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[摘要] 　 目的:观察健脾消癌方对结肠癌肝转移荷瘤裸鼠肝组织中程序性死亡受体-1(PD-1) / 程序性

死亡配体-1(PD-L1)及微小 RNA200c(miRNA-200c) / 转录因子 E 盒结合锌指蛋白 1(ZEB1)表达的影响。
方法:在 50 只裸鼠中随机抽取 10 只作为假移植组,另取 40 只建立结肠癌肝转移模型。 造模成功后再将其

分为 4 组:模型组,健脾消癌方低、中、高剂量组(简称为低、中、高剂量组),每组各 10 只。 假移植组和模型

组灌胃等量 0. 9%氯化钠注射液,低、中、高剂量组灌胃健脾消癌方(5. 4、10. 8、21. 6
 

g / kg),每天 1 次,连续

3 周。 观察各组裸鼠肝转移瘤的情况,检测 PD-1、PD-L1、miRNA-200c、ZEB1
 

mRNA 的表达及 PD-1、PD-
L1、ZEB1 蛋白的表达情况。 结果:除假移植组外,其余各组均可在裸鼠的肝脏表面发现肝转移结节。 各组

肝转移结节数量、质量高剂量组与低、中剂量组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 肝脏组织病理学结果

显示,与模型组比较,低、中、高剂量组癌细胞增长速度较慢。 与假移植组比较,模型组 miRNA-200c 表达降

低,PD-1、PD-L1、ZEB1
 

mRNA 表达及 PD-1、PD-L1、ZEB1 蛋白表达升高(P<0. 01)。 与模型组比较,高剂

量组 miRNA-200c 表达升高、PD-1 蛋白表达降低(P<0. 01),各剂量组 PD-1、PD-L1、ZEB1mRNA 表达及

PD-L1 蛋白表达降低(P<0. 05 或 P<0. 01),中、高剂量组 ZEB1 蛋白表达降低(P<0. 01)。 结论:健脾消癌方

可有效抑制结肠癌肝转移,其扶正消癌的作用机制可能与升高 miRNA-200c 表达、降低 PD-1、PD-L1、ZEB1
蛋白表达相关。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

programmed
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death-1
 

(PD-1) / programmed
 

death-ligand
 

1
 

(PD-L1)
 

and
 

microRNA-200c
 

( miRNA-200c) / zinc
 

finger
 

E-
box-binding

 

homeobox
 

1
 

(ZEB1)
 

in
 

liver
 

tissue
 

of
 

nude
 

mice
 

bearing
 

colon
 

cancer
 

liver
 

metastasis. Methods:A
 

to-
tal

 

of
 

50
 

nude
 

mice
 

were
 

selected,among
 

which
 

10
 

were
 

randomly
 

selected
 

as
 

sham
 

transplantation
 

group
 

and
 

the
 

other
 

40
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

colon
 

cancer
 

liver
 

metastasis,and
 

after
 

successful
 

modeling,the
 

40
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

group
 

and
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

groups
 

(hereinafter
 

re-
ferred

 

to
 

as
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

groups),with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group. The
 

mice
 

in
 

the
 

sham
 

transplanta-
tion

 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

given
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

injection
 

by
 

gavage,and
 

those
 

in
 

the
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

groups
 

were
 

given
 

Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription
 

by
 

gavage
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

5. 4,10. 8,
and

 

21. 6
 

g / kg,respectively,once
 

a
 

day
 

for
 

three
 

consecutive
 

weeks. Liver
 

metastasis
 

was
 

observed
 

for
 

each
 

group,
and

 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-L1,miRNA-200c,and
 

ZEB1
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-
L1,and

 

