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扶正方对 Lewis肺癌小鼠免疫功能、PI3K/AKT信号通路
和外周血 IL-2、IL-6、INF-酌的影响 *
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摘要 目的：观察扶正方对 Lewis肺癌小鼠免疫功能、磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）信号通路和外周血白细胞介素

（IL）-2、IL-6、酌干扰素（INF-酌）的影响。方法：将 40只 Lewis肺癌小鼠随机分为模型组（M组）、扶正方低剂量组（A组）、扶正方

高剂量组（B组）、顺铂组（S组），每组 10 只，A 组、B 组分别给予扶正方 0.4 mL/20 g、0.8 mL/20 g灌胃，M 组给予生理盐水

0.4 mL/20 g灌胃，S组给予顺铂 1 mg/mL，0.4 mL灌胃，连续 14d，比较各组小鼠一般情况、肿瘤重量，胸腺指数、脾脏指数、脾脏

CD3+细胞、CD4+细胞、CD8+细胞比例细胞百分比，鼠肿瘤组织 PI3K/AKT信号通路蛋白表达水平及外周血 IL-2、IL-6、INF-酌水
平。结果：A组、B组、S组小鼠肿瘤重量低于M组，S组小鼠肿瘤重量低于 A组、B组（P<0.05），治疗前各组小鼠体重比较无统计
学差异（P>0.05），治疗后 A组、B组小鼠体重高于 S组、M组（P<0.05）。A组、B组小鼠胸腺指数显著高于M组、S组（P<0.05）。A
组、B组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+显著高于M组、S组，CD8+显著低于M组、S组（P<0.05），B组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+显著高于

A组，CD8+低于 A组（P<0.05）。A组、B组、S组小鼠肿瘤组织 PI3K蛋白、AKT蛋白表达水平显著低于 M组（P<0.05）。A组、B

组、S组小鼠外周血 IL-2、INF-酌水平显著高于M组，IL-6水平显著低于M组（P<0.05）。结论：扶正方可以提升 Lewis肺癌小鼠免

疫功能，调节 IL-2、IL-6、INF-酌细胞因子水平，抑制 PI3K/AKT信号通路起到抗肺癌的作用。
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Effects of Fuzhengfang on Immune Function, PI3K/AKT Signaling Pathway
and IL-2, IL-6, INF-酌 in Peripheral Blood of Lewis Lung Cancer Mice*

To observe the effects of Fuzhengfang on immune function, phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/protein

kinase B (AKT) signaling pathway and interleukin (IL)-2, IL-6, interferon酌 (INF-酌) in peripheral blood of Lewis lung cancer mice.
40 Lewis lung cancer mice were randomly divided into model group (group M), fuzhengfang low dose group (group A),

fuzhengfang high dose group (group B) and cisplatin group (group S), 10 mice in each group. Group A and group B were given

fuzhengfang 0.4 mL/20 g and 0.8 mL/20 g by intragastric gavage, respectively, group M was given normal saline 0.4 mL/20 g by

intragastric gavage, and group S was given cisplatin 1 mg/mL and 0.4 mL by intragastric gavage, continuous 14d. The general condition,

tumor weight, thymus index, spleen index, the proportion of CD3+ cells, CD4+ cells and CD8+ cells in spleen, the protein expression level

of PI3K/ AKT signaling pathway in tumor tissues and the levels of IL-2, IL-6 and INF-酌in peripheral blood of mice were compared.

The tumor weight of mice in group A, group B and group S were lower than that in group M, the tumor weight of mice in group

S was lower than that in group A and group B (P<0.05). There was no significant difference in the weight of mice in each group before
treatment (P>0.05). After treatment, the weight of mice in group A and group B were higher than that in group S and group M (P<0.05).
The thymus index in group A and group B were significantly higher than that of group M and group S (P<0.05). CD3+, CD4+, CD4+/CD8+

in group A and group B were significantly higher than those in group M and group S, CD8+ was significantly lower than those in group M

and group S (P<0.05), and CD3+, CD4+, CD4+/CD8+ in group B were significantly higher than those in group A, CD8+ was lower than that

in group A (P<0.05). The PI3K protein and AKT protein expression levels in tumor tissues of group A, group B and group S were

significantly lower than those of group M (P<0.05). IL-2 and INF- 酌 in peripheral blood of mice in group A, group B and group S were

significantly higher than those in group M, and the IL-6 level was significantly lower than that in group M (P<0.05).
Fuzhengfang can enhance the immune function of Lewis lung cancer mice, and regulate the levels of IL-2, IL-6 and INF-酌 cytokines,
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前言

