浓 度 为

39.29 μmol·L-1，结果显示耐药细胞（10%FBS）、无药

血清的 IC50 均较高，而健脾消癌方各浓度组 IC50 降

低，其中 20% 浓度组最低。

3.5　健脾消癌方对 HCT116/5-FU 细胞培养液中

FGF2 表 达 及 细 胞 中 FGF2 mRNA 的 表 达 影

响     HCT116/5-FU 细胞培养液及细胞中（FBS 组）
FGF2、FGF2 mRNA 高表达，添加 FGF2 重组蛋白的

敏 感 HCT116 细 胞 培 养 液 及 细 胞 中 FGF2、FGF2 

mRNA 也 成 高 表 达 ，说 明 肠 癌 耐 药 的 发 生 伴 随

FGF2 升高。与无药血清组比较，健脾消癌方各浓

度组培养液中 FGF2 及细胞中 FGF2 mRNA 表达均

降低，其中 20% 浓度组降低最显著（P<0.01），提示

健脾消癌方可以降低 FGF2 表达。见表 3。

3.6　健脾消癌方对细胞中 FGF2、p-FGFR1、FGFR1

蛋 白 表 达 的 影 响     与 HCT116 敏 感 细 胞 比 较 ，

HCT116/5-FU 细胞中 FGF2、p-FGFR1 表达显著增

高，FGFR1 表达显著降低（P<0.01），说明 FGF2 的高

表达促进结肠癌耐药。健脾消癌方干预后 ，与

HCT116/5-FU 无药血清组比较，FGF2、p-FGFR1 表

达 显 著 下 调（P<0.01），FGFR1 表 达 显 著 升 高

（P<0.01），说明健脾消癌方可以抑制耐药细胞中

FGF2/FGFR1 信号表达。见表 4、图 2。

表 2　健脾消癌方对 HCT116/5-FU 细胞的存活率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of Jianpi Xiaoqi prescription （JPXA） on survival rate of HCT116/5-FU cells （x̄± s，n=3）