ZEB1
 

were
 

measured. Results:Liver
 

metastasis
 

nodules
 

were
 

observed
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

the
 

liver
 

in
 

all
 

groups
 

except
 

the
 

sham
 

transplantation
 

group. There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

number
 

and
 

weight
 

of
 

liver
 

metastasis
 

nodules
 

between
 

the
 

high-dose
 

group
 

and
 

the
 

low- / middle-dose
 

groups
 

(P<0. 05). Liver
 

histopatholog-
ical

 

examination
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

groups
 

had
 

a
 

lower
 

growth
 

rate
 

of
 

cancer
 

cells. Compared
 

with
 

the
 

sham
 

transplantation
 

group,the
 

model
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

reduc-
tion

 

in
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA-200c
 

and
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-L1,and
 

ZEB1
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-L1,and
 

ZEB1
 

(P< 0. 01) . Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

high-dose
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA-200c
 

and
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

the
 

pro-
tein

 

expression
 

of
 

PD-L1
 

(P<0. 01);all
 

three
 

dose
 

groups
 

had
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-L1,and
 

ZEB1
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01);the
 

middle-
 

and
 

high-dose
 

groups
 

had
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

ZEB1
 

(P<0. 01). Conclusion:Jianpi
 

Xiaoai
 

prescrip-
tion

 

can
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

liver
 

metastasis
 

of
 

colon
 

cancer
 

and
 

exerts
 

an
 

effect
 

of
 

strengthening
 

vital
 

Qi
 

and
 

e-
liminating

 

cancer
 

possibly
 

by
 

increasing
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA - 200c
 

and
 

reducing
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PD-1,PD-L1,and
 

ZEB1.
[Keywords] 　 colon

 

cancer;liver
 

metastasis;Jianpi
 

Xiaoai
 

prescription;programmed
 

death - 1 / programmed
 

death-ligand
 

1;microRNA-200c / zinc
 

finger
 

E-box-binding
 

homeobox
 

1;experimental
 

study
　 　 结直肠癌( colorectal

 

cancer,CRC)是最常见的

恶性肿瘤之一,其发病率和病死率呈逐年上升的趋

势。 据统计,每年新发结直肠癌病例近 200 万,并
超过 90 万人因结直肠癌死亡[1-2] 。 肿瘤远处转移

是癌症患者死亡的主要原因,其中肝脏是结直肠癌

最常见的转移部位[3] 。 其治疗首选手术,但再次复

发转移率高,后续治疗常因毒副作用及经济压力等

原因受到限制,中医药治疗本病具有一定优势,弥
补了现代医学治疗方法的不足。 扶正祛邪是中医

治疗本病的重要治则。 随着免疫治疗的迅速发展,
阻断程序性死亡因子-1( PD-1) / 程序性死亡因子

配体-1(PD-L1)信号通路是结直肠癌肝转移治疗

的有效措施。 微小核糖核酸( miRNA)
 

是在真核生

物中发现的一类内源性的具有调控功能的非编码

RNA,miR - 200 家族可抑制 E 盒结合锌指蛋白

(ZEB)表达,上调钙黏蛋白 E(E-cadherin)水平,抑

制肿瘤细胞的增殖、运动和迁移,与结直肠癌密切

相关,并与中医学“扶正”“消积”密切相关。 健脾消

癌方是湖南省名中医蒋益兰教授的经验方,具有扶

正消积的功效。 本课题组前期研究发现,健脾消癌

方可有效抑制裸鼠结肠癌肝转移[4] 。 本研究在前

期研究的基础上通过建立结肠癌肝转移裸鼠模型,
检测肝组织 PD - 1 / PD - L1 及 miRNA - 200c / ZEB1
表达的影响,进一步探讨健脾消癌方通过扶正抑瘤

作用抑制结肠癌肝转移的可能作用机制。
1　 实验材料

1. 1　 动物和细胞株 　 SPF 级雌性 BALB / C 裸鼠

60 只,6 周龄,体质量(20±2) g,由上海灵畅生物科

技有限公司提供,合格证编号:20180003021320。 人

结肠癌细胞株 HCT116 购于中国科学院上海细胞中

心(目录编号:TCHu99),收到后传至第 3 代备用。
本研究符合一般动物实验伦理学原则。
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1. 2　 药物　 健脾消癌方(由人参 10
 

g、薏苡仁 30
 

g、
半枝莲 30

 

g、郁金 15
 

g、重楼 10
 

g、藤梨根 20
 

g 等组

成)购于湖南省中医药研究院附属医院中药房。 先

将药材冷水浸泡 1
 

h,用武火煮沸后转文火久煎

30
 

min,熬煮 2 次,将 2 次所得药液混匀、过滤,浓缩

成 2. 1
 

g / ml 生药,灭菌后,4℃冰箱保存备用。
1. 3　 主要试剂与仪器　 RPMI1640 培养基( Gibco,
货号:C1187500BT,批号:8122046);胎牛血清(Aus-
bian,货号:WS5000T,批号:6031511);PurelinkRNA
试剂盒(Thermo