近年来，我国肺癌的发病率逐年升高，目前肺癌的发病率

和病死率均位于恶性肿瘤的首位，严重威胁人们的健康和生

活[1]。由于肺癌发病隐匿，早期临床表现不典型，大部分患者发

现时已错过了手术治疗的时机，需要采用放疗、化疗等方式。而

放疗、化疗具有明显的不良反应，增加了患者的痛苦也降低了

患者的生活质量。祖国传统中医认为 "正气存内、邪不可干 "，

通过扶正的方法可以控制肿瘤的增殖，抑制肿瘤的转移，降低

放疗、化疗的不良反应[2]。黄芪、黄精、当归组成的扶正方是经典

的扶正方剂，现代药理学研究发现，扶正方可以通过调节机体

免疫功能，改善恶性肿瘤患者的生存质量[3]。但目前对于扶正方

治疗肺癌的基础研究仍较少，对于扶正方治疗肺癌的机制仍未

完全明确。磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）信号

通路异常激活在恶性肿瘤发生和发展具有重要作用，细胞因子

的表达情况与肿瘤的发生和发展也有密切关系[4]。Lewis肺癌

小鼠模型是原发性肺癌的经典动物模型[5]，本研究观察扶正方

对 Lewis肺癌小鼠免疫功能、PI3K/AKT信号通路和外周血白

细胞介素（IL）-2、IL-6、酌干扰素（INF-酌）的影响，旨在为肺癌的
中西医治疗提供依据。

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1 实验动物及肿瘤细胞 雄性 SPF级 C57BL/6 小鼠 40