组别

FBS 组

健脾消癌方组

无药血清组

AZD4547 组

FGF2 组

组别

FBS 组

健脾消癌方组

无药血清组

AZD4547 组

FGF2 组

浓度

10%

10%

15%

20%

10%

15%

20%

1 μmol·L-1

150 mg·L-1

浓度

10%

10%

15%

20%

10%

15%

20%

1 μmol·L-1

150 mg·L-1

0.01 μmol·L-1

0.95±0.05

1.00±0.01

0.99±0.02

0.99±0.02

0.98±0.027）

0.97±0.027）

0.97±0.027）

1.00±0.05

1.03±0.021）

5 μmol·L-1

0.82±0.05

0.77±0.046，7）

0.81±0.036，7）

0.59±0.032，4，5，8）

0.87±0.066）

0.86±0.056）

0.77±0.056，7）

0.48±0.042）

0.93±0.066）

0.05 μmol·L-1

0.91±0.01

0.96±0.031）

0.91±0.03

0.94±0.012，4）

0.96±0.012，5）

0.95±0.012，5）

0.90±0.017）

0.90±0.03

0.98±0.041，5）

10 μmol·L-1

0.73±0.05

0.66±0.066，8）

0.55±0.105，8）

0.41±0.072，4，5，8）

0.78±0.056，7）

0.73±0.056，8）

0.69±0.046，8）

0.25±0.052）

0.88±0.032，6）

0.1 μmol·L-1

0.91±0.01

0.94±0.011，6）

0.89±0.014，5，7）

0.89±0.05

0.96±0.012，6）

0.95±0.012，6）

0.90±0.015，7）

0.79±0.0531）

0.96±0.0261，6）

50 μmol·L-1

0.43±0.01

0.37±0.066，7）

0.39±0.033，6，7）

0.30±0.022，4，6，8）

0.46±0.011，6）

0.46±0.026）

0.43±0.016，7）

0.11±0.042）

0.49±0.021，6）

0.5 μmol·L-1

0.91±0.01

0.96±0.021，6）

0.91±0.023，6，7）

0.79±0.042，4，5，8）

0.96±0.012，6）

0.95±0.012，6）

0.90±0.016，7）

0.68±0.042）

0.96±0.021，6）

100 μmol·L-1

0.38±0.05

0.19±0.032，4，6，8）

0.17±0.071，4，5，8）

0.11±0.042，4，5，8）

0.41±0.056）

0.41±0.056）

0.33±0.026，8）

0.01±0.012）

0.48±0.031，6）

1 μmol·L-1

0.91±0.02

0.70±0.091，4，8）

0.90±0.066）

0.70±0.042，4，5，8）

0.96±0.021，6）

0.95±0.021，6）

0.90±0.026，7）

0.61±0.032，6）

0.97±0.021）

注：与 FBS 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与相同浓度无药血清组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 AZD4547 组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与 FGF2 组比

较 7）P<0.05，8）P<0.01（表 5 同）

表 3　健脾消癌方对 HCT116/5-FU 细胞培养液中 FGF2 表达及细胞

中 FGF2 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of JPXA on FGF2 in cell culture medium and 

FGF2 mRNA in HCT116/5-FU cells （x̄± s，n=3）

组别

FBS 组

健脾消癌方组

无药血清组

FGF2 组

浓度

10%

10%

15%

20%

10%

15%

20%

150 mg·L-1

FGF2/ng·L-1

148.17±9.28

104.28±9.182，3，4）

49.83±1.672，3，4）

16.50±4.412，3，4）

163.17±3.33

143.17±5.00

117.06±4.191）

359.83±3.331）

FGF2 mRNA

1.12±0.12

0.50±0.012，3，4）

0.38±0.042，3，4）

0.14±0.012，3，4）

0.89±0.11

0.99±0.07

0.64±0.151）

0.86±0.051）

注：与 FBS 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与相同浓度无药血清组比

较 3）P<0.01；与 FGF2 组比较 4）P<0.01
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3.7　 健 脾 消 癌 方 对 细 胞 中 PI3K、p-Akt、Akt、

p-mTOR、mTOR、Bad 蛋白表达的影响     抑制 FGFR

后，HCT116/5-FU 细胞中 p-Akt、p-mTOR 低表达，

Bad 蛋 白 高 表 达；添 加 FGF2 重 组 蛋 白 后 ，敏 感

HCT116 细 胞 中 PI3K、Akt、mTOR、Bad 低 表 达 ，

p-Akt、p-mTOR 高表达，说明 FGF2 促进耐药主要是

通过活化 PI3K/Akt 下游信号通路。健脾消癌方干

预后，与相同浓度无药血清组比较，15%、20% 浓度

组 Akt、Bad 表达上调，p-Akt、p-mTOR 下调，20% 浓

度组调节最明显，差异具有统计学意义（P<0.05，

P<0.01），提示健脾消癌方可以抑制耐药细胞中 Akt

及下游信号通路。健脾消癌方改善耐药，可能通过

调 控 FGF2 抑 制 PI3K/Akt 及 下 游 信 号 通 路 。 见

图 3、表 5。

3.8　健脾消癌方对裸鼠移植瘤瘤体质量及体积的

影响     建立耐药肿瘤模型，分组干预，与模型组、健

脾消癌方组、5-FU 组比较，健脾消癌方联合 5-FU 组

瘤体质量显著降低（P<0.01），联合组疗效优于单药

表 4　健脾消癌方对细胞中 FGF2、p-FGFR1、FGFR1 蛋白表达情况  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of JPXA prescription on expression of FGF2，p-FGFR1，FGFR1 proteins of cells in each group （x̄± s，n=3）