 

Fisher
  

Scientific,货号:12183020,批
号:43682357);cDNA 逆转录试剂盒(南京诺唯赞生

物科技有限公司,货号:R333-01,批号:7E591D1);
实时荧光定量聚合酶链式反应试剂盒(南京诺唯

赞生物 科 技 有 限 公 司, 货 号: Q712 - 02, 批 号:
027E2220GA);人 PD-1( Affinity

  

Biosciences,货号:
DF2934,批号:459052);PD-L1(Affinity

  

Biosciences,
货号:BF8035,批号:31f0906);ZEB1 蛋白抗体(Affini-
ty

 

Biosciences,货号:DF7414,批号:AF4645)。 稳压电

器(上海天能科技有限公司,EPS-300);SDS-Acry /
Bis 蛋白电泳仪 ( 上海天能科技有限公司, VE -
180);蛋白转膜仪器(上海天能科技有限公司,VE-
186);5417R 台式冷冻高速离心机(Eppeddorf 公司,
5417R);化学发光成像系统(美国全能 GE 医疗集

团,AI600)。
2　 实验方法

2. 1　 模型制备　 利用人结肠癌 HCT116 细胞,经脾

移植(保脾法)建立裸鼠结肠癌肝转移模型。 于无

菌条件下将裸鼠置于保温床上,用 2. 5%戊巴比妥

钠( 40
 

mg / kg) 腹腔注射麻醉裸鼠。 从腹部左侧

2. 0
 

cm 左右切口进腹,暴露脾脏。 用 1
 

ml
 

注射器

从脾脏下极贴近脾包膜向上进针,深度 1. 0
 

cm 以

上,每只裸鼠注入经上述方法制备好的人结肠癌

HCT116
 

细胞 0. 3
 

ml,见注射部位变红、肿胀后拔

针,出针后即用以 75%乙醇稍浸湿的棉球轻压止

血,并杀死可能外渗的细胞,依次间断缝合腹壁。
假移植组用上述方法手术,但仅注射等量的磷酸缓

冲盐(PBS) 溶液[5] 。 在饲养过程中裸鼠进食量及

饮水量均有所减少,消瘦,活动迟缓,体表光泽度下

降,皮肤出现皱褶,腹部出现明显隆起,安乐死裸鼠

后,解剖肝脏观察,可见大小、数量不等的灰白色结

节,甚至有些裸鼠整个肝叶均为弥漫性结节灶,说

明造模成功[6] 。 造模成功 40 只。
2. 2　 动物分组 　 裸鼠饲养 3

 

d 后,随机抽取其中

10 只作为假移植组,另取 40 只造模。 造模成功后

再将其按照随机数字表法分为 4 组:模型组,健脾

消癌方低、中、高剂量组(简称为低、中、高剂量组),
每组各 10 只。
2. 3　 干预方法　 造模后第 15 天开始,假移植组和

模型组灌胃等量 0. 9%氯化钠注射液,每天 1 次,健
脾消癌方低、中、高剂量组灌胃健脾消癌方,剂量分

别为 5. 4、10. 8、21. 6
 

g / kg,每天 1 次。 均连续给药

3 周,末次给药 2
 

h 后处死裸鼠。
2. 4　 观察指标

2. 4. 1　 形态和组织病理学情况　 1)肝转移瘤体情

况。 各组裸鼠处死后剖腹,肉眼观察裸鼠成瘤情

况;取各组肝转移瘤组织,剥离,称重,记录各组肝

转移瘤数量、质量[7] 。 2)肝脏组织病理学情况。 每

组取裸鼠部分肝脏标本(有转移癌结节者以结节为

中心取材),以 10%甲醛固定 24
 

h 后以苏木精-伊

红(HE)染色制作病理切片,置于显微镜下观察肝

脏病理学情况。
2. 4. 2　 miRNA-200c 及 PD - 1、PD -L1、ZEB1

 

mR-
NA 的表达　 采用实时荧光定量 PCR 法检测 miR-
NA- 200c 及 PD - 1、PD -L1、ZEB1

 