只，4~6周龄，小鼠体重 15~18g，购自广西医科大学动物实验中

心，动物生产许可证号为 SCXK（桂）2014-0002。肿瘤细胞为

Lewis肺癌细胞株，购自深圳锐奥博生物科技有限公司。本研究

经实验动物伦理委员会同意。

1.1.2 主要仪器与试剂 超净工作台（HDLApparatus）、倒置显

微镜（日本 Olympus公司）、CO2培养箱（Shellab公司）、电泳仪

（美国 BIORAD公司）、FACSCalibur 流式细胞仪（美国 BIO-

RAD公司）。RPMI1640培养基，购自 Gibco公司；胎牛血清，组

织裂解液购自北京百奥莱博科技有限公司；PI3K蛋白一抗、

AKT蛋白一抗、山羊血清、生物学二抗，购自于武汉三鹰公司。

IL-2、IL-6、INF-酌酶联免疫吸附试检测剂盒，购自深圳锐奥博生
物科技有限公司。生理盐水，购自江苏恒瑞药业有限公司。

1.1.3药物 扶正方：由黄芪、黄精、当归组成，按比例加水煎

煮，至浓度为 2 g/mL，分装成小瓶存储于 4℃冰箱备用。顺铂注

射液，购自江苏豪森药业集团有限公司，国药准字：

H20040813，规格 6 mL : 30 mg。

1.2实验方法

1.2.1模型的制备 取冻存的 Lewis肺癌细胞株，细胞复苏后

转移至含 15%胎牛血清的 RPIM1640培养基的培养瓶中，混匀

后进行细胞培养，条件为 37℃、5% CO2饱和湿度。至对数生长

期后细胞重悬，调整细胞密度 1伊107个 /mL，接种于 C57BL/6

右侧腋窝皮下，0.2 mL/只，接种后第 5d可在小鼠右侧腋窝皮

下触及黄豆粒大小肿块，表明造模成功，将 40 只 Lewis 肺癌

小鼠随机分为模型组（M组）、扶正方低剂量组（A组）、扶正方

高剂量组（B组）、顺铂组（S组）每组 10只，A组、B组分别给

予扶正方 0.4 mL/20 g、0.8 mL/20g 灌胃，M 组给予生理盐水

0.4 mL/20 g灌胃，S组给予顺铂 1mg/mL，0.4mL灌胃，连续 14d。

1.2.2 小鼠一般情况及肿瘤生长情况观察 观察各组小鼠体

毛情况、反应进食量、大便情况，并于治疗前、治疗 14d后对小

鼠进行称重，小鼠 14d灌胃结束后 2h脱颈处死，完整剥离肿瘤

组织，称重，并断头取血。

1.2.3 小鼠免疫功能的观察 脱颈处死小鼠后，无菌条件剖离

小鼠脾脏和胸腺，计算胸腺指数和脾脏指数，胸腺指数 =胸腺

质量（mg）/小鼠体质量（g），脾脏指数 =脾脏质量（mg）/小鼠体

质量（g）[6]。用无菌注射液将脾脏划破，将破碎的破脏组织转移

至细胞筛网中，浸泡于含 5%胎牛血清的 RPIM1640培养基中，

5 min后将其轻轻研磨，收集细胞，3000 r/min离心 5 min，弃上

清液后加入红细胞裂解液，PBS 重悬细胞，3000 r/min 离心

5 min，加入 5%胎牛血清的 RPIM1640培养基，进行流式细胞

实验，操作按照说明书进行，用 FACSCalibur流式细胞仪检测

CD3+、CD4+、CD8+，计算 CD4+/CD8+。

1.2.4 小鼠肿瘤组织 PI3K/AKT 信号通路蛋白表达水平 将

肿瘤组织常规研磨、匀浆、加入蛋白裂解液裂解，并提取总蛋

白，应用Western blotting检测 PI3K信号通路蛋白表达水平，

取总蛋白进行电泳、转模、封闭等，加入 PI3K 蛋白一抗、AKT

蛋白一抗、4℃过夜，TBST洗膜，加入生物学二抗孵育 1h，以

GAPDH 为内参应用 Image Lab 软件测量 PI3K 蛋白、AKT 蛋

白相对表达量。

1.2.5 外周血 IL-2、IL-6、INF-酌水平检测 取各组小鼠血液，

3500 r/min离心 10 min分离血清，离心半径 6 cm，应用酶联免

疫吸附法测量各组小鼠血清 IL-2、IL-6、INF-酌水平。
1.3 统计学方法

应用 SPSS22.0统计学软件进行分析，计量资料以均数依标
准差（x依s）表示，两组数据比较应用 t检验，多组数据比较应用

单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠一般情况及肿瘤重量比较

A组、B组小鼠体毛有光泽、反应较M组、S组比较灵敏，

大便成形，无死亡；M组、S组小鼠体毛无光泽、反应迟钝，活动

量降低，大便不成型。A组、B组、S组小鼠肿瘤重量低于M组，

S组小鼠肿瘤重量低于 A组、B组（P<0.05），治疗前各组小鼠
体重比较无统计学差异（P>0.05），治疗后 A组、B组小鼠体重

高于 S组、M组（P<0.05），见表 1。

2.2 各组小鼠免疫功能比较

A组、B组小鼠胸腺指数显著高于M组、S组，各组小鼠胸

inhibit PI3K/ AKT signaling pathway and play an anti-lung cancer role.

Fuzhengfang; Lewis lung cancer mice; PI3K/AKTsignaling pathway; Immune function; Cytokines
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Groups n Tumor weight Weight before treatment Weight after treatment

Group M 10 2.69依0.38 16.67依2.82 15.02依3.02

Group S 10 1.18依0.27m 16.71依2.88 14.27依3.05

Group A 10 1.77依0.33ms 16.63依2.98 18.08依3.01ms

Group B 10 1.62依0.28ms 16.55依3.01 18.01依2.94ms

F 8.936 0.264 8.725

P 0.003 0.825 0.006

表 1各组小鼠肿瘤重量及治疗前、后体重比较（g, x依s）
Table 1 Comparison of tumor weight and body weight before and after treatment in each group of mice（g, x依s）

Note: compared with group M, m P<0.05. compared with group S, sP<0.05.

表 2各组小鼠胸腺指数、脾脏指数比较（mg/g, x依s）
Table 2 Comparison of thymus index and spleen index of mice in each group（mg/g, x依s）

Note: compared with group M, m P<0.05. compared with group S, sP<0.05.

Groups n Thymus index Spleen index

Group M 10 1.31依0.38 12.85依3.16

Group S 10 1.67依0.27 13.73依3.57

Group A 10 2.22依0.33ms 14.61依3.98

Group B 10 2.35依0.28ms 15.22依4.12

F 8.075 4.357

P 0.012 0.332

表 3各组小鼠外周血免疫细胞比较（x依s）
Table 3 Comparison of peripheral blood immune cells in each group（x依s）

Note: compared with group M, m P<0.05. compared with group S, sP<0.05.compared with group A, a P<0.05.