组别

无药血清组

健脾消癌方组

细胞

HCT 116

HCT 116/5-FU

HCT 116

HCT 116/5-FU

体积分数/%

20

20

20

20

FGF2

0.523±0.023

1.193±0.0441）

0.502±0.023

0.643±0.0222）

p-FGFR1

0.426±0.015

1.474±0.0321）

0.351±0.0182）

0.399±0.0212）

FGFR1

0.494±0.008

0.422±0.0181）

0.515±0.02

0.605±0.0242）

注：无药血清组间 HCT116/5-FU 与 HCT116 组比较 1）P<0.01；同型细胞健脾消癌方与无药血清比较 2）P<0.01

注：A. 20% 无药血清组（HCT116 细胞）；B. 20% 无药血清组

（HCT116/5-FU 细胞）；C.20% 健脾消癌方组（HCT116 细胞）；D.20%

健脾消癌方组（HCT116/5-FU 细胞）
图  2　各组细胞内 FGF2、p-FGFR1、FGFR1 蛋白表达电泳

Fig.  2　 Electrophoretic of FGF2，p-FGFR1，FGFR1 proteins 

expression of cells in each group

注：A.FBS 组；B.10% 健脾消癌方组；C.15% 健脾消癌方组；
D.20% 健脾消癌方组；E.10% 无药血清组；F.15% 无药血清组；G.20%

无药血清组；H.AZD4547 组；I.FGF2 组

图  3　各组细胞中 PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、Bad 蛋白表

达电泳

Fig.  3　Electrophoretic expression of PI3K，p-Akt，Akt，p-mTOR，

mTOR，Bad proteins in each group

表 5　健脾消癌方对细胞中 PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、Bad 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of JPXA prescription on expression of PI3K，p-Akt，Akt，p-mTOR，mTOR，Bad proteins in each group （x̄± s，n=3）

组别

FBS 组

健脾消癌方组

无药血清组

AZD4547 组

FGF2 组

浓度

10%

10%

15%

20%

10%

15%

20%

1 μmol·L-1

150 mg·L-1

PI3K

0.332±0.020

0.361±0.0118）

0.443±0.0132，6，8）

0.495±0.0242，6，8）

0.388±0.0171，8）

0.463±0.0112，6，8）

0.467±0.0182，6，8）

0.368±0.009

0.251±0.0102，6）

p-Akt

0.897±0.040

0.473±0.0132，6，8）

0.441±0.0132，4，6，8）

0.288±0.0122，4，5，8）

0.460±0.0112，6，8）

0.588±0.0132，6，8）

0.496±0.0152，6，8）

0.317±0.0122）

0.764±0.0162，6）

Akt

0.310±0.017

0.333±0.0058）

0.415±0.0112，4，6，8）

0.478±0.0122，4，6，8）

0.352±0.0121，5，8）

0.329±0.0088）

0.329±0.0098）

0.315±0.012

0.199±0.0052，6）

p-mTOR

0.623±0.014

0.442±0.0172，6，8）

0.413±0.0192，3，6，8）

0.213±0.0092，4，5，8）

0.427±0.0152，6，8）

0.456±0.0122，6，8）

0.475±0.0162，6，8）

0.243±0.0122）

0.694±0.0241，6）

mTOR

0.229±0.016

0.260±0.0106，8）

0.217±0.0071，5，8）

0.266±0.0101，5，8）

0.269±0.0071，5，8）

0.255±0.0086，8）

0.278±0.0121，8）

0.303±0.0122）

0.178±0.0101，6）

Bad

0.219±0.015

0.559±0.0242，4，6，8）

1.122±0.0292，4，5，8）

1.537±0.0242，4，6，8）

0.218±0.0156，8）

0.261±0.0091，6，8）

0.445±0.0182，6，8）

1.217±0.0252）

0.154±0.0062，6）
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组，说明健脾消癌方能够改善耐药，抑制瘤体生长。

见图 4、表 6 和表 7。

3.9　健脾消癌方对耐药移植瘤中 FGF2、p-FGFR1、

FGFR1、p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、

Bad 蛋白表达的影响     与模型组、健脾消癌方组、

5-FU 组 比 较 ，健 脾 消 癌 方 联 合 5-FU 组 FGF2、

p-FGFR1 蛋白表达显著降低（P<0.01），说明健脾消

癌方抑制耐药瘤体内 FGF2/FGFR1 信号表达（表 8、

图 5）。与模型组、健脾消癌方组、5-FU 组比较，健脾

消癌方联合 5-FU 组 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表

达明显降低（P<0.05，P<0.01）；与模型组、5-FU 组比

较，健脾消癌方联合 5-FU 组、健脾消癌方组 Bad 蛋

白表达显著升高（P<0.01），说明健脾消癌方抑制耐

药瘤体内 PI3K/Akt 及下游信号通路信号表达。健

脾消癌方改善耐药，可能通过调控 FGF2 抑制 PI3K/

Akt及下游信号通路。见表 9、图 5。

表 8　健脾消癌方对肿瘤组织中 FGF2、p-FGFR1、FGFR1 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　Effect of JPXA prescription on expression of FGF2，p-FGFR1，FGFR1 proteins in tumor tissues （x̄± s，n=3）