mRNA 的表达。
提取细胞总核糖核酸( RNA),Nanodrop 测定 RNA
浓度并评估纯度。 根据逆转录试剂盒说明书,将

RNA 反转录成 cDNA,进行聚合酶链式反应(PCR)
扩增,扩增条件为: 1) 95℃ 预变 60

 

s, 1 个循环;
2)95℃变性 10

 

s,60℃退火 30
 

s,45 个循环;3)95℃
延伸 15

 

s,55℃ 降温 60
 

s,95℃ 终延伸 15
 

s,1 个循

环;4)50℃保存。 实验重复 3 次。 相对表达量用 2-
ΔΔCt 法计算。 miRNA-200c 定量实验的内参基因

设置为 U6,PD-1、PD-L1、ZEB1 定量实验的内参基

因设置为甘油醛-3-磷酸脱氢酶( GAPDH)。 引物

由上海 Sangon 有限公司提供。 miRNA - 200c 上游

引物:5'-GGGGTAATACTGCCGGGTAAT-3';下游引

物:5 ' -CAGTGCGTGTCGTGGA - 3'。 U6 上游引物:
5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3';下游引

物:5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'。 PD-1
上游引物:5 ' -CCAGGATGGTTCTTAGACTCCC - 3 ';
下游引物: 5 ' - TTTAGCACGAAGCTCTCCGAT - 3 '。
PD-L1 上游引物:5'-TGGCATTTGCTGAACGCATTT-
3';下游引物:5 ' - TGCAGCCAGGTCTAATTGTTTT -
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3'。 ZEB1 上游引物: 5 ' - GATGATGAATGCGAGT-
CAGATGC-3';下游引物:5'-

 

ACAGCAGTGTCTTGT-
TGTTGT-3 '。 GAPDH 上游引物:5 ' - CATGTTCGT-
CATGGGTGTGAACCA-3';下游引物:5'-AGTGATG-
GCATGGACTGTGGTCAT-3'。
2. 4. 3　 PD-1、PD-L1、ZEB1 蛋白的表达 　 采用蛋

白免疫印迹( Western
 

blot) 法检测 PD - 1、PD -L1、
ZEB1 蛋白的表达。 采用蛋白裂解液提取总蛋白,
二辛可酸法( BCA 法) 测定所提取的蛋白质浓度。
按每孔 35

 

μg 上样量进行 15%十二烷基苯磺酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,将蛋白质转移到聚偏氟

乙烯(PVDF)膜上,摇床封闭 1h,分别加入相应抗体

PD-1(1 ∶1000)、PD-L1(1 ∶1000)、ZEB1(1 ∶1000)、
GAPDH(1 ∶5000),水平摇床 4℃ ,孵育 2

 

h;TBST 洗

涤 15
 

min,3 次,分别加入相应二抗(1 ∶ 5000),适温

孵育 1
 

h,然后用 1×TBST 洗膜 3 次,每次 15
 

min,加
入化学发光底物,仪器内显影,并用 Image

 

J 对实验

图像进行灰度值分析。
2. 5　 统计学方法　 采用 SPSS

 

23. 0 软件进行统计

学分析,计量资料以均数±标准差(x±s)表示,采用

单因素方差分析,对于符合正态分布的计量资料,
组间比较采用独立样本 t 检验,组内比较采用配对

样本 t 检验;对于不符合正态分布的计量资料则采

用非参数检验;等级资料采用秩和检验。 P< 0. 05
表示差异有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组肝转移瘤体情况　 接种成功的裸鼠腹部

可见明显肿块生长,除假移植组外,其余各组均可

在裸鼠的肝脏表面发现一处或多处灰白色肝转移

结节,直径 2 ~ 8mm;而低、中、高剂量组肝脏表面的

灰白色结节数量变少、体积变小。 (见图 1)
3. 2　 各组肝转移瘤数量、质量比较 　 与模型组比

较,低、中、高剂量组的肝转移瘤数量、质量均下降

(P<0. 05);与低、中剂量组比较,高剂量组均下降

(P<0. 05)。 (见表 1)
3. 3　 各组肝脏组织病理学情况　 假移植组肝细胞

生长正常,肝小叶结构完整。 其余各组均可见呈浸

润性生长的癌细胞团,癌细胞生长活跃,呈明显异

形性,胞核圆形、居中、核大、深染,核分裂相增多,
聚集成团,胞质少,伴有癌结节形成。 与模型组比

较,低、中、高剂量组癌细胞增长速度较慢,且呈现

剂量依赖效应。 (见图 2)