Groups n CD3+(%) CD4+(%) CD8+(%) CD4+/CD8+

Group M 10 28.18依2.31 13.11依1.89 15.11依2.07 0.87依0.14

Group S 10 27.25依2.21 12.61依1.98 15.02依2.03 0.84依0.15

Group A 10 33.43依2.36ms 15.88依2.02ms 13.08依2.11ms 1.21依0.17ms

Group B 10 35.45依2.44msa 17.97依2.11msa 12.81依2.04msa 1.40依0.22msa

F 13.961 7.927 7.725 10.271

P 0.003 0.025 0.028 0.000

腺指数比较有统计学意义（P<0.05），各组小鼠脾脏指数比较无
统计学意义 （P>0.05），见表 2。A 组、B 组 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+显著高于M组、S组，CD8+显著低于M组、S组，B

组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+显著高于 A组，CD8+低于 A组，各

组小鼠 CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+比较有统计学意义（P<0.
05），见表 3。

2.3 各组小鼠肿瘤组织 PI3K/AKT信号通路蛋白表达水平比较

各组小鼠肿瘤组织 PI3K蛋白、AKT蛋白表达水平比较有

统计学意义（P<0.05），A组、B组、S组小鼠肿瘤组织 PI3K蛋

白、AKT蛋白表达水平显著低于 M组（P<0.05），但 A组、B组

小鼠肿瘤组织 PI3K蛋白、AKT蛋白表达水平高于 S 组（P<0.
05），A组小鼠肿瘤组织 PI3K蛋白、AKT蛋白表达水平高于 B

组（P<0.05），见表 4。

2.4 各组小鼠外周血 IL-2、IL-6、INF-酌水平比较
各组小鼠外周血 IL-2、IL-6、INF-酌水平比较有统计学意义

（P<0.05），A组、B组、S组小鼠外周血 IL-2、INF-酌水平显著高
于 M组，IL-6水平显著低于 M组（P<0.05），B组小鼠外周血

IL-2、INF-酌水平显著高于 A组，IL-6水平显著低于 A组，A组

小鼠外周血 IL-2、INF-酌水平显著高于 S组，IL-6水平显著低于

S组（P<0.05），见表 5。

3 讨论

中医肿瘤学是中医药重要的分支，中医学中医经典著作

《素问》中就有肺癌的记载 "病胁下满且气逆 ""胸中气满，不

便喘息，身热脱肉破 "，并认为肺癌的病机在于机体正气亏虚，

致使邪毒乘虚而入，肺气宣降失司，气滞血瘀，痰浊交阻，日久

成瘤[7，8]。在肺癌治疗上主张采用扶正的方法，本研究所用扶正

方是在传统经方四君子汤的基础上经过多年的临床经验改良

4424窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.23 DEC.2021

表 4各组小鼠肿瘤组织 PI3K/AKT信号通路蛋白表达水平比较（x依s）
Table 4 Comparison of PI3K/ AKT signaling pathway protein expression levels in tumor tissues of mice in each group（x依s）

Note: compared with group M, m P<0.05.compared with group S, sP<0.05. compared with group A, a P<0.05.

Groups n PI3K AKT

Group M 10 1.162依0.203 1.067依0.223

Group S 10 0.415依0.107m 0.406依0.088m

Group A 10 0.732依0.175ms 0.712依0.132ms

Group B 10 0.608依0.166msa 0.575依0.101msa

F 14.291 10.826

P 0.000 0.000

表 5各组小鼠外周血 IL-2、IL-6、INF-酌水平比较（pg/mL，x依s）
Table 5 Comparison of IL-2, IL-6, INF-酌levels in peripheral blood of mice in each group（pg/mL, x依s）

Note: compared with group M, m P<0.05. compared with group S, sP<0.05. compared with group A, a P<0.05.