组别

模型组

健脾消癌方组

5-FU 组

健脾消癌方+5-FU 组

AZD4547 组

AZD4547+5-FU 组

剂量/g·kg-1

15

0.02

15+0.02

0.012 5

0.012 5+0.02

FGF2/GAPDH

0.829±0.027

0.799±0.029

0.910±0.0543）

0.302±0.0202，4，6，8）

0.602±0.0602，4，6）

0.151±0.0082，4，6，8）

p-FGFR1/GAPDH

0.679±0.03

0.525±0.0132）

0.698±0.0174）

0.281±0.0152，4，6，8）

0.511±0.0152，6）

0.138±0.0062，4，6，8）

FGFR1/GAPDH

0.945±0.012

0.983±0.029

0.971±0.037

0.997±0.052

0.986±0.055

1.002±0.0271）

表 6　健脾消癌方对耐药移植瘤瘤体质量的影响  （n=6）

Table 6　Effect of JPXA prescription on tumor mass （n=6）

组别

模型组

健脾消癌方组

5-FU 组

健脾消癌方+5-FU 组

AZD4547 组

AZD4547+5-FU 组

剂量

/g·kg-1

15

0.02

15+0.02

0.012 5

0.012 5+0.02

瘤体质量（ x̄± s）/g

1.833±0.250

1.300±0.1412）

1.550±0.1873）

0.633±0.2072，4，6，8）

1.400±0.1412）

0.283±0.1472，4，6，8）

瘤体抑制率

/%

29.1

15.4

65.5

23.6

84.6

注 ：与 模 型 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 健 脾 消 癌 方 组 比

较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 5-FU 组 比 较 5）P<0.05，6）P<0.01；与

AZD4547 组比较 7）P<0.05，8）P<0.01（表 7-表 9 同）

注 ：A. 模 型 组；B. 健 脾 消 癌 方 组；C. 5-FU 组；D. 健 脾 消 癌

方+5-FU 组；E.AZD4547 组；F.AZD4547+5-FU 组（图 5 同）
图 4　各组对肠癌裸鼠移植瘤的抑制作用

Fig.  4　 Inhibitory effect of each group on transplanted tumors in 

nude mice of colorectal cancer

表 7　健脾消癌方对耐药移植瘤体积的影响  （x̄± s，n=6）

Table 7　Effect of JPXA prescription on volume growth of transplanted tumor （x̄± s，n=6） mm3