图 1-1　 假移植组 图 1-2　 模型组

图 1-3　 低剂量组 图 1-4　 中剂量组

图 1-5　 高剂量组

图 1　 各组肝转移瘤体情况

表 1　 各组肝转移瘤数量、质量比较(x±s)
组别 只数 数量 / 个 质量 / g
假移植组 10 0 0
模型组 10 8. 02±1. 86 2. 37±0. 28
低剂量组 10 6. 22±1. 37a 1. 78±0. 24a

中剂量组 10 4. 34±1. 59a 1. 46±0. 21a

高剂量组 10 2. 87±1. 24abc 1. 02±0. 25abc

　 　 注:与模型组比较,aP < 0. 05;与低剂量组比较,bP <
0. 05;与中剂量组比较,cP<0. 05。

3. 4　 各组肝组织 miRNA - 200c 及 PD - 1、PD -L1、
ZEB1

 

mRNA 表达比较 　
 

与假移植组比较,模型组

miRNA-200c 表达显著降低,PD - 1、PD -L1、ZEB1
 

mRNA 表达显著升高(P<0. 01);与模型组比较,高
剂量组 miRNA-200c 表达显著升高(P<0. 01),各剂

量组 PD-1、PD-L1、ZEB1mRNA 表达显著降低(P<
0. 01)。 (见图 3)
3. 5　 各组肝组织 PD-1、PD-L1、ZEB1

 

蛋白表达比较

　 与假移植组比较,模型组 PD-1、PD-L1、ZEB1 蛋白

表达显著升高(P<0. 01);与模型组比较,高剂量组

PD-1 蛋白表达显著降低(P<0. 01),各剂量组 PD-
L1 蛋白表达显著降低(P<0. 05,P<0. 01),中、高剂量

组 ZEB1 蛋白表达显著降低(P<0. 01)。 (见图 4、5)
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图 2-1　 假移植组 图 2-2　 模型组

图 2-3　 低剂量组 图 2-4　 中剂量组

图 2-5　 高剂量组

图 2　 各组肝脏组织病理学情况(×200)

图 3-1　 miRNA-200c
 

mRNA

图 3-2　 PD-1
 

mRNA

图 3-3　 PD-L1
 

mRNA

图 3-4　 ZEB1
 

mRNA

　 　 注:与假移植组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 01。
图 3　 各组肝组织 miRNA-200c 及 PD-1、PD-L1、

ZEB1
 

mRNA 表达比较

图 4-1　 PD-1 蛋白

图 4-2　 PD-L1 蛋白

图 4-3　 ZEB1 蛋白

　 　 注:与假移植组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP<

0. 01,cP<0. 05。
图 4　 各组肝组织 PD-1、PD-L1、ZEB1 蛋白表达比较
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图 5　 各组肝组织 PD-1、PD-L1、ZEB1 蛋白表达电泳图