Groups n IL-2 IL-6 INF-酌

Group M 10 543.28依73.38 88.37依7.82 223.28依43.02

Group S 10 618.43依81.27m 80.24依12.88m 303.27依53.05m

Group A 10 731.43依79.28ms 70.28依9.98ms 407.29依49.01ms

Group B 10 782.34依87.33msa 66.45依13.01msa 457.38依56.94msa

F 8.936 0.264 8.725

P 0.003 0.825 0.006

化裁形成，其主要成分包括黄芪、黄精、当归。其中黄芪性微温，

归肺经、脾经，具有托毒排脓，补气固表，利尿生机之功效[9]。黄

精性平，归肺经、脾经、肾经，具有补气养阴，健脾润肺，补肾益

肾之功效[10]。当归性温，归肝经、心经、脾经，具有补血活血，润

肠通便，调经止痛之功效[11]。

刘海涛等报道，扶正方具有抑制肺癌的作用[12]。匡绍忠等

报道，扶正方可以起到抑制胃癌的作用[13]。本研究结果发现，经

过扶正方治疗的 Lewis肺癌小鼠肿瘤重量虽然高于经顺铂治

疗的小鼠，但低于模型组，且小鼠体毛有光泽，反应机敏，大便

成形，证实扶正方不仅可以起到抗肿瘤生长的作用，且小鼠的

状态也较好，而经过顺铂治疗的 Lewis肺癌小鼠虽然实现了抗

肿瘤生长的效果，但小鼠也受到了损伤，药物毒副作用较大。扶

正方通过扶正祛邪，调节机体脏腑功能起到抗肿瘤的功效，也

通过补气固表，补血活血，润肠通便等功效提高了小鼠的脏腑

功能，改善小鼠消化功能[14]。

免疫功能低下是肺癌患者肿瘤进展的基础因素[15]。近代药

理学研究表明，扶正方可以有效的增强机体免疫功能，具有抗

肿瘤的作用[16，17]。胸腺和脾脏是机体重要的免疫器官，胸腺还是

T细胞增殖、分化和成熟的重要部位[18]。本研究发现，经过扶正

方治疗后小鼠胸腺指数显著高于M组、S组，表明扶正方可以

通过促进胸腺发育，为 T细胞分化成熟提供条件，进而实现增

强机体的免疫功能，抗肿瘤的功效。T细胞亚群分析对于判断

机体免疫功能情况具有重要的作用，其中 CD3+细胞代表 T细

胞总体水平，CD4+细胞是细胞免疫系统的指挥中枢，具有抗感

染、抗肿瘤的作用[19-21]。CD8+细胞则是辅助性 T细胞，发挥免疫

抑制的作用[22]。正常情况下 CD4+细胞与 CD8+细胞处于平衡状

态，使免疫功能处于稳定状态，当 CD4+/CD8+降低时，则表明机

体免疫功能处于抑制状态[23]。本研究中 A组、B组 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+显著高于M组、S组，CD8+显著低于M组，表明扶

正方可以通过提高 CD3+、CD4+水平，提升小鼠细胞免疫功能，

进而发挥抗肿瘤的作用，同时高剂量组提升小鼠细胞免疫功能

更为显著，表明扶正方提升小鼠细胞免疫功能抗肺癌具有剂量

依赖性，但其最佳治疗剂量仍有待于今后大数据分析。

PI3K/AKT信号通路激活在恶性肿瘤发生和发展中是非常

普遍的，研究表明，肺癌发生、发展中存在 PI3K/AKT信号通路

激活[24，25]，其中 PI3K蛋白、AKT蛋白是 PI3K/AKT信号通路的

关键分子，可以反映 PI3K/AKT信号通路情况[26]。本研究结果

显示无论扶正方还是顺铂治疗，均可以抑制 Lewis肺癌小鼠体

内 PI3K/AKT信号通路激活，扶正方不仅可以通过提升小鼠免

疫功能抗肿瘤，也可以通过抑制小鼠体内 PI3K/AKT信号通路

实现抗肿瘤的作用。目前对于扶正方抑制 Lewis肺癌小鼠体内

PI3K/AKT信号通路激活的机制仍不清楚，我们认为，机体存在

复杂的调控机制，扶正方可能通过改变了肺癌生长的微环境，

抑制了 PI3K/AKT信号通路激活，其具体机制仍有待于今后进

一步研究证实。

一般认为，肺癌的患者不仅表现为细胞免疫功能下降，而

且存在细胞因子的失调。细胞因子水平异常时肺癌的患者常见

的临床表现[27]。IL-2主要有 T细胞产生，具有活化 T细胞，刺激

NK细胞增殖，促进 B细胞增殖和抗体分泌的作用[28]。而 IL-6

则是与肿瘤治疗密切相关的细胞因子，最近研究表明，IL-6会

削弱肿瘤特异性 T细胞分化，促进肿瘤细胞存活，而通过抑制

IL-6可以阻断肿瘤的生长[29]。INF-酌主要由巨噬细胞生成，具有
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增强巨噬细胞抗肿瘤活性的功能[30，31]。本研究结果显示扶正方

具有提升 IL-2、INF-酌水平，降低 IL-6水平的作用，也提示扶正

方可能通过改变以上细胞因子水平发挥抗肿瘤的功效，且具有

一定的剂量依赖性，高剂量可能具有更好的抗肿瘤功能。

综上所述，扶正方具有抑制 Lewis肺癌小鼠生长的作用

的作用，其机制可能与扶正方提升 Lewis肺癌小鼠免疫功能，

调节IL-2、IL-6、INF-酌细胞因子水平，抑制 PI3K/AKT信号通

路有关。
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