组别

模型组

健脾消癌方组

5-FU 组

健脾消癌方+5-FU 组

AZD4547 组

AZD4547+5-FU 组

剂量/g·kg-1

15

0.02

15+0.02

0.012 5

0.012 5+0.02

D7

119.90±24.43

31.88±35.832）

107.62±100.06

26.07±22.982）

68.19±64.73

34.21±29.812）

D14

225.92±43.21

88.40±57.092）

237.66±167.78

69.15±46.602，5，8）

179.98±60.723）

28.87±24.302，3，5，8）

D21

369.32±79.36

176.55±72.412）

298.72±131.54

107.66±52.612，6，7）

250.86±114.81

45.81±31.882，4，6，8）

D28

624.67±79.80

299.30±116.032）

473.98±77.362，3）

161.92±49.472，3，6，8）

384.13±130.872）

45.60±26.652，4，6，8）

D35

967.52±130.35

499.22±118.882）

719.08±103.122，4）

202.32±58.452，4，6，8）

511.70±151.302，5）

63.04±34.342，4，6，8）
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4 讨论

结直肠癌为全球高发恶性肿瘤病之一，根据最

新全球癌症统计数据，2020 年结直肠癌全球发病

193.2 万，死亡 93.5 万，发病率及死亡率均居前列［1］，

造成严重的社会负担。结直肠癌的 5 年生存率约

64%，转移性患者 5 年生存率仅约 12%［15］，约 1/3 的

结直肠癌患者在确诊时已发现转移［16］，复发转移是

引起患者死亡的主要原因，如何控制复发转移一直

是临床面对的难题。化学治疗是术后辅助及晚期

肠癌的主要治疗手段，5-FU 类药物是结直肠癌的基

础化疗药物，但临床上常出现结直肠癌细胞对 5-FU

发生耐药的情况［17］。耐药一直是影响结直肠癌临

床疗效的主要原因之一，化疗的耐药将导致肿瘤复

发或转移，影响患者生存期。因此化疗耐药机制一

直是研究的核心问题。中医药联合治疗是否能改

善耐药性值得探讨。

PI3K 是一种脂质激酶，可调节细胞内信号级

联，调节多种细胞过程。PI3Ks 被认为是癌症治疗

中化疗耐药的重要原因。Akt 也是 PI3K 信号通路

的重要下游效应物，调节多种途径，包括抑制细胞

凋亡、刺激细胞生长和调节细胞代谢［18］。Akt 的激

酶活性是由 FGF、血管内皮生长因子（VEGF）、神经

生长因子（NGF）、血小板衍生生长因子（PDGF）、表
皮生长因子（EGF）和胰岛素样生长因子（IGF）等多

种生长因子诱导的［19］。PI3K/Akt 信号通路是肿瘤

发生、发展与耐药的经典信号通路。AKAO 等［20］证

明 microRNA-34a 的 异 常 表 达 可 引 起 人 结 肠 癌

DLD-1 细胞对 5-FU 的耐药，通过激活 PI3K/Akt 信

号通路，生存时间从 12 h 提高到 48 h。LIN 等［21］研

究发现半枝莲明显抑制 HCT-8/5FU 细胞的增殖，促

进细胞凋亡，其抗耐药机制可能是通过抑制 PI3K/

Akt信号通路的激活。

FGF 家族由 23 个 FGF 信号多肽组成，作为有效

的有丝分裂原［22］。FGF 通过刺激成纤维细胞、内皮

细胞和癌细胞的生长来发挥广泛的有丝分裂活

性［23-24］。FGF 信号通路对正常和癌症生物学至关重

要。哺乳动物 FGF 家族成员通过与硫酸肝素和

FGFR 的不同亲和力结合 ，参与多种信号通路 。

FGF2，又称碱性 FGF（bFGF），是 FGF 超家族中典型

的和研究最多的成员。FGF2 是生理和病理条件下

细胞生长和分化的重要调控因子。与其受体相互

作用，介导受体二聚化、磷酸化和信号通路的激活，

如 PI3K/Akt 通路，与耐药密切相关［25］。前期研究发

现 HCT116/5-FU 细胞中 FGF2 高表达，FGF2 通过激

活 PI3K 下游的 Akt/mTOR 和 Akt/Bad 信号通路来促

进结肠癌的化疗耐受性［26］。

表 9　健脾消癌方对肿瘤组织中 p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、Bad 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of JPXA prescription on expression of p-PI3K，PI3K，p-Akt，Akt，p-mTOR，mTOR，Bad proteins in tumor tissues （x̄± s，n=3）

组别

模型组

    健脾消癌

方组

5-FU 组

    健脾消癌

方+5-FU 组

AZD4547 组

    AZD4547+

5-FU 组

剂量/g·kg-1

15

0.02

15+0.02

0.012 5

0.012 5+0.02

p-PI3K

/GAPDH

0.289±0.024

0.303±0.011

0.309±0.033

0.202±0.0182，4，6）

0.205±0.0152，4，6）

0.202±0.0291，4，5）

PI3K

/GAPDH

0.158±0.01

0.152±0.011

0.153±0.005

0.149±0.007

0.148±0.024

0.153±0.012

p-Akt

/GAPDH

0.808±0.044

0.79±0.080

0.731±0.026

0.354±0.0422，4，6）

0.386±0.0212，4，6）

0.426±0.0292，4，6）

Akt

/GAPDH

0.431±0.040

0.358±0.0141）

0.438±0.0323）

0.286±0.0152，4，6）

0.233±0.0342，4，6）

0.20±0.0152，4，6）

p-mTOR

/GAPDH

0.32±0.020

0.328±0.019

0.314±0.017

0.224±0.0311，4，5）

0.175±0.0212，4，6）

0.120±0.0042，4，6，7）

mTOR

/GAPDH

0.192±0.010

0.189±0.031

0.181±0.012

0.183±0.012

0.187±0.032

0.172±0.010

Bad

/GAPDH

0.309±0.049

1.025±0.0482）

0.690±0.0582，4）

0.976±0.0752，6，8）

0.507±0.0212，4，6）

0.937±0.0332，6，8）

图 5　各组肿瘤组织蛋白表达电泳

Fig.  5　Electrophoretic expression of tissue proteins in each group
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本 研 究 发 现 HCT116/5-FU 细 胞 中 FGF2、