4　 讨　 　 论

　 　 随着人们饮食结构、生活环境的改变及我国人

口逐渐进入老龄化、环境污染等问题的出现,近年

来,我国结肠癌的发生率和病死率均逐年升高,且
发病人群有年轻化趋势,大多数患者确诊时已出现

周围组织或远处器官的播散,从而失去了手术根治

的机会。 肝脏是其最常见的远处转移器官之一。
临床研究发现中医药治疗中晚期结肠癌在改善患

者生活质量、延长生存时间、提高机体免疫功能等

方面具有一定优势。
中医学认为结肠癌的发病主要是由于机体正

气不足,六淫邪毒侵犯机体,邪气入里蕴于结肠,久
则聚而成积。 其病位主要在脾胃,脾胃亏虚,水谷

运化失司,水湿停聚,化为痰湿,滞留肠道,蕴久化

热,气机阻滞,血行不畅,瘀血内停,日久则发为癌

毒[8] 。 正气亏虚主要体现在 3 个方面:其一,发病

机制。 肿瘤的发生发展主要由于正气亏虚,抗病能

力下降,病邪入侵,气机升降失调,肝脾不和,内环

境失衡,痰瘀毒结,久之则发为癌,即“邪之所凑,其
气必虚”。 其二,治疗损伤。 患者多采用了西医手

术、放化疗、靶向等多阶段治疗,虽然杀灭了肿瘤细

胞,但同时也损伤了患者的正气,使脾胃更加虚弱。
其三,邪毒耗损。 结肠癌晚期,尤其是中老年患者,
邪毒强盛,耗血伤精,进一步损伤元气。 因此,正虚

邪聚是结肠癌发生发展的基本特点,伴随整个发病

过程,患者发病的轻重、恶化的程度、是否出现复发

转移都是机体正邪交争的结果,因而扶正祛邪是肿

瘤治疗的基本大法。
结肠癌患者的免疫功能处于紊乱状态,大部分

表现为免疫抑制,这种免疫功能低下的“免疫抑制”

微环境与中医学“正气虚损”为主的内环境理论不

谋而合,采用扶正为主兼以祛邪的中医药疗法并配

合现代医学治疗,对于防治结肠癌患者的复发转移

以及调节机体免疫力等具有重要的临床意义。 健

脾消癌方是湖南省名中医蒋益兰教授临证治疗结

直肠癌的效验方。 方中人参大补元气,扶正固本;
薏苡仁淡渗利湿;半枝莲、郁金、重楼、藤梨根清热

解毒、活血散结。 全方立意“扶正消积”。 前期研究

显示本方能有效降低结肠癌术后肝转移发生率,提
高 5 年生存率[9] 。 实验研究显示健脾消癌方可能

通过抑制人结肠癌细胞( SW620 细胞)转化生长因

子-β(TGF-β)诱导的被转化生长因子激活的长链

非编码(RNAlncRNA-ATB)表达,增加 miR-200a 表

达,降低 ZEB1 表达来抑制结肠癌的转移[10] 。 现代

药理研究学表明,黄芪、白术、党参可抑制癌细胞增

殖分化,对癌细胞凋亡具有促进作用,同时对免疫

应答功能的
 

T
 

细胞亚群起到改善作用,达到调节人

体免疫功能的目的,进而降低药物毒副作用[11] 。
PD-1 / PD-L1 信号通路是重要的免疫检查点,

PD-1 与 PD-L1 结合后 T 细胞抗原受体激活信号

磷酸-Tyr
 

111 和人 ZAP 相关蛋白 70 脱磷酸化,引
起下游人磷脂酰肌醇三羟基激酶 / 蛋白激酶 B 信号

抑制,从而下调细胞存活基因抗凋亡蛋白的表达,
促进 T 淋巴细胞凋亡,并抑制 T 淋巴细胞分泌细胞

因子[12-14] 。 miR-200 家族成员作为重要的抑制因

子在肿瘤组织中表达下调,ZEB2 在结肠癌组织中表

达率高于正常,两者均参与肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭

及转移的调控[15-19] 。 miR-200c 与 ZEB-1 / 2 之间又

构成了一个双向负反馈回路[20-21] ,这种双向回路出

现在多种肿瘤细胞中[22] ,在细胞的分化、去分化以
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及肿瘤的增殖、转移过程中具有重大意义。 Park
 

SM 等[23]发现,在 TGF-β 诱导的哺乳动物上皮介质

转化(EMT)肿瘤模型中,miR-200
 

家族成员的表达

水平显著下调,而 miR-200 家族成员重新表达后其

可以通过靶向抑制 ZEB1 和 ZEB2 表达,上调 E -
cadherin 的表达水平,从而抑制肿瘤细胞的运动和

迁移能力。
本研究结果发现结肠癌肝转移裸鼠模型中,健

脾消癌方能上调 miRNA - 200c 表达,降低 PD - 1、
PD-L1、ZEB1 蛋白表达,并且随着健脾消癌方剂量

的增加,相关效果更加明显。 本研究提示健脾消癌

方具有明确的抑制结肠癌肝转移的作用,其机制可

能与上调抑癌基因 miRNA-200c 表达,抑制 PD-1、
PD-L1、ZEB1 蛋白表达有关。
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