p-FGFR1 表达明显增高，FGFR1 表达降低，细胞培

养液中 FGF2、细胞中 FGF2 mRNA 高表达，与敏感

HCT116 比较有显著差异；敏感 HCT116 细胞添加

FGF2 重组蛋白后，细胞存活率增高，提示耐药能力

增强，说明 FGF2 的高表达与耐药发生相关。抑制

FGFR 受体后，HCT116/5-FU 细胞存活率明显下降，

进一步说明 FGF2 与耐药相关。添加 FGF2 重组蛋

白后，敏感肠癌细胞中 PI3K、Akt、mTOR、Bad 低表

达，p-Akt、p-mTOR 高表达；抑制 FGFR 后，耐药肠癌

细胞中 p-Akt、p-mTOR 低表达，Bad 蛋白表达高表

达；说明 FGF2 促进耐药主要是通过活化 PI3K/Akt

下游信号通路，结肠癌耐药可能系 FGF2 介导激活

PI3K/Akt信号通路发生。

本课题组长期临床实践，总结“虚、瘀、毒”并存

是结直肠癌的基本病机特点，治当以“健脾益气，化

瘀解毒”，拟方健脾消癌方，药物有人参、薏苡仁健

脾益气，以扶正补虚，半枝莲、重楼清热解毒，莪术、

郁金活血化瘀，枳壳行气化痰，炙甘草调和诸药，全

方配伍，扶正抗癌，标本兼顾，攻补兼施。经过临床

验证获得较好疗效，其联合化疗具有增效作用，但

其联合化疗的增效机制有待探索，可能通过改善耐

药提高临床疗效。本研究细胞实验发现，健脾消癌

方组均降低 HCT116/5-FU 细胞生存比率，其中 20%

组细胞生存率降低最明显，提示健脾消癌方具有改

善 HCT116/5-FU 细胞耐药性的作用。健脾消癌方

组培养液中 FGF2、细胞中 FGF2 mRNA 表达均降

低，其中 20% 组降低最明显；健脾消癌方干预后

FGF2、p-FGFR1 表达明显下调，FGFR1 表达升高；健
脾消癌方干预后 Akt 及下游信号受到调控，p-Akt、

p-mTOR 表达下调，Bad 表达上调。动物实验发现，

健脾消癌方联合 5-FU 组明显抑制耐药瘤体生长，健

脾 消 癌 方 联 合 5-FU 组 降 低 FGF2、p-FGFR1、

p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达，升高 Bad 蛋白表

达。健脾消癌方可以改善肠癌化疗耐药性，可能是

通过抑制 FGF2 表达，并进一步抑制 PI3K/Akt 信号

通路激活。

血清药理学方法是中药抗肿瘤机制研究中较

普遍使用的一种方法，大鼠、豚鼠、家兔等多被选用

做血清药理学的实验动物［27］。由于血清成分复杂，

干扰因素多，且与目前细胞培养常用的 FBS 存在差

异，因此细胞培养及干预也存在一定问题，如鼠、兔

等动物血清对细胞的培养能力、细胞形态、检测指

标是否有一定影响，与 FBS 是否存在差异等。本研

究同时设立 FBS 组为对照组，也提示鼠血清与 FBS

的检测指标存在一定差异。

综上所述，健脾消癌方作为治疗肠癌的经验

方，可通过调节结肠癌 FGF2/FGFR1 信号表达抑制

PI3K/Akt 信号通路激活改善肠癌化疗耐药性。本

研究提供了基于扶正祛邪为治疗理念的中药方剂

在结肠癌治疗中的科学依据，阐明了健脾消癌方在

通过调节 PI3K/Akt 信号通路改善肠癌化疗耐药的

作用机制，丰富了中医药防治肿瘤的内涵，显示出

了重要的临床意义和广阔的应用前景。
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